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Résumé

La maladie cceliague est une entéropathie inflammatoire chronique se
développant chez des individus génétiquement prédisposés par |'expression des
haplotypes HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 et survenant suite a la consommation de gluten. Elle se
caractérise par le développement d’une atrophie des villosités de la muqueuse intestinale
débouchant sur un syndrome de malabsorption alimentaire. La seule thérapie actuelle
est le suivi d’'une diete sans gluten mais cette éviction totale du gluten n’est pas toujours
efficace et est lourde en concessions. Il est par conséquent urgent de développer des
thérapies alternatives mais ce domaine constitue un pipeline évoluant lentement,
notamment suite a I'absence d’un modele animal pertinent et complet sur le plan
physiologique. L'objectif de cette thése doctorale est de répondre a ce besoin crucial en

développant un modéle murin capable de récapituler les caractéristiques de la maladie.

Le chapitre 1 dresse le portrait de la maladie en quatre parties amenant
progressivement le lecteur dans les détails de sa pathogeneése. Cette introduction débute
par un rappel sur la physiologie et I'immunité intestinale puis elle définit la face clinique
de la maladie. Ensuite, le lecteur évolue dans une partie plus détaillée de |la pathogenese
aidant au discernement de ses acteurs cellulaires et moléculaires. Finalement, elle se
termine par une revue de la littérature sur les actuels modeles animaux. Le chapitre 2
brossent les objectifs de la these sur base de données clés de la littérature, notamment,
les patients présentent au minimum une copie de I'halplotype HLA-DQ2 ou HLA-DQS et
plus des deux-tiers sur-expriment la cytokine pro-inflammatoire interleukine-15 au
niveau de leur muqueuse intestinale. Il est donc raisonnable de penser qu’ensemble, le
gluten, I'haplotype HLA et l'interleukine-15 contribuent activement a la pathogenese.

Bien que soupgonnés, leurs réles et interactions nécessitent I'apport de preuves tangibles



in vivo. Le chapitre 3 détaille ainsi ces interactions démontrées a I'aide du développement

de notre nouveau modele murin.

Ce dernier est caractérisé par la surexpression de linterleukine-15 dans
I’épithélium et dans la lamina propria intestinale et par I'expression de I’'haplotype HLA-
DQS8. Ce travail démontre que I'exposition de cette souris au gluten s’accompagne d’une
atrophie villositaire et de la sighature compléte de la maladie, tant sur le plan sérologique,
cellulaire que transcriptionnel. Nous démontrons que la surexpression simultanée de
I'interleukine-15 dans les deux compartiments de la muqueuse intestinale que sont la
lamina propria et I'épithélium est une condition sine qua non au développement de
I'atrophie. Aussi, cette étude permet de mettre en lumiere la nécessité des cellules T CD4*
et de [linterféron-y dans [lactivation des lymphocytes intraépithéliaux et le
développement de I'atrophie. Finalement, cette recherche établit le role central joué par
I’'haplotype HLA-DQS8 et par I'enzyme transglutaminase Il tissulaire dans la survenue de
ces lésions. De maniére générale, les résultats issus de ce modeéle et présentés au chapitre
3 refletent toute la complexité des interactions entre le gluten, la génétique et I'IL-15 dans

le développement de la maladie cceliaque.

Enfin, le chapitre 4 apporte une conclusion a ce travail et le chapitre 5 discute des
futures directions envisagées pour ce modele préclinique. Ce dernier va sans doute
contribuer a une meilleure compréhension de la maladie cceliague et permettre

I'identification de potentielles cibles thérapeutiques.

Mots clés: auto-immunité, maladie cceliaque, modéle murin, gluten, HLA-DQS,

transglutaminase-2, interleukine-15, cellules T CD8* cytotoxiques, cellules T CD4*



Summary

Coeliac disease is a chronic inflammatory enteropathy characterized by
autoimmune features. This disease occurs in genetically predisposed individuals
expressing HLA-DQ2 or HLA-DQ8 haplotypes and is triggered following gluten
consumption. The disease is characterized by the development of intestinal villous
atrophy leading to malabsorption. The only current therapy is the adherence to a gluten-
free diet, but the diet is not always effective and is heavy in concessions. Therefore, the
development of alternative therapies is urgent but is a slowly evolving pipeline, mainly
due to the absence of a physiologically relevant animal model. The aim of this thesis is to
answer this unmet need by developing an animal model capable of recapitulating the

main characteristics of the disease.

Chapter 1 depicts a portrait of the disease in four points, gradually leading the
reader into the details of its pathogenesis. This introduction begins with a review of the
physiology and intestinal immunity and then draws a clinical portrait of the disease. Third,
the reader evolves in a more detailed part of the pathogenesis helping him to discern its
cellular and molecular actors. Finally, the introduction ends with a review of the literature
on current animal models. Chapter 2 outlines the thesis objectives based on key data from
the literature, in particular, patients present at least one copy of the HLA-DQ2 or HLA-
DQS8 haplotype and more than two-thirds over-express the proinflammatory cytokine
interleukin-15 at the level of their intestinal mucosa. It is therefore reasonable to
hypothesize that gluten, HLA haplotype and interleukin-15 together contribute to the
pathogenesis. Although suspected, their roles and interactions still require the provision
of tangible evidence in vivo. Chapter 3 details these interactions based on the proposed

new mouse model.



This model is characterized by the overexpression of interleukin-15 in the
intestinal epithelium and lamina propria and by the expression of the HLA-DQS8 haplotype.
This work demonstrates that the exposure of this mouse to gluten is accompanied by
villous atrophy and the complete serological, cellular and transcriptional signature of the
disease. We also demonstrate that simultaneous overexpression of interleukin-15 in both
mucosal compartments is a prerequisite for the development of atrophy. This study also
highlights the need for CD4* T cells and interferon-y in the activation of intraepithelial
lymphocytes and the development of villous atrophy. Finally, this research establishes the
central role played by the HLA-DQS8 haplotype and the enzyme tissue transglutaminase Il
in the occurrence of these lesions. In general, the results from this model presented in
Chapter 3 reflects the complexity of the interactions between gluten, genetics and IL-15

in the development of coeliac disease.

Finally, chapter 4 concludes this work and chapter 5 discusses future directions for
this powerful preclinical model that will undoubtedly contribute to a better
understanding of coeliac disease and will allow the identification of new potential

therapeutic targets.

Key words: autoimmunity, coeliac disease, mouse model, gluten, HLA-DQS,

transglutaminase-2, interleukin-15, cytotoxic CD8* T cells, CD4* T cells
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LTreg: lymphocyte T régulateur

Lp: lamina propria
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MICA: MHC class I-related chain A

MICB: MHC class I-related chain B

MC: maladie cceliaque

NOD: non obese diabetic

NK: cellule naturelle tueuse

NKr: récepteur des cellules naturelles tueuses
PC: plasmocyte

plgR: récepteur aux immunoglobulines polymériques
PP: plaque de Peyer

SED: dome sous-épithélial

SIgA: IgA sécrétoire

Smad: small mothers against decapentaplegic
TCR: récepteur des lymphocytes T

TDA: zone dépendante du thymus

TGF-B: transforming growth factor-f3

TLR: récepteur toll like

TNF: tumor necrosis factor

TO: tolérance orale

tTGII: transglutaminase Il tissulaire

tTGA: anticorp anti-transglutaminase Il tissulaire
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A ma mere, Béatrice.
Ete tas essilev.

Heredity

I am the family face;

Flesh perishes, I live on,
Projecting trait and trace
Through time to times anon,
And leaping from place to place

Over oblivion.

The years-heired feature that can
In curve and voice and eye
Despise the human span

Of durance — that is I;

The eternal thing in man,

That heeds no call to die.

Thomas Hardy.
Moments of Vision, 1917.
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Chapitre 1. Introduction

1.1 L’intestin gréle, principal terrain de jeu de la maladie cceliaque

1.1.1 Anatomie et histologie : rappels

L'intestin au sens large du terme est I'un des principaux organes du tube digestif.
Il est subdivisé en deux sections consécutives, I'intestin gréle, suivi du célon, I'ensemble
formant une surface avoisinant les 300m? (1). Ces deux structures sont anatomiquement
distinctes et présentent chacune leurs propres spécificités morphologiques et
physiologiques. Par conséquent, elles présentent également leurs propres
dysfonctionnements, leurs propres pathologies. Afin de bien intégrer I'ensemble des
mécanismes associés a la physiopathologie de la maladie coeliaque (MC) discutés dans cet
écrit, nous ne considérerons ici que lintestin gréle, terrain de jeu principal de la

pathologie.

Cet organe du tube digestif se situe donc entre I'estomac et le cblon. Plus
précisément, il fait directement suite au sphincter pylorique de I'estomac et s’arréte a la
valve iléo-caecale, pour une longueur totale d’environ 7 métres chez 'Homme adulte.
D’un point de vue anatomique, il se dissocie en trois sections consécutives évoluant vers
le cOlon et reconnaissables sur base de différences au niveau de leur muqueuse : le

duodénum, le jéjunum et 'iléon (2).

La fonction premiére du petit intestin est de participer activement a la digestion
des aliments et a I'absorption des nutriments qui en résultent. On estime a environ 30kg
la quantité de protéines alimentaires atteignant le tractus digestif sur une période d’un

an et a 130-190g de protéines sur une base quotidienne (3). La digestion des
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macromolécules issues de ce bol alimentaire, qui a principalement lieu au niveau du
duodénum, est assurée par la batterie d’enzymes produites par les entérocytes
épithéliaux et exprimées au niveau de leur pole apical. Ces enzymes travaillent de concert
avec les enzymes pancréatiques et la bile afin de compléter le catabolisme des
macromolécules partiellement digérées par les sucs gastriques de I'estomac. L’absorption
guant a elle est assurée grace a l'architecture remarquable de I'intestin gréle, faite de plis
circulaires, de villosités intestinales et de microvillosités entérocytaires, lesquelles
augmentent significativement Ila surface d’échange de sa muqueuse avec
I’environnement externe (Figure 1). Cette caractéristique unique nous permet d’ailleurs
de faire un premier lien direct avec la MC et de comprendre aisément pourquoi le patient,
qui présente une altération sévere de I'architecture de cette muqueuse, souffre d’un

syndrome de malabsorption et de carences alimentaires multiples.

Plus précisément, cette muqueuse intestinale est constituée de 3 éléments lui
assurant ses propriétés d’absorption, de sécrétion et de protection. On distingue ainsi un
épithélium (Ep), une lamina propria (Lp) et une muscularis mucosae (Figure 1). La
muscularis mucosae consiste en une fine couche de cellules musculaires lisses située sous
la Lp et séparant cette derniere de la sous-muqueuse. Ses fines contractions participent
au péristaltisme ainsi qu’au maintien du tonus intestinal. La Lp est quant a elle
principalement composée de tissu conjonctif lache assurant un réle de soutien a
I'architecture des villosités. Elle comporte également des vaisseaux sanguins et
lymphatiques, lui conférant un réle de vascularisation et d’absorption. L’Ep intestinal est
un peu plus complexe dans sa composition et mérite une description plus détaillée,

précisons qu’il est la structure cible faisant I'objet d’une destruction dans la MC.

Cet Ep est de type prismatique unistratifié et constitué de différents types

cellulaires, chacun assurant des fonctions biologiques spécifiques brievement décrites ci-

23



dessous. On distingue ainsi les entérocytes, les cellules de Paneth, les cellules

neuroendocrines et les cellules de Gobelet, encore appelées cellules caliciformes ou

cellules a mucus (4) (Figure 2). Ces différents types cellulaires sont issus de cellules

souches pluripotentes que I'on retrouve au fond des cryptes de Lieberkiihn, lesquelles

sont situées a la base des villosités intestinales. Ainsi, ces différentes lignées épithéliales

nouvellement formées vont évoluer depuis les cryptes jusque I'apex des villosités ou elles

présentent un cycle de vie tres rapide puisqu’elles sont renouvelées environ tous les 5

jours. Au cours de cette migration, la cellule épithéliale, quel que soit son type, va maturer

et acquérir les spécificités nécessaires a sa fonction biologique :

Les entérocytes : ils constituent la lignée cellulaire épithéliale la plus importante
avec environ 80% de la composition de I'épithélium. Ils sont responsables de la
fonction digestive et d’absorption. lls sont caractérisés au niveau du pdle apical
par la présence de microvillosités, formant ensemble la bordure en brosse. Cette
derniere exprime les enzymes digestives et augmente la surface d’absorption tel

gue mentionné ci-dessus.

Les cellules de Gobelet : leur principale fonction est la sécrétion de mucine, une
macroprotoéine glycosylée entrant dans la composition du mucus. Ce dernier se
présente sous la forme d’'une monocouche lache tapissant I'épithélium et assurant
plusieurs fonctions essentielles a la régulation de I’homéostasie intestinale sur
laguelle nous reviendrons en détails. Il constitue notamment une barriere
immunitaire puisqu’il maintient une certaine distance entre les bactéries du
microbiome intestinal et I'épithélium, sans pour autant leur étre totalement
imperméable. Il permet également la retenue des peptides antimicrobiens et des

anticorps sécrétés dans la lumiéere et luttant directement contre l'invasion de
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pathogenes. Finalement, son pH basique permet une protection face a I'acidité du

bol alimentaire délivré par I'estomac.

Les cellules neuroendocrines: elles sont responsables de la sécrétion de
différentes hormones intervenant directement dans la régulation de la digestion,

de la sensation d’appétit et celle de la satiété.

Les cellules de Paneth: ces cellules sont situées au fond des cryptes de
Lieberkihn, a proximité des cellules souches multipotentes. Elles sont les seules
cellules de I'épithélium intestinal a ne pas migrer selon I'axe crypte-villosité décrit
précédemment et elles présentent une durée de vie plus longue que les autres
types cellulaires. Ce sont des cellules sécrétrices exocrines a action
antimicrobienne. Plus précisément, elles sécretent des peptides tels que le
lysozyme, les cathelicidines et les défensines. Ces peptides microbicides se
retrouvent dans le mucus et participent activement a la lutte contre I'invasion

d’agents pathogenes.
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Figure 1: histologie de I'intestin gréle et organisation de sa muqueuse absorbante. L’intestin
gréle est situé entre I'estomac et le colon, il comporte trois sections consécutives; le duodénum,
le jéjunum et I'iléon. (a) La muqueuse et la sous-muqueuse forment les deux premiéres couches
concentriques et sont organisées en (b) plis circulaires augmentant la surface d’absorption
intestinales. (c,d) Chaque plis circulaire est lui-méme recouvert de villosités intestinales
comportant chacune un capillaire sanguin et lymphatique. Ces villosités sont tapissées d’un
épithélium constitué de différents types cellulaires parmi lesquels les entérocytes, caractérisés a
leur pole apical par (e) des microvillosités, augmentant elles aussi la surface d’absorption. Cet
épithélium s’invagine entre les villosités et constitue les cryptes de Lieberkiihn, protégeant les
cellules souches responsables du renouvellement épithélial. Mescher AL. Junqueira's Basic
Histology Text & Atlas, 12th ed. McGraw Hill Lange, New York: 2010. Page 270, figure 15-25.
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Ensemble, ces cellules, et donc cette muqueuse intestinale, assurent un réle clé
sur le plan digestif mais également sur le plan immunitaire. D’ailleurs, il convient de
préciser que l'intestin contient de nombreux acteurs de 'immunité innée et adaptative.
Par exemple, les lymphocytes résidant dans la Lp et ceux résidant dans I'Ep présentent
des profils tout a fait différents et constituent donc des compartiments immunologiques
aux fonctions distinctes. D’ailleurs, le dialogue établit entre ces deux compartiments lors
de la MC reste quelque peu énigmatique. Il est donc adéquat d’aborder I'immunité

intestinale afin de bien intégrer les prochains concepts développés dans ce travail.

Intestinal Lumen e
—O Intestinal Stem Cells
Anoikis s

—O Paneth Cells

—O Transit Amplifying Cells

()
Ne
203
>
©

—O Goblet Cells

—O Enteroendocrine Cells
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—O Enterocytes
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Figure 2: composition cellulaire de I'épithélium intestinal.

L’épithélium intestinal est constitué de différents types cellulaires, chacun assurant des fonctions
biologiques spécifiques. On distingue les entérocytes, les cellules de Paneth, les cellules
neuroendocrines et les cellules de Gobelet. Ces différents types cellulaires sont issus de cellules
souches pluripotentes situées au fond des cryptes de Lieberkiihn. Les cellules filles ainsi générées
vont migrer depuis la crypte jusque I'apex de la villosité tout en se spécialisant (4).
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1.1.2 Llimmunité intestinale

D’un point de vue immunologique, lintestin est I'organe du corps humain
comportant la plus grande concentration en cellules immunitaires et ce constat reste
d’application pour la souris. On parle d’environ 70% de I'ensemble des cellules de
'immunité chez le mammifére et ceci s’explique aisément puisque l'intestin constitue
I'interface la plus importante de I'organisme avec I’environnement externe (5). Cette
interface est le lieu d’'une constante exposition face aux antigénes présents dans la
lumiére intestinale. Ces derniers incluent un large spectre de bactéries issues du
microbiome ainsi qu’une multitude de protéines alimentaires quotidiennement ingérées
par I'individu. Ces interactions complexes entre les antigénes, la barriére intestinale et le
systéme immunitaire sont contrélées par une homéostasie unique et finement régulée,
permettant a la fois la digestion, I'absorption et la tolérance des nutriments, I'absence de
réponse face aux bactéries commensales et la protection de I'individu face aux antigénes
potentiellement pathogénes. Cette aptitude est plus connue sous le terme général de
tolérance et sera décrite au point 1.1.3 puisque la rupture de cette derniere s’inscrit
pleinement dans la pathogenése de la MC. La compréhension de ces mécanismes
tolérogéniques passe inévitablement par une description et une compréhension du

systéme immunitaire intestinal.

Le développement d’une réponse immunitaire adaptative intestinale est
orchestrée a partir de différents sites, on parle de sites inducteurs et de sites effecteurs
(6). Les sites inducteurs permettent la reconnaissance de I'antigene, ils rassemblent les
ganglions mésentériques (GM) et les tissus lymphoides associés au tube digestif (on parle

du GALT, pour Gut-Associated Lymphoid Tissue). Ce dernier comporte a la fois des
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structures lymphoides organisées, telles que les plagues de Peyer (PP) mais également
des structures beaucoup plus aléatoires parsemant la muqueuse intestinale, ce sont les
follicules lymphoides isolés. Les sites effecteurs sont quant a eux les sites ou la réponse

immunitaire contre I'antigene a véritablement lieu, il s’agit de la Lp et de I'Ep (Figure 3)

(7).
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Figure 3: représentation des éléments composant le systeme immunitaire de la muqueuse
intestinale. Le systéme immunitaire intestinal s’organise en sites inducteurs et en sites
effecteurs. Les premiers sont constitués des GM et du GALT et permettent la reconnaissance
de I'antigene. Les seconds sont constitués de I'Ep et de la Lp et assurent le développement de
la réponse contre cet antigene. SED, dome subépithélial; TDA, zone dépendante du thymus (7).
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A. Sites inducteurs

Les plaques de Peyer et les follicules lymphoides isolés

Les PP sont des structures lymphoides macroscopiques localisées tout au long de
la muqueuse intestinale, avec cependant des tailles et des concentrations plus
importantes au niveau de la section iléale. Comme tout organe lymphoide secondaire,
elles sont caractérisées par cette structure immunologique classique faite de follicules
riches en lymphocytes B (LB) et entourée d’une zone riche en lymphocytes T (LT) (8). Les
PP présentent néanmoins une particularité, celle d'un épithélium spécialisé et
étroitement associé aux follicules B. Cet épithélium comporte les cellules M (M pour
microfold, figure 3) qui ont la caractéristique de continuellement sonder le contenu de la
lumiére intestinale. Ces cellules vont ainsi capter les antigenes et les faire parvenir, dans
leur totalité et par voie transépithéliale, aux cellules présentatrices d’antigenes (CPA); les
macrophages et les cellules dendritiques (CD, appelées ici cellules dendritiques
folliculaires dans les PP) (9). Classiquement, les CD rentrant en contact avec un antigéne
considéré vont maturer et entamer une migration vers la zone T ou elles vont présenter
cet antigéne aux LT CD4* naives spécifiques de ce dernier. La formation de centres
germinatifs impliquant le dialogue bidirectionnel classique entre LB et LT est alors
engagée et débouchera sur une réponse immunitaire adaptative. Les cellules T activées
dans les PP peuvent également évoluer vers les GM via drainage lymphatique pour
ensuite rejoindre le torrent circulatoire et finalement s’accumuler dans la muqueuse

intestinale (7).

Les follicules lymphoides individuels ressemblent aux PP en ce sens ou ils

comportent eux aussi un épithélium associé aux follicules B avec présence de cellules M.

Cependant, ce sont de petits agrégats lymphoides beaucoup plus petits et comportant
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uniguement quelques follicules B. La zone T est également beaucoup moins bien
marquée. Bien que microscopiques, ces structures tapissent littéralement la muqueuse
intestinale et jouent donc un role non négligeable dans l'induction de la réponse

immunitaire intestinale (10).

Les ganglions mésentériques

Les GM se présentent sous la forme d’un chapelet ganglionnaire intriqué dans le
mésentere, ils sont responsables du drainage de l'intestin. Tout comme le GALT, ils font
partie des organes lymphoides secondaires. Brievement, ils sont entourés d’une capsule
conjonctive sous laquelle on retrouve deux structures clés impliquées dans le
développement de la réponse immunitaire adaptative : un cortex abritant les follicules B
et, au pourtour de ce cortex, le paracortex qui lui, comporte la zone T. On retiendra en
particulier de ces GM que leur stroma fournit un environnement tout a fait unique dont
les caractéristiques biologiques participent pleinement a I'induction de ce mécanisme
immunitaire clé déja cité au préalable et sur lequel nous reviendrons rapidement : la
tolérance orale (TO) (11). En I'absence de ces GM, ce mécanisme ne peut avoir lieu (12,

13)

En résumé, que I'on soit dans les PP, les follicules lymphoides isolés ou encore
dans les GM, les cellules T et les cellules B activées par les CPA vont, suite a cette
polarisation, exprimer différents récepteurs de « homing » leur permettant de migrer
depuis ces sites inducteurs jusqu’au niveau des sites effecteurs de la réponse immunitaire

intestinale, I'Ep et la Lp.
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B. Sites effecteurs

La lamina propria

La Lp comporte différents types de cellules immunitaires avec une majorité de LT
et de LB. Les LT constituent une population mixte de CD4* et CD8* au ratio 2 pour 1. lls
présentent un phénotype effecteur mémoire pour la plupart puisqu’ils sont issus des
cellules T naives activées dans les sites inducteurs décrits précédemment (14). Les LB sont
guant a eux majoritairement présents sous la forme de plasmocytes (PC), assurant la
production d’anticorps d’isotype IgA. On parle de SIgA ou d’IgA sécrétoires puisque pour
rappel, les cellules épithéliales expriment au niveau basal le plgR, ou récepteur aux
immunoglobulines polymériques, assurant la transcytose des IgA dimériques vers la
lumiére intestinale ou elles contribuent a la protection de la muqueuse intestinale face
aux antigenes présents dans la lumiere (15). En plus de ces LT effecteurs et de ces PC, la
Lp contient également des cellules de I'immunité innée dont des granulocytes et autres
types de phagocytes jouant un réle important aussi bien dans la protection innée que
dans la connexion entre cette réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire

adaptative.

L’épithélium

L'Ep intestinal est principalement caractérisé par la présence de lymphocytes
intraépithéliaux (LIEs). On en dénombre environ une dizaine pour 100 cellules épithéliales
chez la souris pour un total de 10 a 20 chez 'Homme, en conditions physiologiques
normales. lls constituent une population hétérogéne de cellules T CD8* effectrices dont
la fonction principale est de fournir une premiére ligne de défense contre les agents

pathogenes envahissant la barriere intestinale (16). lls expriment un récepteur T (TCR) de
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type TCRaB ou TCRyd et présentent un état d’activation globalement plus élevé que les
cellules T périphériques classiques, ce qui, a I'image de véritables sentinelles, leur permet de
répondre trés rapidement a toutes invasions potentielles (17). Aussi, en plus de leur fonction
cytotoxique, ils assurent une fonction régulatrice permettant le maintien de l'intégrité
épithéliale, notamment via la sécrétion de facteurs de croissance. Finalement, soulignons
gu’il existe un grand nombre de différences dans la composition et le phénotype de ces LIEs

entre 'Homme et la souris. Ces derniéres seront abordées plus en détails au point 1.3.2.3.A.

1.1.2.2 Le microbiome intestinal

Chez les mammiféres, la colonisation des barriéres épithéliales par une
communauté microbienne est extrémement fréquente. En effet, la surface cutanée, le
tractus respiratoire, urogénital ou encore digestif présentent une microflore commensale
faite de bactéries, virus et champignons. Plus spécifiqguement, le microbiome intestinal
réfere principalement a I'ensemble des espéces bactériennes colonisant la section
intestinale du tractus digestif. Il constitue un pan de recherche a lui seul et notre
compréhension face a son impact sur la physiologie normale et pathologique de la santé

humaine ne cesse d’évoluer.

La colonisation de ce tractus gastro-intestinal par le microbiome est un processus
rapide et dynamique, ayant lieu dés la naissance de l'individu. Cette colonisation se
compléte généralement apres les 3 premieres années de vie et elle présente initialement
une faible biodiversité, laquelle évoluera par la suite, notamment via l'introduction
d’aliments solides dans le régime alimentaire de l'individu. Méme si la biodiversité du
microbiome est initialement restreinte durant les premiéres années de vie, c’'est
néanmoins durant cette période que le microbiome présente la plus grande variabilité
observée entre les individus (18). Il tend ensuite a se stabiliser et a prendre la composition

« classique » du microbiome adulte humain. Chez ce dernier, on compte environ 10
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bactéries, soit dix fois plus de cellules microbiennes que de cellules eucaryotes composant
le corps humain (19). Des différences dans la composition et la densité sont également
observées en fonction de la région intestinale considérée, avec notamment une
concentration et une diversité beaucoup plus faible au niveau de I'intestin proximal suite
aux conditions physiologiques plus drastiques pour le régne bactérien. Inversement donc,
la plus grande proportion de bactéries se trouve au niveau du célon. Globalement, les
groupes les plus abondants sont les gram-positives Firmicutes et Actinobacteria et les
gram-negatives Protobacteria et Bacteroides (18). Cette microflore établit un équilibre
symbiotique avec |I'h6te et assure a elle seule des fonctions biochimiques et métaboliques
complémentant la physiologie de I'h6te. Par exemple, elle joue un role fondamental dans
la digestion des nutriments, dans la fonction de la barriere épithéliale mais également

dans le développement, la maturation et la régulation du systéme immunitaire intestinal.

D’un point de vue immunologique justement, la présence si intime d’une telle
population bactérienne dans l'intestin constitue un perpétuel risque d’infection et
d’inflammation. Chez I'individu sain, le maintien de cet équilibre symbiotique est garanti
par une vigilance accrue du systeme immunitaire qui assure une double fonction:
premiérement il prévient toute infraction bactérienne dans le torrent circulatoire mais
dans un méme temps, il permet une certaine tolérance face aux bactéries commensales.
Il y a donc un dialogue bidirectionnel qui s’établit puisque le microbiome éduque le
systéeme immunitaire la ou le systéme immunitaire régule la composition du microbiome
(20). Toute dérégulation de cet équilibre peut favoriser une infraction bactérienne de la
barriere intestinale, ce qui s’Taccompagne du développement d’une réponse immunitaire
inappropriée et délétere pour l'individu, telle gu’observée par exemple dans les

pathologies inflammatoires de I'intestin.
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Tel qu’abordé au point précédent, |'alimentation est un des facteurs majeurs
influencant la composition du microbiome intestinal de I'individu. Cependant, le large
spectre des macromolécules alimentaires constitue per se une seconde source
d’antigenes face a laquelle I'immunité intestinale se doit de rester tolérante. Aussi, il
convient de garder a l'esprit que certains composants alimentaires sont uniqguement
digérés par les bactéries du microbiome intestinal et les métabolites qui en résulte jouent
un réle crucial dans le développement de cette tolérance aux antigenes alimentaires et
microbiotiques. Un exemple couramment cité est la production d’acides gras a courte
chaine résultant de la fermentation bactérienne des fibres végétales. Ces acides gras
occupent une fonction fondamentale dans la biologie et I’homéostasie des cellules T
régulatrices, acteurs primordiaux dans la tolérance (21-23). Ceci sous-entend donc
I’existence d’un dialogue complexe entre le microbiome, les antigenes alimentaires et le
systéme immunitaire intestinal. Ce triangle et les interactions qu’il implique garantissent

le maintien de ’lhoméostasie intestinale.

Tres brievement, la nourriture ingérée fait I’objet d’une digestion progressive tout
au long du tractus gastro-intestinal via différents processus mécaniques et enzymatiques
dont la description détaillée serait ici hors contexte. Retenons que la digestion des
macronutriments tels les protéines, glucides et lipides en micronutriments plus simples
permet in fine d’atténuer largement leur potentiel immunogéne tout en assurant leur
absorption par les entérocytes. Néanmoins, certains composants alimentaires, tels que
les fibres végétales par exemple, sont résistants a I’hydrolyse des enzymes digestives et
feront donc plut6t I'objet d’'une dégradation par fermentation bactérienne. Certaines
macromolécules protéiques ne sont également que partiellement digérées, ce qui résulte

en I'absorption de larges peptides conservant des lors un potentiel immunogéne. C'est
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notamment le cas de la gliadine, une des fractions peptidiques résultant de la digestion
incompléte du gluten et qui est responsable de la réponse immunitaire erronée observée
chez I'individu cceliaque et sur laquelle nous reviendrons. Retenons que chez I'individu
sain, ces antigenes alimentaires ne génerent aucune réponse de la part du systeme
immunitaire et vont, au méme titre que les bactéries symbiotiques, étre tolérés par ce

dernier. Il est donc temps d’aborder maintenant le concept de la TO.

1.1.3 Les mécanismes de la tolérance orale

Les deux précédentes sections nous permettent aisément de comprendre
pourquoi il est indispensable pour I'immunité intestinale de disposer de mécanismes lui
permettant de reconnaitre et de tolérer les antigenes alimentaires et microbiens
inoffensifs tout en étant capable de différencier les antigénes envahissants et de
développer une réponse immunitaire adéquate face a ces derniers. Une rupture de la
tolérance face aux antigenes de I'alimentation peut conduire a différents types d’allergies
alimentaires ou encore a la MC, |a ou une perte de la tolérance face au microbiome
conduit plutot aux pathologies inflammatoires de I'intestin ou encore a I'obésité (24, 25).
Aussi, les mécanismes sous-jacents la tolérance au microbiome et la tolérance aux
antigenes alimentaires (on parle ici de TO) sont quelques peu différents. Seule la TO sera
développée dans la présente section. Cette derniere se définit comme I'absence de
réponse immunitaire faisant suite a I'administration orale d’antigenes, principalement

issus des protéines alimentaires.

Ce mécanisme a été démontré aussi bien chez le rongeur que chez 'Homme
(26-28) et différents facteurs influencent son développement tels que la dose d’antigéne
recue, la nature de cet antigéne ou encore la fréquence d’administration de ce dernier

(29). Dans tous les cas, le développement de la TO permet d’éviter toute hypersensibilité
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alimentaire en inhibant notamment la prolifération des LT et en limitant la production de

cytokines et d’anticorps contre I'antigene alimentaire considéré.

L'induction de cette réponse tolérogene se fait dans la muqueuse du petit intestin
et implique une réponse immunitaire locale et systémique particulierement bien décrite
par Pasbst et Mowat (7, 24) (Figure 4). De maniére classique, les antigenes alimentaires
peuvent traverser la barriere épithéliale intestinale et gagner alors le compartiment de la
Lp ou ils seront pris en charge par une population de CD tolérogénes. Ces dernieres sont
caractérisées par I'expression de l'intégrine aE (CD103) et par la production d’acide
rétinoique et de TGF-B (30-32). Ces CD vont maturer et migrer au niveau des GM (12) ou
elles présenteront les antigénes aux LT naifs spécifiques de ces derniers. L'acide
rétinoique et le TGF-B produits par ces CPA assurent un réle clé dans I'induction de la TO.
Premiérement ils vont permettre I'expression du facteur de transcription Foxp3 par les
cellules T naives spécifiques de I'antigéne, lesquelles évolueront alors vers un profil de
lymphocytes T régulateurs (LTreg) (30, 32, 33). Ensuite, ces cytokines vont permettre
I'expression de différents récepteurs de migration intestinale tels I'intégrine o437 et le
récepteur CCR9 (C-C chemokine receptor type 9), permettant a ces LTreg de gagner la Lp
ou ils vont alors prévenir toutes réponses inflammatoires inappropriées face a I'antigéne
alimentaire considéré (34, 35), notamment via la production de cytokines
immunosuppressives telles I'lL-10 ou de nouveau le TGF-B (26, 30, 36). C'est précisément
cette circulation des LTreg depuis les GM qui va garantir une tolérance systémique face a

I'antigene alimentaire considéré.

Parallelement a [l'induction de cellules Treg, deux autres mécanismes
interviennent dans le développement de la TO: I'anergie et la délétion clonale (37).
Retenons simplement ici que le facteur principal orientant I'un ou I'autre mécanisme de

tolérance semble étre la quantité d’antigénes a laquelle I'organisme est exposé (26). Une
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dose élevée est associée avec une association au TCR dépourvue de signaux de
costimulation, favorisant alors une réponse immunosuppressive, a savoir une anergie ou
une délétion des cellules T intestinales. A contrario, une faible dose oriente plutdt une
réponse tolérogéne via |'activation des LTreg. Ces derniers entretiennent un
environnement immunosuppresseur via leurs interactions cellulaires directes et via la

sécrétion de cytokines immunosuppressives tels le TGF-f et IL-10 (38).

Finalement, les mécanismes de la TO ne sont pas infaillibles et peuvent dans
certains cas faire défaut. Le systeme évolue alors vers une situation caractérisée par le
développement d’une réponse immunitaire erronée ciblant un antigéne alimentaire. La
pathologie alimentaire la plus fréquemment rencontrée suite a cette rupture de la TO est
la MC que nous allons maintenant discuter en détails. Le point 2 de cette introduction
dresse un portrait clinique complet de la pathologie et le point 3 envisage sa pathogenese

de facon détaillée.
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Figure 4: capture de I’antigéne et activation des LT CD4* spécifiques de ce dernier.

Les antigénes sont bien souvent véhiculés via les cellules M de I'épithélium des plaques de Peyer (a)
et transférés jusqu’aux cellules dendritiques sous-jacentes, lesquelles présentent I'antigene
processé aux cellules T naives spécifiques de ce dernier. (b) Les cellules dendritiques peuvent
également migrer jusqu’au niveau des ganglions mésentériques (c) et de la méme maniére, activer
les cellules T CD4* naives présentes dans ces derniers (d). Cette voie est également employée par
les cellules dendritiques de la lamina propria captant directement des antigenes ayant traversé
I’épithélium intestinal sans I'aide des cellules M (e). Aussi, il se peut que les entérocytes expriment
également le CMH de classe Il et jouent le réle d’APC pour les cellules T CD4* présents dans la lamina
propria (f). Dans tous les cas, les cellules T CD4* ainsi activées expriment lI'intégrine a4p7 et le
récepteur CCR9 (C-C chemokine receptor type 9), leur permettant de migrer dans la lamina propria
via les vaisseaux lymphatiques efférents (g). SED, subepithelial dome; TDA, thymus-dependent area.
Adapté de (7).
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1.2 Vue d’ensemble de la maladie cceliaque

1.2.1 Contexte historique

Historiguement, la MC est une pathologie ancestrale résultant du mode de vie de
la civilisation humaine. Elle apparait suite au développement de l'agriculture et de
I'introduction des céréales dans I'alimentation durant la période néolithique, il y a environ
10.000 ans. Plus précisément c’est le peuple romain qui s’est préférentiellement tourné
vers la consommation du blé étant donné ses caractéristiques d’élasticité et de viscosité,
nécessaires pour la fabrication du pain mais également directement liée a la présence de
gluten (39). La premiere description du tableau clinique de la maladie remonte a la
seconde moitié du 2°™¢ siécle de notre ére, durant I’Antiquité, et revient au médecin grec
Aratée de Cappadoce. Ce dernier décrira une symptomatologie classique avec diarrhées
séveres, douleur et distension de la paroi abdominale et syndrome de malnutrition
évolutif. Il reconnaitra également |'atteinte du compartiment intestinal dans cette
symptomatologie et il est a I'origine du terme cceliaque, du grec koealiakos, signifiant
littéralement « souffrance de I'intestin » (40, 41). Il faudra patienter la fin du 19°™¢ siécle
pour voir apparaitre une description médicale moderne de la pathologie mais surtout une
premiére connexion faite avec le régime alimentaire grace au pédiatre anglais Samuel
Gee, en 1888. Ce dernier suggéra que le suivi d’'une diete pauvre en farine constituait la
charpente d’un traitement bénéfique pour ses jeunes patients sans pour autant pouvoir

identifier I’agent causal (42).

C'est dans les années 1950 que la relation causale entre la MC et la consommation
de céréales sera clairement et scientifiquement mise en évidence, principalement grace
aux recherches de la thése doctorale du Dr. Willem Karel Dicke. Considéré comme le

pionnier dans le domaine, ce dernier soupgonna une corrélation entre I'apparition des
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symptomes de la maladie et la consommation de pain et autres dérivés céréaliers. Il a
ensuite confirmé cette observation durant la seconde guerre mondiale ou le tableau
clinique des patients disparaissait de maniere drastique suite au remplacement des
céréales durant cette période de rationnement par un autre type de diete (43). Etant
donné que les patients présentaient une rechute de leur condition suite a la
réintroduction du pain aprés la période de pénurie, il entreprit des schémas
expérimentaux controlés en exposant ses patients a différentes dietes plus ou moins
riches en produits céréaliers tout en mesurant la malabsorption associée. Ceci en fit le
premier médecin a instaurer I'idée d’un régime alimentaire excluant le blé, le seigle et

I'orge et a constater que la santé du patient s’en trouvait grandement améliorée.

Quelques années plus tard, en 1954, Paulley apporte une premiére lumiere sur les
lésions de la maladie en examinant des biopsies obtenues par laparoscopie chez des
patients souffrant de stéatorrhée. Ses travaux décrivent pour la premiére fois I'atrophie
des villosités et linfiltration lymphocytaire épithéliale caractérisant la muqueuse
intestinale du patient coeliaque (44). Consécutivement a ces percées, les recherches de
Charlotte Anderson permettront d’identifier définitivement le gluten comme étant la
fraction toxique des céréales pour le patient coeliague et responsable des lésions

intestinales (45).

Enfin, c’est dans la seconde partie du 20°™ siécle que sera progressivement
identifiée I'implication du systeme immunitaire et du paysage génétique dans le décours
de la pathologie (46). Notamment, I'implication du systeme HLA de classe Il et plus
précisément des haplotypes HLA-DQ2 et HLA-DQS sera identifiée comme facteur majeur
de prédisposition génétique grace aux différents travaux menés par Howell et Sollid,
respectivement en 1986 et 1989 (47, 48). Durant cette méme période, I'avenement des

techniques d’investigations médicales telles que I'endoscopique digestive couplée a la
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biopsie vont grandement améliorer le diagnostic de la maladie par identification formelle
des altérations de la muqueuse intestinale causées par la consommation de gluten. Par
ailleurs, Marsh sera, en 1992, le premier a décrire avec précision les différents stades
évolutifs de I'atteinte de la muqueuse du patient cceliaque et définira 5 types d’atteintes
histologiques, connues sous le nom de classification de Marsh, laquelle sera détaillée au

point 1.2.6.2.A (49).

Finalement, c’est en 1997 que Walburga Dieterich identifiera I'autoantigéne de la
maladie, I'enzyme transglutaminase Il tissulaire (tTGIl), jouant un roéle clé dans la
pathogenese de la maladie et sur laquelle nous reviendrons en détail au point 1.3.2.2.C
(50, 51). Elle identifiera également les auto-anticorps associés et ciblant cette enzyme
endogene, prouvant définitivement la facette auto-immune de cette maladie. Cette
découverte est absolument majeure dans I’historique de la pathologie puisqu’elle a mené
au développement de nouveaux outils de diagnostic cliniques. Basés sur des tests
sérologiques, ces outils de diagnostic vont permettre de lever le voile sur la réelle
épidémiologie de cette maladie avec l'identification d’'une prévalence complétement
inattendue, propulsant la MC du statut de pathologie pédiatrique rare a celle de
pathologie fréquente touchant des individus de tous ages et présentant un large éventail
de symptomes cliniques (52). Maintenant que son contexte historique est dressé, il

convient de définir clairement la pathologie et les termes qui y sont associés.

1.2.2 Définitions et concepts généraux

Le gluten a donc été identifié comme |'antigéne alimentaire de la MC. D’un point
de vue dichotomique, ce gluten est en réalité un terme général regroupant deux grandes
classes de protéines de stockage énergétique retrouvées dans les céréales et classées

selon leur solubilité dans I'alcool ; les gluténines, insolubles et les prolamines, solubles.
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Les gluténines sont des macroprotéines polymériques généralement trés peu toxiques
pour le patient tandis que les prolamines sont de petites protéines monomériques et sont
responsables de la toxicité du gluten pour le patient. Ce sont les prolamines du blé qui
sont les mieux caractérisées, elles sont appelées gliadines et sont subdivisées en gliadines
o, B, y et w, sur base de leur région amino-terminale et de leur mobilité électrophorétique
décroissante. Les prolamines du seigle et de I'orge sont respectivement les sécalines et
les hordéines (53, 54). Le point commun de ces prolamines est la présence de séquences
répétées riches en glutamine et en proline, ce qui les rends particulierement résistantes
a la protéolyse des enzymes gastro-duodéno-pancréatiques du tractus digestif, lesquelles
sont dépourvues d’activité propyl-endopeptidase (55, 56). Cette résistance a la digestion
intervient directement dans leurs aptitudes immunogénes puisque ces peptides vont ainsi
s’accumuler dans la lumiére intestinale et subir des modifications post-traductionnelles
une fois absorbés, telles que la déamidation par la tTGII, un processus sur lequel nous

reviendrons également au point 1.3.2.2.C.

Bien que ces différentes prolamines soient toutes toxiques pour le patient
ceeliaque, on retiendra que la plupart des épitopes immunodominants dérivent de la
séquence de la gliadine-o. du blé (57-59). Longue de 266 acides aminés, on retrouve
notamment dans cette gliadine-a la séquence 56-88, laquelle contient elle-méme 6
épitopes dont les séquences immunogénes se chevauchent (9-mer, 13-mer, 17-mer, 18-
mer, 25-mer et 33-mer) (60, 379) (Figure 5). Cette séquence 33-mer et les séquences qui
en dérivent sont généralement reconnues comme étant les épitopes immunoréactifs les
plus efficaces dans I'activation de la réponse inflammatoire et la réponse auto-immune

caractéristique de la MC (56).
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a-gliadin 266

3PGQQQPFPPQQPY43

/

19-mer | 31PGQQQPFPPQQPYPQPQPF4

12-mer S’QLQPFPQPQLPYS8

33-mer | 5 QLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQ! PYPQPQPFS

Figure 5: séquence de I'a-gliadine. L'a-gliadine est le peptide immunogénique majeur du gluten et
présente une longueur de 266 acides aminés, riche en proline (P) et en glutamine (Q). Elle présente
différentes séquences peptidiques immunogenes dont le 33-mer 56-88, un épitope extrémement
réactif chez le patient cceliaque (379).

De nos jours, le concept de cette maladie est défini par la Société Européenne de
Pédiatrie, Gastroentérologie, Hépatologie, et Nutrition comme étant une entéropathie
auto-immune développée suite a la consommation de protéines de gluten chez des
individus génétiguement prédisposés exprimant I’haplotype HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 du
systeme HLA (46, 61, 62). Elle se traduit au niveau histologique par une altération de la
mugqueuse intestinale prédominant au niveau du gréle proximal et dont le spectre s’étend
de la discrete lymphocytose intra-épithéliale jusqu’a I’atrophie villositaire compléete

(Figure 6) (62).
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Figure 6: évolution représentative de I’atteinte histologique dans la MC.

(A) Lymphocytose intra-épithéliale sans atrophie villositaire. Marquage hématoxyline-éosine et
CD3. (B) Atrophie villositaire partielle avec raccourcissement des villosités. (C) Atrophie villositaire
totale, les villosités sont indétectables (62).

D’un point de vue immunologique, cette perte de la TO au gluten se traduit chez
ces patients par I'activation conjointe de I'immunité innée et adaptative, lesquelles sont
responsables de la réponse inflammatoire intestinale chronique. Cette derniére est
principalement orchestrée par les LT spécifiques du gluten. D’une part, ils permettent le
développement d’une puissante réponse humorale avec activation des lymphocytes B
spécifiques du gluten et de la tTGIl, responsables de la signature sérologique de la
maladie. D’autre part, ils vont également sécréter une batterie de cytokines pro-
inflammatoires intervenant dans I’activation de la fonction cytotoxique des LIEs et dans
le stress cellulaire des entérocytes. Ces deux types de réponse seront discutées en

profondeur aux points 1.3.2.2 et 1.3.2.3.

En conséquence, ces lésions inflammatoires vont profondément impacter la
qualité de vie du patient qui souffre de diarrhées chroniques, de douleurs abdominales
mais surtout d’un syndrome de malabsorption alimentaire de degré variable. Ce dernier
inclut notamment une carence séveére en minéraux et vitamines, essentiels au bon
développement de I'organisme (63, 64). On note principalement une carence en fer, en
acide folique, en vitamine D et en calcium. Il s’en suit donc des troubles tels que 'anémie

ferriprive et I'ostéoporose. On comprend donc aisément pourquoi le jeune patient
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coeeliague présente généralement un retard de croissance, un état cachectique et

asthénique.

Depuis Willem Dicke jusqu’a ce jour, le seul traitement permettant une régression
efficace de ce tableau clinique est purement diététique et se cantonne au suivi a vie d'une
diete stricte sans gluten (65, 66). Bien qu’un tel régime améliore significativement et en
guelgues semaines les signes cliniques et histologiques présentés par le patient, il n’est
pas toujours efficace (67, 68) et ses exigences sont un réel défi pour le patient,
particulierement chez les jeunes individus (69, 70). Toute pathologie non correctement
prise en charge par un tel régime présente un impact majeur sur |'état de santé du patient
et peut potentiellement évoluer vers de sérieuses complications, telles que le

développement de lymphomes intestinaux (71-73).

Pour conclure le portrait de la maladie, ce qui la rend particulierement
intéressante au niveau de la recherche qui lui est dédiée est I'identification de I'antigéne
externe (le gluten), I'identification des facteurs génétiques (principalement le phénotype
HLA) et finalement la facilité d’accés du tissu ciblé (le gréle proximal). Ceci fait de la MC
une pathologie unique pour I'étude des mécanismes sous-jacents la rupture de la TO face
a un antigene alimentaire ainsi que pour le développement de potentiels modeles

d’études et stratégies thérapeutiques pouvant remplacer la diete sans gluten.

1.2.3 Liceberg coeliaque et ses différents phénotypes

La MC est un véritable caméléon en termes de symptomatologie clinique.
L’évolution des connaissances sur la pathologie s’est accompagnée d’une meilleure
compréhension de son spectre clinique, lequel présente en réalité un aspect

polymorphique complexe. Ceci sous-entend |'existence de différentes formes ayant
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chacune leurs spécificités en termes de signes cliniques contribuant au diagnostic, lequel
n‘est pas toujours évident. En effet, on décrit des formes symptomatiques dont la
détection est aisée mais également des formes potentielles et silencieuses, pouvant
rester en dehors du radar des outils diagnostiques et constituant pourtant la majorité des

cas (46).

Une maniere élégante et couramment acceptée d’illustrer ce polymorphisme est
le concept de I'iceberg coeliaque, métaphore introduite pour la premiére fois par Anne
Ferguson en 1993 (74). Ce modele visuel (Figure 7) permet une compréhension plus aisée
de son épidémiologie, laquelle sera discutée au point suivant. Concretement, cet iceberg,
lorsqu’il est considéré dans son entiereté, représente I’'ensemble d’une population dans
un espace-temps considéré. Cette derniére est caractérisée par I'expression du paysage
génétique prédisposant de la maladie, a savoir I’haplotype HLA-DQ2 ou HLA-DQS et peut
se fractionner en 3 sous-populations sur base de la sérologie, de I'histologie et de la
symptomatologie (75). Une fraction de cette population a risque se caractérise par une
sérologie positive pour les anticorps spécifiques anti-gliadine et anti-tTGIl sans que la
biopsie intestinale ne montre d’altération au niveau de la muqueuse et sans qu’il y ait de
symptdémes évocateurs. On parle ici de la forme potentielle de la maladie. Une seconde
fraction de la population considérée se caractérise quant a elle par une sérologie positive,
une atrophie villositaire typigue mais un état asymptomatique. C’est la forme silencieuse
de la pathologie. Ensemble, la forme potentielle et la forme silencieuse constituent la
majorité de la réelle population cceliaque, non diagnostiquée, car telle la partie immergée
d’un iceberg, cette population n’est pas directement visible. Finalement, la partie
émergée regroupe |'ensemble des patients présentant la forme classique avec une
symptomatologie digestive accompagnée d’une altération histologique de la muqueuse
intestinale et d’une séropositivité. Cette forme classique présente per se une certaine

variabilité interindividuelle dépendant de plusieurs facteurs dont I'age du patient, la
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présence de symptoOmes extradigestifs ou encore la durée de la pathologie (76). La
derniere forme qu’il convient d’aborder ici et qui ne fait pas encore partie de I'iceberg est
la forme réfractaire. Ces individus souffrent d’'une forme classique clairement identifiée
évoluant par la suite vers une symptomatologie digestive beaucoup plus sévere et pour
lesquelles I'éviction du gluten n’a aucun effet thérapeutique. Ces patients ont de fortes
probabilités quant au développement d’un lymphome intestinal a cellules T (77). Bien que
ces polymorphismes soient a ce jour clairement identifiés, il faut savoir que les
mécanismes sous-jacents le passage plus ou moins rapide de la forme potentielle a la
forme asymptomatique puis symptomatique voir réfractaire ne sont pas encore élucidés

(75).
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Figure 7: modele de l'iceberg cceliaque. Ce modele visuel permet de représenter le
polymorphisme et I'épidémiologie de la pathologie cceliaque. D’apres le spectre évolutif définit
par Fasano et Catassi (75).

1.2.4 Epidémiologie

Initialement, la MC ft considérée comme un désordre génétique pédiatrique
rare, touchant principalement la population caucasienne avec une prévalence de 0,03%
(78, 79). Cette sous-estimation s’explique facilement avec le concept de l'iceberg
puisqu’elle ne prenait en considération que la fraction visible, a savoir les formes sévéres
a la symptomatique bruyante, sans considérer les formes potentielles et silencieuses qui
sont, nous |'avons vu, les plus fréquentes. C'est en 1997, via la découverte de |'auto-
antigene par Dieterich, que I'essor de la sérologie cceliaque révolutionnera le diagnostic

et les études épidémiologiques permettant alors I'identification des formes potentielles
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et silencieuses et dans un méme temps l'estimation d’une prévalence mondiale

jusqu’alors insoupgconnée, atteignant un individu sur cent (46, 80-82).

Ce nouveau visage épidémiologique permet a la MC de se classer parmi les
désordres auto-immun/génétique les plus communs a I’échelle mondiale, survenant dans
un grand nombre de cultures et de groupes ethniques. Bien que la pathologie puisse
survenir chez les individus de tous dges, on distingue néanmoins deux pics de diagnostics
évidents correspondant aux périodes de I'enfance et de I'dge adulte. Le premier pic
concerne en effet les trés jeunes individus dgés de 6 mois a 24 mois et semble lié a
I'introduction de produits céréaliers, et donc de gluten, dans le régime alimentaire. Le
second pic de diagnostic concerne les adultes de 30 a 40 ans (69, 83). Aussi, et comme de
nombreuses maladies au caractére auto-immun, la MC touche plus fréquemment les
femmes que les hommes avec un ratio allant de 3 a 2 pour 1, sans gu’il n’y ait a ce jour de
véritable explication a cette constatation (84). On notera également une atteinte
beaucoup plus importante dans certaines populations a risque, telles que les individus
présentant des désordres immuns et génétiques (73). Par exemple la pathologie est
beaucoup plus fréquente chez les patients atteints d’un diabete de type | (85), de
thyroidite auto-immune (86) ou encore chez les personnes déficientes pour la production
d’IgA (87). Les personnes souffrant du syndrome de Down et du syndrome de Turner sont

également plus a risque (88, 89).

Finalement, I'incidence varie clairement selon les régions du globe considérées et
cette variabilité trouve une part d’explication dans la distribution des alleles de
prédisposition du HLA corroborée a la consommation de gluten (Figure 8 et Figure 12)
(79, 90). En d’autres termes, en plus d’étre une pathologie polymorphique, la MC est
également une pathologie multifactorielle résultant d’une combinaison de facteurs

génétiques et environnementaux que nous aborderons en détails au point 1.2.5.
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Pour l'instant, gardons a I'esprit que le développement de cette pathologie se
développe uniquement chez les individus porteurs des haplotypes HLA-DQ2 ou HLA-DQS8
tel que démontré par Ludwig Sollid en 1989 (48). L’entourage familiale d’un individu
coeeliague présente une potentialité certaine de développer la maladie avec une
prévalence de 1 pour 22 et de 1 pour 39 dépendamment du premier ou du second degré
de relation avec le patient, respectivement (81, 91). Aussi, des études menées chez les
jumeaux ont démontré une plus haute concordance entre les jumeaux homozygotes
comparés aux dizygotes, avec respectivement 75% et 30% des individus présentant
simultanément la pathologie (92, 93). Retenons également |'importance de la
composante environnementale de la pathologie, avec ce role irréfutable joué par la
consommation de gluten mais aussi probablement par d’autres facteurs tels que I'age
d’introduction de ce gluten, la composition du microbiome (94) ou les infections virales

du tractus intestinal (95, 96).
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Figure 8: prévalence de la maladie cceliaque, consommation de blé et fréquences des haplotypes
HLA-DQ2 et HLA-DQS8 a I'échelle mondiale. (a) Prévalence de la MC sur base du dépistage dans la
population adulte ou de la population enfantine lorsque la prévalence adulte n’a pas été déterminée.
(b) Distribution mondiale de la consommation de blé (http://www.fao.org). (c) Fréquence de
I’haplotype HLA-DQ2 et (d) fréquence de I’'haplotype HLA-DQS (79).

1.2.5 Facteurs de risque

Comme nous venons de I'aborder, la génétique joue un role incontournable dans
la susceptibilité et le développement de la maladie. L'implication d’un paysage génétique
unique et prédisposant a la maladie a été soupconnée et confirmée suite aux études
intrafamiliales, menant donc aux observations d’une incidence plus élevée entre les
individus d’'une méme famille, particulierement entre jumeaux homozygotes. Précisons

ici que la MC n’est pas une pathologie monogénique due a la présence d’une mutation
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particuliére. Au contraire, on parle plut6t ici d’un ensemble d’alleles qui, considérées
séparément, ne causent aucun trouble mais qui, combinées ensembles et a certains

facteurs environnementaux, conduisent a la pathogenése de la maladie.

A. Association aux genes du systéme HLA

Plus précisément, c’est le systeme du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) qui est ici mis en cause (48). Chez I'Homme, on parle du systeme des antigénes
leucocytaires humains ou systeme HLA (Human Leukocyte Antigen). Ce dernier est
entieérement codé au niveau du chromosome 6, comporte environ 200 loci de génes et
est organisé en HLA de classe |, de classe Il et de classe Ill. Brievement, les deux premieres
classes codent pour des glycoprotéines de surface cellulaires appartenant a la famille des
immunoglobulines et sont nécessaires a la présentation des antigenes au récepteur des
cellules T. La classe | est virtuellement exprimée a la surface de toutes les cellules nucléées
de l'organisme et se spécialise dans la présentation d’antigénes intracellulaires aux
cellules T CD8". La classe Il quant a elle est uniquement exprimée a la surface des cellules
présentatrices d’antigénes telles les CD, les macrophages et les LB. Elle permet la
présentation d’antigenes extracellulaires aux cellules T CD4*. Finalement, retenons
simplement ici pour information que la classe Il code pour des protéines du complément

et de la famille du TNF (Tumor necrosis factor).

Dans le contexte cceliaque, c’est la classe Il qui est impliquée dans la prédisposition
génétique du patient. Cette derniére est codée par la région HLA-D du chromosome 6 et
présente de multiples variants codés par les genes HLA-DP, DM, DOA, DOB, DQ et DR. La
nomenclature commence toujours par la dénomination HLA couplée au nom de I'alléle
(exemple : HLA-DQA1) suivi d’un trait d’union, suivi du gene séparé par un astérisque,

suivi du groupe d’alleles séparé par deux points, suivi de la protéine (exemple : HLA-
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DQA1*05 :01). Une autre possibilité est de dénommer la molécule par sa chaine f

séparée par un point de sa chaine a (exemple : HLA-DQ2.5).

Retenons surtout que les genes de la classe Il codent donc pour un ensemble de
protéines exprimées a la surface des CPA. Dans le contexte de la MC, on s’intéresse
particulierement a la molécule HLA-DQ. Cette derniére se présente sous la forme d’un
hétérodimere composé d’une chaine a et d’'une chaine 3 respectivement codée par un
ensemble d’alleles DQA1 et DQB1. Chaque chaine comporte deux domaines; un domaine
amino-terminal polymorphique al et f1, comportant ensemble le sillon de présentation
de I'antigene, et un domaine hautement conservé, a2 et B2 (97). Concretement, une fois
I'antigene capté et catabolisé par les CPA, elles vont le présenter via ces protéines du HLA

aux TCR des cellules T CD4*, menant alors a la réponse immunitaire contre cet antigéne.

Les variants impliqgués dans la pathologie, et donc dans la reconnaissance
pathogénique du gluten, sont les molécules DQ2 et DQS8. La premiere est codée par la
chaine o HLA-DQA1*05 :01 et la chaine f DQB1*02 :01. La seconde est codée par la
chaine o DQA1*03:01 et la chaine B DQB*03:02 (98, 99). La question venant
naturellement a I'esprit est de savoir pourquoi ce sont précisément ces deux haplotypes
qui sont impliqgués dans la pathologie? Les études cristallographiques ont permis
d’apporter la réponse a cette question et démontrent que c’est le polymorphisme de leur
sillon de présentation de I'antigéne qui est parfaitement adapté pour la fixation et la
présentation du gluten aux cellules T CD4* (100-102). En effet, et ce point permet
d’introduire le rdle clé de I'enzyme tTGIl dans la maladie, il faut savoir que le gluten
absorbé est un excellent substrat pour cette enzyme étant donné sa richesse en proline
et glutamine. La tTGIl est capable de fixer le gluten au niveau de son site actif avec en
conséquence une déamidation de ses résidus glutamine en résidus glutamate, lesquels

sont chargés négativement (103). L'enzyme semble tout a fait spécifique dans son
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processus de déamidation du gluten puisqu’elle cible des résidus glutamines présents

dans la séquence glutamine-X-proline, le X étant n’importe quel acide aminé (104).

Ainsi, ce sont précisément I'apparition de ces charges négatives sur le gluten
déamidé qui augmente significativement et spécifiquement son affinité pour le sillon de
présentation peptidique du DQ2 et du DQ8 qui sont eux chargés positivement (Figure 9).
Plus précisément, la lysine en position 71 du DQ2 permet la fixation de peptides chargés
négativement au niveau des poches positives p4, p6, p7. Pour le DQS8, c’est I'alanine en
357 qui assure cette fixation au niveau des poches p1 et p9 (105, 106). Ces interactions
vont donc permettre une excellente synapse entre les cellules présentatrices du gluten et

le TCR des cellules T CD4* spécifiques de ce dernier.
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Figure 9: déamidation post-traductionnelle du gluten par la tTGIl et interactions résultantes avec
les molécules du HLA-DQ2 et du HLA-DQS8. Le gluten est un excellent substrat pour la tTGII, laquelle
déamide ses résidus glutamines en résidus glutamates, chargés négativement. L’apparition de ces
charges négatives augmente significativement I’affinité du gluten déamidé pour les molécules HLA-

DQ2 et HLA-DQS8 présentant respectivement des charges positives au niveau des poches P4, P6, P7
et P1, P9 (79).
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Enfin, pour en revenir aux statistiques, 90% a 95% des patients cceliaques
présentent le phénotype DQ2 a la surface de leurs APC la ol les 5 a 10% restant sont
positifs pour I’haplotype DQS8 (107, 108). Il convient de souligner que le nombre, le type
et la configuration des alleles DQA1 et DQB1 codant la molécule HLA-DQ exprimée par le
patient influent sur la sévérité de la pathologie. Ainsi, les individus au génotype
homozygote présentant les mémes alleles sur les deux chromosomes présentent
logiguement un plus haut degré de susceptibilité comparativement aux individus
hétérozygotes, on parle d’un effet gene-dose dépendant, augmentant le facteur de risque
de 4 a 6 fois pour ces individus homozygotes (107, 109). Concretement, ’homozygotie
résulte en 4 possibilités de combinaison entre les chaines a et les chaines [, toutes
résultants en la méme protéine capable de présenter efficacement le gluten déamidé. A
contrario, le sujet hétérozygote présente lui aussi 4 possibilités de combinaisons entre
ces chaines mais seulement une d’entre elles sera capable de présenter le gluten déamidé
de maniere efficace. On comprend des lors pourquoi ’lhomozygotie de ces alleles est

associée a la sévérité du spectre clinique observé chez le patient (110, 111) (Figure 10).

Pour conclure, il faut savoir qu’environ 40% de la population générale est positive
pour ces alléles de prédisposition mais seul 1% développera la pathologie suite a une
exposition au gluten (48, 98). A contrario, moins d’1% des patients coeliaques sont
négatifs pour ces alleles prédisposantes du HLA (112). En conséquence de ces
observations, le systeme HLA est un facteur génétique prédisposant majeur mais il ne
mene pas a lui seul au développement de la maladie. En réalité il explique 40% de son
héritabilité, sous-entendant donc que les 60% restant reposent sur d’autres déterminants

génétiques (113).
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Figure 10: risque de développement de la MC associé aux différentes combinaisons des alléles pour le HLA-DQ2 et
le HLA-DQ8. Les génotypes HLA-DQ2 et HLA-DQ8 sont constitués de chaines a et de chaines B indiquées respectivement
en rouge et en orange. A gauche, ’lhomozygotie HLA-DQ2 ne comporte que des molécules du HLA-DQ2 et présente le
risque le plus sévere de développer la MC tandis qu’une hétérozygotie comporte une alléle HLA-DQ2 et une autre allele
DQ, associée alors avec un risque réduit. Un faible nombre d’individus comporte uniquement une chaine o ou une
chaine B, on parle de demi-hétérodimére, associé au risque le plus faible de développer la maladie. A droite, les
génotypes HLA-DQS. Ici aussi ’homozygotie est uniquement constituée de chaines HLA-DQS8 et I'hétérozygotie d’'une
chafne DQS8 et d’une autre chaine DQ. Adapté de (121).

B. Association a d’autres genes

C'est ici que les études d’association pangénomiques (GWAS, Genome Wide
Association Studies) appliquées aux patients cceliaques rentrent en jeux. L’objectif de ces
études génétiques a large échelle est d’identifier des variabilités alléliques spécifiques des
patients, lesquelles seraient alors potentiellement importantes dans la pathogenése de la
MC. Ces méta-analyses ont permis de cerner davantage la cartographie génétique de la
maladie en révélant I'identité de 43 variants génomiques a risque, hors zone HLA et
recouvrant 64 genes candidats (114-120). On notera néanmoins que ces 43 loci comptent

pour environ 15% de la variance de la génétique la ou la région du HLA compte pour
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environ 40% (115, 121). Aussi, bien que leurs roles n’aient pas encore été prouvés comme
essentiels au décours de la maladie, 28 sur 43 de ces variants génétiques sont impliqués
dans des processus immunitaires tant innés qu’adaptatifs qui, comme nous le verrons, ne
sont pas étrangers a la mécanistique de la pathologie. Il s’agit notamment de différentes
cytokines et chimiokines ou encore différents facteurs impliqués dans I’homéostasie des
cellules B et surtout des cellules T, principaux acteurs cellulaires médiant la réponse anti-

gluten.

Citons quelques exemples. Notamment /L12A, codant pour I'IL-12. Dans un
contexte immunologique classique, cette cytokine est produite par les CPA lors de la
présentation de I'antigene aux cellules T naives et favorise une polarisation de ces
derniers vers un profil T helper 1 (Th1) avec production d’interféron gamma (IFN-y). Ces
LTh1 producteurs d’IFN-y sont précisément impliqués dans la maladie (122, 123). Un autre
exemple concerne L’IL-2, cytokine clé de la régulation des cellules T, ainsi que I'lL-21,
impliquée dans ’lhoméostasie et I'activation des cellules T, des cellules naturelles tueuses
(NK) ou encore des LB et ici aussi identifiées comme facteurs de risque chez le patient
ceeliague. De maniére trés intéressante, mais néanmoins dans un contexte indépendant
de la MC, il a été démontré que I'lL-21 peut agir en synergie avec I'lL-15, une autre
cytokine pro-inflammatoire surexprimée dans la muqueuse des patients cceliaques. Cette
synergie conduit a I'’expansion et a l'activation des cellules T CD8*, lesquels sont,
rappelons-le, responsables de I'atrophie villositaire dans le cadre de la MC (124, 125).
Toujours dans le contexte des cellules T, le géne CTLA4 codant pour la protéine 4 associée
aux lymphocytes T cytotoxiques et impliquée dans la suppression de |'activation des
cellules T, ressort également comme candidat sérieux dans plusieurs études GWAS (126-
128). Finalement, un autre candidat, hors contexte immun, montre une association
particulierement puissante et code pour la forme 9B de la myosine (MYQ9B) (129). Cette

derniere est suspectée d’influencer la barriere épithéliale intestinale via le controle des
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jonctions serrées, influencant ainsi la perméabilité cellulaire ce qui in fine favoriserait le
passage du gluten dans la Lp. Cependant son implication reste pour I'heure ambigué

(130).

Un autre élément gu’il convient de garder a I'esprit avec ce type d’analyse est que
les variants génétiques qu’elles permettent d’identifier ne sont pas toujours des acteurs
intervenant directement dans la pathologie mais ils influenceraient plutét I'expression
d’autres acteurs qui sont eux directement impliqués dans la pathogenese. Par exemple,
la cytokine pro-inflammatoire IL-15 et l'interféron-a (IFN-ot) ne révelent aucun
polymorphisme particulier dans un contexte coeliague mais elles sont clairement
surexprimées dans la muqueuse intestinale des patients. Cette surexpression peut étre la
conséquence d’un ou de plusieurs variants alléliques particuliers influencant alors d’'une

maniére ou d’une autre I'expression de ces cytokines (120).

Finalement un dernier point intéressant soulevé par ces études génomiques est la
similitude que I'on retrouve entre le tableau des variabilités identifié dans un contexte
ceeliaque et celui identifié dans le contexte d’autres pathologies auto-immunes, telles le
diabéte de type | ou la polyarthrite rhumatoide. Ces pathologies étant liées a des
dérégulations du systéme immunitaire, il n’est pas surprenant qu’elles puissent
potentiellement partager un chevauchement de leur paysage génétique et donc des

mécanismes biologiques communs (Figure 11) (115, 131).

En conclusion, ces recherches dévoilent progressivement une nouvelle facette de
la maladie, celle d’une pathologie polygénique dont la complexité pourrait influencer ses
différentes formes d’expression. Cependant, cette cartographie génétique complexe
n‘est pas suffisante pour le développement de la maladie, elle nécessite également

I'intervention de facteurs environnementaux et immunologiques.
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6q15: BACH2, MAP3K7

3p21.31: CCR1, CCR2, CCRL2, CCR3, CCRS5, CCRY
2q33.2: CTLA4,1COS, CD28

11q24.3: ETS1

1q24.3: FASLG, TNFSF18, TNFSF4

22q11.21: UBE2L3, YDJC
3p22.3: CCR4 4q27: KIAA1109, ADAD1, IL2, IL21
1q24.2: CD247 3q28:LPP
3q13.33: CD80, KTELC1 1931.2: RGS1
7p14.1: ELMO1 12q24.12: SH2B3, ATXN2
3p14.1: FRMD4B 6q25.3: TAGAP
6p25.3: IRF4 Xp22.2: TLR7, TLR8
2q31.3: ITGA4, UBE2E3 6q23.3: TNFAIP3
1p31.3: NFIA 1p36.32: TNFRSF14, MMEL1
1p36.23: PARK7, TNFRSF9 3q25.33:IL12A, SCHIPT
2p14: PLEK
6q22.33: PTPRK, THEMIS
1p36.11: RUNX3
14q24.1: ZFP36L1

Celiac

21q22.3: ICOSLG

‘Autoimmune]

6p21.32: HLA-DQAI1, HLA-DQB1
16p13.13: ClITA, SOCS1, CLEC16A
2q12.1: IL18RAP, IL18R1, IL1RL1, ILTRL2
18p11.21: PTPN2

2p16.1: REL, AHSA2

10q22.3: ZMIZ1

Figure 11: chevauchements entre certains facteurs de risques génétiques de la maladie cceliaque,
des pathologies auto-immunes et des pathologies inflammatoires de I'intestin. Ces régions de
chevauchement consistent en différents candidats génétiques ressortant simultanément dans les
études GWAS réalisées dans ces trois domaines d’investigation (79).
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1.2.5.2 Facteurs environnementaux

A. Le gluten

Contrairement a la majorité des maladies auto-immunes, ['antigéne
environnemental impliqué dans la maladie cceliague est connu depuis longue date.
Comme nous l'avons vu, c’est la consommation de gluten issu des céréales de notre
alimentation qui est identifiée comme le facteur étiologique principal impliqué dans la

survenue de la maladie chez les individus prédisposés (43, 79).

Plus précisément, et comme définit au point 1.2.2, c’est la fraction composée par
les prolamines qui en est la cause. Rappelons-nous que ces derniéres sont riches en
glutamine et en proline, ce qui leur permet d’'une part de résister au catabolisme
enzymatique du tractus digestif tout en étant un excellent substrat pour la tTGII présente
notamment au niveau de la bordure en brosse et de la Lp intestinale. Certaines de ces
prolamines vont ainsi induire directement un stress cellulaire au niveau de I'épithélium
(132) la ou d’autres vont, aprés déamination et présentation dans un contexte HLA-DQ2
ou HLA-DQS8, induire une réponse immunitaire gluten-spécifique (56, 133-135). Nous
décrirons en détail cette réponse immunitaire gluten-spécifique ultérieurement,
retenons ici qu’elle résulte du transport du gluten au travers de I'épithélium intestinal, de

sa déamindation par la tTGll et de sa liaison aux molécules du HLA.

Cependant, méme si I'expression de |'haplotype HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 et la
consommation de gluten constituent jusqu’a ce jour les deux piéces maitresses dans le
puzzle de la MC, elles ne sont pas suffisantes a elles seules. En effet, on ne peut pas
constamment prédire I'incidence de |la pathologie en associant uniquement la fréquence

de ces alleles dans une population par rapport a sa consommation de gluten (79) (Figure
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12). Ceci sous-entend donc I'implication d’autres facteurs génétiques, mais également
d’autres facteurs environnementaux. L'exemple le plus couramment cité dans la
littérature pour illustrer ce concept est celui de la région de Carélie, s’étalant entre la
Finlande et la Russie. Dans cette population, I'ensemble des individus partagent un
paysage génétique similaire et sont exposés aux mémes quantités de gluten dans leur
diete. Cependant, la fraction finlandaise présente une incidence de 2% la ou la fraction
russe présente une incidence 0,2%. Une telle disparité démontre donc que si le gluten et
I’'haplotype HLA sont ici indispensables, d’autres facteurs environnementaux pourraient

promouvoir ou, inversement, prévenir la survenue de la pathologie.
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Figure 12: corrélation entre la prévalence de la maladie coeliaque, la consommation de blé et la
fréquence des haplotypes HLA-DQ2 et HLA-DQS8. (a) Corrélation entre la prévalence de la MC et Ia
consommation de blé. (b) Corrélation entre la prévalence de la MC et la somme des fréquences des
haplotypes HLA-DQ2 et HLA-DQS8. (c) Corrélation entre la MC et le produit des fréquences HLA-
DQ2+HLA-DQS8 et la quantité de blé consommée. (d) Corrélation entre la MC et le produit des
fréquences HLA-DQ2+HLA-DQS8 et la quantité de blé consommeée aprés exclusion des populations
aberrantes : Algérie, Finlande, Mexique, Inde du nord et Tunisie (79).
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B. Autres facteurs environnementaux

D’autres facteurs environnementaux pourraient donc s’ajouter dans la liste déja
complexe des composantes nécessaires au développement de la MC. Tout comme les
facteurs génétiques non associés aux HLA, ces facteurs environnementaux non associés
au gluten pourraient intervenir eux aussi dans les variabilités observées au niveau du
spectre de la symptomatologie, de I'évolution ou encore de la palette d’ages d’apparition
de la maladie. Parmi les suspects, nous retrouvons la composition du microbiome, I'age
auquel le gluten est introduit dans I'alimentation ou encore la survenue d’infections

intestinales.

Le microbiome intestinal

Tel que discuté au point 1.1.2.2, les influences du microbiome sur la santé de
'Homme est un domaine en plein effervescence. Notamment, les études de
métagénomique ont clairement mis en évidence la triangulation existante au niveau des
interactions entre le microbiome, I'alimentation et le systeme immunitaire de I'h6te.
Aujourd’hui, il est évident que ces interactions peuvent étre dérégulées et contribuer a
I’émergence de phénotypes pathologiques tels les maladies inflammatoires de I'intestin,

et en ce qui nous concerne, la MC (136).

Appliguée au tableau cceliaque et sans rentrer dans trop de détails, retenons que
la tendance générale de ces investigations est l'identification d’une dysbiose chez le
patient. Plus précisément, on constate des différences en termes de composition et de
diversité entre les patients cceliagues non traités, traités et les individus sains. Plusieurs
études ont pu démontrer un déséquilibre favorisant les genres plus immunogéenes comme

les Bacteroides et défavorisant les genres immunoprotecteurs tels les Bifidobacterium
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(137-139). Un autre élément mis en lumiére par ces études est I'influence directe de la
diete sans gluten sur le microbiome du patient, avec une diminution de certains genres

bactériens chez les individus cceliaques traités (140).

Bien que ces différences soient clairement identifiées, I’étude du microbiome dans
le contexte cceliague est encore jeune et parfois inconsistante au niveau des résultats
obtenus. En effet, certaines études ne parviennent pas a mettre en évidence |'existence
de cette dysbiose (141). Les différentes approches méthodologiques, |'échantillonnage
(analyses fécales VS analyses de biopsies) ainsi que les différences au niveau des
populations étudiées (régions, ages, ...) peuvent constituer un biais majeur expliquant ces
variabilités dans I'étude du microbiome (142). Ces différences entretiennent donc la
qguestion selon laquelle la dysbiose est une cause ou une conséquence de la MC. La
littérature actuelle apporte des éléments de réponse alimentant les deux possibilités et il
n’y a nul doute que les études a venir vont trés probablement permettre de mieux

nuancer la causalité de la conséquence.

Les infections virales intestinales

Au cours de la derniere décennie, plusieurs études ont mis en lumiére un réle
potentiel des infections intestinales dans la survenue de la MC. Les acteurs les plus
fréguemment incriminés sont les réovirus, responsables de la gastro-entérite. En 2006,
I’étude prospective de Stene et collégues a démontré qu’une fréquence élevée d’épisodes
infectieux a rotavirus augmentait sensiblement mais significativement le risque de
développer la maladie dans une cohorte de jeunes patients positifs pour le génotype HLA-
DQ2 et HLA-DQS8 (143). Deux autres études du groupe de Puccetti, publiées en 2006 et
2013, suggerent une implication des rotavirus dans la pathogenése de la MC notamment

via un mécanisme de mimétisme moléculaire. Plus précisément, les patients cceliaques
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ayant été infectés par ce virus présentent des IgA sériques capables de reconnaitre a la
fois la protéine virale VP7 mais aussi I’enzyme endogéne tTGIl que nous savons impliquée
dans la pathogenése de la MC. Ces anticorps ont la capacité de moduler I'expression de
différents genes au niveau des cellules épithéliales intestinales, notamment impliqués
dans l'intégrité de la barriere épithéliale. Ceci est corroboré avec une autre de leurs
observations démontrant directement une augmentation de la perméabilité épithéliale
intestinale in vitro lorsque la lignée cellulaire intestinale humaine T84 est cultivée en

présence de ces anticorps (144, 145).

Tres récemment, le groupe de nos collaborateurs a pu démontrer qu’une infection
a réovirus ou norovirus survenant en paralléle de I'exposition a un antigene oral, tel le
gluten, conduit a une réponse de type Thl pro-inflammatoire, participant pleinement a
la perte de la TO face a cet antigéne. En effet, |'infection virale est ici capable d’induire
I’expression du facteur régulateur 1 de l'interféron (IRF1) au niveau des CD. Ces derniéres
produisent alors de I'lL-12 et de I'lL-27 promouvant a leur tour une réponse Thl
encourageant la rupture de la TO. IlIs ont également observé que ces effets dépendaient

de la souche virale considérée (95).
En conclusion, retenons ici que malgré des implications épidémiologiques et
expérimentales de plus en plus évidentes, le réle des infections virales intestinales dans

la survenue de la MC reste actuellement quelque peu nébuleux suite a I'absence de

I'identification d’'un mécanisme claire dans le déclenchement de la pathologie.

Période d’introduction du gluten et allaitement

La quantité ainsi que la période d’introduction du gluten dans la diete du

nourrisson sont également deux facteurs a considérer dans I’émergence de la pathologie.
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En effet, plusieurs études démontrent que l'introduction de gluten en quantité
importante avant I’age de 4 mois augmente le risque de survenue de la pathologie (146,
147). L'exemple le plus spectaculaire couramment cité dans la littérature pour illustrer ce
concept est cette étude suédoise d’lvarson et collégues (146). Ce dernier a démontré que
I’épidémie de MC observée a la fin des année 1980 en Suéde chez les enfants de moins
de 2 ans est probablement due a la modification des recommandations
gouvernementales en matiére de diversification de la palette alimentaire chez les jeunes
enfants. Ces modifications étaient en faveur d’'une augmentation des quantités de gluten
ce qui s’est accompagné d’une explosion de la fréquence de la maladie passant de 1/1000
a 1/300. Un point intéressant relevé par ce groupe est que les patients cceliaques issus de
cette étude ont été allaités deux mois de moins que les sujets sains, sous-entendant donc
que l'allaitement maternel présente un effet protecteur, en particulier lorsqu’il est

maintenu en paralléle de I'introduction du gluten dans la diéte du nourrisson (148).

Cependant, d’autres études cliniques, plus récentes, n‘ont trouvé quant a elles
aucune association entre l'introduction précoce de gluten, l'allaitement et le risque de
développer la pathologie (149-151). Enfin, certains travaux montrent également que
I'introduction du gluten aprés 6 mois d’age est également associée a une plus haute
incidence de la pathologie la ou I'introduction de petites quantités entre 4 et 6 mois a

plutot un effet protecteur (152).

Dés lors, malgré une certaine hétérogénéité au niveau des résultats obtenus et donc
I’absence de conclusions précises (153), une fenétre d’age semble se dégager de ces études
en ce qui concerne I'adéquate introduction du gluten dans I'alimentation du nourrisson,
laquelle s’étend entre 4 et 6 mois. Toute introduction en dehors de cette fenétre, en grande
quantité et non accompagnée d’un allaitement maternel pourrait donc davantage

prédisposer le nourrisson. Finalement, les données concernant un role protecteur de
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I'allaitement maternel sont également sujet a controverse (154). Retenons que son réle
supposé dans la protection de la survenue de la maladie peut s’expliquer par deux
mécanismes. Premiérement, le lait maternel contient de faible quantité de gliadine et de
TGF-B, lesquels pourraient alors faciliter le développement d’'une TO face au gluten.
Ensuite, il est reconnu de longue date que le lait maternel contient toute une batterie de
facteurs immunoprotecteurs protégeant notamment le nourrisson des infections gastro-
intestinales qui, nous I'avons vu, peuvent rendre la muqueuse fertile au développement
de la MC. Les recommandations pédiatriques actuelles sont basées sur ces observations et
encouragent donc I'introduction du gluten entre 4 et 6 mois tout en maintenant I'allaitement

maternel.

1.2.6 Signes cliniques, diagnostic et traitements

Comme nous I'avons introduit dans la définition de I'iceberg coeliaque au point
1.2.3, la MC fait partie de ces pathologies dont le spectre varie suivant I’age et la forme
considérés. En effet, certains individus vont présenter une symptomatologie gastro-
intestinale tres sévere, d’autres une forme plutot modérée, alors que certains resterons
complétement asymptomatiques. Aussi, de nombreux individus présentent une

symptomatologie atypique extra-intestinale.

La forme classique de la pathologie atteint généralement les jeunes individus a
partir de 6 mois d’age avec une symptomatologie touchant le tractus digestif telle que
distension et douleur au niveau de la paroi intestinale, diarrhées chroniques et
malabsorption. D’autres symptomes découlent directement de ce syndrome de

malabsorption notamment une rupture évidente de I'évolution staturo-pondérale, un
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ensemble d’anomalies biologiques dues aux multiples carences et finalement un retard
de croissance général (69). La forme silencieuse quant a elle touche plutot les adultes et
est caractérisée par une symptomatologie digestive ténue, méme si les altérations de la
mugqueuse sont belles et bien présentes (155). Finalement on distingue alors les formes
atypiques étant caractérisées par des symptomes extra-digestifs. Parmi ces atteintes, on
notera la dermatite herpétiforme, |'ostéoporose, des troubles reproductifs, I'ataxie
cérébrale et autres troubles neurologiques ou plus grave encore les différents lymphomes
épithéliaux qui y sont associés (156, 157). Ce tableau symptomatique, complexe, rend

bien évidemment le diagnostic de la maladie difficile.

Si la pathologie est suspectée sur base de ces symptomes évocateurs, le processus
du diagnostic peut étre engagé et ce dernier s’organise en trois axes. Le premier, non
invasif, est un examen sérologique attestant de la présence des anticorps spécifiques de
la pathologie, lesquels disparaissent suite a I’éviction du gluten dans I’alimentation du
patient. Le second, invasif, consiste en un examen histologique sur biopsie duodénale
chez le patient consommant du gluten et chez qui la séropositivité a été préalablement
validée. Le troisieme est I'observation d’une rémission complete de la sérologie et des
atteintes histologiques lorsque le patient est placé en diete sans gluten (158). La positivité
pour ces trois critéres assure un diagnostic certain pour le praticien et le patient. La figure

13 décrit I'algorithme classique du diagnostic (69).

70



Celiac disease? ‘

: '

Strong clinical suspicion Moderate or low clinical suspicion }

l

Serology IgA TGA and EMA
If IgA deficiency IgG TGA and EMA

|

Biopsy <—{?ositive IT\legative
Serology TGA and EMA (if not performed yet)
f
l Villous atrophy \ Marsh /11 Normal ‘
Y /
{ Celiac disease likely ‘ Celiac disease not excluded Celiac disease unlikely | <—
Gluten-free diet ’ Revison histopathology I Other diagnostical tests’
Repeat biopsy periodically
Gluten withdrawal
and/or challenge

Figure 13: algorithme diagnostic de la maladie coeliaque selon Tack et collegues (69).

A. La biopsie histologique et la classification de Marsh

Le diagnostic histologique repose sur la collecte de plusieurs biopsies intestinales
via réalisation d’'une endoscopie digestive haute et permet au pathologiste d’apprécier la
présence d’'une altération de la muqueuse intestinale dépendante du gluten,
I’appréciation se faisant comparativement a un tissu sain. Cette atteinte du tissu intestinal
se développe progressivement au court de la maladie et présente différents stades
évolutifs, initialement décrits par Michael Marsh en 1992 et connu comme étant la
classification de Marsh (49). Celle-ci permet au praticien de classifier la sévérité des

dommages observés de maniere systématique sur base d’une appréciation de la
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lymphocytose intraépithéliale, de I'hyperplasie cryptique et de |'atrophie villositaire.
Néanmoins, cette premiere classification ne permet pas de sous catégoriser la sévérité de
I'atrophie villositaire. C'est donc en 1999 que Oberhuber modifie la classification de
Marsh en sous-développant le stade Il en stade lll a-b-c, ces derniers permettant une

appréciation plus subtile de I'atrophie observée (159) (Table 1 et figure 14).

e Marsh 0 : lésions pré-infiltrées
La muqueuse apparait normale mais passera rapidement au stade Marsh | en cas

d’exposition au gluten.

e Marsh | : lésions infiltrées
La muqueuse apparait normale mais présente un début de lymphocytose
intraépithéliale supérieure a 30 lymphocytes comptés pour 100 cellules

épithéliales.

e Marsh Il : Iésions infiltrées hyperplasiques
Le stade | est ici accompagné d’une hyperplasie des cryptes. La lymphocytose
intraépithéliale évolue et la Lp est épaissie suite a l'infiltration de cellules

impliquées dans I'inflammation.

e Marsh lll : Iésions destructives
La lymphocytose et I'hyperplasie cryptique s’accompagnent ici de différents
grades d’atrophie villositaire :
llla : atrophie partielle
lllb : atrophie subtotale

lllc : atrophie totale
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e Marsh IV : Iésions hypoplasiques

Il s’agit de I'altération ultime de la muqueuse intestinale qui apparait entierement

plate. Elle s’observe principalement chez les patients atteints de la forme

réfractaire au régime sans gluten.

Marsh class Type of lesion Villous architecture Crypts IELs
Marsh I Infiltrative Normal Normal >30/100 enterocytes
Marsh II Infiltrative-hyperplastic Normal Hyperplasia >30/100 enterocytes
Marsh III
3A Flat destructive Mild villous atrophy Hyperplasia >30,/100 enterocytes
3B Flat destructive Moderate villous atrophy Hyperplasia >30/100 enterocytes
3C Flat destructive Total villous atrophy Hyperplasia >30/100 enterocytes
Marsh IV Atrophic-hypoplastic ~ Total villous atrophy Hyperplasia >30,/100 enterocytes

Table 1: classification de Marsh-Oberhuber (378).

Figure 14: évolution progressive de I’atrophie villositaire et de I'hyperplasie cryptique dans la
maladie cceliaque suivant la classification de Marsh-Oberhuber. Coloration hématoxyline-éosine.
https://drmarius.com/gp/coeliac-disease
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Il faut savoir que ces altérations histologiques se présentent sous la forme de
patch au niveau de l'intestin gréle proximal et c’est la raison pour laquelle le prélevement
de plusieurs échantillons est recommandée, généralement entre 4 et 6 (49). Aussi,
I'orientation du tissu doit étre parfaite afin d’assurer une excellente coupe transverse,
assurant ainsi I'observation des villosités dans leur entiéreté. Un échantillon mal orienté

peut tres facilement conduire a de fausses interprétations.

Finalement, précisons que I'étude anatomopathologique de la biopsie duodénale
est un véritable pivot pour le diagnostic, cependant cette histologie reste évocatrice, elle
n’est pas spécifique (160). Aussi, I’existence d’une corrélation directe entre la sévérité des
symptoémes du patient et le degré d’atteinte de la muqueuse intestinale n’est pas claire.
Certaines études ne rapportent aucune corrélation (161, 162) la ou d’autres groupes

parviennent a I'observer (163-165).

B. La sérologie cceliaque

Bien que I'appréciation de cette atrophie villositaire soit un standard d’autorité
dans le diagnostic de la maladie, elle reste, comme toute étude histologique, parfois
délicate d’interprétation. Dés lors le diagnostic histologique est supplémenté par un
diagnostic sérologique via une simple prise de sang. On notera que la prise de sang est
généralement réalisée avant méme la biopsie, cette derniere étant beaucoup plus

invasive par rapport a la sérologie.

La sérologie cceliague est donc un outil diagnostique puissant puisqu’elle est
extrémement spécifique. En effet, elle se caractérise par la présence d’auto-anticorps de
type IgA dirigés contre I'endomysium (EMA) et contre I'enzyme tTGII (tTGA) et d’anticorps

dirigés contre la gliadine déamidée par cette méme enzyme (DGPA) (166). On notera
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également la présence d’anticorps contre la gliadine non déamidée (AGA) mais ces
derniers sont beaucoup moins spécifiques puisqu’on les retrouve également dans
d’autres contextes inflammatoires de l'intestin. La découverte de ces anticorps
spécifiques a littéralement changé la face du diagnostic de la pathologie et a rapidement
mené au développement de techniques permettant de les identifier aisément. Grace a
cette approche on peut maintenant tester les individus suspectés de présenter la
pathologie mais également tester I'efficacité de I'adhésion a la diete sans gluten (46, 167,

168).

L'identification initiale des auto-anticorps dirigés contre I'endomysium est basée
sur une technique de marquage en immunofluorescence réalisée soit sur des coupes
d’oesophages de singes soit sur des coupes de cordons ombilicaux humains (169). Ces
anticorps se lient au tissu conjonctif entourant les muscles lisses et fournissent un profil
tout a fait distinctif en immunohistochimie. Cette technique présente une spécificité et
une sensibilité excellente, de respectivement 99% et 90% mais reste couteuse et
uniguement qualitative (160, 170). Aussi, les travaux de Dieterich identifiant la tTGlI
comme l'auto-antigene ciblé dans 'endomysium a mené aux techniques d’identification
directe de cette enzyme (50, 51). Les auto-anticorps dirigés contre la tTGll sont ainsi dosés
par simple ELISA assurant une spécificité et une sensibilité elles aussi remarquables,
toutes deux d’environ 95%. Le dosage de ces anticorps est plus intéressant que les
précédents dans la mesure ou la technique ne requiert aucun tissu biologique. Elle
apporte également un aspect quantitatif et est plus rapide (50, 51, 171). L’'ensemble de

ces caractéristiques en font I'outil de diagnostic le plus utilisé jusqu’a ce jour.

Finalement les IgG et les IgA dirigés contre la gliadine peuvent également étre

dosés par ELISA et employés dans le diagnostic de la pathologie (172). Ces anticorps sont

des marqueurs sérologiques intéressants puisque leur détection dépend entierement de
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la présence du gluten dans I'alimentation du patient, permettant donc de monitorer
I'adhérence a la diete sans gluten (173). Cependant, et méme si I'isotype IgA est plus
sensible et spécifique que I'lgG, ils sont également présents dans la sérologie des patients
atteints d’autres types de pathologies intestinales, ainsi que chez les individus sains (173).
Ce dosage est maintenant remplacé par celui des IgG et des IgA dirigés contre la fraction

déamidée du gluten, lesquels présentent une meilleure spécificité et sensibilité (174).

Aussi, et comme évoqué précédemment, une corrélation entre le taux des auto-
anticorps IgA dirigés contre la tTGII et le degré d’atteinte de la muqueuse intestinale a pu
étre mise en évidence (163-165). Un autre élément intéressant a inclure dans cette partie
dédiée au diagnostic est que la déficience en IgA est environ 15 fois plus présente dans la
population coeeliaque que la population générale (175), ce qui peut donc déboucher sur
un faux négatif. Il est donc nécessaire de considérer en paralléle le dosage des IgA totales
du patient lorsque les tests identifiant I'isotype IgA sont employés. Si cette déficience est

observée, la détection de l'isotype 1gG est dans ce cas utilisée pour le diagnostic (176).

Plus spécifiguement maintenant, les auto-anticorps ciblant la tTGIl sont produits
localement au niveau de la muqueuse intestinale du patient et peuvent, en plus de se
retrouver dans le torrent circulatoire, étre présents sous la forme de dépoéts tissulaires
(177). Cette observation a été faite pour la premiére fois au début des années 1970 avec
la mise en évidence de dépots extracellulaires d’IgA au niveau de la muqueuse intestinale
des patients sous gluten (178). Ces observations ont été corroborées et affinées depuis
lors avec 'observation de ces dépots au niveau de la membrane basale sous-épithéliale
et des vaisseaux sanguins de la muqueuse intestinale (179-181). Aussi, ces dép6ts sont
observables chez les rares individus présentant une sérologie négative pour la tTGlII,
démontrant donc que ces auto-anticorps sont, quelques soient les cas, produits par tous

les patients coeliaques (179). Il a été également démontré que ces dépots apparaissaient
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avant méme le développement de la réponse inflammatoire et de I'atrophie villositaire,

pouvant ainsi s’inscrire dans les nouvelles méthodes de diagnostic (182-184).

C. Le typage HLA

En plus des standards histologiques et sérologiques, le génotypage du patient pour
la présence de I’haplotype HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 peut également s’inclure dans le confort
du diagnostic cceliague, notamment dans le cadre d’une patientéle présentant une
symptomatologie incertaine (185, 186). Cependant, souvenons-nous que 40% de la
population générale présente ce fond génétique alors que seulement 1% de cette méme
population est souffrante. La seule détection de ces haplotypes est donc loin d’affirmer a
elle seule le diagnostic clinique. Par contre, ce génotypage peut étre utilisé comme
méthode d’exclusion de la pathologie puisque moins d’1% des individus coeliaques sont
négatifs pour ces alleles (187). Ce test est donc plutot employé pour sa valeur prédictive
négative particulierement élevée. En conclusion, la présence de I'une ou I'autre alléle est

suggestive, mais certainement pas pathognomonique.

D. Réponse a la diéte sans gluten

Finalement, une fois que le diagnostic est établi sur base des précédents éléments,
le patient sera pris en charge afin de le guider dans le suivi d’'une diéte sans gluten. Ce
régime sera discuté au point suivant. Retenons pour l'instant qu’il est la seule arme
thérapeutique efficace jusqu’a ce jour et que la réponse positive du patient face a
I'instauration de cette diete fait également partie du diagnostic clinique. En effet, son
suivi s"accompagne rapidement d’une amélioration de la condition de I'individu. Dans la
majorité des cas, on observe une amélioration de la symptomatologie dans les semaines

suivant l'instauration de cette diete. Il faut attendre quelques mois pour voir la sérologie
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et les altérations de la muqueuse se normaliser (65, 188, 189). Néanmoins, le retour
complet d’une architecture épithéliale saine n’est pas toujours garanti et peut prendre
plusieurs années, spécialement chez I'adulte (190, 191). On notera que la confirmation
du diagnostic suite au suivi de cette diete peut prendre un certain délai, lequel varie selon

la sévérité des symptomes initiaux ainsi que selon I’dge du patient (158).

1.2.6.3 Traitements

A. La diéte sans gluten

La MC peut facilement évoluer vers de sérieuses complications si elle n’est pas
prise en charge correctement (67, 192, 193). Depuis son instauration dans les années
1950 jusqu’a ce jour, c’est encore et toujours I’éviction compléte et a vie du gluten dans
le régime alimentaire qui s’offre comme voie thérapeutique pour le patient. Comme nous
venons de le voir, le suivi strict de cette diete va permettre un soulagement de la
symptomatologie du patient avec correction de l'atrophie villositaire et retour a la
normale du statut sérologique. Le suivi de cette diéte a long terme permettra également
d’éviter les complications néoplasiques. Elle est bien souvent associée a différentes
supplémentations alimentaires permettant de corriger les carences du patient,

notamment en fer, folates, vitamines D et calcium.

Silathéorie d’'un tel régime apparait simple sur papier, cette restriction diététique
est en réalité un réel défi pour le patient et la compliance est souvent décevante. En effet,
on estime qu’entre 20 a 80% des patients cceliaques sont infidéles a cette solution
diététique, particulierement les adolescents (194-196). Plusieurs facteurs sont a I'origine
de ce constat, comme la contamination des aliments sans gluten lors de leur production,

leur co(t élevé et leur disponibilité, leur faible appétence et finalement les restrictions
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sociales que cette diete implique (30, 196). Aussi, cette approche n’est pas toujours
efficace, c’est le cas des patients souffrant d’'une forme sévere de MC appelée forme
réfractaire et touchant 5% des patients (77). On observe chez ces individus une
persistance de I'atrophie villositaire et ce malgré le suivi de la diete sans gluten. Ces
patients évoluent dans 30% des cas vers la complication majeure de la maladie, le
lymphome a cellules T, dont le taux de survie est de 50% (197). Sur base de ces éléments,
on comprend facilement pourquoi il est urgent de développer de nouvelles voies

thérapeutiques pour le traitement de cette pathologie.

B. Alternatives a la diéte sans gluten

Le développement de nouvelles thérapies pour le traitement de la MC est un
pipeline en plein essor (198-202) mais dont |’évolution reste relativement lente,
notamment suite a I'absence de modeéles animaliers complets pour cette pathologie,
lesquels permettraient de davantage comprendre sa physiopathologie et donc de
développer et tester en paralléle de nouvelles approches thérapeutiques. Néanmoins, les
investigations cliniques et pré-cliniques dans le domaine proposent tout de méme
plusieurs candidats thérapeutiques prometteurs. Actuellement, les approches reposent
sur deux axes. Le premier consiste a détoxifier le gluten avant sa consommation ou bien
directement in situ durant le processus de digestion intraluminale. Le deuxiéme axe quant
a lui consiste a réduire la réponse inflammatoire chronique touchant la muqueuse
intestinale du patient en ciblant les différents acteurs de la réponse immunitaire anti-

gluten. Citons quelques exemples relevant de ces potentielles thérapies.
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Thérapie orale par compléments enzymatiques

Comme vu précédemment, I'immunogénicité du gluten réside notamment dans
sa capacité a résister aux enzymes du tractus digestif compte tenu de sa richesse en
résidus proline et glutamine. Ainsi, I'approche visant a détoxifier le gluten est
principalement basée sur I'utilisation de compléments enzymatiques issus de différentes
bactéries, lesquelles présentent une activité catabolique de type prolyl-endopeptidases,
avantageuse pour la digestion du gluten. Ces compléments ont I'intérét de résister aux
enzymes du tractus digestif tout en fonctionnant a un pH comparable a celui de I'estomac
et vont donc permettre la dégradation du gluten en fractions non immunogénes pour

I'organisme (203-207).

Vaccination peptidique

En ce qui concerne les thérapies manceuvrant sur la réponse immunitaire, une
approche originale et prometteuse consiste a développer un vaccin comportant un
ensemble de peptides immunodominants du gluten afin de rééduquer lI'immunité
mucosale vers une tolérance a ce dernier. On aurait donc ici une véritable approche
curative. La phase | de I'étude Nexvax-2 a révélé des résultats tres encourageants (208,
209). Néanmoins, la phase Il a été récemment stoppée durant I’été 2019 dans la mesure
ou les résultats obtenus chez les patients traités ne différaient pas du groupe placebo.
Quel que soit I'avenir de cette voie thérapeutique, on soulignera ici que les épitopes
reconnus entre les patients HLA-DQ8 et HLA-DQ2 sont différents, ce qui impliquera donc

le développement de deux vaccins spécifiques de I’haplotype exprimé I'individu.
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Inhibiteurs de la tTGII

Il est maintenant évident que la tTGIl joue un role clé dans la physiopathologie de
la maladie puisqu’elle augmente considérablement I’affinité du gluten pour les molécules
HLA-DQS8 et HLA-DQ?2 via sa déamidation. L'idée d’inhiber cette enzyme dans le contexte
de la maladie est donc une approche logique trés séduisante (210-212) et deux inhibiteurs
ont démontré des résultats tres encourageant in vitro (213). L'étude menée au
laboratoire et décrite au chapitre trois a notamment utilisé deux inhibiteurs de la tTGIl en
collaboration avec I'’équipe du Dr. Koshla et leur utilisation a des fins thérapeutiques a

pour la premiere fois fourni des résultats trés prometteurs in vivo.

Antagonistes de l'interleukine-15

D’autres résultats, eux aussi trés encourageants, ont été obtenus via |'utilisation
d’antagonistes de I'lL-15 chez les patients souffrant de sprue réfractaire (214-216). En
effet, et comme nous le verrons en détail au point 1.2.2.3.C, cette interleukine est une
cible potentielle de choix. Elle est surexprimée dans la muqueuse intestinale du patient
et joue un réle prépondérant dans la physiopathologie de la maladie, notamment au
niveau de la perte de la TO au gluten, au niveau de la réponse cytotoxique des

lymphocytes intraépithéliaux et finalement au niveau du stress cellulaire épithélial.

Notamment, ’AMG-714, un anticorps monoclonal dirigé contre cette interleukine,
a été récemment testé dans un essai clinique de phase lla (217). Cette étude en double
aveugle compare deux doses (150mg et 300mg) de I'antagoniste et un placebo. Le
traitement est administré 1 fois toutes les deux semaines durant 12 semaines chez des
sujets coeliaqgues consommant en paralléle 2,5g de gluten par jour. Bien que 'AMG-714

ne permette pas la prévention des altérations de la muqueuse aux doses employées, on
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observe néanmoins une diminution de l'inflammation de cette muqueuse dans les deux
groupes recevant le traitement. Aussi, les patients traités rapportent une diminution des
symptdmes associés a la pathologie. Bien que ces résultats soient trés encourageants, ils
positionnent ce type de thérapie comme un adjuvant au régime sans gluten et non pas
comme une alternative thérapeutique compléte, I'idée étant plutot de protéger le patient

en cas d’une exposition accidentelle au gluten.

On conclura donc cette partie dédicacée aux traitements alternatifs en insistant
gu’actuellement, la diéte sans gluten reste I'ultime thérapie efficace dans la protection
du patient coeliaque. Bien gu’encourageantes, ces thérapies alternatives sont encore
immatures et n’ont actuellement pas la prétention de remplacer cette habitude
diététique. Néanmoins, elles pourront trés certainement s’appliquer en paralléle de ce
régime, allouant ainsi au patient une marge de manceuvre plus importante en ce qui

concerne ses restrictions alimentaires.

Cette vue d’ensemble de la maladie est maintenant terminée. Les rappels
concernant la physiologie intestinale ainsi que la connaissance de I'ensemble des acteurs
intervenant dans la MC va maintenant nous permettre d’envisager les détails

mécanistiques de sa physiopathologie.

1.3 Immunopathogeneése de la maladie coeliaque

1.3.1 Le passage du gluten dans la lamina propria

Il est clair que les interactions entre les peptides de gluten et le paysage génétique
du patient débouchent sur une puissante réponse immunitaire caractéristique de la MC.

La question est maintenant de comprendre comment ces peptides immunogéniques
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traversent la barriere épithéliale, hautement imperméable, et quels sont les facteurs
pouvant encourager ce passage conduisant a la perte de la TO au gluten une fois ce
dernier dans la Lp. Il semble en effet que la perméabilité intestinale soit altérée chez le

patient cceliaque ce qui potentialiserait une réponse anormale face au gluten (218-220).

Les entérocytes jouent évidemment un role central dans I'absorption des
molécules issues du bol alimentaire et ces procédés reposent sur ce que I'on appelle la
perméabilité intestinale. On distingue le passage para-cellulaire et le passage trans-
cellulaire. L'absorption du gluten n’échappe pas a la regle de ces deux mécanismes, il
rejoint la Lp soit via un passage para-cellulaire entre les jonctions épithéliales, soit via
trancytose au travers des entérocytes depuis leur p6le apical vers leur pdle basal. L'étude
de la perméabilité intestinale dans le cadre de la MC constitue un pan complet de la
recherche dans ce domaine (221). Nous aborderons donc ici les bases et les mécanismes

élémentaires aidant a la compréhension des points ultérieurs.

Comme nous lI'avons vu au point 1.1.3, I'épithélium intestinal régule le passage
des molécules entre la lumiére intestinale et la sous-muqueuse, assurant ainsi une TO ou
une réponse immunitaire selon l'antigene considéré. Ces cellules épithéliales sont
étroitement connectées les unes aux autres par un ensemble de protéines de jonction :
les desmosomes, les jonctions adhérentes et les jonctions serrées. Ces protéines
garantissent I'intégrité de I'épithélium intestinal et régulent le passage para-cellulaire des
antigenes alimentaires jusqu’au niveau de la Lp (222). Tout défaut dans le
fonctionnement de ces protéines implique donc une augmentation de la perméabilité de

I’épithélium, ce qui est précisément soupconné chez le patient cceliaque.
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Dans un premier temps, il a été montré que les peptides immunogéniques de
gluten peuvent diffuser simplement au travers des jonctions de I'épithélium intestinal
(219, 220, 223). Ensuite, plusieurs études ont pu démontrer I'existence d’altérations au
niveau de ces jonctions épithéliales directement médiées par les peptides de gluten. Par
exemple, I'expression de la zonula occludens-1, une jonction serrée, est clairement
diminuée chez le patient coeliaque et cette expression revient a un taux normal lorsque
le patient est placé sous diéte sans gluten (224, 225). Dans la méme optique, on observe
également une diminution de I'expression des jonctions adhérentes E-cadhérines (226).
Finalement, la culture de tissus intestinaux en présence de différents peptides de gluten
a démontré une augmentation de la perméabilité de ces tissus chez la souris (227).
L’ensemble de ces résultats laisse donc penser que les peptides de gluten sont capables
d’une part de moduler I'intégrité épithéliale en interférant avec différentes protéines de
jonction, altérant ainsi la résistance de la barriére intestinale, ce qui d’autre part, favorise
le passage de ces peptides dans la Lp. In fine, il y a une augmentation de la réponse

immunitaire face a ce dernier.

Cependant, méme si ces résultats constituent une piste intéressante, ils ne sont
pas suffisants. Nous avons vu que 40% de la population générale exprime le HLA-DQ2 ou
le HLA-DQS8, consomment du gluten, et ne présentent pourtant aucune intolérance au
gluten. Ce constat est appuyé par des études montrant que des souris humanisées pour
le HLA-DQS8 et consommant du gluten ne développent par la MC (228). Les altérations de
la barriere épithéliale médiées par le gluten ne sont donc probablement pas suffisantes
pour induire la perte de la TO et d’autres facteurs environnementaux doivent

probablement intervenir dans ces lésions.
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Parallelement a la voie paracellulaire, les antigenes alimentaires, gluten inclus,
peuvent rejoindre la sous-muqueuse par trancytose épithéliale. Ce mécanisme repose sur
I'internalisation des macromolécules soit par endocytose non spécifique soit par
I'intermédiaire de récepteurs spécifiques. Ce transit depuis le p6le apical vers le pble basal
des entérocytes s’accompagne d’une digestion des peptides ainsi internalisés mais
permet un passage quasi intact des peptides de gluten vu leur résistance a la digestion.
Aussi, certains travaux ont pu démontrer que ce mécanisme est exacerbé en présence de
cytokines pro-inflammatoires surexprimées dans la muqueuse du patient cceliaque,
comme par exemple I'IFN-y. Notamment, cette cytokine semble influencer différents

mécanismes impliquant la plasticité du cytosquelette (229, 230).

Un autre mécanisme impliqué dans le passage transcellulaire de la gliadine est
particulierement intéressant dans le contexte cceliaque. Il s’agit de la trancytose des
peptides de gluten médiée par la forme sécrétée des IgA anti-gliadine (231). Initialement,
il faut savoir que la muqueuse intestinale comporte une quantité importante de PCs
sécréteurs d’IgA et d’'IgM de spécificités multiples et directement impliqués dans la
protection de la muqueuse et la neutralisation des antigenes présents dans la lumiere
intestinale. Les IgA dimériques et les IgM pentamériques produits par ces PCs sont
captées par le récepteur des immunoglobulines polymériques a la surface basale des
entérocytes puis véhiculées jusqu’au pole apical par rétro-transcytose, ol elles seront
alors sécrétées dans la lumiere. Dans un contexte cceliaque, les IgA sont notamment
produites par les PCs spécifiques du gluten ayant massivement infiltré la Lp du patient.
Une fois sécrétés dans la lumiere intestinale, leur spécificité assure un couplage aux
peptides de gliadine. L'aspect séduisant de ce mécanisme est que le complexe SIgA-

gliadine présent dans la lumiere intestinale présente une certaine affinité pour le
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récepteur de la transferrine (CD71) exprimé a la surface apicale des entérocytes. Ce
récepteur intervient initialement dans le recyclage de la transferrine, impliquée dans le
métabolisme du fer par les érythrocytes mais il a été démontré qu’il possede une certaine
affinité pour les IgA (232). La fixation du complexe SigA-gliadine au CD71 assure alors le
passage transcellulaire de ce complexe, protégeant la gliadine de la digestion lysosomale
et assurant son passage dans la Lp (231) (Figure 15). On notera qu’il y a surexpression du
CD71 par I'épithélium des patients coeliaques et ceci semble étre di a la carence en fer

encourue par ces patients.

Ensemble, ces mécanismes démontrent que différents facteurs
environnementaux et immunologiques peuvent altérer la fonction de la barriére
épithéliale du patient cceliaque et augmenter la pénétrance du gluten dans la Lp,
conduisant in fine a la réponse immunitaire spécifique de la maladie. Cette réponse

présente aussi bien un visage inné qu’adaptatif.
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Figure 15: transport des complexes IgA-gliadine médié par le récepteur a la transferrine, le CD71.
Les patients cceliaques présentent une expression élevée du récepteur a la transferrine au niveau
du péle apical des entérocytes. Ce récepteur est capable de fixer les complexes SlgA-gliadine et
assure leur rétro-transcytose depuis la lumiere intestinale jusqu’a la Lp, tout en les protégeant de la
dégradation des protéases lysosomales des entérocytes. Adapté de (231).

1.3.2 Immunopathogenése de la maladie coeliaque

1.3.2.1Vue d’ensemble

Dans des conditions physiologiques normales, les peptides de gluten absorbés au

travers de la barriére intestinale n’induisent aucune réponse délétére. L’homéostasie et
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la TO vue au point 1.1.3 sont maintenues, notamment grace a |'activité des cellules T
régulatrices sécrétrices de facteurs immunosuppressifs tels le TGF-3 ou encore I'lL-10
(233). Les conditions pro-inflammatoires de la muqueuse du patient coeliague orientent
plutdt une réponse immunitaire aberrante faisant intervenir des composantes innées et
adaptatives dont l'interdépendance conduit in fine au développement de I'atrophie
villositaire (Figure 16). Ce processus est engagé lors du passage du gluten dans la Lp du
patient. Ce dernier sera déamidé par la tTGIl, permettant alors aux CD de le présenter
aux cellules T spécifiques dans un contexte HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 dépendant. Pour des
raisons qui seront détaillées au point suivant, cette présentation du gluten déamidé
conduit a la polarisation des cellules T CD4* spécifiques du gluten non pas en LTreg mais
bien en LThl pro-inflammatoires (122, 234, 235). Ces LThl migrent alors
traditionnellement dans la Lp ou leurs cytokines agissent a différents niveaux, notamment
en recrutant davantage de cellules pro-inflammatoires, en augmentant le stress cellulaire
des entérocytes et en stimulant la cytotoxicité des LIEs envers ces derniers. Ceci méne
précisément a la destruction épithéliale. Parallelement, I'activation des CD4* spécifiques
du gluten évolue également vers un profil Th2, fournissant ici I'aide nécessaire aux LB
évoluant en PCs sécréteurs d’anticorps contre le gluten et d’auto-anticorps contre la tTGII
(Figure 16). Nous allons ici décomposer ces mécanismes qui, ensembles, constituent la
cascade immunologique responsable de la destruction de la muqueuse intestinale du
patient. Nous accorderons une importance particuliere a deux acteurs absolument

essentiels : I'lL-15 et la transglutaminase Il tissulaire.

88



Gut lumen (5] . Drivers
Q9 5
Glutc_en Intestinal
peptide ; epithelial cell
: Increased
; susceptibility
to CTL attack

plasma cell plasma cell

Immature DC Mature DC

CD4* T cell help for
B cell differentiation
to plasma cells

; Epithelial
f cellkilling
Epithelial ; Increased expression of || MHC
cell stress ! IL-15, HLA-E and MIC class| f
d Villous
J : atrophy
E Self or
Lamina propria | Mierobial IE-CTL
° : peptide
Ooooo !
Deamidated '
Type | IFN '
TG2  gluten 1S : CD4 Tcell
® @ 2 : help for
eo——¢ : CTLkilling Q}\ )ﬁ:D “\ }
Gluten 1 '
HLA-DQ2 ;
or HLA-DOS ' CD4* T cell help for
‘ plasma cell survival TG2-specific Gluten-specific

Afferent
lymphatic

Gluten-specific
CD4+ T cell response

TG2—gluten
complex
TG2-specific
B cell

Gluten-specific
B cell zone B cell

T cell zone

Figure 16: pathogenése de la maladie coeliaque. Le gluten ingéré traverse aisément la muqueuse intestinale du
patient dont la perméabilité est altérée suite a différents facteurs tels les infections virales. Le gluten absorbé est
alors déamidé par la tTGIl présente dans la Lp puis processé par les cellules dendritiques. Ces derniéeres
présentent ici un profil pro-inflammatoire suite a la surexpression de I'lL-15 dans la muqueuse du patient. Elles
migrent classiquement dans les ganglions mésentériques et les plaques de Peyer avoisinantes et assurent
I'activation des cellules T CD4* spécifiques du gluten. Ces derniéres fournissent I'aide nécessaire au
développement de la réponse humorale caractéristique de la maladie et générent également différents types de
signaux pro-inflammatoires aidant a I'activation des LIEs, lesquels détruisent I'épithélium sur base de la
reconnaissance de signaux de stress. Adapté de (236).
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A. Les cellules T CD4* spécifiques du gluten

Activation des cellules T CD4*

Une des caractéristiques majeures de la réponse adaptative au gluten dans un
contexte de MC est la présence dans la muqueuse intestinale de cellules T CD4*
spécifiques de la gliadine restreintes HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 et sécrétant de I'IFN-y et de
I'lL-21. Ces cellules sont tout a fait uniques aux patients coeliaques puisqu’absentes de
biopsies d’individus sains (237-239). Cette réponse adaptative repose sur deux éléments
primordiaux. Premiérement, c’est la modification post-traductionnelle subie par la
gliadine via la tTGII qui permet d’expliquer pourguoi les molécules HLA-DQ2 ou HLA-DQS8
des CPA sont si efficaces dans leur capacité a présenter les peptides de gliadines aux
cellules T CD4* (103). Deuxiemement, ces mémes CPA présentent un profil beaucoup
moins tolérogéne que dans des conditions physiologiques saines et cette transition
phénotypique est notamment due a leur exposition chronique face a I'lL-15, massivement
exprimées dans la muqueuse du patient (132, 240-242). Ce profil pro-inflammatoire
explique pourquoi ces CD favorisent la polarisation des cellules T CD4* spécifiques du
gluten en LTh1 et non pas en LTreg (Figure 16). Finalement, il convient de noter que la
réponse des cellules T CD4* spécifiques du gluten est principalement polyclonale étant
donné l'existence des multiples épitopes immunogéniques du gluten. Cependant,
certains d’entre eux sont immunodominants et démontrent une affinité importante pour

des TCR bien particuliers, ce qui peut orienter la réponse vers un profil monoclonal (105).

Une fois activés, ces LTh1 vont jouer un role pivot dans l'intensité de la réponse

immunitaire intestinale de la maladie. Il a d’ailleurs été démontré que le facteur de
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transcription T-bet, impliqué dans la différentiation de ce phénotype, est augmenté chez
le patient cceliaque (243). Ces derniers vont initier la cascade immunologique conduisant
au développement de I'atrophie villositaire, notamment par sécrétion massive d’IFN-y et
d’lIL-21 (122, 244-246). lIs seraient également a |'origine de I'activation des cellules B

spécifiques du gluten et de la tTGII discutée au prochain point.

Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires

L’IFN-y sécrété par ces cellules LTh1 joue un réle fondamental dans la pathogenése
de la MC puisqu’il intervient a de nombreux niveaux et probablement via différents relais
d’actions. Premieérement, rappelons que I'IFN-y est impliqué dans les altérations de
I'intégrité des cellules épithéliales, augmentant ainsi la perméabilité de la barriere
intestinale (230). Ensuite, cette cytokine augmente I'expression de molécules de stress
cellulaire par les entérocytes ainsi que I'expression de récepteurs NK activateurs par les
lymphocytes intraépithéliaux, un mécanisme clé dans la survenue de I'atrophie villositaire
et sur lequel nous reviendrons rapidement (247, 248). Toujours dans le cadre de
I'atrophie villositaire, I'IFN-y stimule les fibroblastes dans leur production de
métalloprotéinases matricielles et ces endopeptidases sont impliguées dans le
remodelage tissulaire par dégradation de la trame épithéliale (249). Parallélement, et
certainement a cause de cette altération du tissu intestinal, I'lFN-y est capable
d’augmenter I'expression de la tTGIl dans la muqueuse des patients cceliaques ce qui
génere un feedback positif puisque davantage de gluten sera déamidé et présenté a ces
cellules CD4* spécifiques du gluten et productrices d’IFN-y (250). Enfin, I'[FN-y augmente
également I'expression des molécules du HLA-DQ, par les CPA ce qui entretient, voir
augmente la présentation du gluten déamidé aux cellules T CD4* (251). Sur base de ces
résultats incriminant I'IFN-y dans l'altération de ces fonctions immunitaires, on peut

comprendre aisément pourquoi les expérimentations basées sur une neutralisation de
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cette cytokine permette de prévenir les dommages tissulaires apparaissant sur un fond

de consommation de gluten (252).

Cette réponse des cellules T CD4* spécifiques du gluten est nécessaire au
développement de la maladie mais elle n’est pas suffisante a elle seule. Différentes études
sur modeles murins humanisés exprimant le HLA-DQS8 ou le HLA-DQ2 démontrent que
lorsque ces modeles consomment du gluten, il y a en effet une production de cytokines
pro-inflammatoires similaire a celle observée chez le patients telles que I'lIFN-y et I'lL-21
mais cependant, il y a maintien d’une réponse régulatrice et I'atrophie villositaire ne peut
étre observée (253, 254). D’autres facteurs sont nécessaires en paralléle de cette réponse

adaptative et sont probablement issus de la réponse immunitaire innée.

A titre d’exemple, on citera L'IFN-a, une autre cytokine que l'on retrouve
également en grande quantité dans la muqueuse du patient coeliaque et principalement
produite par les macrophages. Un exemple élogquent couramment employé dans la
littérature et illustrant toute la puissance de cette cytokine dans la cadre cceliaque est
celui des patients souffrant d’hépatite C et nécessitant un traitement a I'lIFN-o.. Certains
d’entre eux vont développer la maladie, laquelle disparait lorsque I'arrét du traitement
est combiné au suivi d'une diéte sans gluten (255-257). Notamment, I'IFN-a va
promouvoir un profile pro-inflammatoire au niveau des CPA mais aussi stimuler la

production d’IFNy par ces CPA et par les CD4* (95, 258).

92



B. Les lymphocytes intraépithéliaux

Populations de lymphocytes intraépithéliaux

La forme potentielle de la pathologie cceliague décrite au point 1.2.3 est le
meilleur exemple cité dans la littérature pour illustrer le concept suivant lequel la réponse
immunitaire adaptative traduisant la perte de la TO au gluten est spécifique mais non
suffisante pour l'induction d’une atrophie villositaire. Aussi, le modele murin développé
par I’équipe du Dr. Jabri en 2011 appuie en ce sens. Brievement, ce dernier est caractérisé
par 'expression de I’'HLA-DQS a la surface de ses APC et par la surexpression de I'IL-15 au
niveau de la LP et des GM. Lorsque cette souris consomme du gluten, elle va développer
une rupture de la TO au gluten mais sans atrophie villositaire (242). Dés lors, en paralléle
a cette perte de la TO, le gluten est également incriminé dans d’autres mécanismes
adaptatifs conduisant a l'altération de [I’épithélium et dont les principaux acteurs

cellulaires sont les LIEs.

Ces derniers sont des lymphocytes résidants et jouent un role de sentinelles
patrouillant entre les cellules épithéliales et assurant une surveillance permanente ainsi
gu’une protection de I’h6te contre les pathogénes envahissants présents dans la lumiére
intestinale. Cette population est hétérogéne et son ontogénie complexe, elle differe
notamment selon la région intestinale considérée ainsi qu’en fonction de I'espece
considérée (259). Retenons simplement ici qu’il existe un type A et un type B. Le type A,
dit conventionnel, couvre les populations CD8af3* TCRaf3* et CD4* TCRap* que I'on
retrouve a la fois chez 'Homme et chez la souris. Le type B, dit non conventionnel, couvre
une population CD8af* TCRYS* chez I’'Homme contre une population CD8awo* TCRaB* et
CD8aa* TCRYd* chez la souris. Chez 'Homme, le phénotype TCRa3* prédomine tandis que

chez la souris, on retrouve une fréquence sensiblement identique de TCRa3* et TCRyd".
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Dans les deux especes, les TCRaf3* CD4* sont mineurs par rapport aux TCRo3* CD8af3*.
Ces lymphocytes TCRa* CD8af3* sont notamment activés suite a 'engagement de leur
TCR avec l'antigéne présenté dans un contexte de CMH de classe | et suite a I'engament
de leurs récepteurs de type NK avec leurs ligands, a savoir des molécules de stress
exprimées en surface des cellules cibles (259), que sont les entérocytes dans le cadre de

la MC.

Une lymphocytose intraépithéliale, décrite pour la premiere fois en 1971,
constitue une des signatures de la MC (260). Cette derniére est largement supérieure chez
les individus atteints de la MC par rapport aux individus sains (261). Bien gu’elle ne soit
pas complétement spécifique de la maladie, I'infiltration et la migration des LIEs vers la
surface apicale des villosités reste une excellente indication de la pathologie. Sur le plan
cellulaire, l'infiltrat est principalement constitué des populations TCRo* CD8af3* et
TCRyYd* (262). L'expansion et I'activation aberrante des LIEs sont directement corrélées a
la présence de gluten et |'éviction de ce dernier s"accompagne dans la plupart des cas

d’une diminution de son intensité.

Un élément intéressant est la proportion et le rbéle supposé de ces deux
populations de lymphocytes dans cette infiltration de I’épithélium. En ce qui concerne la
population TCRyd*, il a été démontré qu’elle constitue la fraction prédominant l'infiltrat
total et de maniere surprenante, elle persiste malgré le suivi d’une diete sans gluten et la
résolution des dommages épithéliaux. Ceci suggere que ces lymphocytes ne dépendent
pas de I'exposition au gluten et gu’ils n’interviennent pas directement dans la destruction
épithéliale. Ils pourraient réguler négativement I’activité des TCRo3*, jouant ainsi un réle
protecteur dans la survenue des lésions (263-266). Actuellement, on suppose que cette
population est générée suite a I'expansion des clones déja résidants dans |'épithélium soit

suite a l'infiltration de nouveaux lymphocytes activés et recrutés depuis la périphérie
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(265, 267). Cependant leur role reste incertain dans la pathologie. L’histoire est différente
pour la population TCRo* et plusieurs éléments les incriminent directement dans la
survenue de l'atrophie villositaire. Bien que leur proportion soit inférieure a celle des
TCRyd*, la fréquence de cette population est directement corrélée a la sévérité des lésions
intestinales et a la consommation de gluten ce qui fait de ces derniers les principaux

acteurs responsables de I'atrophie villositaire (263).

Activation des lymphocytes intraépithéliaux

Actuellement, I'activité cytotoxique des cellules T CD8* TCRa* de I'épithélium
intestinal peut s’expliquer soit par une activation directe du TCR par le complexe gluten-
CMH |, soit par une activation des récepteurs NK (105). La seconde explication est la plus

couramment acceptée, mais il convient de ne pas ignorer la premiere.

Ainsi, I'activation des cellules T CD8* par présentation du gluten au TCR est
suspectée dans la mesure ou les lésions intestinales et I'activation des cellules T
diminuent simultanément lorsque le gluten est éliminé de la diete du patient. Les
résultats de Mazarella et collégues ont ainsi démontré que la culture de cellules T CD8*
issues de la muqueuse de patients coeliaques avec des cellules épithéliales intestinales
préalablement stimulées au gluten aboutit a la production de granzyme-B et d’IFN-y par
ces cellules T CD8*. Cette étude démontre également que dans un tel contexte, les cellules
T CD8* induisent I'apoptose des cellules épithéliales (268). Cependant, les lymphocytes T
CD8* spécifiques du gluten identifiés dans cette études proviennent de la Lp et non pas
de I'épithélium. Quelques années plus tard, les travaux de Han et collegues ont mis en
évidence que l'activation des cellules T CD8* TCRa3* et TCRyd* était simultanée et non
consécutive a celle des cellules T CD4* chez des patients suivant une diete sans gluten et

soumis a une épreuve au gluten (269). Ces CD8" sont caractérisés par un répertoire du
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TCR assez restreint sous-entendant donc que ces cellules sont spécifiques du gluten et
donc directement réactivées en présence de ce dernier. lIs pourraient également recevoir
une aide des cellules T CD4* spécifiques du gluten. Un autre argument en faveur de leur
spécificité est apporté par la maladie de Crohn, elle aussi associée a une inflammation
médiée par les cellules Thl de la Lp mais ne développant aucune lymphocytose
intraépithéliale (270). Ces résultats sont discutables dans la mesure ou d’autres études
apportent des résultats en faveur de I'absence de toute spécificité de ces LIEs pour le
gluten (108, 237). L'utilisation de différents peptides immunogéniques induit la
lymphocytose mais aucun clone spécifique de ces peptides ne peut étre détecté a partir
de cette population envahissante. Leur activation est ici considérée comme l'une des
résultantes de I'activation des cellules T CD4* spécifiques du gluten. Davantage
d’investigations sont donc nécessaires dans ce domaine sujet a la controverse et ou tres
peu de données sont disponibles en faveur de I'existence de ces cellules T CD8*
spécifiques du gluten. Actuellement, le paradigme de leur activation est plut6ét associé a
I’expression de récepteurs de I'immunité innée, notamment grace a 'omniprésence de

I'IL-15 dans la muqueuse du patient (271).

En effet, le postulat le plus couramment accepté est I’activation des cellules T CD8*
dans un contexte indépendant du TCR et faisant intervenir une reprogrammation de
I’expression de leurs récepteurs NK (NKr) ainsi que des ligands (247, 272, 273) de ces
récepteurs. Premiérement, chez les patients coeliaques, ces LIEs présentent une
augmentation de I'expression des récepteurs NK activateurs tels que le NKG2D et le
NKG2C/CD94. Les ligands du NKG2D sont les protéines de stress cellulaire de classe Ib,
MICA et MICB (MHC class I-related chain A and B) tandis que le ligand du NKG2C/CD94
est la molécule non classique du CMH de classe |, le HLA-E. Ces ligands sont exprimés a la
surface de cellules en état de stress cellulaire (274). Deuxiemement, ces LIEs présentent

a l'inverse, une diminution de I'expression du récepteur NK inhibiteur NKG2A/CD94 (247,
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271, 272, 275). Troisiemement, ces LIEs, lorsque comparés a ceux d’individus sains,
expriment une plus grande quantité de protéines cytotoxiques telles le granzyme B et la
perforine (275). En conséquence, ce profil « NK like » a été défini comme étant suffisant
pour promouvoir leur activité cytotoxique contre les cellules épithéliales, sans qu’il y ait
nécessité d’activer leur TCR (247, 272). On notera un autre point crucial, les cellules
épithéliales du patient cceliaque expriment davantage de protéines de stress MICA/MICB

et HLA-E, ce qui en fait donc simultanément des cibles parfaites pour ces LIEs (123).

Les mécanismes responsables de cette programmation hautement cytotoxique
des LIEs via ces récepteurs ne sont pas complétement élucidés, cependant, la
surexpression de I'IL-15 dans le compartiment épithélial fait définitivement partie des

principaux suspects (123, 272, 276).

C. Les cellules B spécifiques du gluten et de la tTGII

Le modele hapténe-porteur

Parallelement a cette réponse cellulaire, les cellules T CD4* spécifiques du gluten
aident au développement d’une réponse humorale tout a fait spécifique de la maladie et
caractérisée par une importante plasmocytose au niveau de la Lp des patients (277-279)
et par une signature sérologique discutée au point 1.2.6.2.B. En plus de cette
plasmocytose et de cette sérologie, la réponse humorale s’accompagne de I'apparition
de dépots en IgA au niveau de la surface de I'épithélium et de sa membrane basale (179,
182, 280, 281). La présence de ces dépots ne concerne que les individus souffrant de la
pathologie et disparaissent deés le suivi d’'une diéte sans gluten, sous-entendant donc que
leur production dépend du gluten. Les travaux de Dieterich et collegues ont ensuite

démontré que ces anticorps sont en effet dépendants du gluten, a contrario, ils ne sont
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pas spécifiques de ce dernier mais bien de la transglutaminase Il tissulaire (50). Dans la
méme année, Ludwig Sollid a proposé un modele permettant d’expliquer comment la
consommation d’un antigéne exogene conduit a la production d’auto-anticorps contre un
antigene endogéne tel que la transglutaminase Il (282), permettant ainsi d’expliquer
pourquoi la formation des anticorps contre cette enzyme est absolument dépendante de

I’exposition du patient au gluten.

Ce modele propose que l'interaction entre la tTGIll et le gluten aboutit a la
formation d’un complexe tTGll-gliadine, a I'image d’un complexe « hapténe-porteur »
(Sollid, 1997). Ce complexe est donc aussi bien reconnu par le récepteur des lymphocytes
B spécifiques du gluten que par celui des lymphocytes B spécifiques de la tTGIl. Comme
nous I'avons déja évoqué, ces cellules expriment les molécules du HLA de classe Il et sont
d’excellentes CPA. Ce complexe est alors internalisé par les deux types de cellules B et
présenté aux cellules T CD4* spécifiques du gluten qui, grace a la reconnaissance du gluten
dans ce complexe tTGll-gliadine via leur récepteur, fournissent I'aide nécessaire aux
cellules B spécifiques du gluten et aux cellules B spécifiques de la tTGII. Ces dernieres
peuvent ensuite évoluer en PCs sécréteurs d’anticorps de type IgG et IgA ciblant I'’enzyme.
Ce modeéle haptene-porteur permet donc d’expliquer, premiérement, pourquoi ces
anticorps sont observés malgré |'absence de cellules T CD4* tTGIl spécifiques et,
deuxiemement, pourquoi ces auto-anticorps chutent en paralléle du retrait du gluten

dans l'alimentation des patients (51, 283, 284).

Implication des anticorps dans la pathogeneése

L'étude du potentiel role pathogénique des cellules B dans la maladie et plus

particulierement des anticorps est un domaine en plein essor étant donné le succes des

thérapies déplétant ces cellules B dans d’autres pathologies auto-immunes (285). Un des
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mécanismes impliquant clairement les IgA anti-gliadine est la trancytose médiée par le
récepteur a la transferrine que nous avons détaillé au point 1.3.1.2 et qui favorise le
passage de la gliadine dans la Lp (231, 286). Ces anticorps anti-gliadine peuvent
également augmenter la capture de cette derniere par les CPA de l'antigéne et par

conséquent favoriser sa présentation aux cellules T CD4* spécifiques du gluten (287, 288).

Le r6le des auto-anticorps anti-tTGll est un domaine plus nébuleux. Les principales
données actuelles résultent d’études in vitro, démontrant que ces anticorps semblent
étre impliqués dans l'augmentation de la perméabilité de I'épithélium (144), dans
I'inhibition de la différenciation des entérocytes (289), dans la stimulation de Ia
prolifération des cellules épithéliales (290) ou encore dans lI'induction de leur apoptose
(291). La présence de leurs dépdts tissulaires au niveau de la muqueuse intestinale de
patient coeliaque latents n’ayant pas d’atrophie villositaire (182) semble les impliquer
dans les étapes initiales du développement de la maladie mais aucun mécanisme n’a été

actuellement identifié.

Une autre facette de la pathologie coeliague dans laquelle les dépots en IgA
semblent avoir un réle certain est la dermatite herpétiforme, une manifestation cutanée
de la pathologie. Le patient présente ici des |ésions cutanées sous forme de cloques
accompagnées de prurit, principalement au niveau des genoux, des coudes et des fesses
(292, 293). Sur le planimmun, les Iésions cutanées, contrairement aux Iésions intestinales,
ne présentent aucune lymphocytose. A contrario, elles sont caractérisées par un infiltrat
de neutrophiles avec dépdt granuleux d’IgA dirigés contre la transglutaminase Il
tissulaire, l'isoforme que l'on retrouve au niveau du compartiment cutané. En
développant un modeéle murin humanisé exprimant le HLA-DQS8 sur fond NOD, Marietta
et collegues ont pu démontrer que la consommation de gluten par ces souris

s’accompagne de manifestations cutanées similaires a la dermatite herpétiforme avec
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dépots en IgA et infiltration de neutrophiles (294). Aussi, tout comme les patients, ces
manifestations disparaissent lorsque les souris sont mises en diete sans gluten.
Cependant, aucun type d’IgA spécifique de la tTGIl, de la tTGlll ni du gluten n’a pu étre
détectés dans le sérum de ces souris. Finalement, une autre équipe a pu appuyer le role
potentiel de ces anticorps dans la survenue de la dermatite herpétiforme puisque
I'injection de sérum de patients cceliaques ou de patients souffrant de dermatite
herpétiforme dans des souris SCID greffées de peau humaine s’accompagne de lésions

dans le greffon. Le méme résultat est obtenu avec I'injection d’anticorps anti-tTGIII (295).

D. Importance de la tTGII

Caractéristiques

Le role central de la tTGII est maintenant indiscutable dans le contexte de la MC.
Cette enzyme est non seulement nécessaire a la déamidation du gluten en vue de sa
présentation aux cellules T CD4* spécifiques de ce dernier mais elle est également I'auto-
antigene de la pathologie. Elle appartient a la superfamille des transglutaminases,
comportant les isoformes | a VIII. Contrairement aux autres isoformes, la tTGIl n’est pas
spécifique d’'un type tissulaire ou méme cellulaire, elle est exprimée de maniére
ubiquitaire et peut se définir comme un véritable couteau suisse cellulaire. En effet, elle
intervient dans de nombreux mécanismes variés tels I'apoptose, la transduction de
signaux, I'endocytose, I'adhésion cellulaire ou encore la formation de la matrice
extracellulaire (296-298). Son activité calcium dépendante permet la catalyse de
nombreuses modifications post-transcriptionnelles protéiques, principalement via son

activité de transamidation, de déamidation et de cross-linking (299). La transamidation
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Figure 17: réaction de transamidation et de déamidation médiées par la tTGIl. L'enzyme permet
le transfert d’un acyle entre le groupement y-carboxamide d’une glutamine présente sur une
premiere protéine et le groupement g-amine d’une lysine d’'une seconde protéine. La cystéine du
site actif de I'enzyme réagit avec le groupement y-carboxamide de la glutamine (sur la premiére
protéine) et forme un intermédiaire de réaction réagissant alors directement avec le groupement
amine de la lysine (sur la seconde protéine), formant ainsi un lien peptidique entre les deux protéines
(transamidation). En I'absence de I'amine, I'intermédiaire de réaction réagit avec une molécule
d’eau, transformant ainsi la glutamine en glutamate (déamidation). Adapté de (300).

consiste en la réaction entre la cystéine du site actif de I'’enzyme et la chaine latérale d’'une
résidu glutamine d’une premiere protéine via la formation d’un lien thioester.
L'intermédiaire de réaction ainsi formé réagit directement avec une amine primaire, bien

souvent sur la lysine d’une seconde protéine, servant ici de substrat accepteur d’acyle.

Cette étape permet d’établir une liaison covalente isopeptidique entre les deux
protéines considérées dans la réaction de liaison et libére le site actif de I'enzyme. La
déamidation quant a elle prend lieu en I'absence d’amine primaire, favorisant I’"hydrolyse
de I'intermédiaire de réaction, ce qui aboutit a la conversion d’un résidu glutamine d’une
protéine en résidu glutamate (300) (Figure 17). Parallelement a ces deux principales

fonctions, la littérature décrit également la tTGIl comme capable de fixer et d’hydrolyser
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le GTP en GDP, jouant ainsi le role de GTPase dans la signalisation cellulaire dépendante
des protéines G, faisant notamment intervenir la phospholipase C (301). Elle est aussi

décrite comme ayant une activité de protéine kinase (302) et d’isopeptidase (303).

C’est la concentration en calcium et en ces nucléotides GTP/GDP, variant entre le
milieu extra et intracellulaire, ainsi qu’entre les compartiments cellulaires considérés, qui
va dicter la fonction de I'enzyme (304). Brievement, la structure tertiaire du domaine
catalytique de cette enzyme présente des caractéristiques lui permettant d’alterner deux
conformations. On distingue une conformation ouverte, permettant ['activité de
transamidation et régulée par la fixation d’ions calciques et on distingue la conformation
fermée, assurant la fonction de GTPase et régulée par la présence du couple

nucléotidique GTP/GDP (305).

Dans les conditions physiologiques normales, la tTGII est principalement localisée
en intracellulaire et est présente sous sa conformation fermée suite a la faible calcémie
des cellules et la plus haute concentration en GTP. Son activité enzymatique est donc
inhibée (306). Un stress cellulaire s’"accompagne bien souvent d’un flux calcique vers le
compartiment intracellulaire, lequel semble étre a I|'origine de la translocation de
I'enzyme vers le milieu extracellulaire (304). Ce dernier présente une concentration
calcique plus importante que le milieu intracellulaire et la concentration en GTP/GDP est
plus faible, favorisant alors la conformation ouverte de I'enzyme (305). Précisons un
second niveau de contréle : cette forme ouverte peut-étre soit ouverte-inactive
soit ouverte-active. La forme ouverte-inactive est due a la présence de ponts disulfures
inhibiteurs entre les résidus glutamines de I’enzyme. La réduction de ces ponts disulfures
permet alors la transition vers la forme ouverte-active et inversement, I'oxydation de

cette forme ouverte permet une inactivation rapide de I'enzyme. Ces transitions
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dépendent du potentiel d’oxydoréduction du milieu extracellulaire (307) (Figure 18). On
comprend donc gu’en favorisant un potentiel réducteur, I’environnement inflammatoire
de la muqueuse cceliaqgue permet I’activation de I'enzyme, déamidant ainsi davantage les

peptides de gluten.

Closed Open Open
Reduced Reduced Oxidized
GTP Ca** Ca?+ Oxidizing environment Ca?*
—> —
——— <
GTP Reducing environment
SH SH SH SH S—S
INACTIVE ACTIVE Inflammation INACTIVE

Figure 18: oxydo-réduction, conformation et état d’activation de la tTGII. En présence de GTP et d’une
faible calcémie (environnement intracellulaire), la tTGIl est réduite, sa conformation est fermée et son
activité enzymatique est inactive. Lorsqu’elle est relarguée dans le milieu extracellulaire, I'enzyme évolue
dans un environnement dont la concentration en GTP est faible et la calcémie plus élevée. Généralement,
I’environnement extracellulaire est oxydatif et favorise la présence de ponts disulfures sur I'enzyme, elle
est donc oxydée, en conformation ouverte mais son activité enzymatique est toujours nulle. En cas de
conditions inflammatoires, I'environnement acquiert un potentiel réducteur et réduit les ponts disulfures,
I’enzyme est ainsi réduite, sa conformation est toujours ouverte et son activité devient maintenant active
(307).

Régulation de la tTGIl dans la MC

La tTGIl se retrouve notamment en grande quantité dans le compartiment
intestinal mais elle reste principalement inactive en condition physiologique normale. Les
mécanismes conduisant a son activation dans le cadre cceliaque restent indéterminés
mais la littérature actuelle oriente de plus en plus vers la destruction tissulaire et I'lFN-y

comme étant responsables de son activation.
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En effet, différentes études ont pu clairement démontrer que l'injection
intrapéritonéale de Poly |:C chez la souris active le TLR3 et aboutit a une nécrose
tissulaire, ces dommages étant accompagnés d’une activation de la tTGII (308, 309). Ces
observations sont en accord avec les recherches de Siegel et collegues démontrant que la
tTGIl inactive du compartiment intracellulaire peut rapidement gagner le compartiment
extracellulaire et étre activée suite a la survenue de lésions (310). D’autres études ont pu
démontrer le réle important de I'IFN-y puisque la tTGIl est activée de maniere dose-
dépendante par ce dernier dans des lignées cellulaires intestinales ainsi que dans la
muqueuse des patients coeliaques (250, 311). A I'origine de ce dernier mécanisme IFN-y
dépendant, il semblerait que cette cytokine stimule la production de thioredoxine par les
monocytes. Cette molécule est capable de reconnaitre et d’activer spécifiquement la
tTGII par la réduction de ses ponts disulfures (312). Ainsi, 'augmentation de I'activation
de la tTGIl augmente la déamination du gluten, lequel promeut la différenciation de

lymphocytes T CD4* producteur d’IFN-y, entretenant ainsi une boucle positive.

Implication la tTGIl dans la MC

L'implication de la tTGII dans diverses pathologies inflammatoires peut s’expliquer
dans la mesure ou son activité enzymatique peut pleinement participer a I'entretien d’un
contexte inflammatoire chronique, notamment en induisant la voie NF-kB (313, 314).
Aussi, son role dans les modifications post-traductionnelles des protéines peut expliquer
les changements de propriétés antigéniques de ces protéines, lesquelles sont alors
impliquées dans la pathogeneése et I'inflammation de la maladie considérée. Rappelons-
nous ici les conséquences de la déamination du gluten par la tTGIl dans la pathologie

ceeliaque.
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Il a été démontré que la transcription et la traduction de cette enzyme est
augmentée dans la muqueuse intestinale du patient, aussi bien dans le compartiment
intracellulaire que dans la matrice extracellulaire (315-317). Son activité est également
augmentée (318), néanmoins, ces observations ne semblent pas s’inscrire dans les signes
spécifiques de la pathologie puisqu’on les retrouve également dans d’autres conditions
inflammatoires de [lintestin (316, 319). Ce qui rend la tTGIl cruciale dans
I'immunopathogenése de la maladie c’est premiérement sa capacité a déamider le gluten
et deuxiemement sa capacité a former un complexe haptene-porteur avec ce dernier.
Comme nous I'avons vu au point 1.2.5.1.A, le premier évéenement permet d’augmenter
I’envergure de la réponse T spécifique du gluten et le second événement, vu au point

1.3.2.2.B, aide a I'induction d’une réponse humorale spécifique de la maladie.

A. Contexte

De nombreuses études ont pu démontrer que l'expression de I'IL-15 est
augmentée chez les patients coeliaques, aussi bien dans I'épithélium que dans la Lp de la
mugqueuse intestinale (240, 275, 320, 321). Cette dualité spatiale dans sa surexpression
lui permet d’agir aussi bien sur des acteurs de I'immunité innée qu’adaptative et comme
nous le verrons au chapitre 3, elle est trés certainement impliquée dans des mécanismes
participant au développement de I'atrophie villositaire. En effet, elle est notamment
responsable de I'expansion et de la survie des LIEs précédemment discutés et de
I'augmentation de leur activité cytotoxique (247, 272). Aussi, nous verrons qu’elle est a
I'origine de I'augmentation de I'expression des protéines de stress cellulaire par les
entérocytes. Finalement, le modéle murin présenté dans ce travail repose en outre sur la

surexpression de cette cytokine dans la muqueuse intestinale de la souris, tel qu’observé
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chez le patient. Il convient donc ici de s’intéresser a sa biologie tout en intégrant son

implication dans le contexte de la MC.

B. Caractéristique et régulation

L’IL-15 est une cytokine pléiotropique de 15kDa découverte en 1994 par I'équipe
du Dr. Thomas A. Waldmann (322). Cette cytokine appartient a la famille des cytokines a
chaine y rejoignant ainsi I'lL-2, I'lL-4, I'IL-7, I'IL-9 et I'lL-21. Ces cytokines partagent la
chaine y au niveau de leur récepteur hétérotrimérique. L’IL-15 est exprimée par une large
audience cellulaire, aussi bien dans la lignée hématopoiétique que non hématopoiétique,
ce qui I'impligue dans des mécanismes aussi bien immuns que non immuns (320, 323,

324).

Plus précisément, c’est I'expression de son transcrit qui est ubiquitaire, on le
retrouve notamment dans de nombreux organes tels le foie, les muscles, le cerveau ou
encore l'intestin ainsi que dans de nombreux types cellulaires tels les cellules épithéliales,
les fibroblastes, les myocytes ou encore les monocytes, macrophages et les cellules
dendritiques (323, 324). L'histoire est différente en ce qui concerne la forme active de
cette cytokine puisqu’elle est extrémement difficile a détecter dans les conditions
physiologiques normales. Son expression semble étre principalement restreinte aux
cellules dendritiques et aux monocytes (325). Cette différence entre la présence du
transcrit et celle de la protéine impliqgue I'existence de mécanismes de régulation
finement contrélés au niveau post-transcriptionnel. Ces mécanismes interviennent sur 3
niveaux : celui de la traduction, du transport intracellulaire et de la présentation (326,

327).
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Premieérement, 'ARNm contient de multiples codons start AUG en amont de la
région 5’ non traduite ce qui réduit significativement |'efficacité de sa traduction (328).
Deuxiémement, |'épissage alternatif est a I’origine de deux transcrits pour I'lL-15, lesquels
different au niveau de la longueur du peptide signal (329, 330). L'isoforme courte (SSP,
short signal peptide), faite de 21 acides aminés, n’est pas sécrétée et reste dans le
compartiment cytoplasmique et nucléique. L'isoforme longue (LSP, long signal peptide),
faite de 48 acides aminés, est la forme qui sera transprésentée aux cellules cibles.
Finalement on notera la présence d’un régulateur inhibiteur au niveau de la région
carboxy-terminale de la séquence codante. L'importance de ces 3 mécanismes dans le
contrble de I'expression de I'lL-15 est illustrée par leur inhibition, conduisant a une

synthese 250 fois plus élevée de la protéine.

Aussi, le fait que la traduction de I’ARNm soit soumise a un tel controle tout en
étant rapidement activée lorsqu’un stress cellulaire survient démontre que cette cytokine
présente un role central dans la signalisation face a un danger puisqu’elle peut
rapidement agir sur les cellules cibles (320). Notamment, I'lL-15 joue un réle clé dans la
différenciation, la prolifération et la survie des cellules NK, des lymphocytes T NK, des
lymphocytes T CD8* et des LIEs (331). Une telle rapidité dans sa signalisation permet
I'induction immédiate d’'une réponse et donc de protéger I’hote face a une infection. Dans
un méme temps, une telle restriction de sa traduction sous-entend qu’une surexpression

de la cytokine peut présenter des effets déléteres.

C. Récepteur et voie de signalisation
Tel qu’illustré par la figure 19, la signalisation de I'IL-15 fait intervenir des

composants du récepteur de I'lL-2. En effet, cette signalisation se fait via un récepteur

hétérotrimérique formé d’une part par la chaine IL-2/15Rp3 et par la chaine y, communes
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aux deux cytokines, et d’autre part par la chaine IL-15Ra., spécifique de I'lL-15 (332, 333).
On notera qu’au méme titre que I'lL-15, le transcrit codant pour IL-15Ra est exprimé dans
de nombreux types tissulaires et cellulaires (325). Plus précisément, ce complexe
hétérotrimérique fonctionne par transprésentation et implique donc un contact direct
entre la cellule émettrice et la cellule cible. Concretement, la cellule productrice exprime
la chalne IL-15Ra en surface cellulaire, laquelle présente une affinité extréme pour I'lL-
15. Ce complexe IL-15R0./IL-15 sera alors trans-présenté a la cellule cible, qui elle, exprime

le complexe formé par I'lL-2/15R et la chaine y (323).

L'activation de ce complexe permet l'induction d’une voie de signalisation
JAK/STAT. Plus précisément, IL2/15R[3 s’associe a JAK1 laquelle phosphoryle STAT3 et la
chaine y s’associe a JAK3 laquelle phosphoryle STAT5. La résultante transcriptionnelle
dépendra du type cellulaire et du contexte biologique considérés (320) mais ce sont
généralement les voies AKT, MAPK et PI3K qui sont ensuite engagées, encourageant alors
la prolifération et la survie cellulaire ainsi qu’une certaine résistance a I'apoptose (334,

335).
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Figure 19: complexes des récepteurs de I'interleukine-15 et de l'interleukine-2.

L’IL-15 est une cytokine associée a la membrane de la cellule qui la produit, elle s’associe au
monomere membranaire IL-15Ra pour étre ensuite transprésentée a la cellule cible exprimant les
complexes IL-2/15R[ et yc. Le complexe hétérotrimérique ainsi formé assure alors la signalisation en
aval. L'IL-2 est quant a elle sécrétée par la cellule productrice sous la forme d’un complexe IL2Ro./IL-
2. Une fois sécrétée, I'lL-2 se fixe alors sur le complexe IL-2/15Rp et yc exprimés en surface de la

cellule cible. C'est ce complexe qui est commun dans la signalisation des deux cytokines (325).

D. Interleukine-15 VS Interleukine-2

L'IL-15 et I'lL-2 partagent donc la sous-unité IL-2/15Rp ainsi que la chaine y et
different uniquement au niveau de la sous-unité a qui leur est spécifique, IL-15Ra pour
la premiére et IL-2Ra pour la seconde. Aussi, ces deux cytokines, lorsqu’elles sont
comparées in vitro, présentent des effets assez similaires sur I’homéostasie des
lymphocytes T et des cellules NK (336). Ces observations ont donc suggéré |'existence
d’une certaine redondance entre ces deux cytokines mais les modeéles de souris knock-
out pour I'une ou I'autre de ces cytokines ont permis de mettre en lumiére leurs actuelles

différences (323).
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Les souris IL-2 KO présentent une expansion massive des lymphocytes et meurent
principalement de complications associées a cette lymphoprolifération (337). Ce
phénotype démontre toute I'importance de I'lL-2 dans son rdéle immunorégulateur,
notamment au niveau des cellules T régulatrices, empéchant ainsi la survenue de
pathologies auto-immunes. Aussi, contrairement a I'lL-15, I'lL-2 s’avere plutot étre une
cytokine « produite par les lymphocytes T pour les lymphocytes T » et est principalement
sécrétée (325). Les souris IL-15 KO démontrent quant a elles une chute des cellules NK,
des LIEs et des lymphocytes NK-like démontrant son réle fondamental dans I’homéostasie
de ces types cellulaires (338). Inversement, les souris surexprimant cette cytokine
développent des leucémies avec expansion des cellules NK et des CD8* (339). On
comprend davantage ici I'importance d’une régulation stricte au niveau de I'expression
de cette cytokine et pourquoi toute dérégulation I'implique dans des processus

immunopthologiques majeures.

E. Implication de I'IL-15 dans la MC

Etant donné le réle essentiel de IIL-15 dans ’homéostasie de I'immunité innée et
adaptative, toute dérégulation de son expression présente d’importantes conséquences.
Elle est d’ailleurs I'une des signatures classiques observées dans les pathologies auto-
immunes ou I'organe cible va bien souvent surexprimer cette cytokine (320, 340). Cette
dérégulation se retrouve notamment dans la sclérose en plaque, I'arthrite rhumatoide, le
diabéte de type |, le psoriasis ou encore les pathologies inflammatoires de I'intestin.
L’'ensemble de ces pathologies est caractérisé par une lymphocytose au niveau du tissu
cible et par une destruction de ce dernier. La MC n’échappe pas a cette caractéristique et
comme déja discuté, le patient présente une surexpression de la cytokine dans sa

mugqueuse intestinale. Aussi, chez la souris, la seule surexpression de I'lL-15 au niveau des
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entérocytes s"accompagne d’une altération du tissu, incriminant donc directement cette

cytokine dans les altérations de la réponse immunitaire intestinale (276).

Ainsi, plusieurs études ont pu démontrer que la réponse générée par I'lL-15 au
niveau des LIEs d’individus cceliaques est plus intense comparée a celle des LIEs
d’individus sains. Notamment, leur migration, prolifération, production d’IFN-y et de TNF-
a ainsi que l'activité cytotoxique contre les cellules épithéliales sont exacerbées (275,
321, 341). En accord avec cette derniére observation, I'lL-15 est également directement
responsable de I'augmentation de |’expression des récepteurs activateurs cytotoxiques
CD94/NKGC et NKG2D a la surface des LIEs (271-273). Les recherches de Bertrand
Meresse et collegues ont d’ailleurs pu démontrer que les LIEs issus de biopsies coeliaques
étaient capables de présenter un effet cytotoxique par la seule activation du NKG2D. En
paralléle, le traitement de CD8* effecteurs circulant avec de I'lL-15 permet I'obtention du
méme résultat (272). Cette habilité des LIEs du patient cceliaque semble étre due a leur
exposition chronique a cette cytokine (272). L'ensemble de ces résultats a permis de
converger vers le concept abordé au point 1.3.2.3.B, suivant lequel les LIEs du patient
ceeliague sont activés de maniére indépendante du TCR via une reprogrammation

transcriptionnelle de leur fonction cytotoxique grace a I'lL-15.

D’autre part, I'lL-15 peut directement influencer le phénotype des cellules
épithéliales (321). En effet, les patients cceliagues consommant du gluten présentent une
augmentation de I'expression de protéines de stress cellulaire telles MICA/MICB et HLA-
E a la surface des cellules épithéliales et cet effet semble étre relayé par I'intermédiaire
de I'lL-15. Ainsi, et comme nous I'avons vu, l'interaction précise entre les récepteurs
cytotoxiques activateurs et ces ligands de stress permettrait le relargage de la perforine
et du granzyme-B a l'encontre des cellules épithéliales en état de stress cellulaire,

assurant ainsi la lyse de I'épithélium (247, 272). Cette situation peut étre contrecarrée par
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la déplétion de I'lL-15 avec un anticorps déplétant la cytokine (276, 342) démontrant donc
le role clé de cette interleukine dans la survenue de cette cascade cytotoxique. D’ailleurs,
un autre exemple parlant de lui-méme est le patient coeliaque réfractaire souffrant
d’atrophie villositaire méme sous régime d’exclusion. Chez ces formes séveres, I'lL-15
joue un role prépondérant dans la destruction de I'épithélium et sa suppression pourrait

donc constituer une piste thérapeutique intéressante (214, 217, 343).

En plus de ces effets sur le compartiment épithélial, la surexpression de I'lL-15
dans la Lp lui permet d’interférer sur le développement de la réponse des cellules T
régulatrices (241) (Figure 20). Premierement, I'lL-15 altére I'activité immunosupressive
du TGF-f grace a sa capacité d’induction de la voie des MAPK. Brievement, I'lIL-15 induit
la phosphorylation de JNK, laquelle induit phospho-c-jun qui a son tour altére la fixation
de Smad3 (Small Mothers Against Decapentaplegic) sur les promoteurs cibles du TGF-J3,
inhibant ainsi son activité régulatrice, notamment au niveau des CD8* (344). Aussi, I'lL-15
peut rendre les cellules T effectrices résistantes a |'effet immunosuppresseur des cellules

T régulatrices. Ce mécanisme semble faire intervenir la voie de signalisation PI3K (345).

Parallelement a ces résultats, une des recherches du Dr. Abadie a pu mettre en
évidence que I'lL-15 surexprimée dans la Lp agit en synergie avec |'acide rétinoique pour
rendre les CD pro-inflammatoires et promouvoir leur production d’IL12/p70. Les cellules
T CD4* naives activées par ces CD vont alors évoluer vers un profil Thl pro-inflammatoire
sécrétant de I'lFN-y. Un modele de souris humanisé pour le HLA-DQ8 surexprimant I'lL-15
dans la Lp et exposé au gluten développe une réponse immunitaire contre le gluten
caractérisée par la production d’anticorps dirigés contre le gluten et la tTGII (242). Ces
résultats soulignent donc clairement I'implication de I'lL-15 dans la perte de la TO au

gluten.
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Finalement, certains résultats suggerent que I'lL-15 favorise I'expression de I'lL-21
par les cellules T CD4* (124). L'IL-21 fait partie des cytokines pro-inflammatoires clés de
la maladie au méme titre que I'lFN-y. Sa production IL-15 dépendante via les cellules T
CD4* fait partie des pistes envisagées dans |'explication de la synergie existante entre les

cellules T CD4* spécifiques du gluten et I'lL-15 pour I'activation des LIEs.
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Figure 20: induction de la réponse inflammatoire anti-gluten suite a la perte du profil tolérogene des
cellules dendritiques. (a) Le développement de la TO a un antigéne alimentaire est classiquement assuré par
les cellules dendritiques sécrétant des facteurs tolérogenes tels le TGF-f3, assurant la polarisation des cellules
T CD4* vers un profil Treg. (b) La muqueuse du patient cceliaque est caractérisée par I'expression de signaux
pro-inflammatoires tels que I'lL-15, participant a la perte du profil tolérogene des cellules dendritiques,
favorisant alors la polarisation des cellules T CD4* vers un profil Th1 sécréteur d’IFN-y et d’IL-21 (123).
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Pour conclure, I'ensemble de ces résultats sous-entend que la surexpression
précise de I'lL-15 dans les deux compartiments de la muqueuse intestinale participe
pleinement a la rupture de la TO et a la survenue de 'atrophie villositaire. En effet, nous
avons vu que sa surexpression dans I'épithélium joue un role clé dans l'activité
cytotoxique aberrante des LIEs a I’encontre de |'épithélium, lui-méme en état de stress
cellulaire. En parallele, nous venons de voir que sa surexpression dans la Lp est a I'origine
de mécanismes contribuant au développement d’un environnement pro-inflammatoire
altérant directement les fonctions immunorégulatrices et encourageant donc la perte de
laTO (346). Cependant, les raisons expliquant la surexpression de I'lL-15 dans un contexte
ceeliague reste matiere d’investigation. Mention et collegues ont notamment pu
démontrer que les entérocytes de patients coeliaques expriment davantage I'lL-15 en
surface par rapport aux individus sains, cependant il n’y a aucune différence notable au
niveau de [|‘expression transcriptionnelle (240). Ceci sous-entend donc que la
dérégulation de I'expression de cette cytokine trouve probablement sa source au niveau
post-transcriptionnel. Les facteurs génétiques et/ou environnementaux a |'origine de

cette dérégulation restent actuellement peu connus.

1.3.3 Conclusion

Au vu des derniers points discutés, I'immunopathogenése de la MC peut se voir
comme le reflet d’'une interaction complexe entre I'immunité innée et adaptative. En
effet, I'activation des LIEs cytotoxiques conduisant a I'atrophie villositaire dépend d’un
ensemble de signaux issus d’une part des cellules T CD4* spécifiques du gluten et d’autre
part de I'lL-15. Néanmoins, plusieurs questions restent actuellement sans réponse et le
dialogue précis entre les cellules T CD4* de la Lp, les cellules T CD8* intraépithéliales et
I'lL-15 reste énigmatique. Si la spécificité des CD4* est relativement bien cernée, celle des

CD8* intraépithéliaux reste a préciser. Aussi, les mécanismes qui conduisent a la
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surexpression de I'IL-15 dans la muqueuse intestinale du patient restent eux aussi un
domaine d’investigation incomplet. Finalement, les raisons d’une augmentation de
I’expression et de |'activité de la tTGII chez le patient ne sont pas clairement établies et il
en est de méme pour le potentiel réle pathogénique des auto-anticorps ciblant cette

enzyme.

Les données épidémiologiques et les résultats obtenus in vitro au cours de ces
dernieres décennies aident peu a peu a déchiffrer cette physiopathologie complexe.
Néanmoins, c’est le développement d’un modele animal complet qui permettra au final
de bien intégrer le role respectif des différents acteurs ainsi que leurs interactions dans
la cascade menant a cette immunopathogenése. Le prochain et dernier chapitre de cette
introduction consiste en une revue de la littérature concernant les modeles animaliers

existant dans le domaine.

1.4 Modeéles animaux de la maladie coeliaque

1.4.1 Contexte

Un des principaux facteurs actuels limitant la résolution du puzzle coeliaque et
I’évolution des nouvelles stratégies thérapeutiques dans le domaine est I'absence d’un
modele animal préclinique, récapitulant I'ensemble des caractéristiques de la maladie
observées chez le patient. Initialement, les principaux modéles d’étude étaient basés sur
I'utilisation de lignées cellulaires intestinales, de cellules T spécifiques issues de biopsies
de patients ou méme de cultures de biopsies complétes. Bien évidemment, ces
techniques in vitro présentent leurs avantages et leurs limites dans I'étude de la maladie,

ce qui a peu a peu mené aux tentatives de développer différents modeles d’étude in vivo.
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Cependant, cette tache présente un certain paradoxe puisque développer un modele
murin afin d’améliorer la compréhension d’une pathologie requiert initialement une
bonne compréhension de cette derniére. Des lors, et au vu de la complexité de la MC,
transférer les « bons ingrédients » de la pathologie de 'Homme a la souris est une

entreprise ardue, parsemée d’essais-erreurs.

Ainsi, le grale des modeles serait celui qui aurait la capacité de développer
spontanément le spectre complet de la maladie suite a la seule consommation de gluten
par I'animal. On parle ici d’'une réponse CD4* Th1 gluten spécifique. On parle également
d’'une lymphocytose intra-épithéliale accompagnée d’une activation des LIEs et d’'un
stress cellulaire au niveau épithélial, menant a I'atrophie villositaire et a I'hyperplasie
cryptique. On parle finalement d’'une réponse humorale compléte avec plasmocytose,
production d’anticorps anti-gliadine et auto-anticorps anti-tTGIl. Un tel outil serait
précieux et permettrait de disséquer le rble et la mécanistique des différentes
composantes de la maladie, aussi bien sur le plan inné qu’adaptatif. Comprenant
I'importance d’'un tel outil, il y a donc eu durant ces deux dernieres décennies une
véritable course au développement d’'un modele « parfait » et de nombreux groupes s’en
sont rapproché, sans jamais |'atteindre (228, 242, 254, 294, 347-352). Bien qu’ils aient
permis d’éclairer certains aspects de la pathogenése, aucun d’entre eux n’a, a ce jour,
réussi a développer un phénotype complet reflétant fidelement celui observé chez le

patient. Pour une question de clarté, ces modéles sont résumés a la table 2.

L’évolution de ces modeles a trés rapidement convergé vers la nécessité
d’exprimer I'un ou l'autre haplotype de prédisposition génétique (228, 349, 351) et
certains d’entre eux présentent la capacité de reproduire la réponse pro-inflammatoire
Th1 gluten spécifique avec production massive d’IFN-y tout en présentant également une

lymphocytose intra-épithéliale. Cependant aucun ne s’accompagne simultanément de
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I'atrophie villositaire, qui, comme nous I'avons vu au point 1.2.6.2.A, est un des critéres
de diagnostic faisant autorité dans le domaine. Ce puzzle incomplet a néanmoins permis
une avancée majeure dans le domaine et orienté vers le concept suivant lequel la réponse
immunitaire adaptative a médiation cellulaire contribue, d’une facon ou d’une autre, au
recrutement et a la prolifération des cellules T CD8* intraépithéliales, sans pour autant les
activer puisque la destruction épithéliale n’est pas observée. || manquerait donc un
élément clé, qui permettrait non seulement l'activation des LIEs mais aussi le
développement d’un stress épithélial, conduisant ensemble a la destruction de
I’épithélium. Cependant, les mécanismes conduisant a la destruction progressive du tissu
épithélial restent nébuleux. La question principale est de comprendre le dialogue entre le
stress cellulaire épithélial et I'immunité adaptative permettant |’activation des LIEs au-
dela d’un certain seuil inflammatoire, assurant ainsi le développement de I'atrophie

villositaire.

Les études réalisées chez 'Homme et la souris ont pu, comme nous I'avons vu,
identifier I'lL-15 comme facteur majeur dans la survenue du stress épithélial, dans
I’activation des LIEs et dans les mécanismes de perte de la TO. Notamment, les recherches
de Setty et collegues ont pu démontrer en 2015 que les patients cceliagues potentiels
développent une réponse adaptative anti-gluten mais n’expriment pas d’IL-15 dans leur
épithélium intestinal ni de récepteurs NK activateurs a la surface de leurs LIEs. Ces
patients potentiels ne développent pas d’atrophie villositaire. Inversement, et de maniere
tres intéressante, les parents d’individus coeliagues ne développent aucune réponse
adaptative au gluten mais surexpriment par contre I'IL-15 dans leur épithélium et les LIEs
expriment des niveaux élevés de récepteurs NK activateurs. Ces individus, bien que non
ceeliaques, présentent des altérations structurelles au niveau de leur épithélium intestinal
(353). Ces deux observations clés ont amené les auteurs a conclure que c’est précisément

la synergie opérant entre la réponse adaptative au gluten et le stress épithélial qui permet
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I'induction d’une activation suffisante des LIEs pour la destruction des cellules épithéliales
et le développement de [I'atrophie Vvillositaire. Deés lors, et sur base de
I'immunopathogeneése discutée au point 1.3.2.3, nous comprenons pourquoi cette
interleukine a été rapidement suspectée comme étant cet ingrédient manquant dans le

développement d’'un modele complet de la MC.

Le point suivant détaille quelgues modeéles murins brievement abordés
précédemment et insiste plus particulierement sur ceux exprimant le HLA-DQS,
haplotype utilisé dans le modele humanisé que nous avons développé. Ce point discute
également de modeles incluant I'expression de I'lL-15, puisqu’ici aussi, il s’agit d’un
élément majeur dans I'ingénierie de notre souris. Finalement nous passerons au chapitre
2 et 3 de ce manuscrit afin de détailler la caractérisation de ce nouveau modele proposé
par notre équipe et constituant le corps de mon travail doctoral. Nous verrons que
I’exposition de ce modele au gluten permet pour la premiére fois I'obtention simultanée
d’une réponse Th1 gluten spécifique, d’'une réponse humorale tout aussi spécifique ainsi

que de I'activation suffisante des LIEs conduisant in fine a I'atrophie villositaire.
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1.4.2 Modeéles clés existants

A. Importance du systeme HLA

L'implication des geénes du systeme HLA dans la survenue de nombreuses
pathologies auto-immunes est maintenant reconnue depuis longue date (354). Dés lors,
le concept d’humaniser les modeles murins pour I'expression de ces geénes de
prédisposition a rapidement émergé dans le domaine et constitue maintenant un
prérequis quasi indispensable dans leur développement. L'intérét d’inclure un tel
transgene réside dans sa capacité a faconner le répertoire des cellules T de la souris a
I'image de la biologie humaine, incluant par conséquent des restrictions du répertoire
probablement impliquées dans la pathogenése de la maladie considérée. La question
venant naturellement a I’esprit est de savoir comment ces molécules du HLA humain vont
interagir avec le TCR des cellules T CD4* murines ? Plusieurs solutions ont été apportées,
notamment des hétérodimeres chimériques tout a fait fonctionnels ou le monomere o
de la molécule du CMH reste endogéne a la souris tandis que le monomere 3, responsable
de la présentation de I'antigéne, est issu de I’'Homme (355). Une autre approche est celle
d’inclure le transgéne humain pour le HLA et le transgene humain pour le CD4 afin de
permettre une interaction tout a fait spécifique (356). Finalement, et méme si les
conséquences sur le répertoire des cellules T restent peu décrites, certaines études
suggerent que les molécules du HLA humain peuvent tout a fait interagir avec le CD4
murin (357, 358). Quelle que soit la technique utilisée, ce type de souris humanisé est
donc maintenant largement employé pour I'étude de pathologies auto-immunes
humaines. La MC n’échappe pas a I'utilisation de ces souris, avec, dans son contexte,

I’emploi de 'HLA-DQ2 ou de I'HLA-DQS.
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B. Black et al, 2002

Un premier modele cceliaque basé sur I'expression de 'HLA-DQ8 humain a été
développé par les équipes du Dr. Sheila David et Joseph Murray. Ce modeéle repose sur
I’expression de I'HLA-DQS8, I’élimination du CMH de classe Il murin et I'expression du CD4
humain. De maniére succincte, ces souris ont été immunisées par une émulsion de
gluten/adjuvant de Freund et les cellules T des ganglions lymphatiques ont ensuite été
récupérées une semaine plus tard pour étre restimulées in vitro avec du gluten. Cette
prolifération a pu étre inhibée en utilisant un anticorps dirigé contre le HLA-DQ,
démontrant sa dépendance a I’haplotype humain. Dans un autre schéma expérimental,
les souris ont également été immunisées tel que précédemment mais cette fois par voie
intrapéritonéale puis gavées au gluten pour une semaine. Les cellules T du compartiment
intestinal ont ensuite été récupérées et restimulées au gluten, ce qui a permis la détection
des cytokines IL-10 et TGF-f3, attestant ici d’'un profil régulateur et du développement
d’une réponse tolérogéne. En accord avec ces données, le modele ne développe pas

d’atrophie villositaire (228).

C. Marietta et al, 2002 VS Galipeau et al, 2011

Ce modele a ensuite été repris par I’équipe du Dr. Joseph Murray et croisé sur un
fond NOD, terrain fertile pour le développement de caractéristiques auto-immunes (359).
Ce modeéle a dans un premier temps été pré-immunisé a la toxine pertussique puis
immunisé par une émulsion de gluten/adjuvant de Freund par voie intrapéritonéale.
Enfin, ces souris ont été gavées au gluten 2 fois par semaine pour des durées variables
oscillant entre 2 et 5 mois. Ce schéma expérimental a mené au développement d’une

condition ressemblant fortement a la dermatite herpétiforme dans 17% des souris et le

122



passage en diete sans gluten permet le retour des conditions saines. Néanmoins, ce

modele ne développe pas d’atrophie villositaire (294).

On remarquera que ce modele a également été exploité par I’équipe du Dr. Elena
Verdu en 2011 sous un schéma expérimental différent. Ici le modele est gavé par une
suspension de gluten et de toxine cholérique une fois par semaine, durant 3 semaines et
passe en diete contenant du gluten dés le premier gavage. Cette exposition au gluten
conduit a des dysfonctions de la barriere intestinale et a la production des auto-anticorps
dirigés contre la tTGll, sans pour autant promouvoir le développement d’une d’atrophie
villositaire. De maniére trés intéressante, lorsque le schéma expérimental survient apres
déplétion des cellules T régulatrices, le modele développe une insulite sévere, attestant

ainsi du lien étroit mais encore peu compris entre le diabéte de type | et la MC (349).

Comme nous I'avons vu au point 1.3.2.3.C, I'lL-15 est surexprimée dans les deux
compartiments de la muqueuse intestinale des patients cceliaques, ce qui l'incrimine
profondément dans I'immunopathogenése de la maladie. Notamment, rappelons-nous
ici gu’elle agit directement sur les LIEs de I'épithélium intestinal et induit I'expression du
récepteur activateur NKG2D et augmente leur activité cytotoxique (272). Ces résultats
attestant du role central de I'lL-15 dans la pathogenése de la maladie ont ainsi conduit au
développement de modeles murins surexprimant cette cytokine, soit spécifiguement
dans I'épithélium intestinal, soit, nous le verrons, dans les autres compartiments a

I’exception de I'épithélium intestinal.
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A. Ohta et al, 2002 et Yokoyama et al, 2009

Ainsi, certaines équipes se sont attelées a développer des modeles surexprimant
spécifiguement I'IL-15 dans le compartiment épithélial intestinal. Une telle spécificité
dans I'expression spatiale de I'lL-15 est assurée ici par I'utilisation d’'un modeéle ou la
transcription de I'IL-15 est controlée via le promoteur T3b, spécifique des cellules
épithéliales intestinales (276, 360). De maniére intéressante, ces souris développent
spontanément une lymphocytose intraépithéliale caractérisée par une légére
augmentation de la fréquence des LIEs exprimant le récepteur activateur NKG2D. Aussi,
ces modeles développent une atrophie partielle de leurs villosités. Cependant, il faut
noter que ces études ne renseignent pas l'influence que cette surexpression de I'lL-15
dans |"épithélium peut avoir sur la réponse immunitaire adaptative face a un antigéne
alimentaire. Aussi, 'absence de cette composante adaptative dans ce modele pourrait
expliquer pourquoi la fréquence des LIEs NKG2D* parmi la population totale de LIEs reste
relativement faible et donc pourquoi I'atrophie villositiare n’est que partielle dans ces

souris.

B. Korneychuk et al, 2014

Les deux études précédentes ont donc mis en lumiére cette nécessité d’incorporer
une réponse immunitaire adaptative en paralléle du stress épithélial encouru. Ainsi,
I’équipe du Dr. Cerf-Bensussann a exploité le modeéle précédemment décrit et I’a croisé
avec le modele murin bien connu OTII TCRtg dont les cellules T CD4* expriment toutes un
TCR spécifique pour I'ovalbumine, un antigéne alimentaire modele. Lorsque ces souris
OTII IL-15 transgéniques sont exposées a |'ovalbumine durant 3 mois, elles présentent un
retard de croissance, une atrophie villositaire et une expansion des cellules T CD8"

cytotoxiques. Cependant, il s’avere que la population des lymphocytes OT-Il CD4*
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s’orientent quant a eux vers un profil de cellules T régulatrices migrant dans la Lp, les GM
et la rate (352). L'atrophie villositaire observée dans ce modeéle est donc probablement
uniguement dépendante de la présence de I'IL-15 dans I'épithélium du modéle T3b-IL-15

transgénique tel qu’observé précédemment par Ohta et collegues (360).

C. De Paolo et al, 2011

Le modele murin développé en 2011 par DePaolo et collegues vise a déterminer si
I’expression simultanée de I’haplotype HLA-DQS8 sur les CPA et de I'lL-15 dans la Lp permet
le développement d’une pathologie coeliaque au spectre complet (242). Pour ce faire le
modeéle D9-IL-15tg du Dr. Caligiuri a été croisé avec le modéle CMH Il KO/HLA-DQS8 du

laboratoire du Dr. David discuté précédemment.

Le modele développé par I'équipe du Dr. Caligiuri repose sur I'utilisation d’un
transgene astucieusement développé sur trois points fondamentaux (323).
Premiérement, ce transgene, référé comme Dd-IL-15tg, est construit d’'une maniére telle
gu'’il est capable de contourner les trois mécanismes de régulation post-transcriptionnelle
de la cytokine discutés précédemment. Deuxiemement, la séquence leader de I'lL-15 est
remplacée par celle de I'lL-2. Finalement, ce construit est sous le contréle du promoteur
H-2D¢, a savoir le promoteur des molécules du CMH de classe |, virtuellement exprimé
dans tous les types cellulaires ou presque. En particulier et de maniére fort intéressante,
ces souris surexpriment I'll-15 partout a I’exception de I'épithélium intestinal. Aussi, et au
vu des fonctions biologiques de I'lL-15 discutée précédemment, on comprend aisément
pourquoi le phénotype de ces souris Dd-IL-15tg est caractérisé par une expansion massive
des lymphocytes T CD8" et des cellules NK. Au final, ces souris évoluent vers une
lymphocytose massive et multisystémique avec développement d’un tableau

leucémique.
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Ainsi, le modéle obtenu par DePaolo et collégues est la souris HLA-DQ8/D9-IL-15tg,
référée dans ce manuscrit comme DQS8-IL-15, LP référant a I’expression de I'IL-15 dans
la lamina propria. Ce modele constitue a ce jour le modele le plus fideéle de la pathologie
observée chez 'Homme, méme s’il reste incomplet. En effet, lorsque ces souris sont
gavées au gluten durant 10 jours, on observe une augmentation du nombre de LIEs
traduisant I'apparition d’'une lymphocytose. Aussi, ces souris présentent une sérologie
positive pour les anticorps anti-gluten et pour les auto-anticorps anti-tTGlI, traduisant une
perte de la TO dans ce modeéle. En accord avec ces observations, lorsque les cellules de la
Lp sont récupérées et restimulées in vitro avec de la gliadine, on observe une
augmentation de la production d’IFN-y, sous entendant donc la présence de cellules T

spécifiques du gluten.

Néanmoins, ce modele ne présente aucune atrophie villositaire, sous-entend donc
que la perte de la TO et la prolifération des LIEs ne sont pas suffisants pour induire la
destruction épithéliale. Ceci s’explique probablement par la construction D%IL-15Tg
puisque la molécule H2-D® n’est pas exprimée par les cellules épithéliales intestinales. Dés
lors ce modele ne reflete pas complétement la pathologie coeliaque active ou I'IL-15 est
surexprimée simultanément dans la Lp et dans I'épithélium. Cette souris ressemble a un
patient cceliaque latent qui, comme nous I’avons vu, présente une lymphocytose intra-
épithéliale et une sérologie ceeliaque positive, sans pour autant développer d’atrophie
villositaire. Des lors, I'absence de I'IL-15 dans I'épithélium de ce modele est
probablement I'ingrédient manquant a ajouter afin d’obtenir une activation cytotoxique

des LIEs qui soit suffisante. Le modéle développé au chapitre 3 confirme cette hypothese.
L’'ensemble de ces observations démontre que le spectre complet de la maladie

ne survient ni suite au développement d’une réponse immunitaire adaptative dans la Lp,

ni suite a une lymphocytose avec stress épithélial, si ces deux éléments sont considérés
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séparément dans le temps. C'est probablement la présence simultanée de ces deux
facettes de I'immunité (le HLA prédisposant et I'lL-15 dans la Lp pour la partie adaptative
et I'lL-15 dans I'Ep pour la partie innée) qui va assurer leur synergie au travers des deux
compartiments de la muqueuse intestinale et donc permettre le dépassement d’'un
certain seuil d’activation. Ceci meénera in fine a la perte de la TO dans la Lp et a la
destruction du tissu épithélial intestinal, dans un méme temps et dans un seul et méme

modele.
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Chapitre 2. Objectifs de la these doctorale

Le chapitre 1 maintenant terminé, nous comprenons pourquoi la MC est une
pathologie auto-immune suscitant un grand intérét dans le domaine de I'immunologie et
de l'auto-immunité. La connaissance de I'antigene déclencheur, la connaissance de la
susceptibilité génétique de I'individu et la facilité d’acces du tissus cible permettent une
étude plus aisée des interactions entre I’'h6te et son environnement ainsi que des facteurs
pouvant influencer le décours de la maladie. Ce sont précisément ces éléments qui ont
permis une évolution du savoir assez rapide au cours des 50 derniéres années mais ces

avancements ont également révélé toute la complexité du paysage cceliaque.

Malgré les avancées réalisées, il nous manque justement quelques pieces dans la
mosaique de la pathologie. Ainsi, la compréhension de sa pathogenése, du spectre de sa
symptomatologie, du paysage génétique et des facteurs environnementaux nécessaires
a son développement reste incomplete. C'est au travers des progres réalisés dans la
précision et I'affinement des modeéles murins que subsistent ces réponses. Ainsi, le but
de cette thése doctorale a été de générer et de caractériser un nouveau modeéle murin
humanisé développant pour la premiére fois le spectre complet d’une entéropathie
spécifique au gluten. Ceci inclue la lymphocytose intraépithéliale, I’expression des
récepteurs NK activateurs et de molécules cytotoxiques au niveau de ces LIEs, la
production d’anticorps contre le gluten et contre la tTGII, une réponse inflammatoire et
finalement, I'atrophie villositaire. Un tel modéle nous a permis d’étudier en profondeur
la pathogenese de la maladie en manipulant les facteurs immunitaires ayant conduit a
son ingénierie. Retirer, ajouter et combiner ces facteurs entre eux nous a permis de
comprendre leurs roles, leurs interactions et leur statut de potentielles cibles
thérapeutiques. Une telle approche nous a également permis d’étoffer les résultats

obtenus chez 'Homme.
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Pour développer un tel modele, nous avons tiré les enseignements de données

cruciales issues de la littérature et ayant été discutées au travers du chapitre 1 :

1. De nombreuses données soulignent I'association génétique entre I'expression
de ’'HLA-DQ2 ou de I'HLA-DQS et la survenue de la pathologie. Cependant moins de 5%
de la population exprimant ces haplotypes développent la maladie et les souris
humanisées pour ces haplotypes développent une réponse immunitaire adaptative
contre le gluten tout en maintenant une TO (228, 254, 347). Conclusion : I’expression
d’un haplotype de susceptibilité n’est pas suffisante a elle seule pour développer une

perte de la TO au gluten.

2. La littérature comporte également de nombreuses données soulignant le role
de I'lL-15 dans la pathologie, une cytokine surexprimée dans la muqueuse des patients
ceeliaque actifs. Cette IL-15 permet I'accumulation des LIEs dans I'épithélium (275, 321)
ainsi qu’une augmentation de |'expression des récepteurs NK activateurs et une
diminution des récepteurs NK inhibiteurs a la surface cellulaire de ces derniers (247, 271,
272). Les modeles murins surexprimant cette cytokine dans |’épithélium intestinal
confirment ces résultats et développent une lymphocytose des LIEs avec atrophie
villostaire sans pour autant perdre leur TO (276, 352, 360). Conclusion : I’expression de
I'IL-15 dans I’épithélium permet I’expansion de lymphocytes T CD8* cytotoxiques et le

développement d’une atrophie villositaire mais pas de perte de la TO.

3. Le modeéle précédemment développé par DePaolo, Abadie et collegues repose
sur I'association de I'expression de I’'HLA-DQ8 humain a la surexpression de I'lL-15 dans
la Lp et conduit a la polarisation de la réponse adaptative anti-gluten vers une perte de la

TO a ce dernier et s"accompagne d’une lymphocytose intraépithéliale sans pour autant
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présenter une destruction du tissu (242). Conclusion : I’expression de I’HLA-DQS8 sur les
CPA et de I'IL-15 dans la lamina propria conduit a une perte de la TO et a une
lymphocytose partielle mais n’est pas suffisante pour développer simultanément une

atrophie villositaire.

Dés lors, sur base de ces trois observations clés, nous avons émis I’hypothese que
c’est I'association simultanée entre la réponse adaptative au gluten (médié par le HLA-
DQS8 et par I'lL-15 dans la Lp) et I'expression d’IL-15 dans I’épithélium qui est responsable
du développement d’'une MC compléte incluant la perte de la TO et I'atrophie villositaire,

derniéere piece manquante aux modeles murins actuels.

Le modeéle développé dans ce travail repose donc sur la surexpression de I'lL-15
dans la Lp et dans I'épithélium ainsi que sur I'expression de ’'HLA-DQ8 humain au niveau
des CPA. Nous avons pour se faire croisé le modeéle DQ8-IL-15' précédemment développé
par notre équipe (et nommée dans les travaux antérieurs DQ8-D®-IL-15tg) a la souche
DQ8-villin-IL-15tg (référée comme DQS8-IL-15'%¢) exprimant I'IL-15 dans ['épithélium
intestinal grace au promoteur spécifique des cellules épithéliales intestinales, villin. La
souris triple transgénique ainsi générée est la souris DQS8-IL-15'"¥E¢, Nous verrons en
détail dans le chapitre 3 que la consommation de gluten par cette souris s’"accompagne
d’une perte de la TO au gluten avec cellules T CD4* gluten spécifiques productrices d’INF-
v et production des anticorps spécifiques de la maladie. Ce modéle présente également
un stress cellulaire épithélial et une lymphocytose avec activation des LIEs, médian
I'atrophie villositaire. De maniere trés importante, ce spectre est entierement dépendant
de la consommation de gluten, de I'expression simultanée de I'lL-15 dans les deux

compartiments de la muqueuse et de celle de I’'HLA-DQS8 humain.
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Chapitre 3. The interplay between IL-15, gluten and HLA-DQ8

drives the development of coeliac disease in mice
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Contributions :

Avant de passer au corps de cet article, il convient de préciser que ce dernier est le résultat
d’une réflexion de trés longue haleine guidée par les recherches préalablement réalisées au
cours de la carriére du Dr. Bana Jabri. Aussi, ce projet a débuté en 2011 par le Dr. Abadie lors
de ses activités de recherches post-doctorales dans le laboratoire du Dr. Jabri. De nombreuses
personnes ont ensuite collaboré sur ce projet jusqu’a ce jour et plus particulierement, ce
travail a évolué sous forme d’une collaboration entre le laboratoire du Dr. Jabri a I'université
de Chicago et le laboratoire du Dr. Abadie a l'université de Montréal une fois cette derniere
installée en tant que chercheuse principale a Montréal. J'ai rejoint I'équipe du Dr. Abadie en
janvier 2015 ou j’ai alors directement entamé mes activités de recherche sous sa supervision.
J’ai débuté le projet en établissant dans un premier temps les souches HLA-DQS8, DQ8-IL-15'F,
DQ8-IL-15"¢, DQ8-IL-15""¥EC et |L-15"EC. Une fois I’ensemble des souches obtenues aussi bien
a Montréal qu’a Chicago, nous avons pu débuter les expérimentations décrites dans ce
manuscrit, lesquelles se sont ajoutées a certaines expériences réalisées ultérieurement a
mon arrivée au laboratoire. Sangman Michael Kim et Jordan Ernest étaient responsables des
expérimentations réalisées a Chicago, j'étais responsable des expérimentations réalisées a

Montréal et ce, suivant le schéma décrit ci-dessous :

e Comparaison des souches DQ8-IL-15'° vs DQ8-IL-15'€¢ vs DQ8-IL-15"P*E¢ ; 2
expériences réalisées a Chicago par Sangman et Jordan, 2 expériences réalisées a
Montréal par moi-méme.

e Comparaison des souches DQ8 vs DQS8-IL-15'PXEC : 2 expériences réalisées a Chicago

par Sangman et Jordan et 2 expériences réalisées a Montréal par moi-méme.
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e Comparaison de souches IL-15'P¥EC ys DQ8-IL-15'"XEC : 5 expériences réalisées
a Montréal par moi-méme.

e Analyse transcriptionnelle comparative des souches DQ8 vs IL-15'"E¢ ys DQS8-IL-
15'PXIEC ; ces expériences ont été réalisées en 2012 et a Chicago par Valérie Abadie et
Cezary Ciszewski. L'analyse bio-informatique a été réalisée par I'’équipe du Dr. Luis
Barreiro.

e Expérience en diéte sans gluten : 2 expériences réalisées a Chicago par Sangman et
Jordan et 2 expériences réalisées a Montréal par moi-méme.

e Expérience de gavage au gluten vs diéte classique : 1 expérience réalisée a Montréal
par moi-méme.

o Expérience de déplétion des lymphocytes T CD4" : 4 expériences réalisées a Montréal
par moi-méme.

e Expérience de déplétion des lymphocytes T CD8" : 4 expériences réalisées a Chicago
par Sangman et Jordan.

e Expérience de neutralisation de I'lL-21 et de I'lFN-y: 2 expériences réalisées a
Montréal par moi-méme et 3 expériences réalisées tous ensemble a Chicago lors de
notre déménagement a l'université de Chicago en 2018.

e Expérience de neutralisation de I'lL-15 : 4 expériences réalisées a Montréal par moi-
méme. Ces résultats ne sont pas inclus dans le manuscrit.

e Expérience d’inhibition de la tTGIl : 4 expériences réalisées a Chicago par Sangman
et Jordan, avec I'aide de Brad Palansky du laboratoire du Dr. Koshla basé a I'université

de Stanford.

Quel que soit le lieu ou les expériences ont été réalisées, chacun était responsable du
bon déroulement du schéma expérimental appliqué selon la question posée ainsi que de la
récolte et du traitement des échantillons brutes et des analyses en cytométrie en flux obtenus
le jour méme des expériences. J'étais ensuite responsable de I'’ensemble des qPCR, Sangman

responsable des ELISA et le Dr. Abadie responsable des analyses morphométriques en
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microscopie optique. Aussi, le Dr. Valentina Discepolo du laboratoire Jabri était responsable
de la partie dédiée a la comparaison de la signature transcriptionnelle dépendante du gluten
entre le modéle DQS8-IL-15'"EC et |es patients cceliaques inclus dans notre recherche. Les
analyses bio-informatiques résultantes ont été réalisées par le laboratoire du Dr. Luis

Barreiro, principalement par Olivier Tastet et Mohamed Fahmy.
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3.1 Abstract

Coeliac disease (CeD) is a complex, polygenic inflammatory enteropathy with
autoimmune features caused by exposure to dietary gluten that occurs in a subset of
genetically susceptible HLA-DQ8 and HLA-DQ2 individuals'3. Attempts to develop a
pathophysiologically relevant gluten- and HLA-dependent animal model that develops
villous atrophy (VA) have failed. The need to develop non-dietary treatments for this
common disorder is now widely recognized, but it is hampered by the lack of a preclinical
model. Furthermore, while human studies have led to major advances in our
understanding of CeD pathogenesis, direct demonstration of the respective roles of
disease-predisposing HLA molecules, and adaptive and innate immunity in the
development of tissue damage is missing. To address these unmet needs, we engineered
a mouse model that reproduces the dual overexpression of IL-15 in the gut epithelium
and the lamina propria (LP) characteristic of active CeD, expresses the predisposing HLA-
DQ8 molecule, and develops VA upon gluten ingestion. We show that overexpression of
IL-15 in both the epithelium and LP is required for the development of VA, demonstrating
the location-dependent central role of IL-15 in CeD pathogenesis. Furthermore, our study
reveals that CD4* T cells and HLA-DQS are required for VA development, because of their
critical role in the licensing of cytotoxic T cells to mediate lysis of intestinal epithelial cells
(IECs). Finally, it establishes that IFN-y and tissue transglutaminase 2 (tTGll) are central
for tissue destruction. This mouse model, by reflecting the complex interplay between
gluten, genetics and the IL-15-driven tissue inflammation found in CeD, represents a
powerful preclinical model for the characterization of cellular circuits critically involved in

intestinal tissue damage, and the identification and testing of new therapeutic strategies.
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3.2 Introduction

Organ-specific autoimmune disorders and CeD are complex immune-mediated
disorders generally characterized by a strong MHC class Il association and the destruction
of specific tissue cell types. Subclinical forms such as latent autoimmune diabetes of the
adult* and potential CeD® suggest that the presence of autoreactive and gluten-specific
CD4* T cell responses are not sufficient to promote tissue destruction. This is further
supported by animal models where induction of inflammatory antigen-specific beta-islet
cells® or gluten-specific T cell responses’ upon immunization with adjuvants and the
driving pathogenic antigen are insufficient to induce tissue damage. In contrast to
monogenic disease such as IPEX (Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy
X-linked) syndrome, composite interplays between multiple genetic, environmental and
host factors need to take place for the development of complex immune disorders. In
particular, the cellular circuits and interactions driving tissue destruction remain to be

defined.

CeD, an enteropathy induced by dietary gluten in HLA-DQ2 or HLA-DQS8
individuals, currently affects 1% of the global population®. Full-blown active CeD is
characterized by the presence of small intestinal pathology associated with destruction
of the gut epithelium, crypt hyperplasia, and a substantial infiltration of intraepithelial
lymphocytes (IELs). CeD patients harbor HLA-DQ2 and HLA-DQS restricted gluten-specific
T cells producing IFN-y and IL-21 in the LP that are thought to be required for the
production of disease-specific autoantibodies directed against tTGll and deamidated anti-
gliadin antibodies (DGP)>!%12, Currently, the only effective CeD treatment is a lifelong
gluten-free diet (GFD)'3. However, 30-40% of adult CeD patients fail to restore a
completely normal intestinal morphology on a GFD'3, and some develop major

complications, such as refractory CeD, which is a cryptic intraepithelial lymphoma with
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persistent VA'®. Furthermore, the complete avoidance of gluten can be challenging and
burdensome, explaining why compliance is often low®>. This has led to the realization that
alternative therapeutic options need to be developed'® and has emphasized the need for
a relevant HLA and gluten-dependent mouse model of CeD that recapitulates the
intricacies of CeD pathogenesis. Despite significant advances of our understanding of CeD,
a pathophysiologically mouse model of CeD that develops VA upon gluten feeding is still
lacking”*8. Furthermore, the respective roles and interplay of IL-15, HLA molecules, CD4*

and CD8* T cells, and tTGll in CeD pathogenesis remain to be elucidated.

IL-15 is a proinflammatory cytokine induced under conditions of stress and
inflammation that acts in a cell contact-dependent manner and is upregulated in organ-
specific autoimmune disorders such as rheumatoid arthritis and type 1 diabetes!®. While
IL-15 upregulation in the LP and mesenteric lymph nodes was shown to promote loss of
oral tolerance and T-helper 1(Tu1) immunity to dietary antigens®, IL-15 upregulation in
the epithelium was associated with an expansion of IELs and the upregulation of the
activating NKG2D?° and CD94/NKG2?' receptors on IELs. In active CeD, IL-15 is
upregulated in both the LP and in IECs. However, IL-15 upregulation in IECs is
conspicuously absent in potential CeD patients who conserve a normal intestinal
morphology despite exhibiting adaptive anti-gluten immunity?2. In accordance with those
potential CeD patients, DQ8-Dd- IL-15tg mice that overexpress IL-15 under the MHC class
| promoter Dd, which drives IL-15 upregulation in the LP and mesenteric lymph nodes but
not in IECs, developed T-helper 1 (Ty1) immunity to dietary gluten but not VA2, To test the
hypothesis that the development of VA requires IL-15 upregulation in IECs in combination
with the loss of oral tolerance to gluten, we crossed the DQ8-Dd-IL-15tg mice (herein
referred to as DQ8-IL-15°) to villin-IL15tg (herein referred to as DQS8-IL-15'%¢) that express

IL-15 under the villin promoter, which selectively drives expression in IECs?324,

137



3.3 Results

In accordance with our hypothesis, while HLA-DQ8 mice failed to develop VA,
approximately 75% of DQ8-IL-15"¥EC mice developed small intestinal tissue destruction
upon 30 days of gluten feeding (Extended Data Fig. 1A). Importantly, the villous
architecture was restored upon gluten exclusion (Fig. 21A, B). Furthermore, as in CeD
patients, gluten-fed DQ8-IL-15""¥E¢ mice developed plasmacytosis in the LP (Fig. 21C and
Extended Data Fig. 1B). The presence of IgG antibodies against deamidated gliadin
peptides (DGP) and anti-tTGll IgG and IgA antibodies are hallmarks of active CeD that are
used for diagnosis of patients, the former being increasingly acknowledged as a more
accurate serological marker for the diagnosis of CeD in children and IgA-deficient
individuals>?>%’. We readily identified circulating anti-DGP IgG antibodies (Fig. 21D and
Extended Data Fig. 1C). Even though there was not a strong correlation between titers
and VA, the presence of high anti-DGP antibodies (0.D.450nm>0.8) was associated, as in
humans, with the presence of VA (Extended Data Fig. 2A). Despite our ability to detect
IgA and tTGlII colocalization in the small intestine (Extended Data Fig. 2B), we could not
consistently detect anti-tTGIl antibodies in the serum (Extended Data Fig. 2C). This may
reflect the absence of a mouse homolog of the human VH5-51 gene segment that
recognizes tTGIl in its germline configuration?®. Furthermore, as anticipated, we also
detected native gliadin-specific IgG (Extended Data Fig. 2D) and IgA (Extended Data Fig.
2E) antibodies. The presence of circulating anti-gluten 1gG2c antibodies (Fig. 21E) was
indicative of gliadin-specific B cell activation by anti-gluten Ty1 T cells. In accordance, IFN-
v, the predominant cytokine associated with CeD in humans?®, was upregulated in the LP

of gluten-fed DQS8-IL-15""¥E mice (Fig. 21F).

IELs expansion is a hallmark of CeD that is also used for the diagnosis of the

disease>3°, Classically, intraepithelial cytotoxic T lymphocytes (IE-CTLs) in the coeliac
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lesion express high levels of granzyme B and perforin?>3%32, and abnormally high surface
expression of the activating NK receptors NKG2D and NKG2C/CD94, while lacking the
inhibitory NKG2A/CD942°%33, The functional consequence of this surface NK receptor
phenotype is the enhanced ability to kill cells bearing stress-induced MICA/B molecules
and non-classical MHC class | molecule HLA-E, which are the main ligands for NKG2D and
CD94/NKG2C, respectively?®3334, DQS8-IL-15'"¥E¢ mice displayed a gluten- and IL-15-
dependent expansion of IELs (Fig. 21G and Extended Data Fig. 1D), of which ten to fifty
percent expressed |E-CTLs-associated cytotoxic molecules granzyme B (Fig. 21H,
Extended Data Fig. 1E-G and Extended Data Fig. 2F-H) and perforin (Fig. 21l), and bear
activating NKG2D (Fig. 21J and Extended data Fig. 1H, 1), denoting their cytolytic
potential. The acquisition of cytotoxic features by IELs was accompanied by the
upregulation in the epithelium of the mouse NKG2D ligand, Rae-1 (mouse homolog of
human MICA) (Fig. 21K and Extended Data Fig. 1J) as well as the non-classical MHC class
I molecule Qa-1 (mouse ligand for CD94/NKG2 receptors) (Fig. 21L), which is recognized
by NKG2C/CD94. Importantly, as seen in CeD patients!?, DQ8-IL-15""E¢ mice developed
adaptive anti-gluten immunity (Fig. 21C-F, Extended Data Fig. 2B- E), expansion of IE-CTLs
with a killer phenotype (Fig. 21G-J, Extended Data Fig. 1D-1, and Extended Data Fig. 2F-
H)), epithelial distress (Fig. 21K-L and Extended Data Fig. 1J) and tissue destruction (Fig.
21B and Extended Data Fig. 1A) in a gluten-dependent manner. Previous studies showed
that OT-II TCR transgenic mice that express the TCR for ovalbumin in the context of 1Ab
developed VA upon ovalbumin feeding only when they were crossed to IL-15tg mice that
overexpress IL-15 under the intestine-specific promoter T3b35. The high frequency of
dietary-antigen specific T cells and the high levels of epithelial IL-15 overexpression
leading to the development of spontaneous VA at ten months of age suggest that,
because critical checkpoints may be missing in this model, VA developed in a gluten-

independent manner and in absence of the CeD-predisposing HLA molecules DQ2 or DQS.
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Figure 21. DQS8-IL-15""7E¢ mice develop the hallmarks of CeD upon gluten feeding and
recover on a GFD. (A-L) Ten-week old DQ8-IL-15""E¢ mice that were raised on a gluten-
free diet (GFD) were maintained on a GFD (denoted “sham”), fed with gluten for 60 days
(“gluten”), or fed with gluten for 30 days and then reverted to a GFD (“gluten—GFD”) for
30 days. (A) Experimental timeline. (B) Hematoxylin and eosin (H&E) staining of paraffin-
embedded ileum sections. Scale bar, 200 um. The graph depicts the ratio of the
morphometric assessment of villous height to crypt depth (sham, n=9 mice; gluten, n=13
mice; gluten—>GFD, n=11 mice). (C) CD3¢* T cells (red) and CD138* plasma cells (green)
were distinguished by immunohistochemistry (IHC) staining of frozen ileum sections.
Scale bar, 50 um. The graph depicts the number of CD138* cells per section, normalized
to lamina propria (LP) area (sham, n=8 mice; gluten, n=8 mice; gluten—>GFD, n=9 mice).
(D) Serum anti-deamidated gliadin peptide (DGP) IgG levels were measured by ELISA. Sera
were collected sequentially in the same mice (n=12 mice) before gluten feeding
(untreated), thirty days after gluten feeding (gluten d30), and thirty days after reversion
to a GFD (GFD d60). The black line represents the average for each of the groups. (E)
Serum anti-gliadin 1gG2c levels were measured by ELISA as in (D) (n=12 mice). (F)
Expression of IFN-yin the LP was measured by gqPCR. Relative expression levels in gluten
(n=6 mice) and gluten—>GFD (n=6 mice) groups were normalized against the expression
levels observed in sham-fed DQ8-IL-15""¥E¢ mice. (G) Quantification of intraepithelial
lymphocytes (IELs) among intestinal epithelial cells (IECs) was performed on H&E stained
ileum sections (sham, n=8 mice; gluten, n=12 mice; gluten—>GFD, n=9 mice). (H)
Granzyme B staining by IHC on paraffin-embedded ileum sections. Scale bar, 20 um. The
graph depicts the average number of granzyme B+ IELs / 100 IECs per mouse (sham, n=6
mice; gluten, n=10 mice; gluten—GFD, n=9 mice). (l) Expression of Prf1 in the intestinal
epithelium was measured by qPCR. Analysis was performed as in (F) (gluten, n=6 mice;
gluten—GFD, n=7 mice). (J) The intestinal epithelium was isolated and analyzed by flow

cytometry. IELs were identified as TCRB* CD4- CD8* cells. In parallel, IELs were quantified
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among IECs on H&E stained ileum sections. NKG2D* NKG2" IELs are indicated by absolute
number / 100 IECs (sham, n=8 mice; gluten, n=11 mice; gluten—GFD, n=9 mice). (K, L)
Expression of Rael (gluten, n=5 mice; gluten—>GFD, n=7 mice) (K) and Qa-1 (gluten, n=7
mice; gluten—>GFD, n=7 mice) (L) in the intestinal epithelium as measured by gPCR.
Analysis was performed as in (F). Data are representative of two to four independent
experiments. Error bars, SEM. *P < 0.05, **P< 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001; One-
way analysis of variance (ANOVA) / Tukey’s multiple comparison [(B-E), (G), (H)] and
unpaired Student’s t-test [(F), (1), (J), (K), (L)].
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Studies in humans have suggested that adaptive Tyl anti-gluten immunity can take
place independently from VA>2236-38 |n agreement with this observation and our previous
report®, DQ8-IL-15% failed to develop VA (Extended Data Fig. 3A), despite mounting a Tu1
anti-gluten immune response as assessed by the production of IFN-y (Extended Data Fig.
3B),the presence of anti-gluten IgG2c antibodies (Extended Data Fig. 3C), and anti-DGP
antibodies (Extended Data Fig. 3D). In addition, similarly to CeD first degree relatives of
family members overexpressing IL-15 in IECs in the absence of adaptive gluten immunity
and VA?%, DQ8-IL-15'¢ mice failed to develop VA and adaptive anti-gluten immunity, as
assessed by the absence of anti-gluten 1gG2c (Extended Data Fig. 3C) and anti-DGP
antibodies (Extended Data Fig. 3D). Furthermore, analysis of the cytolytic phenotype of
IE-CTLs concurred with the hypothesis that the combination of adaptive anti-gluten
immunity and IL-15 overexpression in |ECs is required for IE-CTLs to mediate tissue
destruction by acquiring a fully activated killer phenotypell?23°, More specifically,
expansion of granzyme B* IE-CTLs expressing activating NK receptors in the absence of
inhibitory CD94/NKG2A receptors (Fig. 22A-D and Extended Data Fig. 3E-K) as well as
degranulation of IE-CTLs, as assessed by CD107 expression (Fig. 22E, F), was only observed
in gluten-fed mice overexpressing IL-15 both in the LP and the epithelium. Finally,
supporting the notion that IE-CTLs are the key effector cells mediating tissue destruction
in CeD, the number of IE-CTLs with cytolytic functions correlated with the development
of VA (Fig. 22G-J), and depletion of CD8" IE-CTLs in gluten-fed DQ8-IL-15""¥E¢ mice was
associated with a conservation of intestinal morphology (Fig. 22K and Extended Data Fig.
4A-C). Interestingly, upregulation of Rae-1 (Extended Data Fig. 3L) and Qa-1 (Extended
Data Fig. 3M) occurred upon gluten exposure in mice overexpressing IL-15 either in the
epithelium orin the LP. Furthermore, CD8* T cell depletion lead to a slight, but significant,
reduction in Rae-1 (Extended Data Fig. 4D) and Qa-1 (Extended Data Fig. 4E) expression,
suggesting a participation of IL- 15 and IE-CTLs in the upregulation of specific tissue stress

molecules. In contrast, CD8* T cell depletion had no impact on the adaptive gluten-specific
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B cell response (Extended Data Fig. 4F). Taken together, these data demonstrate that IL-
15 overexpression in IECs and in the LP need to synergize to activate IE-CTLs, thereby
providing a mechanistic basis as to why potential CeD patients with adaptive anti-gluten
immunity and family members with IL-15 overexpression in IECs do not develop VA.
Finally, in line with HLA-DQS8 being prevalent in the general population while only 1% of
individuals have CeD?, HLA-DQS8 transgenic mice fed with gluten failed to expand and
activate IE-CTLs with a fully activated killer phenotype (Extended Data Fig. 1D-l) and
hence to develop VA (Extended Data Fig. 1A).

144



B 00DQB-IL-15

L
._1D908—IL—12LZ 20308—IL—12'E; DQ8-IL-15-Ec T 0 3 00DQ8-IL-15"¢
wil. g w2, ) = halaaled _|| -15LPxEC
" v g§ 25. — 51_5_ ey ©0DQB-IL-15
H e I ARKK
sham _ \?, 8 5 204 ° - —
4 ° i
> 26 .z Z 154 . o .. % 1 -] L)
S NT o % -
S 104 2 a
13.4 <0 0, 08 ~0.
TF o 83 1)
[=N¥ )} 5+ X
5 @ z
8 % 0- o L 2
2 PESESS °

D
» -
DQ8-IL-15*° DQ8-IL-15%¢ DQ8-IL-15-EC § ] oxn .
: [9] KKK — %)
“ s589] 783] = 2100 — g 2 -
: ) & — & o0 w ®
..-1 w qE) E ° o° @ 8 2 ; &, )
h>.‘9 o % g w154 ° 0: f
! b £ 2 5. = ° °
o o T o ° N 8 ° °
T W T e e Eng % 5:10‘ % oo n
“ 882 ~ 98| &' ° o g 0
Codm | le] 2%, g ] fosl B [+
hi-l R " N = O ‘“ &I T GI ol T T
wts w 2 G \§0 \((b &Q/ '06\ 0\0
S I B FFyss
ow Wt W ew w0t
Granzyme B
DQ8-IL-15* DQ8-IL-15'E¢  F
w, XXX
"' 5' KRXRK
ﬂ XX
"' o 4 °
B +
: TR o
25
w oo 2- o
or N
e goo =~ 14 o © o
», O 0-
- Q Qo Q
p @ & L @
2 mn oo ST <° @&
CD107a
H | J
A?=0.58076, p=0.000237 é 1, FP0.43568, p=0.002673 %‘3_'25 R2=0.66434, p=0.001237 é 5 R?=0.8347, p=0.001509
o = ® =
gs * ¢ 8075 g 2 8 ‘
) P Al 915 ¢ T3
=] ®
3 % g °° =10 T 2
2 = & w
51 EOZ{) 5 o trE 1
* ol G ol %«o, 2 ol
0 051 152 253 35 X 0 051 152 25 3 35 g 0 051 152 253 3.58 0 05 1 15 2 25 3 3.
Villous/crypt ratio Villous/crypt ratio 15} Villous/crypt ratio Villous/crypt ratio
gluten gluten
isotype anti-CD8 44
=34 ° ° °
E: %o o %0
ST e m3
£l 2
> .o
14

L L L
sham isotype anti-CD8
gluten

145



Figure 22. IL-15 expression in both the LP and epithelium confers IELs with a cytotoxic
phenotype and the ability to kill epithelial cells. (A-F) Ten-week old DQ8-IL-15', DQS8-IL-
15'8¢, and DQ8-IL-15"¥EC mice that were raised on a GFD were maintained on a GFD
(sham) or fed with gluten for 30 days (gluten). (A-F) The intestinal epithelium was isolated
and analyzed by flow cytometry. A subset of IELs was identified by flow as TCRB* CD4"
CD8af* cells. In parallel, total IELs were identified as TCRB* CD4- CD8" cells and quantified
among IECs on H&E stained ileum sections. NKG2D* NKG2™ CD8a3* IELs are indicated by
(A) percentage (DQ8-IL-15 sham, n=11, gluten n=14; DQS8-IL-15'%¢ sham, n=20, gluten
n=20; DQS8-IL-15'"¥E¢ sham, n=17, gluten n=22) and NKG2D* NKG2 CDS8" IELs by (B)
absolute number / 100 IECs (DQ8-IL-15' sham, n=11, gluten n=13; DQS8-IL- 15'5¢ sham,
n=20, gluten n=20; DQS8-IL-15'""¥E¢ sham, n=16, gluten n=19). Intracellular granzyme B*
IELs are indicated by (C) percentage (DQ8-IL-15% sham, n=9, gluten n=10; DQ8-IL-15'¢¢
sham, n=14, gluten n=13; DQS8-IL-15""EC sham, n=12, gluten n=18) and (D) absolute
number /100 IECs (DQ8-IL-15' sham, n=11, gluten n=13; DQS8-IL-15'%“ sham, n=20, gluten
n=20; DQ8-IL-15'"¥E¢ sham, n=16, gluten n=19). CD107a* IELs are indicated by (E)
percentage and (F) absolute number / 100 IECs (DQ8-IL-15' sham, n=7, gluten n=6; DQ8-
IL-15'5¢ sham, n=8, gluten n=5; DQS8-IL-15'""¥E¢ sham, n=5, gluten n=4). (G-J) Correlations
between the extent of villous atrophy determined by the analysis of the villous/crypt ratio
and (G) the amount of IELs / 100 IECs, (H) the amount of IELs expressing NKG2D / 100
IECs, (1) the amount of IELs expressing granzyme B / 100 IECs, and (J) the amount of IELs
expressing CD107a in sham and gluten-fed DQ8-IL-15LP¥E¢ mice. (K) H&E staining of ileum
sections of ten-week old DQ8-IL-15'"¥EC mice that were raised on a GFD were fed with
gluten for 30 days and concurrently treated with an anti-CD8 antibody or isotype control
(treatment regimen and efficacy summarized in Extended Data Figure 4). Scale bar 100
um. The graph depicts the ratio of the morphometric assessment of villous height and
crypt depth. [(A) to (D), and (H)] Data represent four independent experiments. [(E-G)]

data represent three independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,
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**%¥%P < 0.0001; One-way ANOVA / Tukey’s multiple comparison [(A) to (F) and (K)], and

Pearson’s correlation test [(G) to (J)].
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CeD only occurs in individuals expressing HLA-DQ2 or HLA-DQ8 molecules and is
characterized by the presence of HLA-DQ2 or HLA-DQS restricted gluten-specific T cells
producing IFN-y and 1L-21%! in the LP. In accordance with the human disease, IL-15"*E¢
mice that lacked HLA-DQS8 expression and were fed with gluten for 30 days, failed to
develop VA (Fig. 23A). Importantly, DQ8-IL-15""¥E¢ and IL-15""¥E¢ mice both express the
MHC class Il Molecules I-Ab and only differ by the presence or absence of the CeD-
predisposing HLA-DQ8 molecule (Extended Data Fig. 5A). Nevertheless, in line with
previous studies®, HLA-DQ8 was not required for the development of serum IgG
antibodies against DGP (Fig. 23B) (levels of antibodies were even slightly higher in IL-
15PXEC 35 compared to DQS8-IL-15"¥EC mice) or a Tyl inflammatory immune response in
the LP (Extended Data Fig. 5B). Interestingly, the number of IELs and IE-CTLs expressing
NKG2D (Fig. 23C, D) and granzyme B (Fig. 23E) was significantly lower in IL-15""€C than in
DQ8-IL-15LP¥EC mice. Furthermore, levels of granzyme B expression were also decreased,
albeit not to a statistically significant level (Fig. 23F). In contrast, perforin, Qa-1 and Rae-
1 expression were comparable (Extended Data Fig. 5C-E). Together, these results indicate
that while HLA-DQS is dispensable for loss of tolerance to gluten, it is essential for the
requisite increase in cytolytic IE-CTLs to mediate tissue destruction. To further decipher
the role of HLA- DQS8, we conducted a comparative transcriptional analysis of total cells
isolated from the epithelium of gluten-fed DQS, IL-15""E¢, and DQ8-IL-15""E¢ mice. This
analysis revealed that a large number of pathways related to lymphocyte activation and
antigen presentation were enriched in gluten-fed DQ8-IL-15""¥E¢ mice as compared to IL-
15'PXEC or DQ8 mice in both the LP and the epithelium (Fig. 23G, H, and Dataset 1 for the
entire list of gene ontology terms enriched in all strains among genes responding to gluten
challenge). This suggests that the interplay between HLA-DQ8 and IL-15 contributes to
optimal lymphocyte activation. Interestingly, a closer analysis of the differentially
expressed genes (Dataset 2 for the complete list) revealed that many CeD risk variants?,

such as genes involved in antigen presentation (Ciita), T and B cell activation (Ctla4, Icos,
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Rgs1) and cytotoxic function (Klra7), Tul cell polarization (Thbx21) and inflammation
(1118r1) were most significantly upregulated in DQ8-IL-15""¥E¢ mice fed with gluten
(Extended Data 5F).
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Figure 23. HLA-DQS8 is required to amplify gluten-specific adaptive immunity to the
threshold required for tissue destruction. (A-1) Ten-week old DQ8-IL-15"XEC, |L-15PXIEC)
and DQ8 mice that were raised on a GFD were maintained on a GFD (sham) or fed with
gluten for 30 days (gluten). (A) H&E staining of paraffin-embedded ileum sections of
gluten-fed DQ8-IL-15LP¥E¢ and gluten- fed IL-15 ¥E¢, The graph depicts the ratio of the
morphometric assessment of villous height to crypt depth (DQ8-IL-15""E¢, sham n=9,
gluten n=19; IL-15'"€C sham n=7, gluten n=19). Scale bar, 100 um. (B) Anti-DGP IgG levels
were measured by ELISA. Sera were collected thirty days after gluten feeding (DQ8-IL-
15'PXEC sham n=17, gluten n=28; IL-15""¥E¢, sham n=17, gluten n=28). (C) Quantification
of intraepithelial lymphocytes (IELs) among intraepithelial cells (IECs) was performed on
H&E stained ileum sections (DQ8-IL-15""E¢, sham n=8, gluten n=15; IL-15'"¥E¢, sham n=6,
gluten n=19). (D,F) The intestinal epithelium was isolated and analyzed by flow
cytometry. IELs were identified as TCRB* CD4 CD8* cells. (D) NKG2D* NKG2" IELs are
indicated by absolute number / 100 IECs (DQS8-IL-15""€¢, sham n=8, gluten n=16; IL-
15'P¥EC sham n=9, gluten n=22). (E) Granzyme B* |ELs are indicated by absolute number /
100 IECs (DQ8-IL-15"E¢, sham n=8, gluten n=8; IL-15'"¥E¢, sham n=9, gluten n=10). (F)
Intracellular granzyme B mean fluorescence intensity (MFI) was measured (DQS8-IL-
15'PXEC sham n=5, gluten n=6; IL-15'"E¢, sham n=5, gluten n=5). (G) Gene ontology terms
significantly enriched among genes differently expressed in response to gluten challenge
in DQS, IL-15""EC and DQ8-IL-15""¥E¢ mice. (H) Heatmap of genes showing a stronger
response to gluten in DQ8-IL-15""€¢ mice as compared to DQS8 and IL-15""E¢ mice. The
colors reflect the magnitude of the response to gluten (in log2 scale), and the stars
highlight gene ontology terms associated with each of the genes plotted. Data are
representative of six [(A-D)], four (E) or two (F) independent experiments. One-way

ANOVA / Tukey’s multiple comparison [(A) to (F)] *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001.
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In order to gain additional insights into putative new pathways involved in the
development of VA, we performed gene set enrichment analysis (GSEA) against the
“hallmark gene sets” that contain curated genes lists involved in well-defined biological
processes. Most strikingly, whereas gluten-fed DQ8-IL-15'"¥€¢ mice up-regulated genes
involved in interferon-gamma (IFN-y) response in both the LP and the epithelium, these
same genes were down-regulated in gluten-fed DQS8 and IL-15"¥€C mice (Fig. 24 A, B and
Extended Data Fig. 6). This intriguing finding suggests that in the absence of HLA-DQS8,
regulatory mechanisms preventing the IFN-y response may take place. Conversely,
metabolic pathways such as glycolysis, bile acid metabolism, and peroxisome were most
significantly downregulated in DQS8-IL-15'"¥¢ (Fig. 24 A, B and Extended Data Fig. 6).
Taken together, these findings uncover a potential mechanistic basis for why CeD only
develops in HLA-DQ2 or HLA-DQS8 individuals. Furthermore, depletion of CD4* T cells in
DQ8-IL-15""E¢ mice during the course of gluten feeding (Extended Data Fig. 7A-C)
prevented the development of VA (Fig. 24C), and the increase in IE-CTLs with a fully
activated killer phenotype (Fig. 24D and Extended Data Fig. 7D-F ). These results suggest
that HLA-DQS8 does not play a role in the development of the Tyl anti-gluten response,
but rather in promoting the CD4* T cell-dependent licensing of IE-CTLs to kill by critically
enabling and enhancing IFN-y signaling pathways in the epithelium and the LP.
Interestingly, CD4* T cells seem to play a role in the upregulation of Rae-1 (Extended Data
Fig. 7G) but not Qa-1 (Extended Data Fig. 7H). In addition, as expected, CD4* T cells were
required for the generation of anti-DGP and anti-gliadin IgG2c antibodies (Fig.24E, F and
Extended Data Fig. 71, J). Because gluten-specific T cells produce IL-21 in addition of IFN-
v, we further evaluated the direct contribution of IFN-y and IL-21 to CeD pathogenesis
using neutralizing antibodies. Strikingly, IFN-y (Fig. 24G, H), but not IL-21 (Extended Data
Fig. 8A, B), was required for development of VA and expansion of IELs. In addition, IFN-y
alone (Fig. 24l) or in combination with IL.-21 promotes the expansion of granzyme B* |E-

CTLs (Extended Data Fig. 8C-E). Finally, IFN-y and IL-21 may play a redundant role in the
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generation of anti-DGP and anti-gliadin 1gG2c antibodies, as only a concomitant
neutralization of both cytokines significantly decreased the levels of these anti-gluten
antibodies (Fig. 24J, K, and Extended Data Fig. 8F-l). These results, combined with the
CD4* T cell depletion data, indicate that CD4* T cells play a key role in anti-DGP and anti-
gluten 1gG2c antibody responses through the production of IFN-y and IL-21, and in VA
development through the production of IFN-y and the regulation of IE-CTLs. Furthermore,
our results suggest that IL- 21 cooperates with IFN-y to expand IE-CTLs with a cytolytic

phenotype.
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Figure 24. CD4* T cells and IFN-y are critically involved in CeD pathogenesis. (A-B) GSEA
for gluten-responsive genes in DQ8-IL-15"EC gnd IL-15'"¥E¢ mice. We contrast the
enrichment scores for DQ8-IL-15""¥EC (x-axis) and IL-15"¥EC mice (y-axis) for all pathways
enriched at an FDR <5% in at least of the strains, in the epithelium and the lamina propria.
Positive and negative scores represent enrichments among genes that are more highly or
lowly expressed in gluten-fed animals, respectively. The bottom right quadrant refers to
pathways, notably IFN-y, that in response to gluten are up-regulated in DQ8-IL-15'"'EC pbut
down-regulated in IL-15'"EC mice. IFN-y shows a reversed response to gluten when
comparing DQ8-IL-15""E¢ against DQ8 mice (Extended Data Figure 6). (C-K) Ten-week old
DQ8-IL-15""EC mice that were raised on a GFD were maintained on a GFD (sham) or fed
with gluten for 30 days (gluten) and concurrently treated with an anti-CD4 antibody (C-F)
(treatment regimen and efficacy summarized in Extended Data Figure 7), anti-IFN-y
antibody (G-l), anti-IFN-y and IL-21R antibodies together (J, K) or isotype controls. (C)
H&E staining of paraffin-embedded ileum sections. The graph depicts the ratio of the
morphometric assessment of villous height to crypt depth. Scale bar, 100 um (sham,
n=10; gluten n=23; gluten + anti-CD4, n=11). (D) Quantification of intraepithelial
lymphocytes (IELs) among intraepithelial cells (IECs) performed on H&E stained ileum
sections (sham, n=10; gluten n=20; gluten + anti-CD4, n=10). (E) Serum anti-DGP IgG levels
were measured by ELISA. Sera were collected thirty days after gluten feeding (sham,
n=11; gluten n=26; gluten + anti-CD4, n=11). (F) Serum anti-gliadin 1gG2c levels were
measured by ELISA. Sera were collected thirty days after gluten feeding (sham, n=11;
gluten n=25; gluten + anti-CD4, n=11). (G) H&E staining of paraffin-embedded ileum
sections. The graph depicts the ratio of the morphometric assessment of villous height to
crypt depth. Scale bar, 100 um (sham, n=5, gluten n=8, gluten + anti-IFN-y, n=6). (H)
Quantification of IELs among IECs performed on H&E stained ileum sections (sham, n=5;
gluten n=8; gluten + anti-IFN-y, n=6). (I) The intestinal epithelium was isolated and

analyzed by flow cytometry. IELs were identified as TCRB* CD4 CD8* cells. Granzyme B*
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IELs are indicated by absolute number / 100 IECs (sham, n=5, gluten + isotype, n=6, gluten
+ anti-IFN-y, n=5). (J) Serum anti-DGP IgG levels were measured by ELISA. Sera were
collected thirty days after gluten feeding (sham, n=14; gluten n=18; gluten + anti-IFN-y +
anti-IL-21R, n=11). (K) Serum anti-gliadin IgG2c levels were measured by ELISA. Sera were
collected thirty days after gluten feeding (sham, n=13; gluten n=17; gluten + anti-IFN-y +
anti-IL-21R, n=11). Data are representative of two [(G) to (I)] or four [(C) to (F) and (J) to
(K)] independent experiments. P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001; One-

way analysis of variance (ANOVA) / Tukey’s multiple comparison.
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Through its enzymatic activity, tTGll increases the affinity of gluten peptides for
HLA-DQ2 and HLA-DQS8 by deamidating specific GIn residues in these peptides to Glu*?43,
The structural basis for the pathogenic relevance of this post-translational modification
has been characterized***. tTGIl is therefore thought to play a critical role in the
pathogenesis of CeD by amplifying the anti-gluten T cell response in the context of HLA-
DQ2 or HLA-DQ8 molecules. To evaluate the relevance of DQ8-IL-15'"E¢ mice as a
preclinical model for drug development while also testing the hypothesis that tTGIl is
critical for the onset of VA, we first established that small intestinal tTGll is activated upon
gluten feeding using 5-biotinamidopentylamine (5BP) as a probe to visualize catalytically
active tTGll and two different pharmacological inhibitors of tTGIl (ERW1041E and CK805)
to inhibit its activity (Fig. 25A). The utility of these small molecules for monitoring tTGlI
activity in the mouse intestine has been described previously*®4’. Co-administration of
ERW1041E or CK805 with dietary gluten revealed that tTGll inhibition results in a decrease
in antibody production against DGP but not against native gliadin peptides (Fig. 25B).
Strikingly, and in accordance with the finding that HLA-DQ8 is necessary for the
development of VA in mice overexpressing IL-15 in IEC and the LP, tTGIl activation was
also found to be critical for the development of VA (Fig. 25C). Taken together our
observations support a synergistic role for tTGIl and HLA-DQS8 in the development of VA,

and suggest that tTGIl constitutes a therapeutic target for the treatment of CeD.

To further evaluate the relevance of DQ8-IL-15""E¢ mice as a preclinical model for
CeD, we sought to directly compare the gluten-dependent transcriptional changes in the
small intestines of DQ8-IL-15""E¢ mice with those observed in active CeD patients. We
collected RNA-sequencing data from duodenal biopsies obtained from 51 CeD patients
and 45 healthy controls. Strikingly, we found that the differences in gene expression
between gluten-fed DQS8, and DQ8-IL-15""YE¢ mice were strongly correlated with the

changes in gene expression observed between active CeD patients and healthy controls
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(Fig. 25D, p< 1x10-5 for both the epithelium and the LP). The most strongly enriched gene
ontology terms among genes up-regulated in both gluten-fed DQ8-IL-15""E¢ mice and
active CeD patients as compared to gluten fed-DQ8 mice and healthy controls,
respectively, belonged to immune pathways related to T cell activation (FDR=2.0x10-4),
and the regulation of antigen presentation (FDR=1.1x10-4) (Fig. 25E), in accordance with
the critical role of adaptive immunity in CeD pathogenesis. Moreover, we found a strong
concordance between the gene ontology terms enriched among genes induced by gluten
challenge in DQ8-IL-15""E¢ mice and genes that were differentially expressed between
active CeD patients and healthy controls (Extended Data Fig. 9A, B). These observations
indicate that similar gene regulatory mechanisms underlie the development of CeD in
humans and in the DQ8-IL-15""¢ mouse model, further highlighting DQ8-IL-15""E¢ mice

as a promising preclinical model to test new therapeutics.

158



sham

DAPI 5-BP + TG2

5-BP TG2

gluten
gluten
+ CK805
B
gluten gluten + TG2 inhibitors
4 4 —
E 31 3 \0
3 %
G 21 24
O \. 11 K‘E
0 ; l 0 T T
Native DGP Native DGP
D
W DE Genes in mice (FDR<5%) M Not DE in mice
1 Epithelial
compartment
0
(2}
c
g1
=]
K =
£
© 2
o
g
e 2
(3]
k=]
uo_ 1
0
-1
ENPP7 ABCG5
~21(APoC3)YGerc

-2

-1 0 1 2 3
Fold change in mice

x ®
1.04 b 0CK805
o oERW1041E
e
o -
co0.5 % °
) %
I e #F
0.04 “oo o0
’ﬁ\ N QO .'\0&6
SRS
(L\
"
X
gluten + CK805
4' KK * 4'
o o
= ° = *x
= 3 =3] 00
S o0 =3
ST P lE
22] 0 25 6% 32
2] ° 2 o
14 = 1
L & K Q
Coa ¥ @S Q @
X O A
NG NN
X
-log10(FDR) GO Enrichment
4 5 6

-

0 2 4
Enrichment

159

Regulation of antigen receptor—mediated sign. path.
DNA replication
T cell activation

Immune response-regulating cell surface receptor sign. path.

Immune response-regulating sign. path.
Lymphocyte activation

Positive regulation of immune response
Cytokine-mediated signaling pathway
Mitotic cell cycle process

Regulation of immune response
Positive regulation of immune system process
DNA metabolic process

Cell cycle process

Immune response

Leukocyte activation

Cell activation

Regulation of immune system process
Immune system process

Nucleic acid metabolic process

! ic process
Cell surface receptor signaling pathway
Cellular aromatic compound metabolic process

Organic cyclic compound metabolic process
Cellular nitrogen compound metabolic process




Figure 25. DQ8-IL-15'"¥'EC mice as a preclinical model for coeliac disease. (A-C) Ten-week
old DQ8-IL-15""E¢ mice that were raised on a GFD were maintained on a GFD (sham), fed
with gluten for 30 days (gluten), or fed with gluten and administered active-site-directed
transglutaminase 2 (tTGll) inhibitors ERW1041E or CK805 intraperitonially twice daily (25
mg/kg) for 30 days (gluten + tTGll inhibitors). (A) tTGIl protein (green) and tTGIl enzymatic
activity (red), as assessed by 5-biotinamidopentylamine (5-BP) crosslinking, were
distinguished by IHC staining of frozen ileum sections. Scale bar, 200 um. The graph
depicts a semiquantitative analysis of the intensity of tTGII activity (5-BP) staining relative
to the intensity of total tTGIl protein, with each point representing the relative tTGlI
activity of an individual mouse (sham, n=6; gluten n=10; gluten + tTGIl inhibitors n=11).
(B) Serum anti-native gliadin peptides (native) and anti-deamidated gliadin peptide (DGP)
IgG levels in gluten-fed mice dosed with tTGIl inhibitors (gluten + tTGIl inhibitors) or
vehicle (gluten) were compared by ELISA (gluten n=17; gluten + tTGll inhibitors n=13). (C)
Hematoxylin and eosin (H&E) staining of paraffin-embedded ileum sections. Scale bar,
200 um. The graphs depict the villous to crypt ratio (sham, n=4; gluten n=9; gluten +
CK805 n=9, left panel) and (sham, n=5; gluten n=9; gluten + ERW1041E n=9, right panel).
Data represent three (A) or four independent experiments [(B, C)]. Error bars, SEM. *P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; Paired student’s t test (D) and One-way ANOVA / Tukey’s
multiple comparison (E). (D, E) Transcriptional comparison of the intestinal epithelium
and LP of gluten-fed DQ8-IL-15""(¢ mice and whole biopsies of active CeD patients. The
figure shows the correlation of the effect sizes of the transcriptional differences observed
between sham-fed and gluten-fed DQ8-IL-15"¥E¢ (x-axis) against those observed between
controls and active CeD patients (y-axis). The red density gradient shows the correlation
among genes that are differentially expressed in DQ8-IL-15""E¢ mice fed with gluten. (D)
Correlation between the log2 fold-changes in gene expression between gluten-fed DQ8
and DQ8-IL-15""E¢ mice (x-axis) in the epithelial compartment that encompass IELs and

IECs (top panel) and the LP (bottom panel) and the log2 fold-changes in gene expression
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observed between active CeD patients and healthy controls. (E) Most strongly enriched
gene ontology terms (FDR<0.1%) among genes up-regulated when comparing both
gluten-fed DQS8 vs gluten-fed eDQS8-IL-15"¥E€ and active CeD patients vs healthy controls
(defined as genes showing an FDR<0.01 in either the human or mice comparison & a
nominal p-value < 0.05 in the other contrast). The x-axis depicts the fold-enrichment level
observed and the color of the bars the statistical support for the observed enrichments

(depicted in the form of —log10 FDR).
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3.4 Discussion

Our study presents the first pathophysiological animal model of CeD in which the
ingestion of gluten in an immunocompetent host, in the absence of immunization with
an adjuvant, promotes small intestinal VA in a gluten- and HLA-DQ8- dependent manner

as seen in active CeD patients.

Studies in human and mice prompted us several years ago to propose a model of
pathogenesis3¥*® in which IL-15 played a critical role!®*°., The present study
unambiguously confirms the key contribution of IL-15 to CeD pathogenesis,
demonstrating that IL-15 needs to be overexpressed in both the IECs and the LP to
activate distinct innate and adaptive immune pathways and promote the development of
VA. Furthermore, it establishes that CD8* CTLs are the critical effector cell type mediating
small intestinal IECs destruction. Interestingly, it also suggests that CTLs contribute to
epithelial distress, but have no role in adaptive anti-gluten CD4* immunity. CeD occurs
only in HLA-DQ2 or HLA-DQS individuals. Furthermore, HLA-DQ2 and HLA-DQS restricted
gluten-reactive CD4* T cells producing IFN-y and IL-21 are found in the intestinal mucosa
of CeD patients but not healthy controls?®4°°, Our study provides proof and a
mechanistic basis for the role of CD4* T cells in the development of VA by showing that
they play a critical role in the expansion of IE-CTLs with a fully activated killer phenotype.
It also reveals a critical role for IFN-y in IE-CTLs expansion and the development of VA.
Finally, our study uncovers that CD4* T cells provide help to B cells for anti-gluten DGP

and IgG2c antibody production®?, through the production of both IFN-y and IL-21.
Our data show that VA develops in most (around 75%), but not all, gluten-fed DQ8-

IL- 15'"¥EC mice, and only when gluten, HLA-DQS8 and IL-15 are all present and work in

concert. This finding is in line with the notion emerging from genome-wide association
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studies®?, that complex immune disorders like CeD do not develop from the functional
defect of a single gene, but rather from the cumulative effect of small changes in gene
expression across many immune-relevant genes. The observation that HLA-DQS8 is
dispensable for loss of oral tolerance to gluten but not for VA emphasizes the notion that
coeliac susceptible HLA molecules may be implicated in the development of VA through
their role in the amplification of gluten-induced inflammatory immunity>>>4. Indeed, HLA-
DQS8 in cooperation with IL-15 and gluten enhanced pathways associated with T cell
immunity and adaptive immune responses. Furthermore, HLA-DQ8 was found to be
critical to drive the expression of genes involved in the IFN-y response in mice
overexpressing IL-15 in the epithelium and the LP. These findings are also in keeping with
the gene dosage effect observed for HLA allotypes in CeD>>>%, and the capability of tTGlI
inhibitors to prevent development of VA in gluten-fed DQ8-IL-15""(¢ mice. Together,
these observations support the concept that the magnitude of the T cell immune
response plays a role in CeD pathogenesis. In summary, our study suggests that IL-15,
HLA-DQS8, tTGIl, CD4* T cells, CTLs and gluten cooperatively regulate CeD
immunopathology to promote VA by up-regulating the IFN-y response and promoting the
expansion of IE-CTLs with a fully activated cytolytic phenotype (Extended Data Fig. 10). It
also underlines how CeD develops as the result of a complex interplay between multiple
innate and adaptive immune pathways that culminates in tissue destruction and provides
a mechanistic basis for the wide spectrum of clinical presentation of CeD>’. The DQS8-IL-
15'P¥EC mouse model by recapitulating key immunological and transcriptional aspects and
requirements of CeD, offers hence a unique opportunity for preclinical validation of novel

therapeutic strategies.
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3.5 Methods

3.5.1 Mice

Both male and female mice used in these studies are on the C57BL/6 background.
Mice were maintained under specific pathogen-free conditions at the University of
Chicago and at the Sainte-Justine University Hospital Research Center. Importantly, no
differences in the outcome of the experiments were observed between the two
institutions, enabling pooling of the data. HLA-DQS transgenic mice (DQ8) and D9-IL-15tg
mice expressing IL-15 under the minimal MHC class | D promoter (IL-15' in the present
study) were previously described(242). Of note, D%IL-15tg mice express IL-15 in all
compartments, and in particular in the LP and mesenteric lymph nodes, but not in the
epithelium. Villin-IL-15tg mice expressing IL.-15 under the intestine-specific 9Kb villin
promoter of IECs(361, 362) were crossed to HLA-DQ8 mice (DQS8-IL-15%¢ mice in the
present study). IL-15" mice were then crossed onto DQS8-IL-15'¥ mice to obtain the first
generation DQS8-IL-15""¥E¢ mice. Next generations were obtained by backcrossing DQS8-IL-
15'PXEC mijce with DQS8-IL-15'5¢ mice. Finally, DQ8-IL-15""¥E¢ mice were crossed to IL-15
or IL-15"¢ mice to obtain IL-15""¥E¢ mice. All mice expressing HLA-DQS8 also express I-AP
MHC class Il molecules. All strains were maintained on a gluten-free chow (AIN76A,
Envigo). For all experiments, mice were used at 10 weeks of age. All experiments were
performed in accordance with the Institutional Biosafety Committee and the Institutional
Care and Use Committee of the University of Chicago, and with the Canadian Council on
Animal Care guidelines and the Institutional Committee for Animal Care in Research of

the Sainte-Justine University Hospital Research Center.
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3.5.2 Antibodies and flow cytometry

The following conjugated antibodies were purchased from eBioscience: TCR3 APC
(H57-597), CD8c. APC-eFluor 780 (53-6.7), CD8p PE-Cy5 (eBioH35-17.2), CD314 (NKG2D)
PE (CX5), NKG2AB6 PE (16al1), CD94 FITC (18d3), CD1lc PE (N418). The following
antibodies were purchased from BD Biosciences: CD4 PE-Cy7 (GK1.5), CD4 BV711 (GK1.5),
CD103 APC (M290), NKG2A/C/E FITC (20d5), CD3¢ FITC (17A2), CD3g BUV737 (17A2), IgA
FITC (C10-3), CD16/CD32 (Fc Block) (2.4G2). HLA-DQ8 PE (HLADQ81), CD11c BV421
(N418), CD3¢ PE/Cy7 (145-2¢11), Ep-CAM PerCP/Cy5.5 (G8.8), F4/80(BM8), NK1.1(PK136)
and CDA45 Pacific Blue (30-F11) were purchased from Biolegend. Raele AF647 (FAB1135R)
was purchased from R&D Systems. Granzyme B PE (GB12), I-A° FITC (M5/114.15.2), CD8a.
APC-eFluor 780 (53-6.70), B220 PE-Cyanine7 (RA3-6B2) and LIVE/DEAD™ Fixable Violet
Dead Cell Stain Kit were purchased from Thermo Fisher Scientific. Flow cytometry was
performed with a BD LSRFortessa Il cell analyzer (BD Biosciences) or BD FACSCanto Il cell

analyzer (BD Biosciences), and data were analyzed using FlowJo software (Treestar).

3.5.3 Epithelial, lamina propria, and mesenteric lymph nodes cell isolation

Epithelial cells including IELs and LP cells were isolated as previously
described(363) using EDTA containing calcium-free media and collagenase VIII,
respectively. For the analysis of the NK receptors by flow cytometry, cytotoxic molecules
on IELs by flow cytometry and qPCR, and for the analysis of IFN-y on LP cells, a cell
purification step using a 40% Percoll (GE Healthcare) was used to enrich lymphocyte cell
populations. Briefly, PBS-washed epithelial and LP cells were resuspended in 10ml 40%
Percoll solution then centrifuged for 30 minutes at 3000 x g. After removal of the

supernatant, cells were washed in PBS and counted. Mesenteric lymph nodes were
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dissected, made into a single cell suspension by mechanical disruption and passed

through a 70um nylon cell strainer (Corning).

3.5.4 Gluten feeding and depletions

To study the response to dietary gluten, mice were transferred from a GFD to a

standard rodent chow at the beginning of each experiment and allowed to consume the
gluten-containing chow ad libitum. Additionally, supplemental gluten (20mg crude gliadin
(Sigma-Aldrich) or 100ug peptic-tryptic digests of gliadin) was administered via
intragastric gavage, every other day for thirty or sixty days, using a 22-gauge round-tipped
needle (Cadence Science). To study the impact of reversion to a GFD, mice were fed with
gluten for thirty days, then placed on a GFD until the end of the experiment.
In some experiments, DQ8-IL-15""¥E¢ mice were injected i.p. before initiation of gluten
feeding and every 4-5 days at the time of feeding and continuing until termination with
200ug or 400ug of anti-CD4 (GK1.5, rat IgG2b), or 200ug anti-CD8a (2.43.1, rat IgG2b) or
corresponding isotype controls obtained from the Fitch Monoclonal Antibody Core
Facility at the University of Chicago or purchased from BioXCell. In some experiments,
DQ8-IL-15""E¢ mice were injected i.p. once before initiation of gluten feeding and every
3 days over the course of feeding with 500ug of IFN-y depleting antibody (XMG1.2) and/or
an IL-21R blocking antibody (4A9) or corresponding isotype controls purchased from
BioXCell.

3.5.5 Preparation of CT-gliadin, PT-gliadin and DGP

CT-gliadin was prepared following a previously described protocol(95). To obtain
DGP, CT-gliadin was dissolved in Tris-buffered saline (TBS) containing 10mM CaCl, and

guinea pig liver transglutaminase (Zedira) and incubated for 2 hours at 37°C with
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continuous shaking. The concentration of DGP was calculated based on the concentration
of the CT-glia and the volume added during deamidation. Alternatively, in experiments
to measure the effects of tTGIl inhibition on anti-native gliadin and anti-DGP responses,
CT-gliadin preparations were first dialyzed against 5 mM sodium phosphate, pH = 7.4
using dialysis tubing with a molecular weight cutoff of 1 kDa and then lyophilized to
dryness. To obtain DGP, murine tTGIl produced recombinantly in E. coli was incubated
with the CT-gliadin preparations in 100 mM MOPS buffer, pH = 7.4 containing 5 mM CaCl,
at a tTGll:gliadin ratio of 1:50 (weight/weight) for 1 hour at 37°. tTGIl was quenched by
boiling for 10 minutes, and the digests were dialyzed against 5 mM sodium phosphate,
pH = 7.4 and lyophilized as described above. DGP concentration was determined by BCA
assay. To obtain PT-gliadin, gliadin was digested in 0.2 N HCI (pH 1.8) with pepsin (Sigma)
for 2h at 37°C. Once the pH was adjusted to 8.0, the digest was incubated with purified
trypsin for 4h at 37°C, and thereafter with Cotazym (lipase from porcine pancreas Type I,
Sigma) for 2h under constant stirring. The concentration of PT-gliadin was determined

using a BCA assay (Pierce).

3.5.6 Anti-tTGll, anti-gluten and anti-DGP ELISA

Serum was harvested thirty or sixty days after mice received the first gliadin
feeding. For anti-gluten 1gG2c, IgG and IgA ELISA, high-binding ELISA 96-well plates (Nunc,
Thermo-Scientific) were coated with 50 pl of 100 pg/ml CT-gliadin in 100 mM Na;HPO4
overnight at 4 °C. Plates were washed three times with PBS containing 0.05% Tween-20
(PBS-T) and blocked with 200 ul of 2% BSA in PBS-T for 2 hours at room temperature.
Serum was assessed in duplicate and at two dilutions, typically 1/50 and 1/200. Sera were
incubated overnight at 4 °C and plates were washed three times with PBS-T. Anti-mouse
Ig-horseradish peroxidase (HRP) (Southern Biotech) in blocking buffer was added to plates

and incubated for 1 hour at room temperature. Plates were washed five times with PBS-
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T. 50 ul HRP substrate TMB (Thermo-Scientific) was added and the reaction stopped by
the addition of 50 pl 2N H,SO4 (Fluka Analytical). Absorbance was read at 450 nm on a
Molecular Devices Versamax tunable microplate reader. For anti-DGP 1gG ELISA,
deamidated CT-gliadin was coated onto Immulon-2 HB ELISA plates (Thermo Scientific) at
a concentration of 100pg/ml in 0.1M Na;HPO, (Sigma Aldrich) and incubated overnight
at 4°C. Blocking buffer of 4% BSA/0.05% Tween-20 in PBS was used, and sera were diluted
at 1/200 with a diluent of 0.1% BSA/0.05% Tween-20 in PBS. Biotinylated anti-mouse IgG
and streptavidin-HRP (Both Jackson Immunoresearch) were used as the detection
reagents. TMB (Sigma Aldrich) was used as the substrate and the reaction stopped by the
addition of 50 pul 2N H,SO4 (Fluka Analytical). Plates were then read at 450nm. Levels of

anti-DGP IgG and anti-gliadin 1gG, 1gG2c, IgA were expressed in OD values.

3.5.7 Histology

Hematoxylin & Eosin staining was performed on 5um thick sections of 10%
formalin-fixed paraffin-embedded ileum. Slides were analyzed using a Leica DM 2500
microscope with a HC PLAN APO 20x/0.7 NA and a HCX PL APO 100x/1.40-0.70 objective
or a Leica DMi8 microscope with a HC PL FLUOTAR L 20x/0.40 and a HC PL APO 40x/0.75
objective and equipped with the image processing and analysis software LasX (Leica). The
villous height/crypt depth ratios were obtained from morphometric measurements of
five well-oriented villi. The villous to crypt ratio was calculated by dividing the villous
height by the corresponding crypt depth. Villous height was measured from the tip to the
shoulder of the villous or up to the top of the crypt of Lieberkuhn. The crypt depth was
measured as the distance from the top of the crypt of Lieberkuhn to the deepest level of
the crypt. The intraepithelial lymphocyte count was assessed by counting the number of
intraepithelial lymphocytes among at least 100 enterocytes. Additional 5um sections

were processed for immunohistochemical detection of Granzyme B. Slides were
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deparaffinized, rehydrated, and washed in PBS. Sections were incubated in citrate buffer
(1 M pH 6.0) for 20 min at 68 °C. Then the sections were permeabilized with 0.3% Triton
X-100 at room temperature for 30 min. Endogenous peroxidase activity was quenched for
15 minutes with 2% hydrogen peroxide in PBS. Sections were blocked with normal donkey
serum (Vector Laboratories) for 1 h and incubated with polyclonal Goat I1gG anti-mouse
Granzyme B (R&D Systems) for 2 hours at room temperature. Sections were then washed
in PBS, incubated with biotinylated anti-goat IgG (Vector Laboratories) for 1 hour at room
temperature, and stained using the avidin-biotin complex method (Vectastain ABC kit;
Vector Laboratories). Color was developed using 3,3'-diaminobenzidine (Dako
Diagnostics) containing hydrogen peroxide. Slides were counterstained with Harris
modified hematoxylin, dehydrated, cleared, mounted, and examined under light

microscopy as described above.

3.5.8 Immunohistochemistry

Mice were euthanized and intestines were resected. Distal ileum pieces were
snap-frozen in optimum cutting temperature (OCT) compound (Tissue-Tek) submerged in
isopentane cooled with liquid nitrogen. Frozen tissues were cryosectioned (5 um
thickness) and sections were fixed for 10 min in acetone. Slides were sequentially
rehydrated for 10 minutes in 1X PBS, treated for 30 min at room temperature with PBS
containing 3% bovine serum albumin (BSA), and incubated for 1 hour at room
temperature with Alexa Fluor 594 anti-mouse CD3 (17A2, rat IgG2b, Biolegend), purified
anti-mouse CD138 (281-2, rat IgG2a, BD Biosciences), anti-mouse IgA-biotin (goat 1gG,
Southern Biotech), or anti-transglutaminase 2 (rabbit polyclonal, produced by Pacific
Immunology as described before'®) diluted in PBS containing 1% BSA. After three washes
in PBS, slides were then incubated for 1 hour at room temperature with secondary

antibody goat anti-rat IgG Alexa Fluor 488, goat anti-rat IgG Alexa Fluor 633, Alexa Fluor
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594 streptavidin, or goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Molecular Probes). For IgA staining,
slides were blocked for 1 h at room temperature in Tris-buffered saline (TBS) containing
0.05% Tween-20 (TBS-T) and 3% BSA, and the antibodies were diluted in TBS-T containing
1% BSA. After three washes in PBS, slides were mounted with Fluoromount-G containing

DAPI (Southern Biotech).

Plasma cells were quantified on stained frozen sections by counting the number
of CD138* cells in the small intestinal LP. The small intestinal LP was demarcated by the
presence of tTGII protein staining'®>°, and the number of plasma cells was normalized to
the total area measured on a per mouse basis. Counting was performed on at least 5 villi

per mouse.

3.5.9 Quantification of IELs with cytotoxic properties

To perform our cytotoxic |IELs determinations. By flow cytometry we have
identified IELs with CD45 staining that encompasses all the lymphocyte subsets (excluding
the epithelial cells). We next determined the amount of TCRa3* among CD45* cells, and
the amount of CD8" T cells expressing NKG2D among TCRa3* cells. Hence the flow
cytometry analysis allows us to obtain the frequency of CD8* NKG2D* TCRa3* cells among
CD45" IELs. On Hematoxylin & Eosin stained slides, we have determined the total amount
of IELs per 100 IECs. Hence, we performed the following calculation to approximate the
absolute numbers of CD8* NKG2D* IELs/100 IECs: (% CD8* NKG2D* TCRa* * # IELs/100
IECs)/100
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3.5.10 Visualization and quantification of tTGll protein and activity

5-biotinamidopentylamine (5-BP), a biotinylated tTGII substrate, was synthesized
and characterized as reported®. 5-BP was dissolved in PBS, and was administered
intraperitoneally (100 mg/kg, 2 doses) 3 and 6 hours prior to sacrifice, and tTGll protein
and activity were quantified via immunohistochemistry according to established
protocols'®®, The 5-BP/tTGIl ratio was determined by averaging signals from at least
three images per mouse. To facilitate comparison of data from the three independent
experiments, the image with the maximum 5-BP/tTGII ratio from each experiment was
assigned a value of one, whereas the image with the minimum 5-BP/tTGIl ratio was
assigned a value of zero. Values between these ratios were scaled linearly using the

minimum-maximum normalization tool in GraphPad Prism 8.0.

3.5.11 tTGll inhibition

CK805 and ERW1041E were synthesized and characterized by previously
published routes*®. CK805 was formulated in 40% PBS, 40% PEG-4000, and 20% DMSO,
and ERW1041E was formulated in 2.5% (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin, 2.0% Tween-
80, 10% DMSO, and PBS, as described previously!®. An initial dose of inhibitor (25 mg/kg,
i.p.) was administered 12 hours prior to initiation of gluten feeding, and then every 12

hours during the course of the 30-day gluten feeding.

3.5.12 RNA extraction, cDNA synthesis, and quantitative real-time PCR

Total RNA isolation was performed on epithelial and LP cells using the RNeasy Mini
Kit (Qiagen). RNA concentration and quality were determined by UV spectrophotometry

(Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek). cDNA synthesis was performed using
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gScript cDNA SuperMix (QuantaBio) according to the manufacturer’s instructions.
Expression analysis was performed in technical duplicate via quantitative real-time PCR
on an Applied Biosystems® StepOne™ Real- Time PCR Systems (Applied Biosystems) with
a Power SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Expression levels were

qguantified and normalized to Gapdh expression using the following murine primer pairs:

Gapdh: 5-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’, 5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’

Ifng:5’-ATGAACGCTACACACTGCATC-3’, 3’-TCTAGGCTTTCAATGACTGTGC-5’

Qal:5- AACACACGGAGAGTCAAGGG-3’, 3’-ATCAAGGCCATCATAGGCGAA-5'.

Expression analysis for murine GzmB, Prfl and Rael was performed with TagMan

gene expression assays and normalized to Gapdh (Thermo Fisher Scientific). Relative gene

expression levels were determined using the delta—delta Ct method to calculate the

relative changes in gene expression relative to sham-fed mice.

3.5.13 Gene expression microarray

RNA from mouse samples was obtained as described above, quantified
spectrophotometrically, and the quality was assessed with the Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies). Only samples with no evidence for RNA degradation (RNA integrity
number >8) were kept for further experiments. Genome-wide gene expression profiling
of the epithelium and LP of five individual DQ8, DQ8-IL-15'"¥E¢, and IL-15""¥E¢ mice were
determined by using the MouseWG-6 v2.0 Expression BeadChips from Illumina. Low-level
microarray analyses were performed in R, using the Bioconductor software package

lumi6l. We first applied a variance stabilizing transformation to all arrays®? and then
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guantile normalized the data. After normalization, we removed probes with intensities
indistinguishable from background noise (as measured by the negative controls present

on each array).

3.5.14 |dentifying genes differentially expressed between mouse strains

To identify genes differently expressed between the different strains of mice, we
used a linear modeling-based approach. Specifically, we used the Bioconductor limma
package®® to fit, for each gene, a linear model with individual treatment (i.e., gluten
feeding), and mice strains as fixed effects. For each gene, we subsequently used the
empirical Bayes approach of Smyth® to calculate a moderated t statistic and P value. We
corrected for multiple testing using the false discovery rate (FDR) approach of Benjamini

and Hochberg *.

3.5.15 Patients

One duodenal biopsy was obtained from ninety-six individuals undergoing upper
gastrointestinal endoscopy during diagnostic work-up at the University of Chicago
Medicine and at Mayo Clinic, including forty-five non-coeliac controls and fifty-one
untreated CeD patients (active CeD) for subsequent RNA-sequencing. Control subjects
included 29 females and 16 males and underwent upper gastrointestinal endoscopy
during a diagnostic work-up for anemia, failure to thrive or other intestinal disorders not
associated with CeD. All controls had normal small intestinal histology, no family history
of CeD, and no significant levels of anti-tTGll IgA antibodies in the serum. Active CeD
patients included 31 females and 20 males; all had positive anti-tTGIl antibodies and small
intestinal enteropathy with increased infiltration of IELs, crypt hyperplasia and villous

atrophy, according to currently accepted diagnostic guidelines®. Each subject signed an
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informed consent as provided by the Institutional Review Board of each institution (IRB-

12623B for the University of Chicago and IRB-1491-03 for Mayo Clinic).

3.5.16 RNA-sequencing on gut biopsies from control and coeliac disease patients

A single duodenal biopsy fragment was directly submerged in RNA-later (QIAGEN),
kept at 4°C for 24 hours and then frozen at -80°C upon RNA later removal until processing.
Defrost tissues were homogenized using magnetic beads and a Cell Tissue Homogenizer
(Bullet blender by Next Advance) and RNA was extracted using RNeasy columns (QIAGEN).
RNA integrity was assessed by Bioanalyzer (Agilent). All included samples showed RNA
integrity number (RIN) above 8. RNA-sequencing libraries were prepared using the
SMARTer® Stranded Total RNA Sample Prep Kit-HI Mammalian by Clontech Laboratories
(Takara), according to manufacturer’s instructions. Library quality was checked by
Bioanalyzer (Agilent) prior to pooling and sequencing. Indexed cDNA libraries were
pooled in equimolar amounts and sequenced with single-end 50bp reads with a high
output Flow Cell (8 lane flow cell) on an Illlumina HiSeq4000 at the University of Chicago

Genomic Facility.

Adaptor sequences and low-quality score bases (Phred score < 20) were first
trimmed using Trim Galore (version 0.2.7). The resulting reads were then mapped to the
human genome reference sequence (Ensembl GRCh37 release 75) using Kallisto
v0.43.065with a GRch38 transcript annotation GTF file downloaded from Ensembl rel 87.
Gene expression was normalized across samples using the weighted trimmed mean of M-
values algorithm (TMM), as implemented in the R package edgeR®®. After normalization,
we log-transformed the data using the voom function in the limma package®’. For all
downstream analyses, we excluded non-coding and low expressed genes with a median

read count lower than 20 in all samples. Following this pre-processing of the data, we
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fitted the log-transformed expression estimates to linear models using the ImFit function
from the limma package®’ to look at differences in gene expression between control and
coeliac disease patients, while considering variation in sex and age of the donors. Gene
ontology enrichment analysis were performed in Gorilla®®. We corrected for multiple

testing using the //FDR approach of Benjamini and Hochberg®.

3.5.17 Gene set enrichment analyses

Gene set enrichment analyses (GSEA) were ran using the javaGSEA Desktop
application by the Broad Institute (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp
version 3.0) against the “Hallmark gene sets” from the Molecular Signatures Database
collection. The GSEA pre-rank mode was used ranking genes according to t statistics for
differences in gene expression between sham- and gluten-fed mice (for all three strains
separately). The t statistics captures both the significance level and the direction of the
effects: large positive and negative values will refer to genes showing a significantly higher
or low expression in gluten-fed animals as compared to sham- fed, respectively. The

complete results of these analyses are shown in Dataset 2.

3.5.18 Statistical Analysis

Tests were performed as indicated in figure legends using GraphPad Prism. Data
are presented as mean + SEM. The statistical test used, and p values are indicated in each
figure legend. P values of < 0.05 were considered to be statistically significant. *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001. Statistically significant differences have

been selectively marked.
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3.10 Extended Data Figures
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Extended Data Figure 1. Overexpression of IL-15 in HLA-humanized DQ8 mice confers
susceptibility to development of coeliac disease-like features in a gluten-dependent
manner. (A-J) Ten-week old DQ8 and DQ8-IL-15""¥E¢ mice that were raised on a GFD were
maintained on a GFD (sham) or fed with gluten for 30 days (gluten). (A) H&E staining of
paraffin-embedded ileum sections. The graph depicts the ratio of the morphometric
assessment of villous height to crypt depth (DQ8 sham, n=12, gluten n=13; DQ8-IL-15""XE¢
sham, n=12, gluten n=15). Scale bar, 100 um. (B) IgA (red) and CD138* plasma cells (green)
were distinguished by immunohistochemistry (IHC) staining of frozen ileum sections. (C)
Serum anti-deamidated gliadin peptides (DGP) IgG levels as measured by ELISA. Sera were
collected thirty days after gluten feeding (DQ8 sham, n=6, gluten n=7; DQ8-IL-15"XEC
sham, n=6, gluten n=7). (D) Quantification of intraepithelial lymphocytes (IELs) among
intraepithelial cells (IECs) was performed on H&E stained ileum sections (DQ8 sham, n=10,
gluten n=16; DQS8-IL-15""EC sham, n=12, gluten n=14). (E-1) The intestinal epithelium was
isolated and analyzed by flow cytometry. IELs were identified as TCR* CD4~ CD8* and
TCRB* CD4" CD8a* cells. Granzyme B* IELs are indicated by (E) percentage (DQ8 sham,
n=13, gluten n=15; DQ8-IL-15"E¢ sham, n=11, gluten n=15), (F) absolute nhumber / 100
IECs (DQ8 sham, n=11, gluten n=14; DQ8-IL-15"EC sham, n=11, gluten n=13), and (G) MFI
(DQ8 sham, n=11, gluten n=12; DQS8-IL-15""¥E¢ sham, n=9, gluten n=12). NKG2D* NKG2"
IELs are indicated by (H) percentage (DQ8 sham, n=13, gluten n=17; DQ8-IL-15""E¢ sham,
n=11, gluten n=15) and (I) absolute number / 100 IECs (DQ8 sham, n=12, gluten n=16;
DQ8-IL-15""EC sham, n=11, gluten n=13). (J) The intestinal epithelium was isolated and
analyzed by flow cytometry. Intestinal epithelial cells (IECs) were identified as EpCAM*
CD45" cells. Raele* IECs are indicated by percentage (n=5 mice per group). Data are
representative of two [(C) and (J)] and four independent experiments [(A), (D), (E), (F),
(G), (H), (N]. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001; One-way ANOVA /

Tukey’s multiple comparison.
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Extended Data Figure 2. A gluten-free diet decreases the anti-gluten antibody response
and the levels of cytotoxic intraepithelial lymphocytes. (A-E) Ten-week old DQ8-IL-
15'PXEC mijce that were raised on a gluten-free diet (GFD) were maintained on a GFD
(denoted “sham”), fed with gluten for 30 days (“gluten”), or fed with gluten for 30 days
and then reverted to a GFD (“gluten—GFD”) for 30 days. (A) Correlation between the
degree of villous atrophy and the levels of anti-DGP antibodies in sham and gluten-fed
DQ8-IL-15""EC mice. (B) Mucosal IgA deposits (red) and transglutaminase 2 (tTGlI, green)
were identified by immunohistochemistry (IHC) staining of frozen ileum sections. (C)
Serum anti-tTGIl IgG antibodies levels measured by ELISA thirty days after gluten feeding
(n=13 mice per group). (D, E) Serum anti-gliadin (C) IgG and (D) IgA levels were measured
by ELISA. Sera were collected sequentially in the same mice before gluten feeding
(untreated), thirty days after gluten feeding (gluten d30), and thirty days after reversion
to a GFD (GFD d60) (n=12 or 13 mice per group for anti-gliadin 1gG and IgA, respectively).
The black line represents the average for each of the groups. (F) Expression of GzmB in
the intestinal epithelium was measured by qPCR. Relative expression levels in gluten and
gluten—GFD groups were normalized against the expression levels observed in sham-fed
DQ8-IL-15""E¢ mice (n=6 mice per group). (G, H) Ten-week old DQS8-IL-15""¥E¢ mice that
were raised on a gluten-free diet (GFD) were maintained on a GFD (denoted “sham”), fed
with gluten for 30 days (“gluten”), or fed with gluten for 30 days and then reverted to a
GFD (“gluten—>GFD”) for 60 (day 90, red dots) or 90 days (day 120, gray dots). The
intestinal epithelium was isolated and analyzed by flow cytometry. IELs were identified as
TCRPB* CD4" CD8aB* cells. Granzyme B* IELs are indicated by (F) percentage and (G) MFI
(sham, n=6 mice; gluten, n=8 mice; gluten—>GFD, n=8 mice). Data represent four [(B) to
(D)] or two [(E), (F) and (G)] independent experiments. Error bars, SEM. *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001; Pearson’s correlation test (A), RM One-way ANOVA /

Tukey’s multiple comparison [(C), (D), (F) and (G)], unpaired Student’s t-test [(E)].
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Extended Data Figure 3. IL-15 expression in both the lamina propria and epithelium
confers IELs with a cytotoxic phenotype and the ability to kill epithelial cells. (A-M) Ten-
week old DQ8-IL-15'%, DQ8-IL-15'5¢, and DQ8-IL-15""¥EC mice that were raised on a GFD
were maintained on a GFD (sham) or fed with gluten for 30 days (gluten). (A) H&E staining
of paraffin-embedded ileum sections. The graph depicts the ratio of the morphometric
assessment of villous height to crypt depth (DQ8-IL-15" sham, n=10, gluten n=10; DQS8-
IL-15'5¢ sham, n=17, gluten n=19; DQ8-IL-15""¥E¢ sham, n=21, gluten n=28). (B) Expression
of Ifnyin the LP was measured by gPCR (DQ8-IL-15'" sham, n=7, gluten n=16; DQ8-IL-15'¢¢
sham, n=13, gluten n=12). (C) Serum anti-gliadin 1gG2c levels were measured by ELISA
thirty days after gluten feeding. (DQ8-1L-15'" sham, n=16, gluten n=16; DQ8-IL-15'¢ sham,
n=15, gluten n=15). (D) Serum anti-deamidated gliadin peptides (DGP) IgG levels were
measured by ELISA thirty days after gluten feeding. (DQ8-IL-15'" sham, n=10, gluten n=10;
DQ8-IL-15'%¢ sham, n=9, gluten n=9; DQ8-IL-15'"E¢ sham, n=9, gluten n=12). (E)
Quantification of intraepithelial lymphocytes (IELs) among intraepithelial cells (IECs) was
performed on H&E stained ileum sections (DQ8-IL-15' sham, n=11, gluten n=12; DQ8-IL-
15'%¢ sham, n=17, gluten n=16; DQ8-IL-15""E¢ sham, n=14, gluten n=17). (F-1) The
intestinal epithelium was isolated and analyzed by flow cytometry. IELs were identified as
TCRPB* CD4" CD8af* and CD8* cells. CD94*NKG2A" IELs are indicated by (F, G) percentage
and (H) absolute number / 100 IECs (DQ8-IL-15" sham, n=10, gluten n=10; DQS8-IL-15'E¢
sham, n=11, gluten n=11; DQS8-IL-15""¥E¢ sham, n=9, gluten n=10). Intracellular granzyme
B mean fluorescence intensity (MFI) was measured (l) (DQ8-IL-15 sham, n=9, gluten n=9;
DQ8-IL-15'¢ sham, n=14, gluten n=13; DQS8-IL-15'""¥E¢ sham, n=10, gluten n=15). (J-M)
Expression of (J) GzmB, (K) Prf1, (L) Rael, and (M) Qa-1 in the intestinal epithelium was
measured by gPCR. Relative expression levels in sham and gluten-fed mice for each strain
are shown (DQ8-IL-15 sham, n=16, gluten n=16; DQS8-IL-15'5¢ sham, n=15, gluten n=15;

DQ8-IL-15""EC sham, n=20, gluten n=26). Data are representative of at least three
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independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001; One-way
ANOVA / Tukey’s multiple comparison [(A-l)], unpaired Student’s t-test [(J-M)].
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Extended Data Figure 4. Effect of IELs depletion on antibodies production and epithelial
stress markers. (A-F) Ten-week old DQ8-IL-15""EC mice were treated with 200 or 400 ug
of depleting anti-CD8a antibody (clone 2.43) or its isotype control (rat IgG2b) three times
prior to and every three days during the course of gluten feeding. (A) Experimental
scheme. (B, C) Representative dot-plots showing depletion efficiency in the (B) blood and
(C) epithelium of DQS8-IL-15""¥E¢ mice after 30 days of anti-CD8a treatment. Plots are
gated on TCRa3* cells. (D, E) Rael (D) and Qa-1 (E) gene expression in the intestinal
epithelium was determined by gPCR. Relative expression levels were normalized against
the expression levels observed in sham-fed DQ8-IL-15""E¢ mice (gluten + isotype, n=16;
gluten + anti-CD8, n=14). (F) Anti-deamidated gluten peptides (DGP) IgG levels from

serum collected thirty days after gluten feeding (gluten + isotype, n=11; gluten + anti-CDS,
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n=11). Data represent four independent experiments. *P < 0.05; unpaired Student’s t-

test.
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Extended Data Figure 5. HLA-DQS8 is required to amplify gluten-specific adaptive
immunity to the threshold required for tissue destruction. (A) Cells isolated from the
mesenteric lymph nodes of DQ8-IL-15"¥E¢ and IL-15""¥E¢ mice. CD11c* CD103* dendritic
cells were analyzed by flow cytometry for their expression of MHC class Il and HLA-DQ8
molecules. (B-F) Ten-week old DQ8-IL-15""XEC, |L-15'P¥EC and DQ8 mice that were raised
on a GFD were maintained on a GFD (sham) or fed with gluten for 30 days (gluten). (B)
Expression of IFN-yin the LP was measured by gqPCR. Relative expression levels in gluten
groups were normalized against the expression levels observed in sham-fed DQ8-IL-
15'P¥EC mice and sham-fed IL-15""E¢ (DQ8-IL-15"X'EC, n=8; IL-15'P¥EC n=9). (C) Expression
of perforin (Prf1) in the intestinal epithelium was measured by gPCR. Relative expression
levels were normalized against the expression levels observed in sham-fed DQ8-IL-15"E¢
mice and sham-fed IL-15'"¥E¢ (DQ8-IL-15"¥E¢, n=14; IL-15"¥'E¢, n=15). (D, E) Expression of
Qa-1 (D) and Rael (E) in the intestinal epithelium was measured by gPCR. Relative
expression levels were normalized against the expression levels observed in sham-fed
DQ8-IL-15""¥E¢ mice and sham-fed IL-15'"¥E¢ (DQ8-IL-15""¥EC, n=7; IL-15'P¥EC n=9). (F)
Examples of genes that are significantly up-regulated in response to gluten uniquely in
DQ8-IL-15""EC mijce. Data are representative of two [(B),(D),(E)] or three [(C)]

independent experiments. Error bars, SEM. Ns, non-significant; unpaired Student’s t-test.
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Extended Data Figure 6. GSEA for gluten-responsive genes in DQ8-IL-15""E¢ and DQ8
mice. We contrast the enrichment scores for DQ8-IL-15"¥E¢ (x-axis) and DQS8 mice (y-axis)
for all pathways enriched at an FDR <5% in at least of the strains, in the epithelium and
the lamina propria. Positive and negative scores represent enrichments among genes that
are more highly or lowly expressed in gluten-fed animals, respectively. The bottom right

quadrant refers to pathways that in response to gluten are up-regulated in DQ8-IL-15"XE¢

but down-regulated in

DQ8 mice.
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Extended Data Figure 7. Anti-gliadin antibody titers are decreased in CD4-depleted
DQ8-IL-15'PXEC mijce. (A-J) Ten-week old DQS8-IL-15"¥EC mice were treated with 200 or
400 pg of depleting anti-CD4 antibody (clone GK1.5) or its isotype control (rat 1gG2b)
twice prior to and during the course of gluten feeding. (A) Experimental scheme. (B, C)
Representative dot-plots showing depletion efficiency in the (B) blood and (C) mesenteric
lymph nodes (MLN) of DQ8-IL-15"¥E¢ mice. Plots are gated on TCRo* cells. (D) The
intestinal epithelium was isolated and analyzed by flow cytometry. IELs were identified as
TCRP* CD4 CD8* cells. NKG2D* NKG2" IELs are indicated by absolute number / 100 IECs
(sham, n=8; gluten + isotype, n=20, gluten + anti-CD4, n=12). (E-H) Expression of (E) GzmB,
(F) Prf1, (G) Rael, and (H) Qa-1 in the intestinal epithelium as measured by gPCR. Relative
expression levels were normalized against the expression levels observed in sham-fed
DQS8-IL-15""EC mice (gluten + isotype, n=12 to 17, gluten + anti-CD4, n=8). (I, J) Anti-gliadin
(1) 1gG and (J) IgA levels were measured by ELISA from serum collected thirty days after
gluten feeding (sham, n=11; gluten + isotype, n=26, gluten + anti-CD4, n=11). Data
represent four independent experiments. *P < 0.05; unpaired Student’s t-test. Data are
representative of four independent experiments. Error bars, SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001,
**%¥%p < 0.0001; One-way analysis of variance (ANOVA) / Tukey’s multiple comparison

[(D), (1), (3], and unpaired Student’s t-test [(E), (F), (G), (H)].
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Extended Data Figure 8. Impact of T helper 1 cytokine depletion on the development of
disease in DQ8-IL-15'"MEC mice. (A-l) Ten-week old DQ8-IL-15""¥E¢ mice were treated with
500 pg of depleting anti-IFNy (clone XMG1.2) and/or anti-IL21R (clone 4A9) or
corresponding isotype controls (rat IgG1 and rat 1gG2a, respectively) once prior to, and
every 3 days during the course of gluten feeding as indicated in the panels. (A) Ratio of
the morphometric assessment of villous height to crypt depth (sham, n=8, gluten +
isotype, n=7, gluten + anti-IL-21R, n= 6). (B) Quantification of IELs among IECs was
performed on H&E stained ileum sections (sham, n=8, gluten + isotype, n=7, gluten + anti-
IL-21R, n=6). (C) The intestinal epithelium was isolated and analyzed by flow cytometry.
IELs were identified as TCR* CD4" CD8" cells. Granzyme B* IELs are indicated by absolute

number / 100 IECs (sham, n=8, gluten + isotype, n=7, gluten + anti-IL-21R, n= 6). (D)
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Granzyme B* IELs are indicated as in (C) (sham, n=12, gluten + isotype, n=16, gluten + anti-
IL-21R + anti- IFN-y, n= 11). (E) Quantification of IELs among IECs was performed on H&E
stained ileum sections (sham, n=13, gluten + isotype, n=17, gluten + anti-IL-21R+ anti- IFN-
v, n=11). (F-G) Serum anti-DGP IgG (F) and anti-gliadin IgG2c (G) levels were measured
by ELISA. Sera were collected thirty days after gluten feeding (sham, n=5 and 6, gluten +
isotype, n=8 and 7, gluten + anti-IL-21R, n= 6). (H-1) Serum anti-DGP 1gG (H) and anti-
gliadin 1gG2c (I) levels were measured as in (F-G) (sham, n=6 and 6, gluten + isotype, n=8,
gluten + anti- IFN-y, n= 6). *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001; One-way analysis of

variance (ANOVA) / Tukey’s multiple comparison.
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Extended Data Figure 9. Similar gene regulatory mechanisms underlie the development

of CeD in humans and DQ8-IL-15'"¥E¢ mice. Contrast between the gene ontology terms

enriched among genes induced by gluten challenge in DQ8-IL-15"¥EC mice (depicted in

the form of —log10 p-values on the x-axis) and the gene ontology terms enriched among

genes differently expressed between CeD patients and healthy controls (depicted in the

form of —log10 p-values on the x-axis) in the epithelial compartment (A) and the LP (B).

The transcriptional comparison was made between the intestinal epithelium and LP of

gluten-fed DQ8-IL-15""¥E¢ mice and whole duodenal biopsies of active CeD patients.
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Extended Data Figure 10. Interplay between IL-15, tTGIl, and HLA-DQ8 promote the
development of villous atrophy. (A) Representation of the respective roles of HLA-DQS,

IL-15 in the epithelial and LP compartments, IFN-y, tTGIl, CD4* and CD8* T cells in
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promoting VA. IL-15 upregulation in the LP is required to induce the adaptive anti-gluten
Thl response, and HLA-DQS facilitates and enhances the IFN-y response that is required
for the development of VA. The adaptive Tyl immune response promoted by HLA-DQS8
and IL-15 in the LP, is however insufficient to cause tissue destruction. It needs to
synergize with IL-15 in the epithelium to further promote the expansion of cytolytic IELs
and their degranulation, leading to CD8 T cell dependent killing of epithelial cells and VA.
The value of this mouse model as a gluten and HLA-DQ8-dependent preclinical model for
CeD, is further emphasized by the finding that tTGIl inhibition prevents VA. (B) CeD can
be represented as a jigsaw puzzle where each piece representing one component of the

anti-gluten immune response must interlock to lead to the development of VA.
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Chapitre 4. Conclusion et discussion

L’'homéostasie intestinale est caractérisée par un équilibre immunologique
remarquable. Sa régulation oscille habillement entre le développement d’une réponse
immunitaire face aux pathogenes envahissants et |'absence de réaction face aux
antigenes inoffensifs. En ce qui concerne les antigénes alimentaires, on parle du

mécanisme de la TO et un bel exemple de sa rupture est la MC.

Cette derniere est une pathologie auto-immune inflammatoire chronique du petit
intestin provoquée par la consommation de gluten chez des individus génétiquement
prédisposés. Elle constitue I'une des maladies auto-immunes les mieux déchiffrées de
notre aire puisque d’une part le tissu cible, le duodénum, est relativement facile d’accés
et, d’autre part, I'antigene environnemental, le gluten, est identifié et son exposition
contrblée. Les composantes génétiques et immunologiques de la maladie ont donc été
relativement bien caractérisées au cours de ces derniéres décennies, avec une
incrimination certaine pour les haplotypes HLA-DQ2 et HLA-DQS8 ainsi que pour la
cytokine pro-inflammatoire IL-15. Néanmoins, le dialogue entre ces différents facteurs
intervenant dans la survenue et I'évolution de I'atrophie villositaire caractérisant la
maladie n’est pas encore parfaitement cerné. Une des conséquences de cette zone
d’ombre dans notre savoir est I'incapacité de développer un modele murin résumant les
caractéristiques de la pathologie observée chez 'Homme. L’absence d’un tel outil dans le
domaine ralentit a son tour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques,

autres que la diete sans gluten.

L’objectif majeur de cette thése doctorale a donc été de répondre a ce besoin en

développant et en caractérisant un modéle murin innovant de la MC, permettant I'étude

204



in vivo de la mécanistique de sa pathogenése suivie de I'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles. Afin d’y parvenir, nous avons exploité les connaissances
issues de nos précédentes recherches et de celles réalisées chez 'Homme et transféré
certaines caractéristiques biologiques clés du patient coeliaque dans notre modeéle. Ainsi,
et comme les deux tiers des individus coeliaques, notre modéle murin surexprime I'lL-15
dans les deux compartiments de la muqueuse intestinale, a savoir aussi bien dans
I’épithélium que dans la Lp. Il est également humanisé pour I'haplotype HLA-DQS8

prédisposant a la MC.

Les résultats présentés dans le chapitre 3 de ce manuscrit sont une preuve de
concept suivant laquelle le développement d’'une MC compléete dans ces souris nécessite
la surexpression de I'lL-15 dans les deux compartiments de la muqueuse intestinale
associée a la perte de la TO au gluten par les cellules T CD4*. Le premier objectif de ce
travail a été de démontrer qu’une exposition au gluten de ces souris s’"accompagne bel et
bien du développement d’une MC fidele a la pathologie humaine. En effet, apres 30 jours
de consommation de gluten, les souris DQS8-IL-15""EC développent une réponse
adaptative compléte contre le gluten, une expansion des LIEs présentant un phénotype
cytotoxique activé ainsi qu’une destruction du tissu épithélial. A I'image du patient
ceeliaque actif, cette réponse est dépendante de la présence de I'lL-15 dans la muqueuse
intestinale puisque la déclinaison génétique de notre modeéle n’exprimant que le HLA-
DQ8 ne développe ni lymphocytose intra-épithéliale ni atrophie villositaire suite a la

consommation de gluten.

Aussi, lorsque ce gluten est retiré du régime alimentaire du patient, on observe
une amélioration histologique de sa muqueuse et une disparition de la symptomatologie
clinique. En conséquence, afin de valider la relevance de notre modeéle par rapport a la

pathologie, nous avons également soumis la souris DQ8-IL-15""¥E¢ exposée au gluten a
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une diéte sans gluten durant 4 semaines ce qui s’est accompagné du retour a une
architecture épithéliale saine. Ceci nous a permis de confirmer que, comme chez le
patient, la réponse pathologique développée dans notre modeéle est absolument

dépendante du gluten.

Une fois la solidité du modele établie quant a sa capacité a développer la maladie,
nous avons développé et exploité deux déclinaisons génétiques supplémentaires de ce
dernier afin de vérifier I'hypothese suivant laquelle la combinaison entre la perte de la TO
au gluten (menée par la présence de I’'HLA-DQS8 et par I'expression de I'IL-15 dans la Lp)
et la surexpression de I'lL-15 dans I’épithélium conduit au développement de I'atrophie
villositaire. Nous avons ainsi comparé notre souris DQ8-1L-15'"€¢ § un modéle HLA-DQS
surexprimant I'IL-15 uniquement dans I’épithélium (DQ8-IL-15'5¢) ou uniquement dans la
lamina propria (DQ8-I1L-15). La souris DQ8-IL-15'5¢ ne présente aucune perte de la TO au
gluten ni d’atrophie villositaire bien gu’elle présente une augmentation en lymphocytes
intraépithéliaux cytotoxiques. Ce modele reflete parfaitement la situation ou certains
parents au premier degré du patient surexpriment I'IL-15 dans leur épithélium intestinal
sans jamais développer de réponse contre le gluten ni d’altération tissulaire. A contrario,
méme si elle ne développe pas non plus d’atrophie villositaire, la souris DQ8-IL-15 est
caractérisée par une réponse LTh1 anti-gluten avec une augmentation de la lymphocytose
intraépithéliale mais pas d’expansion de lymphocytes intraépithéliaux avec des fonctions
cytotoxiques. Des lors, en I'absence de facteurs additionnels, ces cellules n’ont pas cette
capacité cytotoxique. Ce modele reflete ainsi le statut des patients potentiellement
ceeliaques ou il y a perte de la TO sans destruction du tissu cible. Ces observations sont
notamment en accord avec celles obtenues a partir d’'un modele murin du diabéte de
type | ou les cellules B sont caractérisées par I'expression d’une glycoprotéine (GP) du
virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) sous le contréle du promoteur de

I'insuline (364). Lorsque ces souris sont infectées au LCMV, les cellules T CD8* spécifiques
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de la GP infiltrent le tissu pancréatique et lysent les cellules B exprimant la GP, ce qui
aboutit in fine au développement du diabéte. A contrario et de maniére trés intéressante,
si ces souris sont au préalable immunisées avec ce peptide, les cellules T CD8* vont a
nouveau infiltrer le pancréas mais n’auront aucune activité cytotoxique contre les cellules
des ilots 3. Les auteurs ont ensuite démontré que I’élément manquant était ici I'absence
d’expression des molécules du CMH de classe | dépendante de |'activation de TLRs. Ceci
met de nouveau I'emphase sur la nécessité d’un statut inflammatoire dans I'organe cible

en tant que facteur nécessaire au développement de la composante auto-immune.

Finalement, nous confirmons que I’élément manquant a I'activité cytotoxique des
LIEs et donc au développement de I'atrophie villositaire dans ces souris DQ8-IL-15 est
un stress cellulaire épithélial. Ce dernier est gouverné par I’expression simultanée de I'lL-
15 dans I’épithélium puisque les souris DQ8-IL-15""EC exposées au gluten présentent une
perte de la TO simultanément associée a I'augmentation de I'expression des ligands de
stress Rae-1 et Qa-1 a la surface des cellules épithéliales intestinales, a une expansion de
LIEs cytotoxiques, et a la destruction de I'épithélium intestinal. Ces observations
confirment sans équivoque I'importance de I'lL-15 dans la pathogenése de la maladie et
confirment également I'importance de son expression dans les deux compartiments de la
mugqueuse intestinale. Le statut inflammatoire qui en résulte est caractérisé par des
interactions entre le tissu épithélial cible en état de stress et les lymphocytes CD8*
infiltrant ce méme tissu, conduisant ainsi a la destruction du tissu. Nous avons ensuite
confirmé le role central des LIEs CD8* cytotoxiques dans la survenue de cette destruction
épithéliale puisqu’une déplétion des cellules T CD8" dans les souris DQ8-IL-15"XEC
consommant du gluten prévient I'atrophie villositaire. Néanmoins et comme on peut s’y
attendre, cette déplétion n‘impacte pas le développement de la réponse humorale
ceeliaque, toujours bien présente méme en |'absence de lymphocytes CD8*. D’un point

de vue global, ces résultats mettent clairement en lumiére que le statut inflammatoire de
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I’épithélium intestinal garanti un dialogue avec les LIEs envahissant le tissu au cours de la
lymphocytose. Ce dialogue s’avere étre un facteur nécessaire a la pathogenese de la MC.
On notera que cette observation concerne également d’autre type de pathologique auto-
immune telles la sclérose en plaque (365), I'arthrite rhumatoide (366) ou encore le
psoriasis (367). Il s’agit donc la d’'un élément clé au développement des pathologies auto-

immunes spécifiques d’organes.

Apres avoir déterminé le ro6le spatial fondamental de [I'IL-15 dans le
développement de la maladie et obtenu les mémes observations que celles constatées
chez le patient cceliague, nous avons abordé le méme type d’approche pour valider la
prédisposition génétique associée a I'haplotype HLA-DQS ainsi que pour investiguer les
roles de cette molécule dans la pathologie. Nous avons donc généré une quatrieme
déclinaison génétique de notre modele, dépourvue cette fois de I'expression de
I’haplotype humain mais surexprimant toujours I'lL-15 dans les deux compartiments de
la muqueuse intestinale. De maniére trés intéressante, la consommation de gluten par
cette souris IL-15""EC s’accompagne ici aussi d’une production d’anticorps dirigés contre
le gluten déamidé et d’une production d’IFN-y dans la muqueuse intestinale de ces souris.
Néanmoins, il n'y a pas d’atrophie villositaire. Ceci démontre clairement que la présence
de I'HLA-DQ8 n’est pas nécessaire pour la perte de la TO face au gluten mais bien
nécessaire pour l'acquisition des fonctions cytotoxiques des LIEs et donc pour le
développement de I'atrophie villositaire. La molécule HLA-DQ8 présente donc un
caractere unique dans sa capacité a induire la pathologie et ceci résulte probablement de
deux éléments. Premiérement, il s’agit de son aptitude unique a recruter davantage de
cellules T CD4* spécifiques du gluten et donc a pousser la réponse adaptative au-dela d’un
certain seuil nécessaire au développement de I'atrophie. Ensuite, et ce point est tres
intéressant, les études transcriptionnelles que nous avons réalisées entre le modele DQS8-

[L-15PXEC et |L-15'P¥EC démontrent clairement que I'activation des voies de signalisations

208



impliquées dans la réponse a I'IFN-y n’a lieu qu’en présence du DQ8. L'absence de
I’haplotype HLA-DQS8 dans le modéle IL-15'"¥E¢ permet probablement a des effets
régulateurs de contrer les effets de I'[FN-y sécrété dans ces souris. Cette hypothése sera
notamment renforcée par les expériences de neutralisation de la signalisation de I'IFN-y
puisque l'inhibition de ce dernier dans le modéle DQS8-IL-15'"¥E¢ permet de prévenir
I’atrophie villositaire. Finalement, la présence dans le sérum de ces souris IL-15"EC
d’anticorps de type IgG dirigés contre la gliadine déamidée est consistante avec la
présence de ces anticorps chez des individus HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 négatifs (368). Pour
conclure, les résultats obtenus dans cette partie corroborent les observations suivant
lesquelles les individus HLA-DQ2 ou HLA-DQS8 négatifs peuvent présenter une perte de la
TO au gluten avec production d’IFN-y sans que cela ne débouche sur le développement
de la maladie. Les futures études qui investigueront en ce sens et qui permettront de
comprendre la mécanistique de la molécule HLA-DQ8 dans la biologie de I'l[FN-y seront

d’un grand intérét.

Sur base de I'ensemble de ces résultats, nous avons poussé l'investigation des
roles de I’haplotype HLA-DQS, de I'lL-15 et du gluten via analyse transcriptionelle dans les
deux compartiments de la muqueuse intestinale des souches HLA-DQS8, IL-15""E¢ et DQS-
IL-15'PXEC, Cette analyse identifie un enrichissement des voies de signalisations
impliquées dans la présentation de I’'antigéne et I'activation lymphocytaire au niveau des
souris DQ8-IL-15""EC, Ceci traduit de nouveau I'importance de I’expression simultanée de
I'lL-15 et de I'haplotype HLA-DQ8 dans notre modele afin d’obtenir des interactions dont
I'intensité conduit probablement au dépassement d’un certain seuil d’activation des
lymphocytes, garantissant ainsi le développement d’une atrophie villositaire. De maniere
intéressante, cette analyse met de nouveau en lumiére une régulation positive de

nombreux génes intervenant dans la réponse a I'lFN-y dans la souche DQ8-IL-15"*E¢,
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Inversement, ces génes sont régulés négativement dans les souches HLA-DQS8 et IL-

15LPxIEC.

Cette derniére observation corrobore I'ensemble des données de la littérature
soulignant le réle pivot joué par les cellules T CD4* spécifiques du gluten dans le décours
de la maladie, lesquelles sont connues pour leur production massive d’IFN-y et d’IL-21
dans la muqueuse du patient coeliaque. Aussi, et de maniere plus globale, la réponse Thl
spécifique pour un auto-antigene considéré dans les pathologies auto-immunes est
reconnue comme jouant un role important dans la pathogeneése et le maintien de ces
pathologies (369, 370). L'identification des mécanismes orchestrant la perte du profil
tolérogénique de ces cellules T CD4* dans le contexte de la MC ainsi que le réle de ces
cellules dans le processus de destruction de I'épithélium intestinal peut clairement nous
aider a comprendre la fonction de leur réponse dans d’autres types de pathologies auto-
immunes organe-spécifiques. Dés lors, la suite de notre recherche s’est orienté vers
I'investigation du réle de ces cellules et de leurs cytokines. Nous avons dans un premier
temps traité les souris DQ8-IL-15"¥EC exposées au gluten avec un anticorps ciblant les
lymphocytes T CD4*. Une telle déplétion s’avére tres puissante sur le développement de
la pathologie puisque les souris ne développent aucune caractéristique de la réponse
immunitaire adaptative, aucune lymphocytose des LIEs et aucune altération du tissu
épithélial, attestant ici du role clé des cellules T CD4* pour le développement de la
pathologie. Plus précisément, I'absence de lymphocytose et de LIEs au phénotype
cytotoxique indique que la réponse Thl observée dans la MC contribue directement a
I'expansion et a l'activation des LIEs. Aussi, I'absence d’anticorps spécifiques de la
pathologie souligne ici sa dépendance aux cellules T CD4* tel qu’initialement proposé
(371). Une fois ce phénotype observé, nous avons cherché a comprendre sa mécanistique
et vérifier I’'hypothése suivant laquelle |la fonction des CD4* dans la pathologie trouve ses

relais au travers de I'lL-21 et de I'IFN-y. Afin de vérifier ce concept dans notre modele,
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nous avons bloqué la signalisation de ces deux cytokines dans les souris DQ8-IL-15""EC
exposées au gluten via des anticorps neutralisants spécifiques. Les résultats obtenus
démontrent a nouveau que la réponse humorale est orchestrée par les cellules T CD4*, et
plus précisément au travers de la production de ces deux cytokines. Leur impact sur les
LIEs semble quant a lui passer via I'IFN-y puisque sa neutralisation empéche le
développement d’une atrophie villositaire la ou la neutralisation de I'lL-21 s’est montrée
impuissante. Aussi, ces deux cytokines présentent une synergie dans |'expansion et

I'activation des LIEs CD8* cytotoxiques.

Ainsi et d’'un point de vue global, la premiére partie de cette recherche consacrée
au développement et la caractérisation de ce modéle nous a permis de disséquer la
mécanistique aboutissant a la destruction tissulaire, laquelle résulte d’'une coopération
entre le gluten, le HLA-DQS, I'lL-15, les cellules T CD4* et les cellules T CD8" cytotoxiques.
Les résultats immunologiques et transcriptionnels obtenus dans les différentes
déclinaisons génétiques de notre modele au cours de cette premiere partie indiquent que
ces acteurs sont impliqués, a leur échelle, dans un ou plusieurs mécanismes spécifiques
de la pathologie qui d’une part amplifie la réponse adaptative et d’autre part favorise le
dialogue entre cette immunité adaptative et le tissu ciblé. Aussi, c’est en survenant au
méme moment que ces mécanismes conduisent au développement d'une MC
entierement épanouie. Plus précisément, nous avons pu démontrer que le
développement de I'atrophie villositaire montre une puissante association a I'lFN-y et a
I’expansion des LIEs cytotoxiques activés. Aussi, nos résultats illustrent comment I'lL-15
et les molécules de prédisposition du HLA influencent et connectent la réponse
immunitaire innée et adaptative dans la maladie. L'intervention nécessaire de ces deux
facettes de I'immunité dans la destruction tissulaire souligne davantage la complexité de
la pathologie et souligne I'aspect quantitatif de cette derniére puisque la réponse innée

et la réponse adaptative vont travailler de concert a I'obtention d’un nombre suffisant de
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LIEs activés et nécessaire a la destruction épithéliale. Par ailleurs, le fait que I'IL-15 et les
molécules du HLA soient bien souvent associées aux pathologies auto-immunes ne sont
pas le fruit du hasard et ces nouvelles connaissances issues de la MC vont probablement
permettre une certaine translation dans la compréhension de la pathogenese de ces

maladies.

La deuxieme partie de notre recherche est dédiée a I'évaluation de la fidélité et
de la relevance de notre modele par rapport a la pathologie développée chez I’'Homme.
Pour ce faire, le Dr. Valentina Discepolo du laboratoire Jabri a travaillé sur le séquencage
de I’ARN issu de biopsies intestinales de patients cceliaques et d’individus sains. Avec
I'aide bio-informatique du laboratoire du Dr. Luis Barreiro, ces analyses transcriptionelles
ont été comparées a celles du séquencage réalisé dans les souris DQ8-IL-15PXEC
consommant ou non du gluten. De maniére trés intéressante, les variabilités
transcriptionnelles observées entre les souris sous gluten et sans gluten sont fortement
corrélées a celles observées entre les individus cceliaques et les individus sains. Plus
précisément, la souris DQ8-IL-15""E¢ sous gluten et le patient cceliaque actif montrent a
nouveau un enrichissement des voies de signalisation impliquées dans la présentation de
I'antigene et I'activation des lymphocytes T. En conséquence, ces résultats démontrent
clairement une similarité entre notre modéle et le patient cceliaque concernant les
mécanismes transcriptionnels sous-jacent au développement de la maladie. Ces résultats
clés nous ont ainsi conforté dans I'idée que ce nouveau modele murin est fidele a la
pathologie développée chez I’'Homme et qu’il constitue probablement un outil clinique

précieux dans le domaine, permettant de tester de nouvelles thérapies pour la MC.
La troisieme partie de cette thése a donc consisté a évaluer la puissance

précliniqgue de notre modele murin. En effet, étant donné I'inquiétante épidémiologie de

la maladie, la validation de ce modele dans [lidentification de nouvelles cibles
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thérapeutiques pourrait présenter d’importantes répercussions cliniques. En particulier,
le fait que le développement de I'atrophie villositaire dépende de la présence de I'lL-15,
du gluten et de I'haplotype HLA-DQS laisse entrevoir la possibilité de tester des thérapies
ciblant aussi bien des acteurs de lI'immunité innée et adaptative que des acteurs
intervenant directement dans I'altération du tissu épithélial cible. Par exemple, les études
menées chez I’'Homme identifient la tTGll comme un acteur contribuant activement au
développement de la réponse inflammatoire et a la destruction de la muqueuse,
notamment via sa capacité a déamider le gluten et donc de probablement participer a
I'amplification de la réponse T CD4* spécifique du gluten. On s’est donc intéressé au
ciblage de cette enzyme dans notre modele et nous avons démontré dans un premier
temps que I'enzyme tTGIl est active dans la muqueuse intestinale de la souris DQ8-IL-
15'PXEC yniguement lorsque cette derniére est exposée au gluten. En I'absence de gluten,
cette activation ne peut-étre objectivée et ceci sous-entend que la surexpression de I'IL-
15 dans les deux compartiments de la muqueuse intestinale n’est pas un élément
suffisant. Il serait donc intéressant d’investiguer les mécanismes par lesquels le gluten est
capable d’activer la tTGII. Ensuite, nous avons traité notre modéle exposé au gluten avec
deux inhibiteurs pharmacologiques de I'’enzyme obtenu grace a notre collaboration avec
le laboratoire du Dr. Chaitan Khosla a I'université de Stanford. De maniére remarquable,
une telle inhibition enzymatique avec I'un ou l'autre inhibiteur permet de prévenir la
survenue de I'atrophie villositaire, démontrant donc que son activation est nécessaire a
la pathogenése de la maladie. Ce résultat inscrit non seulement I'enzyme comme une
cible thérapeutique potentielle trés intéressante mais souligne a nouveau le fait que la
modification post-traductionnelle d’un antigéne est un mécanisme assurant I'apparition
de néo-épitopes, lesquelles sont responsables de la perte de la TO du systeme
immunitaire face a ces antigénes initialement non immunogeénes (307). Plus précisément,
dans le contexte cceliaque, ce concept démontre que la déamidation du gluten par la tTGII

amplifie la réponse adaptative médiée par les cellules T CD4* ce qui permet in fine le
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dépassement d’un seuil inflammatoire conduisant a I'apparition des |ésions tissulaires. De
tels résultats nous permettent de valider la puissance de notre modele en tant que nouvel

outil préclinique dans la recherche de thérapies alternatives a la diéte sans gluten.

Finalement, les modéles murins DQS, IL-15""¥E¢ DQ8-IL-15', DQ8-IL-15'5¢ et DQS-
IL-15"XEC sont des outils précieux qui, ensemble, nous ont permis de mieux cerner les
roles respectifs mais également interdépendants du gluten, de I'immunité innée et
adaptative, de la tTGIl et finalement de I'haplotype HLA-DQS8 dans le développement et
le décours de la maladie. Les études transcriptionnelles qui en découlent ont de nouveau
conforté I'implication de genes intervenant dans I'immunité tant innée qu’adaptative, en
paralléle a la forte association du CMH de classe Il dans la pathologie. Ces résultats
illustrent les similitudes existantes entre la MC et la famille des pathologies auto-immunes
polygéniques organe-spécifiques, présentant elles aussi le méme type d’association. La
MC et les connaissances qui y sont associées constituent donc un modele d’étude unique
tres intéressant pour la compréhension de ces pathologies auto-immunes. De maniere
générale, ces pathologies semblent reposer sur un dialogue bidirectionnel établit entre la
réponse innée du tissu cible enflammé et la réponse adaptative face a un antigene
exogéne ou endogene. La tempéte cytokinique qui en résulte, et dont I'étiologie est
probablement multiple, permet alors a son tour I'amplification du stress tissulaire, le
recrutement, I'activation et la prolifération des cellules T cytotoxiques, conduisant alors
a la destruction du tissu cible. Nos différents modeles associant différents génotypes et
illustrant la forme potentielle et la forme latente de la maladie laissent également
comprendre que le dépassement d’un certain seuil inflammatoire est nécessaire pour le
développement d’un phénotype pathologique complet et que ce seuil est dépassé grace
a différents facteurs permettant ensemble I'amplification de la réponse adaptative. Par
exemple, en ce qui concerne la MC, nous avons pu démontrer que la forme potentielle

est caractérisée par une surexpression de I'IL-15 dans la Lp mais pas dans I’épithélium et
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gu’elle nécessitait justement cette surexpression épithéliale pour activer la fonction
cytotoxique des LIEs et I'expression de molécules de stress épithélial. Un autre élément
participant au dépassement de ce seuil est 'activation nécessaire de la tTGll pour le
développement de |'atrophie villositaire. Cette activation permet la déamidation du
gluten et par conséquent le recrutement supplémentaire de cellules T CD4* spécifiques
de ce gluten déamidé. Néanmoins, comment la tTGIl devient activée dans le décours de
la MC reste une énigme. Globalement, comment les enzymes associées au décours de
certaines pathologies auto-immunes organe-spécifiques deviennent activées est une
qguestion clé demeurant actuellement sans réponse. La résolution de cette question

guidera vers d’importantes implications thérapeutiques.

Pour conclure, ce travail répond a la longue absence d’'un modele complet pour
I’étude de la maladie. Ensuite, il illustre le caractere polygénique et multifactoriel des
maladies auto-immunes ainsi que leur interdépendance pour non seulement activer mais
aussi amplifier la réponse immunitaire erronée, assurant ainsi la destruction du tissu cible.
Néanmoins, ce modéle présente bien évidemment ses propres limites et ses points
faibles. Notre équipe tend actuellement vers son amélioration, traduisant donc peut-étre
la longue route gu’il nous reste a parcourir avant de développer un modéle cceliaque
absolument parfait. Cela dit, il ne faut pas voir ces limites comme des obstacles a
I’évolution du savoir. Elles stimulent plutét le développement de modeles
supplémentaires et c’est précisément au travers de I’évolution et le raffinement de ces
derniers que la mécanistique de la MC finira par révéler ses derniers secrets, dans lesquels
se trouve probablement la solution thérapeutique ultime. Le cinquieme et dernier
chapitre de ce manuscrit s’intéresse aux limites de notre modele et aux futures directions
qui permettront de le raffiner. Finalement, nous aborderons certains domaines de la

maladie dans lesquels le modeéle pourra étre exploité.
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Chapitre 5. Limitations, futures directions et exploitation du

modele

5.1 Limitations et futures directions

5.1.1 Atrophie sévére et pénétrance limitée

Le modele décrit dans cette recherche trouve notamment sa force dans sa
capacité a spontanément développer une atrophie villositaire sévere lorsqu’il est exposé
au gluten. Néanmoins, cette force peut devenir une faiblesse si la souris est employée
dans un contexte d’étude de facteurs environnementaux favorisant la sévérité de la
pathologie puisqu’il deviendra difficile, voire impossible, d’apprécier le degré
d’implication du facteur testé. Aussi, on notera que la pénétrance de la maladie dans
notre modele est de 75% et non de 100%. Ceci laisse présager l'intervention d’éléments
aléatoires non identifiés semblant étre nécessaires au développement de I'atrophie

villositaire.

5.1.2 Caractérisation de la réponse CD4" spécifique du gluten

Parallelement au réle fondamental de I'lL-15 dans le décours de la maladie, la
réponse immunitaire adaptative médiée par les cellules T CD4* spécifiques du gluten joue
également un role essentiel dans sa pathogenése. Nous avons pu démontrer |'effet
protecteur d’'une déplétion de cette population cellulaire. Ce méme effet est également
obtenu suite a I'absence de I’'HLA-DQS8 et a I'inhibition de la tTGIl ce qui atteste non
seulement de la nécessité de cette réponse T dépendante mais aussi du besoin de

I'amplifier pour conduire au développement de I'atrophie villositaire. Cependant, on
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pourrait reprocher a I'expérience de déplétion des cellules T CD4* d’étre non spécifique
puisque c’est I'ensemble de ces cellules qui est éliminé et non pas la population des CD4*
spécifiques du gluten. Néanmoins a ce jour, on ne dispose d’aucun outil permettant
d’assurer cette propreté d’action. Aussi, I'étude de I'impact de cette réponse Th1l n’est
pas une approche aisée dans la mesure ol cette population s’avere oscillée entre 0,1 et
1,2% de I'ensemble des CD4* présents dans la muqueuse intestinale (372). L'étude de
cette population via I'exploitation de notre modele pourrait passer par |'isolation et
I’enrichissement de la population totale des CD4* a partir de la Lp et des GM. Ensuite la
technologie des tétrameres des molécules de DQ8 chargées avec un peptide
immunodominant du gluten pourrait-étre exploitée afin d’identifier ou non la présence
de cette population spécifique par cytométrie en flux (373). Si la possibilité d’isoler cette
population s’avere étre un succes, alors I’étude de son profil transcriptionnel pourrait étre
évaluée dans la souche IL-15'™EC et dans la souche DQ8-IL-15"EC traitées avec un
inhibiteur de la tTGII. Ces approches permettraient d’étudier le niveau d’activation de la
réponse Thl et pourquoi pas de la comparer directement au niveau d’activation des LIEs.
Ceci permettrait donc de confirmer la nécessité du DQS8 et de |'activité de la tTGII dans
I'amplification de la réponse CD4* spécifique du gluten et donc dans le développement

de I'atrophie villositaire.

Parallelement a cette approche, le laboratoire du Dr. Jabri travaille actuellement
a I'obtention d’un modéle DQ8-IL-15"¥EC TCR transgénique. A I'image du modéle TCR OT-
Il pour I'ovalbumine, les cellules T de ces souris présenteraient un TCR spécifique pour le
gluten. Un tel modeéle va permettre de contourner les difficultés liées a la rareté de cette
population. Surtout, un tel outil va permettre une étude précise de la cinétique de cette
réponse anti-gluten au cours du temps et permettre d’évaluer 'activation et I'expansion

de cette réponse en parallele de I'exposition au gluten. Ici aussi, I'exploitation des
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inhibiteurs de la tTGIl va permettre d’apprécier I'effet de la déamidation du gluten par

cette enzyme sur I'amplitude de la réponse des CD4* spécifiques du gluten.

Finalement, de précédentes études réalisées par notre équipe ont permis
d’identifier les séquences des TCRs ayant une spécificité pour la forme naive de la
gliadine, pour sa forme déamidée ainsi que pour chacune des deux formes lorsqu’elles
sont présentées dans un contexte HLA-DQS8 (106). Un des objectifs du laboratoire est donc
de générer ces modéles au TCR transgéniques et de les croiser au modéle DQ8-IL-15LP*EC,
Une telle approche permettra la dissection de la dynamique de la réponse des
lymphocytes CD4* a la gliadine ainsi que les conséquences de la déamidation de cette

derniere.

5.1.3 Comparaison des molécules du HLA prédisposant a la maladie

Le modele développé dans ce travail est caractérisé par I'expression de I’haplotype
HLA-DQ8 mais comme le révele les études épidémiologiques, ce variant concerne entre
5-10% de la population coeliaque la ol I’'haplotype HLA-DQ2 couvrent les 90-95% restant,
démontrant ainsi une susceptibilité bien plus élevée quant au développement de la
pathologie. Les études dédiées a la biologie de ces variants proposent qu’ils puissent
présenter des épitopes de gluten de nature différente. En effet, I'haplotype HLA-DQS8
serait capable de fixer des peptides de gluten natifs la ol le variant HLA-DQ2 en serait
incapable (101, 106, 374). Inversement, le spectre des peptides déamidés fixés par
I’haplotype HLA-DQ2 serait plus large que celui de I’haplotype HLA-DQ8 (100, 123). Ces
pistes pourraient expliquer les différences épidémiologiques entre ces deux variants. En
conséquence, et bien qu’il ne s’agisse pas ici d’'une limite a proprement parlé de notre
modele, ce dernier est insuffisant a lui seul que pour entamer des investigations dans ce

domaine. Il serait donc trés intéressant d’obtenir un variant DQ2-IL-15""€C en plus de
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I’actuel DQS8- IL-15""EC¢ afin de comparer le profil du développement de la maladie dans
les deux modeéles ou encore afin de tester la pénétrance de la pathologie selon les
épitopes de gluten utilisés dans les deux modeéles. Notre équipe travaille actuellement a
I'obtention du modéle DQ2-IL-15'"¥E¢ par croisement de la souche IL-15'"¥E¢ qvec une

souche humanisée HLA-DQ2 récemment obtenue.

5.2 Exploitation du modele

5.2.1 Investigation des mécanismes contrdlant I’activation de la tTGlI

Comme nous l'avons vu, la littérature dispose de résultats démontrant que I'lFN-
v est un des facteurs conduisant a I'activation de la tTGIl (250, 311). Parallelement a cela,
notre modele a démontré que la consommation de gluten s’accompagne d’une
augmentation de la réponse en IFN-y dans la muqueuse intestinale et que ce méme gluten
est responsable de |'activation de la tTGIl. En conséquence, une piste intéressante a
investiguer est que la consommation de gluten permet I'activation de la tTGIl via
I'intermédiaire de I'IFN-y sécrété par les cellules T CD4* spécifiques du gluten. Une
maniére relativement aisée de vérifier cette hypothése est de tester I'état d’activation de
cette enzyme sur les coupes histologiques cryopréservées et issues des expériences de
déplétion des cellules T CD4*. En effet, et tel que décrit dans la rubrique matériel et
méthode, chacune de nos expériences est précédée d’'une injection d’'un substrat de
I’enzyme, le 5-BP, dont la détection par marquage immunohistochimique atteste de I'état
d’activation de I'’enzyme. Si le signal s’avere négatif, ceci indiquera que la souris DQ8-IL-
15'P¥EC consommant du gluten présente une activation de I’enzyme suite a la réponse des
cellules T CD4* spécifiques du gluten. Nous pourrons alors confirmer que cette population

cellulaire active I'enzyme grace a la production d’IFN-y en pratiquant de la méme maniere
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sur les coupes histologiques cryoproéservées issue des expériences de neutralisation de
I'IFN-y dans les souris DQ8-IL-15'"E consommant du gluten. Il serait également
intéressant d’évaluer si I'activation de cette enzyme nécessite I'amplification de la
réponse T CD4* gluten spécifique via la présence de I’haplotype HLA-DQS8 puisque, méme
si elles présentent un état d’activation inférieur, les souris IL-15"¥EC présentent tout de
méme des anticorps dirigés contre le gluten déamidé. Si I’'hypothése suivant laquelle Ia
réponse Thl conduit a I'activation de la tTGIl s’avére correcte, alors on devrait observer
un niveau d’activation de I'’enzyme légérement inférieure dans ces souris IL-15""EC

comparé au souris DQ8- IL-15-PXEC,

Nous avons vu au point 1.3.2.2.C que le passage de la forme ouverte inactive a la
forme ouverte active de la tTGIl passe par une étape de réduction des ponts disulfures
présents au niveau de son site catalytique (305). La thiorédoxine, une protéine
notamment produite par les monocytes, semble assurer cette réduction et ainsi garantir
la fonction de déamidation de I'enzyme (312, 375). Appliqué au contexte cceliaque, il
serait intéressant d’évaluer le niveau d’expression de cette protéine dans la muqueuse
intestinale des souris DQ8-IL-15'"¥EL exposées ou non au gluten. Si I'expression
transcriptionnelle de cette derniéere est plus élevée dans les souris exposées au gluten, il
s’agirait d’'une bonne piste concernant la mécanistique d’activation de I'enzyme en
présence de gluten. Aussi, on pourrait envisager de traiter notre modéle avec un
inhibiteur de cette protéine en paralléle de la consommation de gluten et évaluer I'état

d’activation de I'enzyme tel que décrit précédemment.

5.2.2 Investigation de la réponse CD8"* cytotoxique

Nous avons pu démontrer dans notre recherche que les cellules T CD8*

cytotoxiques jouent un role fondamental dans la destruction du tissu épithélial puisque
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la déplétion de ce type cellulaire s’accompagne d’une protection du tissu épithélial
lorsque la souris est exposée au gluten. De nombreuses études ont suggéré que cette
activité cytotoxique des CD8" a l'encontre de I'épithélium est médiée via une
reprogrammation du phénotype des récepteurs NK, ce que nous avons également pu
mettre en évidence dans cette population cellulaire. Néanmoins, d’autres études
suggerent également une implication possible du TCR en parallele des récepteurs NK.
Comme nous I'avons abordé au point 1.3.2.3.B, cette potentielle spécificité du TCR des
cellules T CD8* pour le gluten reste une énigme dans le domaine. Une expérience simple
basée sur 'utilisation de notre modeéle consisterait a étudier la population des cellules T
CD8" issues de I'épithélium et de la Lp de ces souris exposées au gluten tel que décrit
précédemment. La technologie des tétraméres de CMH de classe | chargés avec un
peptide immunodominant du gluten peut ensuite étre exploitée afin d’identifier ou non
la présence de cette population spécifique par cytométrie en flux. Aussi, cette technologie
permettrait de tester la spécificité des cellules T CD8" pour différentes séquences

immunogéniques du gluten.

Un deuxiéme élément qu’il faut bien intégrer concernant la biologie des cellules T
CD8* cytotoxiques appliquée a la MC est que leur capacité a médier la destruction du tissu
épithélial repose sur des signaux issus de I'immunité adaptative et de signaux issus de
'immunité innée. L’hypothese initiale fit que I'immunité adaptative, via les cellules T
CD4* gluten spécifiques restreintes au DQS, fournit I'aide nécessaire aux cellules T CD8*
dans les GM et la Lp afin de les licencier pour la destruction du tissu épithélial. Néanmoins,
ce signal adaptatif ne suffit pas, tel qu’observé dans notre modéle DQS8-IL-15". Il faut
également une signalisation innée, fournie ici par I'IL-15 transprésentée par |'épithélium
a ces cellules T CD8" et leur indiquant la présence d’une cible pour leur activité
cytotoxique. Il serait donc intéressant d’étoffer cette observation faite dans notre modele

en étudiant le profil transcriptionnel des cellules T CD8* intraépithéliales des souris DQ8-
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IL-15"EC sous gluten, des souris DQS8-IL-15'"¥EC sous gluten mais déplétées de leur
cellules T CD4* et finalement des souris DQ8-IL-15'. Une telle approche nous permettrait
d’objectiver les voies de signalisations sur lesquelles I'lL-15 et les CD4* agissent

séparément puis, ensembles.

5.2.3 Investigation du role de la réponse humorale

Le développement de notre modeéle a permis de confirmer le statut de la MC
comme une pathologie principalement orchestrée par les lymphocytes T. En parallele de
cette réponse immunitaire gouvernée par les cellules T CD4* et CD8*, la maladie se
caractérise également par une réponse humorale intestinale puissante, traduite par une
importante plasmocytose dans la Lp du patient et par une production massive d’anticorps
dirigés contre le gluten et d’auto-anticorps dirigés contre la tTGIl. Aussi, et comme nous
I'avons vu, les titres sériques de ces anticorps anti-tTGIl corrélent directement avec le
degré de sévérité des lésions observées au niveau du tissu épithélial (163-165). En
paralléle de cette présence dans le torrent circulatoire, I"apparition de dépo6ts de ces
anticorps a la surface épithéliale et en bordure de la membrane basale épithéliale précéde
I'apparition des lésions intestinales (182, 184, 281). Ces deux observations semblent
incriminer ces anticorps dans la pathogenese de la maladie mais leurs réles précis restent
nébuleux, le peu de données actuelles résultent principalement d’études in vitro. Aussi,
I'implication générale des lymphocytes B dans la pathogenése de la maladie est un

domaine encore trés peu exploité, notamment suite a I'absence de modele in vivo.

Néanmoins, et de maniere plus globale, le réle de ces cellules dans le
développement des pathologies auto-immunes présente depuis plusieurs années un
certain regain d’intérét. Celui-ci s’explique dans la mesure ou les thérapies de déplétion

ont présenté un avantage clinique certain dans plusieurs de ces pathologies telles le
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diabéte de type | ou la polyarthrite rhumatoide (285, 376). Deés lors, nous avons une
opportunité unique d’investiguer in vivo la contribution des cellules B dans le
développement de la maladie en exploitant notre modele murin. Le rationnel derriére
une telle investigation repose sur 3 éléments clés des cellules B. Premiérement ce sont
d’excellentes CPA, elles pourraient donc directement amplifier la réponse des cellules T
CD4* spécifiques du gluten en présentant directement le gluten déamidé a ces cellules.
Deuxiémement, elles peuvent sécréter toutes une batterie de cytokines qui, dans un
contexte pro-inflammatoire, pourraient également amplifier la réponse des cellules T
CD4* voir méme celle des cellules T CD8" cytotoxiques. Finalement, elles évoluent en
plasmocytes sécréteurs d’anticorps et le rble potentiellement pathogénique des

anticorps ciblant la tTGIl n’a pas encore été investigué in vivo.

Tout comme les expériences réalisées pour la déplétion des cellules T CD4* et des
cellules T CD8*, I'objectif est ici de dépléter notre modele murin de ses cellules B via
I'injection d’un anticorps déplétant tout en conduisant I'exposition au gluten. Les
conséquences de I'absence des cellules B seront alors évaluées sur les caractéristiques du
développement de la pathologie puis sur le profil de la réponse des cellules T CD4*
spécifiques du gluten, comparativement aux souris non déplétées. En ce qui concerne le
role potentiellement pathogénique des anticorps anti-tTGll, des transferts passifs de
sérum de patients cceliagues comportant des taux sériques élevés en ces anticorps
pourraient étre effectués dans notre modele afin d’évaluer s’ils induisent ou exacerbent
le développement des caractéristiques de la maladie. Finalement, le croisement de notre
actuel modele avec une souche présentant des cellules B capables de maturer sans
sécréter d’anticorps pourrait également étre envisagée afin de ségréger le role joué par

les cellules B en tant que tel de celui joué par les anticorps qu’elles produisent.
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Une telle approche nous permettrait d’apporter pour la premiére fois une certaine
lumiére sur le role joué par la réponse humorale dans le décours de la maladie tout en
apportant une piece supplémentaire a la résolution du puzzle de sa pathogenése. Aussi,
I'identification d’un potentiel role délétére des lymphocytes B au travers de leur
différentes fonctions permettrait de valider leur inscription dans la liste des potentielles
cibles thérapeutiques apportant une alternative a la diete sans gluten. Enfin, et de
maniére similaire au travail présenté dans ce manuscrit, la compréhension de leur réle
dans la pathologie cceliague permettra trés certainement une translation de ces notions

appliquées a d’autres pathologies auto-immunes.

5.2.4 Investigation du role du microbiome intestinal

Les pathologies auto-immunes inflammatoires, bien que fondamentalement
différentes dans leurs phénotypes, semblent avoir en commun cette nécessité
d’interaction entre des facteurs génétiques et des facteurs environnementaux, lesquelles
conduisent au développement d’une réponse immunitaire complexe au niveau du tissu
cible, ce dernier étant finalement détruit. La MC n’échappe pas a la regle et ce travail nous
a permis d’illustrer le concept suivant lequel la réponse immunitaire complexe qui y est
associée résulte d’interactions entre un fond génétique particulier et la consommation de
gluten. D’autres éléments environnementaux sont néanmoins suspectés dans la survenue
de la pathologie tels que I’dge d’instauration du gluten dans I'alimentation, les infections
intestinales ou encore la composition du microbiome de l'individu. L'implication et la
coopération de ces facteurs dans la pathologie ne sont pas encore élucidées mais leur
compréhension pourrait orienter les futures thérapies proposées aux patients et

constitue donc un domaine a ne pas ignorer.
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Notamment, le microbiome est un sujet particulierement intéressant dans ce
champ de recherche dans la mesure ou de nombreuses études ont déja pu relever son
implication dans les pathologies inflammatoires chroniques telles que la maladie de
Crohn, la colite ulcéreuse, le diabéete de type | ou méme I'obésité (25, 136, 270). Tel que
discuté au point 1.2.5.2.B, les études concernant le microbiome dans le cadre cceliaque
sont encore jeunes mais les données épidémiologiques comparant les facteurs
influencant la composition du microbiome et le risque de développer la pathologie ou
encore celles pointant une dysbiose chez les individus cceliagues soulignent un certain
role potentiel de ce facteur environnemental (94, 137-139). Au niveau mécanistique, il y
a deux idées. Premierement, la présence ou |'absence de genres bactériens particuliers
chez les individus cceliaques pourrait déréguler la balance entre les genres anti-
inflammatoires et pro-inflammatoires, favorisant des lors le développement de la
pathologie chez les individus prédisposés. Deuxiemement, les genres bactériens ont des
activités catalytiques différentes, certaines favorisants un catabolisme du gluten vers des
épitopes plus ou moins immunogénes. Toute dysbiose du microbiome peut donc faire
pencher la balance vers une plus grande concentration d’épitopes immunogénes selon le

genre favorisé.

L'exploitation de notre modele murin permettrait donc d’investiguer davantage
ces pistes et d’évaluer si des modulations du microbiome influencent la sensibilité au
gluten. Un traitement par antibiotique ou encore une déclinaison axénique de la souris
DQ8-IL-15"EC permettrait d’évaluer le développement de la pathologie suite a la

consommation de gluten en I'absence de tout acteur microbien.
Si ces souris axéniques ne développent pas la pathologie, ceci atteste d’un réle

certain du microbiome dans le développement de la pathologie. Une forme gnotoxénique

pourrait alors étre développée, I'avantage de cette derniere étant de controler I'ajout
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d’un ou plusieurs micro-organismes connus. Cette approche nous permettrait dés lors
d’identifier directement les genres bactériens impliqués dans le développement de la
pathologie. Au contraire, si 'absence du microbiome favorise le développement d’une
forme encore plus sévere de la pathologie, ceci orienterait plutdt la discussion vers le role
immunorégulateur de la flore bactérienne intestinale. Gardons cependant a I'esprit
gu’une telle approche ne reflete pas les conditions cliniques réelles du patient cceliaque.
Néanmoins, elle permettrait de comprendre davantage comment un déséquilibre du
microbiome présente des répercussions non négligeables, en particulier si I'individus est

génétiquement prédisposé au développement de la pathologie.

5.2.5 Investigation de I’exposition précoce au gluten sur la perte de la tolérance

orale

Comme nous l'avons vu a la section 1.2.5.2.B, la MC se développe généralement
chez le nourrisson et I'introduction du gluten avant 4 mois ou aprés 6 mois d’age semble
encourager le développement de la maladie chez les jeunes individus prédisposés.
Parallelement a cela, les études sur la TO ont mis en évidence I'existence d’une période
prénatale et postnatale précoce ou l’exposition a certains antigénes protéiques
alimentaires conduit a une activation du systéme immunitaire plutét qu’au
développement de la TO. Ces différents aspects pourraient donc pour la premiére fois
bénéficier d’'une étude in vivo via |'exploitation du modeéle proposé dans cet écrit.
Différents protocoles pourraient ainsi étre testés afin d’évaluer I'impact du gluten en
fonction de la période a laquelle il est introduit dans I'alimentation. Premierement, une
exposition prénatale au gluten via la présence de cet antigéne alimentaire dans la diete
des femelles gestantes pourrait étre considéré quant a sa capacité a induire ou non une
entéropathie dans les portées. Ensuite, I'introduction du gluten chez la mere durant la

période de sevrage pourrait également étre une piste a investiguer en ce qui concerne la
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présence de peptides de gluten dans le lait maternel. Finalement, une exposition de la
portée juste aprés le sevrage est également a considérer. Les résultats permettraient
d’évaluer si les mécanismes de la TO avant et apres sevrage sont suffisants pour contrer
le développement de la pathologie chez des individus génétiquement prédisposés et
surexprimant I'lL-15 dans la muqueuse intestinale. Ce type d’expérimentation
nécessiterait évidemment d’étre particulierement attentif a la dose de gluten employée,

ainsi qu’a la durée d’exposition durant ces périodes précoces de la vie.

5.2.6 Investigation de nouvelles solutions thérapeutiques

Pour conclure ce manuscrit, nous retiendrons que le développement et
I’amélioration de notre modéle murin DQS8-IL-15""¥EC 3 pour objectif de faire évoluer
notre compréhension de la MC. La résolution des mécanismes conduisant a sa
pathogenese aboutira bien évidemment a l'identification de nouveaux acteurs pouvant
s’inscrire comme potentielles cibles thérapeutiques. C’est ici que la force préclinique de
notre modele prend tout son sens puisqu’en plus d’étre instructif, il va nous permettre
de directement tester le rationnel de cibler ces acteurs dans le cadre d’une recherche
thérapeutique. Nous avons déja pu démontrer des résultats trés encourageants quant a
I'inhibition de I'lL-15 ou de la tTGIl. De nouvelles cibles seront trés probablement
identifiées et évaluées, encourageant ainsi le développement de thérapies alternatives a
la diete sans gluten qui, comme nous l'avons vu, est lourde de conséquences voir
inefficace en ce qui concerne les patients réfractaires. Ainsi, la recherche dans le domaine
de la MC est encore longue, mais une chose est certaine, elle n’en demeure pas moins

excitante et la perspicacité des leaders de son domaine lui assure de beaux jours.
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