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Abstract. The colon is primarily responsible for absorbing fluids. It contains a large number of mi-
croorganisms including fungi, which are enriched in its distal segment. The colonic mucosa must
therefore tightly regulate fluid influx to control absorption of fungal metabolites, which can be toxic
to epithelial cells and lead to barrier dysfunction. How this is achieved remains unknown. Here, we
describe a mechanism by which the innate immune system allows rapid quality-check of absorbed
fluids to avoid intoxication of colonocytes. This mechanism relies on a population of distal colon
macrophages that are equipped with “balloon-like” protrusions (BLPs) inserted in the epithelium,
which sample absorbed fluids. In the absence of macrophages or BLPs, epithelial cells keep absorbing
fluids containing fungal products, leading to their death and subsequent loss of epithelial barrier in-
tegrity. These results reveal an unexpected and essential role of macrophages in the maintenance of
colon-microbiota interactions in homeostasis.

Résumé. Une des principales fonctions du colon est d’abriter la plus large proportion de microorga-
nismes du corps humain, ainsi que d’absorber les fluides issus de la digestion. Ainsi, la muqueuse du
colon doit constamment affronter I'arrivée de produits potentiellement dangereux. Comment le sys-
téme immunitaire périphérique du c6lon assure-t-il la surveillance des fluides absorbés? Il a été mon-
tré que les macrophages sont des acteurs majeurs du syst¢eme immunitaire intestinal. Nous proposons
que les macrophages associés a la muqueuse épithéliale participent au maintien des fonctions des ré-
gions proximales et distales du c6lon. Nous avons observé que les macrophages des régions distales
possedent des « balloon-like protrusions », ou BLP, qui contactent les cellules épithéliales. Notre hypo-
these de travail propose que les BLPs des macrophages servent de senseurs évaluant les fluides absor-
bés et contrdlant le niveau d’absorption de I'épithélium intestinal, afin d’éviter que des métabolites
fongiques potentiellement dangereux puissent atteindre la circulation.
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1. Introduction

The gut is a unique environment that is continu-
ously exposed to food antigens but also to arich com-
munity of micro-organisms. Its function, essential to
the body;, relies on the efficient absorption of nutri-
ents and electrolytes, which is one reason why the
intestinal barrier is relatively thin. However, this can
become problematic for the host if toxic substances
from the lumen reach the bloodstream [1]. A disrup-
tion of the intestinal barrier can therefore lead to
pathological situations, ranging from nutrient depri-
vation [2], to inflammatory bowel disease [3], or sep-
sis [4], to multi-organ failure [1].

Depending on the region of the intestine, the ep-
ithelial barrier faces different challenges. The colon,
in particular, the epithelium is exposed to the ex-
treme osmotic pressure, that can reach 10 atm and
is required to absorb water and solidify the feaces [5],
but at the same time, distal colon hosts enriched mi-
crobial communities, consisting of bacteria, fungi,
archaea and viruses [6]. Fungi, which are particu-
larly abundant in the distal colon [7], can produce
metabolites that trigger apoptosis of intestinal ep-
ithelial cells [8], thereby potentially compromising
the integrity of the intestinal barrier. This is one of the
reasons why the intestinal barrier is the main target
of many fungal toxins, such as gliotoxin, aflatoxin [9],
trichothecenes or candidalysin.

The colonic mucosa therefore tightly regulates
fluid absorption while limiting the entry of toxic fun-
gal metabolites into the epithelial cells or even into
the bloodstream. Currently, the regulatory mecha-
nisms responsible for this balance remain unknown.

Under homeostatic conditions, macrophages
are the most abundant immune population in the
gut. They mainly differentiate from monocytes in
response to local signals. Intestinal macrophages
reside in the lamina propria, or in the muscular
part of the intestinal wall where they participate
in various biological processes such as the degra-
dation of microorganisms [10], the silent elimina-
tion of apoptotic bodies [11], tissue repair [12] and
gastrointestinal motility [13]. In addition, intestinal
macrophages limit inflammation [14], facilitating
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food tolerance [15]. Their function is closely linked
to the presence of microbiota [16] and explains why
they are found in greater numbers in the colon than
in the small intestine [17].

Interestingly, in the colon, macrophages are found
in close association with epithelial cells [18] and their
mislocalization of is involved in the loss of intestinal
barrier integrity, which is observed in inflammatory
bowel diseases such as ulcerative colitis and Crohn
disease [19]. Macrophages are therefore ideally po-
sitioned to orchestrate the interactions between ep-
ithelial cells and the microbiota, and thus maintain
colonic homeostasis.

The main question of our work was to identify
the role of colonic macrophages in the integrity and
function of the intestinal epithelial barrier in home-
ostasis [20].

In summary, we have described a mechanism by
which the innate immune system allows rapid and
effective control of the quality of absorbed fluids to
avoid colonocyte intoxication [20]. This mechanism
relies on a population of macrophages in the dis-
tal colon equipped with “balloon” like protrusions
(BLPs) inserted into the epithelium to sample ab-
sorbed fluids. In the absence of macrophages or
BLPs, epithelial cells continue to take up fluids con-
taining fungal products, resulting in their death and
subsequent loss of epithelial barrier integrity.

These results [20] revealed for the first time an
unexpected and essential role for macrophages in
maintaining interactions between the colonic ep-
ithelial barrier and the microbiota, playing a key role
in the maintenance of intestinal homeostasis.

2. Results

2.1. Macrophages control epithelial cell survival
and barrier integrity in the distal colon

The intestinal immune system is highly compart-
mentalized, with different cell populations dis-
tributed in a gradient along the intestine. This is
particularly true for macrophages (M®s), which are
present in greater numbers in the colon compared
to the small intestine. Mds in the colon contribute
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Figure 1. Macrophages are required for the survival of epithelial cells in the distal colon and form “balloon-
like” protrusions inserted between epithelial cells [20]. (A) Experimental scheme of M¢ removal in the CD64PTR
mouse model. (B) Proximal and distal colon 44 h after the first DT injection, 50 um scale. (C) Number of apoptotic
epithelial cells per crypt in the distal or proximal colon of CD64WT or CD64P™ mice. Results are presented as
mean + SEM, Kruskal-Wallis multiple comparison test, * P < 0.05. (D) Serum fluorescence intensities of CD64"T or
CD64PTR Jittermates 5-10 min after intra-rectal administration of a hypotonic Hydrazide-AlexaFluor633 solution. (E)
Morphological differences of M@ in the proximal and distal colon. Complete staining of the distal and proximal colon
of CD11c: Cre/R26mTmG mice. Arrows indicate BLPs, epithelial-stromal boundary is indicated by the dashed line,
scale bars—50 um. (F) Single M¢ forming BLPs (left) or thin extensions (right). The yellow star indicates cell bodies,
BLPs with green arrows, extensions with green arrowheads, scale bar—2 pm. (G) Number of PLBs, normalized by crypt
(left) or by M (right) in the distal and proximal colon. (H) Amount of M¢ in the proximal and distal colon, analysed
by imaging and flow cytometry. (I) Number of extensions, normalized by M¢ in the distal and proximal colon.
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to the maintenance of the epithelial integrity and
their absence is correlated with the development of
ulcerative colitis and Crohn disease [21]. However,
the mechanism(s) by which M¢s perform this home-
ostatic function in vivo remain unknown. To address
this question, we depleted Ms using the CD64P™R
mouse model [22] and then assessed the status of the
epithelium (Figure 1A, [20]). We analyzed the prox-
imal and distal colon as these two areas are known
to have many differences in terms of physiology and
microbial composition [23]. The absence of colonic
Mds in our model was verified by flow cytometry and
imaging in both colonic segments. Unexpectedly, we
found that M¢ depletion led to massive apoptosis of
epithelial cells in the distal but not proximal colon
(Figure 1B,C, [20]). Our results therefore suggest that
Mdos promote epithelial cell survival particularly in
the distal colon.

To assess the impact of epithelial cell death on
intestinal permeability, we perfused CD64"" and
CD64D™ mice intra-rectally with a hypotonic so-
lution containing a small fluorescent molecule hy-
drazide and then measured its appearance in the
blood. We found that hydrazide was more abundant
in the blood of M¢-depleted mice compared to con-
trol animals (Figure 1D, [20]), indicating a loss of bar-
rier integrity in these animals. Overall, these results
show that M¢ are required for epithelial cell survival
and intestinal barrier integrity in the distal colon.

2.2. Distal colonic macrophages insert “balloon-
like” protrusions between epithelial cells

These results prompted us to investigate the tissue
distribution of M¢s and/or their physical interac-
tion with epithelial cells in the proximal and distal
colon. To address this question, we performed im-
munostaining of the proximal and distal colon iso-
lated from CD11c-Cre/R26mTmG mice [24]. In this
mouse model, all cells that express CD11c through-
out their differentiation, which include intestinal
Ms (and dendritic cells), switch from membrane-
tomato to membrane-GFP expression, allowing bet-
ter visualization of these cells in the tissue. Us-
ing these animals, we observed a population of
phagocytes in the distal colon that physically inter-
acted with epithelial cells through balloon-like mem-
brane protrusions (Figure 1E,E [20]), hereafter re-
ferred to as “balloon-like protrusions” or BLPs. The
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cell bodies of these cells were located around the
opening of the crypts. Immunostaining showed that
BLPs™* cells were formed by bona fide intestinal Mcs
(CD11b* MHCII* F4/80" CX3CR1*" CD64" CD103~
CX3CR1~ GFP*) and as a result they were lost in
toxin-injected CD64P™ mice [25]. Strikingly, a re-
duced number of BLPs was observed in the proximal
colon (Figure 1E,G), although the crypts of the proxi-
mal and distal colon contained a similar number of
Ms (determined by flow cytometry and imaging,
Figure 1H, [20]). We conclude that the distal colon is
enriched in Mds equipped with balloon-like mem-
brane protrusions inserted at the base of the epithe-
lial cells.

2.3. Intestinal fungi increase BLPs formation of
macrophages

These results led us to evaluate the impact of mi-
crobiota on BLP* M¢s [20]. The colon harbors the
largest amount of microorganisms in the body, in-
cluding bacteria and fungi [6]. To assess the po-
tential effect of bacteria and fungi on BLPs forma-
tion, we targeted each population with a cocktail of
broad-spectrum antibiotics or antifungal agents re-
spectively. No effect of antibiotics on BLPs formation
was observed (Figure 2A, [20]). In contrast, two anti-
fungal agents, fluconazole and amphotericin B, sig-
nificantly decreased the number of protrusions (Fig-
ure 2A,B, [20]) without changing the total number of
Mds, as shown by flow cytometry. We have previously
shown that these drugs efficiently reduce the amount
of intestinal fungi in mice [26] but by different mech-
anisms [27]. TOf note, the combination of flucona-
zole or amphotericin B with antibiotics showed no
additive effect (Figure 2C, [20]), suggesting that these
two antifungal agents do not act indirectly on BLPs,
i.e. by stimulating the expansion of colonic bacteria.
These results therefore suggest that fungi residing in
the distal colon may promote PLB formation in the
subepithelial M.

To directly assess the role of fungi in the induction
of BLPs, we colonized germ-free mice with modified
Schaedler flora (ASF), a well-defined community of
eight bacterial species [28] or with the intestinal fun-
gal pathobiont Candida albicans. Notably, fungal col-
onization induced strong BLPs formation in the distal
colon of germ-free mice that were otherwise devoid
of these structures, whereas bacterial colonization
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Figure 2. Intestinal fungi stimulate PLB formation and account for epithelial death in the absence of M¢ [20]. (A) Number
of BLPs in the distal colon of mice treated with an antibiotic cocktail (AB) or an antifungal agent (fluconazole, fluc).
(B) Number of PLBs, normalized per crypt in the distal colon of mice treated with an antifungal agent (amphotericin B,
AmphB). (C) Number of BLPs in the distal colon of mice treated with antibiotic cocktail, fluconazole, amphotericin B or a
combination of antibacterial and antifungal agents (antibiotics + fluconazole, antibiotics + amphotericin B). (D) Number of
BLPs, normalized per crypt, in germ-free mice colonized by bacteria (Schaedler flora, ASF) or fungi (C. albicans). (A-D) M¢
were visualized by F4/80 staining (cyan) and crypt—with laminin (purple), scale bars—10 pm. (E) N number of apoptotic
epithelial cells (cleaved caspase 3) per crypt in the distal colon of germ-free mice colonized with bacteria or fungi. (F) CD64WT
or CD64P™R mice were treated with antifungal agents (fluconazole or amphotericin B) or a cocktail of antibiotics before
M¢ depletion. Overall tissue architecture was visualised with F-actin staining (green) and apoptotic cells were revealed with
cleaved caspase 3 staining (red), scale bars—20 pum.
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did not have this effect (Figure 2D, [20]). No change
in the number of subepithelial macrophages was ob-
served. While colonization of germ-free mice with
the pathobiont, Candida albicans, led to epithelial
cell death, the bacteria had no effect (Figure 2E, [20]).
Overall, these results support a role for the mycobiota
in BLPs formation in the distal colon, where these
microorganisms are particularly abundant. Never-
theless, although we obtained no evidence for the
involvement of bacteria in the formation of BLPs, we
cannot exclude that specific bacterial species that are
not present in the ASF and are resistant to the antibi-
otics used may also influence these protrusions.

2.4. Intestinal fungi are responsible for epithelial
cell death in the distal colon of macrophage-
depleted mice

So far, our results suggest that in the distal colon there
is a population of CD11cM8" M¢s that form BLPs in
response to local fungi. On the other hand, we found
that Ms depletion was associated with massive ep-
ithelial cell apoptosis in the distal colon but not in
the proximal colon (Figure 1, [20]). We therefore hy-
pothesized that, by forming BLPs, M¢s might protect
epithelial cells from fungis-induced death. Indeed,
fungi have been shown to produce many deleteri-
ous to the host, including toxins and metabolites [8].
To test this hypothesis, we pre-treated CD64°™R mice
with antifungal agents prior to M¢s depletion and as-
sessed the impact of such treatment on epithelial cell
survival. Strikingly, we found that antifungal treat-
ment rescued epithelial cells from death in animals
without Ms (Figure 2E [20]). The number of apop-
totic colonocytes in mice treated with fluconazole or
amphotericin B before Mds depletion was compa-
rable to those observed in mice containing M¢. In
contrast, epithelial cell death was not rescued when
Md-depleted mice were treated with antibiotics (Fig-
ure 2E [20]). We conclude that fungi are most likely
responsible for the epithelial cell death observed in
the distal colon of M¢-depleted mice. These results
further suggest that Mds protect epithelial cells from
fungus-induced cell death.

2.5. BLP* macrophages sample fluids absorbed
by epithelial cells

How do M¢ detect fungi in the distal colon? Struc-
tural characterization of BLPs showed that they were
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filled with epithelial cell membranes and enriched
in endo-lysosomal compartments. We therefore hy-
pothesized that BLPs could sample fungal metabo-
lites/toxins indirectly, through the fluids absorbed
by the epithelial cells. Indeed, the epithelial cells of
the distal colon have specific mechanisms to opti-
mize water absorption and facilitate stool dehydra-
tion [29]. Such mechanisms could allow BLP* Mds
to sample the environment in the absence of direct
contact with the local microbiota. To assess whether
BLP" M s respond to fluid uptake by epithelial cells,
we infused CD11c-Cre/R26mTmG mice intrarectally
with a hypotonic solution. We found that such treat-
ment increased the number of BLPs as quickly as
10 min after infusion (Figure 3A, adapted from [20])
and returned to steady state within 30 min. This
increase was also observed when fluid uptake was
stimulated by injection of aldosterone, the corticos-
teroid hormone that increases sodium and thus wa-
ter absorption specifically in the distal colon. In con-
trast, laxative treatment (Bisacodyl) inhibited water
absorption; we observed a significant decrease in the
number of BLPs (Figure 3B, adapted from [20]). No-
tably, this decrease was abrogated when the mice
were pre-treated with indomethacin, which inhibits
the action of bisacodyl [30]. Strikingly, monitoring
of fluid absorbed by epithelial cells using Alexa-633-
labelled hydrazide (a low molecular weight com-
pound of 0.5-1.5 kDa) showed significant accumu-
lation of the dye within the BLP*s as quickly as
5 min after infusion (Figure 3C, adapted from [20]).
These results show that fluid absorbed through the
distal colonic epithelium stimulates BLPs formation
in the associated M®s in which this fluid accumu-
lates. Most importantly, we found that BLP formation
during fluid uptake was increased when fungi were
present while the efficiency of epithelial fluid uptake
was unchanged, supporting our hypothesis that BLPs
sample fluids for the presence of fungal products.

2.6. Mdps protect epithelial cells from poisoning
by fungal toxins

To directly test this hypothesis, we searched for a
molecule to use as a generic fungal metabolite, toxic
to epithelial cells when concentrated. We turned our
attention to gliotoxin. Indeed, this fungal metabo-
lite has been shown to induce apoptosis of epithe-
lial cells [8] and can be produced by both patho-



Aleksandra S. Chikina er al. 343

— C z-projection mGEP
1 Hydrazide
ns [B]\VN DNA

o

BLPs/Crypt
>

0
Control 5 10 20 30
H,O infusion (min)

BLPs/Crypt

Bisacodyl - + +
IMC - = +
D Intra-rectal infusion
© -Gliotoxin Endpoint ™
® + Gliotoxin 2
Fluconazole ¥
L 10 days 5min
20 min
C57B6J 30 min

-

I
ey
= + O =
o © 3 o
o 3235 =
o 8o o
@ e @
a
[}
Gliotoxin - - + - + Gliotoxin -+ - + Fi T 2 bv
N5 20 5 20 ue o & e
Time (min) Time (min) Infusion NI NI @ S
T & &
X
>
H Intra-rectal ©
B Infusion of Gliotoxin V)
Fluconazole l v
. 10 days 20h S min
©CDB4"T Dmin
> CD64°™” Endpoint

Hydrazide*
Epithelial cells/Crypt

Caspase3*
Epithelial cells/Crypt
B

o

o
R0 o®

oo
AGOQ,A

0 5
ealte sl

5 min 20 min

Figure 3. Adapted from [20]. (A-C) BLP numbers after stimulation/inhibition of intestinal fluid absorption. (A) Mice (CD11c:
Cre/R26mTmG) were infused intrarectally with hypotonic solution (1:1 HO/PBS) and sacrificed 5, 10, 20 or 30 min later. (B) Mice
(C57BL/6]) were force-fed a laxative (bisacodyl) and sacrificed 5 h later. Injection of indomethacin (IMC) 15 min before gavage was
used as an inhibitor of bisacodyl. (C) Maximum z-projection of distal colonic M¢ 5 min after intra-rectal infusion of hydrazide in
hypotonic solution (1:1 H,O/PBS + hydrazide), a polar low molecular weight membrane impermeable dye, coupled to Alexa633, which
was used as a water tracer, green—GFP membrane, red—hydrazide, scale bar—10 pum. (D) Mice were treated with an antifungal agent
(fluconazole) and received an intra-rectal infusion of hypotonic solution with or without gliotoxin. Hydrazide was used as a water
tracer. (E) Number of BLPs in mice pretreated with an antifungal agent and infused with hypotonic solution with or without gliotoxin.
The control (non-perfused) group is indicated by “NI”. (F) Number of Hydrazide* epithelial cells in mice pretreated with antifungal
agent and perfused with hypotonic solution with or without gliotoxin. (G) Number of BLPs in mice pretreated with an antifungal agent
(fluconazole, fluc) and perfused with hypotonic solution containing DMSO (H20 infused control group), candidalysin or T-2 toxin.
“NI” indicates non-infused control groups. (H) CD64"T or CD64P™R littermates were treated with an antifungal agent (fluconazole)
before M¢ depletion. 20 h after the first injection of DT, mice received an intra-rectal infusion of gliotoxin. (I) BLP numbers in M-
depleted mice 6 h after gliotoxin infusion. (J) Apoptotic cells were revealed with cleaved caspase 3 staining.

C. R. Biologies — 2021, 344, n° 4, 337-356



344 Aleksandra S. Chikina er al.

bionts and food spoilage fungi such as Penicillium
chrysogenum [31], which is abundant in the murine
intestinal tract [26]. It should be noted that gliotoxin
was also produced by Candida spp. including Can-
dida albicans, although there are conflicting studies
on this [32, 33]. To determine whether M$s can de-
tect fungal metabolites in fluids taken up by epithe-
lial cells, we infused fungus-depleted C57BL/6] mice
with a hypotonic solution containing or not gliotoxin
(Figure 3D, adapted from [20]). We found that the
gliotoxin-containing solution stimulated BLPs for-
mation as early as 5 min after infusion (Figure 3E,
adapted from [20]). While the epithelium continued
to absorb the hypotonic solution without gliotoxin, it
stopped absorbing the gliotoxin-containing solution
20 min after infusion (Figure 3E adapted from [20]).
Similar results were obtained using two other fungal
toxins: candidalysin from the pathobiont Candida al-
bicans and T2 toxin from the commensal Fusarium
sporotrichoioides [26] (Figure 3G, adapted from [20]).
These data show that epithelial cells detect and stop
absorbing fluids poisoned by fungal toxins.

To determine whether this is an intrinsic ability of
epithelial cells or relies on the presence of M¢ BLP™,
we performed a similar experiment with CD64"T or
CD64P™ mice injected with diphtheria toxin (DT)
and perfused with the hypotonic solution contain-
ing gliotoxin (Figure 3H, adapted from [20]). Remark-
ably, we found that while DT-injected CD64"! mice
stopped absorbing the gliotoxin-containing solution,
Md-depleted CD64°™ mice continued to absorb
(Figure 31, adapted from [20]). To assess whether this
uncontrolled uptake of gliotoxin had long-term ef-
fects on epithelial homeostasis, we perfused CD64"T
and CD64P™ mice with the hypotonic gliotoxin-
containing solution and sacrificed them 6 h later. In
these experiments, epithelial cells of the distal colon
underwent massive apoptosis in the absence of Ms,
confirming that these phagocytes protect epithelial
cells against poisoning by fungal toxins (Figure 3],
adapted from [20]). We conclude that in the distal
colon, Mds confer on epithelial cells the ability to
recognize toxic fluids and stop absorption, maintain-
ing epithelial integrity and local homeostasis.

3. Discussion

The intestinal barrier separates the intestinal lumen
from the internal environment. It acts as a selectively
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permeable filter that allows the absorption of nutri-
ents, electrolytes and water, which can then reach the
systemic circulation. On the other hand, as the in-
testinal lumen also contains many toxic substances
produced by the microbiota, absorption must be
tightly regulated to avoid intoxication and host dis-
ease. Indeed, disregulation of intestinal barrier per-
meability is a major cause of sepsis-related mortal-
ity in critically ill patients and in inflammatory bowel
disease. While the mechanisms of intestinal perme-
ability regulation have been extensively studied in
the small intestine, little is known about the colon,
where the main physiological function is to absorb
fluids but which also contains a very high load of mi-
croorganisms.

We have described a mechanism where a particu-
lar population of subepithelial macrophages, which
rapidly control the quality of absorbed fluids, main-
tains the integrity of the intestinal barrier.

To do this, the M¢s use BLPs inserted at the base
of the epithelium, which sample the fluids absorbed
by colonocytes. If the fluids are overloaded with fun-
gal metabolites/toxins, the Mds instruct the epithe-
lial cells to stop the uptake, preventing epithelial cell
poisoning and death. This could, for example, occur
through the secretion of prostaglandin 2 (PGE2) by
Mds, which decreases the alical localization of aqua-
porin of epithelial cells in vitro [30]. In the absence
of Mds or BLPs, epithelial cells absorb fluids irre-
spectively of their fungal toxin/metabolite load and
undergo apoptosis, thus compromising barrier in-
tegrity.

These results suggest that in homeostasis, intesti-
nal barrier permeability is differentially regulated de-
pending on the local physiological roles of the spe-
cific gut segment and its microbial content. Mds
thus emerge as key players in orchestrating such reg-
ulation. In the small intestine, M¢s form transient
transepithelial dendrites visible by live imaging. In
response to microbial signals, these projections ex-
tend between epithelial cells and reach the intesti-
nal lumen where they capture bacteria or food anti-
gens. They express tight junction proteins to form ad-
hesions with epithelial cells when crossing the bar-
rier, thus maintaining the integrity of the epithe-
lium. They therefore appear to be different from
the colonic BLPs described here. Although BLPs also
penetrate the basement membrane and occupy the
intercellular space of the epithelium, they do not di-
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rectly contact the colonic lumen. These differences
are consistent with the distinct properties of the ep-
ithelia in the small and large intestine. While para-
cellular permeability is high in the small intestine
epithelium, reflecting its physiological role in nutri-
ent absorption and the establishment of food toler-
ance, the colonic epithelium has limited paracellu-
lar permeability. This helps the colonic epithelium to
withstand the local mechanical stresses imposed by
high osmotic pressure and stool solidification, pre-
venting loss of barrier integrity. Mds could there-
fore have developed an alternative sampling strategy
in the context of such tightly sealed colonic epithe-
lium. They form BLPs, which sample absorbed flu-
ids through or between epithelial cells, rather than
directly engulfing the contents of the colonic lu-
men, which contains a large number of microorgan-
isms. Although the paracellular pathway allows sam-
pling of absorbed fluid across the epithelium, a pro-
cess necessary for stool formation, the transcellu-
lar pathway could detect transient barrier leakage
events resulting from mechanical stress by stretch-
ing and shearing. These results suggest that the sam-
pling mechanisms by the peripheral immune sys-
tem are adapted to both local signals and physiolog-
ical functions of the intestinal segment. Unexpect-
edly, we found that BLP* Mds in the distal colon re-
spond to fungal products. Similar results were ob-
served with two different antifungal agents, flucona-
zole and amphotericin B, which target distinct fun-
gal species by different mechanisms [34]. These re-
sults are consistent with fungi being particularly en-
riched in this intestinal segment [7]. We obtained no
evidence that bacterial compounds stimulate BLPs
formation. However, we cannot exclude the possibil-
ity that bacteria insensitive to the antibiotics used or
absent from the ASF flora may still stimulate BLP for-
mation. How do subepithelial M¢s BLP* detect fun-
gal products?

The distal colon contains a thick layer of mucus
that physically separates the microbiota from the ep-
ithelial cells; the inner part of the mucus is ster-
ile [35]. Therefore, in homeostasis, there is no con-
tact between the subepithelial M¢s and the colonic
lumen, and M s use BLPs to sample the fluids taken
up by the epithelial cells, which carry the full spec-
trum of fungal metabolites, providing a complete
picture of the local composition of the mycobiota.
Whether BLP™ M¢s directly detect fungal products
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absorbed by the epithelium or detect stress com-
pounds released from poisoned epithelial cells re-
quires further investigation. This is in sticking con-
trast to what happens in response to barrier disrup-
tion or in the presence of invasive fungal species:
in this case, M¢s physically come into contact with
fungi and use Dectin-1 to mount effective anti-fungal
immune responses [7, 36]. Similar results were ob-
tained using three different fungal toxins: gliotoxin,
which is produced by both pathobionts and com-
mensals, Candidalysin, from the pathobiont Candida
albicans, and T-2 toxin, from commensals of Fusar-
ium sporotrichoioides. In all cases, the number of
BLPs increased upon toxin inoculation in fungus-free
mice, indicating that BLP*Mds recognise all three
fungal metabolites. These results suggest that BLPs
respond not only to fungal compounds produced
by pathogenic species, but to a wide variety of fun-
gal metabolites. The BLPs response may therefore be
critical not only for detecting potentially dangerous
fungal species, but also for detecting the overgrowth
of commensal fungi, whose metabolites could com-
promise the survival of epithelial cells if they are
too abundant. As a result, we found that commen-
sal fungi are indeed responsible for the apoptosis of
epithelial cells in M¢s-depleted mice. Defining the
precise nature of the commensal fungi involved will
require further investigation. An interesting candi-
date is the commensal species Fusarium sporotri-
choioides, as it is targeted by both fluconazole and
amphotericin B and produces T-2 toxin. How do
BLP* Mds resist the toxins remains an open ques-
tion; it could be envisaged that BLPs keep the toxins
away from the cell body of these cells. In conclusion,
we describe here a previously unknown homeostatic
function of CD11chigh subepithelial M¢s in the dis-
tal colon: they help the epithelium to maintain its in-
tegrity in an environment subjected to high physical
and chemical stresses resulting from osmotic pres-
sure, faecal solidification and a high microbial load.
How do BLP™ Ms instruct epithelial cells to take
up or not take up fluids in homeostasis and whether
alterations in these mechanisms lead to pathologies
such as inflammatory bowel disease and cancer shall
next be addressed.
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French version
1. Introduction

Lintestin est un environnement unique qui est conti-
nuellement exposé a des antigénes alimentaires mais
aussi largement exposé a une flore intestinale riche
en micro-organismes. Sa fonction, essentielle a notre
corps, repose sur I'absorption efficace de nutriment
et d’électrolytes, c’est notamment la raison pour la-
quelle la barriere intestinale est relativement mince,
favorisant ainsi les échanges. Néanmoins, ceci peut
devenir problématique pour I'hote si des substances
toxiques se trouvant dans la cavité luminale par-
viennent a atteindre la circulation sanguine [1]. Une
perturbation de la barriére intestinale peut donc
aboutir a des situations pathologiques plus ou moins
graves allant de la privation de nutriments [2], a des
maladies intestinales inflammatoires [3], ou la sep-
ticémie [4] ou encore des défaillances au niveau de
plusieurs organes [1].

Selon la région de l'intestin, la barriére épithéliale
du colon distal est confrontée a des défis importants.
D’une part, I'épithélium du cblon distal est exposé a
I'extréme pression osmotique de 10 atm nécessaire
pour absorber 'eau et solidifier les selles [5] mais
d’autre part aussi car le microbiote, constitué de
bactéries, de champignons, d’archées et de virus, est
tres dense dans cette région de l'intestin [6]. Or, les
champignons, particulierement abondants dans le
cOlon distal [7], peuvent produire des métabolites
qui déclenchent I'apoptose des cellules épithéliales
intestinales [8], compromettant ainsi l'intégrité de
la barriere intestinale. C’est une des raisons pour
lesquelles la barriére intestinale est la principale
cible de nombreuses toxines fongiques, telles que la
gliotoxine, l'aflatoxine [9], les trichothécenes ou la
candidalysine.

La muqueuse du célon régule donc étroitement
I'absorption des fluides tout en limitant 'entrée de
meétabolites fongiques toxiques dans les cellules épi-
théliales ou méme au niveau de la circulation san-
guine. Malheureusement, les mécanismes régula-
teurs responsables de cet équilibre restent a ce jour
inconnus.

Dans des conditions homéostatiques, les ma-
crophages représentent la population immunitaire
la plus abondante de l'intestin. IIs se différencient
principalement depuis des monocytes en réponse
a des signaux locaux. Les macrophages intestinaux
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peuvent résider dans la lamina propria, ou dans
la partie musculaire de la paroi intestinale ou ils
participent a divers processus biologiques tels que
la dégradation des micro-organismes [10], 1'éli-
mination silencieuse des corps apoptotiques [11],
la réparation des tissus [12] et la motilité gastro-
intestinale [13]. Par ailleurs, les macrophages in-
testinaux limitent également l'inflammation [14],
en facilitant la tolérance a la nourriture [15]. Leur
fonction qui est étroitement liée a la présence du
microbiote [16] explique qu’ils sont retrouvés en plus
grand nombre dans le célon par rapport a l'intestin
gréle [17].

11 est intéressant de noter que dans le colon, les
macrophages peuvent étre étroitement associés aux
cellules épithéliales [18] et c’est ainsi qu'une relo-
calisation des macrophages en zone sous-épithéliale
participe a la perte de 'intégrité de la barriere intes-
tinale, qui peut étre observée dans les maladies in-
flammatoires de l'intestin telles que la colite ulcé-
reuse et la maladie de Crohn [19]. Les macrophages
occupent donc une localisation idéale pour orches-
trer les interactions entre les cellules épithéliales
et le microbiote, et maintenir ainsi I’homéostasie
du codlon.

La principale question de notre travail était
d’identifier le role des macrophages du célon dans
I'intégrité et la fonction de la barriere épithéliale
intestinale dans ’homéostasie [20].

En résumé, nous avons décrit un mécanisme
par lequel le systéme immunitaire inné permet un
controle rapide et efficace de la qualité des fluides
absorbés afin d’éviter l'intoxication des colono-
cytes [20]. Ce mécanisme repose sur une population
de macrophages du colon distal équipés de protubé-
rances en forme de « ballons » (BLP) insérées dans
I'épithélium pour prélever les fluides absorbés. En
I'absence de macrophages ou de BLP les cellules
épithéliales continuent d’absorber des fluides conte-
nant des produits fongiques, ce qui entraine leur
mort et la perte ultérieure de I'intégrité de la barriére
épithéliale.

Ces résultats [20] ont révélé pour la premiere fois
un role inattendu et essentiel des macrophages dans
le maintien des interactions entre la barriere épithé-
liale du célon et le microbiote, jouant un réle clé dans
le maintien de 'homéostasie intestinale.
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2. Résultats

2.1. Les macrophages contrélent la survie des cel-
lules épithéliales et l'intégrité de la barriére
dans le cblon distal

Le systeme immunitaire intestinal est trés compar-
timenté, avec différentes populations cellulaires ré-
parties en gradient tout le long de l'intestin. Cela
concerne en particulier les macrophages (M), qui
sont présents en plus grande quantité dans le co-
lon par rapport a l'intestin gréle. Les M¢$ du co-
lon contribuent au maintien de l'intégrité de I'épi-
thélium. En effet, leur absence est corrélée au dé-
veloppement de la colite ulcéreuse et de la mala-
die de Crohn [21]. Cependant, le ou les mécanismes
par lesquels M@ atteint une telle fonction homéo-
statique in vivo restent inconnus. Pour répondre a
cette question, nous avons éliminé les M¢ a l'aide
du modele murin CD64P™® [22] puis évalué 1'état
de I'épithélium (Figure 1A, [20]). Nous avons ana-
lysé le colon proximal et distal car ces deux zones
sont connues pour présenter de nombreuses dif-
férences en termes de physiologie et de composi-
tion du microbiote [23]. L'absence de M¢ du co-
lon dans notre modele a été vérifiée par cytométrie
en flux et par imagerie dans les deux segments du
co6lon. De maniére inattendue, nous avons constaté
que la déplétion des M¢ conduisait a une apoptose
massive des cellules épithéliales dans le colon distal
mais pas proximal (Figure 1B,C, [20]). Nos résultats
suggerent donc que les M¢ facilitent la survie des
cellules épithéliales particulierement dans le célon
distal.

Pour évaluer I'impact de la mort des cellules épi-
théliales sur la perméabilité de I'épithélium, nous
avons perfusé des souris CD64VT et CD64P™® par
voie intra-rectale avec une solution hypotonique
contenant une petite molécule fluorescente hy-
drazide et puis nous avons mesuré son apparence
dans le sang. Nous avons constaté que I'hydrazide
était plus abondante dans le sang des souris ap-
pauvries en M¢ par rapport aux animaux témoins
(Figure 1D, [20]), indiquant une perte d’'intégrité de
la barriére chez ces animaux. Dans ’ensemble, ces
résultats montrent que les M sont nécessaires pour
la survie des cellules épithéliales et I'intégrité de la
barriére intestinale dans le c6lon distal.
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2.2. Les macrophages distaux du cblon inserent
des protrusions « en forme de ballon » entre
les cellules épithéliales

Ces résultats nous ont incités a étudier la distribution
tissulaire des M et / ou leur interaction physique
avec les cellules épithéliales dans le cdlon proximal
et distal. Pour répondre a cette question, nous avons
effectué une immunomarquage de sections entier
du colon proximal et distal isolées de souris CD11c-
Cre / R26mTmG [24]. Dans ce modele de souris,
toutes les cellules qui expriment CD11c tout au long
de leur différenciation, qui incluent M¢ intestinale
(et les cellules dendritiques), passent de I’expression
membranaire-tomato a membranaire-GFP, permet-
tant une meilleure visualisation de ces phagocytes
dans le tissu. En utilisant ces animaux, nous avons
observé une population de phagocytes dans le colon
distal qui interagissait physiquement avec les cellules
épithéliales a travers de protubérance membranaire
en forme de ballons (Figure 1E,E [20]), que nous ap-
pellerons ci-apres protubérances « en forme de bal-
lon » ou BLP (de I'anglais Ballon Like Protusions).
Les corps cellulaires de ces cellules étaient locali-
sés autour de I'ouverture des cryptes. Limmunomar-
quage a montré que les cellules BLP* ressemblaient
a des M¢ intestinaux bona fide (CD11b™ MHCII*
F4/80" CX3CR1" CD64" CD103~ CX3CR1~GFP™") et
en conséquence, ils ont été perdus chez les souris
CD64PTR injectées de toxine [25]. De maniére frap-
pante, un nombre réduit de BLP a été observé dans
le colon proximal (Figure 1E,G), méme si les cryptes
proximales contenaient un nombre similaire de M
que leur homologue distal (déterminé par cytomé-
trie en flux et par imagerie, Figure 1H, [20]). Nous
concluons que le célon distal est enrichi en M¢
équipé de protrusions de membrane en forme de bal-
lon particuliere insérées a la base des cellules épithé-
liales.

2.3. Les champignons intestinaux augmentent la
formation de BLP de macrophages

N

Ces résultats nous ont amenés a évaluer 'impact
du microbiote sur BLP* M¢ [20]. Le colon abrite la
plus grande quantité de micro-organismes dans le
corps, oil les populations bactériennes et fongiques
commensales partagent la niche intestinale [6]. Pour
évaluer 'effet potentiel des bactéries et des cham-
pignons sur la formation des BLP, nous avons ciblé
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FIGURE 1. Les macrophages sont nécessaires a la survie des cellules épithéliales dans le colon distal et forment des
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multiple, *P < 0,05. (D) Intensités de fluorescence sérique des compagnons de portée CD64"T ou CD64PTR 5 2
10 min apres 'administration intra-rectale d'une solution hypotonique d'Hydrazide-AlexaFluor633. (E) Différences
morphologiques de M¢ dans le colon proximal et distal. Coloration compléte du colon distal et proximal de souris
CDl11c: Cre / R26mTmG. Les BLP sont indiqués par des fleches, la frontiére entre |’épithélium et le stroma est indiquée
par la ligne pointillée, les barres d’échelle — 50 um. (F) M¢ simples formant des BLP (a gauche) ou des extensions
minces (a droite). Les corps cellulaires sont indiqués par I'étoile jaune, les BLP avec des fleches vertes, les extensions
avec des pointes de fleches vertes, la barre d’échelle — 2 pm. (G) Nombre de BLP, normalisés par crypte (a gauche) ou
par M@ (a droite) dans le colon distal et proximal. (H) Quantité de M¢ dans le célon proximal et distal, analysée par
imagerie et par cytométrie en flux. (I) Nombre d’extensions, normalisé par M¢ dans le c6lon distal et proximal.
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chaque population avec un cocktail d’antibiotiques
a large spectre ou des agents antifongiques respec-
tivement. Aucun effet des antibiotiques n’a été ob-
servé (Figure 2A, [20]). A I'opposé, deux agents an-
tifongiques, le fluconazole et 'amphotéricine B, ont
significativement diminué le nombre de BLP (Fi-
gure 2A,B, [20]) sans modifier le nombre total de M,
comme le montre la cytométrie en flux. Nous avons
précédemment souligné que ces médicaments ré-
duisent efficacement la quantité de champignons in-
testinaux chez la souris [26] mais utilisent des méca-
nismes d’action distincts [27]. Le marquage des tis-
sus a montré que le nombre de M¢ sous-épithéliales
était également inchangé chez les souris traitées avec
des médicaments antifongiques, et que ces cellules
présentaient de longues saillies minces au lieu de
BLP, comme observé dans le colon proximal. A no-
ter, l'association du fluconazole ou de I'amphotéri-
cine B avec des antibiotiques n'a montré aucun ef-
fet additif (Figure 2C, [20]), suggérant que ces deux
agents antifongiques n’agissent pas indirectement
sur les BLP, c’est-a-dire en conduisant a I'expansion
des bactéries coliques. Ces résultats suggerent donc
que les champignons résidant dans le coélon distal
pourraient favoriser la formation de BLP dans le M
sous-épithélial.

Pour évaluer directement le role des champignons
dans l'induction des BLP, nous avons colonisé des
souris sans germes avec une flore de Schaedler mo-
difiée (ASF), une communauté bien définie de huit
especes bactériennes [28] ou avec le pathobionte
fongique intestinal Candida albicans. Notamment,
la colonisation fongique a induit une forte forma-
tion de BLP par M¢ dans le c6lon distal de sou-
ris sans germes qui étaient autrement dépourvues
de ces structures, tandis que la colonisation bacté-
rienne n'a pas influencé la formation de BLP (Fi-
gure 2D, [20]). Aucun changement du nombre de ma-
crophages sous-épithéliaux n’a été observé. Alors que
la colonisation de souris sans germes par le patho-
bionte, Candida albicans, a conduit a la mort des cel-
lules épithéliales, les bactéries n'ont eu aucun effet
(Figure 2E, [20]). Dans I'ensemble, ces résultats sou-
tiennent le role du mycobiote dans la formation des
BLP dans le colon distal, oli ces micro-organismes
sont particulierement abondants. Néanmoins, bien
que nous n'ayons obtenu aucune preuve de 'impli-
cation des bactéries dans la formation des BLP, nous
ne pouvons pas exclure que des espéces de bacté-
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ries spécifiques qui ne sont pas présentes dans la ASF
et résistent aux antibiotiques utilisés puissent égale-
ment influencer ces saillies.

2.4. Les champignons intestinaux sont respon-
sables de la mort des cellules épithéliales
dans le célon distal des souris appauvries en
macrophages

Jusqu'a présent, nos résultats suggerent que dans
le colon distal, il existe une population de Md
CD11c"®" qui forment des BLP en réponse aux
champignons locaux. D’autre part, nous avons
constaté que la déplétion des M était associée a
une apoptose massive des cellules épithéliales dans
le c6lon distal mais pas dans le c6lon proximal (Fi-
gure 1, [20]). Nous avons donc émis I'hypothese
qu’'en formant des BLP, les M pourraient protéger
les cellules épithéliales de la mort induite par les
champignons. En effet, il a été démontré que les
champignons produisent de nombreuses molécules
toxiques, y compris des toxines et des métabolites
qui peuvent étre déléteres pour I'hote [8]. Pour tes-
ter cette hypotheése, nous avons prétraité des souris
CD64PTR avec des agents antifongiques avant Iélimi-
nation des M@ et évalué I'impact d’'un tel traitement
sur la survie des cellules épithéliales. De manieére
frappante, nous avons constaté que le traitement
antifongique a sauvé les cellules épithéliales de la
mort chez les animaux sans M¢ (Figure 2F, [20]). Le
nombre de colonocytes apoptotiques chez les souris
traitées avec du fluconazole ou de 'amphotéricine
B avant la déplétion en M était comparable a ceux
observés chez les souris contenant des M¢. En re-
vanche, la mort des cellules épithéliales n’a pas été
sauvée lorsque les souris appauvries en M¢ ont été
traitées avec des antibiotiques (Figure 2E [20]). Nous
concluons que les champignons sont trés probable-
ment responsables de la mort des cellules épithé-
liales observées dans le colon distal de souris appau-
vries en M. Ces résultats suggerent en outre que les
M pourraient protéger les cellules épithéliales de la
mort cellulaire induite par les champignons.

2.5. Les macrophages BLP" échantillonnent les
fluides absorbés par les cellules épithéliales

Comment les M¢ détectent-ils les champignons
dans le colon distal? La caractérisation des BLP a
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montré qu'ils étaient remplis de membranes de cel-
lules épithéliales et enrichis en compartiments en-
dolysosomaux. Nous avons donc émis I'hypothese
que les BLP pourraient échantillonner les métabo-
lites / toxines fongiques indirectement, a travers les
fluides absorbés par les cellules épithéliales avec
lesquelles ils sont en contact. En effet, les cellules
épithéliales du colon distal possedent des méca-
nismes spécifiques qui optimisent 1'absorption de
l'eau et facilitent la déshydratation des selles [29].
Un tel mécanisme pourrait permettre 3 BLP* Md
d’échantillonner 'environnement en l'absence de
contact direct avec le microbiote local. Pour éva-
luer si BLP* Md¢ répond a l'absorption de liquide
par les cellules épithéliales, nous avons perfusé des
souris CD11lc-Cre/R26™™™C par voie intra-rectale
avec une solution hypotonique. Nous avons constaté
qu'un tel traitement augmentait le nombre de BLP
aussi rapidement que 10 min apres la perfusion (Fi-
gure 3A, adapté de [20]) et revenait a 1'état d’équi-
libre en 30 min. Cette augmentation a également
été observée lorsque l'absorption liquidienne était
stimulée par l'injection d’aldostérone, I'hormone
corticostéroide qui augmente le sodium et donc
I'absorption d’eau spécifiquement dans le c6lon dis-
tal. Au contraire, lors de I'inhibition de ’absorption
d’eau en traitant les animaux avec le laxatif Bisaco-
dyl, nous avons observé une diminution significa-
tive du nombre de BLP (Figure 3B, adapté de [20]).
Notamment, cette diminution a été abrogée lorsque
les souris ont été prétraitées avec de I'indométacine,
qui inhibe l'action du bisacodyl [30]. De manieére
frappante, le suivi du fluide absorbé par les cel-
lules épithéliales a 'aide de '’hydrazide marqué par
Alexa-633 (un composé de faible poids moléculaire
de 0,5 a 1,5 kDa) a montré une accumulation im-
portante du colorant a I'intérieur du réseau des M
BLP* aussi rapidement que 5 min apres la perfusion
(Figure 3C, adapté de [20]). Ces résultats montrent
que le fluide absorbé a travers I'épithélium du co6-
lon distal stimule la formation de BLP dans le M
associé dans lequel ce fluide s’accumule. Surtout,
nous avons constaté que la formation de BLP lors de
I'absorption de liquide était augmentée lorsque les
champignons étaient présents alors que l'efficacité
de I'absorption épithéliale du liquide était inchan-
gée, ce qui confirme notre hypothese selon laquelle
les BLP échantillonnent les liquides pour la présence
de produits fongiques.
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2.6. Les M¢ protegent les cellules épithéliales
contre l'empoisonnement par les toxines fon-
giques

Pour tester directement cette hypothése, nous avons
recherché une molécule a utiliser comme métabolite
fongique générique, toxique pour les cellules épithé-
liales une fois concentrées. Nous avons tourné notre
attention vers la gliotoxine. En effet, il a été démon-
tré que ce métabolite fongique induisait I'apoptose
des cellules épithéliales [8] et pouvait étre produit a
la fois par des pathobiontes et des champignons d’al-
tération des aliments tels que Penicillium chrysoge-
num [31], qui est abondant dans le tractus intesti-
nal murin [26]. Il convient de noter que la gliotoxine
était également produite par Candida spp., y compris
Candida albicans, méme s’il existe des études contra-
dictoires a ce sujet [32, 33]. Pour déterminer si les
Mo peuvent détecter les métabolites fongiques pré-
sents dans les fluides absorbés par les cellules épi-
théliales, nous avons infusé des souris C57BL/6] ap-
pauvries en champignons avec une solution hypoto-
nique contenant ou non de la gliotoxine (Figure 3D,
adapted from [20]). Nous avons constaté que la so-
lution contenant de la gliotoxine stimulait la forma-
tion de BLP dés 5 min apres la perfusion (Figure 3E,
adapté de [20]). Alors que I'épithélium continuait a
absorber la solution hypotonique sans gliotoxine, il
a arrété 'absorption de celle contenant de la glio-
toxine 20 min apres la perfusion (Figure 3F adapté
de [20]). Des résultats similaires ont été obtenus en
utilisant deux autres toxines fongiques : la candidaly-
sine du pathobionte Candida albicans et la toxine T2
du commensal Fusarium sporotrichoioides [26] (Fi-
gure 3G, adapted from [20]). Ces données montrent
que les cellules épithéliales détectent et cessent d’ab-
sorber les fluides empoisonnés par des toxines fon-
giques.

Pour déterminer s’il s’agit d'une capacité intrin-
seque des cellules épithéliales ou si elle repose sur
la présence des M¢p BLP', nous avons effectué une
expérience similaire avec des souris CD64"T ou
CD64P™ injectées avec la toxine diphtérique (DT)
et perfusées avec la solution hypotonique contenant
de la gliotoxine (Figure 3H, adapté de [20]). De ma-
niére remarquable, nous avons constaté que tandis
que les souris CD64W7T injectées par DT arrétaient
I'absorption de la solution contenant de la gliotoxine,
les souris CD64P™R appauvries en M¢ continuaient
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FIGURE 3. Adapté de [20]. (A-C) Nombre de BLP apres stimulation / inhibition de I'absorption intestinale du liquide. (A) Les souris
(CD11c: Cre/R26™ImG) gnt recu une perfusion intra-rectale de solution hypotonique (1:1 HoO/PBS) et ont été sacrifiées 5, 10, 20 ou 30 min
plus tard. (B) Les souris (C57BL / 6]) ont été nourries de force avec un laxatif (bisacodyl) et sacrifiées 5 h plus tard. Linjection d'indométacine
(IMC) 15 min avant le gavage a été utilisée comme inhibiteur du bisacodyl. (C) Projection z maximale de M colique distal 5 min aprées
perfusion intra-rectale d’hydrazide dans une solution hypotonique (1:1 H,O / PBS + hydrazide), un colorant imperméable a la membrane
de faible poids moléculaire polaire, couplé a Alexa633, qui était utilisé comme traceur d’eau, vert — membrane GFP, rouge — hydrazide,
barre d’échelle — 10 um. (D) Les souris ont été traitées avec un agent antifongique (fluconazole) et ont recu une perfusion intra-rectale de
solution hypotonique avec ou sans gliotoxine. Lhydrazide a été utilisé comme traceur d’eau. (E) Nombre de BLP chez les souris prétraitées
avec un agent antifongique et perfusées avec une solution hypotonique avec ou sans gliotoxine. Le groupe témoin (non perfusé) est indiqué
par « NI ». (F) Nombre de cellules épithéliales Hydrazide®™ chez les souris prétraitées avec un agent antifongique et perfusées avec une
solution hypotonique avec ou sans gliotoxine. (G) Nombre de BLP chez les souris prétraitées avec un agent antifongique (fluconazole, fluc)
et perfusées avec une solution hypotonique contenant du DMSO (groupe témoin infusé H,0), de la candidalysine ou de la toxine T-2. Les
groupes témoins non perfusés sont indiqués par « NI ». (H) Les compagnons de portée CD64WT ou CD64DTR ont été traités avec un agent
antifongique (fluconazole) avant I'épuisement de M. 20 h apres la premiére injection de DT, les souris ont regu une perfusion intra-rectale
de gliotoxine. (I) Nombre de BLP chez les souris appauvris en M 6 h apres la perfusion de gliotoxine. (J) Les cellules apoptotiques ont été
révélées avec une coloration caspase 3 clivée.
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a l'absorber (Figure 31, adapté de [20]). Pour évaluer
si cette absorption incontrélée de la gliotoxine avait
des effets a long terme sur ’'homéostasie de I'épi-
thélium, nous avons perfusé des souris CD64WT et
CD64P™R avec la solution hypotonique contenant de
la gliotoxine et les avons sacrifiés 6 heures plus tard.
Dans ces expériences, les cellules épithéliales du co-
lon distal ont subi une apoptose massive en cas d’ab-
sence des M@, confirmant que ces phagocytes pro-
tégent les cellules épithéliales contre un empoison-
nement par des toxines fongiques (Figure 3], adapté
de [20]). Nous concluons que dans le colon distal, les
M conferent aux cellules épithéliales la capacité de
reconnaitre les fluides toxiques et d’arréter I'absorp-
tion, en maintenant'intégrité épithéliale et ’homéo-
stasie locale.

3. Discussion

La barriere intestinale sépare la lumiere intestinale
du milieu interne. Elle agit comme un filtre sélecti-
vement perméable qui permet I'absorption des nu-
triments, des électrolytes et de I'eau, qui peuvent
ensuite atteindre la circulation sanguine pour l'irri-
gation des organes. Par ailleurs, comme la lumieére
intestinale contient également de nombreuses sub-
stances toxiques produites par le microbiote, ’ab-
sorption doit étre étroitement régulée pour éviter
I'intoxication et la maladie de I’hote. En effet, la dé-
régulation de la perméabilité de la barriere intes-
tinale est une cause majeure de mortalité liée a la
septicémie chez les patients gravement malades et
dans les maladies inflammatoires de I'intestin. Alors
que les mécanismes de régulation de la perméabi-
lité intestinale ont été largement étudiés dans I'intes-
tin gréle, on sait peu de choses sur la facon dont le
c6lon, dont la fonction physiologique principale est
I'absorption de liquide mais qui contient aussi une
charge de micro-organismes trés élevée, se protege
des produits microbiens toxiques.

On a décrit un mécanisme entrainé par une popu-
lation particuliére de macrophages sous-épithéliaux,
qui assurent un contrdle rapide de la qualité des
fluides absorbés afin de maintenir I'intégrité de la
barriére.

Pour cela, les M¢ utilisent des BLP insérés a la
base de I'épithélium, qui échantillonnent les fluides
absorbés par les cellules épithéliales. Si les fluides
sont surchargés de métabolites / toxines fongiques,

C. R. Biologies — 2021, 344, n° 4, 337-356

les M¢$ ordonnent aux cellules épithéliales d’arré-
ter I'absorption, empéchant I'’empoisonnement des
cellules épithéliales et leur mort. Cela pourrait par
exemple se produire par la sécrétion de prostaglan-
dine 2 (PGE2) par les Mds, ce qui diminue la loca-
lisation de 'aquaporine au niveau de la membrane
apicale des cellules épithéliales in vitro [30]. En 'ab-
sence de Md ou de BLDB les cellules épithéliales ab-
sorbent les fluides indépendamment de leur charge
fongique de toxine / métabolite et subissent une
apoptose, compromettant I'intégrité de la barriere.

Ces résultats suggerent qu'en homeéostasie, la per-
méabilité de la barriére intestinale est régulée dif-
férentiellement en fonction de la fonction physio-
logique locale du segment spécifique de l'intestin
et de son contenu microbien. Les M¢s émergent
ainsi comme des acteurs clés dans l'orchestration
d’une telle régulation. Dans l'intestin gréle, les M¢
forment des dendrites transépithéliales transitoires
visibles par imagerie en direct. En réponse aux si-
gnaux microbiens, ces saillies s’étendent entre les
cellules épithéliales et atteignent la lumiére intesti-
nale ou elles capturent des bactéries ou des antigenes
alimentaires. Ils expriment des protéines a jonction
serrée pour former des adhérences avec les cellules
épithéliales lors du franchissement de la barriere, ce
qui assure le maintien de l'intégrité de 1'épithélium.
IIs apparaissent donc comme différents des BLP co-
liques décrits ici. Bien que les BLP pénetrent égale-
ment dans la membrane basale et occupent I'espace
intercellulaire de I'épithélium, ils n’entrent pas di-
rectement en contact avec la lumiére du célon. Ces
différences sont en accord avec les propriétés dis-
tinctes des épithéliums dans le petit et le gros intes-
tin. Alors que la perméabilité paracellulaire est éle-
vée dans I'épithélium de l'intestin gréle, reflétant son
role physiologique dans I'absorption des nutriments
et 'établissement de la tolérance alimentaire, I'épi-
thélium du codlon présente une perméabilité para-
cellulaire limitée. Cela aide I'épithélium du cdlon a
résister aux contraintes mécaniques locales impo-
sées par une pression osmotique élevée et la soli-
dification des selles, empéchant la perte d’intégrité
de la barriere. Les Mds auraient donc pu dévelop-
per une stratégie d’échantillonnage alternative dans
le contexte d'un tel épithélium colique étroitement
scellé. Ils forment des BLP, qui échantillonnent les
fluides absorbés a travers ou entre les cellules épithé-
liales, plutot que d’engloutir directement le contenu
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delalumiere du c6lon, qui contient un grand nombre
de micro-organismes. Bien que la voie paracellulaire
permette ’échantillonnage du fluide absorbé a tra-
vers I'épithélium, un processus nécessaire a la forma-
tion des selles, la voie transcellulaire pourrait détec-
ter des événements transitoires de fuite de barriere
résultant d’'une agression mécanique par étirement
et cisaillement. Ces résultats suggerent que les mé-
canismes d’échantillonnage par le systtme immuni-
taire périphérique sont adaptés a la fois aux signaux
locaux et aux fonctions physiologiques du segment
intestinal. Nous avons découvert de maniére inatten-
due que les M¢ BLP* du colon distal répondent a
la présence de produits fongiques. Des résultats si-
milaires ont été observés avec deux agents antifon-
giques différents, le fluconazole et I'amphotéricine
B, qui ciblent des especes fongiques distinctes par
différents mécanismes [34]. Ces résultats sont cohé-
rents avec des champignons particulierement enri-
chis dans le colon distal [7]. Nous n’avons obtenu au-
cune preuve que les composés bactériens stimulent
la formation de BLP. Cependant, nous ne pouvons
pas exclure la possibilité que des bactéries insen-
sibles aux antibiotiques utilisés ou absentes de la
flore de la PPA puissent encore stimuler la forma-
tion de BLP. Comment les M¢$ BLP* sous-épithéliaux
détectent-ils les produits fongiques?

Le colon distal contient une épaisse couche de
mucus qui sépare physiquement le microbiote des
cellules épithéliales; les parties internes de ce mu-
cus sont stériles [35]. Par conséquent, en homéo-
stasie, il n'y a pas de contact entre les M¢ sous-
épithéliales et la lumiere du colon, et Mds utilise
des BLP pour échantillonner les fluides absorbés
par les cellules épithéliales, qui transportent tout le
spectre des métabolites fongiques, fournissant une
image complete de la composition locale du myco-
biote. Le fait que les BLP™ M¢ détectent directe-
ment les produits fongiques absorbés par 1'épithé-
lium ou détectent les composés de stress libérés par
les cellules épithéliales empoisonnées nécessite des
recherches supplémentaires. Ceci est en contraste
frappant avec ce qui se passe en réponse a la rupture
delabarriere ou en présence d’espéces fongiques en-
vahissantes : dans ce cas, les Mds entrent physique-
ment en contact avec des champignons et utilisent
la Dectine-1 pour monter des réponses immunitaires
anti-fongiques efficaces [7, 36]. Des résultats simi-
laires ont été obtenus en utilisant trois toxines fon-
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giques différentes : la gliotoxine, qui est produite a la
fois par les pathobiontes et les commensaux, la Can-
didalysine, a partir du pathobionte Candida albicans,
et la toxine T-2, a partir des commensaux de Fusa-
rium sporotrichoioides. Dans tous les cas, le nombre
de BLP a augmenté lors de 'inoculation de la toxine
chez les souris dépourvues de champignons, indi-
quant que les BLP* Ms reconnaissent les trois mé-
tabolites de champignons. Ce résultat suggere que les
BLP ne répondent pas seulement aux composés fon-
giques produits par des espéces pathogenes, mais a
une grande variété de métabolites fongiques. La ré-
ponse BLP peut donc étre critique non seulement
pour détecter les espéeces de champignons potentiel-
lement dangereuses, mais aussi pour détecter la sur-
croissance des champignons commensaux, dont les
métabolites pourraient compromettre la survie des
cellules épithéliales si elles sont trop abondantes. En
conséquence, nous avons constaté que les champi-
gnons commensaux sont en effet responsables de
I'apoptose des cellules épithéliales chez les souris ap-
pauvries en Ms. La définition de la nature précise
des champignons commensaux impliqués nécessi-
tera des investigations supplémentaires. Un candidat
intéressant est 'espéce commensale Fusarium spo-
rotrichoioides, car elle est ciblée a la fois par le flu-
conazole et 'amphotéricine B et produire la toxine
T-2. La question de savoir comment les M¢ BLP*
résistent aux toxines reste une question ouverte;
on pourrait envisager que les BLP maintiennent les
toxines a I’écart du corps cellulaire de ces cellules. En
conclusion, nous soulignons ici une fonction homéo-
statique jusqu’ici inconnue de M¢ sous-épithéliale
CD11c"8" dans le colon distal : ils aident I'épithélium
a maintenir son intégrité dans un environnement
soumis a des agressions physiques et chimiques éle-
vées résultant de la pression osmotique, de la soli-
dification des matieres fécales et d'une charge mi-
crobienne importante. Comment les M¢s BLP* or-
donnent aux cellules épithéliales d’absorber ou non
les fluides dans I'homéostasie et si des altérations de
ces mécanismes conduisent a des pathologies telles
que les maladies inflammatoires de I'intestin et le
cancer fera I’objet de futures études.
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