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ABSTRACT

ABSTRACT

The mntestine 1s home to the largest microbiota of the human body and therefore has to act as a
selective barrier. The intestinal barmer function i1s mmpaired m varous diseases mcluding
Inflammatory Bowel Disease (IBD). IBD result, in genetically susceptible subjects, from an
overreaction of the intestinal immune system against the microbiota, whose dysbiosis 1s also a
key feature. N-acyl homosenne lactones (AHLs) are small molecules involved m quorum
sensing, a bacterial communication network, which can also mediate interactions with the host
through an 'mter-kingdom' signalling. In a previous work, our team recently identified a new
AHL, named 3-oxo0-C12:2, which was shown to be the most abundant AHL within the human
mtestinal ecosystem but which was decreased mn IBD subjects. The aim of my project was to
mvestigate the effects of the 3-ox0-C12:2-AHL. on the intestinal barrier function, and compare
them to those of the structurally close 3-oxo-C12-AHL, which 1s produced by the opportunistic
pathogen Pseudomonas aeruginosa and which 1s known to impair epithelial barriers. In this
study, I focused on the effects of these molecules on tight junctions (T7J) since they seal the
paracellular space between intestinal epithelial cells and thus are major actors of the mtestinal
barrier.

In an in vitro study, human Caco-2/TC7 enterocytic cells were exposed to either 3-oxo-C12
AHL or 3-0x0-C12:2 AHL alone or under inflammatory conditions, recapitulated by exposure
to the pro-inflammatory cytokines Interferon-y and Tumor Necrosis Factor-o, which are known
to have deleterious effects on the barrer function. Our results showed opposite effects of the
two AHLs, despite their close chemical structure. Indeed, while the 3-oxo-C12 AHL potentiated
the hyperpermeability induced by the cytokines, the mtestinal 3-ox0-C12:2 AHL attenuated the
cytokine deleterious effects on TJ integnity. In particular, 3-oxo-C12:2 AHL protected the TJ
proteins Occludin and Tricellulin, respectively, at bicellular and tricellular cell-cell contacts. 3-
0x0-C12:2 AHI. also mamtained their interaction at the plasma membrane with their
cytoplasmic partner ZO-1. Occludin and Tricellulin were shown to interact with the E3-
ubiquutin higase Itch and their increased ubiquutination caused by cytokines was suppressed in
the presence of 3-0x0-C12:2, suggesting that this AHL. prevents their endocytosis.

Our preliminary results obtained in mouse mtestinal organoids showed that the 3-oxo-C12:2
AHL could attenuate the increase in epithelial cell death induced by the cytokine Interferon-y.
However, our in vive investigations did not allow to conclude on the effects of the two AHLs
on the intestinal barrier function 1 nuce.

In conclusion, even though 1t 1s still to be highlighted in vivo, the putative beneficial role of the
3-0x0-C12:2 AHL. present in the human gut, on TJ and on the intestinal epithehial barrer
function brings out new perspectives to better understand host-microbiota interactions mn IBD.

KEY WORDS:
Intestinal barrier function; tight junctions; quorum sensing; N-acyl homoserine lactones; inflammatory
bowel disease



RESUME

RESUME

L'mtestin héberge le microbiote le plus abondant du corps humain et exerce donc également
une fonction de barrére. La barmére intestinale est perturbée dans différentes pathologies, en
particulier dans les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin (MICI). Ces maladies
mettent en jeu, chez des sujets génétiquement prédisposés, une réaction excessive du systéme
immunitaire intestinal envers le microbiote, dont la composition est déséquilibrée (dysbiose).
Les N-acyl homosénne lactones (AHLs) sont des molécules du quorum sensing, un systéme
bactérien de communication, et interagissent également avec les cellules de I'héte, dans un
dialogue dit "inter-régne". Notre équipe a récemment identifié 'AHL 3-ox0-C12:2, une forme
jamais décrite, comme majoritaire dans 1'écosystéme mtestinal humain et a montré qu'elle est
diminuée dans les MICI. L'objectif de ma thése a été d’étudier I’'1mpact de cette nouvelle AHL
sur la fonction de barrére intestinale et de le comparer a celm de I’AHL 3-0x0-C12, qu est
produite par le pathogéne opportuniste Pseudomonas aeruginosa et connue pour ses effets
délétéres sur les barméres épithéliales. Je me swis particuliérement intéressée aux jonctions
serrées, qui en controlant la perméabilité paracellulaire des cellules épithéliales, constituent un
acteur majeur de cette fonction de barnére.

Nous avons utilisé dans un premier temps un modéle in vitro de cellules épithéliales mtestinales
humaines différenciées, la lignée Caco-2/TC7. Les effets des deux AHLs sur la perméabilité
paracellulaire et sur 'organisation des jonctions serrées ont été analysés a I'état basal ou en
présence de deux cytokines pro-inflammatoires, I'Interféron-y et le Tumor Necrosis Factor-a,
connues pour altérer la fonction de barnére. Nos résultats ont nus en évidence des effets opposés
des deux AHLs malgré l'analogie de leurs structures chinuques. L'AHL 3-oxo0-C12 de P.
aeruginosa potentialise [’augmentation de la perméabilité indumte par les cytokines.
Inversement, la 3-0x0-C12:2, présente naturellement dans I'intestin, protége contre les effets
délétéres des cytokines sur l'organisation des jonctions serrées. En particulier, elle permet le
maintien, respectivement aux jonctions bicellulaires et tricellulaires, de l'occludine et de la
tricelluline, ainsi que leur interaction avec leur partenaire cytoplasmique ZO-1. L'occludine et
la tricelluline interagissent avec I'E3-Ubquutine Ligase Itch et 'augmentation de I'ubiquitination
des protéines de jonctions serrées causée par les cytokines est atténuée par la 3-oxo-C12:2,
suggérant que cette AHL prévient leur endocytose.

Nos données préliminaires obtenues dans un modeéle d'organoides intestinaux murins montrent
que I'AHL la 3-0x0-C12:2 atténue 'augmentation de la mort cellulaire des cellules épithéhiales
mdute par 'Interféron-y. Cependant, nous n'avons pas pu mettre en évidence d'effets des AHLs
sur la barriére intestinale in vivo dans un modéle de colite inflammatoire chez la souris.

En conclusion, méme s'1ls restent 4 démontrer in vivo, les effets potentiellement protecteurs de
I'AHL. 3-0x0-C12:2 sur les jonctions serrées et sur la barnére épithéliale de I'intestin constituent
une piste totalement nouvelle pour mieux comprendre les interactions hdte-microbiote mises
en jeu dans les MICL

MOTS CLES :
Fonction de barnére intestinale ; jonctions serrées [ guorum sensing ; N-acyl homosérine lactones ;
maladies inflammatoires chromiques de I'intestin
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INTRODUCTION - ORGANISATION DE L' INTESTIN & FONCTION DE BARRIERE INTESTINALE

I. ORGANISATION DE L’INTESTIN & FONCTION DE BARRIERE INTESTINALE

A. ARCHITECTURE ET ORGANISATION DE L'INTESTIN

1. Structure macroscopique du tube digestif

Le tractus digestif, qui s’étend de la cavité buccale au rectum, est ’organe permettant la prise
d’aliments, leur digestion, 1’absorption de nutriments et la déjection des produits non absorbés.
Ces étapes de la digestion alimentaire sont assurées par les différents segments du tube digestif
(Figure 1A) : la cavité buccale, le pharynx, I’cesophage, I’estomac, I'intestin gréle, le colon, le
rectum et I’anus. L'appareil digestif est étroitement lié a d’autres organes comme les glandes
salivaires, la vésicule biliaire, le foie, le pancreas, qu participent a la fonction de digestion
(Figure 1A).

L’intestin greéle (5m environ chez I"'Homme), permettant 1’absorption de nutriments et qu
commence au pylore a la sortie de I’estomac, est composé du duodénum pws du jéjunum et
de I’iléon, se termunant a la jonction 1léo-caecale (Figure 1B). Aprés le caecum, le colon (long
d’1.5m environ chez I’'Homme), dans lequel les selles sont formées, débute par le segment
ascendant (ou colon droit) puis le colon transverse. Le colon descendant ou gauche est rehié
au rectum par le colon sigmoide. Le tube digestif se termune par I"anus (Figure 1B).

La paro1 de I'intestin gréle (2_5cm de diamétre chez I"'Homme) et du colon (4-5cm de diamétre
chez I'Homme) est composée de différentes tuniques en couches concentriques (de la plus
externe a la plus interne) - la tumque externe, une couche externe de muscle longitudinaux puis
une couche mterne de muscles circulaires assurant le pénstaltisme nécessaire a la motilité
mtestinale, une sous-muqueuse et la muqueuse (Figure 1C). La muqueuse est composée d’une
couche de musculaire-muqueuse et de la lamina propria (ou chorion) sur laquelle repose une
lame basale et I’épithélium intestinal La /amina propria est un tissu conjonctif qui héberge
les cellules immumnitaires itestinales et les vaisseaux lymphatiques et sanguins.

L’épithélinm intestinal, qu est en contact direct avec la lumiére du tube digestif, est un
épithélum pnsmatique simple constitué de différents types de cellules épithéhales
différenciées, détaillés plus bas.
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Figure 1 : Architecture et organisation histologique de I’appareil digestif. (A) Schéma de 1’appareil digestif
1l se compose du tractus gastro-intestinal constitué par la cavité orale, le pharynx, 1’cesophage, 1'estomac puis
I'intestin gréle et le colon et se termine par I'anus. L°appareil digestif comprend également des organes dit
accessoires participant a la fonction digestive tels que les dents et langue, les glandes salivaires, le foie, le pancréas
et 1a vésicule biliaire (adapté de Junqueira ef al. 15th Edition). (B) Schéma détaillant les différents segments de
Iintestin. A la suite de I'cesophage puis de l'estomac, 1" intestin gréle débute 3 1a sortie de 1'estomac, au pylore, par
le duodénum puis le jéjunum et se termine par 1'1léon aboutissant sur le caecum 3 1a jonction iléo-caecale. Le fube
digestif se poursuit le colon ascendant (droif), transverse puis par le colon descendant (gauche) et enfin le colon
sigmoide. Le tractus gastro-intestinal prend fin au nivean du rectum et de 1"anus (adapté de Le Gall et al. 2018).
(C) Représentation des tuniques composant la paroi du tube digestif et des dispositifs d°amplification de la
surface intestinale dans I'intestin gréle. Sur le plan histologique, la paroi du tube digestif est composée de cing
toniques : une tunique externe (séreuse ou adventice aux extrémités du tractus), deux couches de muscles
(musularis, longitndinale externe et circulaire inferne), une musculaire-mugquense ef enfin la muguense. La
mquense est elle-méme constituée par 1a lamina propria (ou chorion), tissu conjonctif dans lequel sont présents
des cellules de I'immumité intestinale, vaisseaux lymphatiques et sanguins, ef la monocouche de celliles
épithéliales reposant sur une lame basale. Afin d’assurer sa fonction d’absorption de nutriments, 1'intestin gréle
présente des anses intestinales et valvules conniventes (circular fblds) ainsi que des villosités, permeftant
d’amplifier 1a surface d’absorption de I'intestin (adapté de Junqueira ef al 13th Edition).
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Afin d’augmenter la surface d’échange de I'intestin gréle, dont la fonction principale est
I’absorption de nutriments, cehu-c1 présente, chez I'Homme, deux dispositifs d’amplification
de surface : un dispositif anatomique constitué par les anses mftestinales et les wvalvules
conmventes, et un disposifif histologique comportant les willosités intestinales et les
microvillosités — ou bordure en brosse — des entérocytes, cellules épithéliales assurant
I’absorption des nutriments (Figure 1C). Le colon, dont la fonction principale est 1a compaction
des selles via la recapture de I’eau, est dépourvu de replis et de villosités intestinales, et les
cellules épithéliales qui le composent comportent des microvillosités, qui sont néanmoins plus
courtes que dans I'intestin gréle (Helander et al. 2014). La structure et l'anatone du tractus
digestif lm permettent de bénéficier d'une surface d’absorption, de la cavité orale au colon,
d’environ 32m? (Helander et al. 2014).

11.  Organisation tissulaire et cellulaire

Au miveau de I’intestin gréle chez I’'Homme et les rongeurs, 1’épithélium est orgamisé en cryptes
de Liberkiihn et villosités structurées selon un axe crypto-villositaire (Figure 2A), tandis que
dans le colon, on retrouve umquement des cryptes et un épithélium de surface plane (Figure
2B) (Radtke ef al. 2005). Les cryptes cormrespondent au compartiment prolifératif et forment
une niche qui héberge les cellules souches mntestinales (Barker 2014), donnant naissance aux
cellules post-mitotiques (dites transit amplifying). Aprés division asymétrique et prolifération,
les cellules se différencient permettant des spécialisations cellulaires fonctionnelles (Figure
2C). Les cellules différenciées muprent en cohorte jusqu’a 1'apex des willosités ou de
I'épithélum de surface avant d’étre extrudées de 1’épithélium et de subir une mort cellulaire par
anoikis (apoptose par détachement de la matrice extracellulaire) (Barker 2014; Fouquet ef al.
2004). Ce mode de renouvellement permet d’assurer le maintien de I'intégrité de 1"épithélium.
Le renouvellement complet de 1'épithélium est accomph en seulement quelques jours - 2 a 4
jours chez la souris et 3 a 5 jours chez I"'Homme pour les entérocytes (Darwich ef al. 2014).

A partir des cellules souches multipotentes, émergent les différents types spécialisés de cellules
épithéhiales intestinales. Dans 1’intestin gréle, environ 90% de 1’épithélium est constitué par les
entérocytes, cellules absorptives, 8 a 10% par les cellules a mucus et moins d’1% par cellules
entéro-endocrines, ainsi que les cellules de Paneth, localisées dans les cryptes, ces trois
derméres appartenant au hignage sécrétoire (Figure 2A).
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Figure 2 : Spécificités cellulaires de 1'intestin gréle et du colon. (A) Structure de l’épithé]jnm de I'intestin
gréle. L’ épithélium de I"intestin gréle s’ organise selon un axe crypto-villositaire (illustré 4 gauche par microscopie
électronique de Magney ef al (1986) et au centre par une image d’immunchistochimie du marquenr de
prolifération Ki-67 de Radtke ef al (2005)). L' épithélium de 1'intestin gréle comporte cing types de celliles
épithéliales différenciées : les entérocytes, cellules absorptives représentant environ 90% des cellules épithéliales,
les cellules a mucus (goblerf cells), les cellules entéro-endocrines, les cellules de Paneth et les cellules tuft, ces
quatre derniéres appartenant au lignage sécrétoire (panneau de droite, adapté de Barker ef al. (2007)). Les cryptes
contiennent les cellules de Paneth, les cellules souches intestinales et les progéniteurs en prolifération. Les cellules
M ne sont pas représentées. (B) Structure de I'épithélium du colon. L’ épithélmm du colon ne présente pas de
villosités mais uniquement des cryptes ef un épithélinm dit de surface. L épithélium du colon est composé de
colonocytes, de nombreuses cellules 3 mucus, cellules entéro-endocrines et cellules tuft (panneau de droite adapté
de Barker ef al (2007). (C) Différenciation des cellules épithéliales et leurs fonctions dans I'intestin gréle. A
partir des cellules souches, situées dans les cryptes, les cellules épithéliales proliférent le long de 1’axe crypto-
villositaire et se différencient. I.a fonction d’absorption des mitriments vers 1a circulation sangnine est assurée par
les entérocytes, exprimant des fransporteurs de divers mutriments i leur pdle apical et basolatéral La fonction
endocrine est assurée via la libération d hormones par les cellules entéro-endocrines dans 1a circulation. Enfin 1a
fonction de barriére fait intervemir les cellules 3 mucus (goblef cells), sécrétant dans la lumiére les mucines qui
forment la couche de mucus, les cellules de Paneth sécrétant des peptides antimicrobiens. Toutes ces cellules
épithéliales sont connectées par des jonctions intercellulaires, qui participent au maintien de 1a structure du tissu
et controlent le passage de molécules présentes dans 1a lumiére intestinale (Le Gall af al. 2018, en annexe).
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On peut également noter la présence de cellules tuft qu ont un réle chinio-sensoriel et de
cellules M (pour microfolds), spécialisées dans la capture d’antigénes présents dans la lumuére
mtestinale ; ces derméres sont localisées au-dessus des plaques de Peyer, follicules lymphoides
de I'intestin gréle (Allaire et al. 2018).

Dans le colon, les cellules épithéliales se différencient en colonocytes pour le lignage absorptif
et en cellules a3 mucus, cellules entéro-endocrines et cellules tuft, pour le lignage sécrétoire
(Figure 2B). La proportion de cellules a mucus est plus importante dans le colon que dans
I'mtestin préle, et est associée a une plus grande abondance du microbiote intestinal A noter
qu’il existe, pour certains des types de cellules épithéhales, des sous-types cellulaires avec des
fonctionnalités précises (détaillés dans Allaire ef al. 2018).

m. Les différentes fonections de 'intestin

Les spécificités physiologiques des segments du tube digestif garantissent les différentes étapes
de la digestion. L’épithélinm intestinal joue un réle central dans les différentes fonctions de
I'mtestin, qu en plus de la fonction d’absorption de nutriments, incluent la fonction
endocrine et la fonction de barriére. D'un pomnt de vue cellulaire, la différenciation des
cellules épithéhales mtestinales leur confére des propriétés fonctionnelles, leur permettant de
participer a une ou plusieurs de ces fonctions (Figure 2C).

Les entérocytes, cellules majoritaires de 1’épithélium, expriment aux membranes apicale et
basolatérales un répertoiwre de transporteurs (comme la famille des GLUcose Transporter
(GLUT) et Sodium Glucose Linked Transporter 1 (SGLT1) pour le transport des sucres,
PEPtide Transporter 1 (PEPT1) pour les peptides, Cluster of Differentiation-36 (CD36) et
Scavenger Receptor class B-Type 1 (SRB-1) pour les lipides) leur permettant d’assurer le
transport de divers nutriments depuis la lunuére intestinale vers la circulation sangumne, et
ce de facon dynamique en réponse aux repas (Le Gall ef al. 2018, en annexe).

L’intestin est également le principal organe endocrine du corps humain (Remehr ef al. 2015).
Cette fonction est, entre autres, garantie par les cellules entéro-endocrines (Figure 2C) qu
sécrétent, tout le long du tube digestif, plus 20 entéro-hormones telles que le Glucagon Like
Peptide-1 et -2 (GLP-1, -2), Gastric Inhibitory Peptide (GIP), Peptide Tyrosine Tyrosine
(PYY). Le GLP-1 est, par exemple, sécrété en réponse a un repas et potentialise la production
d’msuline par le pancréas pour réguler la glycémie (Le Gall ef al. 2018).
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Enfin 1’mtestin comme tous les autres épithélia du corps, se trouve a I'interface entre le milien
intérieur et le milieu extérieur. La muqueuse intestinale fait face a la lumiére du tube digestif,
milieu riche et complexe par la présence des produits de digestion de 1’alimentation et celle du
microbiote intestinal L intestin exerce donc une fonction de barriére (Figure 2C), qu sera
abordée en détails dans le chapitre IB.

1v. Le microbiote intestinal et sa contribution aux fonctions intestinales

Le microbiote intestinal, parfois considéré comme un organe a part entiére, est un des
composants capitaux de I'intestin et participe a I’ensemble de ses fonctions. En effet, comme
d’autres organes tels que le vagin et la peau (Cho et al. 2012), I"mntestin héberge un microbiote,
le plus abondant du corps humain et constitué par diverses espéces de bactéries, champignons,
archées et bacténophages (Sausset ef al. 2020). La colomsation du tube digestif débute a la
naissance par contact avec le microbiote vaginal de la mére (ou de la peau en cas de césarienne)
et s’étend jusqu’a 1’age de 3 ans environ, terme auquel on considére le microbiote comme
stabilisé. Au cours de cette période, I’exposition a différents régimes alimentaires (lait maternel
ou mdustriel, pms nourriture solide) et les contacts avec 'environnement favorisent
I'enrichissement et la stabilité du mucrobiote. Cet écosystéme unique est le reflet de
mécanismes de co-évolution des mucro-organismes avec I’hote, dans le cadre de relations
mutualistes et commensales (Donaldson et al. 2016).

L’mntestin constitue donc un environnement privilégié pour la colomisation par des mucro-
orgamismes avec des spécificités physiologiques, selon les segments du tractus digestif
affectant 1’abondance et la diversité microbienne (Figure 3A). En effet, I’exposition a I’oxygéne
et la présence de molécules antimicrobiennes diminuent le long du tube digestif tandis que le
pH augmente (Figure 3). Ainsi au mveau de I'estomac, du duodénum et du jéjunum, sont
refrouvées des espéces bactériennes anaérobies facultatives, dont 1’abondance bactérienne est
estimée 4 10°-10* bactéries/mL de contenu (Sender ef al. 2016). On peut noter que la partie
supérieure de I'intestin préle est également exposée aux acides biliaires qui peuvent avorr un
effet sur la composition du microbiote (Donaldson ef al. 2016). La partie distale de 1"mntestin
préle, I’iléon, présente une densité plus importante (estimée a 10° bactéries/mL de contenu).
C’est dans le colon que le microbiote est le plus abondant, estimé & 10'! bactéries/mL. de
contenu (Sender ef al. 2016), et le plus diversifié, avec de nombreuses espéces anaérobies
strictes (Figure 3A). La composition et diversité du microbiote intestinal seront abordées plus
précisément dans la partie IT de I"'introduction.
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Figure 3 : Répartition du microbiote intestinal et sa contribution aux fonctions intestinales. (A) Gradient
de densité bactérienne, pH, molécules antimicrobiennes et oxygéne le long de 1'axe proximo-distal du iube
digestif (Donaldson ef al. 2016). Le pH est le plus acide an nivean de I'estomac et dans le début de 1'intestin gréle
(duodémum et jéjumum). Les concentrations en oxygéne et en molécules antimicrobiennes (anfimicrobials,
notamment dans I'intestin gréle) sont les plus élevées. Ces facteurs conduisent 3 une densité bactérienne faible et
a la colonisation d’espéces anaérobies facultatives. les concentrations en oxygéne et en molécules
antimicrobiennes décroissent le long du tractus, tandis que le pH augmente. La partie distale est celle comprenant
1a densité (et diversité) bactérienne 1a plus importante, notamment dans le colon principalement colonisé par des
bactéries anaérobies. cfii : colony forming unit ; cfo.g’ - cfu par gramme de féces. (B) Représentation simplifiée
des fonctions rendues par le microbiote a 1'écosystéme intestinal. Ce diagramme montre certains bénéfices
apportés par le microbiote intestinal aux fonctions de l'organe comme la participation a la digestion de produits
non digérables par I'héte et 1a production de vitamines ou métabolites tels que les AGCC (Short Chain Faity Acids,
SCFA), mais aussi la participation 3 Ihomeéostasie intestinale en limitant l1a colonisation intestinale par des
OIganismes non-commensau®, en édugquant le systéme immunitaire en promouvant 1a tolérance immunitaire et 1a
fonction de barriére intestinale. Le microbiote intestinal peut également coniribuer au métabolisme de composés
exogénes comme les médicaments (drug mefabolism) et interagir avec le systéme nerveux entérique (notamment
via les métabolites qu'il produif). Adapté de Sonnenburg et al. (2019).

Le mucrobiote intestinal, dans le cadre de relations mutualistes et commensales, participe a
I’ensemble des fonctions de I'intestin, qui lm fourmt une niche écologique et garantit la
disponibilité de certains nutniments (Figure 3B). En effet, le microbiote est indispensable a
I’éducation du systéme immunitaire intestinal et sa tolérance vis-a-vis des micro-organismes
commensaux ainsi qu’au développement d’un intestin fonctionnel. Le nucrobiote contribue
également ainsi au métabolisme de 1I’hote (Figure 3B) en produisant la vitamune K et certaines
vitamunes B qu ne sont pas synthétisables par I’organisme (Canny et al. 2008). Il est également
responsable de la biotransformation des acides biliaires, présents dans la lumiére intestinale, en
acides biliaires secondaires, qui peuvent exercer des effets immuno-modulateurs (Shapiro et al.
2014). La participation majeure du microbiote a la fonction meétabolique est illustrée par la
biotransformation de différents substrats alimentaires en produits métabolisables et sources
d’énergie pour I’hote et le microbiote (Figure 3B). La fermentation, par le microbiote, des fibres
alimentaires solubles (polysaccharides non digérables par I’hote et oligosacchandes) ou sucres

non absorbés en alcools en est un exemple connu. Les fibres sont une source majeure de
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nutriments pour les bacténies anaérobies dans le czecum et le colon et lors d'un régime pauvre
en fibres, certaines bactéries, capables de dégrader les mucines de 1’héte, utilisent celles-c1
comme source alternative de nutriments, au détriment de la barmére intestinale (Desai et al.
2016; Schroeder et al. 2018). Ces substrats sont métabolisés en Acides Gras & Chaine Courte
(AGCC) (Figure 3B), principalement 1'acétate, le propionate et le butyrate (Makki et al. 2018).
Le butyrate, bien qu’il soit le moms abondant des AGCC, est une source importante d’énergie
pour les colonocytes et est consommé localement, tandis que le propionate et 1'acétate sont
drainés dans la veine porte (Koh et al. 2016).

B. FONCTION DE BARRIERE INTESTINALE

L’intestin est un organe ouvert sur le milien exténeur et la muqueuse intestinale est a I"mterface
entre la lunuére du tube digestif et le milien inténieur. L’un des roles de I’intestin est d’assurer
une fonction de barriére, garantissant des échanges controlés entre les compartiments. La
barriére intestinale fait intervenir différents acteurs que nous allons présenter.

1. Barriére écologique

La colomisation du tube digestif par le microbiote commensal ou résidant agit comme une
prenmuére barriére vis-a-vis d’autres micro-orgamsmes, potentiellement pathogénes (Figure 3B).
En effet, la consommation de nuiriments, présents dans le tube digestif, par la population de
micro-orgamismes résidants permet de linuter leur dispomibilité pour d’autres espéces non
résidantes, et donc, par effet de compétition modifie ’accés a la niche écologique et modére
leur mnstallation ou prolifération. Cet effet peut étre illustré par la modification, transitoire, de
la composition bactérienne intestinale survenant suite a la prise d’antibiotiques (Keeney et al.
2014). Les archées et entérobacténes sont capables de synthétiser une large variété de peptides
antimicrobiens, respectivement, archéocines et bactériocines (bactéries Gram-positives) ou
microcines et colicines (bactéries Gram-négatives) (Rebuffat 2012). Ces molécules, dont les
meécanismes d’action sont divers, sont sécrétées en réponse a un environnement donné et
permettent de moduler la composition locale d’une communauté (Ohland ef al. 2015). En outre,
on peut mentionner le role des bactériophages comme acteurs de 1’écosystéme pouvant

moduler la composition bactérienne (Sausset ef al. 2020).
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Comme mentionné plus haut, le microbiote participe a Parchitecture de I’épithélium et a
I’éducation du systéme immunitaire intestinal (Figure 3B). En effet, I'intestin de souris
axéniques ou non colonisées présente une architecture immature, avec une diminution du
renouvellement épithélial, de la paroi mmusculeuse, de la couche de mucus, du nombre de
cellules immunitaires et un tissu lymphoide associé désorgamisé (Abrams ef al. 1962; Smuth et
al. 2007). L'utihisation de modéles axémques ou gnotobiotiques a permis de montrer I'influence
du microbiote sur différents paramétres immunologiques et épithéliaux (Bauer ef al. 2006). De
plus, une étude de 2009 a montré que les souris axéniques sont plus sensibles au développement
d’une colite nflammatoire induite par un agent chimique, le Dextran Sulfate de Sodium (DSS)
que les sounis conventionnelles (Maslowski ef al. 2009), soulignant la participation bénéfique
du microbiote sur 'intégrité de 1’épithélium intestinal L’addition d’'un AGCC, I'acétate,
permet de prévenir partiellement la colite inflammatoire. De plus, le butyrate, inhibiteur connu
des histones désacétylases, et d’autres AGCC exercent des effets bénéfiques sur I’homéostasie
mtestinale en favorisant la tolérance du systéme immunitaire via I'induction de la réponse
Treg et la diminution de I’expression de cytokines pro-inflammatoires (Koh ef al. 2016; Vinolo
et al. 2011). Ceci illustre le role protecteur du microbiote via ses métabolites.

Outre son action sur I'intégrité de 1’ épithélium et sur le systéme immunitaire, le microbiote peut
également influencer d’autres actewrs de la barnére intestinale tels que les peptides
antimicrobiens (AMPs) ou la couche de mucus (Natividad ef al. 2013), qu seront détaillés dans
les sections smivantes. Bien que 1’expression de certains AMPs par les cellules de Paneth soit
constitutive et ne requiert pas la présence de micro-organmismes, comme montré dans un modéle
murn axénique (Putsep et al. 2000), d’autres études ont montré que I’expression de certains
AMPs augmente entre 1’age feetal et adulte chez "'Homme (Mallow et al. 1996) et la souns
(Ouellette et al. 1989) et que la flore résidante indwt 1’expression de certains AMPs chez la
souris (Cash ef al. 2006). De nombreuses études, peu récentes (Kandon ef al. 1996; Szentkut
et al. 1990) ou plus actuelles (Johansson ef al. 2015; Petersson ef al. 2011), ont montré que
I'imntestin des souris axéniques présentent une couche de mucus d’épaisseur momdre que les
souris conventionnelles, les sensibilisant au développement d’'une colite indmte par le DSS
(Petersson ef al. 2011). De plus, I’épaisseur de la couche de mucus peut étre restaurée en
exposant les souris axémiques a des produits de la paroi bactérienne tels que le LPS
(LipoPolySacchande) and PGN (peptidoglycanes) (Petersson ef al. 2011). La colonisation du
tube digestif de souns axéniques par le microbiote permet de rétablir les propriétés respectives
du mucus dans 'intestin gréle et le colon en 5 a 6 semaines (Johansson ef al. 2015).
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Le rdle de la colomsation de I'mntestin par le microbiote sur la cohésion cellulaire et la
maturation des complexes de jonctions mtercellulaires est moins clair. Une étude montre des
jonctions cellules-cellules altérées chez des souris axéniques comparées aux souris
conventionnelles (Kozakova ef al. 2016) tandis que d’autres résultats exposent une perméabilité
paracellulaire dininuée chez les souris axémques par rapport aux souris conventionnelles
(Hayes et al. 2018). Dans ces deux études, la colomisation de souris axémques, soit par 3
souches bactériennes (Kozakova ef al. 2016), soit par un microbiote fécal humain (Hayes ef al.
2018), permet de modifier ces paramétres de la bammére en atténuant ou supprimant les
différences avec les sounis conventionnelles. Les effets d'un AGCC, le butyrate, sur la
perméabilité paracellulaire sont variables pmsqu'il la diminue a faible dose et I’augmente a forte
dose (Peng et al. 2007), suggérant qu'un role complexe de ces métabolites sur la barriére

intestinale.

L’ensemble de ces éléments illustre la participation, directe ou indirecte, du microbiote & la
fonction de barriére mtestinale.

1. Barriéres biochimique et immunologique

a. Peptides antimicrobiens

La production de peptides antimicrobiens (AMPs) est un mécamsme hautement
conservé parmu les organismes multicellulaires et permet de tuer ou d’inactiver rapidement
bacténies, virus et champignons. Chez les mamnuféres, la majorité des AMPs est produite par
les épithélia interagissant directement avec |’environnement comme 1’intestin, la peau, les voies
respiratoires, etc. .. Dans I'intestin, les AMPs sont sécrétés dans la lummeére de I'intestin gréle et
du colon (Figure 4) et leur expression est soit constitutive soit indute (Natividad ef al. 2013).
1l existe principalement deux modes de destruction des bacténes par les AMPs : la formation
de pores dans la paroi bactérienne (famulles des Défensines, Lectines de type C et
Cathélicidines) ou bien les AMPs présentant une activité enzymatique (comme le Lysozyme,
la phospholipase A2 et la RNAse Angiogenin-4).

La famulle des Défensines, détruisant les bactéries Gram-positives et -négatives, est subdivisée
en 3 groupes majeurs . les a-, f- et O-Défensmnes. L’expression des deux o-Défensines
humaines (Human Defensin-5 et Human Defensin-6) et des deux o-défensines murines

(appelées Cryptidines, pour leur localisation dans les cryptes) est pnincipalement hinitée aux
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cellules de Paneth, tandis que les B-Défensines (Human Beta Defensin-1, -2, -3 chez I'Homme
et uniquement mouse Beta Defensin-3 chez la souris) sont exprimeées par les cellules de Paneth,
les entérocytes et les colonocytes (Hooper 2015) (Figure 4A).

Les Lectines de type C, solubles, comprenant chez la souris Regenerating islet-derived protein
3-B (ReglII-B) et ReglIIl-y (appelé ReglIl-a chez I’'Homme), se lient aux peptidoglycanes de
la paro1 des bactéries Gram-positives et sont exprimées par les cellules de Paneth, entérocytes
et colonocytes (Figure 4A). On peut ajouter que dans le colon (Figure 4B), les cellules a4 mucus
produisent, en réponse a une infection, la molécule Resistin-Like Molecule-p (RELMP) dont 1l
a été montré que les formes humaines et murnnes détnusent in vitro la paroi1 de bactéries Gram-
négatives telles que le pathogéne murnin Citrobacter rodentium et le le pathogéne opportuniste
Pseudomonas aeruginosa (Propheter ef al. 2017). A noter que les p-Défensines et les Lectines
agissent aussi contre les champignons (Underiull ef al. 2014).

Le Lysozyme, a activité glycosidase (ciblant plus efficacement les peptidoglycanes des
bactéries Gram-positives) et la Phospholipase A2 (hydrolysant les phospholipides des
membranes bactériennes) sont des AMPs sécrétés par les cellules de Paneth (Figure 4A).

Il est estimé que les granules de sécrétion des cellules de Paneth contiennent a 70% des
Défensines et que le reste est représenté par les autres AMPs (Natividad ef al. 2013).

Amsi, les AMPs sont un des mécanismes rapides de défense par lesquels les cellules épithéliales
mtestinales participent 8 maintemir I’équilibre des mteractions entre héte et microbiote.

12
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Figure 4 : Mécanismes de défenses de la muquense intestinale (adapté de Allaire of al 2018). (A) Dans
I'intestin gréle, les cellules de Paneth, localisées dans le fond des cryptes. sécrétent divers AMPs (phospholipase
A2 ou sPLA? Reglll-o chez 'Homme ou -f et -y chez la souris, le Lysozyme et les a-Défensines) Les
entérocytes sécretent, quant i enx, les f-Défensines, les Cathélicidines et les AMPs de 1a famille ReglIll cités ci-
dessus. La lamina propria heéberge des cellules dispersées de I'immunité innée (macrophages, monocytes, celliles
dendrifiques (Dendritic Cells, DC) et des cellles du Gui-Associated-Lymphoid Tissue (GALT) comme les
lymphocytes T, B et intra-épithéliaux (Inira-Epithelial Lymphocytes, IEL). L’iléon est riche en plaques de Peyer
(Peyer's patches), follicule lymphoide du GALT, permettant le contact entre les cellules épithéliales M, qui
échantillonnent les antigénes lnminaux et les présentent aux lymphocytes B, qui produiront des IgA sécrétées
(secretory Igd) et aux lymphocytes T. (B) Dans le colon, les cellules 3 mucus (goblet cells) sécrétent les mucines
et d'autres protéines (CLCAL, Zgl16, Apgr?) formant 1a couche de mmcus. Les cellules 3 mucus sécretent également
un AMP, le RELM, et ont un role de sentinelle des antigénes luminanx, assurant les défenses innées dans ce
segment dénué de cellules de Paneth.
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b. Immunité et Gur-4ssociated Lymphoid Tissue (GALT)

La muqueuse mtestinale héberge un systéme de défense complexe qui permet d’assurer une
protection vis-a-vis de micro-organismes potentiellement pathogénes tout en garantissant une
certaine tolérance envers le microbiote résidant afin de mamtemir I"’homéostasie intestinale. Le
systtme de défense intestinal comporte une composante innée et un systéme de réponse
adaptatif.

Le systéme de défense mné fait intervemir, en plus des peptides antimicrobiens mentionnés c1-
dessus et du role du mucus, les cellules épithéliales et des cellules immunitaires telles que les
macrophages, cellules dendnitiques, neutrophiles, éosinophiles et cellules Natural Killer (NK),
dispersées dans la lamina propria (Figure 4). Les cellules présentatrices d’antigénes et les
cellules épithéliales expriment des récepteurs membranaires ou cytoplasmiques (Pattern
Recognition Receptor, PRR) reconnaissant des motifs associés aux pathogénes
(Pathogen/Microbial Associated Molecular Patterns, PAMPs/MAMPs). On peut citer, comme
groupes connus des PRRs, la famille des Toll-Like Receptor (TLR), NOD-Like Receptor (NLR)
et RIG-I-Like Receptor (RLR) (Winer ef al. 2017). Dans les cellules épithéliales intestinales,
I'activation des PRRs aprés liaison avec le ligand induit notamment la sécrétion d’AMPs, de
mucus, et de cytokines pro-inflammatoires (Allaire ef al. 2018).

Les cellules présentatrices d’antigénes, telles que les cellules dendnitiques et macrophages,
localisés dans la lamina propria, et les cellules M (localisées dans la monocouche épithéliale
recouvrant les plaques de Peyer) ont un role d’échantillonnage des antigénes luminaux,
microbiens ou alimentaires, et jouent un role d’intermédiaire entre immumité innée et adaptative
(Figure 4).

Le systéme immumtaire adaptatif comprend principalement les plasmocytes, les lymphocytes
B ou T, résidant dans la lamina propria ou intra-épithéliaux. Le systéme immumnitaire mtestinal
s’organise au sein du Gut-Associated Lymphoid Tissue (GALT, Figure 4A), quu, en plus des
cellules immunitaires dispersées dans la lamina propria, comprend les plaques de Peyer
(groupements de follicules lymphoides situés entre la muqueuse et la sous-muqueuse de 1'1léon
distal), des follicules lymphoides isolés dans le colon et des ganglions meésenténiques
Iymphatiques (Winer ef al. 2017). Les follicules lymphoides, structures majeures du lien entre
mmunité mné et adaptative (Jung et al. 2010), permettent le contact entre cellules
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présentatrices d’anfigénes et lymphocytes B ou T qu sont alors activés et mugrent dans les
ganglions mésentériques. Au contact d’un antigéne, les lymphocytes B se différencient en
plasmocytes produisant des immunoglobulines A (IgA). Aprés différenciation, ils peuvent
atteindre et mfiltrer les sites effecteurs de 1’épithélium intestinal Les lymphocytes B sont
concentrés dans les plaques de Peyer tandis que les lymphocytes CD4™ sont répartis plus
uniformément dans la lamina propria dans les willosités et cryptes (Figure 4A). Les
lymphocytes CD8" peuvent nfiltrer 1’épithélium (lymphocytes intra-épithéhaux), bien
qu’environ 40% résident dans la lamina propria (Figure 4) (Mowat 2003).

En I’absence d’inflammation, lorsque des antigénes de bacténies commensales ou alimentaires
sont détectés et capturés par les cellules présentatrices d’antigénes, ’activation, puis
différenciation, des lymphocytes T naifs est onentée vers un phénotype régulateur : ils se
différencient en lymphocytes T régulateurs (Tree) produisant majoritairement 1’ interleukine-10
anfi-inflammatoire ou bien en lymphocytes T helper (Tu3) produisant la cytokine anti-
mflammatowre TGFP (Transforming Growth Factor f). Ceci promeut la tolérance et
I’homéostasie immunitaire. Dans le cas de la détection d’antigénes de bactéries pathogénes,
I'inflammation locale favornse la différentiation des lymphocytes T vers un phénotype Txl, qu
produisent des cytokines pro-inflammatoires comme par exemple 1'mterféron-y. A terme, les
cellules régulatrices permettent d’atténuer la réaction immunitaire et de retrouver I’homeéostasie
(Mowat 2003).

Amsi, I’équilibre entre 1’héte et le contenu de la lunmére mtestinal, notamment le microbiote,
est mamntenu price a divers mécanismes, telle que "atténuation de la réponse inflammatoire,
qui permettent au systéme immumitaire de tolérer les antigénes de bactéries commensales et de
répondre de facon adaptée aux micro-organismes non résidants. Cet équulibre est rompu lors
d’'une inflammation intestinale et dans de nombreuses pathologies digestives que nous

aborderons plus lom.

u1.  Barriére physique

La bameére intestinale forme également une frontiére physique entre la lumuére de
I'mtestin (nulien extérieur) et le compartiment intérieur. Cette barnére physique est constituée
par une couche de mucus et par la présence de jonctions intercellulaires entre les cellules
épithéhiales, et plus particulierement les jonctions serrées.
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a. Rile du mucus

La couche de mucus, que I'on retrouve chez les mammuféres dans I'intestin (a partir de
I’'estomac) et dans les voies respiratoires, permet de maintemr une distance physique, et
éventuellement sélective, entre microbiote et épithélinm (Figure 5). Les cellules a mmucus
produisent et sécrétent des mucines, dont les propriétés physico-chimiques leur permettent de
former un gel constitué a 95% d’eau. En effet, ces protéines sont hautement O-glycosylées et
s’oligoménsent, par la formation de ponts disulfures, créant amnsi une structure réticulaire
capturant eau et 1ons (Hansson 2019). La couche de mucus exerce un role de barrére par deux
principes simples : (1) nettoyer la surface par lubnification et élimination du mucus et des débrnis
qu’il contient et (11) former une couche protectrice 1solant la monocouche épithéliale.

Chez I"'Homme et la souris, 9 mucines, de nature acide ou neutre, sont exprimées dans I"intestin
gréle et le colon et sont soit lifes a la membrane soit sécrétées (Natividad ef al. 2013). La mucine
2 (MUC?2) est la principale mucine sécrétée dans 1’ intestin et les souris invalidées pour son géne
développent spontanément une colite inflammatoire distale, et éventuellement un prolapsus
rectal (Van der Shus ef al. 2006), soulignant le réle du mucus dans la barmére intestinale.
Briévement, les cellules a4 mucus expriment et sécrétent, d’autres protéines participant a la
structure du mucus (Figure 4B) : le Calcium-Activated Chloride Channel Regulator 1 (CLCA1)
a activité métalloprotéase quu régule la structure du mucus (Nystrom ef al. 2018), Fcg-binding
protein (Fcgbp) qui a un role de cross-linker de MUC?2. En outre, Anterior Gradient Homolog
2 (Agr?) est une protéme disulfure 1somérase présente dans le réticulum endoplasmique des
cellules a mucus du colon chez la souns, qu catalyse la formation de ponts disulfures
nécessaires a la maturation correcte de MUC?2 (Park ef al. 2009). L’ensemble de ces protéines
forme un gel de mucus dont la taille des pores peut vaner, permettant ou limitant plus ou moins
la diffusion de micro-orgamismes. On peut enfin citer la protéine de type lectine Zymogen
Granule Protein 16 (Zgl6) qu permet 1’ agrégation des bacténies Gram-positives dans la couche
de mucus, empéchant leur passage vers les couches plus proches de I’ épithélium (Allaire et al.
2018).
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La couche de mucus est orgamsée différemment dans 1’intestin gréle et le colon (Figure 5).
Dans I'intestin gréle (Figure 5A), une couche de mucus umque recouvre toute la hauteur de
I'épithélium, jusqu’en haut des villosités. Bien que la taille des pores du gel n’exclue pas
I’'entrée de bacténies dans ce segment intestinal, la couche de mucus forme une barmére qu
limite la diffusion des bactéries, renforcée par la présence d’AMPs (Hansson 2019).

Dans le colon (Figure 5B), le mucus est orgamisé en deux couches - une couche interne, stérile,
dont le réseau forme des pores de taille mférieure a 1pm (d’une épaisseur de 50-70pm chez la
souris et 250-300pum chez 'Homme dans la partie distale) et une couche externe, plus lache,
hébergeant des bactéries résidantes, quu peuvent notamment ufiliser les glycanes du mucus
comme source de nutnnments tout en produisant des AGCC. 1l est intéressant d’ajouter que des
cellules a mucus dites ‘sentinelles’ se trouvent a I'entrée des cryptes du colon (dénuées de
cellules de Paneth) qui peuvent détecter le rapprochement d’un micro-orgamisme et répondre
en déclenchant une sécrétion supplémentaire de mucus afin de favoriser son élimination
(Allaire ef al. 2018; Hansson 2019) (Figure 5B).

A Small Intestine B Colon Colitis
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Figure 5 : Organisation de la couche de mucus dans 1'intestin gréle et le colon. (A) Dans I'intestin gréle (3
gauche) la couche de muicus est unique, enrichie en AMPs (notamment prés des cryptes) et limite 1a diffusion des
bactéries. (B) Dans le colon (au milien), le mucus est organisé en deux épaisseurs - une couche interne (fmner)
stérile et une couche externe (outer) dans laquelle résident des micro-organismes commensanx, qui peuvent utiliser
les sacchandes des mucines comme source de nutriments et produisent des AGCC, métabolisables par I’héte. Les
cellules 3 muens sentinelles gardent ’entrée des cryptes. Dans le cas de colite (a droite), 1a couche de mucus
colique est endommagée et le microbiote est alors en contact direct avec 1'épithélinm intestinal (adapté de Hansson
2019).

17



INTRODUCTION - ORGANISATION DE L' INTESTIN & FONCTION DE BARRIERE INTESTINALE

b. Les jonctions intercellulaires

Les jonctions cellule-cellule maintiennent la cohésion des cellules épithéliales mtestinales
organisées en une monocouche et sont une composante physique de la fonction de barriére
(Figure 2C). Les jonctions intercellulaires maintenant 1’épithélinm jointif sont les jonctions
serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes (Figure 6). Ce sont plus spécifiquement les
jonctions serrées (Tight Junctions, TJs) qu assurent la fonction de barrére intestinale en
confrolant, de facon sélective, le passage de molécules lumunales dans 1’espace paracellulaire
(perméabilité paracellulaire). Les jonctions adhérentes permettent 1’adhésion cellulaire et ont
un rdle capital dans 1’architecture du tissu (Takeichi 2014). Les desmosomes sont impliqués
dans la résistance a la déformation et au stress mécamique du tissu (Green ef al. 2019). Les
jonctions communicantes, qui ne sont pas connectées au cytosquelette et qui n’mterviennent
pas dans 1’adhésion cellule-cellule, ne seront pas abordées 1c1.

Les jonctions serrées (zonula occludens) forment, avec les jonctions adhérentes (zonula
adherens) et les desmosomes (maculae adherens), une structure particuliére - le complexe
apical jonctionnel, localisé a 1’apex des membranes latérales de cellules adjacentes, juste sous
la bordure en brosse (Figure 6A et B). Il est connecté au cytosquelette qui maintient la structure
des jonctions, participe a leur régulation dynammque et leur permet de former un réseau dense
organisé en cemfure a I'intérieur de la cellule

Les différents types de jonctions sont des complexes comprenant de nombreuses protéines dont
certaines sont spécifiques mais leur architecture moléculaire est dans l'ensemble identique
(Figure 6A). Elle repose d’abord sur des protéines transmembranaires (permettant d’accoler les
membranes de deux cellules adjacentes), comme la E-Cadhérine et les Nectines (jonctions
adhérentes) ou les desmogléines (desmosomes). Les protémes transmembranaires recrutent au
mveau de leur domamne intracytoplasmique des protéines cytoplasmuiques adaptatrices quu font
le lien avec le cytosquelette, soit les mucrofilaments d’actine pour les jonctions serrées et
adhérentes, soit les filaments intermédiaires dans le cas des desmosomes (Figure 6A et B). On
peut citer la fanmulle des catémines comme protéines adaptatrices impliquées dans la structure
des jonctions adhérentes et des desmosomes.

Nous reviendrons en détails sur la structure moléculaire des jonctions serrées dans la section
smivante_ Il est important de noter que, bien que la fonction de barnére soit principalement régie
par les jonctions serrées, I’ensemble de ces trois jonctions y participe de facon active et que la
dérégulation d’une des jonctions enfraine une altération globale de la fonction de barreére
(Mohanan ef al. 2018; Petit et al. 2012).
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Figure 6 : Le complexe apical jonctionnel. (A) Structure moléculaire des jonctions intercellulaires. Les
jonctions serrées (fight junctions, TT) forment, avec les jonctions adhérentes (adherens junctions) et les
desmosomes une structure particuliére - le complexe apical jonctionnel (apical junctional complex). Ces trois types
de jonctions comprennent des protéines transmembranaires (Clandines, Occludine et Tricelluline pour les
jonctions serrées, E-Cadhérine pour les jonctions adhérentes et Desmogléines et Desmocollines pour les
desmosomes), des protéines cytoplasmiques adaptatrices (de 1a famille Zomula Oceludens (Z0) pour les jonctions
serrées et de la famille des Caténines pour les jonctions adhérentes et desmosomes), qui font le lien avec le
cytosquelette d’actine contractile (jonctions serrées et adhérentes) ou avec les filaments intermédiaires de kératines
(desmosomes) (adapté de Le Gall ef al. 2018, en annexe). (B) Ultrastruciure du complexe apical jonctionnel.
Les jonctions serrées (IJ) sont situées dans la partie la plus apicale de la membrane latérale, sous les
microvillosités, au-dessus des jonctions adhérentes (ZA, zonula adherens), toutes deux étant connectées aun
cytosquelette d’actine (formant le terminal web, TW). Les desmosomes (D1) sont situés plus bas le long de la
membrane baso-latérale. D2 désigne un desmosome hors complexe apical jonctionnel Ils sont connectés awx
filaments intermédiaires (IF, intermediate filamenis) Le cytosquelette apparait dense aux électrons dans cette
image de microscopie électronique i transmission sur coupe fine. Barre d’échelle 200nm (adapté de Young &f al
2000) (C) Ulirastructure du réseau de brins de jonctions serrées. Le résean formé par les protéines des
jonctions serrées est visible sous forme de « brins » par microscopie électronique aprés cryofracture. Barre
d’échelle 200nm (adapté de Furuse 2010).
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1v. Perméabilité sélective et organisation moléculaire des jonctions serrées

Les jonctions serrées ont frois grandes fonctions : (1) une fonction de délinutation (ferce
function) et de séparation des compartiments membranaires apical et basolatéral des cellules
épithéhales, en limitant la diffusion de composants membranaires (lipides ou protéines
transmembranaires) ; elles participent donc a la polanté cellulaire ; (1) une fonction de
plateforme de signalisation (stress cellulaire, prolifération, différenciation et polarité) ; (11) la
fonction de barriére, qu fait ’objet de ce travail, en controlant sélectivement le passage
paracellulaire de molécules (Chiba et al. 2008).

a. Les différentes voies de passage

Les flux de molécules présentes dans la lummére intestinale (nufriments, ions, antigénes
alimentaires ou bacténiens) peuvent s’effectuer, vers le compartiment mténeur, soit en transitant
par I'intérieur des cellules épithéhales (voie transcellulaire, qui est un passage actif ou passif
via des transporteurs ou des canaux), soit par la voie paracellulaire (diffusion passive), permise
par I’espace résiduel entre deux membranes de cellules adjacentes. Cette voie de passage, qu
défimt la perméabilité paracellulaire, est controlée par les jonctions serrées (Figure 7A).
Pour assurer sa fonction d’absorption, mais aussi d’éducation du systéme immunitaire et de
tolérance vis-a-vis du microbiote et des aliments, I'intestin doit maintemir une permeéabilité
sélective de 1’épithélium et non pas une barnére absolue. Cette notion capitale de sélectivité
fait de I’épithélium intestinal une barrére moins étanche et stringente que d’autres comme la
barriére hémato-encéphalique (Anderson et al. 2009).

La perméabilité paracellulaire peut étre subdivisée en deux voies de passage distinctes - le ‘pore
pathway’ et le *leak pathway’. Le pore pathway permet le passage d’ions et petites molécules
de facon hautement sélective sur la taille et charge, tandis que le leak pathway, peu sélectif,
correspond au passage de macromolécules (de type fragments des parois bactériennes,
antigénes alimentaires) (Figure 7A). Le pore pathway représente une grande capacité de
passage des 1ons et petites molécules tandis que le Jeak pathway est, en conditions
physiologiques, de trés faible capacité (Shen ef al. 2011). C’est le leak pathway qu participe,
en conditions physiopathologiques, a I'inflammation intestinale lorsque le passage de
macromolécules est dérégulé (Choi ef al. 2017).

On peut noter que le pore pathway peut étre étudié en mesurant la Résistance Electrique Trans-
Epithé]_iale (TEER, a l'aide d’électrodes), qui correspond a 1'inverse de la conductance ; la
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TEER varie donc de fagcon inversement proportionnelle a la perméabilité aux ions et petites
molécules charpées. Le leak pathway est étudié via la mesure du passage de traceurs de
différentes tailles, souvent fluorescents. Ces mesures sont des outfils d’étude de la perméabilité
in vitro des lignées cellulaires, ex vivo en chambres de Ussing ou bien in vivo pour le passage
de traceurs fluorescents (Anderson er al. 2009; Thomson ef al. 2019).

Ces deux voies sont déterminées et controlées par différentes protéines transmembranaires des
jonctions serrées, dont la nature et les propriétés conférent leurs caracténistiques et spécificités.
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Figure 7 : Perméabilité paracellulaire et composition des jonctions serrées. (A) Les deux voies de passage
paracellulaire. Les flux de molécules depuis la lumiére intestinale vers le compartiment intérienr peuvent
s effectuer vig les voies de passage transcellulaire (transports passifs ou actifs) ou paracellulaire (transport passif
des ions et macromolécules de petite taille). La perméabilité paracellulaire, représentée ici par les fléches, peut
étre divisée en deux catégornies - le “pore pathrway et le “leak pathway’_ Le pore pathway, permet le passage d’ions
et petites molécules de fagon sélective sur 1a taille et 1a charge et représente une grande capacité de fhux. Le leak
pathway, de capacité beaucoup plus faible, correspond au passage de macromolécules d’origine alimentaire ou
bactérienne (B) Structure moléculaire des jonctions serrées. Le complexe des jonctions serrées se compose de
protéines transmembranaires, d'une ‘plaque cytosolique’ (formée par de nombreuses protéines cytoplasmigques
adaptatrices), du cytosquelette, principalement constitué d’acto-myosine (mais aussi microtubules) et de protéines
régulatrices et de signalisation Les protéines transmembranaires (en violet) appartiennent a la famille des TAMPs
(protéines 3 domaines MARVEL avec 4 domaines transmembranaires et controlant le leak patiway), i 1la famille
des Claudines (avec 4 domaines fransmembranaires et controlant le pore pathway), et a la superfamille des
immmunoglobulines dont les protéines de 1a famille des Junctional Adhesion Molecules (JAMs) ; elles comprennent
aussi la protéine 3 3 domaines transmembranaires BVES (Blood Vessel Epicardial Substance). On trouve aux
jonctions serrées de nombrenses protéines adaptatrices (ici en rose) faisant le lien avec le cytosquelette d’actine
(protéines de 1a famille Zonula Occludens Z01, 2, 3) ou avec les microtubules (Cinguling). La plaque cytosolique
des jonctions serrées comprend également des protéines de signalisation (en orange) comme des protéines kinases
et des pefites Rho GTPases (Cdc4?, Rac et RhoA), des RhoGEFs (en rouge) et des facteurs de transcription
(comme ZONAB en jaune). Les jonction serrées impliquent un complexe de polarité (constitué par 1a protéine a
un domaine fransmembranaire CRB3 et des protéines de sipnalisation en bleu) (adapté de Zihmi ef al 2016).
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b. Structure moléculaire des jonctions serrées

Les jonctions serrées (fight junctions, TJs) forment des points de contacts entre les membranes
de cellules adjacentes, sous forme de réseaux de bnns (rendus wvisibles en microscopie
électromique aprés cryofracture, Figure 6C). Comme les autres jonctions, les complexes des
jonctions serrées (Figure 7B) se composent de protémnes transmembranaires, d une ‘plaque
cytosolique’ (formée par de nombreuses protémnes cytoplasmiques adaptatrices) et du
cytosquelette, principalement constitué d’acto-myosine permettant une certaine contractilité et
dynamque. On peut également ajouter la présence de protéines régulatrices et de signalisation
(Zihm ef al. 2016).

1l exaste quatre groupes de protéines transmembranaires (TM) des jonctions serrées (Figure 7B)
- la grande fanulle des Claudines, les TAMPs (pour Tight junction-Associated MARVEL
Protein), ayant toutes deux 4 domames TM, la protéine a 3 domames TM Blood Vessel
Epicardial Substance (BVES) et enfin des protémes a un domamne TM appartenant a la
superfamille des immunoglobulines : les protémes de la fanmlle des Junctional Adhesion
Molecules (JAMs), et celles des Angulines (aussi nommeées Lipolysis-Stimulated lipoprotein
Receptors, LSRs) (Masuda ef al. 2011; Higashi ef al. 2013).

La fanulle des Claudines, qui confrolent la perméabilité aux 1ons et solutés (pore pathway)
comprend 26 membres chez I"'Homme (27 chez la souris). Leurs profils d’expression, qui ne
seront pas détaillés ic1, différent d’un organe et tissu a ’autre mais également au sein d’un
méme tissu. C’est notamment le cas dans I’épithélium intestinal, dans lequel les formes de
Claudines exprimeées varient le long de I’axe proximo-distal du tube digestif mais aussi le long
de I’axe crypto-villositaire (Chiba ef al. 2008; Garcia-Hemandez ef al. 2017). Elles sont
impliquées dans des interactions homo- ou hétérophiliques, en frans (Claudines de membranes
adjacentes) ou en cis (Claudines intégrées dans la méme membrane). Quatre Claudines (deux
sur chaque membrane) forment un pore de 44 8 A

Les différentes Claudines, en fonction des acides aminés portés sur les deux boucles
extracellulaires, possédent des affimités différentes pour les anions ou cations, leur conférant
ainsi leurs propriétés sélectives. L expression augmentée de Claudines dites ‘pore-sealing’ ou
étanches (1, 3, 4, 5, 7, and 19) condwmt & une augmentation de la TEER, reflétant une
perméabilité aux 1ons et solutés diminuée. Réciproquement, la surexpression de Claudines dites
'pore-forming’ ou permeéables, comme la Claudine 2, mdwmt une augmentation de la
perméabilité aux cations (Muto ef al. 2010).
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Une autre fanulle importante des protéines transmembranaires des jonctions serrées est celle
des TAMPs, protémes a domaines MARVEL dont I’Occludine, 1a Tricelluline et MARVELD3
(Raleigh ef al. 2010) (Figure 7B).

L’Occludine a été la premuére protéine transmembranaire des jonctions serrées identifiée
(Furuse ef al. 1993). Bien qu’il ait rapidement été montré que sa surexpression dans la lignée
épithéhiale MDCK augmente la formation des réseaux de brins de scellement au niveau des TJs
(McCarthy ef al. 1996), le role de 1'Occludine dans la structure des jonctions serrées a été remis
en question, entre autres par une étude montrant que des cellules souches embryonnaires
déficientes pour 1'Occludine se différencient en cellules épithéliales polarisées et forment des
jonctions serrées (Saitou ef al. 1998). De méme, les sounis délétées pour 1’Occludine sont
viables et ne présentent pas de défaut majeur de la barriére intestinale (Saitou et al. 2000).
Néanmoins, la découverte des Claudines pwis des autres protémmes TAMPs, notamment la
Tricelluline, ont amené & proposer un modéle dans lequel ces protéines participent ensemble a
la structure des jonctions serrées (Raleigh ef al. 2010). De plus, la participation de I’Occludine
dans le controle de la perméabilité aux macromolécules a été confirmée par un modéle
d’'mvalidation dans la lignée de cellules épithéhales intestinales Caco-2, condwsant & une
augmentation du passage des macromolécules, de fagon taille-dépendante (et non pas des 10ns)
(Al-Sad1 et al. 2011), réaffirmant son role dans la perméabilité paracellulaire, plus
particuliérement dans le leak pathway.

L’1identification de la Tricelluline en 2005 (Ikenouchi ef al. 2005) a permus d’apporter de
nouveaux éléments majeurs sur la structure des jonctions serrées (Figure 8A et B). Il existe
quatre 1soformes humaimes de cette protéine. L’isoforme TRIC-a, la plus longue et
communément appelé Tricelluline (Riazuddin et al. 2006), est exprimée dans divers tissus
épithéhaux (Ikenouchi ef al. 2005). Elle est localisée majoritairement aux jonctions serrées
tricellulaires (Figure 8A et B) et la suppression de son expression dans la lignée épithéliale
mammaire Eph4 condmt a un passage accru de macromolécules mais aussi des 1ons,
s’accompagnant d’une désorgamisation des jonctions tri- mais aussi bicellulaires (Ikenouchs et
al. 2005). Une étude (Ikenouchs ef al. 2008), montrant que la suppression de 1’Occludine (par
knockdown dans la lignée épithéliale MDCK IT) entraine la relocalisation de la Tricelluline aux
jonctions serrées bicellulaires, a suggéré des fonctions communes a ces deux protéines, amenant
a s’interroger sur le role spécifique des jonctions tricellulaires. Ce dernier point a été éclairci
par une élégante étude permettant de discniminer la participation de la Tricelluline dans la
perméabilité des jonctions bicellulaires et tricellulaires (Krug ef al. 2009).
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Figure 8 : Tricelluline et jonctions serrées tricellulaires. (A) Structures de la Tricelluline et de 1'Occludine
murines. Elles ont en commm les quatre domaines fransmembranaires, le grand nombre de résidus Tyrosine et
Glycine sur 1a premiére boucle extracellulaire et leurs domaines C-terminaux respectifs sont identiques 3 32%_La
Tricelluline a toutefois un domaine cytoplasmique N-terminal plus long (187 acides aminés) que 1"'Occludine (61
acides aminés) (Tkenouchi ef al. 2005). (B) Localisation de la Tricelluline et de I'Occludine marquées par
immunofluorescence dans la lignée entérocytaire Caco-2/TC7. La Tricelluline (en vert 4 gauche) est localisée
aux jonctions serrées tricellulaires tandis que 1'Occludine (en vert a droite) est observée aux jonctions serrées
bicellulaires. Les fleches dans les plans X7 (vue de c6t€) indiquent le plan correspondant en vue du dessus (3Y).
La phalloidine marque 1"actine-F, ici principalement an niveau des microvillosités et les noyaux sont marqués an
DAPI (en blen) (adapté de Petit ef al 2012). (C) Modéle du pore ceniral formé aux jonctions serrées
tricellulaires. Ce canal d'une longueur de 1pm et d un diamétre de 10nm est forme par 1a Tricelluline (en orange
sur le schéma du bas) et d’autres protéines comme celles de 1a famille des Anpulines participant 3 1a structure de
ces contacts cellule-cellule particuliers (Higashi et al 2017; Tkenouchi et al. 2005).

Briévement, les auteurs ont montré que la Tricelluline surexprimée aux jonctions bi- et
tricellulaires diminue la perméabilité aux macromolécules et aux ions (sans spécificité de
charge) avec une ultrastructure des jonctions améliorée, tandis que lorsqu’elle est localisée aux
jonctions tricellulaires, la Tricelluline mimnuse le passage de macromolécules uniquement.
Les travaux sur cette protéine, et sur la fanulle des Angulines imphquées également dans la
structure des contacts tricellulaires (Masuda ef al. 2011; Higashi ef al. 2013), ont pernus de
proposer un modéle dans lequel les jonctions tricellulaires forment un canal ou un pore d’un
diamétre de 10nm (Figure 8C), qui est une voie de passage privilégiée des macromolécules,
soulignant leur importance dans la fonction de barriére épithéliale (Furuse et al. 2014; Higashi
et al. 2017; Ikenouchi ef al. 2005; Krug ef al. 2014).
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La plaque cytosolique des jonctions serrées est un large complexe protéique dont les
composants majeurs sont les protéines adaptatrices d’échafaudage faisant le lien entre
protéines transmembranaires et cytosquelette (Figure 7B), griace a leurs multiples domaines
d’imnteraction protémes-protéimnes (Figure 9). Les protémes de la fanmlle Zonula Occludens
(ZO-1, -2, -3, classifiées dans la superfamille des MAGUKSs, Membrane-Associated Guanylate
Kinase) en sont |’exemple le plus connu. ZO-1 (Figure 9) a été la premuéere protéme des
jonctions serrées identifiée en 1986 dans divers épithéhia et présentant différents vanants, 1ssus
d’'un épissage altematif, avec des spécificités tissulaires (Stevenson ef al. 1986). On peut
également citer les protémes de la fanulle MAGI (Membrane-Associated Guanylate kinase
Inverted), PATIJ, (PALS1-associated Tight Junction), ou encore la Cinguline (Figure 7B), qu
a la particularnité de se lier aux microtubules (Citi ef al. 2012; Yano ef al. 2013).
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Figure 9 : Domaines d’interactions protéine-protéine de la famille des protéines adaptatrices de la plague
cytosolique Zonula Occludens Z0-1, 20-2 et Z0-3. Ces trois protéines, de la famille des MAGUKSs, portent
chacune trois domaines PDZ ( Posi-synaptic density 95/Drosophila disc large/Zona-occludens I') - PDZ1 se lie aux
protéines de la famille des Clandines, PDZ? aux protéines 70 et PDZ3 i la protéine transmembranaire JAM-A
(dans le cas de ZO-1). Le domaine SH3 (Src Homology 3) a €té reporté comme interagissant avec le facteur de
transcription ZONAB (Balda ef al. 2000). Le domaine GUE (GUanylate Kinase) est conservé parmi les protéines
de la famille MAGUKSs ; il n’a pas d'activité enzymatique et médie I'interaction avec d’autres protéines comme
I’Occludine dans le cas de ZO-1. Le domaine C-terminal est engagé dans les interactions avec le cytosquelette
d’actine (pour Z0-1 et Z0-2), conférant une fonction de protéine d’échafaudage On peut noter que les frois
protéines 70 peuvent interagir avec une auire protéine adaptatrice, la Cinguline, qui lie les microtubules. (adapté
de Suzuki 2013).
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Le pgrand nombre de protéines adaptatrices et la redondance de leurs domaines d’interactions
protéine-protéine (Figure 9), notamment au sein de la famille des ZO, ont condut a différentes
études posant la question de leur nécessité pour la formation des jonctions serrées, et
d'éventuelles redondances de fonctions, bien que I'invalidation du géne de ZO-1 (Katsuno ef al.
2008) ou du géne de ZO-2 soit létale a 1’état embryonnaire (Xu ef al. 2008). Dafférents travaux,
utilisant un modele de déplétion par RNA mterférence de ZO-1 dans la lignée MDCE, ont
généré des résultats contradictoires sur la nécessité de ZO-1 dans la formation des jonctions
serrées (McNeil ef al. 2006; Van Itallie et al. 2009). Une étude plus récente, dans laquelle
I’'expression de ZO-1 est complétement supprimée (s affranchissant de la déplétion partielle par
RNA mterférence) puis réintroduite, a permis de mettre en évidence un réle spécifique de ZO-
1 dans la structure des jonctions serrées, 'orgamisation du cytosquelette et dans la perméabilité
paracellulaire (Tokuda ef al. 2014). Néanmoins, 1l a été montré in vifro (Umeda ef al. 2004) et
in vivo (Adachi ef al. 2006) que lorsqu'une des protémnes ZO est manquante, des mécanismes
compensatoires de relocalisation des autres ZO se mettent en place, compliquant les modéles
d’études mais soulignant la robustesse de la structure des jonctions serrées.

A noter que ZO-1 joue un role capital dans la formation et maturation des jonctions serrées :
aprés la mise en place d’une jonction ‘primordiale’ (constituée par la E-Cadhénne et la
Nectine), ZO-1 est mobilisée a cette jonction, permettant le recrutement de protéines de
signalisation et la mise en place du cytosquelette (Zihm ef al. 2016).

La plaque cytosolique des jonctions serrées comprend également de nombreuses protéines de
signalisation (Figure 7B), recrutées par les protéines adaptatrices ou se hant directement aux
protéines transmembranaires (Zihm ef al. 2016). On retrouve aux jonctions, entre autres, des
protéines kinases, des petites GTPases de la fanulle Rho (Cdc42, Racl et RhoA), des RhoGEFs
mais aussi des facteurs de transcription comme ZONAB et YAP, qu sont impliqués dans de
nombreuses voles de signalisation (Amold et al. 2017; Gonzalez-Marniscal et al. 2014) et
permettent de réguler les jonctions serrées.

c. Dynamique et régulation des jonctions serrées

Loin d’étre umquement des structures d’architecture et d’échafaudage, les jonctions serrées
sont hautement dynamiques et finement régulées et sont actuellement considérées comme des
plateformes de signalisation. Ceci est rendu possible par la diversité des protéines de

signalisation (mentionnées ci-dessus) appartenant aux jonctions serrées. Brievement, celles-c1
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permettent de mettre en place une signalisation depuis les jonctions vers le reste de la cellule et
impliquent, par exemple, le facteur de transcription ZONAB (Figure 7B) régulant la
prolifération cellulaire (détaillée dans la revue Gonzalez-Mariscal ef al 2014).
Réciproquement, les jonctions serrées recoivent des signaux de la cellule condwmsant a la
régulation de leur composition et stabilité, de facon physiologique ou physiopathologique. II
existe deux voies possibles de contréle des jonctions serrées : (1) la modulation de 1’expression
des protéines les constituant, et (1) la régulation de leur présence a la membrane en modifiant
leur trafic intracellulaire et/ou l'orgamisation du cytosquelette d’acto-myosine.

Divers stimuli (Gonzalez-Mariscal ef al. 2008) peuvent amener a augmenter ou diminuer
I’expression de différentes protéines de jonctions, notamment via la voie des Mitogen Activated
Protein (MAP) kinases, activée entre autres par les cytokines pro-inflammatoires Interféron-y
(IFNy) et Tumor Necrosis Factor-a (TINFa), conduisant & une altération de la barmére (Patrick
et al. 2006). Un des mécanismes les mieux décrits (Figure 10A) est la régulation positive de
I’'expression de la Claudine-2 (dite ‘poreuse’) en réponse a I'interleukine-13 (IL-13) (Weber
et al. 2010), mais auss1 a d'autres cytokines comme 1’interleukine-6 et le TNFa (Mankertz et
al. 2009; Suzuki et al. 2011). Bien que les effets des cytokines différent sur les diverses
Claudines (Prasad et al. 2005; Wisner ef al. 2008), 1l est désormais reconnu qu’il s’agit d’un
des mécanismes condwmsant a la déstabilisation des jonctions serrées dans des pathologies
mtestinales comme les maladies inflammatoires chromques de I'intestin.

La fonction des jonctions serrées peut étre également modulée en déstructurant les complexes
jonctionnels. L’mternalisation des protéines de jonctions serrées transmembranaires ou
cytoplasmiques a été démontrée dans de nombreux modéles et met en jeu diverses voies
d’mternalisation (détaillées dans la revue Stamatovic et al. 2017). La modification de leurs
mteractions au sein des complexes jonctionnels et 1a régulation de la stabilité de ces complexes
fait mtervemur principalement des protéines de la famuille des phosphatases (PP2A, PP1) et des
kinases, notamment la grande fanmille des Protémes Kinases C (PKC conventionnelles,
atypiques et nouvelles, imphquées dans la formation des jonctions serrées qui ne sont pas
discutées 1c1), la kinase Src, la Myosin Light Chain Kinase (MLCK), et la RhO AssoCiated
protein Kinase (ROCK). Ces protéines peuvent soit modifier directement 1'état de
phosphorylation des protémnes de jonctions, perturbant ou stabilisant les interactions des
complexes et leur localisation jonctionnelle (Gonzalez-Mariscal ef al. 2008; Van Itallie et al.
2018), soit agir sur le cytosquelette d’acto-myosine contractile, entramant 1’ouverture des
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jonctions ou, dans les cas les plus extrémes, 1"internalisation des protéines de jonctions (Figure
10B). Cette dermére voie implique plus particuliérement la Myosine II (constituant la ceinture
périjonctionelle d’acto-myosine) dont la chaine légére est phosphorylée par la MILCK et la
famille de kinases ROCK (cible effectrice de la petite GTPase Rho), entrainant la contraction
du cytosquelette (Figure 10B).
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Figure 10 : Régulation des jonctions
serrées et altération de la barriére
épithéliale intestinale. (A)
Mécanismes de déstabilisation des
jonctions en réponse A une
activation du systéme immunitaire
intestinale (Turner 2009). Des
fragments de paroi bactériennes ou des
antigénes alimentaires traversant la
barriére via la voie paracellulaire sont
captés dans 1a lamina propria par les
cellules présentatrices d’antigénes
(APC) qui pewvent activer la
différenciation des lymphocytes T-
helper 1 ou 2 (Txl. Tu2). Ces derniers
et les APCs, libérent les cytokines pro-
inflammatoires [FNy et TNFa, qui, par
I"activation de la ML.CE. enfraine une
déstabilisation des jonctions serrées et
donc un passage accru de molécules
luminales. De plus, les Tg? sécretent
de I'TL-13 qui est connue pour induire
I’augmentation de |'expression de la
Clandine-2, dite ‘poreforming’,

menant aussi a une barnére épithéliale
moins selective. Ces deux voies
confribuent 3 mettre en place un cercle
vicieux enfre permeéabilité augmentée
et inflimmation Cefte dermiére est
normalement régulée, en conditions
physiologiques, par le role des
lymphocytes T régulateurs (Tw=g) via
I'lL-10 et le TGFR. (B) Voies de
signalisation activées dans un
contexte inflammatoire conduisant
an remodelage du cytosquelette
jonctionnel d’acto-myosine. La
premiére voie implique 1’activation de
la MICK (par sa phosphorylation), qui
phosphoryle la chaine légére de la
Myosine II, condnisant 3 une
confraction modeste de la ceinture
d’actine et 3 une ouverture transitoire
de l'espace paracellulaire. La
deuxiéme voie faif  infervemir
I'activation de ROCK (par la petite
GTPase Rho) qui, agissant aussi sur la

Myosine IT, conduit 3 un remodelage important du cytosquelette jonctionnel, enfrainant 1'internalisation des
protéines de jonctions, et donc une modification de la permeéabilité de facon moins réversible. Notons que ces
voies sont ici schématisées indépendamment mais qu’il existe des mécanismes les faisant infervenir simmltanément
(adapté de Ivanov ef al. 2010).
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Ce mécanmisme de régulation mtervient en conditions physiologiques, notamment en réponse
a ’activation du co-transporteur Sodium-Glucose induisant 1’activation de la MLCK et a une
augmentation transitoire de 1’absorption paracellulaire de nutriments et solutés (Turner 2000).
Mais ce processus, lorsqu’il est suractivé, conduit a une dérégulation physiopathologique des
jonctions serrées et une perte de contréle de la fonction de barnére intestinale. Cec1 a été
démontré in vitro et in vivo en réponse a des cytokines pro-inflammatoires comme I'TL-1 (Al-
Sadi ef al. 2012; Al-Sadi ef al. 2007), le TNFa et 'TFNy (Su ef al. 2013; Clayburgh et al. 2005;
Wang ef al. 2005) et la mise en évidence de I'implication directe de la MLCK (Shen et al.
2006). L’augmentation de 1’expression et 1'activation de la kinase ROCK en réponse a I'TFNy
condut également a I'internalisation de 1’Occludine (Utech ef al. 2005) confirmant le réle que
peut jouer cette kinase dans le désassemblage des jonctions intercellulaires (Ivanov et al. 2009,
Samann ef al. 2007).

Ansi, la mise en évidence du role de stimuli pro-inflammatoires tels que les cytokines dans
la déstabilisation des jonctions serrées a permus de mieux comprendre les mécanismes de leur
dérégulation observée dans des pathologies associées a un défaut de barmeére mtestinale,
notamment les Maladies Inflammatoires Chromques de " Intestin (MICT). Dans ces pathologies,
une activation excessive de la réponse immumnitaire de la muqueuse, qu en retour altére les

jonctions, met ainsi en place un cercle vicieux (Figure 10A).

v.  Pathologies humaines. barriére intestinale et jonctions intercellulaires

a. Jonctions intercellulaires et agents infectieux

Les jonctions serrées constituent une porte de défense des épithélia mais peuvent également
étre utilisées comme voie d’entrée, notamment par certamns virus ou pathogénes. Cec1 a été
amplement documenté (Roxas ef al. 2018b; Zihm et al. 2014; Huber 2020) et nous 1'1llustrerons
par quelques exemples. Le virus de ’hépatite C (qui n’est pas un virus intestinal) utilise comme
récepteur certaines Claudines (Evans ef al. 2007; Zheng ef al. 2007) ainsi que 1’Occludine (L
et al. 2009; Ploss et al. 2009). Les pathogénes bactériens qu ciblent les jonctions
mtercellulaires peuvent avoir recours a frois stratégies (Huber 2020) : (1) déstabiliser le
complexe apical jonctionnel en ciblant le cytosquelette, (1) détourner leurs voies de
signalisation, (111) altérer directement les protéines adhésives des jonctions.

La bacténie pathogéne gastnque Helicobacter pylon altére la structure des jonctions serrées in
vitro (Anueva ef al. 2003) et in vivo (Suzuki ef al. 2002). De nombreux pathogénes intestinaux
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alterent la fonction de bamrére intestinale en désorgamisant les jonctions intercellulaires.
L’infection de cellules épithéhales itestinales T84 par Salmonella enterica serovar
Typhimurium (S. fyphimurium) conduit a la déphosphorylation de 1'Occludine et a la
délocalisation de ZO-1, favorisant la translocation de cette bacténie, mais également la
mugration trans-épithéliale de polynucléaires neutrophiles (Kohler et al. 2007). Une étude a
montré que la bacténe Shigella flexneri utilise la Tricelluline et les jonctions serrées
tricellulaires comme point d’entrée pour sa dissémunation de cellule a cellule (Fukumatsu et al.
2012). La bacténe pathogéne Clostridum difficile produit deux toxines (TcdA et TCDB) qu
condwsent a I"internalisation de 1’Occludine, ZO-1 et ZO-2 (et la perte de leur interactions)
suite au remodelage du cytosquelette de F-actine (sans affecter la E-Cadhérine) (Nusrat et al.
2001). Le pathogéne Fibrio cholerae posséde deux toxines, ZOT (pour Zonula Occludens
Toxin) et I'haemagglutimine/protéase (HA/P), qu augmentent la perméabilité paracellulaire et
affectent les protéines de jonctions ZO-1 et I'Occludine (Fasano et al. 1991; Wu et al. 2000).

Enfin, de nombreuses études ont porté sur les différentes souches entéropathogénes
d’Escherichia coli (EPEC) (présentées dans la revue Kaper ef al. 2004). Roxas et al. ont
rapporté une délocalisation de 1'Occludine et des Claudine-2 et -3 et une augmentation de la
perméabilité intestinale smte a l'infection par une souche entérohémorragique pathogéne
murine (Roxas et al. 2010). L’infection des cellules T84 par une souche entéroagrégative
condut a la délocalisation de I'Occludine et ZO-1 et une augmentation de la perméabilité
paracellulaire (Strauman ef al. 2010). Diverses études in vifro ont montré que des souches
EPEC humaines déstabilisent les jonctions serrées par la déphosphorylation de 1'Occludine et
sa perte d’interaction avec les complexes jonctionnels (Simonovic et al. 2000), aboutissant a
des brins de jonctions serrées aberrants (Muza-Moons ef al. 2004). Le role délétére de la souche
EPEC humaine sur la barriére intestinale et les jonctions serrées, notamment 1’Occludine, a été
confirmé in vivo (grace a un modéle d’mnfection de la souris par une souche EPEC humaine)
(Shafflett er al. 2005). Il a également été montré quEPEC mduit le désassemblage des
desmosomes (Roxas ef al. 2018a). Différentes souches adhérente-invasives d’ Escherichia coli
(ATEC) sont également capable de perturber la localisation de ZO-1 et de la protéine
transmembranaire E-Cadhénine (Sasaki ef al. 2007; Wine et al. 2009).

On peut ajouter que la bacténe pathogéne humame, véhiculée par la nowrriture, Listeria
monocytogenes enfre dans I'orgamsme en infectant les cellules épithéhiales grice a son
mteraction spécifique avec la E-cadhérine, qui lm sert de récepteur avant son internalisation et
sa propagation de cellule en cellule (Lecwt ef al. 1999; Lecuit ef al. 2001).
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b. Jonctions serrées et mutations héréditaires

Chez I'Homme, 1l existe plusieurs mutations dans les génes de différentes protéines de
jonctions responsables de maladies héréditaires. Les mutations dans les génes codant
respectivement les Claudines-16 et -19 causent une forme familiale d’hypomagnésémue,
hypercalciunie et néphrocalcinose (soulignant le role de ces protéines dans la recapture des 1ons
dans le remn), tandis que des mutations dans les génes codant la Claudine-14 ou la Tricelluline
(MARVELD?) sont responsables de surdité non-syndronuque (Cho1 et al. 2017). Ainsi, a
I’exception d’une forme néonatale d’ichtyose (et de cholangite sclérosante) chez les individus
porteurs d'une mutation du géne codant la Claudine-1, aucune des mutations mentionnées plus
haut n’est associée a un défaut de barnére épithéhiale. En revanche, une expression modifiée de
diverses protéines de jonctions serrées a été reportée dans des pathologies de la peau comme le
psorasis, la dermatite et 1'ichtyose (Cho1 et al. 2017).

Nous verrons ultérieurement que des polymorphismes de quelques génes codant des protéines
jonctionnelles ou impliquées dans la stabilité des jonctions sont associés aux MICL

¢. Perméabilité intestinale, jonctions serrées et pathologies humaines

De nombreuses pathologies sont associées a un défaut de perméabilité intestinale (Odenwald
et al. 2013). On peut citer des pathologies non digestives comme la maladie du greffon contre
I'hote (Johansson et al. 2007) ou bien le VIH/SIDA (Sharpstone ef al. 1999). Ces pathologies
sont corrélées a un défaut de perméabilité sans lien clair de causalité, mais ces observations
chez I"'Homme sont cohérentes avec les résultats d'études réalisées dans des modéles ammaux
(Odenwald et al. 2013).

Dans le cas du diabéte de type-1, une perméabilité augmentée précéde le développement de la
maladie (Bosi ef al. 2006). La fonction de barrére intestinale a fait I'objet d'une attention
particuliére dans l'obésité et les maladies métaboliques comme le diabéte de type-2. Ces
maladies complexes s’accompagnent d'une inflammation systémique de bas-grade et d'une
mflammation du tissu adipeux et du foie (Ganeshan ef al. 2014) mais aussi, comme montré par
notre équipe, d'une modification des propriétés du systéme immunitaire inné et adaptatif de la
muqueuse intestinale (notamment des lymphocytes intra-épithéhiaux) condmsant a une
altération de la fonction entérocytaire (Monteiro-Sepulveda ef al. 2015).

Une augmentation de perméabilité intestinale associée a une diminution des taux d’ARNm de
I'Occludine et ZO-1 a été montrée par une étude pionmeére dans un modéle munn de régime
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obésogéne-diabétogéne (Cam ef al. 2008). Les auteurs ont également nus en évidence une
corrélation entre endotoxémie (concentration de LPS dans le sang) et inflammation, et montré
que ces effets étaient abolis par la prise d’antibiotiques, suggérant un réle du changement de
composition du microbiote survenant suite au régime. D’autres études chez le rongeur ont
confirme 1I’altération de la barriére dans les modeéles d’obésité (Araujo ef al. 2017). Notamment,
un défaut de la barnére chimique et du mucus ansi qu'une perméabilité 1léale augmentée ont
été reportés chez le rat sounus a un régime obésogéne (Guerville ef al. 2017). De plus, une
augmentation de la perméabilité intestinale iléale, réversible, apparait dés une semaine de
régime hyperlipidique chez le rat (amnsi que des modifications de la composition bacténienne),
suggérant que 1’altération de la bameére est un événement précoce dans la mise en place de
I’obésité (Hamilton et al. 2015).

1l a été proposé qu'un défaut de barnére intestinale puisse étre a I’origine du passage de LPS
dans le compartiment inténieur (endotoxémie), condmsant a une inflammation tissulaire et
systémique (Cam ef al. 2007; Le Gall et al. 2018). Cependant, seulement quelques études,
réalisées sur des cohortes de pefite taille, ont corroboré une augmentation de perméabilité
mtestinale (esttmée via la mesure de Lactitol-Mannitol) chez les sujets obéses humains
(Damms-Machado et al. 2017; Teixeira et al. 2012).

Notre équipe a pu montrer pour la premuére fois, en mesurant la perméabilité jéjunale ex vivo
en chambres de Ussing, qu’il existe chez les sujets obeses, d'une part, un défaut subtil de
barriére, quu peut étre exacerbé par un challenge lipidique, et, d’autre part, une perte de
I'Occludine et la Tricelluline aux jonctions serrées (Genser et al. 2018 en annexe), confirmant
ainsi 'implication d’un défaut de la barriére intestinale dans cette pathologie métabolique

complexe.

Une augmentation de I’expression de la MLCK et des Claudines-2 et -15 et une diminution de
celle de la Claudine-7 ont été observées dans le syndrome de 1'intestin irritable et la maladie
ceeliaque (Choi et al. 2017), pathologies pour lesquelles un défaut de perméabilité intestinale
est suggéré par quelques données (Dunlop ef al. 2006, Smecuol et al. 1997).

Les MICT sont des pathologies pour lesquelles un défaut de la fonction de barriére intestinale a
été clawrement décnit, avec des altérations de tous les acteurs de la barnére, que nous allons
aborder plus en détail dans le chapitre survant.
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II. DEFAUT DE BARRIERE & PHYSIOPATHOLOGIES INTESTINALES : LES
MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE L’INTESTIN

A. PRESENTATION GENERALE ET EPIDEMIOLOGIE DES MICI

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI) regroupent principalement
la Maladie de Crohn (MC) et la Rectocolite Hémorragique (RCH). Ces maladies, caractérisées
par une inflammation chronique 1diopathique de I'intestin, résultent d’interactions complexes
entre facteurs environnementaux et luminaux et une réponse immunitaire inappropriée chez
des individus génétiquement prédisposés (Xawvier ef al. 2007). Les MICI sont des pathologies
récentes, ayant émergé dans les pays occidentaux (Europe, Amérnique du Nord et Océame)
durant le X¥e siécle, a 1’ére de I"mndustrialisation et affectent actuellement plus de 0.3% de la
population de ces pays (Tableau 1) (Ng et al. 2017). Elles sont en passe de devenir un probléme
de santé mondial, étant donné 1’accélération de I'incidence observée depuis les années 1990
dans les pays nouvellement industrialisés (Kaplan 2015) (Tableau 1).

Incidence moyenne

(mini . ) 100 000 Prévalence movenns
minimum-maxinmm) pour

(minimum-maximmm]) pour 100 (00 habitants)

habitant/année)
MC RCH MC RCH
Amérique du Nord 15.05 (6.3-23.8) 15.85 (8.8-23.1) 207 4 (96.3-318.5) 213.05 (139.8-286.3)
Europe de I'Ouest 7.5 (0.4-14.86) 6.4 (0.97-11.9) 100.8 (1.5-200) 171.2 (2.42-340)
Europe du Nord 5.7 (0-11.4) 20.8 (1.7-57.9) 143 (24-262) T06.5 (908-505)
Europe du Sud B2 (0.95-15.4) 74 (3.3-1147) T0.9 (45-137.2) 742 (14.5-133.9)
Europe de I'Ouest 6.2 (1.85-10.5) 0.6 (1.9-17.2) 175.1 (28.2-323) 237.6 (43.1-412)
Asie de I'Est 1.6 (0.06-3.2) 2.5 (0.42-4.6) 9.8 (1.05-18.6) 30.9 (4.6-57.3)
Asie du Sud-Est 0.3 (0.140.4) 0.4 (0.150.7) 442267 6.7
Asie du Sud 1.9 (0.09-3.9) 3.4 (0.7-6) 1.2 248 (5.3-44.3)
Asie de I'Ouest 4.7 (0.9-8.4) 3.7 (0.8-6.5) 51.9 (50.6-53.1) 55.6 (4.9-106.2)
Amérique du Sud 1.75 (0-3.5) 3.5 (0.2-6.8) 21.2 (0.9-41.4) 245 (4.7-44.3)
Océanie 212 (13-29.3) 12.4 (73-17.49) 176.3 (155.2-197.3) 170.5 (145-196)
Afrique 59 33 19 10.6

Tableau 1 : Incidence et prévalence de la Maladie de Crohn (MC) et RectoColite Hémorragique (RCH) par
région du monde, d’aprés des données d’études realisées entre 1990 et 2016 (Ng ef al. 2017).

Ces deux maladies, qui ne sont pas mortelles mais qui affectent sérieusement la qualité de vie
des sujets atteins, se distinguent par des phénotypes différents (Figure 11).
Briévement, la MC, dont le pic d’age de développement se situe entre 20 et 30 ans (Cosnes ef

al. 2011), présente des symptomes vanables, les plus fréquents étant un amaigrissement, des
douleurs abdominales et une diarrhée chronique. La MC est caractérisée par la survenue de

lésions mflammatoires locales et discontinues, quel que soit le segment du tractus gastro-
mtestinal (de la bouche a 1’anus) (Figure 11). Bien qu’on retrouve le plus souvent ces lésions
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dans I"1léon distal, le colon ou bien les deux, 10 a 15% des patients présentent des lésions dans
des segments plus proximaux du tube digestif (Cosnes et al. 2011). D'un pomt de vue
listologique, ces lésions, dites transmurales, affectent 1’intégralité de la paro1 du tube digestif
et peuvent conduire a des complications de types fistules, abeés et sténoses (Figure 11), qu
peuvent nécessiter un recours a une chirurgie de résection mtestinale (Baumgart ef al. 2012).
De plus, environ un tiers des sujets atteints développent au cours de la maladie des
manifestations extra-digestives, les plus fréquentes étant articulaires et osseuses, cutanées
(érythéme, pyoderma, psonasis), buccales (ulcéres aphteux) et oculaires (uvéite).

Les symptomes cliniques classiques de la RCH, dont le pic d’dge de développement est entre
30 et 40 ans, sont des douleurs abdominales, une diarrhée sanglante (avec mucus et sang) et/ou
des saignements rectaux ainsi que de la fiévre dans les cas séveéres (Ordas ef al. 2012).

Ulcerative Colitis Extent of Ulcer ative Cditis
. E1 (proctitiz) Inflammation lmited to tle rechuumn
& I cdudopon E2 [lzft-sided distal) Inflammation limited to the splenic flexure
E3 (pancolitis) Inflammation exteids to the proxmal splenic flexnre
50 {remmisaon) Mo symptoms
n ol Inwohemeant - - o
s severity of Ulcerative Colitis
51 (mild) 4 on less stools per day (with or witlowt blood), absence of systemic
Active Dsease; suparicial -
iteration andir symptoms normal infl ammatory markers
Ireactien Diseage: aimophy 52 {moderate) 4 sbools per day. mdinimwm sgns of systemic symptons
53 (zevere) 6 or more bWoods per day, pulse rate of 0940 beats per min, fever
- hagmoglobdn concentration <105 gL, erytlrocyte sedimentation rate 030 mmh

Restricted Lo large inexine

Crohn’s Dizcase Classification by agefor Crohn’'s Dissass
Al < 16 years
A2 1 7= 40 years
AJ = 40 years
Montreal Classfication for Crohn'sDissase
Li Terminal ilenm
Transmesalinfismmaaon Bl Witlout stictise formation, pon prenetrating
L2 Colon
Skip leslons L3 Heccaloi
L4 Upper Gl tract
i B3 Penetrating
: Bip Perianally peitrating
— W= B2 Stricturing
Lineer dcemton (0 L4+L3 Upper GI tsact and distal disease

Flaumes
Alfects the entire gasbrobnbes linal ract

Figure 11 : Comparaison des phénotypes des MICT - RectoColite Hémorragique (RCH, nlcerative colifis) et
Maladie de Crohn (MC, Crohn’s disease). L' mflammation dans 1la RCH (en haut 4 gauche) débute au nivean du
rectum ef s”étend dans le colon descendant, de facon continue. Au nivean histologique, seules la mugquense ef sous-
mmquense sont affectées. La MC (en bas i gauche) peut affecter n’importe quel segment du fube digestif (de 1a
bouche i I'anus), de facon discontimie avec des segments sains. 1.'inflammation atteint toute la paroi du fube
digestif et est souvent associée i des complications telles que les sténoses (siricfures), ulcérations, fistules et
granulomes. (adapté de hitp-//zeoffreve-reedlife blogspot com/). Classification diagnostique de la RCH (en haut
i droite) et MC (en bas a droite). La RCH est classifiée selon 1a répartition et 1'étendue (exfent) des lésions
histologiques ainsi que par la séveérité de parametres cliniques tels que les selles (et diarrhées hémorragiques),
I'inflammation systémique, 1a fievre (adapté de Ordas ef al. 2012). La sévérnte de la MC est eshimée selon 1'ige
de surverme de 1a maladie et selon 1a classification de Montréal, sur 1a base de la localisation anatomique des
lésions et de leurs caracténistiques histologiques (adapté de Baumgart ef al. 2012).
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Elle se présente par une inflammation chromque débutant au mveau du rectum et quu peut plus
ou moins s’étendre de facon ascendante le long du colon sigmoide et descendant (Figure 11).
L’étendue des lésions permet de classer la maladie en 3 phénotypes et la sévénté de la maladie
dépend des signes climques (Figure 11). Confrairement a la MC, les lésions histologiques
causées par la RCH sont généralement superficielles et se limitent a la muqueuse et sous-
muqueuse de la paro1 intestinale (Figure 11).

Une des complications des MICI est le risque accru de développement d’un cancer en
territowre inflammatoire atteint par la maladie, soit de I'intestin pour la maladie de Crohn ou
colo-rectal chez les MICI coliques (Canavan ef al. 2006).

B. ETIOLOGIE DES MICI

Les MICI sont des maladies multifactorielles dont le développement résulte d’interactions
complexes entre facteurs environnementaux, facteurs luminaux, notamment le microbiote, et
une réponse immumnitaire mappropriée chez des individus présentant des prédispositions
génétiques. Malgreé les avancées dans la découverte de génes de prédispositions aux MICT, dans
la compréhension du réle du microbiote et de ses interactions avec le systéme immumtaire
mtestinal, 1’étiologie des MICI reste encore mal comprise.

1. Facteurs génétiques

La participation de ‘facteurs héréditaires’ dans la physiopathologie des MICI est d’abord venue
d’observations d’agrégations fanuliales.

Une étude en population de la région de Copenhague a montré que les parents au premuer degré
de sujets atteints de RCH ou MC présentaient un risque dix fois plus important de développer
I'une de ces maladies (Orholm ef al. 1991). Dafférents travaux sur des populations de jumeaux
ont permis d’éfudier la participation de la génétique (Moller ef al. 2016; Tysk ef al. 1988; M.
Orholm 2000) : une éfude allemande a évalué que 35% des jumeaux homozygotes étaient
concordants pour la MC tandis que seulement 16% des paires de jumeaux homozygotes étaient
concordantes pour la RCH, suggérant une contnibution plus importante des facteurs
environnementaux dans la RCH (Spehlmann ef al. 2008).

Depuis une dizaine d’années, des études de type Genome Wide Association Studies (GWAS)
ont permis d’identifier des loci de susceptibilité aux MICI (Anderson ef al. 2011; Franke et
al. 2010). En particulier, une méta-analyse de 2012 a permuis d’identifier 163 loc1 associés aux
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MICI, dont 110 communs aux deux pathologies, 30 umiques a la MC et 23 a la RCH (Jostins et
al. 2012). Une étude plus récente, réalisée sur une cohorte européenne incluant des sujets
d’origine asiatique, a incrémenté le nombre de loci jusqu’a 200 mais a également souligné des
disparités ethmques (L1 ef al. 2015a), a prendre en considération dans les années futures étant
donné 1'émergence des MICI dans les pays nouvellement industnialisés (Kaplan 2015).

Ces études ont permis de montrer que les génes associés aux MICI sont imphqués dans diverses
fonctions et processus cellulaires participant a I’homéostasie intestinale (Figure 12A). Les
génes 1dentifiés sont impliqués dans des voies faisant intervenir 1’activation des lymphocytes,
la tolérance immunitaire, I’autophagie et le stress du réticulum endoplasmique, la génération
d’espéces réactives de I"oxygéne, la restitution épithéliale, les défenses innées et la fonction de
barriére épithéliale (Figure 12A).

Ces différents loci semblent impliqués dans plusieurs de ces processus (Figure 12B) (Khor et
al. 2011). Le premuer polymorphisme découvert associé a la MC est celm du géne NOD2 (ou
CARDI5) qm code pour la Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing protein 2
(NOD2). Celle-c1 reconnait dans le cytoplasme le motif Muramyl DiPeptide (MDP) des
peptidoglycanes des bactéries Gram-positives et peut ainsi moduler la réponse immunitaire
mnée et adaptative, notamment en indusant 1’autophagie (Shaw ef al. 2011). Le géne C4RD9
est également associé aux MICI et code pour la protéme CAspase Recruitment Domain-
containing protein 9 qui mtegre les signaux de divers PRRs pour déclencher une réponse pro-
ou anti-inflammatoire (Figure 12B). Un vanant du géne 4TGI6L1, dont la proténe est
impliquée dans la formation d’autophagosomes et participe a I’exocytose des granules des
cellules de Paneth, ainsi que le locus du géne IRGM (1mpliqueé dans 1’autophagie de pathogénes
mtracellulaires), sont également associés a la MC (mais pas a la RCH), soulignant le réle d’une
part de I’autophagie, et, d’autre part, des mécanismes de défenses innées dans cette maladie.
On peut mentionner les polymorphismes génétiques, identifiés a la fois chez les sujets atteints
de MC et de RCH, de différents génes impliqués dans la réponse immumnitaire dont IL23R
codant le récepteur de I'IL.-23 et IL10 codant la cytokine immuno-régulatrice du méme nom.
Le UK IBD Consortium a révelé en 2009 (Consortium ef al. 2009) 1’association de la RCH avec
les loci contenant des génes impliqués dans la barriére intestinale, dont le géne codant le
facteur de transcription Hepatocyte Nuclear Factor 4o (HNF4a), le loci du géne LAMB] codant
la sous-umté B1 de la lamimine (protéme de la lame basale) et CDH1, codant la E-Cadhénne,
dont 1’expression et la localisation avait déja reportées comme étant perturbées dans les zones
lésées chez les sujets atteints de MICI (Karayiannakis ef al. 1998). Une autre étude de 2009 a
identifié un SNP (polymorphisme d'un seul nucléotide, Single Nucleotide Polymorphism) de
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CDH] associé a la MC, qui semble conduire a une forme tronquée de la E-Cadhérine présentant
un défaut de localisation membranaire (Muise ef al. 2009). De plus, une étude récente a montré
que le vanant *333F a nsque du géne Clorf106 condwt a la déstabilisation des jonctions
adhérentes et au défaut de barnére subséquent (Mohanan ef al. 2018). Ces derniers éléments
soulignent I"'1mplication de la barriére intestinale dans les MICL
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Figure 12 : Prédispositions génétiques des MICT (A) Termes récurrents illustrant les processus cellulaires
impliqués par au moins trois génes identifiés comme loci de susceptibilité aux MICT. 1La taille de 1a police est
représentative du nombre de génes impliqués. Les génes identifiés sont impliqués dans des voies faisant intervenir
I’activation des lymphocytes, 1a tolérance immmnitaire, 1'autophagie et le stress duo réficulum endoplasmique
(Endoplasmic Reficulum, ER, sfress), 1a génération d’espéces réactives de 1'oxygene (ROS, Reactive Onygen
Spacies), 1a restitution épithéliale (processus correspondant au re-scellement de 1a barriére épithéliale aprés mpture
de celle-ci), les défenses innées et 1a fonction de barnére épithéliale Ces fonctions parficipent 3 I'homeéostasie
intestinale. Acronymes : Cellules B régulatrices (Breg cells) ; Récepteur Couplé aux Protéines G (GPCE) ;
Interleukine (IL) ; large ARN non codant intergéniques (lincRNA), micro ARN (miRNA) ; ARN non codant
(ncRNA); Nuclear Factor-«B (NF+B) : lymphocytes T-Helper 17 (Igl 7 cells) ; lymphocytes T régulateurs (T
cells). (B) Classification des génes dont des SNPs ont été associés aux MICI selon leur fonction dans le
mainfien de ’homéostasie intestinale. La couleur indique si les loci i risque sont associés a la rectocolite
hémorragique (UC, en bleu) ou 1a maladie de Crohn (CD), en noir) ou les deux (UC/CD en rouge). Les astérisques
indiquent les génes dont les loci identifiés sont porteurs de mutations codantes. Les génes soulignés sont classés
comme cis-eQTL (pour cis-Expression quantitative irait loci, locus de caractéres quantitatifs), dont 1a variation
correéle quantitativement avec 1'expression du trait phénotypique (adapté de Khor ef al. 2011).
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1.  Facteurs environnementaux

Les études sur les populations de jumeaux citées précédemment et montrant des faibles taux de
concordance ont suggéré une contribution non négligeable des facteurs environnementaux
dans le développement de la RCH et, dans une moindre mesure, de la MC (Moller ef al. 2016;
Spehlmann et al. 2008; Tysk ef al. 1988 ; M. Orholm 2000). De plus, 1’émergence des MICI
dans les pays non occidentaux depwis leur industrialisation relativement récente témoigne de
I'1mpact du mode de vie occidental sur le nsque de développer ces pathologies (Kaplan 2015).
Cec1 est corroboré par une étude montrant que 1’'mcidence des MICI dans une population
origmaire d’une zone de faible incidence nugrant vers une zone de forte incidence atteint celle
du pays d’accueil aprés seulement une génération (Benchimol ef al. 2015). L’étude de I'tmpact
des facteurs environnementaux sur le risque de survenue des MICT est compliquée - différents
facteurs sont souvent liés et ces données épidénuologiques permettent uniquement de mettre en

eévidence des corrélations sans lien clair de causalité.

Cependant, 1l est désormais admis que le tabac impacte, de facon opposée, le nsque de
développer 'une des deux MICI : le tabac augmente le nisque de développer la MC mais
diminue ce nsque pour la RCH (Bastida et al. 2011; Cosnes ef al. 2001; Piovam ef al. 2019).
De méme, I’appendicectomie est un autre facteur avéré qu influe de facon opposée sur les
deux pathologies : une étude montre que 1’appendicectomie prévient du risque de développer
une RCH, mais ce seulement si elle est effectuée avant 20 ans (Andersson et al. 2001) tandis
qu’il semble que cette opération augmente le risque de survenue de la MC, bien ce risque soit
atténué 5 ans aprés la chururgie (Kaplan ef al. 2008; Piovam ef al. 2019).

D’autres facteurs ont été évoqués sans lien de causalité démontré Il semble que
I"allaitement de I’enfant ait un effet protecteur sur le risque de survenue des deux MICI. Les
mdividus trés actifs physiquement auraient un risque moindre de développer une MC mais pas
une RCH (Piovani ef al. 2019). Une revue de la littérature a reporté que la consommation élevée
de graisses, acides gras polymsaturés et oméga-6, et de viande étaient associée avec un nsque
accru de développement de MC et RCH ; la consommation élevée, d'une part, de fibres et fnnts,
et, d'autre part, de légumes, semble diminuer respectivement le risque de survenue de la MC et
de la RCH (Hou et al. 2011). De plus, la consommation croissante d’additifs alimentaires dans
le régime occidental est proposée par certains auteurs comme un facteur a risque, notamment
via un role délétére sur la barriére intestinale (Lemer et al. 2015). Le mode de vie rural semble
prévenir du risque de développer 1'une ou 1’autre des MICI, argument en faveur de la mise en
cause d'un excés d’hygiéne dans le mode de vie occidental (Piovam ef al. 2019).
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1.  Perturbation de la fonction de barmére dans les MICI

La physiopathologie des MICI reste encore mal comprise a ce jour, étant donnée la complexité
des interactions mises en jeu au sein de 1'mtestin, notamment entre microbiote et systéme
immunitaire. A I'interface entre ces deux composantes, se trouve la barriére intestinale, qu
est dérégulée dans les MICI (Figure 13).

a. Modifications de la barriére biochimique dans les MICI

La premiére ligne de défense rencontrée par les micro-organismes présents dans la lumiére
mtestinale est la barnére chimique assurée par les peptides antimicrobiens (AMPs).

De nombreuses modifications de I’expression des différentes Défensines ont été observées
dans les MICI (Tableau 2). Une étude reporte une dimunution des taux d’ARNm des a-
Défensines humaines 5 (HD-5) et HD-6 (mais pas d’autres AMPs), spécifiquement dans des
biopsies 1léales de sujets atteints de MC, ainsi qu'une activité antimicrobienne moindre que les
controles, mdépendamment de 1’état inflammatoire (Wehkamp ef al. 2005). HD-5 est expnimée
par des cellules de Paneth métaplasiques, dans les cryptes du colon de sujets atteints de RCH
et MC, tandis que la présence de ces cellules et I’expression de HD-5 est restremte a 1'1léon
chez les sujets sains (Cunliffe ef al. 2001). De plus, 1l a été montré que 1'expression HDS est
augmentée dans les zones inflammeées, par rapport aux zones sans mflammation, dans le colon
de sujets MC non porteurs de mutations a nsque du géne NOD2, tandis que cette différence
n’est pas observée dans les biopsies coliques de sujets attemnts de MC porteurs de mutations
NOD?2 (Wehkamp et al. 2004). Des modifications de I"expression des AMPs de la famulle des
p-Défensines (HBD) sont également observées dans les MICI. L’ expression de la p-Défensine
2 humaine (HBD-2), normalement peu présente dans le colon sain, est détectée dans plus de
biopsies de sujets atteints de RCH et, dans une moindre mesure, de MC par rapport aux sujets
sains, suggérant une mduction de son expression dans un contexte inflammatoire (Wehkamp et
al. 2002). Une augmentation de 1’expression de HBD-3 a été montrée chez les sujets atteints de
RCH, mais pas de MC (Wehkamp ef al. 2003).

Amsi, les vanations de profils d’expression des différentes Défensines (récapitulées dans le
(Tableau 2) semblent dépendre de la pathologie (RCH ou MC) et du segment concerné (1léon
ou colon), amsi que du contexte génétique, mais dénotent d’une réponse et de défenses

immunitaires innées modifiées dans les MICI (Figure 13).
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Intestin gréle Colon Réference
MC RCH MC RCH
Diminuée (ARNm) ND ND ND (Wdﬂiiﬁ atal
. e Augmentée Aungmentée (Cunliffa ar al
HD.S Pas de modification Pas de modification (protéine) (protéine) 2001)
Augmentée (ARNm)
ND ND (zomes inflammées, ND (W"J‘;ﬁ stal
mutation NOD.T)

HD-6 Diminuée (ARNm) ND ND ND (Wdlgﬁ atal
. . (Webkamp af al

HED-2 ND ND Augmentée (ARNm) Augmentée (ARNm) 2002)
HBD-3 ND ND Pas de modification  Augmentée (ARNm) mﬁ;ﬁ stal

Tableau 2 : Vue d’ensemble des modifications des Défensines dans les MICL (ND : Non documente)

b. Modifications de la couche de mucus dans les MICI

La couche de mmcus, composante capitale de la barmére physique intestinale (mais aussi
réservoir d’AMPs et d'IgA), est également altérée dans les MICI (Figure 13), et plus
particuliérement dans la RCH (Chen ef al. 2014). En 1994, une étude montre une perte de
couche de mucus au mveau de la muqueuse inflammée dans des biopsies de sujets attemnts de
RCH (de facon proportionnelle au degré d’inflammation), mais pas chez les sujets atteints de
MC, présentant méme une épaisseur de mucus supéneure aux controles (Pullan ef al. 1994).
L’épaisseur de la couche décroit avec la sévénté de la RCH et le mucus est mnfiltré par des
bacténies et leucocytes (Swidsinski ef al. 2007). Ceci est confirmé par une étude plus récente
montrant que la couche de mucus dans les biopsies coliques de sujets atteints de RCH en
poussée est amplement pénétrée par des bactéries, contrairement a la plupart des sujets en
rémission, ou tous les controles (Johansson et al. 2014).

La teneur en phospholipides du mucus est réduite, et sa composition modifiée, chez les sujets
malades de RCH mais pas de MC m sains (Braun ef al. 2009). De plus, 1a longueur des résidus
O-glycanes de Muc2 est réduite chez le sujets atteints de RCH, en pénode de poussée
umquement (Larsson ef al. 2011). Une étude a montré dans un modéle de souris délétées pour
la glucosyltransférase Clgaltl (et ayant donc des mucines a résidus O-glycanes plus courts)
que la couche de mucus colique devient pénétrable par les bactéries ; ces souns développent
spontanément une colite inflammatoire (Johansson ef al. 2014).

Cec1 suggére, qu'au-dela d’une simple altération de quantité, la qualité et les propriétés de
la couche de mucus chez les sujets atteints de RCH sont affectées.

40



INTRODUCTION - DEFAUT DE BARRIERE & PHYSIOPATHOLOGIES INTESTINALES : LES MICI

@ Apoptotic enterocyte

Figure 13 : Nusiration des défauts de la barriére chimique et physique du colon dans les MICT (IBD, a
droite) par rapport i des sujets sains (Michielan ef al 2015). Dans les MICI, 'ensemble des €léments
constituant 1a barriére intestinale est altéré par rapport aux sujets sains. On constate une modification de 1a sécrétion
des peptides antimicrobiens de la famille des Défensines, ainsi qu'une présence meétaplasique des cellules de
Paneth dans le colon, par rapport a un colon “normal’. La couche de mucus et le nombre de cellules 3 mucus sont
diminués dans les MICL. Il ¥ a également plus de cellules apoptotiques, fragilisant I'intégrité de 1" épithélinm et de
la barmiére. Les jonctions serrées (formées par les Claudines, 1'Occludine, JAM et Z0-1) sont également
déstabilisées entrainant une permeabilité du tissu plus importante. Les aunfres types de jonctions infercellulaires du
complexe apical jonctionnel (jonctions adhérentes et desmosomes) sont également affectés.
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c. Leaky gut : Perméabilité et jonctions serrées dans les MICI

L’implication dans les MICI d'un défaut de barnére, ou d’un ‘/eaky gur’, comme conséquence
de I'inflammation, ou bien comme cause de celle-c1, reste encore discutée a ce jour. Cependant,
un certain nombre d’études portant sur la perméabilité intestinale des sujets souffrant de MICI
sont en faveur d’un réle causal de I'altération de la barnére (Figure 13).

Une équipe pionniére, ayant mis au point une méthode de mesure non mvasive reposant sur le
dosage dans les urines de la fraction excrétée d'un traceur merte non métabolisable ayant
traversé la barrére intestinale, a montré une perméabilité augmentée chez les sujets souffrant
de MC, et chez leurs apparentés sains (Hollander ef al. 1986). Bien que ces résultats alent été
confredits par une seconde étude (Munkholm ef al. 1994), d’autres travaux ont également
montré, par la mesure de 1’excrétion uninaire de Lactitol/Manmtol, une perméabilité intestinale
augmentée chez les sujets atteints de MC et leur famulle, suggérant un role de facteurs
environnementaux communs (Fries ef al. 2005; Peeters et al. 1997 ; Pearson ef al. 1982;
Ukabam ef al. 1983). Cependant, ces études reposaient sur des méthodes de mesure indirecte,
et peu précise, de perméabilité ntestinale. Plus récemment, des travaux utilisant la techmque
des chambres de Ussing, permettant une mesure ex vivo directe d’un passage de traceur ou de
TEER dans des segments choisis de 1'mntestin, ont apporté de nouvelles données sur la
perméabilité dans les MICI (résumeées en Tableau 3). Une étude a montré 1’augmentation de
perméabilité, dans des biopsies caecales, chez des sujets sains souffrant de symptomes de type
mtestin uritable et confirmé celles des sujets atteints de MC ou RCH, tous en période de
rénussion (Vivinus-Nébot ef al. 2014), suggérant une altération intrinséque de la barriére
intestinale avant ’apparition des symptomes. Ceci a également été corroboré par une étude
récente montrant une perméabilité 1léale plus importante chez des jumeaux atteints de MC, mais
aussi chez les jumeaux non malades, par rapport aux controles sains (Keita et al. 2018). Une
autre équipe a montré une diminution de la résistance épithéliale dans le colon de sujets atteints
de MC, mais umiquement en période de poussée (Zeissig ef al. 2007).

De nombreuses études sur les protéines de jonctions serrées (récapifulées en Tableau 3)
corroborent le défaut de leur ultrastructure qui avait été rapporté chez les sujets attemnts de MICI
par des travaux plus anciens (Gitter ef al. 2001; Marin ef al. 1983; Schnutz ef al. 1999). Ces
études reportent chez les sujets malades une diminution de 1I'Occludine, JAM-A, de la
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Tricelluline, de ZO-1 et de plusieurs Claudines dites étanches, amnsi que l'augmentation ou
''nduction de l'expression de la Claudine-2 (‘pore-forming”) (Tableau 3 et Figure 14).
Certamnes de ces études ont permis de relier défaut de perméabilité et jonctions serrées
comme montré en Tableau 3.

L’implication particuliére de la Claudine-2, dite 'poreuse’, et de I"apoptose dans 1’augmentation
de perméabilité est confirmée par une étude montrant également que les cellules de la lamina
propria des sujets prodwsent plus d’Interleukine-13 (IL13) (Heller et al. 2005), cytokine dont
I'implication dans le controle des jonctions a été bien caractérisée (Figure 10).

De plus, une étude récente (Krug ef al. 2018) a pernus d’apporter de nouveaux éléments : les
auteurs montrent une forte diminution la Tricelluline dans le colon de sujets atteints de RCH
mais pas de MC (qu présentent toutefois une relocalisation de la Tricelluline au niveau de
I"épithélium de surface) et confirment 1’induction de 1’expression de la Claudine-2, amnsi qu’une
perméabilité du tissu aux ions et aux macromolécules augmentée De plus, ils démontrent
habilement, par des expériences complémentaires in vifro et in vivo que I'IL13 est a I'origine
de ces modifications. Toutefois, la régulation positive de la Claudine-2 et celle négative de la
Tricelluline font mntervenir deux voies distinctes, respectivement via le récepteur a I'TL13-a 1
(IL13Ral) et via 'TL13Ro2. L'activation de la prenuére voie augmente la perméabilité aux
ions du pore pathway tandis que celle de la deuxiéme voie a pour conséquence une
augmentation du passage de macromolécules dans le leak pathway.

La muse en évidence d’une augmentation de 1I’expression et de ’activité de la MLCK (et de la
phosphorylation de la chaine légére de la Myosine) dans I'épithélium et le colon de sujets
malades, corrélant avec ’activité de la maladie, a pernus de préciser les mécamismes de la
dérégulation des jonctions dans les MICI (Blair ef al. 2006). L implication de la kinase ROCK
a également été suggérée par une étude montrant une augmentation de la forme active de la
petite GTPase RhoA (dont ROCK est un effecteur) dans les zones inflammeées de biopsies de
sujets atteints de RCH et MC, en corrélation avec le niveau de TNF-a (Segain ef al. 2003).

L’implication des jonctions intercellulaires dans le défaut de barnére des MICI ne se limite pas
aux jonctions serrées et conceme de fagcon plus large tout le complexe apical jonctionnel
(montrée en Figure 13 et résumeée en Tableaun 3).

En effet, I’expression et la localisation jonctionnelle des protémes des jonctions adhérentes E-
Cadhérine et ses partenaires - et p120-Caténines ont été montrées comme perturbées chez les
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sujets atteints de MICL, dans les zones lésées (Karayiannakis ef al. 1998; Vivinus-Nébot ef al.
2014). Ces observations ont précédé 1'implication de la E-Cadhérine dont le loc1 de son géne
CDH]1 est associé aux MICI (Consortium et al. 2009) et dont un SNP associé a la MC conduit
a une protéine délocalisée (Muise et al. 2009). La diminution de I’expression de la E-Cadhérine
mais aussi de la p120-Caténine chez les sujets atteints de RCH a été confirmée plus récemment
(Zhang ef al. 2015). De plus, comme mentionné précédemment, le vanant /33F* du géne
Clorf106 a été 1dentifié par les GWAS comme un locus a risque pour les MICI. Il conduit a
une forme instable de la protéine codée, dont la forme sauvage limite 1'internalisation de
protéines transmembranaires dont la E-Cadhénne ; sa perte ou son instabilité condut a la
déstabilisation des jonctions adhérentes et une dysfonction de la barnére intestinale in vifro et
in vivo (Mohanan ef al. 2018).

Enfin, notre équipe a montré pour la premiére fois, dans le colon de sujets atteints de RCH et
MC, la délocalisation de la protéine cellulaire du prion (PrP°), composante des desmosomes qui
est requise pour le maintien de la fonction de bamriére (Petit ef al. 2012). L’altération des
desmosomes chez les sujets atteints de MC a depuis été confirmée par deux études montrant la
délocalisation des cadhérines desmosomales Desmocolline-2 et Desmogléine-2 (Spindler ef al.
2015 ; Gross et al. 2018).

On peut noter que Zeissig et al. ont également montré une apoptose des cellules épithéhiales
augmentée chez les sujets attemnts de MC en période active (Zeissig ef al. 2007). Cet effet
participe a I’augmentation de perméabilité observée et peut étre atténué par un traitement anti-
TNFa, confirmant le rdle cette cytokine dans le défaut de barmeére des MICI (Zeissig ef al.
2004).

La deéstructuration des jonctions intercellulaires et I’augmentation de permeabilite
intestinale (résumées en Tableau 3) dans les MICI sont désormais sans équivoque. Cependant,
les études chez 1’Homme n’ont pas permus de véntablement conclure sur un défaut de barriére
comme élément causal dans ces pathologies. Ceci a donc condwt 4 1'étude de la dysfonction de
la barnére intestinale dans des modéles ammaux, permettant de mieux 1soler et décrypter la
confribution des différents compartiments de I'mtestin dans la physiopathologie des MICI
(Figure 14).
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MC RCH Etude de la perméabilité Reéférence
intestinale chez I'Homme
L _ L, Aungmentée (macromolécules, {(Vrvious-Mebot
Diminuée (APNm) Dimimuée (ARNm) période quiescente, symptdmes IBS) | stal 2014)
Aungmentée (lons et ..
Dimimuée (WB) ND macromolécules, période active, ‘Z“‘;D“g?;’ al.
Occludine apoptose)
Diminuée (Spindler ar al.
(WB et IF) ND P 2015)
L al.
ND Diminuée (WB) ND s
Aungmentée (lons et .
Diminuée (IF) ND macromolécules, jumeanx sains et (K?;; al.
" Tricelluline malades)
251 - Diminuée Aungmentée (Erug et al.
E Relocalisation (IF) (WB et IF) {ions et macromolécules) 2018)
2| Jama Diminuée (WB) ~ Diminuée (WB) ND (Vetano stal
o )
@ L . L Aungmentée ({macromolécules, (Vrvimus-Mebot
% 201 Diminuée (ARNm) ~ Dimmuée (ARNm) période quiescente, symptomes [BS) et al 2014)
= e L, Augmentée (Eorug et al
g MNon modifiée Diminuée {WEB) (ions et macromolécules) 2018)
=] . Diminuée Diminuée (Prasad et al
= | Claudine-4 (THC et WB) (THC et WB) ND 2005)
Diminugée
(WB et IF) ND A tée (i ¢
— ugmentée (ions ef .
Claudine-5 D:%:muEf ND macromolécules, période active, ':z"";ns'og.ﬁ" al
(B o I wpotone
. iminuée
Clandine-8 (WB et IF) ND
. Aungmentée (lons et .
- ;:%m etn]?; ND macromolécules, péniede active, (zm;?ﬂg.ﬁ" al
C"landme—: € apoptose)
porense Non modifice Aungmentée Aungmentée (Erug et al.
) (WE et IF) (1ons et macromolécules) 2018)
" Diminuée (HC) ~ Diminuée (THC) ND (Karayiamnalus
ar al. 1998)
E E-Cadhérine
Z ND Diminuée (THC) ND (Zbzne ctal
5 )
: . .
= Diminuée (THC) Diminuée (THC) ND ( ﬂai 1998) :
Z | p120-Caténine —
< ND Diminuée (IHC) ND (Zhong ctal
o )
7 - -
(=] Diminuée (THC) Diminuée (THC) ND ( ﬂai 1998) :
= | a«-Caténine . . -
B L . L Augmentée (macromolécules, (Vivious-Mébot
% Diminuée (ARNm) ~ Dimmnuée (ARNm) péniode quiescente, symptimes [BS) et al 2014)
| p-Caténine ND Diminuée (THC) ND et
. ) _— . . ND chez 'Homme (mais augmentée |  (Petit st al.
; PrPc Délocahization (IF)  Délocalisation (IF) dams la souris invalidée) 2012)
S Diminuée (WE) ND ND TN
ime-?
g Desmogléine-2 Diminuée ND ND chez 'Homme (mais augmentée | (Gross f al.
o (WB et IF) 3 dans la souris invalidée) 2018)
. Diminuée ND chez 'Homme (mais augmentée | (Gross f al.
)
& | Desmocolline-2 | wp ) ND dans la souris invalidée) 2018)

Tableau 3 : Vue d’ensemble des modifications des protéines de jonctions intercellulaires, parfois associées
i une angmentation de la perméabilité intestinale, reportées chez I'Homme, chez les sujets atteints de
Maladie de Crohn (MC) on de Rectocolite Hémorragique (RCH). ND: Non Documenté; IF:
ImmunoFluorescence ; THC : ImmunoHistoChimie ; WB : Western-Blot.
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d. Modéles murins de défaut de barriére

Pour étudier in vivo les mécanismes sous-tendant les MICL les modéles les plus couramment
employés sont des modéles de colite inflammatoire induite chimiquement chez le rongeur
en utilisant soit le DSS (déclenchant des symptomes de type RCH) (Okayasu et al. 1990), soit
I’acide Sulfomque TriNitroBenzene, TNBS (déclenchant des symptomes de type MC) (Morris
et al. 1989). 1l exaste d’autres modéles récapitulant un phénotype type MICI (Jiminez et al.
2015), comme les souris mvalidées pour 1’expression de I'TL.10 (développant spontanément une
colite) ou bien le transfert adoptif de lymphocytes T CD4"CD45RB™, qui a notamment permis
de montrer in vive que 1’activation de la MLCK et la déstabilisation des jonctions serrées par le
TNF-a requiert I'induction de I’expression de son récepteur par I'TFN-y (Wang ef al. 2006).
Toutefois, ces modéles ne permettent pas de répondre a la question d’un rdle initiateur de
I’altération de la barriére intestinale, avant I’mstallation de la pathologie (Figure 14).

Cec1 a condut a I’établissement de modeles de rongeurs mutés pour diverses protéines de
jonctions serrées, afin de nueux discriminer leur participation dans la barnére (Xing et al.
2017). De facon surprenante, la plupart de ces modéles ne présente aucun véritable défaut de
barriére, comme nous 1’avons déja évoqué avec le cas des sounis mnvalidées pour ’expression
de 1I’Occludine (partie I B.1v.b.)(Saitou ef al. 2000). Une exception est celle du modéle murin
invalidé pour le géne de Jam-a (souris JAM-A™") ; ces souris présentent une perméabilité
mtestinale augmentée et une susceptibilité accrue a la colite expénmentale induite par DSS par
rapport aux controles (Laukoetter ef al. 2007). Toutefois, JAM-A est exprimée dans d’autres
types cellulaires que les cellules épithéliales (notamment endothéliales) (Martin-Padura et al.
1998), et son invalidation spécifiquement dans l'épithélium intestinal n'a pas été étudice.
L'mvalidation ciblée dans les cellules endothéhales (Vetrano et al. 2008) n'entraine pas de
susceptibilité accrue a la colite inflammatorre.

On peut également mentionner le phénotype des souns mvalidées spécifiquement dans
I"épithélium intestinal pour le facteur de transcription HNF4a (Cattin ef al. 2009), qu participe
a la formation et maturation des jonctions intercellulaires (Battle ef al. 2006; Chiba ef al. 2003)
et dont le géne se situe dans un locus a nsque dans les MICI (Consortium ef al. 2009). Comme
montré par notre équipe, au mveau de I'épithéhum intestinal de ces souris transgéniques, les
jonctions adhérentes et serrées sont déstabilisées ce qu s’accompagne d’une augmentation
modérée (d'un facteur 1.75) de la perméabilité intestinale (Cattin ef al. 2009). Cependant, I’état
mflammatoire de ces souris n’a pas été étudié.
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L’expression ciblée dans 1’épithéllum intestinal d’'une forme constitutivement active de la
MLCK (CA-MLCK) a permus de montrer que celle-ci1 induit une augmentation de perméabilité
modérée chez les sours, sans modification majeure de la localisation des protéines de jonctions
mtercellulaires (Su ef al. 2009). Bien que cet effet soit accompagné d’une activation
mflammatoire sous-clinique de la muqueuse intestinale (et non pas d’une inflammation
systémique), les sours ne développent pas spontanément de pathologie. Elles sont en revanche
plus prones et sensibles a développer une colite inflammatoire (induite par transfert adoptif de
cellules immunitaires).

Une autre étude de notre équipe a montré, dans le modéle murin invalidé pour la PrP®, une
diminution, aux contacts cellules-cellules, des protémes des trois types de jonctions
intercellulaires amsi qu une perméabilité intestinale augmentée (d’un facteur 2). De nouveau,
ces effets coincident avec une activation sous-climque inflammatoire de la muqueuse
mtestinale, sans que ces amimaux ne développent de pathologie apparente. Les souris invalidées
pour la PrP* sont néanmoins sensibilisées a la colite inflammatoire induite par DSS (Petit ef al.
2012).

Ces différents modéles ont permus de mieux distinguer, de facon séquentielle, le rdle de
I'altération de la barmére de celm de I'inflammation. Ils ont notamment pu montrer qu'un
défaut modéré de perméabilité intestinale, bien qu’il s’accompagne d’une inflammation
tissulaire de bas-grade, n’est pas suffisant au déclenchement spontané d’une pathologie
mtestinale dans un environnement controlé, mais qu’en revanche, 1l prédispose et sensibilise
a la survenue d’une colite lors de 1’exposition a un événement déclencheur (Figure 14). Cec1

a apporté de nouveaux éléments sur la physiopathologie des MICL
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Figure 14 : Physiopathologie séquentielle des MICI (Neurath 2014). Des facteurs génétiques et
environnementaux participent i la fragilisation de la barmére intestinale. Le passage de fragments ou produits
bactériens contribue a I’ activation du systéme immmitaire de la muquense. Fn phase initiale, celle-ci reste de bas-
grade. Un événement imtiatenr amplifie ce mécanisme, I'inflammation est alors sévére et contribue en refour a la
détérioration de 1a barriére. Ceci met en place un cercle de vicieux de barriére altérée et d’ inflammation. 51 cette
mupture d’équilibre n’est plus atténuée par les réponses immuno-régulatrices (notamment des Iymphocytes T
régulatenrs, Tree cells), 1a maladie devient alors chronique. La chronicité de la maladie peut conduire a des
complications telles que 1a fibrose, des sténoses, abces, fistules devant étre opéreés, mais aussi des manifestations
extra-digestives. Les sujets souffrants de MC ou RCH ont également un risque accru de développement d'un
cancer digestif
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iv.  Dysbiose du microbiote intestinal humain dans les MICI

a. La composition du microbiote intestinal humain

Le microbiote mtestinal humain est constitué a plus de 90% par quatre grands phyla bacténens,
majoritairement les Firmicutes (49-76 %) et Bacteroidetes (16-23 %), smvis des
Proteobactéries et Actinobactéries, auxquels on peut ajouter les Verrucomicrobia
(principalement représenté par les bacténies du genre Akkermansia) (Eckburg et al. 2005; Qin
et al. 2010; Human Microbiome Project 2012; Tap ef al. 2009; Matsuoka et al. 2015). Le
microbiote intestinal comprend également des archées, des organmismes eukaryotes (notamment
les champignons) et des virus d’eucaryotes et procaryotes, dont les bactériophages (Rajilic-
Stojanovic ef al. 2014).

Concernant le microbiote bactérien, qu reste le plus étudié, les Fimicutes sont
majoritairement représentés par les classes de Clostndia (incluant les famulles de
Lachnospiraceae et Ruminococcaceae) amsi que la classe des Bacilli (comprenant les genres
Lactobacillus, Enterococcus, et Streptococcus). Les Firmucutes sont, de maniére générale,
mdiqués comme des bactéries Gram-positives, et comprend des espéces telles que
Faecalibacterium prausnitzii (de la famille des Ruminococcaceae). La majorité des bacténes
mtestinales du phylum des Bacteroidetes, Gram-négatives, appartient aux familles de
Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae ou Porphyromonadaceae. Parmi le phylum des
Actmobacténes, on retrouve essentiellement dans le tractus gastro-mntestinal des membres de la
fanulle Bifidobacteriales et Coriobacteriales (Figure 15A).

Le microbiote fongique intestinal humain, ou mycobiote, (Figure 15A) représente environ
0.1% du microbiote (Qun ef al. 2010), bien que ce chiffre soit probablement sous-estimé. Plus
de 50 genres y sont représentés et les genres Candida, Saccharomyces et Cladosporium sont
les plus abondants (Underhill ef al. 2014).

L’étude du virome humain, en plein essor, est bien plus récente que celle du microbiote
bacténien et I'1dentification et la classification de la population de virus eucaryotes mais surtout
procaryotes, les phages, sont loin d’étre aussi avancées que celles des bacténes (Sausset ef al.
2020; Ungaro et al. 2019). Les estimations actuelles évaluent les virus aussi nombreux ou 10 a
100 fois moins que les bacténes, bien que ces chiffres restent trés discutés (Shkoporov et al.
2019). Une étude récente a montré que I'mtestin samn humain héberge un phagéome qui peut
étre réparti en 3 classes : un noyau commun a 50% de la population étudiée, un second noyau
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retrouvé dans 20 a 50% de la population, et enfin un répertoire de phages trés peu partagée (2-
20%) ou presque unique a chaque mdividu (Manrique ef al. 2016).

Bien que la composition du microbiome varie entre individus, les fonctions métaboliques sont
mcroyablement stables et conservées (Human Microbiome Project 2012).

Comme évoqué dans la prenuére partie de cette introduction (p. 7), la diversité et composition
du mucrobiote intestinale varie le long du tractus digestif, en fonction des spécificités
physiologiques des différents segments (Figure 15B). Bien que l'analyse du mucrobiote
mtestinal repose dans la majonté des études sur le contenu bactérien des selles et soit donc un
reflet de la flore du colon, d’autres études (notamment a partir de biopsies digestives) ont pernus
d’affiner la composition du microbiote du tractus digestif Briévement, les Proteobacteria et
Firmicutes, dont les Lactobacillales sont enrichis au niveau de 1'mtestin gréle, o1 1’on retrouve
de plus grandes concentrations d’oxygene, d'AMPs mais surtout de monosacchandes et
disacchanides (Donaldson et al. 2016). En revanche, dans le colon, ou I'on retrouve la plus
grande abondance et diversité du tractus, les Bacteroidetes et Firmicutes (dont les Clostridiales)
sont préedominants et fermentent les polysaccharides non digérés par I'hote en Acides Gras a
Chaine Courte (AGCC) (Koh ef al. 2016 ; Rajilic-Stojanovic et al. 2014) (Figure 15B).

De plus, la composition du microbiote varie localement au sein d’un méme segment entre le
compartiment proche de la muqueuse (o prédominent, dans le colon, des Firmicutes des
fanmilles Lachnospiraceae et Ruminococcaceae) et le digesta ou les selles (ou prédominent,
dans le colon, des Bacteroidetes des familles Bacteroidaceae, Prevotellaceae et Rikenellaceae)
(Eckburg et al. 2005; Lavelle ef al. 2015).

Ainsi, le microbiote intestinal humain est un écosystéme particuliérement complexe et différent
des autres microbiotes humains (Human Microbiome Project 2012), qu s’est adapté aux
confraintes locales de I'environnement par des mécamismes de co-évolution des muicro-
orgamismes avec 1’hote. La complexité de cet écosystéme et celle des fonctions du mucrobiote,
décnites en prenuére partie, font des interactions hite-microbiote un équilibre fragile, qu
peut étre rompu dans de nombreuses pathologies.
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Figure 15 : Le microbiote intestinal humain. (A) Arbre phylogénétique du microbiote humain comprenant
les bactéries, les archées et les champignons. Les bactéries commensales appartiennent principalement aux
quatre phyla des Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria et Actinobacteria Le microbiote fongique humaim est
majoritairement constifué par les Basidiomycétes et les Ascomycetes. Les chiffres entre parenthéses indiquent le
nombre d’espéces cultivables dans les catégories concernées (Rajilic-Stojanovic ef al. 2014) (B) Distribution du
microbiote bactérien dans le tube digestif. Dans 1'intestin gréle, riche en oxygeéne, peptides antimicrobiens et
acides biliaires, on refrouve majoritairement les Proteobacteria et Firmicutes, dont les Laciobacillales, tandis que
dans le colon, ou I’abondance est 1a plus importante et 'oxygéne le plus rare, les Bacteroidetes (des familles
Bacteroidaceae, Prevotellaceae et Rikenellaceae) et Firmicutes (des familles Lachnospiraceas et
Ruminococcaceae), capables de dégrader les polysaccharides non digérés par 1’hdte, dominent. De plus, on
observe des variafions locales de la distribution bactérienne avec des miches écologiques spécifiques - dans le
colon, les Firmicutes cités sont associés 4 des régions proches de la muquense fandis que les Bacteroidetes
mentionnes sont plutdt retrouveés dans le digesta au mivean de 1a lnmiére (Donaldson ef al. 2016).
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b. Caractéristiques de la dysbiose dans les MICI

Bien que I’étiologie des MICI reste encore discutée, I'implication du microbiote intestinal
est sans équvoque (Nishida ef al. 2018). Pamu les quelques 200 loci associés aux MICI
identifiés, de nombreux génes sont impliquées dans la réponse immunitaire de I’hote (innée ou
adaptative) et la tolérance au microbiote intestinal, pointant amnsi le role de cet écosystéme et
des interactions complexes avec I’hote dans la physiopathologie des MICI (Jostins et al. 2012;
L et al. 2015a). Plusieurs études ont montré que différents modéles murins transgéniques quu
développent spontanément des colites expénimentales sont protégés de la pathologie lorsque les
ammaux sont élevés en conditions axémques (Conftractor ef al. 1998; Matsumoto et al. 1998;
Sellon ef al. 1998). Trois théones (non exclusives) sont proposées pour expliquer les hiens entre
le microbiote et la pathologie: (1) un défaut de ‘confinement’ du mucrobiote commensal
(autrement dit, une dysfonction de la barnére) et/ou de réponse immumnitaire de I’héte (causés
par des facteurs génétiques et environnementaux), (11) la persistance de pathogénes mtestinaux
mdwmsant une inflammation, (1) des modifications de la composition du microbiote commensal
condwsant 4 un déséquilibre entre effets bénéfiques et délétéres (Sartor 2008).

Les modifications de la richesse et de la composition du microbiote intestinal (dysbiose) sont
une des caractéristiques de la physiopathologie des MICI (Kostic ef al. 2014). De nombreuses
études ont permis de caractérniser la dysbiose dans les MICI (Knox ef al. 2019) qu est résumée
en Tableau 4. Briévement, la dysbiose bactérienne des MICI est caractérisée par une réduction
de la diversité bactérienne, une diminution du genre Bacteroides, une réduction de la diversité
des Firmicutes et une augmentation des Proteobactena.

De facon générale, 1’équilibre entre les micro-organismes connus pour avoir un role bénéfique
et ceux potentiellement agressifs est rompu dans la dysbiose (Figure 16). Ceci s’1llustre par
les vanations au sein du phylum des Firmucutes : 1'abondance de bactéries de la classe des
Clostridia comme Faecalibacterium prausnitzii (Forbes et al. 2018 ; Sokol ef al. 2009) dont
les effets anti-inflammatoires ont été montrés par notre équipe (Laval ef al. 2015a; Quevrain
etal. 2016a; Quevrain ef al. 2016b; Sokol et al. 2008) est diminuée tandis que celle des espéces
mucolytiques Ruminococcus gnavus et torgues est augmentée (Png ef al. 2010) (Tableau 4).
De méme, I’expansion des Proteobacteria est caractérisée par I’augmentation des Escherichia
coli aux propriétés invasives et adhérentes (AIEC, pour Adherent-Invasive E. coli), associées
a ou ayant envahi la muqueuse iléale (Baumgart ef al. 2007; Darfemlle-Michaud ef al. 2004)
ou colique (Sasaki et al. 2007), particulierement chez les sujets atteints de MC (Figure 16).
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Modifications du microbiote bactérien

Référence

Instabilité temporelle

{Martinez er al. 2008)

Réduction de I’ a-diversité

(Gevers et al. 2014 ;
Forbes af al. 2018 ;
Frank et al 2007}

Diminution des Bacteroides

(Gevers st al. 2014)

Diminution des Clostridia dont Faecalibacterium (Forbes st al 2018 ;
Reéduction de 1a diversité prausnitzii (propriétés anti-inflammatoires) Sekol et al. 2009)
des Firmicutes Augmenmtion de Ruminococcus gnavus [nmml}‘tigu:e} (Pug et al. 2010)

Augmentation de Ruminococcus forques (mmcolytique)

Escherichia coli adhérente-invasi téropathoge s 5.
Angmentation des C rm'.: ia coli adhérente-invasive (entéropathogéne) ot al. 2004 : Sckol et

: Camphylobacter (entéropathogéne) al. 2006)

FProteobacteria : (Man et al 2009:

Fusobacterium an et a ;

Zhang stal 2009}

Diminution d’ Akkermansia muciniphila (pmcolytique) (Pog eral 2010)

Modifications du mycobiome

Augmentation du ratio champignons/bactéries

(Sokel er al. 2016)

Diminution de Saccharomyces cerevisisae
Aungmentation du ratio Dimimution de Malassezia sympodialis
Basidiomycétes/Ascomyceétes Augmentation de Candida albicans

Augmentation de Candida fropicalis

(Sokel er al. 2016)

(Hoaran &t al. 2016)

Modifications du virome

Aungmentation de 1a richesse en phages (corrélée 3 la réduction de 1a richesse bactérienne) | Morman eral 2015)
Aungmentation des bactériophages Caudovirales {(Morman et al. 2015)
Augmentation des bactériophages ciblant Faecalibacterium prausnitzii g%'f;';m“lt stal

Modifications métaboliques caractéristiques du microbiote

Diminution du métabolisme et biosynthése des acides aminés

(Morgan et al 2012 ;
Jansson et al. 2009)

Diminution du métabolisme des AGCC

(Morgan et al 2012)

Dimimution du métabolisme du Tryptophane

(Lamas et al. 2016;
HMikolaus sf al. 2014)

Diminution des acides biliaires secondaires
Augmentation des acides biliaires conjugués et sulphateés

{Duboc et al. 2013)

Augmentation de 1a biosynthése et du transport de métabolites favorisant le stress oxydant

(Morgan et al 2012 ;
Jansson et al. 2009)

Aungmentation des voies impliquées dans la pathogénicité bactérienne

(Morgan et al 2012)

Tableau 4 : Caractéristigues de la dysbiose bactérienne, fongique et virale dans les MICL
Les micro-organismes (ou modifications) augmentés sont inscrits en rouge, tandis que ceux notés en bleu sont
diminués. Certaines propriétés conmes des micro-organismes sont indiquées entre parenthéses.
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Des résultats contradictoires ont été rapportés concernant le genre Yersinia (Knosel et al. 2009,
Lamps et al. 2003) ainsi que pour la bactérie pathogéne alimentaire Listeria monocytogenes
(Lm et al. 1995, Walmsley et al. 1998). Une étude sur le long-terme a montré que les
gastroenténites causées par une infection par Salmonella ou Campylobacter augmente le nsque
de survenue de MICI dans la population danoise (Gradel ef al. 2009). Cependant, hornus pour
les ATEC, la muse en évidence de I"'implication des entéropathogénes dans les MICI et leur role
causal restent discutés a ce jour (Chassamng et al. 2011; De Hertogh ef al. 2008).

Outre la dysbiose bactérienne, le microbiote fongique est également modifié dans les MICI
avec principalement une réduction de la diversité fongique, une dinunution de I"abondance de
Saccharomyces cerevisisae chez les sujets atteints de RCH et MC et une augmentation des
Candida albicans et C. fropicalis chez les sujets atteints de MC (Tableau 4 et Figure 16). De
méme, le répertoire viral, et plus particuliérement celm des bactériophages, est augmenté dans
les MICI (Cornuault et al. 2018; Norman ef al. 2015).

De facon intéressante, différents groupes ont montré des corrélations entre les modifications du
microbiote bacténien et celles du mycobiome (Hoarau ef al. 2016; Sokol et al. 2016) ou avec
celles du phagéome (Norman et al. 2015), ce quu suggére I’existence d’altérations inter-régnes
spécifiques 4 la MC et la RCH (Figure 16A).

Au-dela de modifications de la composition d’espéces, la compaosition fonctionnelle du
microbiome est altérée dans les MICI (Kostic ef al. 2014; Lavelle et al. 2020), comme reporté
en Tableau 4.

Une éfude de 2012 a montré que seulement 2% des genres bacténiens sont modifiés dans les
MICI, alors que 12% des voies métaboliques le sont (d’aprés le séquencage de I’ADN codant
pour ’ARN16S nbosomal bactérien et 1’analyse des voies a l'mde de KEGG (Kyotfo
Encyclopedia of Genes and Genomes) (Morgan et al. 2012). De plus, les auteurs ont montré
que le métabolisme de base (par exemple la biosynthése d’acides aminés) et la production
d’AGCC sont réduts chez les sujets atteints de RCH ou MC, tandis que la biosynthése et le
transport de métabolites favorisant le stress oxydatif (systémes de transport de sulfate et
glutathion) et conférant des propriétés adhérentes ou pathogéniques (sécrétion de toxines,
systémes effecteurs) sont augmentés, particuliérement dans le cas de MC 1léales (Figure 16).
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Figure 16 : La dysbiose dans les MICL. (A) Facteurs affectant la composition du microbiote intestinal et la
survenue des MICL. La stabilité, 1a résilience ef 1a diversité du microbiote peuvent éire modifiées par des facteurs
environmementaux ou genetiques tout au long de 1a wie. Chez un sujet sain, ces perfurbations n’affectent pas les
propriétés du microbiote qui assurent ses fonctions d’éducation du systéme immmunitaire et métaboliques (comme
la synthése de vitamines et d’AGCC). En revanche, des facteurs génétiques ou environnementaux peuvent
conduire i la rupture d’équilibre entre hote et microbiote, dont la composition peut éire modifiée (augmentation
de bactéries Gram-négative ou potentiellement pathogénes) ainsi que ses propriétés fonctionnelles (stress oxydant,
fonctions métaboliques). La perturbation de cette homéostasie peut déclencher 1a survenue de 1a maladie dés le
jeune dge (early onser), au début de la vie adulte (adult onser) ou plus tardivement (lafe onser) (adapté de Kostic
et al. 2014). (B) Caractéristiques de la dysbiose dans les MICL. Le microbiote sain (i gauche) est caractérisé
par une diversité de bactéries et champignons et un équilibre du ratio phages/bactéries. Il assure des fonctions
métaboliques telles que la production des métabolites AGCC (SCFAs) et du tryptophane. Par rapport aux sujets
sains, la diversité bactérienne et fongique est réduite dans les MICI (3 droite). Les Bacteroides et Firmicutes (dont
Faecalibacterium prausnifzii, F prau) sont diminuées tandis que les bactéries mucolytiques ou les bactéries
agressives (telles que les Protecbacteria Escherichia coli adhérentes-invasives, AIEC) sont augmentées. Le ratio
Basidiomycetes/Ascomycétes est augmenté. Les fonctions métaboliques du microbiote sont perturbées - les
métabolites bénéfiques (AGCC et fryptophane) sont réduits tandis que les métabolites promouvant le siress
oxydant et les acides biliaires sulphatés sont anugmentés. Ceci 5" accompagne d une mflammation de 1la muquense
et d'une altération de I'intégrité épithéliale (modifié a partir de Ungaro ef al. 2019).
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Ces résultats corroborent ceux d'une aufre étude réalisée par spectrométrie de masse montrant
des caracténistiques métaboliques différentes entre sujets sains et atteints de MC (et ausst au
sein des groupes de MC, 1léale ou colique), permettant de les discnmuner en fonction de certains
métabolites tels que ceux des voies métaboliques des acides aminés, des acides gras, des acides
biliaires ou de 1’acide arachidomique (Jansson ef al. 2009).

Ces études génomiques et métabolomiques a large échelle confirment les observations faites
dans des cohortes des sujets atteints de MICI, de la réduction d’AGCC (Marches: ef al. 2007,
Morgan et al. 2012; Verma ef al. 1988), des mveaux dinunués de tryptophane et I'activité
moindre du microbiote dans le métabolisme du tryptophane (Lamas et al. 2016; Nikolaus et al.
2014), amnsi que les modifications des acides biliaires biotransformés (Duboc ef al. 2013).

Des différences de profils métaboliques ayant été reportées dans diverses études, 1l a été
proposé que la métabolonuque soit utilisée comme outil de diagnostic des MICI (Storr ef al.
2013).

Amsi, les modifications d’une part de la composition du mucrobiote, et d’autre part de ses
fonctions métaboliques, illustrent 1'importance des petites molécules, produites ou
transformées par le microbiote, comme les AGCC ou les métabolites du tryptophane, dans
I’homéostasie intestinale et ses déréglements au cours des MICI (Lavelle ef al. 2020). Le
chapitre smvant aborde un processus encore trés peu décnt de dialogue hote-microbiote, faisant

mtervemr les molécules du quorum sensing bactérien.
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III. QUORUM SENSING & INTESTIN

A. PRESENTATION GENERALE DU QUORUM SENSING

1.  Prncipes et mécanismes du guorum sensing

Les micro-organismes umicellulaires ne sont pas des enfités 1solées mais vivent en
communautés. Ceci est rendu possible par des moyens de communication leur permettant
d’adopter des comportements de groupe, en se synchromisant a I'échelle multicellulaire, et de
pouvorr ainsi atteindre des bénéfices quu seraient inatteignables a 1’échelle unicellulaire (Parsek
et al. 2005).

Les bactéries commumquent via des molécules chimiques de signalisation, appelées molécules
auto-inductrices, leur donnant une indication de leur environnement (Figure 17). Ce systéme
est nommé le quorum sensing (QS) car 1l repose sur la synthése par les bactéries et la diffusion,
dans I’environnement local, de molécules auto-inductrices, dont la concentration augmente
avec la densité bactérienne et quu sont détectées par les bacténes (sensing). Lorsque la
concentration atteint un sewl (le qguorum), elle déclenche une réponse aboutissant a la régulation
de génes, et ce de facon coordonnée a I'échelle de la communauté. Ce mécamsme permet donc
aux bactéries d’adapter leur comportement en fonction de la densité de population (Figure 17).

Le QS a mmtialement été découvert dans la bactérie Gram-négative marine Fibrio fischeri, qu
vit en symbiose avec le calamar Euprymna scolopes, et produit de la bioluminescence grice an
QS qu régule I’expression de la luciférase (Nealson ef al. 1970; Engebrecht ef al. 1984). Fibrio
fischeri, localisée dans un organe particulier, produit de la bioluminescence qui permet au
calamar d’étre moins visible de ces prédateurs pendant le jour en masquant son ombre par
contre-illumination.

Depuis, d’autres systémes de QS ont été nus en évidence; 1ils régulent divers processus
bactériens tels que la sporulation et compétence (Rudner ef al. 1991), la virulence (Rutherford
et al. 2012; Novick ef al. 1995), la production d’antibiotiques (Takano ef al. 2001) ains1 que la
formation de biofilms (Zhu et al. 2003; Parsek et al. 2005).

Son imphication dans de nombreux processus, souvent reliés a la pathogénicité, font du quorum
sensing une cible potentielle comme moyen de contréle des bactéries, face a 1’antibiorésistance
(Defowrdt 2018; Rutherford ef al. 2012), et ce d’autant plus qu’il existe aussi bien chez les
bacténies Gram-positives que négatives.

57



INTRODUCTION — QUORUM SENSING & INTESTIN

Figure 17 : Principe du guorum sensing (Mukherjee ef al. 2019). Celui-ci repose sur la synthése par les bactéries
et la diffusion, dans I'environnement local, de molécules auto-inductrices (autoinducers). Lorsque 1a densité
bactérienne est faible, la concentration de ces molécules 1'est aussi (le gquorum sensing n'est pas activé - quorum
sensing gff). Cette concenfration augmente avec 1a densité bactérienne locale et les molécules auto-inductrices sont
détectées par les bactéries. Lorsque la concentration atteint un senil (autfoinducer threshold), le quorum sensing
est activé (quorum sensing on) et une réponse aboutissant 3 1a régulation de génes se déclenche Ceci opére de
facon coordonnée i 1'échelle de la comnmnauté et permet donc aux bactéries d’adopter un comportement de
groupe (group behaviours). Deux conférences TED, données par la biologiste du Howard Hughes Medical
Institute spécialisée dans le quorum sensing, Bonnie Bassler, ont été consacrées a ce sujet - I'une en 2009, 1"autre
en 2014 (liens 3 la suite des références bibliographiques).

1.  Les différents systémes de guorum sensing

Les bactéries Gram-positives ou négatives n'utilisent pas les mémes systémes de QS. De
nombreuses bacténies possédent plusieurs types de systémes de QS, leur permettant amnsi de
produire et d’intégrer différents signaux. Nous allons briévement passer en revue certains de
ces systémes amnsi que ceux d’un quorum sensing ‘umiversel’, permettant le dialogue entre
bacténies Gram-positives et négatives. Ceux-c1 sont détaillés en Tableau 5.

a. Quorum sensing des bactéries Gram-positives

Les bactéries Gram-positives utilisent le plus communément comme molécules auto-
mductrices des oligopeptides modifiés de 5 a 17 acides amuinés (Ng et al. 2009). Ils sont
détectés par un récepteur membranaire de la fanulle des Histidine Kinases et déclenchent
’expression de génes impliqués dans la virulence ou la compétence (Tableau 5).

De plus, les molécules de la fanulle des y-butyrolactones sont ufilisées par le genre
Streptomyces comme signal pour réguler la production d’antibiotiques (Takano et al. 2001) ou
leur métabolisme (Du et al. 2011).
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b. Quorum sensing des bactéries Gram-négatives

Le quorum sensing des bacténies Gram-négatives comprend une grande diversité de systémes
et certames bactéries, comme le pathogéne opportumste Pseudomonas aeruginosa, en
possedent plusieurs (Tableau 5).

Le systéme le plus commun parnu les bacténies Gram-négatives repose sur les molécules auto-
mductrices-1 (AI-1) qui sont de la fanmlle des Acyl-Homosérine Lactones (AHLs). Elles sont
constituées par (1) une chaine acyle, hydrophobe, dont 1a longueur varie de 4 a 18 carbones, (11)
portées par un noyau homosénne lactone. Le troisiéme carbone de la chaine acyle peut porter
différents degrés d’oxydation, étre lié a4 un proton ou porter une double liaison avec un atome
d’oxygéne, formant ains1 une fonction cétone (Chhabra et al. 2005). Les vanations de la
longueur de la chaine et de ses modifications aboutissent a différentes AHLs et leur conférent
leur spécificité d’espéce (Galloway et al. 2011). Plus récemment, d’autres classes
d’homosénne lactones, telles que les p-coumaroyl-homosérine lactones ou les Cinnamoyl-
homosérine lactones ont été mises en évidence (Schaefer ef al. 2008; Ahlgren ef al. 2011).

Le premuer systéme décrit, et considéré comme modele, est celui de Vibrio fischeri, LuxI/LuxR
(Figure 18) : la N-3-oxohexanoyl-homoserine lactone (ou 3-oxo-C6-HSL) est synthétisée par
la protéine LuxI, pws diffuse librement dans et hors de la cellule. La concentration de I’AHL
augmente proportionnellement avec la densité bactérienne. Au-dela d une concentration seul
de I’AHL, la liaison avec son récepteur LuxR. est productive. Le complexe Ligand-Récepteur
reconnait une séquence consensus (lux box) en amont de 1’opéron lixICDABE (hoxAB codant
la luciférase) et active son expression (Stevens ef al. 1994). De plus, le systéme comprend une
boucle de rétro-contréle positive puisque 1’expression du géne /i lm-méme est activée par le
complexe AHL-LuxR, promouvant ainsi la synergie de I'activation du QS a I’échelle de la
population.

La protéme LuxI, ou ses homologues, catalyse la synthése des AHIs en formant une liaison
amide entre la chaine carbonée (portée par une acyl-4cyl Carrier Protein, acyl-ACP) et le
groupement amine d’une S-adenosyl-methionine (SAM). Le noyau lactone est ainsi formé par
la libération d’un groupe 5’-methylthioadenosine (5°-MTA) (Moré et al. 1996).

Un grand nombre de systémes homologues (pour les génes de synthase et de récepteurs) ont été

décnts dans de nombreuses bactéries Gram-négatives, notamment dans prés de 70 espéces
appartenant au phylum des Proteobacteria (Case ef al. 2008).
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Molécule . .
auto- T Systéme de QS | Processus régulés Référence

. . SOULCE

inductrice
Staphylococcus aursus agr Virulence (Novick et al 1995)
Listeria monocytogenes agr Virulence (Autret er al. 2003)

+ AunfoInducer Clostridi = . Olhtani et al 2009
Peptide (AIP) ostridium perfiingens agr Virulence (Ohtani er al )

- P Enterococcus faecalis FsR Virulence (5ifri et al. 2002)

fj Bacillus subifilis con Compétence (Magnuson af al. 1994)
T sch Antibiotiques (Takano et al. 2001}
butvrolactone Genre Streptomyces 5cg Meétabolisme (D st al. 2011}
ibr ] brecht ef al 1984
i'::rm j:.rchm LuxIl'TuxE Luminescence (Enge :;DIDSJ )
All Vibiro harveyi - Mok &t al.
LuxIM/LuxN | Luminescence & (Waters et al. 2006)
Aoyl Virulence
AR Pseudomonas aeruginosa . (Gambello af al_ 1991;
Homoserine Lasl/LasE Virulence Gambello e al. 1993: Wi o
Lactones) | peoydomonas aeruginosa RHIIRAIR Bin%.]m al. 1995; Ehﬂpmwwj-HF—Wé etal
Feégulation du Q5 (Pesc1 eral. 1999)
Pyocyanine (Gallagher et al. 2002)
Homéostasie du fi (Bredenbruch er al. 2006;
PQs Pseudomonas aeruginosa | PqgsABCD/ PgsE omeosiase = Diggle et al :ﬂﬂ‘i‘j

. Virulence {Cao et al. 2001 ; Gallagher er
= al 2002)

o Biofilm (Diggle at al. 2003)

o
IQs Pseudomonas aeruginosa Aml]?i{l:éDE." Béponse au stress (Lee at al 2013)
CAI Fibrio {choleras) CqgsA/Cqgs5 Virulence Mz etal 2011)
EHEC O157:H7 Qse/Q=eBC Attachement- (Sperandio er al. 2003; Walters
Effacement etal 2006a; Eim et al. 2020)
EPEC 026:H11 Qse/? 7 (Eim et al. 2020; Eaper et al.
2005)
AL3 ATEC LF82 Qsel? 7 (Kim et al. 2020)
) Escherichia coli MG1633 ? ? (Eim st al. 2020)
Escherichia coli BW25113 7 ? (Kim et al. 2020)
Zalmonella enterica Qzel? ? (Eaper st al. 2005; Walters ar al.
Shigella flexneri Qse/? ? 2006c; Kmm st al. 2020)
Yersinia sp. Qzel? 7
FVibrio harveyi LuxS/LuxPQ | Bicluminescence, | (Schauder eral 2001b; Mok af
TS5, protéase al. 2003; Surette at al. 1999)

. Fibrie cholerae LuxS/TuxPQ) Virnlence {Schauder ar al 2001b; Zhu et
uf & Biofilm al. 2002 ; Hammer et al. 2003)
E Al2 Enterococcus faecalis LuxS/TuxPQ 7 (Schauder ar al. 2001h)

g EHEC LuxS/LsrB 7 Attachement- (Bansal et al. 2008; Schauder er
o Effacement al. 2001b: Surette et al. 1999)
Salmonella enterica LuxS/LsB Pathogénicité et {(Choi et al. 2012; Miller et al.
invasion 2004; Schauder ot al. 2001b )

Tableau 5 : Vue d’ensemble de molécules auto-inducirices (Al) du guornm sensing bactérien et des systémes
correspondants dans gquelques exemples de bactéries (liste non exhaustive). Dans la colonne “Systéme de QS°,
les systemes de bactéries Gram-négatives et inter-espéces (Al-2) sont dénommeés par (i) 1a synthase (exemple :
TuxT), (1) le réceptenr de la molécule auto-inductrice (exemple : LuxR), tel que LuxlTuxR Un point
d’interrogation indique que le récepteur n’a pas été clairement identifié ou que les processus régulés ne sont pas
connus ou démontrés. Les bactéries entéropathogénes sont indiquées en rouge. Al-1/2/3 - AutoInducer-1/2/3 ; PQS
- Pseudomonas Quinolone Signal ; IQS : Integrated Quorum Sensing ; CAI - Cholera Autolnducer-1 ; EHEC -
Escherichia coli entérohémorragique ; EPEC : Escherichia coli entéropathogéne ; ATEC : Escherichia coli

adhérente-invasive.
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La bacténe ubiquitaire Pseudomonas aeruginosa est probablement I'un des organismes dont
les mécamismes de QS ont été les plus étudiés, notamment dans le cadre de sa pathogémicité
opportuniste (Lee ef al. 2015). Elle posséde quatre systémes de QS (Tableau 5), organisés en
réseau, dont deux sont homologues de celw de Fibrio fischeri et impliquent des AHLs (Lee et
al. 2015) : le systéme LasI'LasR qu produit et reconnait la N-3oxododecanoyl-homosérine
lactone (ou 3-0x0-C12) et le systéme RhIIRhIR qu synthétise et reconnait la N-butanoyl-
homosérine lactone (ou C4-HSL) (Figure 18). Ces deux systémes activent la synthése de I’AHL
auto-inductrice, dans le cadre d’une boucle de rétro-contréle positif.

Le troisiéme systéme de QS de P.aeruginosa, identifié en 1999 (Pesci ef al. 1999), est basé sur
la molécule PQS (Pseudomonas Quinolone Signal, de structure 2-heptyl-3-hydroxy-4-
quinolone), son récepteur PgsR (Cao et al. 2001) et les enzymes de biosynthese PqsABCD et
PqsH (Gallagher ef al. 2002).

Le dermier systéme a été identifié plus récemment (Lee ef al. 2013) et repose sur la molécule
IQS (Integrated Quorum Sensing), et son récepteur IqsR (et les enzymes de synthése
AmbBCDE). La production d’IQS est controlé par le systéme Lasl/LasR, en conditions
‘basales', mais également en réponse a des stress environnementaux (notamment la restriction
en phosphate) (Lee ef al. 2013).

Ces quatre systémes fonctionnent ensemble de facon luérarchisée dans la souche modéle
d’étude PAOI (Lee et al. 2015). Briévement et de facon trés simplifiée, en haut de la cascade
de signalisation, se trouve le systéme Lasl/LasR qu, une fois indwit, régule positivement
I'expression du systéme RhII/RhIR (y compns leurs boucles respectives de rétrocontrdle
positif), du systéme PqsR/ PqsABCD-PqsH et du systéme IQS. De facon intéressante, le
systéme RhII/RhIR régule négativement le module PqsR/ PqsABCD-PqsH tandis que ce dernier
participe a 1’activation du premier. Ces mécanismes permettent une modulation fine du QS dans
P. aeruginosa.

Plus de 300 génes sont régulés par le QS de P. aeruginosa (Schuster et al. 2003) : nombre
d’entre eux sont imphqués dans I’expression de facteurs de pathogémicité dont, entre autres,
une élastase (Gambello ef al. 1991), une protéase (Kessler ef al. 1993), la phosphatase alcaline
et I’exotoxine A (Gambello ef al. 1993). La formation de biofilms est également régulée par le
QS (Davies ef al. 1998 ; Chapon-Hervé et al. 1997). En plus de son role de régulation du
systéme, le PQS est également impliqué dans 1’homéostasie du fer (Bredenbruch et al. 2006;
Diggle et al. 2007), la production de facteurs participant a la virulence (Cao ef al. 2001 ;
Gallagher ef al. 2002) et la formation de biofilms (Diggle et al. 2003).
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Figure 18 : Le Quorum Sensing (QS) de type AI-1. (A) Fonctionnement du Q5 de Fibrie fischeri, modéle du
QS de type AI-1. I.”AHI. est synthétisée par 1a protéine Luxl, puis diffuse librement dans 1a cellule et en dehors.
An-dela d'une concentration senil, 1a liaison avec son réceptenr LuxR est active. Le complexe Ligand-Récepteur
reconnait une séquence consensus (lux box) en amont de 1'opéron nICDABE (hixAB codant 1a hiciférase) et
active son expression (adapté de Prescott ef al. 2020). (B) Structure des N-Acyl Homosérines Lactones. Au
milien, 1a structure générale des AHL s - en bleu le noyau homosérine lactone, en vert 1a chaine acyl dont le nombre
de carbones (n) peut varier, en rouge le degré d’oxydation (R pouvant étre O, OH, H). Les deux AHLs produites
par P. aeruginosa figurent en bas - 1a C4-HSL (3 gauche) et I'AHL 3-oxo0-C12 (ou 3-oxo-C12-HSL, a droite). Ces
formmles sont reproduites d’aprés 1a thése de doctorat d° Agathe Peyrottes, avec son autorisation.

Enfin, un dernier systéme de QS des bactéries Gram-négatives est celm basé sur la molécule
auto-inductrice AI-3 (Tableau 5), identifiée dans la souche entérohémorragique d’Escherichia
coli sérotype O157:H7 (Sperandio ef al. 2003). Cette molécule régule le systéme Qse qu
condut a I"activation de la transcription, dune part, d’un régulon du flagelle, et d'autre part,
des génes de I'ilot de pathogénicité LEE (pour Locus of Enterocyte Effacement) (Carlson-
Banming et al. 2018; Walters ef al. 2006b). Depuis sa découverte, la structure d’Al-3 était
mconnue mais 1l était supposé qu’elle soit similaire a celle de I"adrénaline et de la noradrénaline,
qui sont des agonistes de son récepteur (Sperandio ef al. 2003). Une étude trés récente a permis
d’1soler et de caracténser Al-3 et différents analogues de la famille des pyrazinones (Kim ef al.
2020). De facon intéressante, les auteurs montrent la prédominance dun analogue in vive dans
les féces de souns, mais également que de nombreuses souches bacténiennes Gram-négatives

mais aussi positives (notamment S. aureus, E. faecalis et B. subtilis) prodmsent ces molécules,
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apportant ainsi de nouveaux éléments sur la spécificité d’Al-3, qui ne semble pas restreinte aux
bacténies Gram-négatives. Les auteurs confirment également la production d’analogues AI-3
par diverses bactéries dont les entéropathogénes Shigella flexneri, Salmonella sp., Yersinia sp.,
dans lesquelles I'existence de la voie de signalisation AI-3/Adrénaline/Noradrénaline avait été
suggérée, bien qu’il s’agissent de résultats non publiés umquement mentionnés dans des revues
du groupe (Kaper ef al. 2005; Walters et al. 2006c).

¢. Quorum sensing inter-espéce : AI-2

Enfin, nous présenterons un dermer type de QS (Tableau 5), basé sur AI-2, qu a été nus en
évidence imifialement dans les bactéries Gram-négatives Vibrio harveyi, Vibrio cholerae ainsi
qu’Escherichia coli entérohémorragique, mais également dans des bacténies Gram-positives
notamment Salmonella enterica (Schauder et al. 2001a; Surette ef al. 1999). Depuws, de
nombreuses espéces ont été reportées comme utilisant ce systéme pour réguler une grande
diversité de phénotypes (Pereira et al. 2013). Ce systéme repose sur un groupe de molécules,
AT-2, dont deux structures ont été identifiées jusqu’ici : le S-THMF-borate (pour (2S,4S)-2-
methyl-2, 3 3’ 4-tetrahydroxy-tetrahydrofurane-borate) dans Fibrio harveyi (Chen et al. 2002)
et le R-THMF (pour (2R 4S)-2-methyl-2 3 3° 4-tetrahydroxytetrahydrofurane) identifié dans
Salmonella (Miller ef al. 2004). Ce systéme est proposé comme un moyen de commumication

poly-espéces (Pereira ef al. 2013).

La démonstration de I'existence du QS a pendant longtemps été restreinte au monde bactérien.
1l a été montré plus récemment que les champignons peuvent également communiquer selon ce
‘langage’ (présenté dans les deux revues récentes smvantes Barnuso ef al. 2018; Padder ef al.
2018). De méme, une étude de 2019 a permis de montrer que le bactériophage de Fibrio
cholerae posséde un récepteur a la molécule auto-inductrice bactérienne DPO et que celle-c1
régule la transition entre le cycle lysogénique et lytique du phage (Silpe ef al. 2019). Nous
n’aborderons pas ces deux aspects du QS 'infer-régne’, qu'il est néanmoins important de
mentionner dans le contexte de 1’écosystéme intestinal.

Amsi, la diversité, hiérarchisation et polyvalence des molécules auto-inductrices et des
systtmes de QS illustrent la complexité des moyens de commumnication des organismes
unicellulaires, entre autres bacténiens, qu’ils solent spécifiques a certamnes espéces ou poly-
espéces et I'importance qu’ils peuvent avoir dans des écosystémes ayant une grande diversité

microbienne tels que le mucrobiote mtestinal De plus, la nuse en évidence de nouveaux
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meécanismes, molécules et systémes au cours des années ont sans cesse renus en question les
modeles établis et ont montré que le dialogue par le quorum sensing était plus universel
qu'mitialement pensé, au sein du monde microbien mais également avec le monde eucaryote,

suggérant ainsi un dialogue inter-régne, que nous allons maintenant aborder.

B. DIALOGUE INTER-REGNE : EFFETS DES AHILS SUR LES CELLULES
EUCARYOTES

La multiplication des connaissances sur le quorum sensing a permis de mettre en évidence sa
versatilité, et I’étendue des espéces entre lesquelles il permet le dialogue. Eu égard a 1'intérét
grandissant pour les mteractions hote-microbiote, notamment intestinal, de plus en plus
d’études ont souligné la possibilité d’une communication héte-bactéries médiée par le QS, dans
le cadre d’un dialogue inter-régne (Holm et al. 2014; Pacheco ef al. 2009). Bien qu’ils aient
été démontrés pour différents types de QS, notamment récemment pour AI-3 (Kim ef al. 2020),
les effets potentiels de molécules du QS sur I’héte eucaryote ont majoritairement été étudiés
dans le cadre du QS de la bacténe Pseudomonas aeruginosa et des Acyl-Homosérine Lactones
(AHLs) (Cooley ef al. 2008; Guo ef al. 2020; Liu et al. 2015b; Rumbaugh ef al. 2012).

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie aérobie ubiquitaire et pathogéne opportumiste dont
les infections chroniques représentent un des principaux facteurs de mortalité chez les malades
de mucoviscidose (Gibson et al. 2003; Zemanick et al. 2011; Faure et al. 2018) et la cause
d'mfections sérieuses chez les sujets atteints du VIH/SIDA (Manfred: et al. 2002). Sa large
antibiorésistance et sa capacité a évoluer dans de nombreuses niches écologiques en font
également 1'un des principaux pathogénes responsables des maladies nosoconuales (Anffin et
al. 2004), notamment dans le cas d'infections aigiies causées par des dispositifs thérapeutiques
(respirateurs, sondes urinaires, cathéters) (Wenstein ef al. 2005).

Comme montré précédemment, la diversité et la complexaté du QS dans P. aeruginosa participe
activement a sa virulence, pathogénicité et sa capacité a infecter I'hote (Liu ef al. 2015b). Son
systéme de QS participe a sa pathogénicité aussi par ses effets directs sur I’'héte Dans le cadre
de ce travail, nous nous concentrerons plus particuliérement sur les effets de PAHL 3-0x0-C12
de P. aeruginosa, dont 1l a été montré in vifro qu’elle pénétre dans les cellules eucaryotes de la
lignée COS-1 (Williams ef al. 2004) et dans des cellules dendnitiques et lymphocytes T murins
primaires et immortalisés (Ritchie ef al. 2007). Les nombreux effets, notamment sur
I'inflammation, la viabilité cellulaire de 1’hote et les barriéres épithéliales de cette AHL sont
reportés en Tableau 6.
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1.  Effets immunomodulateurs

La littérature concernant les propriétés immunomodulatrices de I’AHL 3-ox0-C12 n’est pas
toujours cohérente et certaines études montrent des effets qui peuvent sembler contradictoires,
entre pro ou anti-inflammatoires. Ceci est en partie dii a la diversité des modéles employés,
notamment cellulaires, et des conditions expérimentales. Nous aborderons ici1 quelques
exemples de ces résultats, qui sont reportés en Tableau 6 (incluant, pour plus de précisions et
clarté, les modéles et doses expérimentales).

L’une des prenuéres études ayant montré les propniétés immunomodulatrices spécifiquement
de I’AHI, 3-0x0-C12, dont les caractéristiques varient avec la dose, date de 1998 (Telford et al.
1998) : les auteurs montrent que la molécule inhibe la production de TNFa et d'IL-12 (une
cytokine impliquée dans la réponse type Thl) par des macrophages activés au LPS mais qu’a
faible concentration, elle mdwmt I’augmentation de la production d’IgGl (indicateur dune
réponse type Th2 chez la sounis). Une autre étude montre que I"’AHL active et favorise la
différenciation des lymphocytes T naifs vers un phénotype type Thl (Smith et al. 2002). A
I'mmverse, I'étude de Ritchie ef al. (2005) montre que I"’AHL 3-0x0-C12 inhibe la différenciation
des lymphocytes T 1solés de rate de souris en Thl ou Th2 (Tableau 6).

Concernant |’expression ou production de cytokines, les effets de I’AHL 3-oxo-C12 semblent
converger vers une tendance a la diminution de celles-c1 dans des cellules immumitaires comme
des macrophages (Telford ef al. 1998), des lymphocytes T (Ritchie ef al. 2005; Smith et al.
2002), ou, de fagcon plus générale, des cellules mononuclées (Bao ef al. 2017; Hoo1 et al. 2004).
En revanche, dans des lignées de fibroblastes et de cellules épithéliales (Jahoor ef al. 2008;
Shiner ef al. 2006; Smuth et al. 2001), ou dans la peau in vivo chez la souns (Smuth ef al. 2002),
I'exposition a I’AHL 3-ox0-C12 a différentes doses induit 1’expression ou la production de
diverses chimiokines et cytokines (Tableau 6).

La voie de signalisation NF-«B, impliquée dans la réponse pro-inflammatoire (Liu ef al. 2017),
est activée en présence de I'AHIL. 3-oxo-C12 dans des lignées de cellules épithélhiales
pulmonaires (Smuth ef al. 2001) et dans des kératinocytes 1solés a partir de souris soumises a
une mjection intradermique de I’AHL (Smuth et al. 2002). La voie NF-«xB est au contraire
mhibée dans des macrophages murins et in vivo chez la sounis (mesure de la bioluminescence
émise par un systéme rapporteur sur l'organisme entier) (Kravchenko ef al. 2008).
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Outre son role immunomodulateur parfois ambigu, I’AHL 3-0x0-C12 exerce des effets plus
clairs sur la migration cellulaire. En effet, plusieurs études in vifro (Tableau 6) ont montré des
propriétés chimiotactiques sur les neutrophiles humains (Wagner ef al. 2007, Zimmermann ef
al. 2006). De facon mtéressante, la C4-HSL, autre AHL prodwte par P. aeruginosa, n’indut
pas ces effets, suggérant ainsi le role des longues chaines acyl. De plus, ce réle sur I'induction
ou I’augmentation de la migration des neutrophiles implique un effet de remodelage du
cytosquelette d’actine médié par les petites GTPases Racl et Cdc42 (Karlsson ef al. 2012a). Ce
dermer point a également été confirmé dans des cellules épithéliales, dans la lignée
entérocytaire Caco-2 (Karlsson ef al. 2012b).

1.  Effets sur la viabilité cellulaire

De nombreuses études corroborent des effets cytotoxiques, notamment pro-apoptotiques, de la
3-0x0-C12 produite par P. aeruginosa dans différents types cellulaires in vifro (Holban et al.
2014; Neely ef al. 2017; Schwarzer ef al. 2012; Shiner et al. 2006; Taguchi ef al. 2014; Tao et
al. 2016; Tao et al. 2018; Tateda ef al. 2003). On peut néanmoins noter que ces effets sont le
plus souvent observés a des concentrations considérées comme élevées, bien que certaines
lignées solent plus sensibles que d’autres (Tableau 6). De nouveau, plusieurs de ces groupes
montrent que 1’autre AHL de P. aeruginosa, la C4-HSL a chaine courte n’exerce pas ces effets
délétéres sur la viabilité cellulaire (Holban er al. 2014; Schwarzer et al. 2012; Tao et al. 2016;
Tateda et al. 2003).

66



INTRODUCTION —

QUORUM SENSING & INTESTIN

Effets immunomodulatenrs Modéle Dose Reférence
Diminution de la production de TNFo Macrophages 40-70pM  (Telford et al.
Diminution de la production d’'IL-12 murins ! 0.1-100pM 1998)
Diminution de la production d’anticorps a forte Cellules de rate =80 pM vs  (Telford et al.
dose vs augmentation a faible dose murines! 10-70pM 1998)
Diminution de la production d’IL-4 et d'TFNy Lymphocytes T SuM (Ritchie et al.
Inhibition de la différenciation Thl ou Th2 murins ? 2005)
Activation des Lymphocytes T naifs et Lymphocytes T SuM {Smith et al.
Effets sur les _Giiierenciation vers un phénotype Thi murins 2002)
Iymphocytes ou Diminution de la prolifération 6-55pM .
macrophages  Diminution de la production d'TL-2 oS 37.55uM mgﬂﬂbi;”‘-
Diminution de la production de TNFo S0pM
iugmgntaﬁ.nu del expression de 'I'L'R_E et TLR4 PEMCs 1-100pM (Bao et al.
ugmentation de la viabilité (prolifération 7) humai (dose- 2017)
Diminution de la production de TNFa dépendant)
Inhibition de la voie de signalisation NF-«B en Macrophages ? 4 TuM (Kravchenko et
réponse au LPS & in vivo I al. 2008)
Augmentation de la phagocytose et activation de la Macrophages 100uM (Vikstrdm ef
vole de signalisation p38 MAPK humains 4 K al. 2005)
Induction de la production d'IL. 8, translocation . o 16pE  100pM  (Smith etal
nucléaire de WF-«B (activation) via I’activation de A540 1.878 5 2001)
la voie de signalisation MAPE-ERK :
Inflammation locale avec infiltrat inflammatoire Injection
Aungmentation des taux d’ARNm des chimiokines . {Smith et al.
Effetssurles  \f[p_1p MIP-2, MCP-1, IP-10, des cytokines IL- mﬁm 1-100pM 2002)
fibroblastes 0u 1 ot I 6. et de 'enzyme Cox-2
cellules N . Eératinocytes de {Smith et al.
ipithiliales Jiciivaltion dela voie NF xB souris traitfes 1 100KM 2002)
Aungmentation des taux d’ARNm des cytokines IT.- ., s
la, IL-6, IL-8 (humaine) ou CXCL1 (murine) et de 8RS A4 1 500,y (aloor sfal
\ et NIH3T3 2008)
I'enzyme Cox-2
Aungmentation des taux d’ARNm des cytokines IL-  Lignée NIH3T3 100- (Shiner ef al
6, CXCL1 et de I'enzyme Cox-2 § 250uM 2006)
Aungmentation de I'expression des récepteurs -7 (Wagner et al
. Effets CD11b/CD18, CD16 et CD64 et phagocytose PMN humams *  10uM 3007)
tacty
¢ lm;:_r I{:Esqnes Cascade de signalisation impliquant les kmases TK, 0.01- (Zimmermann
neutrophiles MAPEK et PEC et la phospholipase C (PLC) PMN humains 7 100puM et al. 2006)
(laC4-HSLna Activation de PLC et mobilisation du Ca™ ]
pas d’effet) intracellulaire. Phosphorylation de Rac et Cdcd2 PMN humains 7 1%3?]-5'\,1 {Kmésgfzna;f ”I-
Femodelage du cytosquelette d’actine w
Effets sur la viabilité cellulaire Modéle Dose Reférence
Induction de "apoptose dans les deux lignées, avec  Lignées NIH3T3 100 ou (Shiner ef al
libération du Ca®* intracellulaire et HUVEC ® 10pM 20086)
Cytotoxicité dose-dépendante (mais pas dans des Macrophages et (Tateda et al
lignées de cellules épithéliales) lignées U-937 et 12-50pM 2003) i
La C4-HSL n’a pas ces effets P388D1°
Induction rapide de 1'apoptose, indépendante du Lignées
eamal chlorique CFTR IME/CF15et  10-100uM ﬁg‘;";ﬁ st
Induction de Ia ﬁ (r3t4-H5L n’:i pas( ces ?ﬁf& : —— Calu3 ¥ = ' —
. Mort par apoptose (voie infrinséque mitochondrie- u Nee! al.
mort cellulaire dépendante) MEF= 23-100pM 2017)
Induction de 1" apoptose et nécrose et production
d'IL-18, IL-8 et TNFa MSCs humaines  50pM H{“g’;&;”"
La C4-HSL n’a pas ces effets
Induction d'un dysfonctiomnement mitochandrial et (Tao et al
: Lignée L5174T 2016; Tao ef
de l'apoptose 1 100kM 21 2018: Tao
La C4-HSL n’a pas ces effets et al. 2019)
Féduction de la viabilité cellulaire Lignée Caco-2 3 30-100uM (Taguchi ef al.
La Mucine 3 est protectrice non différenciée s 2014)

Suite du fablean et légende page suivante
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Effets sur la barriére épithéliale Modéle Dose Référence
Aungmentation de la migration aux faibles dose vs
Effets sur Ia inhibition de la migration a 200pM Lignée Caco-21* 15-12yM (Karlsson ef al
migration Interaction avec IQGAP] et augmentation de la polansée vz 200pM 2012k)
phosphorylation de Bacl/Cded2
Aungmentation de la perméabilité aux ions et
macromaolécules (‘.;i}{s;']n lrsll.ef
Activation des kinases p38 et p42/44 et dela Lignée Caco2®  100-  Vikstrom afal
signalisation calcigue. i .
; N . . polansée 200pM 2009;
Désassemblage des jonctions serrées et adhérentes Vikstrom ef al
Effets surla g des modifications de leur état de 2006)
perméabilité et phosphorylation. :
les jonctions  “Ayomentation de la permeabilits aux
intercellulaires macromolécules.
I,)]m.umhfm del expression et internalisation de Lignée Caco-2 200- (Eum ef al.
I"Occludine et Tricelluline olarisé 400pM 2014)
Effets médiés par I'induction de I'expression et par P
I'activation de MMP-2 et MMP-3
La C4-HSL n’a pas ces effets
] R Lignée VA0 M {(Halldorsson et
Aungmentation de la perméabilité aux ions air liquide 100pM al. 2010)
Aungmentation de la perméabilité aux ions L 1
Internalisation de Z0-1 L‘gﬂf Calwd 4 hopm fsﬁ“;ﬁ::; et
Libération du Ca** intracellulaire et apoptose polanisée '
Diminution de la prodoction de Mucine 2 (avec
apoptose) dans les cellules LS174T (100pM) vs Lignée LS174T  100pM v (Tao ef al
Effets sur les  augmentation dans la lignée HCT116 (100pM) et HCT116 %  400pM 2018)
mucines La C4-HSL n’a pas ces effets
Lignée Caco-2 12 3 (Taguchi et al

Diminution des taux 4°ARNm de MUC3 OuM

non différenciée 20 14;

Tableau 6 : Vue d’ensemble des effets de 1" AHIL. 3-0x0-C12 sur les cellules encarvotes, dans différents types
cellulaires, sur des paraméires inflaimmatoires, sur la viabilité cellulaire et sur la fonction de barriére
épithéliale. ! Les macrophages murins et les cellules de rate murines sont des cultures primaires in vitro. ! Les
Lymphocytes T murins sont isolés 3 partir de 1a rate de souris. PBMCs : cellules mononuclées du sang périphérique
(Peripheral Blood Mononuclear Cell). * Les macrophages sont isolés et différenciés in vitro a partir de moelle
ossense de souris. 4 Les macrophages sont différenciés in vitro a partir de monocytes isolés du sang humain ¥ Les
cellules 16HBE (Human Bronchial Epithelial) sont une hipnée de cellules épithéliales bronchiques et les cellules
A540 une lignée humaine de cellules épithéliales alvéolaires tandis que les cellules 1828 sont une lignée non
transformée de fibroblastes humains normaux. " PMN humains - Neutrophiles PolyMorphonucléaires (culture
primaire in vitro a partir de sang humain) ® Les cellules NIH3T3 sont une lignée immortalisée de fibroblastes
murins. Les cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sont une lignée de cellules endothéliales.
?Les cellules U-937 et P388D1 sont des lignées de monocytes. 1" Les cellules IME/CF15 sont une lignée de cellules
épithéliales nasales transformeées et exprimant un alléle nmité du canal chlomre CFTR, utilisées comme modéle de
mmcoviscidose in vifro tandis que 1a lignée Calu3 correspond i des cellules épithéliales humaines glandulaires des
voies respiratoires immortalisées. !! Les cellules MEFS (Mouse Embryonic Fibroblasts) sont une lignée
immortalisée de fibroblastes murins. 12 Les cellules LS174T sont une lignée humaine de cellules du colon d’origine
cancérense, présentant un phénotype de cellules 3 mucus. * Les cellules Caco-2 sont une lignée de cellules
épithéliales humaines isolées a partir d’un adénocarcinome colorectal présentant un phénotype d'entérocytes. 14
Les cellules VA0 sont une lignée immortalisée de cellules épithéliales bronchiques, cultivées dans ce cas a
I"interface air-liquide. '* Les cellules HCT116 sont une lignée de cellules du colon d’origine cancéreuse.

TE : Tyrosine Kinase ; PLC : PhosphoLipase C ; MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase ; PEC : Protéine
Kinase C ; Nuclear Factor-xappa B ; CXCL1 : Chemokine (C-X-C motif) Ligand 1; ERK : Extracellular-signal
Regulated Kinase ; CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator ; MMP-2/-3 : Matrix
MetalloProteinase-2/-3 ; IQGAP1 : IQ Motif Containing GTPase Activating Protein 1.
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1.  Effets sur la fonction de barriére épithéliale

Outre les effets de I’AHL 3-0xo0-C12 sur la mugration des cellules épithéliales déja évoques
(Karlsson et al. 2012b), cette molécule a été particuliérement étudiée pour son rale délétére
sur la barriére épithéliale. En effet comme mentionné précédemment, P. aeruginosa est une
bacténie infectant divers épithélias avec, dune part et le plus couramment, les infections
chromques de I'épithélium pulmonaire chez les sujets atteints de mucoviscidose et d'autre part
les infections aigiies nosoconuales iatrogéniques de l'épithélium pulmonaire (respirateurs),
urnaire (sondes) ou encore cutané (dans les cas plus rares de brulures ou d'abeés). Amnsi, lors
d'mfections aigiies, ce pathogéne opportuniste profite souvent d’une fragilité de la barneére
cutanée ou pulmonaire et infecte ces derméres par de nombreux moyens (Golovkine ef al.
2016). Cemx-c1 ne se limitent pas aux molécules du QS et impliquent également d'autres facteurs
de virulence comme la protéase LasB, les exotoxines son systéme effecteur de sécrétion de type
1T (dont I''!mjection requuert la présence des facteurs de virulence pihi de type IV), la cytolysine
Exolysine A, ou encore la lectine LecB qu peuvent cibler les jonctions mtercellulaires et le
cytosquelette comme reporté dans une revue récente (Golovkine ef al. 2017).

Concernant la molécule du QS, 'AHL 3-oxo0-C12, plusieurs groupes (Tableau 6) montrent
qu’elle ndwt une augmentation de perméabilité paracellulaire aux 1ons et aux macromolécules
in vitro, dans des modéles de cellules épithéliales intestinales (Eum ef al. 2014; Vikstrom ef al.
2010; Vikstrom et al. 2009; Vikstrom ef al. 2006) ou des voies respiratoires (Halldorsson ef al.
2010; Schwarzer et al. 2014).

Cet effet délétére de I’ AHL 3-oxo0-C12 sur la perméabilité est accompagné d’une altération des
jonctions serrées (Tableau 6). En effet, dans la lignée de cellules épithéliales intestinales Caco-
2, I’AHL 3-0x0-C12 mndut une diminution de 1’expression et une délocalisation des protéines
de jonctions serrées Occludine, Tricelluline (Eum ef al. 2014), ZO-1, ZO-3, JAM-A et des
protéines de jonctions adhérentes E-Cadhénne et p-Caténine (Vikstrom et al. 2010; Vikstrom
et al. 2009; Vikstrom ef al. 2006). La protéine adaptatrice ZO-1 est également internalisée dans
une lignée de cellules épithéhales des voles respiratoires exposées a I’AHL 3-oxo-C12
(Schwarzer et al. 2014).

De plus, certans auteurs rapportent une hyperphosphorylation de 1'Occludine, ZO-1, ZO-3,
JAM-A, de la E-Cadhérine et B-Caténine sur les résidus Tyrosine (ainsi que Sérine et Thréonine
pour la E-Cadhérine et ZO-1) tandis que les résidus Sérine et Thréonine de 1’Occludine, JAM-
A et de la p-Caténine sont moins phosphorylés (Vikstrom et al. 2010; Vikstrom ef al. 2009).
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Ces effets sur les protéines de jonctions, et sur 1’augmentation de perméabilité concomitante,
sont partiellement abolis suite a un traitement par des mhibiteurs de phosphatases et de kinases
(Vikstrom ef al. 2009) ainsi que par I"'mhibition des kinases p38 et p42/44, qui sont activées par
I’AHL (Vikstrom et al. 2006).

La molécule du QS induit la libération du Ca®* et I’activation de la signalisation calcique dans
deux modéles de lignées épithéliales et I'inhibiteur de la calcium-ATPase du réticulum
endoplasnuque, la Thapsigargine, prévient de I’augmentation de perméabilité indwte par
I’AHL (Vikstrom et al. 2010; Schwarzer ef al. 2014). Enfin, un autre groupe a montré que
I’AHL induit, in vifro dans la lignée Caco-2, 1’altération des jonctions serrées notamment par
I’activation des métalloprotéinases matricielles MMP-2 et -3 via la signalisation PAR (Eum et
al. 2014), dont 1l a été montré qu’elles peuvent augmenter la perméabilité paracellulaire et
dégrader les protémes de jonctions serrées dans d’autres modéles de cellules épithéhales
(Yamada et al. 2013; Kim et al. 2012; Groschwitz et al. 2013).

Enfin, deux études ont montré que I’AHL 3-0x0-C12 induit une diminution des taux d’ARNm
de MUCS3 dans la hignée Caco-2, cultivée a 1’état non différencié (Taguchu ef al. 2014), ainsi
quune réduction de ’expression et production de Mucine 2 dans une lignée de cellules
présentant des caractéristiques de cellules a mucus (Tao ef al. 2018). On peut néanmoins noter
que ces effets vont de pair avec une nette réduction de la viabilité cellulaire dans ces deux
modeles, qui peut impacter 1’expression de ces mucines (Tableau 6).

On peut préciser que toutes ces études sur la fonction de barriére ont été réalisées avec des
concentrations de 3-oxo-C12 élevées (100-400uM, Tableau 6), sachant que la concentration de

cette molécule peut atteindre 630uM ( 380uM) dans les biofilms de P. aeruginosa mais est
estimée a seulement 14 oM (+ 3nM) dans I’effluent de ces biofilms (Charlton ef al. 2000).

1v. Reécepteurs de ’AHIL 3-0x0-C12 dans les cellules hotes

A ce jour, aucun récepteur eucaryote de ’AHL 3-0xo-C12 n’a été clawrement identifié
permettant d'expliquer tous les effets de la molécule sur I’héte. L” AHIL 3-0x0-C12 est de nature
hydrophobe et peut diffuser librement au travers des membranes hipidiques des cellules de
mammiféres (Ritchie ef al. 2007, Williams et al. 2004). Néanmoins, trois protéines ont été
identifiées comme des interactants ou récepteurs potentiels de cette molécule. L’ AHL se lie au
facteur de transcription PPARYy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor y) (Cooley ef al.
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2010) et peut moduler sa fonction in vifro (Jahoor ef al. 2008). L’AHL 3-oxo-C12 mteragit
également avec la protéme d’échafaudage IQGAP] et diminue la quanfité totale de cette
protéine et son taux d’ARNm (Karlsson ef al. 2012b ; Gaida et al. 2016; Kumar ef al. 2018).
Enfin, une mteraction avec le récepteur au goiit amer T2R38, expnmé dans divers types
cellulaires, a également été montrée (Gaida ef al. 2016; Maurer ef al. 2015). Ces demiers
résultats ont toutefois été contestés par une autre étude (Verbeurgt ef al. 2017).

v. Dialogue de I'héte vers la bactérie

La commumnication inter-régne, dans le cadre du QS, ne se limite pas aux effets des molécules
du QS bacténien sur les cellules de I'héte. Des réponses de populations de bactéries a des
molécules de I'hate ont également été décrites.

Briévement et pour n'en citer que quelques exemples, les hormones de la famille des
catécholamines, 1’adrénaline et noradrénaline, sont des analogues de la molécule AI-3 et
activent son systéme de QS, et la transcription subséquente de génes de virulence notamment
dans une souche entérohémorragique d’E. coli (Sperandio et al. 2003; Walters et al. 2006b ;
Clarke et al. 2006). Etant donné qu’il est suggéré dans certaines revues que ces mécanismes
sont conservés dans diverses bacténies entéropathogénes (Kaper ef al. 2005; Walters et al.
2006c), que ces hormones sont présentes notamment dans la lumiére du tube digestif (Asano et
al. 2012) et que les bactéries entériques peuvent y répondre (Lyte et al. 2011), ce dialogue est
a mentionner dans le contexte des interactions hote-microbiote dans I'intestin.

Une étude relativement récente (Ismail ef al. 2016) a montré que la lignée de cellules
épithéhiales intestinales Caco-2 est capable de sécréter une molécule analogue (ou qui mume) la
molécule du QS AI-2 et qu est détectée par deux récepteurs du QS, LuxP et LsrB (Tableau 5);
ce "mume" d'AlI2 active la transcription de génes sous le confrole du QS, y compris dans la
bacténie entéropathogéne Salmonella typhimurmim. De facon intéressante, les cellules
épithélhiales ne secrétent cette molécule que lorsqu’elles sont exposées a la bacténe directement
ou mdirectement, suggérant que cette dermére prodmt un facteur stimulant la production de
I’analogue épithélial d’AI-2.

Concernant, les mécanismes de défense ou de réponse de 1’hote vis-a-vis des Acyl-Homosérine
Lactones (AHLs), certains présentent des propriétés de quorum quenching, c’est-a-dire
I'mactivation du quorum sensing. Les mammiféres possédent notamment la fanulle d’enzymes
ParaOxoNases (PON), qu comprend trois 1soformes PON-1, PON-2 et PON-3, impliquées
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dans la détoxafication (Furlong et al. 2016). Les trois PONs présentent des profils d’expression
tissulaires différents (Furlong ef al. 2016). Elles peuvent toutes hydrolyser le noyau lactone des
AHL (notamment la 3-0x0-C12) grice a leur activité lactonase (Teiber ef al. 2008) bien que la
PON-2 présente la meilleure activité d’hydrolyse pour cette molécule (Teiber ef al. 2008). Cette
PON, ubiquitaire, est exprimée dans 1'intestin humain et de rat (Levy ef al. 2007) et est requise
pour la dégradation de la 3-0x0-C12 par des cellules épithéliales 1solées a partir de la trachée
de souris, qu perdent leurs propriétés de quorum quenching lorsque les sours sont invalidées
pour I’expression de PON-2 (Stoltz ef al. 2007).

C. MISE EN EVIDENCE DU QUORUM SENSING DANS L’ INTESTIN

i.  Etat de I’art de la littérature

L’étude du quorum sensing a longtemps été tournée vers les écosystémes marnins ou végétaux,
notamment du fait de la découverte de ce mode de communication dans Fibrio fischeri, ou dans
les bactéries pathogénes de plantes comme 4grobacterium tumefaciens ou Erwinia carotovora.
L’mntérét de la communauté scientifique pour le QS s’est intensifié avec le probléme de
I"antibiorésistance de pathogénes humains tels que Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus (Defoirdt 2018; Rutherford er al. 2012). Les connaissances croissantes et la
multiplication des études portant sur le microbiome intestinal, écosystéme umique, ont

finalement soulevé la question de I’existence du QS dans I’intestin humain.

Celw-c1 a particuliérement été étudié dans le contexte de pathogénes intestinaux, puisqu’en
effet le QS est souvent impliqué dans la virulence et pathogénicité bactérienne (Kaper ef al.
2005). En effet, 1l a été montré que la souche entérohémorragique d’ Escherichia coli O157:H7
régule I’expression des génes impliqués dans son mécamsme d’attachement-effacement par le
systéme AI-3 (Sperandio ef al. 2003; Walters ef al. 2006a; Walters et al. 2006b). De plus, les
souches d’E. coli entéropathogénes 026:H11, adhérente-invasive LF82, ainsi que les bactéries
Vibrio cholerae, Shigella flexneri, Yersinia sp. et Salmonella enterica prodmsent des analogues
d'AI-3 (Kim ef al. 2020), bien que les fonctions régulées restent a caractériser. Concernant les
bactéries commensales intestinales, Klebsiella pneumoniae et Enterococcus faecalis prodmsent
des AI-3, mais 1l faut toutefois souligner que ce sont des bactéries potentiellement pathogénes
opportunistes, responsables d'un nombre croissant d’infections antibiorésistantes (L1 ef al.
2014; Vu et al. 2011).
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L’existence de geénes homologues de xS (qu participe a la synthése des molécules de type
AT-2) dans prés de 30 espéces bacténiennes intestinales dont E. coli, S. typhimurium, Shigella
flexneri, Helicobacter pylori, Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Enterococcus faecalis, S.
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Campylobacter jejuni, Clostridium perfiingens,
Clostridium difficile, et Klebsiella pneumoniae (Schauder ef al. 2001b; Surette ef al. 1999) et
la confirmation de la fonctionnalité de ce systéme dans certaines de ces bactéries (Tableau 5)
soulévent bien évidemment la question du QS de type AI-2 dans I'intestin. A nouveau, ces
bactéries sont bien souvent des pathogénes (ou potentiels). Cependant, un travail de 2008 a
montré que les surnageants de différentes cultures de bactéries commensales mtestinales
(Bacteroides vulgatus, Clostridium proteoclasticum, Escherichia coli, Eubacterium rectale,
Lachnospira multipara, Pseudobutyrivibrio ruminis, Roseburia intestinalis, Ruminococcus
albus et Ruminococcus flavefaciens) activent un systéme rapporteur d’Al-2 (et que ces bactéries
possedent un géne /1xS), suggérant 1’ existence de ce systeme dans la flore commensale (Lukas
et al. 2008). De plus, une élégante étude, utilisant E. coli transformée comme vecteur de
production d’Al-2 dans I'intestin de souris, a montré que celle-c1 modifie la composition du
microbiote intestinal, s'oppose a la dysbiose induite par un traitement antibiotique en favorisant
I’expansion des bactéries appartenant au phylum des Firmucutes (Thompson ef al. 2015). Ces
arguments sont donc en faveur de I’existence du QS de type AI-2 dans Pintestin de
mammifeéres.

Concernant le QS reposant sur les AHLs dans I'intestin, relativement peu de données existent.
L’existence d’un systéme de réponse aux AHLs, molécules auto-inductrices de type Al-1, a été
mise en évidence dans certaines bactéries qui ne possédent pas de génes de synthase et qui sont
donc incapables de produire elles-mémes des molécules de ce QS (Case ef al. 2008). Ceci est
le cas pour les entéropathogénes Salmonella typhimurium et Escherichia coli qui possédent un
homologue du récepteur aux AHLs LuxR, appelé sdiA mais qui ne sécrétent pas d’AHIs Il a
été montré que le récepteur sdiA peut répondre aux AHLs et régule la formation de biofilm
dans E. coli (Yao et al. 2006; Wang ef al. 1991; Lee ef al. 2007) et la virulence dans Salmonella
fyphimurium (Smth et al. 2003; Michael ef al. 2001). A ce jour, environ 45 bactérnies ont été
identifiées comme possédant un récepteur homologue sdiA sans posséder de géne de synthase
d’AHLs en paralléle - dont diverses souches d’E. coli, de Shigella flexneri et Salmonella
enterica spp., Case ef al. (2008).

1l est proposé que ce systéme “de mise sur écoute’ (eavesdropping) confére un avantage sélectif
aux bacténes le possédant (parfois référées comme “tricheuses”), qui peuvent ainsi profiter des
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nombreuses informations de leur environnement, véhiculées par les molécules du QS et
provenant d’espéces par exemple compétitrices, sans avoir a dépenser 1’énergie nécessaire a la
synthése de ces molécules (Case et al. 2008). Etant donné qu’il a été estimé qu’environ 17%
des Proteobacteria sont potentiellement capables d’utiliser ce mode d’écoute (alors que 26%
des bacténes de ce phylum possedent le systéme de QS complet), 1l pourrait donc représenter
une part non néghgeable des mteractions médiées par le QS des AHLs au sein de communautés
complexes dans I'écosystéme intestinal

Au sujet des bacténes “intestinales’ ayant un systéme complet de QS AI-1 et prodwsant des
AHLs, une fois de plus, les connaissances sont limitées a des entéropathogénes : Yersinia
enterocolitica et pseudotuberculosis (Atkanson ef al. 1999; Throup ef al. 1995). Alors qu'un
travail récent a 1solé plusieurs AHLs dans l'imtestin de tortue (Akbar ef al. 2019), seulement
deux études ont reporté la présence d’AHLs dans I'mtestin de mammifére : chez les ruminants
(Hughes ef al. 2010) et dans des selles d'enfants nouveaux-nés (Kumari ef al. 2006). Cependant,
ces deux travaux reposent sur des systémes rapporteurs et non pas sur I'1dentification directe et
la caracténisation de la structure des AHLs.

Le manque de données précises a amené la communauté scientifique a s’interroger sur
I'existence réelle du QS (notamment reposant sur les AHIs) dans 1'écosystéme intestinal
humain (Sweanngen ef al. 2013). C’est a cette question que notre équipe a souhaité répondre
dans une étude récente (Landman et al. 2018).

1. Mise en évidence des AHLs dans |'intestin humain et identification
d’une nouvelle forme, I’AHL 3-0x0-C12:2. diminuée dans les MICI

Notre équipe a souhaité démontrer I’existence d’ AHLs dans I'écosystéme intestinal et analyser
5’1l pouvait exuster des différences entre sujets sains et atteints de MICI, en faisant I’hypothése
que la dysbiose observée dans ces maladies pourrait étre liée a un répertoire d’AHLs modifié
(Landman ef al. 2018). Cec1 était en partie supporté par des données de réduction de 1’activité
de PON-1 chez les sujets attemnts de MICI en péniode de poussée (Boehm ef al. 2009).

A partir de selles de 26 sujets sains et 49 patients atteints de MC (22 sujets) ou RCH (27 sujets),
en période de poussée (24 sujets) ou période de rémission (25 sujets), le laboratoire a nus au
point une méthode d’extraction des AHLs et de détection par chromatographie liquude couplée
a la spectrométrie de masse. Celle-c1 a pernus d’identifier (grice a leurs ratios m/z distinets) 14
AHI s différentes dans les féces des sujets (Figure 19A). Parmu ces 14 AHLs, I'une d’entre
elles (ratio m/z de 294 2) est prédominante puisqu’elle est retrouvée dans 40% des échantillons,
tandis que les autres AHLs ne sont présentes que dans moins de 10 échantillons (Figure 19A).
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Figure 19 : Identification d* AHI s dans I’ écosystéme intestinal, dont une AHL. prédominante, diminuée dans
les MICT (adapté de Landman ef al. 2018). (A) Heafmap présentant les 14 AHL s différentes identifiées dans
les selles de sujets sains (Healthy subjects, HS) ou atteints de MICI en période de rémission (R-IBD) ou
période de poussée (A-IBD). L"AHL identifiée par le ratio mz de 294 2 (la 3-oxo0-C12:2) est présente dans
environ 40% de cemx-ci (B) Stucture de I'AHIL 3-oxo-C12:2, dont 1a position des deux doubles liaisons est
hypothétique. 1" AHT. 3-ox0-C12:2 est dimimiée dans les MICI, particuliérement en période de poussée, a la fois
(C) en nombre d’échantillons positifs et (D) en concentration de 3-oxo-C12:2 dans les échantillons o elle est
détectée. (E) Perméabilité paracellulaire au FITC-dextran 4 kDa (FD4) dans la ligcnée entérocytaire Caco-
2TCT. L’AHL 3-0x0-C12:2 n’a pas d’effet délétére sur 1a perméabilité paracellulaire aux macromolécules,
contrairement 3 I"’AHL 3-oxo-C12.
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Cette molécule n’avait jusqu’alors jamais été décrite et présente bien une activité de quorum
sensing, comme démoniré a 'aide d’un systéme rapporteur (Landman et al. 2018). La
caracténisation de sa masse précise a permus de détermuner qu’il s’agit d’une N-3-oxo-
dodecanoyl homosérine lactone insaturée avec deux doubles liaisons, et a donc été nommeée
3-0x0-C12:2. Sa structure est donc similaire a celle de I’AHL 3-0x0-C12 de P. aeruginosa,
hormus ses deux doubles liaisons (Figure 19B).

De facon importante, I’AHL 3-0x0-C12:2 est diminuée chez les sujets atteints de MICIT et
plus particuliérement en péniode de poussée (Landman ef al. 2018). Cette diminution se traduit
a la fois par un nombre moins important d’échantillons dans lesquels elle est détectée (Figure
19A et C), mais également par une concentration plus faible dans les échantillons positifs pour
la 3-0x0-C12:2 (Figure 19D).

Aprés avorr déterminé que les sujets atteints de MICI présentaient une dysbiose du nucrobiote
mtestinal (caractérisée par une réduction de diversité, une diminution des Fimucutes, dont les
Lachnospiraceae et Ruminococcaceae appartenant a I’ordre des Clostridia) et une expansion
des Proteobactena, ce travail a montré que 1’absence de la nouvelle AHL 3-0x0o-C12:2 coméle
avec un état de dysbiose. En effet, les données de qPCR. d’ADN bactérien montrent que les
échantillons négatifs pour la 3-oxo-C12:2 présentent un taux diminué de Firmucutes (dont les
groupes Clostridium coccoides et Clostridium leptum et particuliérement 1'espéce de
Ruminococcaceae, Faecalibacterium prausnitzii) et un taux augmenté d’Escherichia coli, par
rapport aux échantillons dans lesquels I’ AHL est retrouvée (Landman ef al. 2018).

Amsi, la diminution de I’AHL 3-0x0-C12:2 chez les malades, particulierement en période de
poussée, et le fait que son absence corréle avec un état de dysbiose, ont ameneé 1'équipe a faire
I’hypothése que cette molécule pourrait exercer un role protecteur dans I’écosystéme
intestinal et éventuellement sur 1’héte, dans le cadre d’un dialogue inter-régne.

Cette nouvelle AHL est structurellement trés proche, a I’exception de deux insaturations, de
I’AHL 3-0x0-C12 de P. aeruginosa, qu présente de trés nombreux effets sur I’hote comme
nous |’avons présenté en partie Il B (Tableau 6). Cec1 a donc naturellement amené la question
d’effets potentiels de I"’AHL 3-o0x0-C12:2 sur les cellules eucaryotes, en faisant le postulat que
ceux-c1 pouvaient étre différents de ceux de I’AHL 3-oxo0-C12. L éfude de 2018 de 1’équipe
avait en particulier montré que I’AHL 3-ox0-C12:2 exerce des effets anti-inflammatoires dans
la lignée de cellules entérocytaires Caco-2/TC7 (Landman ef al. 2018), renfor¢ant 1’hypothése
d’une molécule bénéfique dans I'écosystéme.
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OBIJECTIFS

L’identification récente par notre équipe de la 3-ox0-C12:2 comme AHIL naturellement
présente dans l'écosystéme ntestinal est a I’origine du travail de thése exposé dans ce manuscrnit.
Le role délétére de 'AHL 3-oxo-C12 produite par P. aeruginosa sur la fonction de barriére
épithéhiale, et notamment sur les jonctions intercellulaires, est sans équivoque (Tableau 6). Il
était donc indispensable d’étudier les effets de I’AHL 3-ox0-C12:2, nouvellement identifiée
dans I'intestin et structurellement proche, sur la barnére épithéhale : les prenuers résultats
(Figure 19E) avaient montré qu’elle n'exerce pas, a I’état basal, d'effets délétéres sur la barneére
épithéhale, contrairement a I"’AHL 3-oxo-C12 (Landman ef al. 2018).

Les MICIT étant associées a un défaut de barmére intestinale, et I’AHL 3-oxo-C12:2 étant
diminuée dans les MICI, nous nous sommes demandés si cette molécule pouvait exercer des
effets bénéfiques sur la fonction de barriére intestinale, dans un contexte inflammatoire.
C’est a cette question que mon travail de thése a essayé de répondre, imtialement dans le cadre
d’une collaboration entre I’équipe de Philippe Seksik, qu a identifié ’AHL 3-ox0-C12:2, et
Sophie Thenet, alors membre de I'équipe d’Armelle Leturque au sein de laquelle j’a1 débuté
ma thése en 2016. Nous avons ensuite rejomnt I’équipe de Phulippe Seksik et Harry Sokol en
Septembre 2018 on1 j’a1 poursmivi mon projet doctoral.

En paralléle de mon sujet principal, j’a1 pu participer a la finalisation d’une étude portant sur la
perméabilité intestinale chez les sujets obéses, quu a fait I’objet d’une publication en 2018
présentée en fin de premiére partie de I'introduction (Genser ef al. 2018). J'a1 également pu
participer a la rédaction d'une revue portant sur la plasticité intestinale en réponse aux
nutniments et a la chinurgie banatnique, également publiée en 2018 (Le Gall ef al. 2018). Ces
deux publications, qui sont présentées en annexe, m’ont pernus d’aborder la dysfonction de la
barriére intestinale dans d’autres pathologies que les MICI, comme 1’obésité.

Enfin, aprés avorr été financé par la région Ile-de-France (CORDDIM) pendant 3 ans, j’a1 pu
poursuivre en quatriéme année de thése prace a 1’obtention d’un poste d’attaché temporaire
d’enseignement et de recherche a 1’Ecole Pratique des Hautes Etudes. Dans ce cadre, j’ai eu
I’opportumité de découvrir I’enseignement et mettre a profit les connaissances acquises au
cours de mon cursus et de mon doctorat dans des thématiques proches de mon sujet de thése
mais également plus transversales comme la commumnication scientifique ou encore 1'analyse

d’images de microscopie et la programmation.
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Ce projet de thése a visé a étudier les effets de 'AHL 3-0ox0-C12:2, nouvellement identifiée,
sur la fonction de barriére intestinale, dans un contexte inflammatoire, en les comparant a ceux
de I’AHIL 3-0x0-C12 produte par le pathogéne opportuniste P. aeruginosa.

Nous avons tout d’abord abordé cette question par une approche in vifro permettant d’étudier
les effets des AHLs sur les jonctions mntercellulaires et la perméabilité paracellulaire, dont les
résultats sont présentés en premiére partie.

Nos résultats ont montré que la nouvelle AHI. 3-ox0o-C12:2 n’augmente pas la perméabilité
paracellulaire, contrairement a la 3-oxo-C12, qu au contraire aggrave les effets des cytokines
pro-inflammatoires IFNy et TNFa sur ce paramétre de la barmére épithéliale. Le résultat majeur
de cette étude est que 'AHL 3-0ox0-C12:2 préserve l'mtégnité des jonctions serrées des effets
délétéres des cytokines et maintient les interactions entre protémnes des complexes jonctionnels
a la membrane. De plus, 'augmentation d'ubiquitination des protéines transmembranaires des
jonctions serrées induite par les cytokines pro-inflammatoires est prévenue par 'AHL 3-oxo-
C12:2, suggérant que cette molécule exerce des effets protecteurs sur la stabilité des jonctions
serrées a la membrane plasmique. Ces données sont principalement présentées sous la forme
d’un article sounms pour publication au journal Tissue Barriers, et sont complétés par quelques
résultats complémentaires hors publication.

Nous avons ensuite abordeé la question des effets protecteurs de 1’ AHL sur la barnére intestinale
in vivo, permettant de prendre en considération 1’ensemble des acteurs de la barnére intestinale
et ce dans deux contextes : (1) dans un modéle de colite inflammatoire et lors d'expositions
longues aux AHLs, permettant d'inclure un éventuel effet sur le microbiote intestinal, (11) lors
d'expositions courtes aux AHLs afin de s'affranchir d'une modification de la composition et des
propriétés du microbiote. Ces résultats sont présentés en deuxiéme partie de ce chapitre de
résultats.
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I. ETUDE IN ¥ITRO DES EFFETS DES AHLS SUR LA FONCTION DE BARRIERE
EPITHELIALE

A. ARTICLE PRINCIPAL : PROTECTIVE ROLE OF THE 3-0X0-Cl.2:2 ACYL
HOMOSERINE LACTONE, A QUORUM SENSING MOLECULE FROM THE GUT

MICROBIOTA, ON TIGHT JUNCTION INTEGRITY UNDER INFLAMMATORY
CONDITIONS
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ABSTRACT

The intestine is home to the largest microbiota community of the human body and strictly
regulates its barmier function. Tight junctions (TJ) are major actors of the intestinal bamier,
which is impaired in inflammatory bowel disease (IBD), along with an unbalanced microbiota
composition. With the aim to identify new actors involved in host-microbiota interplay in I1BD,
we studied N-acyl homoserine lactones (AHL), molecules of the bactenal quorum sensing,
which also impact the host. We previously identified in the gut a new and prominent AHL, 3-
oxo-C12:2, which is lost in IBD. We investigated how 3-oxo-C12:2 impacts the intestinal barmier
function, in comparison to 3-oxo-C12, a structurally close AHL produced by the opportunistic
pathogen P. aeruginosa. Using Caco-2/TCT cells as a model of polarized enterocytes, we
compared the effects on paracellular permeability and TJ integrity of these two AHL, separately
or combined with pro-inflammatory cytokines Interferon-y and Tumor Necrosis Factor-a, known
to disrupt the barrier function during IBD. While 3-ox0-C12 increased paracellular permeability
and decreased occludin and tricellulin signal at bicellular and tricellular TJ respectively, 3-oxo-
C12:2 modified neither permeability nor TJ integrity. Whereas 3-oxo-C12 potentiated the
hyperpermeability induced by cytokines, 3-oxo-C12:2 attenuated their deleterious effects on
occludin and tricellulin, and maintained their interaction with their partner ZO-1. In addition, 3-
ox0-C12:2 limited the cytokine-induced ubiquitination of occludin and tricellulin, suggesting
that this AHL prevented their endocytosis. In conclusion, the role of 3-oxo-C12:2 in maintaining
TJ integrity under inflammatory conditions identifies this new AHL as a potential beneficial

actor of host-microbiota interactions in IBD.

Abbreviations:

TJ, tight junctions; AHL, N-acyl homoserine lactones; IFNy, Interferon-y; TNFa, Tumor
Necrosis Factor-a; Z0-1, Zonula Occludens-1; SCFA, short chain fatty acids; IBD,
inflammatory bowel disease; CD, Crohn's disease; OS, quorum sensing; FD4, FITC-Dextran
4 kDa; TEER, transepithelial electrical resistance; LDH, lactate dehydrogenase; PLA,
Proximity ligation assay; DAPI, 4'-6-diamidino-2-phenylindole; MLCK, Myosin Light Chain
Kinase; ROCK, Rho Associated Kinase; MLC2, Myosin Light Chain 2; TAMPs, Tight junction
Associated MARVEL Proteins; IQGAF1, 1Q-motif-containing GTPase-activating protein;

PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor

Key words
N-acyl homosernine lactones; N-(3-Oxododecanoyl)-L-homoserine lactone; quorum sensing;
intestinal barrier; leak pathway; tight junctions; occludin; tricellulin; inflammatory bowel

disease; itch
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INTRODUCTION

Among the multiple actors involved in the intestinal barrier function, the intestinal
epithelium plays a unique role as it physically separates the microbiota residing in the lumen
from systemic tissues and limits the permeation of potential pro-inflammatory molecules from
the luminal environment to the lamina propria and circulation. The intestinal epithelial barrier
is achieved by the cooperation of three cell-cell junctions forming the apical junctional complex,
i.e. tight junctions, adherens junctions and desmosomes, which allow epithelial cells to be
tightly connected '. Tight junctions (TJ) are key actors in the barrier function since they seal
the intercellular space and specifically control the paracellular permeability 2. TJs are formed
by a network of highly regulated multi-protein complexes, in which several classes of
transmembrane proteins are connected to a cortical actomyosin belt through a variety of
scaffolding and signaling proteins, including the members of Zonula Occludens (Z0) proteins
(ZO-1, 2, and 3). This cytosolic plaque is crucial for TJ stability and dynamics 4.

TJ permeability to water, ions, small or macromolecules is controlled by different
families of transmembrane proteins and is modulated by numerous physiological and
environmental factors. A large repertoire of claudins selectively regulates anion and cation
passage, in a high capacity but highly-selective "pore pathway" °. Besides, a "leak pathway",
corresponding to the permeation of macromolecules, is restricted by occludin at bicellular TJs
8 and by tricellulin at tricellular TJs 7. Contrary to the pore pathway, the passage of molecules
via the leak pathway is very limited in physiological conditions .

The integrity of the intestinal barrier is compromised in a variety of clinical conditions,
including gastro-intestinal disorders (i.e. inflammatory bowel disease, celiac disease, irritable
bowel syndrome, infectious diarrheas) and extra-digestive pathologies such as type | diabetes,
obesity, liver steatosis and AIDS 2. Impairments of both pore and leak pathways have been
described in these diseases and the increased passage of macromolecules such as bactenal
products from the commensal microbiota is thought to be particularly harmful since it may
trigger an excessive activation of the mucosal immune system, which in turn further
exacerbates the epithelial barrier failure . In inflammatory bowel disease (IBD), although
intestinal barrier dysfunction is potentially both a cause and a consequence, several data argue
for its early implication in the pathogenesis. An increased intestinal permeability was
highlighted in healthy first-degree relatives of Crohn's disease (CD) patients * ' and was
shown to predict disease relapse * ''. Linked with these permeability modifications, alterations
of several TJ proteins, including increase in expression of the pore-forming claudin-2 '%'? and

1

decrease in several barrier-forming claudins ', as well as decreased levels of JAM-A ™,

12,15

occludin and tricellulin ' '* have been reported in the intestinal mucosa of IBD patients.

Most alterations were reported in active state of the disease, nonetheless several of them
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occurred also in the quiescent sate " or in healthy relatives ', highlighting intestinal barrier
impairment as a possible early step in the pathogenesis of IBD '® "7 and the importance of
deciphering the mechanisms involved in such defects.

Bactenia-host crosstalk plays a central role in intestinal epithelial homeostasis and is
dysregulated in IBD. In recent years, our knowledge of the impact of gut-derived metabaolites
on the host in the context of IBD has increased considerably. Among the most studied
metabolites, are short chain fatty acids (SCFA), bile acids and tryptophan metabolites . A yet
poorly documented aspect of these microbiota-host interactions is the crosstalk mediated by
guorum sensing (Q5) molecules. Q5 is a bactenal communication network that relies on the
ability of bacteria to monitor and respond to population density via diffusible molecules named
autoinducers. Different QS systems allow bactenal populations to coordinate gene expression
and behavior, and regulate a varety of physiological processes, including virulence factor
production and biofilm formation . Bacterial QS molecules also exert several effects on
eukaryotic cells of the host, in a process named inter-kingdom signaling °.

N-Acyl homoserine lactones {AHL), which mediate auto-induction (Al)-1 type QS, are
the most studied QS molecules. QS driven by AHLs has been described in many bacterial
ecosystems, but its study in the gastrointestinal tract has long been restricted to pathogens 2.
In a recent study, we demonstrated for the first time the presence of 14 different AHLs in the
human gut ecosystem and identified the 3-oxo-C12:2 AHL as the most conserved and
abundant one in healthy subjects 2. Importantly, 3-oxo0-C12:2 AHL levels were reduced in IBD
patients, more particularly during flare, and its absence was correlated with dysbiosis %,
suggesting a beneficial role of this new molecule in the intestinal ecosystem and protective
properties for intestinal mucosa.

This newly described 3-oxo-C12:2 AHL is structurally very close to the widely-studied
J-ox0-C12 AHL. The latter is produced by Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic
pathogen that is the source of various infections, mostly nosocomial disease and lung
infections in cystic fibrosis, and is able to cross epithelial barriers 2. 3-ox0-C12 AHL has been
shown to disturb a variety of biological processes in host cells **, among which perturbation of
epithelial junctions. In intestinal epithelial cell lines, 3-oxo-C12 AHL induced an increased
paracellular permeability to ions and macromolecules > ?®, which was accompanied by
perturbation of the localization and phosphorylation of the TJ proteins occludin, ZO-1 %,
tricellulin ¥, JAM-A, ZO-3 %, together with the adherens junction proteins E-cadherin and B-
catenin 2.

In the perspective of using Q5 molecules as ecological therapeutic approaches for IBD
treatment, an in-depth knowledge of their effects on host is an essential step. We therefore
focused on the epithelial barrier function, which is compromised during IBD. The aim of the

present study was to investigate the putative beneficial role of the newly identified 3-oxo-C12:2
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AHL on intestinal epithelial barrier, compared to 3-oxo-C12 AHL, thus unraveling differential
effects of these two structurally close AHLs. Focusing on tight junctions as key actors of the
bammer function, we addressed in particular whether the AHLs could modulate the effects of
pro-inflammatory cytokines Interferon-y (IFNy) and Tumor Necrosis Factor-a (TNFa), known
to have deleterious consequences on the intestinal epithelial barrier - *°. Using Caco-2/TC7
cells as a model of polarized enterocytes, we evaluated the effects of both AHLs, only or
combined with IFNy and TNFea, on paracellular permeability and tight junction integrity. While
J-ox0-C12 AHL disrupted intercellular junctions, increased paracellular permeability and
potentiated the effects of IFNy and TNFa, we showed that 3-oxo-C12:2 AHL protected and
stabilized tight junctions, through moderating the increase in occludin and tricellulin

ubiquitination induced by cytokines.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture and treatments

We used the TC7 clone of the human intestinal epithelial cell line Caco-2 as a
recognized model of well-differentiated enterocytes *'. Caco-2/TC7 cells were cultured in high-
glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium Glutamax (Thermofisher Scientific)
supplemented with 20% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (#51810-500, Eurobio Abcys,
Courtaboeuf, France), 1% non-essential amino acids, penicillin (100 1U/ml), and streptomycin
(100 pg/ml) in a 10% CO2/air atmosphere on semi-permeable filters (24 mm Transwell®, 3 pm
pore size; Costar) for 16—18 days to reach optimal differentiated state as described previously
*_ From confluency (7 days), cells were switched to asymmetric conditions, i.e. with medium
containing 20% FCS in the basal compartment and serum-free medium in the apical
compartment.

Caco-2/TC7 cells were exposed on their apical side to either N-(3-Oxododecanoyl)-L-
homoserine lactone (150uM, referred as 3-oxo-C12, #09139, Sigma Aldrich) or 3-oxo-C12:2
homoserine lactone (150pM, referred as 3-oxo-C12:2, synthesized as described in %) for 48h,
in the presence of the lactonase inhibitor 2-hydroxyquinoline (100pM, Sigma-Aldrich). Both
AHLs were dissolved in DM50 and then diluted in the apical medium with a final concentration
of DMSO as 0,0075% for all conditions including untreated control cells. When indicated
Interferon-y (IFNy) and Tumor Necrosis Factor-a (TNFa) (50ng/mL, R&D systems) were added
in the basal compartment for 48 hours. Media with treatments were daily changed. When
specified, Caco-2/TC7 cells were treated with Dynasore (Sigma-Aldrich), which was added to
both apical and basal compartments (75uM) on the last 4hours of the experiment.

THP-1 cells were grown at 37°C in a 5% CO2/air atmosphere in RPMI-1640
(Thermofisher Scientific) containing 10% heat-inactivated fetal calf serum and supplemented
with penicillin (100 1U/ml), streptomycin (100 pg/ml) and 0.01% p-mercaptoethanol (Sigma-
Aldnich). Prior to co-culture experiments, THP-1 cells were activated with LPS (10ng/mL,
#1 3024, Sigma-Aldrich) for 18h. THP-1 cells were then harvested and centrifuged, and seeded
(10® cells per well) in the basal compartment of Transwell® containing Caco-2/TC7 cells
exposed on their apical side to either 3-ox0-C12 or 3-oxo0-C12:2 AHL (150pM) or DMSO (total

exposure time 48h). Co-cultured was maintained for 24h prior to permeability measurements.

Permeability measurements in Caco-2/TC7 cells

To assess paracellular permeability, FITC-labeled dextran 4 kDa (1mg/mL; TdB
Consultancy AB, Uppsala, Sweden) or sulfonic acid 0.4 kDa (0.2mg/mL; Thermofisher
Scientific) were added to the apical medium. Samples of basal medium were collected after

4h, and fluorescence was determined with a microplate fluorometer (FLUOstar Omega; BMG
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Labtech). Transepithelial electrical resistance (TEER), which is inversely proportional to
permeability to ions, was measured after treatment using a volt-ohm meter (Millipore,

Guyancourt, France).

Lactate dehydrogenase release

The release of the cytoplasmic enzyme lactate dehydrogenase (LDH) in the apical
medium was used to assess treatment cytotoxicity. LDH concentration was measured using
the Cytotoxicity Detection Kit (Roche, Boulogne-Billancourt, France) according to the

manufacturer's instructions.

Immunofluorescence analysis of junctional proteins

Caco-2/TC7 cells grown on 24 mm Transwell® were fixed and permeabilized with
methanol (5 min, —20°C). The following primary antibodies were used: anti-E-cadherin
(ECCD2 M108; Takara Bio Europe; 1:1000), anti-occludin (rabbit polyclonal antibody, #71-
1500; Thermofisher Scientific; 1:200), anti-tricellulin {rabbit monoclonal antibody, #700191;
Thermmofisher Scientific; 1:200) and anti-Z0O-1 (mouse monoclonal clone 1A12, #339100;
Thermofisher Scientific; 1:200). Alexa 488-, Alexa 546- and Alexa 647-conjugated anti-
immunoglobulin G were used as secondary antibodies (1:400; Thermofisher Scientific). Nuclei
were stained by 4'-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), and cells were examined by structured
illumination microscopy using an Axio Imager 2 microscope equipped with Apotome.2, allowing
optical sectioning (Zeiss, Oberkochen, Germany). Images were acquired by ZEN 2011%®
software (Zeiss). Quantification of fluorescent labeling was performed by measuring the

staining area on thresholded images using Fiji software (hitps-//imagej.net/Fiji'Downloads).

Proximity ligation assay (PLA)

Following fixation and permeabilization in methanol (5 min, —20°C), PLA was performed
on cells using two primary antibodies: anti-Z0O-1 or anti-ubiquitin (mouse monoclonal clone
P4D1 antibody, #BML-PW0930; Enzo; 1:400) or anti-itch (mouse monoclonal clone 32fitch
antibody, #611199; BD Transduction Laboratories™; 1:200) combined with either anti-occludin
or anti-tricellulin. PLA PLUS and MINUS probes for mouse and rabbit and the Duolink® Orange
detection kit reagents (Sigma-Aldrich) were used according to manufacturer's instructions.
Nuclei were stained by 4-6-diamidino-2-phenylindole (DAFPI), and cells were examined by
structured illumination microscopy as described above. Images were acquired by ZEN 20119
software. For Occludin/Z0-1 PLA, the high density and close proximity of spots did not allow
to individualize and count PLA spots. Thus the average integrated density of a single PLA spot
was estimated over 10 thresholded images per condition for each experiment. This

representative value was then used to estimate the number of spots per image. For
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occludinf/ubiquitin, tricellulin/ubiguitin, occludinfitch or tricellulinfitch PLA assays, spots were
well individualized and the number of spots per field was calculated using the ‘Analyze
Particles’ plug-in on thresholded images in Fiji software and was then normalized to respective

fluorescence levels (based on area) of either occludin or tricellulin.

Levels of mRNA junctional protein genes by (RT)-qPCR analysis

Total RNA was extracted from Caco-2/TC7 cells using TRI Reagent (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH, USA) according to the manufacturer's instructions. Reverse
Transcription (RT) was performed with 1 pg RNA using a high-capacity complementary DNA
(cDNA) reverse transcriptase kit (Applied Biosystem, Thermo Fisher Scientific). Semi-
guantitative real-time PCR was performed with the Mx3000F Stratagene system using SYBR
Green (Agilent, Les Ulis, France) according to the manufacturer's procedures. Cyclophilin was
used as the reference gene. After amplification, we determined the Ct to obtain 2744¢
expression values. Human primers sequences were the following:
PPIB  (Cyclophilin B) 5-GCCTTAGCTACAGGAGAGAA-3' (forward) and 5-
TTTCCTCCTGTGCCATCTC-3' (reverse), TJP1 (ZO-1) 5-CAGAGCCTTCTGATCATTCCA-3'
(forward) and 5-CATCTCTACTCCGGAGACTGC-3' (reverse); OCLN (occludin) 5'-
AGGAACCGAGAGCCAGGT-3 (forward) and 5-GGATGAGCAATGCCCTTTAG-3' (reverse),
MARVELD2  (tricellulin) 5-CAGGCTGTCCTGAGGAAGTT-3" (forward) and 5
CCGAATGATGTGGCAATCT-3 (reverse).

Determination of tight junction protein levels by Wes™ capillary electrophoresis
Caco-2/TC7 cells were scraped into lysis buffer (20 mM Tris- HCIL, pH 7.4, 5 mM EDTA,
0.15 M NaCl, 1% Trton X-100, 0.5% sodium deoxycholate) supplemented with protease
inhibitor cocktail (Complete Mini; Roche, Boulogne-Billancourt, France) and phosphatase
inhibitor cocktail (PhosSTOP, Sigma-Aldrich). Protein concentrations were determined using
the BC Assay (Uptima/lnterchim). Wes™ analyses (capillary electrophoresis system;
ProteinSimple, San Jose, CA) were performed according to the manufacturer's
recommendations, and adequate protein concentrations and antibody dilutions were
determined in preliminary assays in order to allow optimal quantitative conditions. The
microplates were loaded with 0.8 pg/pL protein (occludin, tricellulin and Z0-1) or 0.2 pyg/pL
protein (E-cadherin), primary antibodies (as detailed below), and reagents provided by the
manufacturer. The same primary antibodies targeting tight junction proteins were used for
immunofluorescence and Wes™ analyses: anti-occludin (1:25), anti-tricellulin (1:2000) and
anti-Z0-1 (1:200). For E-cadherin detection, the following antibody was used: mouse
monoclonal clone 36, #610181; BD Biosciences, Rungis, France (1:1000). Data were analyzed

using Compass for SW3.1 software (ProteinSimple). Occludin, tricellulin, ZO0-1 levels were

88



RESULTATS - ETUDE IN FITRO DES EFFETS DES AHLS SUR LA FONCTION DE BARRIERE EPITHELIALE -
ARTICLE PRINCIPAL

determined by chemiluminescence signal (AUC) and normalized to E-cadherin levels, after

verification that E-cadherin levels do not differ between conditions (p = 0.84).

Statistical analyses

Data are displayed as means +standard error of the mean (SEM) unless otherwise
indicated. The number of independent experiments and replicates are indicated in the figure
legends. Measurements of permeability (passage of FITC-dextran 4 kDa) and of cytotoxicity
(lactate dehydrogenase release) were systemically carried out as intemal controls of the
treatment's effects for other assays, which explains the larger number of independent
experiments performed for these two parameters.

Figures were created with Graphpad® Prism 6.0 (Ritme Informatique, Paris, France).
Statistical analyses were performed with Graphpad® Prism 6. The statistical significance of
the differences between groups was determined by nonparametric Kruskal-Wallis test
followed by Dunn multiple- comparison posttests. p<0.05 was considered statistically

significant.
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RESULTS

Unlike 3-oxo-C12, 3-oxo-C12:2 AHL does not modify paracellular permeability.

We first studied the effects of 3-oxo0-C12 or 3-oxo-C12:2 AHLs on paracellular
permeability to macromolecules (assessed through the flux of the fluorescent tracer FITC-
Dextran 4kDa) and to ions (assessed through the TEER, inversely proportional to the ions flux)
in the enterocytic cell line Caco-2/TC7. In accordance with the literature 2> 28, 3-ox0-C12 AHL
induced a 4.8-fold increase in the macromolecular FITC-Dextran 4kDa (FD4) flux (Figure 1A)
and a trend towards a 20% decrease in TEER (Figure 1B} compared to untreated control cells.
Interestingly, the structurally close 3-oxo-C12:2 AHL modified neither FD4 flux (Figure 1A) nor
TEER. (Figure 1B). We then investigated whether each AHL could modulate an increase in
paracellular permeability induced upon exposure to the two pro-inflammatory cytokines
Interferon-y and Tumor Necrosis Factor-a (thereafter referred as IFNy+TNFa). As expected
IFNy+TNFa induced a 5-fold increase in FD4 passage (Figure 1A) and tended to induce a
decrease in TEER (-13%, Figure 1B) compared to control. Strikingly, 3-oxo-C12 AHL
potentiated the cytokine effects on both FD4 flux (18-fold increase, Figure 1A) and TEER (41%
decrease, Figure 1B), whereas 3-oxo-C12:2 AHL did not modulate the increase in paracellular
permeability to macromolecules (Figure 1A) or to ions (Figure 1B). We observed similar effects
with the smaller size tracer sulfonic acid (0.4kDa, Supplementary Figure 1A). We then wanted
to determine whether the AHLs modulated epithelial cell permeability in the presence of
endogenous inflammatory cytokines secreted by immune cells. To this end, Caco-2/TC7
enterocytes exposed to each AHL were co-cultured with activated THP-1 monocytic cells
(Figure 1C). While the co-culture of Caco-2/TCT with THP-1 cells induced a modest increase
in paracellular permeability of the epithelial monolayer (1.5-fold increase), the addition of 3-
ox0-C12 AHL triggered a 30-fold nse in FD4 flux (Figure 1C). 3-ox0-C12:2 AHL did not modify
THP-1 effects on FD4 passage.

Thus, our results confirmed the deleterious role of 3-oxo0-C12 AHL on the epithelial
bammer function and further demonstrated that it can synergize with another detnimental
stimulus such as pro-inflammatory cytokines, whereas 3-ox0-C12:2 remained harmless.

Cell death contributes to intestinal hyperpermeability under inflammatory conditions,
generating a TJ-independent unrestricted pathway **. We assessed cell cytotoxicity through
the lactate dehydrogenase (LDH) release in the presence of AHLs, combined with I[FNy+TNFa
or in co-culture experiments. The treatment with AHLs alone did not induce significant
cytotoxicity in Caco-2/TCT cells. The increase of LDH release observed in the presence of
IFNy+TNFa alone (2.3-fold, Supplementary Figure 1B) was not further modified when 3-oxo-

C12:2 AHL was added. However, in combination with 3-oxo-C12, the increase in LDH release
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was slightly greater (3-fold). Interestingly, in Caco-2/TC7-THP-1 co-cultures, the only increase
in LDH release was observed upon 3-oxo-C12 treatment (2.3-fold, Supplementary Figure 1C).
Taken together, these results showed that the effects of AHLs on permeability were only
partially concordant with the cytotoxicity measured in the different conditions. This suggested
that cell death was likely to participate in the increase in paracellular permeability in the
presence of IFNy+TNFa, but that other mechanisms concomitantly contributed to the
differential effects of the two AHLs on the barrier function.

J-oxo-C12:2 AHL protects tight junctions from IFNy and TNFe« deleterious effects.

Tight junctions (TJ) seal the paracellular space and thus control the flux of molecules
or solutes between adjacent cells. We thus investigated whether TJ reorganization
accompanied the effects described above on paracellular permeability. Representative images
of immunofluorescence staining (Figure 2A), and quantification of the fluorescence (Figure 2B
and C), showed that treatment with 3-oxo-C12 AHL alone tended to reduce the signal of both
transmembrane proteins occludin (Figure 2A and B, -19% vs control) and tricellulin (Figure 2A
and C, -16% vs control) respectively at bicellular or tricellular cell contacts. On the contrary, in
the presence of 3-ox0-C12:2, occludin or tricellulin staining remained similar to control (Figure
2A-C).

Upon exposure to IFNy+TNFa, signals at cell-contacts were significantly decreased
compared to control for occludin (Figure 2A and B, -44%) and tricellulin (Figure A and C, -
50%), and this effect was maintained to a comparable extent in combination with 3-oxo-C12
(occludin -56% and tricellulin -52%). More importantly, 3-oxo-C12:2 AHL partially prevented
the cytokine-induced decrease in fluorescence for occludin (Figure 2A and B, -27% vs. -44%
with cytokines only) as well as for tricellulin (Figure 2A and C, -24% vs. -50% with cytokines
only).

We then analyzed Zonula Occludens-1 (Z0-1), which is the main cytoplasmic partner
of transmembrane TJ proteins. Interestingly, in the presence of 3-oxo-C12 AHL with or without
cytokines, only a slight decrease in Z0-1 staining was observed, which was much less
pronounced than for transmembrane TJ proteins (Figure 2A), and modifications between
conditions did not reach statistical differences (Figure 2D). ZO-1 staining was maintained in
presence of 3-oxo-C12:2 AHL. In addition, the transmembrane protein E-Cadherin, forming
adherens junctions, was partially mislocalized (identified as intracellular puncta) in the
presence of 3-oxo-C12 AHL or IFNy+TNFa, individually or in combination (Supplementary
Figure 2). Conversely, 3-oxo-C12:2 AHL modified neither E-Cadherin localization nor its
fluorescence levels and also protected the protein from the cytokine effects (Supplementary

Figure 2).
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Collectively, these data confirmed in Caco-2/TC7 intestinal cells previous studies
showing impairment of tight junctions by the 3-oxo-C12 AHL alone. We further showed that 3-
ox0-C12 did not modulate the deleterious effects of pro-inflammatory cytokines on intercellular
junctions, whereas we highlighted for the first time a protective role of 3-oxo-C12:2 AHL,

notably on the bicellular TJ protein occludin and tricellular TJ protein tricellulin.

J-oxo-C12:2 AHL maintains TJs protein complexes in presence of cytokines contrary to
3-oxo-C12 AHL.
We then aimed to determine the mechanisms allowing 3-oxo-C12:2 AHL to exert

protective effects on TJ integnty. To this end, we first determined whether mRNA levels of
genes encoding T.J proteins and/or total protein levels were modified in response to AHLs and
cytokines. Our results showed that upon IFNy+ TNFa exposure, mRNA levels of both occludin
and tricellulin tended to be decreased (OCLN, Figure 3A, MARVELD?Z, Figure 3B), as well as
their total protein levels (Figure 3D and E, Supplementary Fig 3A). This tendency was
maintained in combination with both AHLs without any distinct effects of each molecule
compared to cytokines only (Figure 3A-B and D-E). It is worth noting that exposure to 3-oxo-
C12:2 alone tended to induce a slight increase in both occludin (Figure 3A, 1.3-fold) and
tricellulin (Figure 3B, 1.3-fold) mENA levels, whereas 3-oxo-C12 AHL did not. In addition, ZO-
1 gene mRNA levels (TJP1, Figure 3C) and Z0-1 total protein levels (Figure 3E) remained
unchanged in all conditions. Similarly, E-Cadherin levels were not modified (Supplementary
Figure 3B).

Overall, pro-inflammatory cytokines IFMy+TNFa tended to downregulate TJ mRNA or
protein levels in Caco-2TC7 cells, in accordance with the data from immunofluorescence
analyses (Figure 2). The results showed that 3-oxo-C12:2, which partially prevented the
decrease in occludin and tricellulin signal at cell-contacts caused by cytokines (Figure 2), did
not modulate their effects on mRNA or total protein levels. We thus hypothesized that
protective effects exerted by this AHL could occur through the regulation of TJ stability at cell-
cell contacts.

In order to study TJ protein complexes, we used the Duolink proximity ligation assay
(PLA) to wvisualize in situ specific endogenous protein-protein interactions. We analyzed
interactions between occludin and its cytoplasmic partner Z0-1 on one hand, and between
tricellulin and ZO-1 on the other hand.

In untreated Caco-2/TC7 cells, PLA spots of occludin/Z0-1 interaction appeared as
fluorescent punctate labeling at bicellular cell-cell contacts (Figure 4A, upper panel) thus
recapitulating TJ network. Treatment with 3-oxo-C12 AHL alone led to a decreased number of
PLA spots of occludin/Z0-1 compared to control, while 3-oxo-C12:2 AHL did not seem to affect
by itself the interaction between these proteins. In the presence of cytokines IFNy+TNFa, the

92



RESULTATS - ETUDE IN FITRO DES EFFETS DES AHLS SUR LA FONCTION DE BARRIERE EPITHELIALE -
ARTICLE PRINCIPAL

density of occludin/Z0-1 PLA spots was diminished and this decrease was maintained in
combination with 3-oxo-C12 AHL. The pattern observed when 3-oxo-C12:2 AHL was
combined with cytokines was strikingly different since a very intense network of PLA spots
delineating cell-cell contacts was maintained. In order to objectify our qualitative observations,
we estimated the number of occludin/Z0-1 PLA spots. Although no statistical difference arose
due to the difficulty to individualize close PLA spots (See Material & Methods), this estimation
revealed a strong trend towards reduced counts of occludin/Z0-1 PLA spots upon exposure
to IFNy+TNFa (-55% vs. control) or in co-treatment with 3-oxo-C12 (-46% wvs. control).
According to our observations, quantification confirmed the preventing effect of 3-oxo-C12:2
AHL against the cytokine-induced drop of occludin/Z0-1 PLA spots.

Being representative of tricellulin localization pattern, PLA spots of tricellulin/Z0-1
interaction were mostly visualized in untreated cells at tricellular cell-cell contacts and more
sporadically at bicellular junctions (Figure 4A, bottom panel). In the presence of 3-oxo-C12
AHL alone, PLA spots of tricellulin/Z0-1 were less dense compared to control, while treatment
with 3-oxo0-C12:2 did not modify the density or localization of tricellulin/Z0-1 PLA spots (Figure
4A). Interestingly, in response to IFNy+TNFa only or in association with 3-oxo-C12, the density
of tricellulin/Z0-1 PLA spots did not seem changed but their spatial distribution was modified
and they appear less organized and more scattered throughout the cells compared to control
(Figure 4A, lower panel). By contrast, when 3-oxo0-C12:2 AHL was added to cytokine-treated
cells, the density and distribution of tricellulin/Z0-1 PLA spots were not affected compared to
control, and were completely preserved from disruption triggered by cytokines.

Taken together, these data showed that 3-oxo0-C12 AHL disrupted TJ complexes, but
without synergistic effects with cytokines. More importantly 3-oxo-C12:2 AHL prevented TJ
disruption caused by pro-inflammatory cytokines by maintaining interactions between occludin

or tricellulin with their main cytoplasmic partner Z0-1.

J-oxo-C12:2 AHL limits cytokine-induced ubiquitination of occludin and tricellulin.

To go further, we investigated pathways involved in TJ stabilization that could be
targeted by 3-ox0-C12:2 AHL and partake in its protective effects against cytokines damage.
The two well-characterized pathways mediating T.J disruption in response to pro-inflammatory
cytokines IFNy and TNFa involve an enhanced expression of the Myosin Light Chain Kinase
(MLCK) %32 * and Rho-associated Kinase (ROCK), which both lead to higher levels of Myosin
Light Chain 2 (MLC2) phosphorylation, actin cytoskeleton reorganization and thus
internalization of transmembrane T.J proteins 7. We did not find any modulation of either
MLCK total protein levels or phosphorylated MLC2/total MLC2 levels (data not shown), and
we thus concluded that these pathways were unlikely to be involved in the protective effects

of 3-ox0-C12:2 on TJs in presence of cytokines.
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Ubiquitination is the most common post-translational modification and the diversity of
ubiquitin motifs (the 'ubiquitin code") allows regulation of a wide range of processes including
the fate of a cell surface transmembrane protein such as its endocytosis, recycling and
degradation * *_ Occludin and tricellulin both undergo ubiquitination, which mediates their
degradation *®- 4. Hence, we postulated that opposite effects of the two AHLs on TJ integrity
could involve pathways regulating their stability at the cell membrane such as their ubiquitin-
mediated internalization. We thus determined ubiquitination levels of occludin and tricellulin in
Caco-2/TC7 cells, using PLA in order to obtain information on the location of ubiquitinylated
proteins (Figure 5A). In control cells, occludin/ubiquitin or tricellulin/ubiquitin PLA spots, which
were scarce, were mostly visualized at cell-cell contacts, which were visualized by E-Cadherin
staining (Figure 5A, solid line arrows). In addition, a few intracellular PLA spots (close to the
plasma membrane) also appeared in both cases (Figure 5A, dashed line arrows). Thanks to
their individualized pattern, occludinfubiquitin or tricellulinfubiquitin PLA spots were reliably
quantified. The qualitative and quantitative results showed that in the presence of 3-oxo-C12
alone, but not 3-oxo-C12:2, the number PLA spots tended to be increased for
occludinf/ubiquitin (Figure 5B, 1.8-fold increase vs. control) and tricellulin/ubiquitin (Figure 5C,
1.7-fold increase vs. control). Exposure to IFNy+TNFa alone led to a 3.2-fold increase in the
number of occludin/ubiquitin PLA spots (Figure 5B) and to a 3.5-fold increase in the number
of tricellulin/ubigquitin PLA spots (Figure 5C). In co-treatment with 3-oxo-C12, this increase was
maintained to a similar extent for tricellulin/ubiquitin PLA spots (Figure 5C), and it was slightly
higher for occludin/ubiguitin spots (Figure 5B, 4. 2-fold increase vs. control). Most importantly,
when Caco-2/TC7 cells were exposed to both IFNy+TNFa and 3-oxo-C12:2, the increase in
the number of occludinfubiquitin PLA spots was totally suppressed (Figure 5B) and the
increase in the number of tricellulin/ubiquitin PLA spots was strongly attenuated (Figure 5C, 2-
fold increase vs. control).

To reinforce our data, Caco-2/TC7 cells were treated with 3-oxo-C12:2 or IFNy+TNFa,
individually or in co-treatment with the dynamin inhibitor Dynasore, which blocks endocytosis.
We postulated that blocking endocytosis would lead to an accumulation of ubiquitinylated
occludin or tricellulin at cell-cell contacts. Accordingly, occludin/ubiguitin and tricellulin/ubiquitin
PLA spots seemed to be more abundant in control+Dynasore- or in 3-oxo-C12:2+Dynasore-
treated cells (Supplementary Figure 4) than observed without the dynamin inhibitor (Figure
5A). In addition, the increasing effects of IFNy+TNFa on occludin/ubiquitin  and
tricellulinfubiquitin PLA spots number were recapitulated in the presence of Dynasore
(Supplementary Figure 4). These observations suggested that ubiquitination of either occludin
or tricellulin at the plasma membrane occurred prior to their internalization and thus mediates

their endocytosis.
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As a whole, these data clearly showed that pro-inflammatory cytokines IFNy and TNFa
upregulate ubiguitination of the TJ transmembrane proteins occludin and tricellulin. Our results
demonstrated that 3-ox0-C12:2 can abolish or attenuate these deleterious effects of cytokines
on occludin and tricellulin, thus supporting our initial hypothesis that this new AHL stabilizes

transmembrane T.J proteins at the plasma membrane.

J-oxo0-C12:2 AHL restrains the interaction between the ubiquitin-ligase itch and
occludin or tricellulin.

Occludin and fricellulin are both targets of the ubiquitin-ligase itch 44!, which is known
to ubiguitinate several cell-surface proteins and to mediate their endocytosis **. Therefore, we
sought to study the interaction between itch and occludin or tricellulin in response to 3-oxo-
C12:2 AHL alone and in the presence of cytokines, using PLA since this technique allows to
visualize transient interactions. Microscopy images in untreated cells showed scarce
occludinfitch PLA spots, localized at the cell membrane (Figure 5D, upper panel). Interestingly,
tricellulinfitch PLA spots were more abundant and were also strictly localized at cell-cell
contacts (Figure 5D, lower panel). Microscopy analysis and PLA spots quantifications showed
that treatment of cells with 3-oxo0-C12:2 AHL only did not significantly modify PLA spots pattern
for occludin/itch (Figure 5D and E) or tricellulinfitch (Figure 5D and F), although we noticed a
trend toward a decrease in their number (respectively -44% and -32% vs. control). Conversely,
exposure to IFNy+TNFa alone tended to increase the number of PLA spots for occludinfitch
(Figure 5D and E, 3.4-fold increase vs. control) and tricellulin/itch (Figure 5D and F, 1.9-fold
increase vs. control). Concomitant treatment with 3-oxo-C12:2 AHL attenuated the increase in
occludinfitch PLA spots observed with cytokines (Figure 5D and E). Furthermore, 3-oxo-C12:2
suppressed the effect of IFNy+TNFa on tricellulinfitch PLA spots (Figure 5D and F).

Interestingly, no modification of itch localization or itch signal intensity was noticeable
in our conditions (data not shown). It is noteworthy that all occludin/fitch or tricellulin/itch PLA
spots were localized at the cell membrane, including in conditions in which they were more
numerous, thus suggesting that the interaction between the ubiquitin-ligase itch and occludin

or tricellulin occurred at the plasma membrane and likely prior to internalization of TJ proteins.
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DISCUSSION

Acyl-homoserine lactones (AHLs) are the most studied quorum sensing molecules
having an impact on host cells, and as such, deserve to be extensively studied in the context
of the gut ecosystem. We recently identified an ever described AHL, 3-oxo-C12:2, as the most
prominent intestinal AHL 2. The present study reveals a protective role of this molecule against
tight junction dysregulation under inflammatory conditions, in contrast with the deleterious
effects exerted by the structurally close 3-ox0-C12 AHL produced by the opportunist pathogen
P. aeruginosa.

Whereas several previous studies demonstrated that 3-oxo-C12 AHL disrupts epithelial

barriers, in particular through alteration of tight junction proteins 2%, our previous study

showed no impact of 3-ox0-C12:2 on paracellular permeability to macromolecules in Caco-
2/TCT enterocytic cells Z. In the present study, we confirn contrasting effects of the two
structurally close molecules, and we further show opposite outcomes when mimicking
inflammatory conditions encountered in IBD. In presence of a mixture of two pro-inflammatory
cytokines IFNy and TNFa, known to impair tight junction integrity %, the 3-ox0-C12 AHL from
P. aeruginosa dramatically amplifies hyperpermeability. It is worth noting that the synergistic
effect of 3-oxo0-C12 and proinflammatory cytokines occurs on permeability to macromolecules
(passage of dextran 4 kDa) and, to a lesser extent, to smaller molecules (passage of dextran
0.4 kDa), but not on permeability to ions (TEER). This is in accordance with the loss of occludin
and tricellulin at tight junctions, since these two proteins are known to control the leak pathway
7 In full opposition, the newly described 3-oxo0-C12:2 AHL clearly preserves occludin and
tricellulin at tight junctions under inflammatory conditions but paradoxically without improving
epithelial permeability to either macromolecules or ions (Figure 6).

In IBD, ulceration and epithelial apoptosis contribute to disruption of the intestinal
barrier %42 In addition to damaging tight junctions, pro-inflammatory cytokines such as TNFa
- through activation of their receptor- trigger epithelial cell apoptosis and generate a tight
junction-independent unrestricted pathway **. As expected, given the cytokine treatment we
used, a moderate cytotoxicity evaluated by LDH release was observed and was likely to
contribute to the increased permeability to macromolecules besides tight junction opening.
Remarkably, 3-ox0-C12 or 3-ox0-C12:2 AHLs had very distinctive effects on cytokine-induced
unrestricted pathway. We hypothesized that the drastic increase in macromolecules
permeability induced by the combination of cytokines and 3-oxo-C12 was due to increased cell
death since we showed that tight junctions were not synergistically damaged. Accordingly, 3-
oxo-C12 AHL and cytokines both induced apoptosis in the Caco-2/TC7 monolayer and the
aggravating effect of 3-oxo-C12 on cytokine-induced hyperpermeability was completely

abolished in the presence of a large spectrum caspase inhibitor (data not shown). We thus
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concluded that cell death was responsible for the synergistic effects of cytokines and 3-oxo-
C12 (Figure 6B), in accordance with studies showing that this AHL induces apoptosis at high
concentrations in several cell types **_ Regarding 3-oxo0-C12:2, this AHL did not prevent
cytokine-induced hyperpermeability, despite clear protective effects on TJ integnty and
stability. Given that this AHL decreased neither cell toxicity nor apoptosis induced by cytokines
(not shown), we assume that cell death hid beneficial effects of TJ-protecting 3-oxo-C12:2 AHL
on epithelial permeability (Figure 6C).

We focused our study on two tight junction—associated MARVEL proteins (TAMPs)
known to control the leak pathway: occludin and tricellulin. Both occludin and tricellulin were
diminished at cell-cell junctions in response to IFNy and TNFa, as expected, whereas the
junctional localization of Z0-1 was much less affected. In addition, Z0-1 protein content
remained unchanged contrary to the two transmembrane TJ proteins, whose total levels were
decreased upon cytokine treatment. These results may be explained by the fact that ZO-1 is
a cytoplasmic protein that interacts with many transmembrane junctional proteins, several of
which are probably not - or less - affected in our conditions. Despite the apparent lack of
perturbation of the whole Z0-1 pool, our PLA experiments showed that molecular complexes
involving occludin and Z0-1 were greatly decreased in response to 3-oxo-C12 AHL and/or
cytokines. Complexes involving tricellulin and Z0-1 were spatialy scattered, suggesting
disorganized tricellular TJ. A striking effect of 3-oxo-C12:2 AHL was the conservation of
occludin or trcellulin interaction with ZO-1 at the plasma membrane and the comrect spatial
distribution of these two different complexes, supporting a preserved barrier. While little is
known about the functional outcome of tricellulin/Z0-1 complex, the occludin interaction with
Z0-1 has been shown to regulate occludin trafficking, localization at the plasma membrane
and its barrier function #7-48_

Increased endocytosis is an important mechanism involved in junction disassembly
during intestinal inflammation #. Intemalization of cell-surface proteins - including
transmembrane TJ proteins *° - involves several pathways leading to either their recycling or
degradation. In addition, ubiguitination is a crucial posttranslational modification of
transmembrane proteins regulating their endocytosis, trafficking and ultimately their cell
surface level ** *_ Phosphorylation of several TJ proteins including occludin *® has been
associated with their ubiquitination *'. Here, we show that IFNy and TNFa increased the
proportion of ubiquitinated molecular complexes involving occludin and tricellulin. The
accumulation of such complexes at the plasma membrane upon endocytosis inhibition
supports our hypothesis that ubiquitination of occludin and tricellulin occurs at cell-cell contacts
and probably mediates their endocytosis. We further demonstrate for the first time that these
cytokines promote interaction at cell-cell contacts of both TAMPs with itch, identifying this E3-

ubiquitin ligase as a potential new actor in the signaling pathways involved in junction
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disassembly under inflammatory conditions. The 3-oxo0-C12:2 AHL can modulate these
interactions, and we propose that the down-regulation of itch-mediated occludin and tricellulin
ubiquitination stabilizes both proteins together with their molecular partners at the cell
membrane, a mechanism that could explain the AHL protective effects on TJ integrity and
stability (Figure 6C). Moreover, the protective effects of the 3-oxo-C12:2 AHL are probably not
restricted to TJs and are likely to affect other intercellular junctions, as suggested by our
observations of E-cadherin localization, a protein well-known to be regulated through its
trafficking 4 The molecular pathways through which 3-ox0-C12:2 can modulate the
ubiquitination process remain to be determined. The identification of eukaryotic AHL
interactant proteins is a challenging objective. Among the mammalian interactants of the P.
aeruginosa-produced 3-oxo-C12 AHL that have been so far identified, are the IQ-motif-

containing GTPase-activating protein IQGAP1 *2, the peroxisome proliferator-activated

receptors (PPARs) *, as well as the bitter receptor T2R38 *. In future studies, the identification
of 3-oxo-C12:2 specific eukaryotic targets will allow to further decipher its mechanisms of
action, a strategy used in a previous study using biotinylated 3-oxo0-C12 2.

We previously demonstrated that 3-oxo-C12:2 AHL is lost in IBD patients, especially
during flare 2. Further studies will be needed to integrate all the properties of this new AHL in
the context of the gut ecosystem, including its possible impact on the microbiota composition
as well as its anti-inflammatory activity 2. Our new findings showing that 3-oxo0-C12:2 is able
to limit tight junction dismantling in epithelial cells exposed to an inflammatory environment

may have therapeutic perspectives in dysfunction of the intestinal barrier in IBD.
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Figure 1: Distinct effects of 3-0x0-C12 and 3-0x0-C12:2 AHLs on paracellular permeability in
Caco-2/TCT cells in basal or inflammatory conditions. (A) Paracellular permeability to
macromolecules assessed by the passage from the apical to the basal side of FITC-Dextran 4kDa (FD4)
upon apical exposure to each AHLS (150uM, 48h) or basal exposure to IFNy+TNFa (50ng/mL, 48h).
Treatments were performed individually or in combination as indicated. Results are expressed as
percentage of the initial quantity of tracer (mean + SEM of 3 replicates from 9 independent experiments).
(B) Paracellular permeability to ions assessed by the transepithelial electrical resistance (TEER).
Treatments were as in (A) (mean + SEM of 3 replicates from 2 independent experiments). (C)
Paracellular permeability to macromolecules assessed by the passage of FD4 from the apical to the
basal side of the Caco-2/TCT cells treated on their apical side with each AHL (150uM, 48h) and co-
cultured with activated monocytic THP-1 cells added in the basal compartment for the last 24h of the
experiment (mean + SEM of 3 replicates from 2 independent experiments). For A, B and C: **P<0.01,
****P<0.0001 vs. control; #P<0.01, #¥P<0.0001 vs. indicated conditions. C12 stands for 3-oxo-C12
and C12:2 stands for 3-oxo-C12:2.
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Figure 2: Opposite effects of 3-ox0-C12 and 3-ox0-C12:2 AHLs on tight junction
proteins. (A) Representative fields of structured illumination microscopy images from
immunofluorescence of occludin (bicellular contacts), tricellulin (tricellular junctions) and
Zonula Occludens-1 (Z0-1) upon apical exposure of Caco-2/TCT cells to each AHLs (150uM,
48h) andf/or basal exposure to IFNy+TNFa (50ng/mL, 48h). Scale bar: 20pm. (B, C, D)
Quantification of immmunofluorescence staining area of occludin (B, mean + SEM of duplicates
from 5 independent experiments), tricellulin (C, mean + SEM of duplicates from 4 independent
experiments) and Zonula Occludens-1 (Z0-1) (D, mean + SEM of duplicates from 3
independent expenments). For B, C and D: ** P<0.01 and ** P<0.001 vs. control. C12 stands

for 3-oxo0-C12; C12:2 stands for 3-oxo-C12:2.
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Figure 3: mRNA and total protein levels of occludin, tricellulin and Z0-1 upon exposure
to each AHLs in basal or inflammatory conditions. Caco-2/TC7 cells were treated on their
apical side by each AHLs (150uM, 48h) or on their basal side by IFNy+TNFa (50ng/mL, 48h).
Treatments were performed individually or in combination as indicated. (A, B, C) mRNA levels
were determined by (RT)-gPCR for occludin gene (OCLN), tricellulin gene (MARVELD?Z) and
Zonula Occludens-1 gene (TJPT1) and normalized to 106yclophilin gene mRNA levels. Results
are expressed as ratio values normalized to the control condition (mean + SEM of triplicates
from 3 independent expenments). (D, E, F) Total protein levels of occludin, tricellulin and
Zonula Occludens-1 were quantified by Wes ™ capillary electrophoresis. Areas under the
curve from chemiluminescence results are normalized to respective E-Cadherin levels, which
do not differ between conditions (see Supplementary Figure 3B), and expressed as ratio
values normalized to the control condition (mean + SEM of duplicates from 3 independent
experiments). * P<0.05 and ** P<0.01 vs. control; ¥ P<0.05, *# P<0.01 and ** P<0.001 vs.
indicated conditions. C12 stands for 3-oxo-C12; C12:2 stands for 3-oxo-C12:2.
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Figure 4: The 3-0x0-C12:2 AHL maintains interaction of occludin and tricellulin with
their cytoplasmic partner Zonula Occludens-1 under inflammatory conditions. Caco-
2/TCT cells were treated as in Figures 2 and 3 and interactions between TJ proteins were
analyzed by Proximity Ligation Assay (PLA) (A) Representative fields of structured illumination
microscopy images from PLA (white spots) between occludin and Zonula Occludens-1 (Z0-1)
(top) or between tricellulin and Z0-1 (bottom). Scale bar: 20pum. (B) Quantification of
Occludin/Z0-1 PLA spots (mean £ SEM of 2 or 3 replicates from 3 independent experiments).
C12 stands for 3-ox0-C12; C12:2 stands for 3-oxo-C12:2.
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Figure 5: The 3-ox0-C12:2 AHL protects occludin and tricellulin from ubiquitination
induced at the plasma membrane in presence of pro-inflammatory cytokines. Caco-
2/TCT cells were treated on their apical side by each AHLs (150uM, 48h) or on their basal side
by IFNy+TNFa (50ng/mL, 48h). Treatments were performed individually or in combination as
indicated. {A-C) Ubiquitination levels of occludin or tricellulin were determined by Proximity
Ligation Assay (PLA) (A) Representative fields of structured illumination microscopy images
of PLA (white spots) between occludin and ubiquitin (top) or between tricellulin and ubiquitin
(bottom). Cell-cell contacts are visualized by E-Cadherin immunofluorescence staining in blue.
The solid line arrows show PLA spots localized at the plasma membrane while dashed line
arrows show PLA spots localized within the intracellular space. Scale bar: 20pum. (B)
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CQuantification of the number of occludin/ubiquitin PLA spots normalized to occludin
fluorescence levels. Results are expressed as ratio values normalized to the control condition
(mean + SEM of 2 or 3 replicates from 3 independent experiments). (C) Quantification of the
number of tricellulin/ubiquitin PLA spots normalized to tricellulin fluorescence levels (mean +
SEM of 2 or 3 replicates from 3 independent experiments). * P<0.05 and ** P<0.01 vs. control,
# P<0.05 vs. indicated conditions. (D-F) Interaction of occludin and tricellulin with the ubiquitin-
ligase itch was determined by PLA. (D) Representative fields of structured illumination
microscopy images from PLA between occludin and itch (top) or between tricellulin and itch
(bottom). Cell contacts are visualized by E-Cadherin shown in blue. Scale bar: 20um. (E, F)
CQuantification of the number of occludinfitch or tricellulin/itch PLA spots. Numbers of PLA spots
are reported to occludin (E) or tricellulin (F) fluorescence levels and results are expressed as
ratio values normalized to the control condition (mean + SEM of 2 or 3 replicates from 2
independent experiments). C12 stands for 3-oxo-C12; C12:2 stands for 3-ox0-C12:2.
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Figure 6: Proposed mechanisms explaining the distinct effects of 3-ox0-C12 and 3-oxo-
C12:2 AHLs on the intestinal epithelial barrier under basal or inflammatory conditions.
(A) In physiclogical conditions (left), tight junctions (TJ) seal the paracellular space between
intestinal epithelial cells and control the paracellular permeability in a selective manner. Under
inflammatory conditions (right), recapitulated by IFNy and TNFa exposure, interactions
between T.J proteins are destabilized. Pro-inflammatory cytokines induce an increase in the
interaction of the E3-ligase itch with TJ proteins, which undergo higher ubiquitination and are
internalized. These events lead to an increased paracellular permeability. In addition, cytokines
induce a moderate rate of cell death, which participates to hyperpermeability through the TJ-
independent unrestricted pathway. (B) Exposure to 3-oxo-C12 AHL alone (left) alters TJ
integrity, thus inducing a mild increase in permeability. Under inflammatory conditions (right),
3-0x0-C12 AHL does not further impair TJ but aggravates cytokine-induced cell death, hence
drastically exacerbating the increase in permeability. {C) Presence of 3-oxo-C12:2 AHL alone
(left) does not impair TJ structure and does not modify paracellular permeability. Under
inflammatory conditions (nght), 3-oxo-C12:2 AHL stabilizes TJ by tempering the dismantling
of TJ protein complexes. In addition, while the permeability remains elevated through the
unrestricted pathway, this AHL limits the interaction between TJ proteins and itch and
attenuates the increased ubiquitination of TJ proteins, thus preventing their endocytosis.
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Supplementary Figure 1: Effect of 3-ox0-C12 and 3-oxo0-C12:2 AHLs in basal or
inflammatory conditions on paracellular permeability to 0.4 kDa tracer and
determination of cytotoxicity. (A) Paracellular permeability to small macromolecules
assessed by the passage from the apical to the basal side of FITC-Sulfonic acid 0.4kDa in
Caco-2/TC7 cells upon apical exposure to each AHLs (150uM, 4Bh) or basal exposure to
IFNy+TNFa (50ng/mL, 48h). Treatments were performed individually or in combination as
indicated. Results are expressed as percentage of the initial quantity of tracer in the apical
compartment (mean + SEM of 3 replicates from 2 independent experiments). (B) Cytotoxicity
assessed by Lactate Dehydrogenase release in the apical medium of Caco-2/TCT7 cells treated
as in (A) (mean + SEM of 3 replicates from 10 independent experiments). (C) Cytotoxicity
assessed by Lactate Dehydrogenase release in the apical medium of Caco-2/TCT cells treated
on their apical side with each AHL (150uM, 48h) and co-cultured with activated monocytic
THP-1 cells added in the basal compartment (mean + SEM of 3 replicates from 2 independent
experiments). For A, B and C: *P<0.01, ***P<0.0001 vs. control; ®*P<0.01, **P=<0.001,
###P<0.0001 vs. indicated conditions. C12 stands for 3-oxo-C12 and C12:2 stands for 3-oxo-

C12:2.

111



RESULTATS - ETUDE IN FITRO DES EFFETS DES AHLS SUR LA FONCTION DE BARRIERE EPITHELIALE -
ARTICLE PRINCIPAL

IFNy+TNFa IFNy+TNFa
Control 3-ox0-C12 3-oxo-C1222 IFNy+TNFa  + J-oxoC12 + J-oxo-C1222

"

E-Cadherin

Supplementary Figure 2: Localization of the adherens junction protein E-Cadherin.
Representative images of structured illumination microscopy Images from
immunofluorescence of E-Cadherin in Caco-2/TCT cells upon apical exposure to each AHLs
(150uM, 48h) or basal exposure to IFNy+TNFa (50ng/mL, 48h). Treatments were performed
individually or in combination as indicated. Scale bar: 20pm.
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Supplementary Figure 3: Analysis of junctional proteins by Wes™ capillary
electrophoresis. Caco-2/TC7 cells were treated as in Figure 3. (A) Representative
reconstructed image based on the area under the curve from chemiluminescence signal
obtained by Wes™ for ZO-1, E-cadherin, occludin and tricellulin. Molecular weight markers (in
kDa) are indicated on the left. (B) Total E-cadherin protein levels quantified by Wes ™ (mean

+ SEM of duplicates from 3 independent experiments). C12 stands for 3-oxo-C12; C12:2
stands for 3-oxo-C12:2.
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Supplementary Figure 4: Ubiquitination levels of occludin or tricellulin in the presence
of Dynasore. Caco-2/TCT cells were treated on their apical side by 3-oxo-C12:2 (150uM, 48h)
or on their basal side to IFNy+TNFo (50ng/mL, 48h). Treatments were performed individually
or in combination as indicated. Dynasore (75uM) was added to both apical and basal sides for
the last 4hours of the experiments. Representative fields of structured illumination microscopy
images from Proximity Ligation Assay (PLA) between occludin and ubiquitin (top) or between
tricellulin and ubiquitin (bottom). Cell contacts are wvisualized by E-Cadherin
immunofluorescence staining in blue. Scale bar: 20pm.

114



RESULTATS - ETUDE IN FITRO DES EFFETS DES AHLS SUR LA FONCTION DE BARRIERE EPITHELIALE -
DONNEES COMPLEMENTAIRES

B. EFFETS DES AHLS SUR LA BARRIERE EPITHELIALE ANALYSES DANS LA
LIGNEE ENTEROCYTAIRE CACO-2/TC7 : RESULTATS COMPLEMENTAIRES

1. Comparaison de différentes doses d'AHL

Notre étude réalisée sur la lipnée Caco-2/TC7 a pernus de confirmer que I'AHL 3-ox0-C12, a
haute concentration (150uM) exerce des effets néfastes sur la fonction de barriére épithéliale,
en accord avec les résultats de la littérature, tandis que I'AHL 3-0x0-C12:2 protége les jonctions
serrées. Comme exposé en miroduction (partie ITL. B, Tableau 6), les effets de I'AHL 3-oxo0-C12
varient en fonction de la dose employée. Nous avons donc voulu déterminer s1 les effets des
deux AHLs observés sur la perméabilité paracellulaire et sur 1'état des jonctions serrées étaient
dose-dépendants dans notre modele. Pour ce faire, la lignée entérocytaire Caco-2/TC7 a été
exposée a des doses croissantes des deux AHLs : 10uM, 50puM et 150uM (dose employée dans
les expéniences précédentes), seules, ou en combinaison avec les cytokines IFNy et TNFo
(Figure 20). Seul le traitement par 'AHL 3-oxo-C12 a 150pM mdwt une augmentation du
passage du FITC-Dextran 4kDa (FD4) et exacerbe l'effet induit par 'TFNy+TNFa (Figure 20A).
L'exposition a I'AHI. 3-0x0-C12:2 seule ne modifie pas le passage du FD4 (Figure 20B), quelle
que soit la dose. En combinaison avec les cytokines, I'AHI, 3-0x0-C12:2 4 la concentration de
10uM tend a légérement atténuer l'augmentation du passage de FD4 mdwte par I'TFNy+TNFa.
On peut observer en revanche, a la dose de 150uM, une légére amplification de l'effet des
cytokines a 150uM, ce qui contraste avec nos résultats précédents. Ces données sont 1ssues
d'une expérnience umque et constituent donc des tendances.
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Figure 20 : Permeéabilité paracellulaire anx macromolécules mesurée dans la lignée Caco-2/TC7 en réponse
a difféerentes doses d’AHL en situation basale ou inflammatoire.

Les AHL s 3-ox0-C12 (A) ou 3-0xo-C12:2 (B), & 10pM ou 50pM ou 150pM, sont ajoutées dans le compartiment
apical (48h), seules ou en combinaison avec les cytokines IFNy+TNFo admimistrées dans le comparfiment basal
(50ng/ml., 48h). Le passage de FITC-Dextran kDa (FD4) au travers de la monocouche est mesuré aprés 4h. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de 1a quantité initiale de traceur passé dans le compartiment basal (moyenne
= SEM de 3 réplicats sur une expérience unique, test de Kmskall-Wallis sur I'ensemble des conditions).
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L'analyse des jonctions serrées par marquages immunofluorescents et quantifications, montre
que I'AHI. 3-ox0-C12 tend a aggraver l'effet de I'TFNy+TINFa sur la baisse du signal de
'Occludine a 50uM et 150uM (Figure 21A) et sur la baisse du signal de la Tricelluline a 50pM
(Figure 21B). De facon intéressante, ' AHL 3-0xo0-C12:2 tend a prévemr la baisse du signal de
1'Occludine et de la Tricelluline induite par I'TFNy+TNFa, a toutes les doses employées (Figure
21C, D). A noter également que nous avons observé des résultats similaires en combinaison
avec I'TFNy+TNFa a des concentrations plus faibles de 10ng/ml (données non montrées).
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Figure 21 : Analyse des protéines de jonctions serrées dans les cellules Caco-2/TC7 en réponse i différentes
doses des AHL 3-0x0-C12 ou 3-0x0-C12:2 en situation basale ou inflammatoire.

Les conditions sont identiques 3 1a Figure 21. Quantification du signal des protéines de jonctions Occludine (A,
C) et Tricelluline (B, D) marquées par immunofluorescence (exprimée en unité de surface en pixels normalisé an

contrdle); (moyenne + SEM, de 7 champs par duplicat sur une expénience unique, test de Kmskall-Wallis, post-
test de Dunn. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001 vs. Contréle; & P<(.05; &% P<( 0]; &&&&
P=0.0001 vs. AHL seule a 10uM ; ¥ P<0.01 vs. AHL seule a 50pM ; # P<0.05; **¥ P<0.0001 vs. AHL a 150pM.
En C : #P=0.05 vs. 1a condition indiquée.

Ces tendances suggérent donc que I'AHIL 3-0x0-C12:2 exerce des effets protecteurs sur
les jonctions serrées dés la dose de 10 pM tandis que les effets déletéres de I' AHL 3-oxo-

C12 sur l'intégrité des jonctions serrées et la permeéabilite paracellulaire sont dose-
dépendants.
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ii. Etudes de différents stimuli modulateurs de la fonction de barriére

Nous avons ensuite cherché a détermuner si les effets distincts des deux AHLs pouvalent étre
reproduits dans des modéles de déstabilisation de la barmére de nature différente des cytokines
pro-inflammatoires I'TFNy et TNFor. Nous avons étudié l'effet du chélateur de calerum EGTA
(acide éthyléne glycol tétra-acétique) qu est connu pour déstructurer les jonctions
mtercellulaires et augmenter la perméabilité de la barrére épithéliale (Artursson 1990; Boulenc
et al. 1993) sans mndwre d'apoptose. En effet, 'interaction homophilique entre les domaines
extracellulaires de la E-Cadhérine, ainsi que ceux de la Desmogléine, est dépendante du calcium
et la chélation de ce dermier entraine l'internalisation de ces protémes transmembranaires
(Kartenbeck ef al. 1991; Meng ef al. 2009).

L'exposition de la lignée Caco-2/TC7 a I'EGTA (Figure 22A) induit une augmentation du
passage du FD4 (d'un facteur 5.5), qu est légérement exacerbée en association avec I'AHL 3-
0x0-C12 (x8 vs. Controle). De facon intéressante, lorsque les cellules sont traitées par 'EGTA
et 'AHL 3-oxo-C12:2, l'augmentation de perméabilité au FD4 est amoindrie (x4.6 vs.
Controle).

Nous nous sommes également intéressés aux effets de l'acide palmitique apporté sous forme de
micelles dites post-prandiales, dont la composition refléte celle des micelles lipidiques dans la
lunuére intestinale aprés un repas et dont les effets délétéres sur la perméabilité paracellulaire
et les jonctions serrées ont été démontrés par notre laboratoire (Ghezzal ef al. 2019).

Le trartement in vifro de la ignée Caco-2/TC7 par des nucelles postprandiales (MPP) contenant
de l'acide palmitique apportées au pole apical induit une augmentation d'environ 5 fois du
passage du FD4 (Figure 22B). A nouveau, l'exposition concomutante avec I'AHI. 3-oxo-C12
exacerbe cet effet, alors que 'AHL 3-0x0-C12:2 ne module pas l'augmentation de perméabilité
mduite par les micelles post-prandiales.

Ces expériences permettent donc de confirmer le rale délétére de la 3-0x0-C12 sur la
barriére épithéliale : cette AHI potentialise les effets de différents stimuli capables
d'augmenter la permeéabilité épithéliale v compris lorsque ces effets s'exercent dans des
temps trés courts (4 heures) et en absence de mortalité cellulaire comme dans le cas de
I'EGTA. Par ailleurs, ces données montrent que si I'AHL 3-0x0-C12:2 n'atténue pas
I'augmentation de perméabilité paracellulaire dans différents modeles d'altération de la
barriére, elle peut exercer un effet protecteur modeste contre un stimulus n'induisant pas

de mort cellulaire comme 'EGTA.
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Figure 202 : Impact des AHLs sur différents stimuli déstabilisateurs de la barriére épithéliale dans la lignée
Caco-2/TC7. Passage de FITC-Dextran kDa (FD4) au travers de la monocouche mesuré en 4h, en réponse a I'AHL
3-o0x0-C12 oun 3-0xo0-C12:2 (150pM, 48h) en combinaison avec deux traitements: (A) 'EGTA (5mM) apporté au
pole apical pendant les 4 derniéres heures (movyenne + SEM de 3 réplicats, 2 expénences indépendantes, test de
Kmskall-Wallis, post-test de Dunn, *** P<10.001 vs. Contrdle) ; (B) des micelles postprandiales contenant pour
acide gras l'acide palmitique (MPP PA), apportées au pdle apical pendant 48h (moyenne = SEM de 3 réplicats
dune expérience unique, test de Kmskall-Wallis, post-test de Dunn, * P<0.05 vs. Contrdle). Les résultats sont
exprimes en pourcentage de la quantité initiale de traceur passé dans le compartiment basal.

11. Impact de la mort cellulaire et de 'extrusion sur la perméabilité paracellulaire

La mort cellulaire épithéliale peut participer, notamment dans un contexte inflammatoire, a une
augmentation de perméabilité via le passage non controlé de macromolécules (Blander 2018;
Buckley ef al. 2018). Afin de mieux discnmner les effets que nous avons observés sur la
perméabulité paracellulaire imputables a la perte cellulaire par apoptose et/ou extrusion, nous
avons exposé la hignée Caco-2/TC7 a chacune des AHLs, seule ou en combinaison avec les
cytokines pro-inflammatoires, en présence dun mhibiteur de 1'apoptose (Z-VAD-FME,
mhibiteur pan-caspase) ou bien de Y-27632, un mhibiteur de la kinase ROCK, nécessaire a
I’'extrusion des cellules épithéliales. La perméabilité au FD4 a été évaluée, ainsi que la libération
de lactate déshydrogénase (LDH). Nous avons analysé le nombre de cellules apoptotiques en
marquant la caspase 3 activée comme confrole de notre traitement mnhibiteur de 'apoptose
(Figure 23).

Les résultats d'une expérience montrent que les effets de I'AHI. 3-oxo0-C12, seule, sont atténués,
mais pas abolis, lorsque 1’apoptose est inhibée, alors qu'aucune modulation n’est observée en
présence de I'inhibiteur de ROCK (Figure 23A).

Nous retrouvons l'augmentation de perméabilité induite par les cytokines. En présence
d'TFNy+TNFa et de 'AHL 3-0x0-C12, la perméabilité au FD4 est trés fortement augmentée par
rapport aux cytokines seules. Cette exacerbation de la perméabilité est fortement atténuée par
I'mhibition de 1’apoptose mais pas complétement supprimée (Figure 23A). L’mhibition de
ROCK atténue une partie des effets synergiques, en proportions moindres que 1’mhibition de
1’apoptose.
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Les résultats obtenus sont similaires en présence de cytokines seules ou en combinaison avec
I'AHL 3-0x0-C12:2 : le traitement par le ZVAD (ains1 que celm par le Y-27632 en proportions
moindres) atténue 'augmentation du passage de FD4.

On peut noter que I'AHIL 3-0x0-C12 ou les cytokines [FNy+TNFa induisent une augmentation
notable du nombre de cellules apoptotiques, et que cette proportion est fortement amplifiée en
combinaison des deux traitements (Figure 23C). L'AHL 3-ox0-C12:2 seule mdmt une légére
augmentation de la proportion de cellules apoptotiques, mais de facon plus modérée que ' AHL
3-0x0-C12. On peut constater aussi qu'en présence de 3-oxo-C12:2 l'apoptose est augmentée
en combinaison avec les cytokines par rapport aux cytokines seules (Figure 23C).
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Figure 23 : Effets de l'inhibiteur pan-caspase ZVAD-FMK ou de l'inhibiteur de ROCK Y-27632 sur la
réponse aux AHIs 3-0x0-C12 ou 3-0x0-C12:2 en situation basale ou inflammatoire.

Les cellules Caco-2/TC7 ont été traitées comme précédemment pendant 48h avec 'AHL. 3-ox0-C12 ou 3-oxo-
C12:2 (150pM en apical), seules ou en combinaison avec les cytokines IFNy+TNFo (50ng/ml. en basal). Le
ZVAD-FMEK (ZVAD. 50mM en apical et basal), ou l'inhibiteur de ROCE., Y-27632 (10mM en apical et basal) ont
été ajoutés ou non comme indiqué sur les graphes. (A) Passage de FD4 au travers de la monocouche, mesuré en
4h Les résultats sont exprimés en pourcentage de la quantité inifiale de traceur passé dans le compartiment basal.
(B) Libération de Lactate Déshydrogénase dans le milien apical Pour (A) et (B) - les résultats présentent la
moyenne = SEM de 3 réplicats d'une expénience unique. Test de Kmskall-Wallis **** P=<0.0001, post-test de
Dunn. * P<0.05 vs. Contrdle ; * P<0.05 vs. la condition indiquée. (C) Quantification du nombre de cellules
apoptotiques posifives au marquage Caspase-3 activée. Aprés l'immunofluorescence réalisée sur les filtres de
cultures, le marquage de la Caspase 3-activée ainsi que le marquage des noyaux au DAPI ont ét€ analysés sur toute
la surface via un scanner de lames (Zeiss). Les résultats sont exprimés en nombre total de cellules positives sur la
surface entiére de I'échantillon (total de duplicats correspondant chacun i 1/3® de filire de culture) rapportés an
nombre total de cellules par condition, et sont présentés ici normalisés au contréle.
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L'ensemble de ces données suggére que la mort cellulaire participe a I'augmentation de
permeéabilité que I'on observe in vifre dans la lignée Caco-2/TC7, et que cette contribution
peut expliquer les effets synergiques importants des cytokines pro-inflammatoires et de
I'AHL 3-0x0-C12 de P.aeruginosa. L'apoptose induite par les cytokines n'étant pas
diminuée en présence de 3-0x0-C12:2, elle pourrait masquer 1'impact sur la permeéabilité

des effets benéfiques de cette AHL naturelle sur les jonctions serrées.

1. Implication de la voie de régulation des jonctions serrées par la MLCK

Comme mentionné dans I'introduction, la régulation des jonctions imntercellulaires par les
cytokines IFNy et TNFu a été décrite dans de nombreuses études et fait intervemr
principalement deux voies incluant celle de la MLCK, dont 1’expression est augmentée en
réponse aux cytokines (Clayburgh et al. 2005; Wang ef al. 2005). Ceci aboufit a la
phosphorylation de la chamne légére de la myosine (MLC), indmsant I'internalisation de
protéines des jonctions par contraction de la cemnture d’acto-myosme (Marchiando ef al. 2010;
Van Itallie ef al. 2010).

De facon surprenante, l'analyse du taux dARNm du géne codant la MLCK (MLCK, Figure
24A) montre que celm est diminué, dans notre modéle de cellules Caco-2/TC7, aprés 48h
d'exposition aux cytokines IFNy+TNFua, seules (-66% vs. Controle) mais également combinées
aux AHLs 3-oxo-C12 ou 3-0x0-C12:2 (respectivement -67% et -69% vs. Controle). Cette
diminution semble étre progressive au cours des 48 heures de traitement (Figure 24B). I est
mtéressant de noter que le taux d'ARNm de la MLCK tend a étre augmenté en présence de
I'AHL 3-ox0-C12:2 (Figure 24A) Malgré des taux d'ARNm diminués en présence des
cytokines, la quantité totale de la protéme ML.CK n'est pas modifiée dans nos conditions (Figure
24C). De plus, nous n'avons pas observé de modification de la quantité de la forme
phosphorylée de la MLC (rapportée a la forme totale) dans nos conditions par rapport an
controle (données non montrées).

Ainsi, ces résultats, contrastant avec les données de la littérature, ne sont pas en faveur
d'une augmentation de l'expression de la MLCK en réponse aux cytokines IFNy et TNFa
dans nos conditions. Par ailleurs cette kinase ne semble pas modulée de facon différentielle

par les AHLS et ne semble donc pas étre un bon candidat pour expliquer leurs effets.
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Figure 24 : Expression de la Myosin Light Chain Kinase (MLCEK) en réponse aux AHL. 3-0x0-C12 on 3-0x0-
C12:2 en situation basale oun inflammatoire.

Les cellules Caco-2/TC7 ont été traitées comme précédemment a PAHT 3-ox0-C12 ou 3-oxo-C12:2 (150uM),
seules ou en combinaison avec les cytokines [IFNy+TNFa (50ng/mL). Les taux d'ARNm de I'isoforme longue de
la MLCE (MLCK) ont été évalugs par RT-qPCR (A) aprés 48h des traitements indiqués (moyenne = SEM, de 3
réplicats de 3 expériences indépendantes) ou (B) aprés 4h, 24h et 48h aprés le début des traitements indiqués
(movenne = SEM_ de 3 réplicats dune expérience unique). (C) Quantité totale de MLCE mesurée par dosage
ELISA (CUSABIO, #CSB-E09048h) aprés 48h des traitements indiqués (movenne = SEM, de 3 réplicats de 3
expériences indépendantes). Test de Kruskall-Wallis, post-test de Dunn. * P<0.05 ; ** P<0.01 vs. Contrdle ; #
P=0.05 ; ¥P=0.01 ; ** P=0.0001 vs. la condition indiquée.

v. Expression de cytokines pro-inflammatoires

Comme les cellules du compartiment immunitaire, les cellules épithéliales intestinales sont
capables de sécréter des cytokines qui peuvent contribuer a un état inflammatoire et a une
altération de la fonction de barrére (Andrews ef al. 2018). L’ AHIL 3-0x0-C12 de P.aeruginosa
exerce, a fortes concentrations (>100uM), des effets pro-inflammatoires dans différents
modeles, tandis qu'elle semble anti-inflammatoire & des faibles concentrations comme présenté
en introduction (Tableau 6, p. 67-68). Nous nous sommes donc demandés s1 les deux AHLs
peuvent moduler de facon différentielle 1’expression de génes de cytokines pro-inflammatoires
dans les cellules épithéhales intestinales (Figure 25).

Les résultats montrent que I’AHL 3-oxo-C12 a 150 pM, seule, tend a augmenter les taux
d’ARNm des cytokines pro-inflammatoires Interleukine-8, IL-8 (x2.9 vs. Controle, Figure
25A), Tumor Necrosis Factor-a, TNFa (x2 vs. Controle, Figure 25B) et Interleukine-1p, IL-1p
(x1.6 vs. Controle, Figure 25C). La sécrétion de I'Interleukine-8 est également angmentée (x2
vs controle, Figure 25D). L'AHL 3ox0-C12:2 a 150 pM seule ne modifie m I'expression m la
sécrétion de ces différentes cytokines. L’exposition aux cytokines IFNy+TNFa indwt
également une augmentation des taux d’ARNm de 1TL-8, du TNFa et de I'TL-1 P
(respectivement x4 4, x12 et x2 4 vs. confrole) et de la sécrétion de 1TL-8 (x8 vs. Controle).
Alors qu’en combinaison avec I'TFNy+TNFa, 'AHL 3-oxo-C12 amplifie I’augmentation des
taux d’ARNm de I'TL-8 (x10 vs. contrdle) et de I'TL-1p (x3.8 vs. controle), 'AHL 3o0xo0-C12:2
tend & modérer 1’augmentation du taux d’ARNm du TNFa causée par cytokines (x7.8 vs.
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conftrole, comparé a x12 vs controle pour les cytokines seules). Bien que la sécrétion de TNFa
ne puisse pas étre mesurée dans nos conditions, ces données encouragent l'exploration de

modulation de 1'expression de cytokines par le compartiment épithélial en réponse aux AHLS.

Ces résultats soulignent 4 nouveau les effets opposés des deux AHI s sur les cellules
épithéliales intestinales et suggérent que la modulation de sécrétion des cytokines par le

compartiment épithélial par I'AHI. 3-0x0-C12:2 pouwrrait contribuer a ses effets
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Figure 25 : Expression de cytokines pro-inflammatoires en réponse aux AHL 3-0x0-C12 ou 3-0x0-C12:2 en
situation basale ou inflammatoire.

Les cellules Caco-2/TC7 ont été traitées comme précédemment pendant 48h avec 'AHI. 3-ox0-C12 ou 3-oxo-
C12:2 (150pM en apical), seules ou en combinaison avec les cytokines IFNy +TNFa (50ng/ml. en basal). Les
taux d'ARNm ont été évalués par RT-qPCR pour (A) I'Interlenkine-§ (IL-8, CXCLS), (B) le Tumor Necrosis
Factor-a (TNF), (C) I'Interlenkine-1p (IL1B) (moyenne = SEM, de 3 réplicats de 3 expéniences indépendantes).
{D) Sécrétion d’I1-8 analysée par dosage ELISA de 1a concentration d’TL-8 (kat BD Biosciences 555244) dans le
surnageant basal (moyenne + SEM de 3 réplicats de 3 expénences indépendantes). Test de Kruskall-Wallis, post-

Ainsi, I'ensemble des résultats obtenus dans la lignée de cellules épithéliales intestinales
Caco-2/TC7 a permis de montrer que les deux AHL s exercent des effets opposés. En effet,
alors que I'AHL 3-0x0-C12 altére la barriére épithéliale et potentialise les effets néfastes
de cytokines pro-inflammatoires, la nouvelle AHI. 3-0x0-C12:2 préserve l'intégrité des
jonctions serrées dans ce contexte inflammatoire, suggérant un role bénéfique de cette

molécule.
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C. EFFETS IN VITRO DES AHLS SUR LA BARRIERE EPITHELIALE DANS UN
MODELE D'ORGANOIDES MURINS

Diafférentes études in vifro montrent un role délétére de I’AHL 3-0xo-C12 sur ’apoptose des
cellules a mucus (Tao ef al. 2016; Tao ef al. 2018) et I'expression ou la sécrétion de mucine des
cellules mtestinales (Taguchi et al. 2014; Tao ef al. 2016). Cec1 suggére qu'en plus de la
déstructuration des jonctions serrées, 'AHL de P. aeruginosa peut altérer la barriére épithéliale
en ciblant d'autres acteurs comme ['mtégrité de la monocouche et la couche de mucus.

Nous avons donc voulu comparer les effets des deux AHLs sur I'homéostasie de la barmére
épithéhale, de facon plus large, en utilisant le modéle des organoides murins, plus proche de la
physiologie qu'une hignée cellulaire et qui comprend tous les types de cellules épithéliales
mtestinales. Les organoides sont obtenus aprés isolation et mise en culture tndimensionnelle
des cryptes d'intestin gréle (jéjunum et iléon) de sourns, contenant les cellules souches
intestinales'. Des compartiments cryptiques (bourgeons), sont visibles & partir de 3 jours de
cultures et les organoides atteignent leur taille maximale vers le 5° jour de culture. Nous nous
sommes demandés s1 les AHLs 3-ox0-C12 ou 3-oxo-C12:2 pouvalent avorr un effet sur le
développement et bourgeonnement des organoides. De plus, nous avons étudié l'effet, en
association avec les AHLs, de la cytokine IFNy, qui provoque la dégranulation et 'extrusion
des cellules de Paneth dans ce modéle (Fann ef al. 2014).

Plusieurs expénences d'optinusation des concentrations et durées de traitement (non présentées)
ont montré que les fortes concentrations d'AHLs (150puM), auxquelles les organoides ont été
exposées des leur ensemencement a 1'état de crypte ouverte, tendent & mterrompre rapidement
leur développement (suggérant la mort de cellules prolifératives), bien que cet effet différe en
fonction de la sours donneuse et de son dge. Nous avons retenu comme protocole
expénimentale 6 jours d'exposition aux AHLs (50uM), conditions dans lesquelles le
développement des organoides ne semblait pas entravé (données non montrées). De plus, le
traitement par la cytokine IFNy peut provoquer la mort cellulaire dans ce modéle a partir de
Ing/ml., comme nous l'avons observé (données non montrées), en accord avec la littérature

(Farin ef al. 2014). Nous avons ainsi combiné les derméres 48h de traitement par les AHLs avec

! Pour I'établissement de la culture tridimensionnelle d'organoides murins, les cryptes infestinales isolées sont
ensemenceées dans des plagques 24 puits (300 cryptes par puits) en Matrigel® (a faible teneur en facteurs de
croissance, Coming, #356231). Le milien de culture contient entre autres les facteurs de croissance Epidermal
Growth Factor, R-Spondin et Noggin et est renouvelé fous les 2 jours, sauf dans le cas des traitements quotidiens.
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celm par I'TFNy (0.5ng/mL), cette condition de traitement par la cytokine nous permettant
d'mdwire une perturbation modérée de I'homéostasie des cellules épithéliales (observées par le
noircissement résultant de l'accumulation de cellules dans la lunuére des organoides) sans

toutefois compromettire leur survie (non montre).
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Figure 26 : Analyse de 'apoptose dans les organoides intestinanx murins en réponse a ' AHL 3-0x0-C12 on
3-0x0-C12:2 seule ou en combinaison avec la cytokine TFNy.

Les AHLs 3-ox0-C12 ou 3-ox0-C12:2 (50pM) ont été ajoutées au milien de culture dés I'ensemencement des
cryptes, afin que le pdle luminal soit exposé avant que les cryptes se referment, puis les traitements ont été
renouvelés toutes les 24h pendant 6 jours. La cytokine IFNy (0.5ng/ml) a été ajoutée les dernieres 48h de
l'expérience. (A) Images représentatives de marquages en immunofluorescence des cellules apoptotiques
(Caspase-3 activée, rouge), des jonctions intercellulaires (E-Cadhérine, vert), des noyaux (DAPI, bleu), et
superposition (merge). La lnmiére de l'organoide, au centre, correspond au péle nminal tandis que le pdle basal
des cellules épithéliales est en contact avec le milien. La lnmiére des organoides contient des débris cellulaires
issus de cellules épithéliales extrudées (ici rendus visibles par le DAPI marquant les fragments nucléaires,
apparaissant punctiformes au centre tandis que les noyaux intacts de 1a monocouche épithéliale sont en bordure).
Les images sont obtenues i l'aide dun microscope a lumiére structurée (Zeiss Axio Imager 2 équipé d'un
Apotome). Barre d'échelle 100pm. (B) Quantification du signal Caspase-3 activée (mesuré en aire et rapporté a
la surface de l'organoide puis normalisé par rapport au contrdle non fraité, moyenne + SEM de 7-9 organoides
d'une expénience unique). Test de Kruskall-Wallis, post-test de Dunn. * P<:0.05.
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Les données d'une premuére expérience nous ont permus d'analyser l'apoptose dans les
organoides en réponse a chacune des deux AHLs, seules, ou combinées a 1TFNy (Figure 26).
Le marquage et la quanfification des cellules positives au marqueur d'apoptose Caspase 3-
activée montrent que les deux AHLs, a 50uM, tendent a légérement augmenter la proportion
de cellules apoptotiques, sans que ces différences soient sigmficatives (Figure 26A et B).
L'exposition a I'TFNy augmente significativement la proportion de cellules Caspase 3-positives
par rapport au controle (x4.5 vs. Controle) et cet effet est maintenu en combinaison avec 'AHL
3-0x0-C12 (x3.8 vs. Controle). En revanche, lorsque 1'TFNy est associée a 'AHL 3-ox0-C12:2,
l'augmentation de la proportion de cellules Caspase 3-positives est atténuée (x1.4 vs. Controle).

Nous avons également souhaité analyser la présence de cellules a mucus, autre composante de
la barnére épithéhale, dans notre modéle, étant donné que 1'AHL 3-ox0-C12 semble modifier
l'expression de mucines (Taguchi ef al. 2014; Tao ef al. 2016). En raison d'une absence de
marquage par immunofluorescence de la mucine-2 satisfaisant, nous n'avons malheureusement
pas pu aboutir a une analyse du mucus. De plus, malgré un travail d'optinusation de plusieurs
membres de l'équipe, nous n'avons pas réussi a établir une culture en deux dimensions d'une
monocouche 1ssue d'organoides différenciés murnins suffisamment développée pour étudier les
effets des AHLs sur la perméabilité paracellulaire.

Au vu des résultats obtenus dans la lignée Caco-2/TC7 sur l'intégrité des jonctions serrées en
réponse aux AHLs, nous espérons pouvoir analyser prochainement, par microscopie confocale
et quantifications, les marquages de jonctions serrées sur les organoides mtestinawux.

Enfin, I'analyse, par microscopie confocale et quantification, d'un marqueur de la prolifération
(K1-67) est en cours afin de déterminer s1 les AHLs peuvent exercer un effet sur l'équilibre
prolifération/apoptose, 'homéostasie épithéliale étant perturbée en conditions mflammatoires.

Ces resultats, qui restent a confirmer et compléter, suggérent que, dans ce modéle

d'organcides intestinaux murins, 'AHIL. 3-0x0-C12 ne semble pas moduler les effets

cytotoxiques de la cytokine IFNy tandis que 1'AHL 3-0x0-C12:2 pourrait les atténuer.
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II. ETUDE IN ¥Iv0 DES EFFETS DES AHLS SUR LA FONCTION DE BARRIERE
INTESTINALE

Dans un second axe de ce projet, nous nous sommes intéressés aux effets des deux AHLs sur
la barnére intestinale in vivo chez la souns, afin de prendre en considération I’ensemble des
acteurs susceptibles d'agir sur cette fonction. Cette étude a été réalisée dans deux contextes : (1)
lors d'expositions de plusieurs semaines aux AHLs, permettant de prendre en compte un
éventuel effet sur le microbiote intestinal, et dans le cadre d'une colite inflammatoire
chimiquement indwite, (1) lors d'expositions courtes aux AHLs afin de s'affranchir d'une
modification de la composition et des propriétés du microbiote.

A. FEFFETS DES AHLS A SUR LA FONCTION DE BARRIERE INTESTINALE DANS
UN MODELE DE COLITE INFLAMMATOIRE CHEZ LA SOURIS

En collaboration avec Florian Chain de I'institut MICALIS (1I'Institut National de la Recherche
Agronomique, INRA  de Jouy-en-Josas), nous avons réalisé une séne de trois expériences nous
permettant de comparer les effets, 4 moven terme, des deux AHLs sur la fonction de
barriére intestinale i# vivo, dans un contexte de colite inflammatoire induite au Dextran
sulfate de sodium (DSS). Des difficultés d'optimisation des traitements nous ont amenés a
modifier les conditions et ne permettent donc pas de présenter les données de fagcon globale.
Les résultats des trois expériences sont donc présentés individuellement.

Les conditions expérimentales d'une prenuére expérience ont été fixées d'aprés un essai pilote,
antérieur a cette éfude et visant a étudier la modification de la composition du microbiote
mtestinal chez la souris aprés 3 semaines de gavages quotidiens a ' AHL 3-o0xo-C12 ou 3-oxo-
C12:2. Les résultats préliminaires de cette étude pilote avaient montré que I"adninistration de
I’AHL 3-0x0-C12 entrainait une augmentation des taux de Bacteroidetes tandis que I’ AHL 3-
0x0-C12:2 indwsait une augmentation dose-dépendante des taux de Firmucutes, phylum
bactérien diminué dans la dysbiose associée aux MICL

Les sours ont donc été gavées quotidiennement avec chacune des AHI s pendant deux semaines
avant de recevoir du DSS (2.5%) dans l'eau de boisson pendant 6 jours aprés lesquels une
pénode de récupération de 4 jours est abordée (Figure 27A). Les effets du DSS se tradwsent
comme attendu, au bout de plusieurs jours d'exposition, par une perte de poids (Figure 27B) et
l'activité de la maladie est quantifiée. Les résultats suggérent que I’adnimstration de I’ AHI. 3-
oxo-C12:2 tend a réduire la sévénté de la colite (calculée selon I'index d’activité de la maladie,
Figure 27C et 27D) et la dimunution de la longueur de colon induite par le DSS 2.5% (Figure
27E). Nous n’observons pas de différence de perméabilité in vivo au FD4, quelle que soit
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I’AHL adnministrée en combinaison avec une exposition au DSS, par rapport au groupe exposé
umquement au DSS (Figure 26F) et ces résultats sont en cohérence avec le score histologique
(évaluant l'altération de la muqueuse du colon et l'infiltrat inflammatoire, données non
montrées).

Il est important de noter la sévérnité de la colite inflammatoire indute dans cette premiére
expérience : de facon mattendue, une partie des sours du groupe Contréle+DSS 2 5% est morte,
la perte de poids a été importante et aucune reprise de poids n'a été observée pendant la phase
de récupération (Figure 27B). Ceci rendait difficile la mise en évidence d'éventuels effets
modulateurs des AHLs. Néanmoins, les résultats sur les effets potentiellement bénéfiques de la
3-0x0-C12:2 sur l'activité de la colite nous ont encouragés a poursuivre cette étude.
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Figure 27 : Colite inflammatoire induite au DSS (2.5%) chez la souris aprés 24 jours d'exposition a I'AHL
3-0x0-C12 ou 3-0x0-C12:2. (A) Schéma expérimental Tes AHLs (10mg/kg) ou DMSO (0.1% ; control) ont été
adminisirés par gavages intra-gastriques quofidiens pendant 24 jours. Aprés un pré-traitement de 14 jours, les
animaux onf €€ soumis ou non i une colite induite par DSS (2 5% dans l'eau de boisson) pendant 6 jours suivis
d'une période de récupération Les animaux ont été observes et pesés quotidiennement. Un score d'activité de 1a
colite (de 0 4 12) a été calculé sur 1a base du pourcentage de perte de poids, la consistance des selles et 1a présence
de sang dans les selles. Les animaux ont €té sacrifiés le 24éme jour, 4h aprés gavage de FITC-dextran 4kDa Le
sang et le colon ont été prélevés. (B) Evolution du poids et {C) score d'activité de la colite au cours du temps
(movenne = SD, =8 amimaux/groupe, exceptée la condition contréle+DSS pour laquelle n=4 suite 3 1a mort de 4
animaux). Test ANOVA a 2 facteurs, post-test de Tukey. **** P<<0.0001 vs. les conditions indiquées. (D) Aire
sous 1a courbe (AUC) du score d'activité de 1a colite rapportée aux nombres de jours de survie par animal {(moyenne
= SEM, n=8 animaux/groupe). (E) Longueur du colon et (F) perméabilité au FITC-Dextran 4kDa (FD4) mesurée
in vivo le 24® jour (moyenne + SEM . n=8 animaux/groupe, exceptée la condition conirdle+DSS pour laquelle n=4).
Pour (D, E et F) : Test de Kruskall-Wallis, post-test de Dunn. * P=<<0.05 ; ** P<0.01 ; *** P<0.001 ; ****P=0.0001
vs. Contréle ; #P=<0.01 vs. la condition indiquée.
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Dans un deuxiéme essai, nous avons donc réalisé en paralléle deux conditions de traitement an
DSS: 2.5% comme précédemment et une dose plus faible de 1.5%, avec l'objectif d'mdwire une
colite moins sévere et de pouvorr étudier les effets éventuellement modulateurs des deux AHLs.
Dans ce contexte et afin d'alléger le protocole expérimental, la période de gavages quotidiens
aux AHLs a été rédwte a 18 jours soit 6 jours de prétraitement d'AHLs avant 1'adnunistration
du DSS (Figure 28A).

La colite induite par le DSS a 2.5% était, comme dans le ler essai, plus sévéere qu'attendue (avec
des pertes de poids supéneure a 20% du poids de certains ammaux), ainsi seules les données
obtenues dans les conditions DSS a 1.5% sont présentées ici. Ces condifions ont permis
d'induire une colite modérée, mise en évidence par une perte de poids légére, inférieure a 10%
(Figure 28B), un score histologique de la colite supérieur au contréle (non montré), et un score
d'activité de la colite plus faible qu'en présence de 2.5% de DSS (Figure 28C). Les résultats
montrent que le score d'activité de la colite est plus important quand les souns recoivent l'une
ou l'autre des deux AHLs (Figure 28C), contrairement a nos observations du premuer essai.
Seule la combinaison de gavages par I'AHL 3-oxo-C12 avec la colite au DSS 1.5% diminue
significativement la longueur du colon, suggérant un role délétére de cette AHL (Figure 28D).
La perméabulité intestinale in vivo au FD4 tend a étre augmentée lors de l'exposition au DSS a
1.5%, et cette augmentation n'est pas modulée par I'une ou l'autre des AHLs (Figure 28E,
tnangles). A noter que m1 I'AHL 3-0x0-C12 m 3-0x0-C12:2 ne modifient ic1 la perméabilité
mtestinale in vivo en condifions basales (Figure 28E, ronds). De facon intéressante,
l'augmentation, par rapport au confrole, de la concentration dans le colon de l'enzyme
Myéloperoxydase (MPO), marqueur de I'nflammation, qui est induite par la colite au DSS
1.5% est mamtenue en combinaison avec I'AHL 3-oxo-C12, mais atténuée lors de I'exposition
a I'AHI. 3-ox0-C12:2 (Figure 28F).

Cette deuxuéme expérience nous a donc permuis de déterminer une condition de colite modérée
(DSS 1.5%). En revanche, ces résultats, notamment ceux concernant les effets potentiellement
bénéfiques de I'AHL 3-0xo-C12:2 sur l'activité de la maladie, contrastent avec ceux obtenus
précédemment.
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Figure 28 : Colite inflammatoire induite au DSS (1.5%) chez la souris aprés 18 jours d'exposition a I'AHL
3-0x0-C12 ou 3-0mo-C12:2. (A) Schéma expénimental Les AHIs (10mgkg) ou DMSO (0.1%) ont été
adminisirées par gavages intra-gastriques quotidiens tout au long de l'expénience pendant 18 jours. Les animaux
ont ét€ soumis ou non 3 une colite induite par DSS (1.5 %) aprés un pré-traitement de 6 jours aux AHLs ou DMSO
(control). (B) Evolution du poids et (C) score d'activité de 1a colite au cours du temps (moyenne + SD, n=8
animawx/groupe). Test ANOVA 3 2 facteurs, post-test de Tukey. ** P<0.01; *** P=0.001; **** P<0.0001 vs.
Contréle; * P<0.01; ¥ P<0.001; ¥ P=0.0001 vs. les conditions indiquées. (D) Longueur du colon. (E)
permeabilité m vive au FD4 mesurées le 18° jour. (F) Concentration de 1a myéloperoxydase (MPO) mesurée par
dosage ELISA (HycultBiotech, #HE210) dans des homogénats de colon. Pour (D, E, F) : moyenne + SEM, n=8
animanx/groupe. Test de Kmskall Wallis, post-test de Dunn. ** P<(0.01; *** P=0.001 vs. Contréle.

Dans un troisiéme et dernier essai, les AHLs ont été admimistrées pendant un total de 22 jours,
pour se rapprocher des conditions de la prenére expénience, et ce traitement a été associé avec
une exposition au DSS 1.5%, permettant d'induire une colite modérée (Figure 29A).

Comme le montrent la perte de poids (Figure 29B) et le score d'activité de la colite (Figure
29C), la colite est plus sévére dans les groupes auxquels l'une ou l'autre des AHLs sont
administrées par rapport au groupe Controle + DSS, bien que le score histologique soit
identique dans les trois groupes (non montré). De méme, la tendance a la diminution de la
longueur du colon, indute par le traitement DSS, semble légérement accentuée lors de
l'exposition aux AHLs (Figure 29D). En revanche, la concentration du marqueur inflammatoire
MPO dans le colon est identique dans tous les groupes exposés au DSS (Figure 29F). La
perméabilité intestinale in vivo au FD4 (Figure 29E) tend a étre augmentée lors de la colite an
DSS 15% (x2.2 vs. Controle) et cet effet est exacerbée lorsque I'AHL 3-o0xo-C12 est
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administrée (x5.8 vs. Contréle), alors que l'exposition a 'AHL 3-0x0-C12:2 ne le module pas.
Ces tendances sont simulaires aux effets des AHLs sur la perméabilité que nous avons observes
dans la lignée Caco-2/TC7.

Certaines différences observées en conditions basales (sans DSS) sont intéressantes a souligner
- 1a longueur du colon tend a étre augmentée dans le groupe ayant recu I'AHL 3-oxo-C12:2
(Figure 29D) et la concentration en MPO dans le colon est significativement diminuée dans le
groupe exposée a 'AHL 3-oxo-C12:2 par rapport au groupe controle (Figure 29G).
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Figure 29 : Colite inflammatoire induite au DSS (1.5%) chez la souris aprés 22 jours d'exposition a I'AHL
3-0x0-C12 ou 3-0mo-C12:2. (A) Schéma expénimental Les AHIs (10mgkg) ou DMSO (0.1%) ont été
adminisirées par gavages intra-gastriques quotidiens tout au long de l'expénience pendant 22 jours. Les animaux
ont ét€ soumis ou non i une colite induite par DSS (1.5%) aprés un pré-traitement de 14 jours aux AHLs ou DMSO
(control). (B) Evolution du poids et (C) score d'activité de 1a colite au cours du temps (moyenne + SD, n=8
animax/groupe). Pour (B et C) : Test ANOVA 3 2 facteurs, post-test de Tukey. * P=<0.05 ; ** P<0.01 ; ***
P<0.001 ; **** P<0.0001 vs. Contrdle ; * P<0.01 ; ¥ P<0.001 ; ** P<0.0001 vs. les conditions indiquées. (D)
Longueur du colon. (E) perméabilité in vivo au FD4 mesurées le 22® (F) Concentration de 1a myéloperoxydase
(MPO) mesurée par dosage ELISA dans des homogénats de colon en réponse aux AHls lors d'une colite
inflammatoire au DSS 1.5%. (G) Concentration de 1a MPO mesurée par dosage ELISA dans des homogénats de
colon en réponse aux AHLs uniquement. Pour (D, E F ) : moyenne + 5EM, n=8 ammaux/groupe. Test de
Emskall Wallis, post-test de Dunn_ * P=10.05 vs. Conirdle.
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Pour conclure, les difficultés expérimentales inhérentes a ce modéle de colite
inflammatoire n'ont pas permis d'obtenir des résultats reproductibles pouvant démontrer
de facon claire des effets des AHLs sur la barriére intestinale in vive en situation

pathologique.

B. EFFETS A COURT-TERME DES AHLS SUR LA FONCTION DE BARRIERE
INTESTINALE

En paralléle de notre collaboration avec I'mstitut MICALIS, nous nous sommes intéressés aux
effets des AHLs sur la bameére infestinale chez la souris a court-terme (en l'absence
d'éventuelles modifications majeures du microbiote intestinal comme ce pourrait étre le cas
aprés plusieurs semaines d'exposition aux AHLs) et en conditions non pathologiques. Suite a
nos observations dans les cellules Caco-2/TC7, nous avons souhaité déternminer si1 nous
pouvions mettre en évidence un impact sur la perméabilité intestinale que nous avons mesurée
ex vivo en chambres de Ussing, permetftant d'analyser spécifiquement certains segments
mtestinaux mais également de pouvoir ajouter ex vivo des trartements ou stimuli.

En premuére approche, nous nous sommes demandés si1 un traitement court par les AHIs
pouvait modifier la perméabilité mtestinale dans 1léon ou le colon. Les AHLs ont été
administrées (10mg/kg) par gavages imtra-gastriques pendant 2 jours, durée qui correspond a
celle des traitements in vifro dans la hpnée Caco-2/TC7. Comme attendu, la perméabilité
mesurée dans le colon est légérement inférieure a celle de I'léon. Les résultats de cette
expérience montrent qu'aucune des AHLs ne modifie la perméabilité au FD4 mesurée ex vivo
dans l'lléon (Figure 30A) ou dans le colon (Figure 30B), méme si on observe une légére
tendance vers une diminution de la perméabilité 1léale en présence de 'AHL 3-ox0-C12:2.

Dans un second temps, nous avons cherché a savoir s1 les AHLs pouvaient moduler une
augmentation de perméabilité induite par un stimulus apporté ex vive dans la chambre de
Ussing. Des expénences d'optinisation ont mis en évidence que les cytokines IFNy et TNFa
n'indwmsent pas d'augmentation de perméabilité 1léale ou du colon dans ce modéle expérimental
dans lequel les tissus ne sont analysés que pendant quelques heures (données non montrées).
En revanche, le chélateur de calcium EGTA mduit en quelques minutes une ouverture des
jonctions mtercellulaires et une anugmentation de permeéabilité épithéliale (Ghezzal ef al. 2019).
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Aprés avoir confirmé cet effet rapide, nous avons choisi ce stimulus comme 'challenge' ex vivo,
en combinaison avec chacune des AHLs, adnimistrées en prétraitement chez les souris par voie
orale pendant 2 jours puis également ajoutées ex vivo dans les chambres de Ussing. Nous nous
sommes focalisés sur la perméabilité de I'lléon, segment pour lequel nous avons les résultats
les plus satisfaisants dans nos essais d'optinusation. On peut remarquer que la perméabilité
iléale au FD4 tend a étre légérement augmentée en présence de 3oxo-C12, mais également en
présence de 3-0x0-C12:2 (Figure 30C), cette dermiére observation étant contradictoire avec nos
données in vitro. Nos résultats montrent que 'augmentation de perméabilité au FD4 dans I'lléon
mdute par 'EGTA (x6.3 vs. Controle) n'est modifiée par aucune des deux AHLs (Figure 30C).

A. Permeabiite: or vavo auH 1C-Dextran Sda B‘ Permeésbilite o0 wio i ATC Dexdran el c Permeablits o vivo i FITC-Desdran 240w
e Fikeon dus coloni — de Fileon
IO, 2 o0e . * . .
E i y é o * ‘ E =
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Figure 30 : Perméabilité intestinale mesurée ex vive aprés 2 jours d'exposition aux AHTs 3-0x0-C12 ou 3-
0x0-C12:2. Les souris ont regu un gavage infragasirique pendant 2 jours consécutifs avec chacune des AHls
(10mg/kg) ou du DMSO (0.075%). (A) Perméabilité de I'lléon ou (B) du colon au FITC-Dextran 4kDa (FD4)
mesurée en chambre de Ussing. Les résultats sont exprimes par 1a pente du passage du FD4 de la chambre luminale
vers 1a chambre séreuse (moyenne = SEM. n=60 animawx/groupe). Test de EKmskall Wallis, ns. (C) Permeéabilité
iléale au FD4 mesurée en chambre de Ussing Les échantillons ont été ou exposés ou non &x vive au pole lnminal
pendant 1h45 au chélateur de calcium EGTA (5mM), en combinaison avec chacune des AHL s (150pM) ou DMSO
(0.075%). Les résultats sont exprimés par la pente du passage du FD4 de 1a chambre lnminale vers la chambre

sérense (moyenne = SEM, n=6 animawx/groupe). Test de Kmiskall Wallis, post-test de Dunn ** P<0.01 vs.
contrile.

Ainsi, ce modéle expérimental permet de mettre en évidence des effets immeédiats sur la
permeéabilité du tissu intestinal tels que ceux induits sur les jonctions intercellulaires par
le chélateur de calcium EGTA mais ne nous a pas permis de confirmer les effets opposés
des AHLs 3-0x0-C12 et 3-0x0-C12:2 que nous avons mis en évidence sur des entérocytes

en culture.

132



DISCUSSION & PERSPECTIVES

DISCUSSION &
PERSPECTIVES

133



DISCUSSION & PERSPECTIVES

Mon projet de thése avait pour but de déternuner les effets sur la fonction de barriére
intestinale d'une nouvelle molécule du quorum sensing, I' AHL. 3-0x0-C12:2, récemment
mise en évidence dans 1'écosystéme intestinal humain. Nous les avons comparés a ceux de
I’AHL 3-0x0-C12, dont les effets sur I'hdte avaient déja fait I'objet de travaux, mais qu n'avait
jamais été étudiée dans un contexte mumant I'inflammation et l'altération de la bamére
épithéhiale dans les MICL

I. STRATEGIE DE L'ETUDE DU ROLE DES AHLS SUR LA BARRIERE
EPITHELIALE & MECANISMES IMPLIQUES

Notre travail a pernus de confirmer dans les cellules Caco-2/TC7 le réle perturbateur de ' AHL
3-0x0-C12 sur la barnére épithéliale (notamment par la déstructuration des jonctions serrées),
observé dans plusieurs études (Eum ef al. 2014; Schwarzer ef al. 2014; Vikstrom et al. 2010;
Vikstrom et al. 2009; Vikstrom ef al. 2006). Cette étude a également montré pour la premiére
fois que cette AHL peut exacerber des effets délétéres de différents stimuli, dont les cytokines
pro-inflammatoires IFNy et TNFa, sur la perméabilité paracellulaire et la mort des cellules
épithéhiales. Ces résultats sont en accord avec les évidences que la bacténe pathogéne
opportuniste P. aeruginosa profite d'une fragilisation des barnéres épithéhales pour infecter
I'hote a I'arde de divers mécamismes (Golovkine ef al. 2017). A I''nverse, nous avons pu montrer
que 'AHL 3-ox0-C12:2 peut contrecarrer l''mpact néfaste des cytokines sur I'intégnité des
jonctions serrées. Nous avons ainsi mus en évidence dans un modéle in vifro de barnére
épithéhiale dune part des effets distincts des deux AHLs a I'état basal, et, d'autre part, des

effets opposés dans un modéle mimant les conditions inflammatoires des MICL

Bien que I'AHL de P. aeruginosa n'ait pas été détectée dans I'écosystéme mtestinal humain dans
l'étude précédente du laboratoire (Landman et al. 2018), I'intérét d'inclure dans ce projet I'AHL
3-0x0-C12, en comparaison avec I'AHL 3-0xo-C12:2, reposait sur la structure identique des
deux molécules, a 'exception de deux insaturations. En effet, P. aeruginosa n'étant m une
bactérie commensale m un pathogéne spécifiquement intestinal, 1l n'est pas surprenant de ne
pas détecter la 3-oxo-C12 parmu les AHILs les plus représentées dans l'intestin humain
Néanmoins, P. aeruginosa, pathogéne opportumiste particuliéfrement présent en mulien
hospitalier, est retrouvée dans les selles de sujets sains (Kerckhoffs ef al. 2011; Estepa et al.
2014; Rmiz-Roldan et al. 2018) ou chez les sujets hospitalisés comme le suggérent plusieurs
études épidémiologiques (Stoodle et al. 1970; Thuong et al. 2003; Vuotto ef al. 2013). Par
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ailleurs, bien que P. aeruginosa évolue dans des milieux aérobies, 1l a été montré que la bacténe
peut établir des biofilms anaérobies, structures dont la formation est contrdlé par le quorum
sensing (Yoon ef al. 2002). De plus, cette bactérie ubiquitaire est responsable de nombreuses
infections et 1l est donc intéressant d'étudier dans un contexte mflammatoire le role d'une des
molécules du QS participant a sa virulence.

Enfin, I'AHL 3-0x0-C12 est I'une des molécules du quorum sensing (QS) les plus étudiées et
les mieux décrites et constitue donc une référence indispensable, notamment concernant les
mécanismes potentiellement impliqués, dans 1'étude de I'AHL structurellement proche 3-oxo-
C12:2, pour laquelle trés peu de données existent.

Une des questions, qui reste encore ouverte a ce jour, est la source naturelle de la 3-oxo-
C12:2, 1dentifiée comme AHIL. majoritaire dans les selles humaines (Landman et al. 2018).
Comme présenté en introduction (partie III.C 1), les seules bacténes intestinales connues ayant
un systeme de QS mcluant la synthése et la reconnaissance d'AHLs sont les entéropathogénes
Yersinia enterocolitica et Y. pseudotuberculosis (Atkinson ef al. 1999; Throup et al. 1995). La
présence de 'AHL 3-ox0-C12:2 dans les échantillons étant associée a une abondance plus
importante de bactéries du phylum des Firmicutes, des recherches d'homologues des génes de
synthase d'AHLs dans les bacténies de ce phylum avaient été effectuées mais n'avalent pas
about: a des résultats probants (Landman ef al. 2018). En effet, les bacténies capables de
synthétiser des AHLs avec une double insaturation sur la chaine carbonée sont rares et
appartiennent surtout au groupe des bactéries marines Roseobacter (Ziesche et al. 2015). Une
étude récente a montré que plusieurs souches du groupe Roseobacter, 1solées en milieun marin,
produisent une AHL. a 12 carbones et deux msaturations (3-oxo0-C12:2), qu posséde une
activité QS démontrée dans la souche rapportrice Pseudomonas putida (Ziesche et al. 2018).
Etant donné sa structure rare, I'hypothése de I'équipe est que I'AHL 3-oxo0-C12:2 serait issue
d'une chaine de transformations impliquant plusieurs bactéries. Nous ne disposons pas de
bacténie(s) candidate(s) comme productrice(s) de cette AHL. Néanmoms, des systémes de
culture d'un microbiote humain stable et complexe comme le SHIME® (Simulator of the Human
Intestinal Microbial Ecosystem), dont notre laboratoire sera prochainement équpé, pourrait
permettre de mieux définir des groupes de bacténes pouvant étre la/les source(s) de I'AHL 3-
oxo-C12:2.

La concentration de I'AHIL 3-0x0-C12 in vivo varie selon la niche écologique de P. aeruginosa.

Ainsi elle est faible dans les expectorations de patients atteints de mucoviscidose, de l'ordre de
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1 a 22nM (Enickson ef al. 2002) tandis qu'elle peut atteindre une concentration de 300-600puM
dans des biofilms (Charlton ef al. 2000), lesquels ont été mis en évidence dans les poumons de
malades de la mucoviscidose (Singh ef al. 2000).

Plusieurs études in vifro reportent un effet anti-inflammatoire sur des cellules immunitaires a
des concentrations comprises entre 1 et 55uM (Bao ef al. 2017, Hoo1 et al. 2004; Kravchenko
et al. 2008; Ritchie ef al. 2005) bien que les résultats d'un autre groupe soient contradictoires
(Telford ef al. 1998). Les données de différentes études convergent en revanche vers un role
pro-inflammatoire de ' AHL 3-ox0-C12 dans des modeéles in vifro de fibroblastes ou de cellules
épithéhiales (Jahoor ef al. 2008; Shiner ef al. 2006; Smith ef al. 2001; Smuth ef al. 2002) ou bien
chimiotactiques sur des neutrophiles (Karlsson ef al. 2012a; Wagner ef al. 2007, Zimmermann
et al. 2006). Le travail de notre laboratoire, dans le cadre du projet de thése d'Agathe Peyrottes,
a permis de montrer que 'AHL 3-0xo0-C12 exerce des effets anti-inflammatoires de 1 a 10pM
dans les cellules Caco-2/TC7 (Thése d'Agathe Peyrottes 2019). De facon intéressante, ce travail
a également montré que la nouvelle AHI. 3-0x0-C12:2 exerce aussi des effets anti-
mflammatoires jusqu'a la concentration de 50uM (Thése d'Agathe Peyrottes 2019). Enfin
toutes les études in vifro ayant mis en évidence l'altération des jonctions serrées et de la barnére
épithéhiale par 'AHL 3-0x0-C12 ont employé des concentrations comprises entre 100 et 200pM
(Schwarzer ef al. 2014; Vikstrom et al. 2010; Vikstrom et al. 2009; Vikstrom et al. 2006) ou
200 a 400uM (Eum ef al. 2014).

Nous avons ainsi pu nous appuyer sur les données de 1'équipe et celles de la littérature portant
sur I'AHL 3-0xo-C12 pour le choix de la concentration des AHLs (150puM) employée in vifro
dans la lignée Caco-2/TC7. Nos résultats ont néanmoins pernus d'aller plus loin et de montrer
que l'impact délétére de 'AHL 3-ox0-C12 semble dose-dépendant (et ne survient pas a
faible dose) dans la lignée Caco-2/TC7, tandis que I'AHL 3-0x0-C12:2 protége les jonctions
serrees dés 10uML

Bien qu'il ait été montré que 'AHL 3-0xo-C12 pénétre en quelques minutes dans les cellules
eucaryotes (Ritchie et al. 2007; Wilhams ef al. 2004), peu d'études se sont intéressées a la
stabilité et au devenir des AHLs, dont le noyau lactone est sensible a la dégradation ou a
I'hydrolyse (Figure 18). Notre laboratoire (Thése d'Agathe Peyrottes 2019) a montré que les
deux AHIL s se dégradent en quelques heures dans un milieu de culture a 37°C, n'ayant pas été
en contact avec des cellules : la demu-vie de I'AHL 3-0x0-C12 est de 3.8h et celle de 'AHL 3-
0x0-C12:2 de 4.8h, plus de 90% des produits de dégradation aboutissant a une forme avec un
noyau lactone ouvert. En revanche, en contact avec les cellules Caco-2/TC7, aprés une entrée

136



DISCUSSION & PERSPECTIVES

rapide dans les cellules, la forme ouverte des deux AHLs prédomine en quelques minutes
(Thése d'Agathe Peyrottes 2019).

Les mammiféres expriment des protéines de la famille des PON (Furlong et al. 2016), enzymes
a activité lactonase, quu peuvent hydrolyser le noyau lactone des AHLs (Teiber ef al. 2008). Il
a été montré que les cellules de la lignée Caco-2 exprniment les trois génes codant les PONs et
sécrétent PON-1 au pdle basolatéral et PON-2 au pole apical (Shanur ef al. 2005); nous avons
constaté que le clone Caco-2/TC7 exprime les génes PON-2 et PON-3 (d'aprés des données non
montrées d'analyse par RT-qPCR).

Nous avons donc choisi de traiter systématiquement les cellules avec l'inhibiteur des PON, la
2-HydroxyQuinoline (2HQ), afin de pouvoir étudier les effets des AHLs sur la barneére in vifro
en linmitant leur dégradation par les PONs, et toutes les données présentées ont été reéalisées dans
ces conditions. Néanmoins, nous avons voulu détermuner si les effets des deux AHLs étaient
différents lorsque l''nhibiteur 2HQ n'était pas présent, en supposant que les PON exprimées
puissent hydrolyser les AHLs : les trois expéniences indépendantes réalisées ont montré des
résultats discordants et nous n'avons pas pu conclure. Alors que certaines études montrent que
I''ntégnité du noyau lactone est requise pour observer les effets in vifro de 'AHL 3-oxo0-C12
(Kravchenko et al. 2006) ou d'analogues (Chhabra et al. 2003), les résultats de plusieurs
groupes montrent au contraire que I'hydrolyse du noyau lactone par PON2 est nécessaire pour
observer les effets de ' AHL sur l'acidification cellulaire (Horke ef al. 2015) ou l'apoptose (Tao
et al. 2016; Zhao ef al. 2016). Eu égard aux données du laboratoire montrant que 90% de la
quantité de I''mhibiteur 2HQ ajouté dans le milien de culture reste extracellulaire, 1l a été proposé
que le noyau lactone intact contribue a faciliter I'entrée dans les cellules de 'AHL., quu, subissant
une hydrolyse spontanée ou enzymatique, est piégée dans le compartiment intracellulaire et y
exerce ses effets biologiques (These d'Agathe Peyrottes 2019). Il reste toutefois a clanfier
quelle(s) forme(s) des AHLs sont biologiquement actives.

En collaboration avec Jean-Maurice Mallet (Laboratoire des biomolécules, département de
Chimie de 'Ecole Normale Supérieure) et grice au travail de synthése chimique d'Agathe
Peyrottes, nous avons mus au point plusieurs analogues des AHLs non hydrolysables ou plus
efficaces d'un point de vue biologique dont certains font l'objet d'un brevet (FR 1911861) et
dont les effets sur la fonction de barmére et sur I''nflammation sont en cours d'étude.

L'existence d'un ou plusieurs récepteurs (membranaires ou intracellulaires) de I'AHL 3-oxo-
C12 pouvant médier ses divers effets sur les cellules eucaryotes reste ambigué. Alors que des

études montrent que I'AHL se lie au facteur de transcription PPARy (Cooley ef al. 2010) et
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mhibe in vitro sa hiaison a I'ADN (Jahoor ef al. 2008), un autre groupe montre que les effets de
I'AHI. sont indépendants de PPARy (Glucksam-Galnoy et al. 2013). Plusieurs études
soulignent un réle protecteur de l'activation de PPARYy par des agonistes sur les jonctions serrées
et la fonction de barmére intestinale in vive (Ponferrada et al. 2007; Ramakers ef al. 2007; Zhao
et al. 2018) et in vitro dans des cellules épithéliales (Ogasawara et al. 2010; Zhao et al. 2018)
ou endothéliales (Huang et al. 2009). Etant donné la possibilité que ce facteur de transcription
soit un mteractant d'AHL et au vu de nos résultats ayant montré un role stabilisateur et
protecteur de ' AHL 3-oxo-C12:2 sur les jonctions serrées in vifro, 1l serait intéressant d'étudier
I'éventuelle implication de PPARY, dont I'expression est diminuée dans la RCH (Dubuquoy
et al. 2003). Evaluer si I'expression de génes cibles de PPARy est modifiée en réponse a I' AHL
3-0x0-C12:2 ou bien s1 les effets protecteurs de I' AHL sont réprimés en présence d'antagonistes
de PPARY pourrait apporter des éléments de réponse. Néanmoins, étant donné que nos résultats
ont montré que les AHLs ne modifient pas le niveau de transcrits des génes codant les protéines
de jonctions serrées, cette piste moléculaire ne semble pas la plus probable.

Le récepteur au goiit amer T2R38 est également un interactant identifié de 'AHL. 3-0oxo0-C12
(Gaida et al. 2016; Maurer ef al. 2015), bien que cela soit contesté (Verbeurgt ef al. 2017). Nos
expériences pilotes d'inhibition de T2R38 (non montrées) n'ont pas apporté d'éléments en
faveur de I''mplication de ce récepteur dans les effets observés sur la barmére épithéliale dans
nos conditions.

Plusieurs études montrent que I'AHL 3-ox0-C12 interagit avec la protéme IQGAP1 et diminue
son expression (Karlsson ef al. 2012b ; Gaida ef al. 2016; Kumar ef al. 2018). IQGAP1 est une
protéine d'échafaudage du cytosquelette (Abel ef al. 2015) qu mteragit avec de nombreuses
protéines d'adhésion cellule-cellule, notamment des jonctions adhérentes (Hedman et al. 2015),
et constiftue donc un bon candidat dans notre contexte d'étude. Cependant, des résultats
préliminaires montrant que son expression et sa localisation ne sont pas modifiées en réponse
aux AHLs, amsi que I'absence d'outils permettant de montrer une interaction avec I' AHL 3-oxo-
C12:2, ne nous ont pas amenés a poursuivre dans cette vole.

Un groupe étudiant les propniétés de lhiaison de 'AHL 3-oxo-Cl2 avec les membranes
plasmuques propose que cette interaction soit médiée par un récepteur membranaire (Davis ef
al. 2010). Des données de notre équipe, 1ssues d'expériences de compétition dans la lignée
Caco-2/TC7, montrent que la localisation membranaire de 'AHL 3-0xo-C12 couplée a un
fluorochrome est atténuée en présence de 'AHL 3-oxo-C12:2, suggérant que les deux AHLs

ont des interactants ou récepteurs membranaires communs (Thése d'Agathe Peyrottes
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2019). Aunsi, la mise au point de dérivés de ' AHL 3-0x0-C12:2 couplés a un fluorochrome
ou i la biotine, dont nous ne disposons pas actuellement et qui existent pour I'AHL 3-ox0-C12,
serait un oufil déterminant dans l'identification de partenaires protéiques de cette nouvelle
AHI.

II. STABILITE & ENDOCYTOSE DES JONCTIONS SERREES

L'un des résultats majeurs de notre étude est la nuse en évidence d'un effet bénéfique de 'AHL
3-0x0-C12:2 sur les jonctions serrées et sa capacité a stabiliser les protéines de ces complexes
au mveau des contacts cellule-cellule.

L'internalisation des complexes jonctionnels est un des mécamsmes de déstabilisation
physiopathologique des jonctions intercellulaires qui survient en réponse a l'inflammation
mtestinale (Ivanov ef al. 2010; Lechuga ef al. 2017). L'endocytose des protéines
transmembranaires (TM) des jonctions serrées peut s'exécuter selon différentes voies (Utech et
al. 2010) : l'endocytose clathnne-dépendante est impliquée dans l'internalisation de la E-
Cadheérine, de la Tricelluline et de I'Occludine (Fletcher et al. 2012; Ivanov et al. 2004; Yamaki
et al. 2014), cette dermére étant aussi endocytée par la voie cavéoline-dépendante (Marchiando
et al. 2010; Schwarz et al. 2007; Shen ef al. 2005) et par macropinocytose (Bruewer et al.
2005). Suite a leur mternalisation, les protéines TM de jonctions peuvent entrer dans la voie de
dégradation mais également étre recyclées a la membrane (Stamatovic ef al. 2017), comme cela
a été montré pour I'Occludine (Yamaki ef al. 2014). En outre, plusieurs études ont montré que
''nternalisation de I'Occludine survient en réponse aux cytokines pro-inflammatoires TNFa
et/ou IFNy in vifro (Bruewer et al. 2005, Wang ef al. 2005; Utech ef al. 2005) et in vivo
(Clayburgh et al. 2005; Su ef al. 2013).

L'ubiquitination est I'une des modifications post-traductionnelles les plus répandues et la
diversité du 'code ubiquitine' lm confére un réle dans de nombreux processus cellulaires
(Swatek ef al. 2016), y compris dans I'endocytose et le trafic de protémes transmembranaires
(Foot et al. 2017 Piper et al. 2014; Tanno et al. 2013). Peu d'études se sont intéressées a
l'ubiquitination des protémes de jonctions serrées et la majorité des fravaux a porté sur des
modifications de 1'état de phosphorylation de ces protéines, modifiant la stabilité des jonctions
serrées (Van Itallie ef al. 2018). Par exemple, la phosphorylation de 1'Occludine a été largement
étudiée, et de nombreux sites de phosphorylation ont été identifiés (Dorfel ef al. 2012). La
phosphorylation de certains résidus favorise sa localisation jonctionnelle et leur
déphosphorylation corréle avec une perméabilité augmentée dans plusieurs études in vifro
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(Farshon et al. 1999; Tsukamoto et al. 1999; Wong 1997), tandis que la phosphorylation
d'autres acides aminés déstabilise les complexes jonctionnels (Antonett ef al. 1999; Dorfel et
al. 2013). On peut mentionner qu'une seule étude suggére que la Tricelluline est aussi
phosphorylée (Ikenouch ef al. 2005).

De facon intéressante, trois études portant respectivement sur la Claudine-1, la E-Cadhénne et
'Occludine établissent un lien entre la phosphorylation de ces protéines TM et leur
ubiquitination qu régule leur endocytose et leur frafic (Fujita ef al. 2002; Murakam ef al.
2009; Shiomi ef al. 2015).

Nos résultats ont montré que les cytokines IFNy et TNFa mdwsent une augmentation de
I'ubiquitination de 1'Occludine et Tricelluline aux contacts cellule-cellule, et que I'AHI. 3-oxo-
C12:2 peut suppnmer ou atténuer cet effet L'accumulation des formes ubiquitinylées de
I'Occludine et de la Tricelluline lors de I'nhibition de l'endocytose (via I'inhibition de la
dynamine) suggére que l'ubiquitination de ces deux protéines survient & la membrane
plasmique et qu'elle peut médier leur endocytose en réponse aux cytokines. Utiliser des
mhibiteurs spécifiques des différentes voies de l'endocytose permettrait de mieux discriminer
celles imphquées dans nos conditions. De plus, la fraction endocytée de 1'Occludine peut étre
stockée, en fonction de son devemr, dans divers compartiments du frafic intracellulaire (Ivanov
et al. 2004; Stamatovic ef al. 2017) et également recyclée 4 la membrane (Ivanov et al. 2004;
Stamatovic et al. 2017; Yamaki et al. 2014). Etudier la co-localisation des formes
ubiquitinylées de I'Occludine ou Tricelluline avec des marqueurs des différents compartiments
(endosomes précoces ou tardifs, lysosomes) apporteraient de nouvelles informations sur les
meécanismes cellulaires de déstructuration des jonctions serrées par les cytokines IFNy et TNFa.
La E3-ubiquitine-ligase Nedd4-2 interagit avec 1'Occludine, régulant son mnternalisation et
'augmentation de perméabilité associée (Raitkwar ef al. 2010) et I'Occludine et la Tricelluline
sont toutes deux ubiquitinylées par la E3-Ubiquitine-higase Itch (Jennek et al. 2017; Traweger
et al. 2002). Nous avons montré que cette dermére interagit a la membrane plasmique avec
I'Occludine et la Trcelluline et que leur interaction, qui est augmentée en présence des
cytokines IFNy et TNFa, est modérée par I'AHL 3-oxo-C12:2. Nous avons confirmé cette
mteraction par des méthode biochimques d'immunoprécipitation et Western-blot (données non
montrées). Nous proposons que I'AHI. 3-0x0-C12:2 exerce des effets protecteurs sur
l'intégrité des jonctions serrées en modérant l'ubiquitination de 1'Occludine et de la
Tricelluline induite par les cytokines et médiée par Itch, prévenant ainsi leur endocytose.
Nous n'avons pas éfudié ''mplication d'autres ubiquitine-ligases (comme Nedd4-2) dont 1l serait
mtéressant de déterminer s1 le profil d'interaction avec les protémes de jonctions est le méme.
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Dans nos expériences complémentaires, nos résultats préliminaires (non montrés) n'ont pas
mdiqué une modification de la quantité ou de la localisation de la protémne Itch en réponse a
I'AHI. 3-0x0-C12:2, ne permettant pas d'identifier une piste de mécanisme cellulaire
expliquant la modulation de l'interaction d'Itch avec 1'Occludine ou Tricelluline. 1l faut
préciser que notre étude in vifro est entiérement réalisée sur des protémes endogénes rendant
donc certames approches de biologie cellulaire difficilement exploitables. Ainsi, la mise au
point d'outils techniques permettant l'identification d'interactants de 'AHL 3-oxo0-C12:2
(comme des formes couplées a un fluorochrome ou biotinylées) sera une stratégie indispensable

pour aller plus loin dans la caractérisation des mécanismes protecteurs de cette nouvelle AHIL..

Un défaut de barriére, notamment une perméabilité intestinale augmentée et une altération des
jonctions intercellulaires, est une des caracténistiques majeures des MICI et ne se limite pas a
ces pathologies (Choi ef al. 2017; Odenwald ef al. 2013) (Tableau 3, p. 45). Qu'ils aient un réle
causal ou bien qu'ils soient une conséquence de la physiopathologie des MICT, la déstabilisation
des jonctions intercellulaires et un défaut de barmére intestinal participent au maintien et a
l'aggravation de l'inflammation de la muqueuse intestinale en permettant un passage accru de
macromolécules notamment d'origine microbienne (Figure 14, p. 48, (Neurath 2014)).

Cibler les jonctions serrées comme moyen de 'restaurer’ la barriére a été suggéré par plusieurs
études exploitant I''nhibition pharmacologique de la ML.CK, dont l'expression et l'activité
enzymatique sont augmentées dans les MICI (Blair ef al. 2006), et qui ont montré que cette
stratégie prévient in vivo la déstructuration des jonctions serrées et l'augmentation de
perméabilité, amnsi que la sévénté de la colite subséquente (Clayburgh ef al. 2005; Liu ef al.
2013). Néanmoins, étant donné que I''soforme longue de la MLL.CK, exprimée dans les épithélia,
possede le méme domaine catalytique que l''soforme courte, exprimée dans les muscles lisses
(He ef al. 2020), l''mhibition pharmacologique de l'activité de la kinase comme stratégie
thérapeutique reste inapplicable a ce jour. Cependant, un travail récent a montré l'efficacité
d'une petite molécule (nommée Divertin) contre l'altération de la barnére in vifro et la colite in
vive en bloquant le recrutement du variant épithélial MLCK1 au mveau de la ceinture d'actine
confractile (Graham et al. 2019). Une étude récente a exploré in vifro le role des deux molécules
chimiques ECU et ML.327 (imtialement connues comme des stimulateurs de I'expression de la
E-Cadhérine) : les résultats montrent que les effets protecteurs contre l'altération de la barnére
mdute par 'TFNy et le TNFa dans plusieurs lignées épithéliales sont, entre aufres, dus a
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I'!mlibition de l'endocytose des protéines jonctionnelles et de I'apoptose, indépendamment de
l'expression de la E-Cadhérine (Cao ef al. 2020).

Ces données mettent en avant la perspective thérapeutique que pourraient constituer les
molécules chimiques pour lesquelles des propriétés de renforcement des jonctions serrées
seraient démontrées. Au regard des effets protecteurs de 'AHL 3-oxo-C12:2 que nous avons
démontrés sur les jonctions serrées, ces approches encouragent a poursuivre 1'étude de
molécules du QS ou d'analogues dans le contexte des MICI afin de mueux caracténser leurs

effets sur I'ensemble des acteurs de la barriére intestinale.

III. BARRIERE INTESTINALE, REPARATION & INFLAMMATION

En conditions physiologiques dans 'intestin, I'extrusion des cellules épithéliales participe a
maintemr 'intégrité de la monocouche sans rupture de la barmére (Gaghardi ef al. 2019). En
revanche, l'extrusion massive et la mort des cellules épithéliales (entre autres par apoptose)
(Blander 2018; Delgado ef al. 2016), induites par les cytokines pro-inflammatoires comme le
TNFa, participent a l'altération de la barnére intestinale dans les MICI (Zeissig ef al. 2004,
Zeissig et al. 2007) amnsi que dans des modéles in vifro (Gitter ef al. 2000) et in vivo (Su ef al.
2013).

Alors que nous avons montré in vitro que 'AHL 3-ox0-C12 potentialise de fagcon trés marquée
les effets des cytokines IFNy et TNNFa sur la perméabilité paracellulaire, nos résultats
concernant 1’altération de 1’mtégnité des jonctions intercellulaires n’ont pas montré clairement
une exacerbation des effets délétéres des cytokines par 'AHL sur les jonctions. Ayant postulé
que cet effet synergique pourrait étre médié par une augmentation de la mort cellulaire et/ou de
I'extrusion des cellules épithéliales, nos résultats complémentaires basés sur l'ufilisation
d'mhibiteurs des caspases ou de la kinase ROCK suggérent que la mort cellulaire par apoptose
- et 'extrusion dans une moindre mesure - concourent au passage non controlé de
macromolécules dans des conditions inflammatoires et sous 1'effet de I’ AHL 3-oxo-C12 de
P. aeruginosa. En accord avec les nombreuses démonstrations du role pro-apoptotique de cette
molécule (Tableau p. 67-68), ces données 1llustrent le fait que P. aeruginosa exploite par divers
movyens, dont le QS, les points fragiles de la barnére épithéhale pour s'y introduire (Golovkine
et al 2016).

Par ailleurs, la mise en évidence d'une augmentation de l'apoptose et de l'extrusion dans nos
conditions inflammatoires nous a conduit a fawre I'hypothése que la perte de contrdle du
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passage de macromolécules, lors de cette rupture de barriére, masque les effets
protecteurs de I'AHL 3-0x0-C12:2 sur les jonctions serrées, empéchant ainsi de démontrer

un effet bénéfique an niveau fonctionnel de cette nouvelle molécule.

Les protéines de jonctions serrées sont elles-meémes des cibles de 1'apoptose, qu peut donc
également par ce biais participer a la rupture de la barmére épithéhale : 1'Occludine et la
Tricelluline subissent toutes deux un clivage caspase-dépendant (au niveau de leur domaine
cytoplasmique C-terminal), induisant leur dissociation des contacts cellule-cellule (Bojarsk: et
al. 2004; Janke et al. 2019). La fragmentation de I'Occludine (et de ZO-1 et ZO-2) survient en
réponse a divers mducteurs de I'apoptose dont le TNFa (Bojarski ef al. 2004). Notre étude par
Western-blot automatisé de ces protéines des jonctions serrées ne nous a pas pernus d'analyser
I'éventuelle présence de fragments clivés. Il serait intéressant d'étudier s1 le clivage de
'Occludine et de la Tricelluline est impliqué dans les effets des cytokines IFNy et TNFa que
nous observons et s1 'AHL 3-oxo-C12:2 peut moduler la fragmentation de ces protéines,
stabilisant ainsi leur présence a la membrane.

Aprés des dommages importants de la muqueuse intestinale, une succession d'événements
permettent de rétablir I'intégrité épithéliale : (1) la contraction des villosités rédwsant la surface
a réparer, (1) la mugration des cellules épithéliales pour recouvrir la lame basale exposée
(processus appelé la restifution épithéhiale), et enfin (111) la fermeture de 'espace paracellulaire
par le réassemblage des jonctions serrées (Blikslager ef al. 2007). L'AHL 3-0xo0-C12 module la
mugration de cellules épithéliales dans un essai1 in vifro de 'wound healing’' (Karlsson et al.
2012b). Il serait donc intéressant d'étudier les propnétés de I'AHIL. 3-oxo-C12:2 sur les
processus de migration et de comblement des bréches épithéliales.

Les études de la barmére mtestinale dans des modéles complémentaires tels que les organoides
mtestinaux permettent d'intégrer les différents types de cellules épithéliales (Pearce ef al.
2018a; Sato ef al. 2009). Ces modéles semblent particuliérement utiles dans le contexte des
MICI dans lesquelles les mnteractions entre les différents acteurs de I'intestin sont des éléments
clés de la physiopathologie et peuvent permettre de mieux discrinuner la participation de
chacun, par rapport aux modeles in vivo (Pearce ef al. 2018b). Dans le cadre de notre étude, ce
modele est intéressant puisqu'il permet également d'étudier les phénoménes de mort cellulaire
et/ou restitution de I'intéprité de la barnére dans un modéle épithélial en 3D, en réponse a I'TFNy
(Bardenbacher et al. 2019; Farin et al. 2014) et aux AHLs, dans nofre cas.
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Nous avons constaté que les AHLs 3-0xo-Cl12 et 3-oxo-C12:2 indwmsent l'amrét du
développement des organoides a un concentration élevée (150uM) et que I'TFNy conduit a la
mort des organoides au-dela de 1ng/ml., montrant amnsi que les doses employées 11 vifro dans
une lignée comme Caco-2/TC7 exprimant des pompes d'efflux (Briick ef al. 2017; Zeller et al.
2015) ne sont pas transposables a des modeéles plus physiologiques. Nos résultats préliminaires,
qu ont montré que I'AHI. 3-oxo-C12:2 afténue l'augmentation du nombre de cellules
apoptotiques indute par I'TFNy, sont encourageants mais restent a confirmer et
approfondir.

Par ailleurs, les organoides ont été exposés aux AHIs au mveau du podle basolatéral (a
l'exception du premier jour, stade auquel les cryptes sont ensemencées a l'état ouvert permettant
en théorie un accés du pole apical). Nous ne disposons actuellement pas d'informations sur
l'entrée de ces AHLs dans les cellules épithéliales intestinales lorsqu'elles sont apportées par le
poOle basolatéral. Dans le contexte de l'étude des interactions héte-microbiote, pour lesquelles
la polanité épithéliale joue un role primordial, la linéarisation des organoides murins s'est avérée
difficilement réalisable et présente le désavantage de la perte de la structure 3D. D'autres
groupes montrent aujourd’hm que l'inversion de polanté des organoides est une techmque
permettant 1'étude d'interactions hotes-pathogene (Co et al. 2019).

Quant a I'é¢tude de la barnére intestinale et de la perméabilité paracellulaire, les organoides
mtestinaux ont l'avantage de contemr les différents types de cellules épithéliales participant a
la fonction de barnére comme les cellules a mucus et les cellules de Paneth, en plus des
jonctions intercellulaires. Toutefois, ce modéle reste difficile a appréhender pour 1'étude de la
perméabilité paracellulaire : un modéle de micro-mjection (de molécules ou microorganismes)
est un outil couteux et fastidieux, limitant la répétition des réplicats. D'autres technmiques,
comme la mesure de 'accumulation de traceurs fluorescents dans la lummére des organoides
(Bardenbacher ef al. 2019), constitueraient des outils plus accessibles pour poursuivre notre
éfude des effets des AHLs sur la fonction de barmeére dans ce modele.

Barnére intestinale et inflammation sont étroitement liées, particuliérement dans le contexte
pathologique des MICT et le systéme immunitaire est un acteur clé dans la régulation de la
fonction de barnére. Nous avons évoqueé le role immunomodulateur de ' AHL 3-0xo0-C12, dont
les effets ont été reportés dans divers types de cellules immunitaires. Dans le contexte de notre
étude, nous avions donc analysé I'expression de génes de cytokines pro-inflammatoires dans les
cellules épithéliales en réponse aux AHLs. Nous avons montré que I'AHI. 3-oxo-C12
potentialise les effets pro-inflammatoires des cytokines IFNy et TNFa, alors que I’AHL
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msaturée 3-ox0-C12:2 pourrait avoir un réle modulateur de I'inflammation dans les cellules
épithéhiales intestinales en atténuant les effets des cytokines sur 1'expression du TNFa, cytokine
au role clé dans l'altération de la barnére (Odenwald ef al. 2016). Nous n'avons pas exploré plus
amplement cette piste intéressante étant donné qu'un autre projet du laboratoire (dans le cadre
du doctorat de Garance Coquant) vise a étudier le role des deux AHIL s sur l'inflammation
dans différents modeles de cellules épithéhiales et immumitaires et sur le microbiote. De méme,
nous étudions actuellement I''mpact de molécules synthétiques analogues, dont une forme non
hydrolysable montre un réle immunomodulateur prometteur (These d'Agathe Peyrottes 2019).

Notre étude in vive, en collaboration avec I'TNRA visait a étudier I''mpact des AHLs dans un
contexte de colite inflammatoire chez la souris, liant ainsi barriére intestinale, inflammation
et microbiote. Ces expéniences n'ont malheureusement pas pernus de conclure sur des effets
notables des AHIs sur la barnére mtestinale in vive. L'analyse, par Garance Coquant, de la
modification de la composition du microbiote intestinal de souris en réponse a I'exposition aux
AHLs a pernus de montrer que la composition des groupes contréles était trés différente entre
nos 3 essais, ce qui, d'une part, pourrait expliquer la vaniabilité des effets des AHLs sur la colite
entre les expénences, et d'autre part, n'a pas pernus de reprodwire les résultats préliminaires de
I'équipe sur I''mpact des AHLs sur la composition du microbiote. Ceux-c1 montraient que
I’'admimistration de I’AHL 3-0x0-C12 entramait une augmentation des taux de Bacteroidetes
tandis que I’AHL 3-oxo-C12:2 indwsait une augmentation des taux de Firmicutes. De facon
importante, 'analyse par spectrométrie de masse, réalisée par Garance Coquant lors de ces
essais, a montré que I’AHL 3-0oxo-C12 comme la 3-ox0-C12:2 sont extraites et identifiées
comme intactes dans les selles de souris. Cec1 nous permet de faire I'hypothése que 1'absence
d'effets des AHLs ne serait pas di1 4 leur dégradation totale le long du tractus digestif, bien que
nous ne puissions pas formellement détermuner s1 les cellules épithéliales sont en contact avec

ces molécules et a quelles concentrations.
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IV. AHLS, MICROBIOME, METABOLITES BACTERIENS
& BARRIERE INTESTINALE

Les AHLs sont des molécules du QS et sont donc des médiateurs de communication enfre
bactéries. Etudier leurs effets sur la composition mais aussi les propriétés du microbiote
commensal intestinal parait indispensable. De plus, 'AHL 3-ox0-C12:2 est diminuée chez les
sujets attemnts de MICI, particuliérement en période de poussée, et sa présence chez certains
patients est corrélée a une composition 'normale’ du microbiote, notamment une abondance plus
importante de Firmucutes dont F. prausnitzii et moindre d'E. coli. Nous pouvons donc
supposer qu'en plus des effets directs sur les cellules hate par un dialogue inter-régne, les
AHLss peuvent exercer des effets (bénéfiques ou délétéres) sur la barriere intestinale via

un rale sur le microbiote commensal.

Ce demnier joue un role important dans la résolution de ''nflammation mucosale, la réparation
aprés une lésion et dans la fonction de barmére (Alam ef al. 2018). Dans des modeéles in vitro,
il a été montré que les bactéries probiotiques E. coli souche Nissle 1917, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacteria infantis et Lactobacillus rhamnosus
GG et la bacténie commensale Bacteroides thetaiotaomicron augmentent l'expression de
protéines de jonctions serrées et protégent contre une perturbation de la barmere épithéhale et
une délocalisation des protéines de jonctions serrées (et adhérentes) induites par une infection
par une souche EPEC (Zyrek ef al. 2007), le peroxyde d'hydrogéne (Ewaschuk ef al. 2008) ou
bien I'TFNy et le TNFu (Seth ef al. 2008; Resta—Lenert et al. 2006). Ces effets bénéfiques du
microbiote sont également démontrés in vivo : 'adnumistration du surnageant de Bifidobacteria
infantis atténue l'augmentation de permeéabilité et I'mflammation du colon dans des souris
déficientes pour I'IL-10 (Ewaschuk ef al. 2008), les souches Lactobacillus rhamnosus CNCM
1-3690 et Bifidobacterium animalis ssp. lactis CNCM-12494 protégent confres une colite
mduite par le DNBS et prévient contre la diminution des miveaux d'ARNm des génes codant
les protéines de jonctions serrées (Laval ef al. 2015b; Martin et al. 2016). A l'exception de
Bacteroides thetaiotaomicron, ces études portent toutes sur les effets de bactéries probiotiques,
illustrant ainsi la possibilité de I'utilisation de ces souches comme traitement préventif ou curatif
en association avec d'autres thérapies.

De facon intéressante, certains de ces effets protecteurs sont médiés par le surnageant
(Ewaschuk ef al. 2008), ou les facteurs solubles 1solés de ces bacténes (Seth ef al. 2008) ce qu
renforce l'intérét d'étudier les métabolites ou petites molécules chimiques produites par

le microbiote dans le contexte de la barriére intestinale. L'étude par Garance Coquant des
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effets des AHLs, ou des nouvelles molécules analogues, permettra donc d'apporter une
meilleure connaissance du role de ces molécules sur le microbiote commensal et

eventuellement d'en démontrer un mtérét dans le contexte des MICL

Le role du microbiote commensal dans 'homéostasie intestinale repose principalement sur les
métabolites qu'il produits directement ou les dénvés qu'il fransforme a partir de produits de la
nutrition, et qui permettent d'établir un dialogue entre la lumiére de l'intestin et I'épithélium
(Wang ef al. 2019) . Parmi ces nombreux métabolites, certains comme les acides gras a chaine
courte (AGCC), les métabolites du tryptophane ou des acides biliaires sont d'mtérét dans les
MICT pour lesquelles le métabolome du microbiote est perturbé (Lavelle ef al. 2020). Les hiens
entre métabolites bactériens et fonction de barriére intestinale est un champ d'étude relativement
récent. Notre étude est centrée sur les AHIs, molécules du QS qu sont également médiateurs
du dialogue mter-régne, et leur effets sur la barmeére, mais d'autres métabolites bactériens ont
été étudies, depwis une dizaine d'année, pour leur impact sur la barrére intestinale et leur rdle
commence a étre mieux connu (Alam et al. 2018).

Parmi les AGCC, quu sont 1ssus de la fermentation des fibres alimentaires par certaines espéces
bactériennes, le butyrate est celm dont ''mpact sur la fonction de barére et les jonctions
serrées est le plus décrit. Il accélére le réassemblage des jonctions serrées in vifro par la
diminution de la phosphorylation de la chame légére de myosine MLC?2 vig une cascade de
signalisation impliquant I' AMPEK. (4AMP-activated Protein Kinase) (Miao et al. 2016; Peng et
al. 2009). Il augmente l'expression des Claudines-3 et -4 et protége 1'altération de la barmeére
mduite par le LPS, comme démontré une autre étude in vifro montrant aussi ''mplication de
I'AMPK (Yan ef al. 2017). Le role bénéfique du butyrate sur la perméabilité et 1'expression de
I'Occludine, ZO-1 et la Claudine-3 a également été montré in vivoe (Feng ef al. 2018).
Néanmoins, les effets bénéfiques du butyrate sont a nuancer pwsqu'il mndwt, a forte
concentration, I'apoptose dans la lignée Caco-2 (Peng ef al. 2007). Bien que les effets de
l'acétate et du propionate soient moms documentés que ceux du butyrate, le mélange des trois
promeut la fonction de barmére (Chen ef al. 2017). Une étude récente montre que l'acétate
augmente l'expression de la Claudine-3 et de I'Occludine dans des organoides murns et
humains en 3D mais que c'est le butyrate qui exerce ces effets et rédut la perméabilité aux 10ns
dans les organoides humains linéarisés en 2D (Pearce ef al. 2020), ce qu souligne ici
I''"mportance du modéle expérimental et en particulier du pole d'apport des métabolites étudiés.
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Les acides biliaires secondaires résultent de la biotransformation de la fraction des acides
biliaires, produits par I'h6te pour la digestion, quu n'est pas absorbée dans la partie supérieure
de I'mtestin. L'acide lithocholique (LCA, dénvé de l'acide biliaire primaire
chénodésoxychohique, CDCA) et I'acide désoxycholique (DCA, dénvé de l'acide cholique) en
sont les principaux. Alors que les acides biliaires pnimaires cholique (Araki ef al. 2005) et
CDCA (Sarathy et al. 2017) augmentent la perméabilité in vifro par la génération de ROS et la
délocalisation de 'Occludine, le LCA atténue 1'augmentation de perméabilité, la génération de
ROS, I''nflammation et la délocalisation de 1'Occludine induits en conditions inflammatoires
(Sarathy ef al. 2017). Ces études suggérent un role bénéfique des acides biliaires secondaires a
I''nverse de celw des acides primaires sur la barnére épithélhiale, bien qu'un effet délétére sur la
permeéabilité soit également reporté pour le DCA (Raimond: ef al. 2008).

Le tryptophane, I'un des 9 acides anunés essentiels non synthétisable par 'Homme et présent
dans les aliments, est métabolisé par 1'hote selon deux voies aboutissant a la production de
sérotonine et d'acide kynurémque respectivement. Mais de nombreuses bactéries commensales
utilisent également cet acide aminé comme substrat de voies meétaboliques prodwsant des
métabolites (principalement l'indole, des dérivés de I'acide indolique et de la tryptamine) qu
peuvent avorr diverses fonctions (Taleb 2019; Wang ef al. 2019).

De facon intéressante, les métabolites du tryptophane, régulent les communautés microbiennes
par des effets antifongiques sur Candida albicans (Zelante et al. 2013) en atténuant sa virulence
(Oh ef al. 2012). A I'instar des molécules du QS, ces métabolites, en particulier I''indole, ont
également un role dans la communication bactérienne inter-espéce, en réprimant l'expression
de génes du flagelle et de pathogénicité dans Salmonella enterica serovar Typhimurium et celle
de génes du QS de P. aeruginosa (Lee et al. 2009), rédmisant amnsi leur virulence. Chez les
sujets atteints de MICI, la dysbiose du microbiote mtestinal est caractérisée, entre autres par un
métabolisme du fryptophane dimunué (Nikolaus ef al. 2014) et une surreprésentation d'espéces
virulentes comme Candida albicans (Hoarau et al. 2016). Dans ce contexte, la démonstration
que des métabaolites bactériens peuvent réguler I'activation du QS dans certaines espéces

encourage a mieux caractériser le QS au sein de I'écosystéme complexe intestinal.

Alors que le tryptophane a des effets controversés sur la fonction de barnére in vivo et in vifro
(protecteurs a faible dose mais délétéres a des concentrations plus élevées) (Suzuki 2020), ses
métabolites bactériens comme l'indole et ses dérivés diminuent la perméabilité intestinale in
vivo (Venkatesh ef al. 2014) et in vifro en augmentant l'expression des génes codant les
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protéines de jonctions serrées et des mucines (Bansal et al. 2010; Shin et al. 2020), protégeant
ainsi les cellules épithéliales de 1a colomisation par une souche EHEC (Bansal ef al. 2010).

Plusieurs études suggérent que le role bénéfique des meétabolites du tryptophane sur
I'homéostasie intestinale sont médiés par l'activation de la voie du 4ryl hydoecarbon Receptor
(AhR), dont les dénivés indole en sont des ligands (Lamas ef al. 2016; Natividad et al. 2018;
Zelante et al. 2013). AhR est un facteur de transcription qui posséde de trés nombreux higands
exogeénes mais aussi endogénes (Nguyen ef al. 2008) et quu est impliqué dans divers processus,
au-dela de la détection de composés toxiques, en particulier dans I'mmunité intestinale
(Gutierrez-Vazquez et al. 2018; Lamas ef al. 2018). La production par le microbiote de
métabolites qui sont des ligands d'AhR est rédute dans les MICI (Lamas ef al. 2016), mais
aussi dans les maladies métaboliques également associées a un défaut de barmére (Natividad et
al. 2018) et 'activité d'AhR est diminuée Dans des modéles murnns de ces pathologies, la
stimulation de l'activité d'AhR (par des agomistes ou par la colonisation de souches productrices
de ligands) prévient de la colite inflammatoire (Lamas et al. 2016) et de l'altération de la barnére
(Natividad ef al. 2018). De plus, ces dermeéres années, plusieurs études, y comprnis de notre
laboratoire, ont montré que son activation renforce la barriére épithéliale en protégeant les
jonctions serrées (Han et al. 2016; Yu ef al. 2018; Ziegler et al. 2016; Natividad et al. 2018;
Postal et al. 2020 en annexe a la fin du manuscrit).

Parmi les nombreux ligands d'AhR, figurent des composés comme les glucosinolates présents
dans les végétaux de la fanulle des brassicacées (comprenant le brocoli et d'autres choux)
(Nguyen ef al. 2008; Carlson 1987) qui sont également des ligands du récepteur au goiit amer
T2R38 (Meyerhof ef al. 2009), lequel est aussi un récepteur potentiel de I'AHL 3-oxo-C12
comme évoqué précédemment. De plus, une étude montre qu'AhR lie des facteurs de virulence
(de la fanulle des phénazines) produites par P. aeruginosa et que cette détection permet a I'hote
de réguler l'infection bacténienne in vitro et in vivo (Moura-Alves ef al. 2014). Ces observations
nous ont donc amenés a nous poser la question d'un possible lien entre AHLs et AhR_ Nos
données préliminaires d'analyse par RT-qPCR. ont montré que I'expression du géne cible d'AhR
CYP1Al est augmentée lors de I'exposition a 'AHL 3-oxo-C12:2 dans la lignée Caco-2/TC7
(données non montrées), suggérant une possible activation de la voie AhR. Poursmvre cette
analyse et utiliser un antagomiste d'AhR. pourrait permettre de mettre en évidence un lien entre
des molécules du QS, AhR et la fonction de barmére.
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Ainsi, I'ensemble de ces données met en évidence le role important des métabolites
bactériens, qui sont des vecteurs de la communication hiote-microbiote, sur la fonction de
barriére intestinale. Du fait de la dysbiose associée aux MICI, beaucoup des métabolites cités
ci-dessus sont diminués dans ces pathologies (Tableau 4. p.53), participant ains1 a la rupture
d'équilibre entre 'héte et le nucrobiote.

L'émergence de phénotypes résistants aux antibiotiques ou antifongiques dans de nombreuses
bacténies et champignons pathogénes humains, mais aussi la multiplication des études et
comnaissances sur les microbiotes, ont favorisé une attention accrue envers le QS comme
moyven de contrile des microorganismes (Defoirdt 2018; Rutherford ef al. 2012).

Alors que le role des AHLs dans l'intestin est encore mal connu, 1l ne fait aucun doute qu'un
mtérét croissant se portera vers les molécules du quorum sensing, en tant que métabolites

bactériens dans le contexte de 1'écosystéme intestinal (Iacob ef al. 2018; L1 ef al. 2018).

CONCLUSION

En conclusion, notre étude a permis de mieux caracténser I'impact de molécules du QS sur la
fonction de barriére mtestinale, qui est un acteur majeur dans I'homéostasie intestinale et qu
est perturbée dans les MICI. Nous avons mis en évidence le role aggravateur de I'AHI. 3-oxo-
C12 de P. aeruginosa dans un contexte inflammatoire, soulignant des mécanmismes impliqués
dans la pathogénicité de cette bactérie ubiquitaire, responsable de nombreuses infections ciblant
divers épithélia et dont l'antibiorésistance en fait un probléme de santé publique. Nous avons
pu montrer un role bénéfique sur la fonction de barriére de la 3-oxo0-C12:2, AHI. majoritaire
dans I'écosystéme intestinal humain et qu est perdue au cours des MICI. La nuse au point de
nouvelles molécules, stables et aux propniétés renforcées, et la démonstration de leurs effets
bénéfiques dans différents modéles, particuliérement in vive, constitueront une perspective
mtéressante. Dans le contexte de I'écosystéme intestinal, 1'approfondissement de ces recherches
devront mtégrer toutes les propniétés de ces nouvelles AHLs sur 1'épithélmum intestinal mais
ausst sur le mucrobiote et l'inflammation, afin d'envisager une wisée potentiellement
thérapeutique de ces molécules du QS dans les MICI. La poursuite de I'étude du quorum sensing
dans l'intestin pourra amnsi permettre d'identifier de nouveaux mécanismes favorisant, au sein

de cet écosystéme, 1'équulibre quu est rompu dans de nombreuses pathologies.
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Abstract

Obesity and its metabolic complications are characterized by subclinical systemic and tissue inflammation. In
rodent models of obesity, inflammation and metabolic impairments are linked with intestinal barrier damage.
However, whether intestinal permeability is altered in human obesity remains to be investigated. In a cohort of
122 severely obese and non-obese patients, we analyzed intestinal barrier function combining in vivo and ex
vivo investigations. We found tight junction impairments in the jejunal epithelium of obese patients, evidenced
by a reduction of occludin and tricellulin. Serum levels of zonulin and LPS binding protein, two markers usually
associated with intestinal barrier alterations, were also increased in obese patients. Intestinal permeability per se
was assessed in vivo by quantification of urinary lactitol/mannitol (L/M) and measured directly ex vivo on jejunal
samples in Ussing chambers. In the fasting condition, L/M ratio and jejunal permeability were not significantly
different between obese and non-obese patients, but high jejunal permeability to small molecules (0.4 kDa) was
associated with systemic inflammation within the obese cohort. Altogether, these results suggest that intestinal
barrier function is subtly compromised in obese patients. We thus tested whether this barrier impairment could
be exacerbated by dietary lipids. To this end, we challenged jejunal samples with lipid micelles and showed that
a single exposure increased permeability to macromolecules (4 kDa). Jejunal permeability after the lipid load was
two-fold higher in obese patients compared to non-obese controls and correlated with systemic and intestinal
inflammation. Moreover, lipid-induced permeability was an explicative variable of type 2 diabetes. In conclusion,
intestinal barrier defects are present in human severe obesity and exacerbated by a lipid challenge. This paves the
way to the development of novel therapeutic approaches to modulate intestinal barrier function or personalize
nutrition therapy to decrease lipid-induced jejunal leakage in metabolic diseases.

Copyright © 2018 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: intestinal permeability; intestinal barrier function; obesity; jejunum; tight junction proteins; lipids; inflammation; type 2
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Introduction dietary and bacterial antigens across the intestinal

mucosa, thereby contributing to imbalanced responses
Intestinal barrier impairment is associated with local of mucosal immune cells and induction of inflammation
and systemic inflammation in inflammatory bowel  [3]. In return, pro-inflammatory cytokines are able
diseases [1,2]. Barrier defects, including increased  to induce dysregulation of tight junctions involved
epithelial permeability, may promote the transfer of  in the control of paracellular flux, leading to a local

Copyright © 2018 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2018
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org www.thejournalofpathology.com


http://orcid.org/0000-0002-0336-2942

vicious cycle of inflammation [2,4]. In Crohn’s dis-
ease, healthy first-degree relatives of patients display
higher intestinal permeability than unrelated con-
trols, suggesting that intestinal barrier defects could
be early events contributing to disease pathogenesis
[3]. This ‘leaky gut’ concept has been extended to
extra-digestive diseases also associated with perturbed
inflammatory responses, such as HIV/AIDS and type 1
diabetes [1,2].

Obesity and associated metabolic disorders, such
as type 2 diabetes, are also characterized by sys-
temic inflammation but at subclinical levels [5,6].
These metabolic diseases are associated with tissue
inflammation in the liver [7], adipose tissue [8,9], and
the small intestine, for which we recently demon-
strated a link between activated intestinal T cells
and impaired insulin signaling in enterocytes [10].
These results denote the importance of intestinal
inflammation in the pathogenesis of obesity-related
metabolic alterations. In this context, relationships
with intestinal barrier dysfunction must be addressed
in depth.

In mice, increased gut permeability has been linked
to inflammation and metabolic alterations by the pio-
neering work of Cani [11]. These results were confirmed
in multiple studies using rodent models of high-fat
diet-induced obesity [12]. It has been proposed that
endotoxemia, i.e. the passage of bacterial LPS into the
systemic circulation, is a consequence of an altered
intestinal barrier and plays a crucial role in the low-grade
inflammation that is triggered by diet-induced obesity
[13]. By contrast, only a few studies to date have inves-
tigated gut permeability in human obese patients. Based
on the lactitol—mannitol intestinal permeability test per-
formed in small cohorts, two studies showed an associ-
ation between increased gut permeability and metabolic
alterations such as insulin resistance and hepatic steato-
sis [14,15], while another one failed to show any dis-
turbance of intestinal barrier function [16]. Similarly,
analysis of endotoxemia gave rise to discordant results
[17,18]. Thus, the impairment of intestinal barrier func-
tion in human obesity remains an open question, espe-
cially in severe obesity.

Excessive consumption of energy-dense foods has
undoubtedly contributed to the obesity epidemic. In
rodents, high-fat feeding is associated with changes in
the gut microbial profile and decreased bacterial diver-
sity [12], with similar findings described in human
obesity [12,19]. In mice, changes in gut microbiota
have been involved in the increase of intestinal per-
meability after 4 weeks of a high-fat diet (HFD), since
effects were alleviated upon antibiotic treatments [11].
However, recent studies show that increased intestinal
permeability is an early response to a HFD and pre-
cedes weight gain and the onset of type 2 diabetes
[20—22]. Even though microbiota modifications could
partly mediate barrier alterations [11], direct effects of
dietary lipids on the intestinal epithelium must be con-
sidered. The hypothesis of short-term deleterious effects
of lipids on the intestinal barrier is also supported by
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the observation that a single lipid bolus can trigger
postprandial endotoxemia in mice [23] and in humans
[18,24,25]. 1t is currently acknowledged that endotox-
emia reflects an increased intestinal permeability since
LPS can cross an epithelial monolayer by the paracellu-
lar route [26]. However, postprandial endotoxemia can
also result from the transcellular passage of LPS and
its secretion in association with chylomicrons [23,25].
Therefore, postprandial endotoxemia does not necessar-
ily reflect an increased intestinal permeability and the
effects of lipids on the intestinal barrier remain to be
elucidated.

The current study addresses in humans the rela-
tionships between obesity, alterations of intestinal
permeability, endotoxemia, and systemic and intestinal
inflammation, as well as metabolic alterations, in the
fasting state and after a lipid challenge.

Materials and methods

Study population

A total of 78 severely obese candidates for Roux-en-Y
gastric bypass (RYGB) surgery were prospec-
tively recruited at the Nutrition Department of
Pitié-Salpétriere University Hospital, Paris, France.
Forty-two patients (54%) had type 2 diabetes, defined
according to ADA criteria [27]. Among them, 29
(69%) were treated with metformin, 16 (38%) with
sulfonylureas, 12 (29%) with GLP-1 agonists, and 14
(33%) with insulin. Jejunum samples were collected
during RYGB. Jejunum characteristics (permeability
and tight junction analysis) were compared with 14
non-obese controls (C1), which consisted of patients
who underwent pancreaticoduodenectomy or gastrec-
tomy, allowing access to proximal jejunal samples.
Most importantly, we excluded non-obese patients
with diabetes; renal-, cardiac- or hepatic failure; and
patients with a personal or family history of inflam-
matory bowel disease or under treatment that could
interfere with intestinal permeability (i.e. antibiotics,
anti-inflammatory drugs, and chemotherapy). Their
white blood count levels were under 10 x 10° per mm?
and C-reactive protein (CRP) levels were below 5 mg/l.

For in vivo assays (i.e. L/M test, LPS transporters, and
zonulin), an independent control group of 30 healthy
patients (C2) and 28 obese patients were investigated.
This subgroup of obese patients was not different from
the rest of the cohort according to age and BMI (ANOVA
statistical test with p=0.98 and p=0.07 for age and
BMLI, respectively).

The study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki, received approval from the
local ethics committee (CPP Ile de France I), and was
registered on the ClinicalTrials.gov website (https:/
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02292121). Informed
written consent was obtained from all patients prior to
study inclusion.
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Jejunal permeability in human obesity

Clinical, anthropological, and biological
characteristics

Medical history and clinical variables were recorded
for the two groups of controls (C1 and C2) and for
obese patients before surgery. The percentage of total
fat mass was evaluated by dual-energy X-ray absorp-
tiometry (Hologic Discovery DXA System W; Hologic
Inc, Bedford, MA, USA) in obese patients as pre-
viously described [28] and by bioimpedance in C2
patients. The percentage of visceral fat mass was mea-
sured in obese patients at the L4 spinal segment level
using computed tomography. Venous blood samples
were collected after a 12-h fast for routine assessment
of biological metabolic and inflammatory variables as
previously described [5]. Calprotectin is a cytoplasmic
protein released from activated neutrophil granulocytes;
in feces, it is considered a marker of intestinal inflam-
mation. Fecal calprotectin was quantified using ELISA
(Calprest®, Eurospital, Trieste, Italy). The quantifica-
tion limit of the assay is 15 pg/g of stool. Insulin resis-
tance was assessed using the HOMA-IR index [insu-
linemia (mIU/I) X fasting blood glucose (mmol/1)/22.5].
Insulin and HOMA-IR were not considered for patients
treated by insulin, GLP-1 agonists or sulfonylureas.

Serum levels of LPS binding protein (LBP), soluble
CD14 (sCD14), and zonulin were measured using
ELISA Kkits (respectively: R&D Systems, BioTechne,
Lille, France; Hycult Biotechnology, Uden, The
Netherlands; and Immundiagnostik) as previously
described [18].

In vivo lactitol/mannitol urinary excretion ratio test

The lactitol/mannitol (L/M) urinary excretion test was
performed during the month preceding the surgery.
Patients were given a mannitol and lactitol mix in aque-
ous solution (4 g of each sugar in 40 ml of water) after
a 12-h fast. The urine concentration of both sugars was
determined as described in the supplementary material,
Supplementary materials and methods, and expressed as
the L/M ratio.

Tight junction analysis and ex vivo permeability
assays in Ussing chambers

Proximal jejunum samples from obese and non-obese
C1 patients were collected during surgery, conditioned,
and transported as previously described [10].

The tight junction proteins occludin (catalog number
#71-1500, dilution 1:200; Invitrogen™, ThermoFisher
Scientific, Illkirch, France) and tricellulin (#700191,
dilution 1:200; Invitrogen™) and Na K ATPase
(#ab2871, dilution 1:500; Abcam, Paris, France) were
analyzed by immunofluorescence in paraffin-embedded
jejunum from obese and non-obese C1 patients, as
described in the supplementary material, Supplemen-
tary material and methods. Occludin and tricellulin
total levels were determined in jejunum samples
using a WES capillary electrophoresis system (Pro-
teinSimple, San José, CA, USA) as described in
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the supplementary material, Supplementary material
and methods.

For jejunal permeability assays in Ussing chambers,
mucosa was dissected from the submucosa—muscle
plane. Explants were mounted on inserts exposing
0.5cm? of mucosa between Ussing chambers (World
Precision Instruments, Hitchin, UK). Luminal and
serosal chambers were filled with 2 ml of Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium at 37 °C and saturated with
95% oxygen and 5% CO, gas flow. After equilibration
for 30 min, fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled
sulfonic acid (FITC-SA, 0.4kDa, 500 pM; Invitrogen)
or FITC-Dextran (4kDa, 500 pM or 10kDa, 200 pM;
TdB Consultancy, Uppsala, Sweden) was added to the
luminal chamber. Intestinal permeability was derived
from serosal-chamber fluorescence values, measured at
15-min intervals from 60 to 105 min following addition
of the fluorescent molecule, using a microplate fluorom-
eter (BMG Labtech®, Champigny-sur-Marne, France).
Baseline permeability (i.e. measured in jejunum sam-
ples of fasting patients) was determined by the slope
obtained by plotting the increase in fluorescence inten-
sity over time, using a linear regression fit model
(Microsoft Excel, Microsoft Office). The slope value
was adjusted to the initial fluorescence intensity in
each corresponding luminal reservoir. Permeability was
calculated as the average values of at least three Ussing
chambers per subject.

The impact of lipids on jejunal permeability was
assessed by measuring permeability to FITC-Dextran
4 kDa in the same jejunal samples before and after addi-
tion of lipid micelles prepared as described in the supple-
mentary material, Supplementary material and methods.
After measuring baseline permeability up to 105 min,
lipid micelles were added to the luminal chambers and
fluorescence was monitored every 15min until time
point 180 min.

Permeability measurements in Caco-2/TC7 cells
treated with lipid micelles

We used the TC7 clone of the human intestinal
epithelial cell line Caco-2 as a recognized model
of well-differentiated enterocytes [29]. Caco-2/TC7
cells were cultured on Transwell® filters (Corn-
ing, VWR International, Strasbourg, France). Lipid
micelles, prepared as described in the supplemen-
tary material, Supplementary material and methods,
were added to the apical medium on the last day
of culture.

To assess paracellular permeability, FITC-labeled sul-
fonic acid (400 Da) or dextran tracers (4 or 10 kDa) were
added to the apical medium. Samples of basal medium
were collected at indicated times and fluorescence was
determined (BMG Labtech®). Transepithelial electrical
resistance (TEER) was measured using a Millicell-ERS
apparatus (Millipore, Molsheim, France).

Immunofluorescence analysis of tricellulin was per-
formed as described in the supplementary material, Sup-
plementary material and methods.
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Table 1. Clinical and biological baseline characteristics of obese and non-obese (C1 and C2) patients enrolled in the present study

Demographic data

Corpulence and
adipokines

Comorbidities

Glucose metabolism

Lipid metabolism

Sex ratio M/F, n (%)
Age (years)

Weight (kg)

BMI (kg/m?)

Fat mass (%)

Type 2 diabetes, n (%)

Hypercholesterolemia, n
(%)

Hypertriglyceridemia, n
(%)

0SA, n (%)

Hypertension, n (%)

Systolic blood pressure
(mmHg)

Diastolic blood pressure
(mmHg)

Glycemia (mmol/l)

Insulinemia (mU/I)*
HOMA-IR*

Total cholesterol (mmol/1)
Triglycerides (mmol/l)

HDL (mmol/l)
LDL (mmol/1)

C1 non-obese
(n=14)

7 (50)/7 (50)

60.1+3 (30.8-71)
68.5+3.5 (47-88)

23.5+0.9
(18.4-27.6)

2(14.3)

0
2(14.3)
127.4+1.7
(123-136)
56.2+3.5 (27-67)

P value*
C2 non-obese Obese C1 versus  C2 versus
(n=30) (n=78) obese obese
2 (7)/28 (93) 18 (23)/60 (77) 0.037 0.049
43+2.2 42.6+1.5(21-67) 0.0003 0.18
(21.3-63.8)
60.7 +1.3 1255+2.3 < 0.0001 < 0.0001
(48.5-85) (87.8-194)
22.5+0.3 455+0.6 < 0.0001 < 0.0001
(18.8-24.9) (37-56.9)
27.8+1(17-37) 47.3+0.6 = =
(27.4-56.9)
0 42 (53.8) < 0.0001 < 0.0001
0 36 (46.1) 0.026 < 0.0001
0 41 (52.6) 0.0003 0.0003
0 56 (71.8) < 0.0001 < 0.0001
0 36 (46.1) 0.0258 < 0.0001
110.1+ 1.8 120.8 + 1.5 0.02 < 0.0001
(93-130) (100-157)
71.2+ 1.3 (61-88) 68 + 1.3 (50-96) 0.004 0.025
4.6+0.1(3.8-5.1) 6.6+2.2 - < 0.0001
(3.5-17.1)
6.3+0.6(2.2-18) 22.4+2.2 - < 0.0001
(0.5-85.6)
1.2+0.1(0.4-3.7) 5.8+0.6 - < 0.0001
(0.1-25.1)
49+0.2 (3.3-6.7) 47+0.1(3.1-7.2) - 0.23
0.9+0.3 (0.3-1.8) 1.7+0.1 (0.5-6.2) - < 0.0001
1.6+0.1(0.8-2.4) 1+0.1(0.6-1.8) - < 0.0001
29+0.1(1.3-43) 29+0.1(1.3-53) - 0.88

Mean +SEM (min-max); non-parametric unpaired Mann-Whitney test (quantitative variables); chi-square test (categorial variables). DXA = dual-energy X-ray

absorptiometry; OSA = obstructive sleep apnea syndrome.

*Data not considered in 29 diabetic obese patients treated with sulfonylureas and/or insulin and/or GLP-1 agonists.
o of fat mass was measured by impedance for non-obese and DEXA for obese patients.

Statistics

Data are displayed as means +standard error of the
mean (SEM) unless otherwise indicated. We used a
generalized linear model (GLM) with binomial family
classification for categorical variables and Gaussian
family classification for quantitative variables, adjusting
for age, sex, and BMI (age and sex only when compar-
ing obese and non-obese patients). The relevant P values
were obtained using ANOVA on the full models. Partial
correlation (Pearson’s family) including correction for
age, sex, and BMI was used to determine correlation of
in vivo and ex vivo intestinal parameters with clinical
data and biological parameters. GLM and partial corre-
lation were computed using R software (R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria), using the
glm and ANOVA functions in the ‘car’ package for
GLM and the pcor.test in the ‘RVAideMemoire’” pack-
age for partial correlation. For inflammation parameters,
principal component analysis (PCA) was performed to
avoid multiple testing and to detect relevant variables.
Kinetics experiments in Caco-2/TC7 cells were ana-
lyzed using two-way ANOVA followed by Tukey’s post
hoc test. Figures were created with Graphpad® Prism

Copyright © 2018 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

6.0 (Ritme Informatique, Paris, France). p <0.05 was
considered statistically significant.

Results

Tight junctions are altered in the jejunum
of severely obese patients

The characteristics of 122 patients included in the study
are provided in Table 1. As expected, severely obese
patients showed a high prevalence of comorbidities.
They exhibited impaired metabolic parameters such as
increased fasting glycemia, insulinemia, triglycerides,
and decreased HDL-c values.

We evaluated the organization of tight junctions in
the jejunum epithelium collected in the fasted state
(supplementary material, Figure S1). The fluorescence
intensity of occludin and tricellulin labeling in the
respective bicellular and tricellular tight junctions were
significantly decreased in obese patients compared
with non-obese patients (Figure 1, occludin: —43%,
p<0.0001; tricellulin: —27%, p<0.0001), without

J Pathol 2018
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Figure 1. Decreased occludin and tricellulin at tight junctions in the jejunum of fasted obese patients. (A) Occludin and tricellulin were
analyzed by immunofluorescence and confocal microscopy in jejunum sections. Photographs show their expected distributions at bicellular
and tricellular tight junctions, respectively. The schemes display the labeling profile obtained with either top views (as shown in the
photographs) or side views (shown in B and C and used for quantifications as described below). (B, C) Representative fields of the side
views of occludin (B) and tricellulin (C) labeling (white), with Na K ATPase basolateral co-labeling (green). Scale bar =10 um; BB =brush
border. Fluorescence intensity at the level of tight junction was quantified by ImageJ® (AU = arbitrary unit) as described in the supplementary
material, Figure S1. For each subject, the value is the median fluorescence obtained by the measurement of ~200 tight junctions of the
mid-villus from at least nine fields in tile images with correct orientation according to the Na K ATPase basolateral labeling. (B) Occludin,
non-obese C1 (n=9), obese (n=41), **p < 0.001. (C) Tricellulin, non-obese C1 (n=8), obese (n=39), **p < 0.001. Obese patients include
non-diabetic obese (black circles) and diabetic obese patients (black triangles). No significant statistical difference was observed according
to the presence of type 2 diabetes (p= 0.34 and p= 0.18 for occludin and tricellulin, respectively). Results are provided as dot plots with
mean +SEM; generalized linear model (GLM) corrected for age and sex.
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Figure 2. Jejunal permeability measured in Ussing chambers in obese and non-obese patients at fasting state. Jejunum samples were
mounted in Ussing chambers to measure the permeability for (A) FITC-sulfonic acid 0.4 kDa, non-obese C1 (n= 7), obese (n= 33). Dotted
circles delineate two subgroups according to the nadir in the distribution of permeability values (low versus high); (B) FITC-Dextran
4 kDa, non-obese C1 (n= 10), obese (n= 65); and (C) FITC-Dextran 10 kDa, non-obese C1 (n= 6), obese (n= 26). Obese patients include
non-diabetic obese (black circles) and diabetic obese patients (black triangles). Ex vivo permeability was lower in diabetic obese (ObD) than
in obese (Ob) patients for FITC-sulfonic acid 0.4 kDa [168.3 +23 AU in ObD (n= 20) versus 257.1 +32.6 AU in Ob (n= 13), p= 0.01] but was
comparable when FITC-Dextran 4 kDa (p= 0.85) and 10 kDa (p= 0.84) were considered. Data, expressed as fluorescence slope in arbitrary
units (AU), are provided as dot plots with mean +£SEM; GLM corrected for age and sex.

modification in the total amount of these proteins (sup-
plementary material, Figure S2). Contrariwise, ZO-1
was unchanged (data not shown).

Intestinal permeability is not increased in fasting
obese patients but permeability to small molecules
is linked to subclinical inflammation

To assess whether these tight junction impairments were
associated with intestine barrier dysfunction, we per-
formed an ex vivo measure of intestinal permeability
in Ussing chambers using tracers of different molec-
ular weights: 0.4 kDa (representative of disaccharides)
and 4 or 10kDa (representative of larger-size compo-
nents such as dietary or bacterial molecules) [30]. For
the three tracers, the distributions of the jejunal perme-
ability values were more heterogeneous in obese patients
than in the non-obese control group, but no significant
difference was found (Figure 2A—C). In agreement with
these ex vivo data, urinary L/M ratios were not statis-
tically different between obese and non-obese patients
(Figure 3A).

We examined a series of serum markers that have been
shown to be associated with impaired barrier function.
Fasting serum levels of zonulin and lipopolysaccharide
binding protein (LBP) were increased in obese patients
(+13%, p=0.03 and +25%, p <0.0001, respectively;
Figure 3B, C). Soluble CD14 (sCD14), another LPS
co-receptor, was comparable between obese and
non-obese groups (Figure 3D).

No difference between diabetic and non-diabetic
obese patients was observed, regardless of the method of
intestinal barrier evaluation considered (Figures 1-3).
We did not find any relevant relationship between the
permeability parameters and anti-diabetic treatments
(supplementary material, Table S1). Moreover, none of
the in vivo markers of intestinal permeability or altered

Copyright © 2018 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

barrier function was correlated with the values obtained
by direct measurement of jejunal permeability in Ussing
chambers (supplementary material, Table S2).

Taking advantage of the heterogeneous distribu-
tion in jejunal permability to FITC-SA 0.4kDa and
FITC-Dextran 4kDa within the obese group, we ana-
lyzed whether links could be found between intestinal
permeability and subclinical inflammation. Indeed,
patients with severe obesity displayed varying levels of
systemic low-grade inflammation markers (Table 2) and
of fecal calprotectin, a surrogate marker of the intestinal
micro-inflammation (Figure 3E). Using partial correla-
tion analysis, we examined the relationships between
different parameters of barrier function and a large
set of clinical and biological markers (supplementary
material, Table S3). Several positive correlations were
found between permeability values measured in Ussing
chambers and inflammation markers. Permeability to
the 0.4 kDa tracer was positively correlated with hap-
toglobin (rho=0.65; p <0.001) and CRP (rho=0.47;
p=0.009) (Figure 4A). The distribution of the jeju-
nal permeability values allowed the delination of two
groups with low or high permeability to the 0.4 kDa
tracer (Figure 2A). To assess further the link between
inflammation and permeability, we performed princi-
pal component analysis (PCA) including six different
serum markers of inflammation (Table 2) and fecal
calprotectin. The first two principal components suggest
an important impact of only three markers — CRP, hap-
toglobin, and fibrinogen — which drive the clustering
of patients as a function of their jejunal permeability
(Figure 4B). Taking into account each marker individu-
ally, we confirmed higher levels of haptoglobin and CRP
in the high permeability group (p < 0.001 and p = 0.002,
respectively; Figure 4C) but no statistical difference
was observed for fibrinogen levels (p = 0.12). No link
was observed between inflammation and permeability

J Pathol 2018
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Figure 3. Lactitol/mannitol (L/M) excretion ratio, zonulin serum levels, endotoxemia-related parameters, and fecal calprotectin in obese
and non-obese patients at fasting state. (A) L/M urinary excretion ratio in non-obese C2 (n= 29) and obese patients (n= 27). (B) Zonulin
serum level (ng/ml) in non-obese C2 (n= 30) and obese patients (n= 26). *p < 0.05. (C, D) Serum levels of LBP (ug/ml) and sCD14 (ug/ml)
in non-obese C2 (n= 30) and obese patients (n=27). **p < 0.001. (E) Fecal calprotectin concentration (ug/g of stool) in non-obese C2
(n=29) and obese patients (n= 41). *p < 0.05. Obese patients include non-diabetic obese (black circles) and diabetic obese patients (black
triangles). No differences between Ob and ObD patients were observed for any of these parameters (L/M ratio, p= 0.46; zonulin, p= 0.39;
LBP, p=0.08; sCD14, p= 0.34; fecal calprotectin, p= 0.6). Results are provided as dot plots with mean +SEM; GLM corrected for age and

Sex.

Table 2. Inflammation markers, adipokines, and metabolic
parameters in obese patients

Obese (n=78)

their intestinal permeability measured either in vivo by
the L/M test or directly in Ussing chambers. However,
altered tight junctions, increased serum levels of two

Low-grade inflammation  CRP (mg/I) 8+1(0.8-58) potential markers of altered barrier function (zonulin and
Orosomucoid 0.9+0.1(0.2-2.2) LBP), as well as an association between jejunal per-
y (Tgl 'I) bin(mall  1.820.1 (06-4) meability and inflammation suggested that the intestinal
aptoglobin (mg .8+0.1 (0.6- . . . . .
IL-6 plasma 69419 (1.4-1308) barrier function is weakened in severe obesity.
(pg/mi)

45+0.1(29-6.2)
7.3+0.2 (4-11.7)

Fibrinogen (g/1)

Leucocytes (x 10°
per mm?3)

Adiponectin
(ng/ml)

Leptin (ng/ml)

Visceral fat mass
(%)

HbA1c (%)

Adipokines 4.1+0.2 (1.7-11.3)

61+3.5(15-164.1)

Metabolic parameters 30.9+2.7 (9.2-75.6)

6.8+0.1 (5.1-10.6)

Mean + SEM (min-max).

to large molecules (FITC-Dextran 4 kDa) or L/M ratio.
Regarding serum biomarkers of altered barrier function,
the only correlation with inflammation was found for
LBP, whose level was positively correlated with the
fibrinogen level (Figure 4A and supplementary material,
Table S3).

To summarize, no statistical difference was found
between fasted obese and non-obese patients concerning

Copyright © 2018 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

Increased jejunal permeability to large molecules is
revealed by a lipid challenge and is linked
with inflammation and type 2 diabetes

We hypothesized that the subtle impairment of the
intestinal barrier observed in the fasting state could be
exacerbated by a lipid challenge mimicking a meal.

In a first step, we aimed to test whether dietary lipids
exert direct effects on intestinal permeability. For this
purpose, we exposed the Caco-2/TC7 human intestinal
cells to lipid micelles with a composition reflecting
that of micelles in the intestinal lumen after a lipid-rich
meal [31]. Whereas transepithelial electrical resistance
(TEER) was not modified (supplementary material,
Figure S3A), lipid micelles significantly increased
Caco-2/TC7 permeability to different tracers, with a
stronger effect on permeability to large-size molecules
(> 4kDa), compared with small-size molecules
(0.4kDa) (Figure SA). This increased permeability

J Pathol 2018
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Figure 4. Obesity-related phenotype and jejunal permeability relationships. (A) Heat map of correlations between parameters of intestinal
barrier function (evaluated either by the L/M ratio; serum levels of zonulin, LBP or sCD14; or permeability measured directly in Ussing
chambers) with baseline obesity-related clinical parameters adjusted for age, sex, and BMI (partial Pearson correlations). Each colored square
denotes a correlation at the intersection of columns and lines. Color intensity (color key) indicates the correlation coefficient magnitude,
using the red color for positive correlation and blue for negative correlation. Significant P values are indicated for each intersection:
*p<0.05; ™p<0.01; ™ p<0.001. Detailed rho, P, and n values are presented in the supplementary material, Table S3. PPM = postprandial
micelles. (B) Biplot from the PCA of the inflammation markers. Vectors corresponding to the seven inflammation markers are displayed, and
subgroups with low (black) and high permeability (green) to the 0.4 kDa tracer, determined according to Figure 2A, are delineated using the
convex hull. (C) Serum levels of haptoglobin, CRP, and fibrinogen according to permeability to the 0.4 kDa tracer (low or high, see Figure 2A).
*p<0.01; *p<0.001. Obese patients include non-diabetic obese (black circles) and diabetic obese patients (black triangles). Results are
provided as dot plots with mean +£SEM; GLM corrected for age, sex, and BMI.

was associated with a decreased intensity of tricellulin
staining (Figure 5B). Micelles containing digestion
products of triglycerides (‘postprandial micelles’)
significantly increased paracellular permeability, but
micelles containing only biliary products (‘interprandial
micelles’) had no effect (Figure 5A), nor did taurocholic
acid or a combination of taurocholic acid and oleic acid
(supplementary material, Figure S3B).

We then evaluated the effect of such an ex vivo
lipid challenge on the permeability of human jejunum

Copyright © 2018 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

samples. As lipids impacted mostly permeability to
macromolecules in Caco-2/TC7 cells, we focused on
the passage of FITC-Dextran 4 kDa, which was mea-
sured before and after the addition of postprandial
micelles in the luminal reservoir of Ussing chambers.
When considering all patients, including non-obese
and obese, lipid micelles significantly increased
the passage of FITC-Dextran 4kDa (Figure 6A;
p<0.001). However, postprandial micelles had a
potent effect in obese patients (89.9 +£9.4 AU at baseline

J Pathol 2018
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experiments.

versus 151.2+159AU with micelles; mean fold
increase +68%, p<0.0001) and a lower impact in
non-obese patients (54.1+16.6 AU at baseline versus
78.5 +17.2 AU with micelles; mean fold increase +45%,
p <0.001). Strikingly, the permeability to FITC-Dextran
4kDa after the lipid challenge was 1.9-fold higher in
obese than in non-obese patients (Figure 6B; p = 0.03).
Exposing obese patients’ jejunal explants to lipid
micelles resulted in a significant decrease in tricellulin
fluorescence intensity (—17%), compared with control
explants without micelles (Figure 6C; p = 0.012).

In the obese patients, ex vivo jejunal permeabil-
ity to FITC-Dextran 4 kDa after the micelle challenge
showed a positive correlation with markers of systemic
(CRP rho=0.44; p = 0.010) and intestinal inflammation
(fecal calprotectin rho=0.53; p=0.007) (Figure 4A
and supplementary material, Table S3). We used a gen-
eralized linear model to explain diabetic status tak-
ing into account age, sex, BMI, and permeability to
FITC-Dextran 4kDa at baseline and after lipid chal-
lenge. We found that age and jejunal permeability after
lipid challenge were the only independent variables
explaining diabetic status (p =0.008 and p = 0.013 for
age and permeability, respectively). When corrected for
age, BMI, sex, and baseline permeability, permeabil-
ity after micelles was significantly higher in diabetic
obese than in non-diabetic obese patients (Figure 6D;
p=0.012). Thus, an increased permeability to large

Copyright © 2018 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

molecules after a lipid challenge was linked to the dia-
betic status.

Discussion

Combining ex vivo and in vivo approaches, we demon-
strate an alteration of the intestinal barrier function in
human obesity evidenced by impaired tight junctions
and increased levels of seric zonulin and LBP. Increased
jejunal permeability was not detected in fasted obese
patients but was unveiled after a challenge with dietary
lipids and linked with inflammation and metabolic
alteration.

Intestinal permeability is controlled by tight junc-
tions, which are impaired in inflammatory bowel disease
(IBD) [32,33]. Among the large repertoire of tight junc-
tion proteins, our study focused on tricellulin and
occludin, two proteins involved in the barrier to macro-
molecules [34,35], the latter being found decreased
in rodent models of genetic- or diet-induced obesity
[11,36,37]. In our obese patients, total jejunal occludin
and tricellulin were unchanged. However, their levels
were decreased in tight junctions, demonstrating for the
first time a mislocalization of both proteins in human
obesity, as described in other inflammatory conditions
[38,39]. This suggests that human obesity is associated
with altered intestinal barrier properties. Contrary to

J Pathol 2018
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Figure 6. Lipid micelles reveal increased permeability to macromolecules in human jejunum from obese patients. (A) Jejunum samples
mounted in Ussing chambers were analyzed for permeability to FITC-Dextran 4 kDa at baseline and after supply of PP micelles. Fluorescence
slope values (AU) are presented for six non-obese C1 and 38 obese patients. GLM corrected for age and sex; **p < 0.001. (B) Permeability to
FITC-Dextran 4 kDa after exposure to PP micelles in non-obese C1 (n= 6) and obese patients (n= 38). Obese patients include non-diabetic
obese (black circles) and diabetic obese patients (black triangles). GLM corrected for age, sex, and BMI; *p < 0.05. (C) Modification of
tricellulin fluorescence intensity at tight junction in the presence of PP micelles in seven obese patients. For each patient, two equivalent
jejunum samples were taken close to the mucosa sample used for jejunal permeability assessment in Ussing chambers and incubated in
the presence or absence of PP micelles before fixation and immunolabeling. Non-parametric unpaired Mann-Whitney test. *p < 0.05. (D)
Variation of FITC-Dextran 4 kDa flux after exposure to PP micelles according to type 2 diabetes status (LM model: FITC-Dextran 4 kDa flux
with PP micelles ~ age + BMI + sex + FITC-Dextran 4 kDa flux baseline + type 2 diabetes) in obese patients without (Ob, n= 20) or with

type 2 diabetes (ObD, n= 18). *p < 0.05.

IBD [40], we did not observe any epithelial lesions (data
not shown) and we assessed whether the modification of
tight junctions in obese patients was sufficient to lead to
increased permeability. Considered as the gold standard,
the Ussing chamber method allows for direct assess-
ment of permeability in specific intestinal segments,
regardless of confounding factors (i.e. intestinal transit
time and surface area, tracer degradation, renal function,
etc), and has been used to characterize barrier alterations
in several animal models [41]. Measured during the
fasting state in obese individuals being operated on for
bariatric surgery, jejunal permeability to small and large
molecules was not significantly increased compared
with non-obese patients. This result contrasts with obese
mice fed a HFD, in which a two- to ten-fold increase in
intestinal permeability to macromolecules was reported
[11,20,21,42]. However, in our cohort, accurate analysis
of phenotypes linked to obesity revealed associations
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Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

between jejunal permeability to small molecules and
inflammation status. Thus, despite much more modest
barrier defects compared with rodent models of obesity,
our results demonstrate in humans the links between
jejunal permeability and obesity-associated low-grade
inflammation.

When evaluated in the fasting state, alterations of
the intestinal barrier of obese patients were probably
too subtle to be clearly evidenced in comparison to
non-obese patients. The major finding of our study is
that an acute ex vivo exposure to dietary lipids mim-
icking a meal is sufficient to unmask jejunal hyper-
permeability to large molecules in severe obesity. Our
results in Caco-2/TC7 cells indicate that lipids per se
are able to increase paracellular permeability through
direct effects on tight junctions, and especially tri-
cellular tight junctions, which were recently identi-
fied as a pathway for macromolecules [34]. As we
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previously demonstrated, complex lipid micelles used
in the current study preserved cell viability and epithe-
lial integrity [31]. Therefore, increased permeability to
macromolecules cannot be attributed to cellular dam-
age. Among lipid micelle components, some bile acids
have been shown to alter intestinal barrier function
[37,43]. However, in our conditions, taurocholic acid,
the most abundant conjugated primary bile acid, alone
or mixed with the other main bile components (choles-
terol and L-a-lysophosphatidylcholine) did not change
epithelial permeability. Altogether, our results suggest
that tight junctions could be modified through the rapid
activation of signaling pathways triggered specifically
by micelles containing triglyceride hydrolysis products,
as previously shown for dietary lipid sensing through
the scavenger receptor SR-B1/CLA-1 [44]. Such acute
effects of lipid micelles on permeability were repli-
cated in human jejunal samples, with more prominent
effects in obese patients, supporting the hypothesis that
acute lipid consumption may impair intestinal barrier
function with an impact on host response. By pro-
moting the trans-epithelial passage of macromolecules,
lipid-mediated alterations of tight junctions could exac-
erbate local immune responses with systemic conse-
quences [30]. This is in accordance with our results
showing a correlation between gut permeability upon
lipid exposure and systemic inflammation assessed by
CRP. Furthermore, fecal calprotectin, a surrogate marker
of intestinal inflammation in IBD [45], was correlated
with permeability after lipid challenge and thereby could
constitute a reliable marker of postprandial-induced
barrier alteration in obesity. Our results support the
hypothesis that deleterious effects of acute lipid loads
on intestinal barrier properties add up to those due to
the chronic lipid consumption already described in sev-
eral previous studies [12]. In obese patients, a weak-
ened barrier during fasting would be more sensitive to
nutrient/luminal challenges. To go further in this way,
the links between daily food intake and gut perme-
ability remain to be explored in detail. While lipids
are a representative nutrient challenge, other molecules
known to alter the intestinal barrier, including alcohol
and non-steroidal anti-inflammatory drugs [2,46], would
be of interest to test in future studies.

Another important result is the observation of an inde-
pendent link between lipid-induced jejunal hyperper-
meability and metabolic conditions of obese patients.
Indeed, lipid-induced permeability was a significant
explicative variable of type 2 diabetes, independent of
age, sex, BMI or baseline jejunal permeability, whereas
intestinal permeability measured at the fasting state,
regardless of the method, was comparable between
diabetic and non-diabetic obese patients. Various tis-
sue and systemic alterations associated with diabetes
may increase jejunal sensitivity to lipid-mediated barrier
impairment. This includes pro-inflammatory cytokines,
which have been shown to trigger intestinal barrier
dysfunction through mechanisms initiated at the basal
side of epithelial cells [3]. Importantly, we previously
showed immune cell accumulation and local cytokine

Copyright © 2018 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
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expression in the jejunum of obese patients accord-
ing to their metabolic status [10]. Recently, Thaiss
et al. demonstrated a hyperglycemia-mediated barrier
disruption through a mechanism initiated at the basal
membrane [47]. Interestingly, hyperglycemia is asso-
ciated with decreased bacterial—epithelial distance in
the colon, which may contribute to barrier dysfunction
[48]. Therefore, the integration of the different signals
originating from both luminal and basolateral environ-
ments and the interaction between the microbiota and
the mucus layer are important factors to investigate in
future studies.

In order to establish a reliable clinical measure eas-
ily applicable to obese patients, we examined in vivo
markers of intestinal barrier dysfunction. The urinary
L/M ratio has been commonly used to investigate per-
meability in intestinal and extra-intestinal diseases [49].
Despite this, few studies have investigated in vivo per-
meability in obese patients and they have shown con-
flicting results [14—16,50]. Herein, we report no statisti-
cal difference in L/M ratios between non-obese patients
and patients with severe obesity, and found no link with
clinical and biological phenotypes. However, zonulin, a
marker of intestinal tight junction impairment in celiac
disease and type 1 diabetes [51], and LBP, an LPS trans-
porter, were increased in obese patients, in accordance
with previous observations in overweight or moderately
obese patients [18,52—54]. Notably, none of these in
vivo biomarkers of altered barrier function correlated
with permeability measured in Ussing chambers. Col-
lectively, these results show that a reliable tool measur-
ing permeability for clinical practice remains to be iden-
tified in the context of human metabolic disease. The
search for intestinal permeability and epithelial integrity
biomarkers is also a major issue in other pathological
conditions such as IBD. Moreover, the establishment of
physiological values for permeability or other parame-
ters reflecting healthy barrier function is a prerequisite
for future prospective studies assessing the benefit of
surgical or nutritional interventions [55].

In conclusion, the °‘leaky gut’ paradigm can be
extended to human severe obesity, although the intesti-
nal barrier dysfunction differs significantly from the
rodent models. In human obesity, whereas only subtle
barrier alterations are evidenced in the fasting state,
increased jejunal permeability is unequivocally revealed
by a lipid load and is associated with inflammatory and
metabolic status. These results emphasize the need to
consider if, and how, repeated lipid challenges can alter
intestinal permeability and play a role in the pathophys-
iology of intestinal barrier function and downstream
metabolic impairment in obesity. Further research
on this topic would pave the way for new nutrition
strategies in preventive medicine.
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Intestinal plasticity in response to nutrition and
gastrointestinal surgery

Maude Le Gall, Sophie Thenet, Doriane Aguanno, Anne-Charlotte Jarry, Laurent Genser,
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The plasticity of a material corresponds to its capacity to change its feature under
the effect of an external action. Intestinal plasticity could be defined as the ability
of the intestine to modify its size or thickness and intestinal cells to modulate their
absorption and secretion functions in response to external or internal cues/signals.
This review will focus on intestinal adaptation mechanisms in response to diet and
nutritional status. These physiological mechanisms allow a fine and rapid adapta-
tion of the gut to promote absorption of ingested food, but they can also lead to
obesity in response to overnutrition. This plasticity could thus become a therapeutic
target to treat not only undernutrition but also obesity. How the intestine adapts in
response to 2 types of surgical remodeling of the digestive tract—extensive bowel
resection leading to intestinal failure and surgical treatment of pathological obesity
(ie, bariatric surgeries)—will also be reviewed.

INTRODUCTION on peripheral and central organs. They participate in
the control of gastric emptying and intestinal motility;

The gastrointestinal tract is the organ primarily respon- the control of food intake and intestinal nutrient ab-

sible for food digestion and nutrient absorption. The in-
testinal epithelium acts as a barrier protecting the
internal environment from luminal content while con-
trolling the absorption of nutrients, water, electrolytes,
and vitamins. The intestine is also the largest endocrine
organ of the body by the amount and diversity of hor-
mones or peptides it can secrete.' These hormones act
directly on the gastrointestinal tract and the enteric ner-
vous system or, after transfer to the lymph and blood,

sorption; and the regulation of glycemia, notably by
modulating insulin secretion.

The integrity and homeostasis of the intestinal epi-
thelium depends on the precise spatiotemporal coordi-
nation of proliferation, migration, differentiation, and
cell-death processes.” The constant renewal of this epi-
thelium is extremely rapid, with most intestinal cells
renewed in 2-3 days in rodents and 5-7 days in human.
Renewal allows for rapid adaptation of the intestine to
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Figure 1 Schematic representation of the different cell types
within the intestinal epithelium and their contribution to the
3 main functions of the small intestine. The small intestine
presents a crypt-villus structure. Intestinal epithelial stem cells lo-
cated in the crypts produce new proliferating cells that differenti-
ate while migrating up the villus, except for Paneth cells residing
at the base of the crypt. Eventually, differentiated cells are ex-
truded into the intestinal lumen. Barrier function: Intestinal epithe-
lial cells (IECs), through their intercellular junctions, form a
biochemical and physical barrier that maintains segregation be-
tween intestinal lumen content and the interior milieu. Secretory
goblet cells and Paneth cells secrete mucus and antimicrobial pro-
teins, respectively, to promote the exclusion of microbiota from
the epithelial surface. Absorptive function: Enterocytes correspond
to 90% of the IEC, they are equipped with transporters that control
nutrient passage from the lumen to the blood or lymph. Endocrine
function: Enteroendocrine cells are pear-shaped cells scattered
along the villus that secrete peptides into the blood. Abbreviation:
IEC, intestinal epithelial cells.

its environment. The intestine modulates its size and
absorption, barrier, or secretion capacities according to
the nature and quantity of available nutrients but also
according to the individual’s physiological or pathologi-
cal state. Adaptation may involve changes in intestinal
cell number and absorptive and/or secreting functions,
reflecting intestinal plasticity.

The intestinal epithelial cells are mainly entero-
cytes, goblet cells, Paneth cells, and enteroendocrine
cells (Figure 1). All of those cells arise from the same in-
testinal stem cell residing at the base of the crypts but
carry out different functions of the intestinal epithelium
(ie, nutrient absorption, barrier, and endocrine func-
tions). Numerous reviews have already reported the
general mechanisms of epithelial cell differentiation.’”
In addition, the contribution of the microbiota to intes-
tinal functions has received a lot of attention.®” The
present review focuses on intestinal adaptation mecha-
nisms in relation to diet and nutritional status and in
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response to 2 types of surgical remodeling of the gastro-
intestinal tract: extensive intestinal resection leading to
short bowel syndrome (SBS) and surgical treatment of
morbid obesity (ie, bariatric surgeries).

Intestinal adaptation can be divided into 2 catego-
ries: 1) a nonspecific adaptation corresponding to an
increase in (or a reduction of) the total intestinal mass,
causing a modulation of all nutrient absorption through
increased surface exchange and endocrine secretions;
2) a more specific adaptation involving a particular
function, provided by a cellular subtype whose number,
location or nutrient transporter equipment are modu-
lated by the nutritional or metabolic environment.

HYPERPLASIA AND HYPOPLASIA: NONSPECIFIC
ADAPTATIONS OF THE INTESTINE

A simple and effective way to increase the intestinal ab-
sorption or secretion capacity is to increase the number
of intestinal epithelial cells and thus to increase intesti-
nal exchange surface (for recent review, see Dailey3 )

A study in leptin-deficient (ob/ob) obese mice, in
comparison with their heterozygote littermates (ob/wt),
showed that obesity was associated with an increase in
the intestinal absorption capacity of sugars and amino
acids simply as a consequence of an increased intestinal
mass.® Dietary restriction in leptin receptor knockout
mice (db/db) reverses the phenotype, suggesting that
overeating and not an obese metabolic state per se is re-
sponsible for the increase in intestinal surface area and
absorption of sugars.” Accordingly, in streptozotocin-
induced diabetic mice, hyperphagia may be responsible
for the nonspecific increase in nutrient absorption be-
cause of the higher intestinal mass of these mice,
whereas body weight was similar to that of the nondia-
betic littermates.'” In humans, a recent study reported
that hyperglycemic obese individuals display an in-
creased enterocyte mass.'' Even though nutritional
effect (overeating, specific diet) cannot be distinguished
from metabolic effect (insulin resistance and leptin resis-
tance) in human studies, results from some studies
suggest that hyperplasia may be related to food-related
obesity rather than obesity-associated diabetes."”

Conversely, exclusion of nutrients from the intesti-
nal lumen, as during exclusive parenteral nutrition,
induces an atrophy of the intestinal epithelium.">™"> In
a rat model under total parenteral nutrition, hypoplasia
was reported as early as 3days after the beginning of
the parenteral nutrition."> This hypoplasia was associ-
ated with a reduction in galactose intestinal absorption
capacity.'> The presence of glutamate in the drinking
water of mice under total parenteral nutrition seems to
preserve the epithelium, suggesting that luminal signals
contribute to the balance among proliferation,
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differentiation, and apoptosis.' More recently, exoge-
nous glucagon-like peptide 2 (GLP-2) supplementation
in the blood of mice under total parenteral nutrition
was shown to partially prevent parenteral nutrition-
associated intestinal mucus atrophy,'” suggesting that
plasma signals could also contribute to the effect. These
examples illustrate how the intestine responds directly
to luminal and blood signals to adapt its mass and con-
sequently its absorption capacity.

PLASTICITY OF INTESTINAL ABSORPTIVE FUNCTION

Intestinal absorptive cells, also known as enterocytes,
represent 80%-90% of the epithelial cells of the small
intestine. They ensure the absorption of macro- and
micronutrients via a regulated transcellular pathway.
These polarized cells exhibit microvilli at their apical
pole, in which the enzymes (proteases and sucrases) of
the final digestion of food, as well as transporters for
nutrients, vitamins, electrolytes, and water, are inserted.
The absorptive capacity of the intestine relies on the ab-
sorptive equipment of enterocytes, which can be modi-
fied during a single meal, depending on the nature of
the ingested food, as well as during a specific diet.

Sugar absorption

The most illustrated example of enterocyte plasticity is
probably the absorption of sugars during a meal.'®
Dietary monosaccharides absorption occurs at the api-
cal pole of enterocytes through the sodium-glucose/
galactose co-transporter SGLT1 and the fructose trans-
porter GLUT5 (Figure 2A). They exit the enterocytes to
enter the bloodstream through the glucose, galactose,
and fructose transporter GLUT2. However, during a
sugar-rich meal, when sugar concentrations in the in-
testinal lumen exceed the transport capacities of SGLT1
(glucose) or GLUTS5 (fructose), GLUT?2 is rapidly trans-
ferred from intracellular storage vesicles to the apical
pole of enterocytes, tripling the sugar-transport capacity
of the intestine.'” After the meal, insulin induces
GLUT?2 delocation from the apical membrane, reducing
the entry of sugars into the blood.”” Accordingly, it was
recently reported that genetic ablation of the insulin
receptor in intestinal epithelial cells reduces intestinal
glucose uptake.”' This example, although still under dis-
cussion,”* ** illustrates the plasticity of the enterocyte in
the short term because it takes place during a simple
sugar-rich meal.

Long-term sugar-rich diets also modulate the ex-
pression levels of brush border transporters and
sucrases (sucrase isomaltase, lactase, etc.).?”> The regula-
tion of GLUT5 by fructose is characteristic. During
postnatal development, rat pups progressively switch
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Figure 2 Intestinal adaptation in response to a meal or a diet
exemplified by apical GLUT2 translocation. A. During fasting,
when sugar concentrations are low in the intestinal lumen, glucose
and galactose uptakes are ensured by sodium-dependent glucose
transporter 1 (SGLT1), and fructose uptake is ensured by GLUTS.
Release of glucose, galactose, and fructose into the blood are en-
sured by GLUT2. During a sugar-rich meal, a pool of GLUT2 translo-
cates from intracellular vesicles to the apical membrane. This
translocation increases intestinal sugar uptake capacity. After the
meal ingestion (postprandial), increased insulin secretion induces
GLUT2 internalization from the apical membrane and reduces
sugar uptake. Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) is secreted by enter-
oendocrine cells in response to a sugar meal. SGLT1 and maybe
GLUT2 are sugar receptors triggering this secretion. B. In patholog-
ical conditions such as diet-induced obesity, insulin resistance
results in a permanent apical GLUT2 location within the intestine.
Obesity-associated insulin and leptin resistances are also associated
with reduction of GLP-1 secretion by enteroendocrine cells.
Abbreviations: GLP-1, glucagon-like peptide-1; SGLT1, Sodium-
dependent glucose transporter 1.

from a low-sugar, high-fat diet (breast milk) to a high-
sugar, low-fat diet (chow pellets). GLUT5 expression
follows this evolution, increasing with the enrichment
of fructose within the diet. Moreover, in newborn rats,
GLUTS5 expression levels, which are normally very low,
can directly be induced by an early addition of fructose
in complement to breast milk.*®
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In addition to the diet, metabolic state modulates
the intestine ability to transport sugars. As described
previously, during a meal, insulin can modulate the lo-
cation of GLUT2'; in addition, GLUT2 expression is
increased in diabetic insulinopenic rats.”” In insulin-
resistant mice or obese humans, GLUT2 remains perma-
nently localized at the brush border (Figure 2B) and may
contribute to reported postprandial hyperglycemia.”’>*®
Insulin resistance-associated GLUT2 location can be in-
duced by either a high-fat diet or a high-fructose diet,
suggesting a preponderant role of the diet-induced meta-
bolic state over the nature of the ingested nutrients in
this process. Leptin can also modulate intestinal trans-
port of sugars. Leptin was reported to decrease apical ex-
pression of SGLT1,”>*” reducing the active compound of
glucose transport. On the other hand, leptin increases
the activity of GLUT5,”" and mice specifically invalidated
in intestine epithelial cells (IECs) for the leptin receptor
(IEC KO LepR mice) exhibit a decreased fructose trans-
port capacity.’” Finally, hormones secreted by enteroen-
docrine cells, such as glucose-dependent insulinotropic
peptide (GIP) and GLP-2, also modulate the apical activ-
ity of SGLT1 in the small intestine.”**

Protein absorption

Protein absorption is carried out after proteins are
hydrolyzed, mainly into di- and tripeptides but also
into amino acids. Most of the peptides are transported
by the electrogenic proton-dependent transporter
PEPT1,* whereas amino acids are transported by a
large number of different systems.’® Diet enrichment in
proteins and/or amino acids modulates PEPT1 activity
(for a review, see Spanier35). In rats, a diet containing
> 20% casein induces an increase in the expression and
apical location of PEPT1.”” Paradoxically, during a
short fast, the expression of PEPT1 also increases,”
suggesting that the intestine could equip itself to be pre-
pared for the future arrival of nutrients. Leptin modifies
the absorption of proteins by upregulating the expression
and apical location of PEPT1,” and leptin knocked-out
ob/ob mice*” or IEC KO LepR mice’ display reduced
PEPT1 activity. In agreement with these observations, in
diet-induced obese mice with leptino resistance and an
associated decrease in the expression of intestinal leptin
receptors, the expression of PEPT1 (mRNA and protein)
is weakened.*' Finally, in the human enterocytic cell line
Caco-2, insulin regulates the apical location of PEPT1
without modulating its expression.**

This set of experiments illustrates how peptide-
transport capacity of the intestine can be modulated
by PEPT1 expression and location in response to both
nutrients and metabolic signals.
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Lipid absorption

Unlike other nutrients, dietary lipids (ie, triacylglycerols
mainly composed of long-chain fatty acids) are poorly
water soluble and potentially toxic. Through the con-
comitant action of gastric and pancreatic lipases and
bile acids, triglycerides are hydrolyzed into fatty acids
and monoglycerides. Combined with cholesterol, bile
acids, and phospholipids, they form lipid micelles
within the intestinal lumen. Once absorbed by entero-
cytes, fatty acids and monoglycerides are bound to solu-
ble lipid-binding proteins and, after re-esterification,
secreted into lymph as triacylglycerol-rich lipoproteins
also called chylomicrons. The absorption of lipids by
enterocytes is therefore complex and involves many
proteins in the various steps of absorption, intracellular
trafficking, synthesis, and secretion of chylomicrons.*
The expression and activity of these proteins are regu-
lated by the luminal content, so the intestinal capacities
of lipid absorption adapt to the lipid content of the diet,
as illustrated in mice subjected to a high-fat diet.** In
the Caco-2 cell line, the composition of the luminal
micelles modulates expression of 46 genes from 3 major
cell function categories (signal transduction, lipid me-
tabolism, and cell adhesion/architecture),*” suggesting
that micelles are directly detected by receptors at the
apical side of enterocytes, such as CD36 and SR-B1,*
and can induce cell response. Insulin modulates the ex-
pression and/or activity of microsomal triglyceride
transfer protein (MTP), a protein that plays a crucial
role in the process of absorption of dietary lipids and
their transfer to the circulation.*” Thus, the composi-
tion of the diet in regards to fatty acids can also indi-
rectly influence the metabolic regulation of these
different steps by inducing intestinal insulin resis-
tance.”” The intestinal capacities of lipid absorption are
also modulated by GLP-2 and GLP-1, whose secretions
are predominantly stimulated by a high-fat diet or a fat-
rich meal.** However, whereas GLP-1 decreases the
production of ApoB-48, a chylomicron apolipoprotein,
GLP-2 stimulates its production and thus the absorp-
tion of lipids, in particular by increasing the expression
of the CD36 receptor.*®

Altogether, these studies indicate that changes in
diet as well as metabolic state lead to adjustment of ab-
sorptive capacity of the intestine at the cellular and mo-
lecular levels to maximize nutrient absorption. As
detailed below, these physiological adaptations may also
lead to a pathological state, as illustrated in obesity.

PLASTICITY OF INTESTINAL ENDOCRINE FUNCTION

Enteroendocrine cells represent < 1% of all intestinal
epithelial cells (Figure 1). They are scattered throughout
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the gastrointestinal tract and are characterized by their
location and by the nature of the hormones or peptides
they secrete. Enteroendocrine cells present a peculiar
pear-shaped morphology, opened toward the internal
milieu. At the apical pole they present microvilli where
receptors are able to detect intestinal luminal content
and to induce an adapted response by the production of
one or several hormones and their secretion at the baso-
lateral pole®” (Figure 2A). More than 20 peptides are se-
creted along the small intestine, including GIP secreted
by K cells; cholecystokinin (CCK) secreted by I cells;
and GLP-1, GLP-2, and peptide YY (PYY) secreted by L
cells. K cells are located primarily in the duodenum,
I cells in the duodenum and jejunum, and L cells in the
jejunum, ileum, and colon, with distribution subtleties
according to species.”® The traditional view that enter-
oendocrine cells are specified by their location and their
panel of secreted hormones has been revisited by the
development of transgenic mice expressing fluorescent
proteins under the control of enterohormone
promoters (ie, proglucagon, GIP, or CCK).”!
Transcriptomic analyses of these cells revealed that the
same cell type is able to adapt to its environment by
modulating its panel of produced and secreted hor-
mones.”" Actually, the nature and number of hormones
expressed and secreted depends not only on the
proximal-distal location of enteroendocrine cells in the
gastrointestinal tract but also on local luminal stimuli,
such as nutrients, microbiota, and biliopancreatic secre-
tions, as well as systemic stimuli arising from the meta-
bolic status of the individual.”**’

Several studies have characterized endocrine cell
density within the gastrointestinal tract in response to
diet-induced obesity. A high-fat, low-sugar diet is asso-
ciated with an increase in the density of cells expressing
GLP-1 in the jejunum and colon of obese patients™*>’
and rodents®**® compared with lean individuals. This
increase seems to be independent of the metabolic state
because ob/ob obese mice under normal chow diet did
not display any change in the number of GLP-1-posi-
tive cells.”* Although it was reported that the density of
cells expressing GIP increased in ob/ob mice under a
high-fat or high-sugar diet,” this result was not repro-
duced in a transgenic mouse model with a GIP reporter
transgene.”® On the contrary, after 2 weeks the number
of GIP-expressing cells decreased in mice fed a high-fat
diet compared with mice fed chow.” However, a study
also reported that, independently of the obesity state or
the diet composition, the number of enteroendocrine
cells is also modified during diabetes.”® Surprisingly, in
a piglet model of parenteral nutrition (ie, in absence of
nutrients in the intestinal lumen), the number of enter-
oendocrine cells (chromogranin-A-positive cells) did
not appear to be modified."*
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Of note, a change in the number or density of a
specific enteroendocrine cell type is not necessarily as-
sociated with a change in plasma concentrations of the
corresponding produced hormones. Under a sugar-rich
diet, ob/ob mice display an increase in the number of
jejunal cells expressing GIP without associated in-
creased plasma levels of GIP, whereas under a high-fat
diet, the same mice display an increase in both the
number of GIP positive cells and the plasma levels of
GIP.”” More recently, an interesting study identified 2
types of mice responding to a high-fat diet®”: those
maintaining normal blood glucose levels and those de-
veloping hyperglycemia and insulin resistance with the
same weight gain. The former had an L-cell density and
number comparable with mice under control diet but
an increase in GLP-1 secretion during a glucose toler-
ance test. On the contrary, the latter mice displayed an
increase in the number of GLP-1-producing cells but
secreted less GLP-1 during the glucose tolerance test
(Figure 2B). The increase in L-cell numbers probably
constitutes an attempt to compensate for the functional
failure of the cells.”**® These differences raise the ques-
tion of the signals influencing enteroendocrine cell
function and their plasticity, beyond the diet and
nutrients, such as glucose or fatty acids, that are known
to stimulate hormone production.*** Specific micro-
biota may be at play. Indeed, some probiotics that in-
duce changes in the composition of the microbiota in
obese mice are associated with a higher density of L
cells as well as a higher expression of proglucagon in
these cells.”" The fermentation of this type of probiotic
by the microbiota produces short-chain fatty acids that
increase stem-cell differentiation into L cells in intesti-
nal organoids.”

PLASTICITY OF THE INTESTINAL BARRIER FUNCTION

All intestinal epithelial cells are connected by intercellu-
lar junctions and form a physical barrier preventing the
passage of toxins, dietary antigens, microbial products,
and microorganisms from the intestinal lumen into the
body (Figure 1 and Figure 2). Scattered within the ma-
jority of absorptive enterocytes, secretory goblet and
Paneth cells are specialized cells contributing to the bar-
rier function of the epithelium and to innate immune
defense by producing and secreting mucins and antimi-
crobial peptides, respectively. The mucus layer and the
antimicrobial peptides limit the number of luminal bac-
teria and bacterial components coming in close contact
with the epithelial cell monolayer.®’

The regulation of paracellular permeability (ie, the
transfer of solutes through the intercellular space) is en-
sured primarily by tight junctions (TJs) (Figure3A).
These multiprotein complexes are formed by
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B Intestinal barrier impairment in a pathological context
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Figure 3 The intestinal barrier in physiology and in pathology. A. Simplified scheme of the three junctions involved in cell-cell adhesion
in intestinal epithelial cells: tight junctions, adherens junctions, and desmosomes, which together form the apical junctional complex. Tight
junctions control the paracellular permeability: different claudins ensure a selective permeability to cations and anions, whereas occludin (at
bicellular tight junctions) and tricellulin (at tricellular tight junctions) control the permeability to macromolecules. These transmembrane pro-
teins are connected to the actin cytoskeleton through several adaptator proteins such as ZO proteins. In adherens junctions, E-cadherin is con-
nected to actin by the catenin complex, whereas the molecular complex forming desmosomes is connected to intermediate filaments of
keratins. B. Intestinal barrier impairment in pathological situations can be due to tight junction defects. These defects lead to excessive pas-
sage of luminal components such as lipopolysaccharides, contributing to tissue and systemic inflammation. Lipopolysaccharides can also cross
the epithelial layer by a transcellular pathway (inset). Other intestinal barrier defects have been described, such as modification of the quantity
and quality of the mucus layer, decreased secretion of antimicrobial peptides, both causing modifications of the microbiota composition.
Conversely, an altered microbiota can impact all of the barrier actors. Abbreviations: AMPS, antimicrobial peptides; LPS, lipopolysaccharides.

transmembrane proteins (eg, JAM-A, claudins, occlu-
din, tricellulin), which are connected to the actin cyto-
skeleton through several adaptor molecules (eg, ZO-1, -
2, and -3) and different signaling proteins. Two paracel-
lular routes through the TJs have been described. In
physiological conditions, the main one is the pore path-
way, a large-capacity but highly charge- and size-
selective route.* It is generated by the pores formed by
the claudins and allows the passage of ions and small
solutes (up to 6-10 A in diameter).** A distinct path-
way, called the leak pathway, is less selective, allowing
the passage of larger molecules (up to 10 nm in diame-
ter) but is supposed to have a very limited capacity in
physiological conditions.”* An altered intestinal barrier
function can thus result from a combination of events
affecting the properties of TJs (ie, both paracellular
pathways), as well as the transcellular transports, the
mucus layer, and/or the adaptive and innate immune
cell compartment (Figure 3B). How plasticity of intesti-
nal epithelial cells in response to food abundance or
scarcity also impacts the epithelial barrier function will
be discussed.
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Increased intestinal permeability in response to a
high-fat diet has been documented in multiple studies
and recently reviewed.®” In particular, paracellular per-
meability to large tracers such as dextran 4kDa was
shown to be increased.”* *” Levels of occludin and its
intracellular partner ZO-1 were decreased at the mRNA
and/or protein levels,"*”® and their subcellular location
was impaired.”"”? In addition, a decreased trans-
epithelial resistance, which reflects altered ion perme-
ability, has also been described in mice fed a high-fat
diet and was accompanied by a switch in the expression
of claudin, in particular increased expression of claudin-
2.7 1t is currently proposed that excessive passage of
macromolecules could contribute to local activation of
immune cells, thereby contributing to tissue and sys-
temic low-grade inflammation. Accordingly, inflamma-
tion hallmarks such as tumor necrosis factor o,
interleukin 1§, and interleukin 6 expression, activation
of the NF«xB pathway, and myeloperoxidase activity have
been evidenced in the short bowel or the colon of mice
fed a high-fat diet.”>”* Nevertheless, other studies failed
to demonstrate any sign of intestinal inflammation.®”
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The so-called Western-style diet is a high-fat and
high-sugar diet. Beside lipids, the possible contribution
of excessive sugar consumption to dysfunction of the
intestinal barrier has been also examined. The existence
of an increased paracellular pathway for sugars due to
the opening of TJs in response to the activation of
the sodium-glucose cotransporter SGLT1 has been
proposed.”” How excessive glucose consumption in
long-term diet affects the intestinal barrier still needs to
be investigated. In mice, chronic consumption of 30%
fructose in drinking water led to a decreased expression
of occludin and ZO-1 protein.”*”” Notably, fructose con-
sumption was associated with increased intestinal perme-
ability only in combination with a Western-style diet.””

Impaired mucus barrier is another feature of intes-
tinal barrier alteration. The capacity of goblet cells
to produce and secrete Mucin 2 (Muc-2), the main
component of the intestinal mucus,”” was decreased
in diet-induced obese mice’®”® after 4weeks (ie,
before the onset of obesity and metabolic alterations)®’
(Figure 3B).

Increased endotoxemia (ie, presence of bacterial
lipopolysaccharides [LPS] in the circulation) has been
observed in parallel of the increased intestinal perme-
ability induced by a high-fat diet°®®" and Western-
style/high-fructose diet.”” This metabolic endotoxemia
is an important contributor to low-grade inflammation
and metabolic dysregulations because slow LPS infusion
can recapitulate part of the alterations induced by the
high-fat diet® (Figure 3B). Endotoxemia induced by a
high-fat diet is often proposed to be a consequence of
the increased intestinal permeability. This hypothesis is
reasonable because LPS has been shown to cross the ep-
ithelial monolayer via the paracellular pathway.®’
However, LPS is also transported from the gut lumen
via a transcellular pathway (reviewed in Guerville and
Boudry®; Figure 3B inset) and can be secreted via chy-
lomicrons after an acute lipid supply.**~* Therefore, in-
creased endotoxemia upon lipid consumption does not
necessarily reflect increased paracellular permeability,
and LPS measurement to assay intestinal permeability
needs to be clarified. Lipopolysaccharides are probably
not the only bacterial components found within the or-
ganism. The detection of bacterial DNA in the circula-
tion, as well as whole commensal bacteria in mesenteric
adipose tissue and lymph nodes, has been described in
mice fed a high-fat diet.** Whole bacteria may cross the
epithelial lining, but it remained to determine through
which pathway and whether it could be related to any
nutritional condition.***

The dysbiosis induced by a high-fat diet in mice
(and its parallel in human obesity) is beyond the focus
of this paper and has been documented in recent

. ,90 . .. .
reviews.”>”" Links between dysbiosis and increased
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intestinal permeability in mice fed a high-fat diet still
need to be investigated in depth. Antibiotics alleviated
intestinal hyperpermeability induced by a 4-week high-
fat diet,”® suggesting that the composition of the micro-
biota participates in the remodeling of the intestinal
barrier. However, because modifications of the micro-
biota composition are observed in parallel to barrier
alterations in response to diet, direct effects of dietary
components versus microbiota modifications are diffi-
cult to decipher.”’ Of note, increased intestinal perme-
ability has potentially very different consequences
depending on which segment is affected: the small in-
testine, where most nutrients are absorbed, and/or the
colon, in which the mucus layer is thicker and the
microbiota concentration much higher.®**%

Although the impact of high-fat diet on intestinal
permeability has been largely illustrated, the contribu-
tion of obesity per se is more controversial because ob/
ob mice under a normal chow diet were reported to ei-
ther present an increased permeability®**”** or not.*>>
A study conducted in parallel in a lean and an obese rat
strain, both submitted to a high-fat diet for 16 weeks,
indicated that dietary fat but not genetic obesity was in-
volved in the increase of small intestine permeability.”
In few studies, barrier alterations were described before
weight gain and metabolic alterations.”””* In 1 study
that aimed to compare the impact of genetic back-
ground, quality, and quantity of lipids and duration of
the diet, impaired metabolic state was not accompanied
by any alteration of the intestinal barrier function.”®
These data suggest that intestinal defects could occur
early in the cascade of events leading to obesity in re-
sponse to inappropriate diet and that luminal signals
more than the metabolic state are involved. However
leptin administration or graft of visceral adipose tissue
in lean rats was shown to increase intestinal permeabil-
ity; this effect could be due to a disorganization of TJs
through a RhoA-ROCK-dependent pathway, which
was evidenced in the human intestinal epithelial cells
Caco-2.”” Authors of a recent study conducted in vari-
ous mouse models of obesity and diabetes propose that
hyperglycemia, rather than obesity or alteration of lep-
tin signaling, drives increase of intestinal permeability
through modifications of T] gene expression in epithe-
lial cells via a GLUT2-dependent mechanism.”®

Fewer studies have documented alterations of gut
barrier in food restriction or deprivation.”” The mecha-
nisms may differ at least in part from those involved
upon overfeeding because, in response to food depriva-
tion, epithelial homeostasis seems to be disturbed with
decreased villous height and crypt depth.'® Total par-
enteral nutrition has been associated with increased in-
testinal permeability'®" leading to an increase in
bacterial translocation.'®* Modification of TJs or mucus
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composition have been involved.'*'°" Animals under
parenteral nutrition also present a decrease in the pro-
duction of antimicrobial peptides by Paneth cells,'®
leading to reduced intestinal bactericidal capacities.'®*
Thus a major consequence of total parenteral nutrition
is not only the development of mucosal atrophy but
also a loss of epithelial barrier function, which may lead
to an increase in clinical infections and septicemia. The
fact that both food abundance and scarcity lead to a
similar increase in gut permeability with shared mecha-
nisms (ie, reduced T] protein expression, changes in
mucus composition, and dysfunctional Paneth cells)
raises the question of how the lumen content influence
these parameters.

In humans, noninvasive methods are most often
performed to investigate intestinal permeability in re-
sponse to obesity or metabolic diseases. These indirect
methods, based on endotoxemia evaluation or lactitol-
manitol urinary excretion, gave rise to discordant
results.' %% Interestingly, caloric restriction in obese
individuals induced decreased intestinal permeability,
which was not linked with weight loss, raising the ques-
tion of the contribution of nutrient intake versus that of
the metabolic state in human gut barrier alterations.''?
In a recent study, T] modifications were evidenced in
the jejunum of severely obese patients.''' Although
only a subtle increase of permeability was measured in
the jejunum taken at the fasting state, a single ex vivo
exposure to dietary lipids mimicking a meal was suffi-
cient to unmask jejunal hyperpermeability in obese
patients."'" These results suggest that the intestinal bar-
rier is weakened in obese individuals and is more sensi-
tive to nutrient/luminal challenges. Moreover, jejunal
permeability after the lipid challenge was correlated
with systemic and intestinal inflammation, as well as
with type 2 diabetes, confirming in humans the links
between intestinal permeability and metabolic altera-
tions previously demonstrated in rodents.

Beyond unquestionable correlations, a causative
role of an impaired intestinal barrier in inflammation
and other obesity-associated metabolic alterations
remains to be demonstrated in humans. In mice, the
knockout of the gene FIIr encoding the TJ protein
JAM-A has recently been shown to exacerbate steatohe-
patitis induced by a high-fat diet.''* These data high-
light that the intestinal barrier is not only a target but
also an important actor in metabolic diseases and that
improving its function could potentially constitute a
therapeutic strategy to prevent obesity and/or its meta-
bolic complications. Future studies will address the dif-
ferent possible mechanisms leading to intestinal barrier
defects and how signals originating from both luminal
and basolateral environments are integrated to finely
tune intestinal permeability.
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INTESTINAL PLASTICITY IN RESPONSE TO SURGERY

Changes in the nutritional and metabolic environment
modify the number and function of intestinal epithelial
cells (enterocytes, endocrine, goblet, and Paneth cells),
illustrating the plasticity of the intestinal epithelium.
However, the gastrointestinal tract (Figure4A) can be
deeply remodeled by surgical procedures, such as exten-
sive intestinal resections leading to SBS (Figure 4B) or
surgical treatment of morbid obesity (Figure4C).
Although intestinal adaptation has been studied for a
very long time after resection, the study of intestinal ad-
aptation and its contribution to the beneficial effects of
bariatric surgeries is much more recent.

Extensive resections of the intestine and short bowel
syndrome

Short bowel syndrome is a rare disease with a preva-
lence of 7-10 patients per year per million persons. It
results from an extensive resection of the intestine or
congenital anomalies of the small intestine, with a
remaining small bowel in continuity of <200cm.
Mesenteric ischemia is one of the main causes of SBS in
adults, but other etiologies, such as Crohn’s disease, ra-
diation enteritis, surgical complications, volvulus, and
necrotizing enterocolitis, may also be a cause for the re-
section.'"”> Three categories of SBS are identified
depending on the anatomy of the remnant intestine
(Figure 4B): end-jejunostomy with no colon in continu-
ity, jejuno-colic anastomosis with no ileo-cecal valve
and a part of the colon in continuity, and jejuno-ileal
anastomosis with both the ileo-cecal valve and the en-
tire colon in continuity. Various consequences are ob-
served according to the extent and site of the resection,
as well as the health of the remaining intestine.''* The
resulting reduced absorptive surface, accelerated transit
time, and modification of the luminal environment
(acid hypersecretion, bile acid modifications) can lead
to malabsorption and result in intestinal failure, for
which the reference treatment in Europe is parenteral
nutrition. Associated conditions such as bacterial over-
growth and mucosal disease further compromise intes-
tinal functions. Long-term parenteral nutrition is
associated with substantial side effects, including
catheter-related infections, venous thrombosis and loss
of venous access, progressive steatohepatitis and further
liver failure, and metabolic bone disease.''*'"?

It has been known for a long time that extensive in-
testinal resection in rats results in hypertrophy of the
remaining intestine.''® This hypertrophy results from
hyperplasia with a higher proliferation rate in the
crypts, inducing an increase in villi height and crypts

depth in animal models,''”'8 a5 well as in

Nutrition Reviews® Vol. 77(3):129-143

610 udy €1 uo Josn (9 sted) rSNIg A 9/G1EZS/6Z L/E/LLAVBISR-O[OILE/SMBIASIUORLINU/LIOD"ANO"OILLISPEOE//:SARY WO} PAPEOIUMOQ



B Extensive resections of the intestine
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A Gastrointestinal tract Little morphological
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C Bariatric surgeries
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W
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Increase in number - but not density - aminoacids transporters
of GIP, GLP-1-expressing cells

Figure 4 Gastrointestinal tract anatomy in physiology and after remodeling by surgery. A. Normal gastrointestinal tract anatomy.
B. Gastrointestinal tract anatomy after massive resection of the intestine leading to short bowel syndrome (SBS). Three categories are recog-
nized: end-jejunostomy with no colon and ileum (adaptation has not been reported); jejuno-colic anastomosis with no ileum and no ileocecal
valve (morphological and functional adaptations have been reported in the colon); and jejuno-ileal anastomosis preserving colon, ileo-cecal
valve, and distal part of the ileum (morphological and functional adaptations have been reported in the jejunum and/or ileum).
C. Gastrointestinal tract anatomy after vertical sleeve gastrectomy (VSG), Roux-en-Y gastric bypass (RYGB), or one-anastomosis gastric bypass
(OAGB) and the principal intestinal adaptation reported in the literature (see text for details).

humans."'”'**  This morphological adaptation is
strongly favored by the persistence of oral or enteral nu-
trition either in association or not with the parenteral
nutrition.'”!'®121122 Adaptation may be observed all
along the intestine (jejunum, ileum, colon), but it seems
to depend on the length of resected intestine ''*'** and
the type of anastomosis.'** In resected rats with jejuno-
ileal anastomosis, there is little or no colonic morpho-
logical adaptation, contrary to what is observed in
resected rats with a jejuno-colic anastomosis.''*'** The
nature of nutrients that pass through the different intes-
tinal segments differs depending on the type of anasto-
mosis, most likely resulting in specific localized
adaptation. Nevertheless, some authors reported colonic
adaptation in rats with ileo-caecal resection under ex-
clusive parenteral nutrition,'*'** suggesting that adap-
tation may be independent of the luminal presence of
nutrients. In fact, in this study, despite the absence of
nutrients, bilio-pancreatic secretions were still present
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in the lumen of the intestine, and the colon was perhaps
still exposed to unusual jejunal or ileal luminal con-
tent."** It has also been recognized that this adaptation
is facilitated by circulating factors such as GLP-2 (whose
secretion can be stimulated by nutrients or luminal con-
tent), as illustrated by parabiosis experiments between
resected and nonresected animals (for a review, see
O’Brien et al'®).

Only a few studies have investigated whether the
proportion of the different intestinal epithelial cell types
was altered after small bowel resection. In mice, resec-
tion with jejuno-ileal anastomosis induced hyperplasia
in the ileum associated with an increase in the propor-
tion of secretory cells relative to absorptive cells.'*®
However, this increase in the density of secretory cells
has not been confirmed for enteroendocrine cells in the
colon of an SBS rat model.'*?

In addition to these morphological changes, func-
tional adaptations have also been observed during the
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SBS pathology. In SBS animal models, increases in
transporters and exchangers involved in absorption of
nutrients, electrolytes, and water have been reported.
For example, an increase in the uptake of sugars has
been observed,'”” but it remains controversial.'"*® In
fact, these increases may be linked to a nonspecific in-
testinal adaptation resulting in an increase in total ex-
change surface rather than a net increase in the activity
or expression level of specific sugar transporters.'”’
However, some authors also reported an increase in
SGLT-1 mRNA expression in the jejunum and ileum of
rats resected with jejuno-ileal anastomosis,'*” and addi-
tion of hepatocyte growth factor by infusion stimulated
the expression of SGLT1 and GLUT5."*° An increase in
the expression of PEPT1 has been demonstrated in the
colonic mucosa, but not in the jejunum, of patients
with a jejuno-colic anastomosis operated on < 2 years
before."”' However, another study conducted in
patients > 9 years after their resection did not recapitu-
late this increase,'* suggesting that the colonic eleva-
tion of PEPT1 could be an early adaptive event. Finally,
an increase in the sodium/hydrogen exchangers NHE2
and NHE3,"** as well as aquaporins,'* all of which are
involved in hydroelectric exchanges, has been reported
in ileal or colonic mucosa of murine models of SBS.

A functional adaptation has also been observed for
the production and secretion of enterohormones, which
are probably relay factors of intestinal adaptation.
Several authors report an increase in GLP-2, as well as
GLP-1 or PYY secretion, in humans suffering from
SBS'**"** or in murine models of intestinal resec-
tion.'?"*>1%> These increases in circulating peptides re-
sult in part from the increase in the total number of
enteroendocrine cells (due to the intestinal hyperplasia)
but also from an increase of enteroendocrine cell capac-
ity to produce hormones."*"'** Once again, this func-
tional plasticity depends on the extent of the
resection'” and the type of anastomosis performed.'**
Paradoxically, enterohormone production and secretion
increase with the extension of the small intestine resec-
tion,"> as well as with the removal of the ileum and the
proximal colon,'”* both major sites of GLP-1, GLP-2,
and PYY production in healthy rats.”® As described
elsewhere,'**1%® modifications of microbiota could also
play a role in hormonal and trophic adaptations ob-
served in individuals with SBS.

In patients with SBS, intestinal permeability may be
compromised, although the mechanism of impaired gut
barrier function is still poorly understood. Few studies
have directly explored the intestinal permeability in
individuals with SBS,"**~** and to the authors’ knowl-
edge, there are no reports of studies on alteration of T]
properties. Short bowel syndrome predisposes patients
to small intestine bacterial overgrowth that could be
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responsible for increased intestinal permeability and
bacterial translocation, mucosal inflammation, allergic
reactions, and villous atrophy,"**'** which may further
exacerbate nutrient malabsorption. Reduction in gut-
associated lymphoid tissue following resection and inhi-
bition of mucosal immunity by total parental nutri-
tion'9»1%%14¢ " certainly contribute to gut barrier
alteration in SBS.'°”'* Specific changes in intestinal
permeability in individuals with SBS are mostly related
to the clinical conditions or the health of the remnant
intestine,'**"'*? rather than adaptation to the resection
per se, and may be a limiting factor for intestinal adap-
tation. The use of probiotics may improve gut barrier
function in patients with SBS,"**'*”'*® although more
clinical studies to demonstrate its efficacy are needed.
Oral nutrition is the gold standard to promote intestinal
adaptation and limit complications, and probiotics
might provide an associated approach in modulating
microbiota to reinforce barrier function.

Finally, in humans, intestinal adaptation in re-
sponse to extensive intestinal resection may be accom-
panied by stool reduction and compensatory
hyperphagia.''> This adaptation helps to improve both
the structure and function of the residual intestine and
can restore normal digestion and absorption capacity of
the intestine. Clinicians seek to promote these adapta-
tions because they may allow partial or complete paren-
teral nutrition weaning.

Bariatric surgeries

The number of bariatric surgery procedures performed
in France has tripled since 2006 to reach > 46 000 bar-
iatric surgery procedures in 2016.'*’ These procedures
include vertical sleeve gastrectomy, Roux-en-Y gastric
bypass (RYGB), and one-anastomosis gastric bypass
(OAGB) a simplified version of RYGB (Figure4C).
Vertical sleeve gastrectomy consists of resection of two
thirds of the stomach, removing the fundus and part of
the gastric body, thus it does not directly affect the small
intestine but modifies the luminal content and nutrient
nature by accelerating gastric emptying and decreasing
secretory activity of the stomach. The 2 bypass proce-
dures, on the other hand, profoundly modify the gastro-
intestinal tract. In addition to the creation of a small
gastric pouch, the duodenum and a large part of the je-
junum are bypassed from the food circuit, and the
chyme is directly discharged from the stomach into a
distal part of the jejunum. These surgeries are thus con-
sidered as malabsorptive, although intestinal plasticity
can compensate for this malabsorption, as detailed be-
low. Very rapidly after the surgery, secretions of entero-
hormones are modified and exacerbated GLP-1
secretion is suspected to contribute to the metabolic
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improvements observed after bariatric surgery, regard-
less of weight loss."*°

Hyperplasia of the jejunal alimentary limb has been
rapidly observed in rat models of RYGB"''® or
OAGB."’ This hyperplasia can increase the absorption
capacity of the intestine in a nonspecific way. In agree-
ment with this hypothesis, little or no malabsorption
has been reported after RYGB. In contrast, OAGB
appears to induce protein malabsorption; in a rat
model, an increase in fecal nitrogen losses has been ob-
served, despite an increase in the expression of PEPT1
and numerous amino-acid transporters.””’ Because
OAGSB induces a direct contact of basic bile secretions
with acidic gastric juices, it could result in a pH defect
throughout the alimentary limb, affecting the activity of
gastric and pancreatic enzymes.

An unexpected adaptation after RYGB, in rats as
well as in humans, is the appearance at the basolateral
side of enterocytes of the nonintestinal glucose trans-
porter GLUT1.">*'*® This transporter is characteristic
of fetal intestinal cells and cancer cells. It may trigger
cellular glucose metabolism changes, leading to an over-
consumption of alimentary and blood sugar.'”* This
sugar overconsumption by intestinal epithelial cells
could contribute to the decrease in blood glucose ob-
served after RYGB.

The modulation in expression levels of SGLTI,
GLUT?2, and GLUTS5 sugar transporters after RYGB is
controversial.'>>!>*1%15815% The heterogeneity of these
molecular analyses could be due to experimental differ-
ences, such as different postoperative time points, vari-
able surgical procedures, or pre- and postoperative
diets. However, the presence of different steps in the
adaptive process may also be at play,'*® and an increase
in expression of these transporters could be a long-term
compensation for the malabsorption induced by the in-
testinal remodeling. Moreover, expression levels of
sugar transporters do not always correlate with intesti-
nal transport of sugars. In 2 RYGB rat models, despite
intestinal hyperplasia and increased SGLTI1 activity,
glucose transport from the intestinal lumen to the blood
was not increased because the majority of glucose was
retained and consumed within the intestinal tissue it-
self."**1°® Accordingly, low sugar intake by the alimen-
tary loop was also reported in a porcine model of
RYGB.'®® The authors suggest that the absence of bile
salts, including sodium, in the alimentary limb (induced
by the bypass) results in the failure of sodium-
dependent SGLT1 activity."®® However, in this model,
the fate of the glucose that did not pass through the
blood was not evaluated, and thus it was impossible to
distinguish whether it was consumed by the alimentary
loop, metabolized by colon microbiota, or excreted in
the feces. In humans, analysis of positron emission
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tomography and computed tomography scans showed
increased [18F]-fluorodeoxyglucose uptake by the intes-
tine, suggesting that blood glucose accumulates in the
RYGB-remodeled intestinal segment.'*®

After sleeve surgery, there is no jejunal hyperplasia,
no aberrant GLUT1 expression, and no increase in glu-
cose consumption by the intestinal tissue."”>'°" In con-
trast, transepithelial transport of glucose from the
intestinal lumen to the blood measured ex vivo in the
jejunal loop of operated rats decreased, whereas expres-
sion of mRNAs encoding sugar transporters was not
modified. The molecular modifications at the origin of
this reduction remain to be characterized. In particular,
the regulation of the apical location of GLUT2 and its
sensitivity to insulin is still unknown after bariatric
surgery.

After RYGB, an increase in the total number of
cells expressing GIP or GLP-1 has often been reported.
This increase is primarily a consequence of the hyper-
plasia of the alimentary limb because GLP-1-positive
cell density is not modified.”>'**'°>'®* The modifica-
tion of number or density of enteroendocrine cells after
OAGSB is still to be described. It is assumed that the hy-
perplasia reported after OAGB"®” will also cause an in-
crease in the number of GLP-1- and GIP-secreting cells
and contribute to their increase in secretion. The enter-
oendocrine cell distribution after sleeve surgery has
been studied, and results are controversial because an
increase in the density of cells expressing GLP-1 or GIP
was reported in 1 murine model'>® but not in an-
other."”" No study has directly investigated this ques-
tion in humans.

The evaluation of intestinal barrier after bariatric
surgery has been reported for only a few studies. In
mice, sleeve gastrectomy modifies intestinal permeabil-
ity in a differential manner between the proximal and
distal intestine,"** and the results are thus difficult to in-
terpret. In humans, 1 study found an increase of the lac-
tulose/mannitol ratio 6 months after Roux-en-Y gastric
bypass in 37% of patients; this result was difficult to in-
terpret in term of intestinal permeability because it was
associated with an increase of mannitol excretion rate,
reflecting long-term mucosal hyperplasia (intestinal ad-
aptation).'®> Changes in other indirect markers of intes-
tinal permeability, such as LPS or LPS transporters,
were reviewed in Tuomi and Logomarsino.'®® One
study reported the increased expression of several TJ
proteins in human proximal small intestinal mucosa af-
ter Roux-en-Y gastric bypass surgery, suggesting de-
creased paracellular permeability.'”” As already
reported for other positive outcomes,'®® the beneficial
effects of bariatric surgery on intestinal barrier may ex-
tend beyond the magnitude of weight loss alone. The
impact of bariatric surgery on intestinal barrier function
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certainly contributes to the improvement of obese
comorbidities and deserves further examination.

To summarize, the plasticity of intestinal absorptive
and endocrine cells is essential in the success of wean-
ing parenteral nutrition for patients suffering from SBS.
It can also contribute to the effectiveness of bariatric
surgery, notably on glucose metabolism.'® However,
this plasticity may also contribute to the side effects of
bariatric surgeries. For example, as a result of intestinal
adaptation, the exacerbated release of enterohormones
like GLP-1 contributes to better insulin secretion but
could also be responsible for postprandial hypoglyce-
mia.'”® In addition, adaptation of intestinal absorptive
cells could participate in weight regain. Indeed, whereas
bypass surgeries are supposed to be malabsorptive, pos-
sibly leading to intestinal failure,'”" intestinal hyperpla-
sia seems to partially compensate for the malabsorption,
preventing undernutrition in response to RYGB and
maybe limiting micronutrient deficiencies. The preop-
erative evaluation of intestinal adaptation capacity
could thus help choose the best bariatric procedure for
obese patients and improve patient care after surgery.

CONCLUSION

Plasticity of enterocytes or enteroendocrine cells rapidly
adjusts intestinal function to an individual’s diet and
metabolic state. Little is known about the mechanisms
at the origin of this cell plasticity, whereas the potential
therapeutic applications are huge. In the future, one
might imagine stimulating intestinal adaptation to rap-
idly wean patients from parenteral nutrition in the case
of intestinal failure and, conversely, modulating the
plasticity of intestinal cells without bariatric surgery to
improve the conditions of diabetic obese patients.
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2/TC7 cells. PKC and p38MAPK signaling pathways were involved in this AhR action. Conclusion:
The results of these series of human, mouse and cell culture experiments show a protective effect of
AhR activation in the intestine targeting particularly tight junctions and cytokine expression. We
propose that AhR constitutes a valuable target to protect intestinal functions in metabolic diseases,

which can be achieved in the future via food or drug ligands.

Keywords: aryl hydrocarbon receptor, intestine, cell junction, permeability, signaling

1. INTRODUCTION

The development of obesity is characterized by a progressive aggravation of systemic low-
grade inflammation together with metabolic deterioration. Inflammation in obese subject also occurs
in tissues such as adipose tissue [1; 2], liver [3] and the small intestine [4]. During obesity, adipose
tissue contributes to inflammation directly in the systemic vascular system but also, when accumulated
in visceral depot, through the portal vein via the release of free fatty acids, cytokines and adipokines
[5]. Recent reports highlighted the role of intestine as an early contributor to low-grade inflammation.
Studies in mouse models of high-fat diet induced obesity suggested that the passage of bacterial
components such as lipopolysaccharides (LPS) from the intestinal lumen into the circulation promotes
the systemic inflammation through mechanisms involving intestinal barrier damage [6-8]. Intestinal
permeability was increased during the first week of high-fat diet in mice [9; 10] and, as we recently
demonstrated, after a single gavage with palm oil [11]. These latter results suggested that intestinal
barrier defects might precede the onset of obesity. In human, we showed that higher accumulation of T
lymphocytes density in jejunal epithelium of obese patients compared to non-obese subjects was
associated with markers of systemic inflammation [4]. In the fasting state, subtle alterations of
intestinal barrier were evidenced in jejunum samples of subjects with severe obesity and these
alterations were further enhanced after an ex-vivo lipid challenge [12]. The patient susceptibility to
lipid-induced barrier defect was correlated with both intestinal and systemic inflammation. Altogether
these studies established a link between intestinal barrier and low-grade inflammation in obesity, and
the molecular actors that orchestrate this relationship need to be deciphered.

Several data highlight the role of AhR in metabolic diseases and inflammation. The aryl
hydrocarbon receptor (AhR), a transcriptional factor acting as an environmental chemical sensor, was
first extensively studied for its role in the metabolism of xenobiotics [13; 14]. Investigations using
AhR knockout mouse model unveiled its important role in the development and control of the immune
system [15]. In the gut, a protective role of AhR in inflammation or barrier injury has been reported. It
seems to be related to its role in the differentiation of intraepithelial lymphocytes and in the
modulation of innate lymphoid cells [15]. In human, a loss of protective function of AhR was
proposed to occur in intestinal bowel diseases, which was linked to reduced production of AhR
agonists by individual gut microbiota [16]. A beneficial effect of AhR agonist on intestinal barrier in

mouse models or in intestinal cells submitted to inflammatory stresses has been reported [17; 18]. In



metabolic diseases contradictory results were obtained concerning the importance of AhR tone. Recent
reports showed that AhR deficient mice were protected from diet-induced obesity and associated
metabolic disorders such as insulin-resistance and hepatic steatosis [19; 20]. Conversely, the activation
of AhR using genetic mouse models or specific ligands such as TCDD promoted hepatic steatosis [21;
22]. This deleterious impact of AhR activation is in contrast with reported protective role of AhR in
liver steatosis in mice [23; 24]. Moreover, in human low levels in feces of AhR agonists were
associated with metabolic syndrome, type 2 diabetes, increased body mass index and blood pressure
[24].

Combining a series of human studies, in vivo mouse models and in vitro analyses, we aim at
determining the potential implication of AhR in the intestinal inflammation and barrier dysfunction

reported in obesity.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Human subjects, Clinical and biological characteristics

This study is ancillary to two previously published studies [12; 25] that included population of patient
with severe obesity involved in a bariatric surgery program (Roux-en-Y gastric bypass), occurring at
the Pitié-Salpétricre University Hospital, Nutrition and visceral surgery departments, Paris, France.
Non-obese subjects underwent pancreaticoduodenectomy or gastrectomy allowing access to proximal
jejunal samples. For this study purpose, a subgroup of 36 subjects including 26 severely obese and 10
non-obese subjects, were selected being free of diabetes based on international definition and with no
personal or familial history of inflammatory bowel disease. Their levels of white blood count were
under 10.109/mm3 and of CRP inferior to 5 mg/l. We excluded non-obese subjects with renal-
cardiac- or hepatic failure. The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki,
received approval from the local ethics committee (CPP Ile de France 1) and was registered as number
NCT02292121 on the ClinicalTrials.gov website. Informed written consent was obtained from patients
prior to study inclusion. Medical history and clinical variables were recorded for non-obese and obese
patients before surgery as described in [12]. Venous blood samples were collected after a 12-h fast for
routine assessment of biological metabolic as previously described [26]. Insulin resistance was
assessed using the HOMA-IR index [insulinemia (mIU/L) x fasting blood glucose (mmol/L)/22.5].
The clinical characteristics of non-obese and severely obese patients included in this study are
provided in table 1. Due to the unequal gender distribution between our control and obese groups and
in order to avoid experimental bias, correlations between AhR/AhR target genes and CD3+ T

lymphocytes were performed only within the obese group and only with female subjects.

2.2 Human jejunum tissue sampling, epithelium cell preparation and analyses
Proximal jejunum samples from obese subjects and non-obese subjects were collected during surgery,

conditioned and transported as described [4]. Briefly, proximal jejunal samples (60—70 cm distal to the



ligament of Treitz) were collected from surgical waste (4 cm). Tissue was rapidly opened, washed in
DMEM (1g Glucose Glutamax + pyruvate + 10% SVF + 1% Penicilline/Streptomycine) and kept at
4°C before cell isolation, fixation and paraffin imbedding. or freezing at -80°C.

Immunohistology of jejunum (5 pm paraffin-embedded tissue sections) was performed using anti-CD3
polyclonal antibody (A0452, DAKO, Agilent Technologies, Les Ulis, France). Primary antibody or
secondary antibody were incubated for 1h at room temperature and revealed with a streptavidin biotin
peroxidase kit (GME4-61, BioSpa Milan, Ttaly). DAB stamming (DAKO. Agilent technologies). and
nucler hematoxyhin counterstamming (Vector, Eurobio, les Ulis. France). Images were obtained by
conventional microscopy. Lamina propria and epithelial immune cell densities (cell/mm”). excluding
lymphoid structures, were analyzed in longitudinal sections of mucosa in two to four fields (Image]
1.46¢).

Preparation of epithelial cell fraction from intestinal mucosa was obtained as described in [4]. Brefly,
the jejunal mucosa was dissected and minced prior incubation in chelating buffer (5mM EDTA, 2mM
DDT. PBS; at 37°C for 20 mun). Released epithehal cells were filtered through 70um mesh cell
strainers, cemtrifuged (600g at 4°C for 5mun). and recovered in complete DMEM (10% FCS. 1%
Penicilline/Streptomycine). Total RNA was extracted from epithelial fractions with the RNAeasy Mim
kit (QIAGEN. Themmofischer scientific, Dlkarch, France). RNA concentration and quality were
assessed (2100 Bioanalvzer, Agilent Technologies) before reverse transcription of total RNA (Applied
Biosystems. Thermofischer scientific). qPCR analyses were performed using Tagman Low Density
Arrays (Thermofisher scientific) according to the manufacturer's procedures with the following gene
assay IDs - 4hR (Hs00907314_m1). 4hRR (Hs01005075 m1). CYPI4] (Hs01054797 g1), CYPIBI
(Hs00164383 ml) and JL22 (Hs01574154 ml). Results were normalized to the geometric mean of
ribosomal 185 (Hs99999901 s1) and peptidylprolyl 1somerase B (cyclophilin B, Hs00168719 ml)
values.

2.3 Mouse treatments and in vive intestinal permeability

Three-month-old male C57BL/6JR) mice (Janviers labs, Le Genest-Saint-Isle, France) were fed ad
libidum a standard chow diet (A03, SAFE, Augy, France) dunng the expennments. Mice were kept
with the artificial light-dark cycle 12:12h with lights on 07:00h. Mice were forced-fed with 0.2ml of
water, palm o1l (Sigma-Aldrich, Samt Quentin-Fallavier, France) or fNF (40mg/kg. Sigma-Aldrich)
dissolved in palm o1l for 4 consecutive days at 6pm just before the feeding period of mice. For in vivo
intestinal permeability measurement, fed mice were successively force-fed the 5th day of the
expeniment, with 0.2ml of palm oil or PNF dissolved in palm oil followed by 0.2ml of 4kDa FITC-
dextran solution (Sigma-Aldrich. 0.5mg/g of muce 1n water} at 9:00h. No sigmificant change in the
weight of the amimals was observed whatever the treatment. Mice were anesthetized and then
euthamized 1 hour after the last gavage. Blood and jejunum were collected. FITC-dextran









MARVELD2 700191; Thermofischer scientific), and rabbit anti-occludin (1:25; 71-1500;
Thermofischer scientific). Secondary antibodies and reagents used were provided in the separation and
detection module kits (ProteinSimple). Junction proteins levels were normalized to Hsc70 (1:100;

sc7298 Santa Cruz, Clinisciences Nanterre, France).

2.10 Statistical analysis

Values were expressed as mean = SEM. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Two group comparisons were performed using Student’s T-test
(quantitative variables) or chi-square test (categorical variables). Comparisons involving multiple
groups were done using one-way analysis of variance (ANOVA). Pearson correlations adjusted for age
and BMI were determined using R software (R foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

A level of p < 0.05 was considered as significant.

3. RESULTS
3.1 Increased CD3+ T cell density in intestinal epithelium negatively correlates with expression
of AhR gene targets in severe obesity.

We evaluated intestinal inflammation in non-obese and subjects with severe obesity by
quantifying the density of CD3" T lymphocytes in jejunum mucosa. The epithelial to lamina propria
(Epi/LP) ratio allowed quantifying the T lymphocyte recruitment in the epithelium (Figure 1A). We
showed a significantly higher CD3 Epi/LP ratio in obese than in non-obese subjects (p<0.0209). A
heterogeneous distribution of CD3 Epi/LP ratio was observed within the obese cohort. To study the
relevance of AhR activity in the heterogeneity of intestinal inflammation within the obese cohort, we
determined in epithelial cell fraction from the same jejunum samples, the expression of AhR and of its
well-known target genes (CYP1A1, CYP1B1) as well as the recently identify AhR-target gene, [L-22
[34]. We observed strong significant negative relationships between AhR, CYP1A1, IL-22 mRNA
levels and CD3 Epi/LP ratios in female obese subjects (Figure 1B-D). CYP1B1 mRNA levels and
CD3 Epi/LP ratio showed also a trend (p=0.060) toward a negative correlation (Figure 1E). However,
the level of AhR repressor (AhRR) involved in the feedback regulation of AhR signaling [35] was not
correlated with intestinal inflammatory cell accumulation (Figure 1F).

These results showing a negative correlation between intestinal inflammation and AhR

activity in human obesity, prompted us to examine further AhR activity in this context.

3.2 AhR activation protects intestinal junctional complexes during lipid load in mice.
Inflammation and intestinal permeability are experimentally linked. In obesity and in high-fat

diet-induced models of obesity, an inflammation in several tissues and endotoxemia were observed, as

well as low-grade systemic inflammation. All these factors can contribute to alter intestinal

permeability; in particular circulating activated immune cells that secrete pro-inflammatory cytokines



are known to alter cell-cell junctions [36]. We previously observed that 1-5 repeated gavages with
palm o1l in mice are sufficient to reproduce part of the events occurning in high fat-induced obesity
models. They induce a disruption of the intestinal barmer integrity and mmtiate intestinal inflammation,
but without obvious systemic inflammation [11]. This short-term treatment with palm o1l allows us to
get more direct and local effects on the intestine targeting gut permeability. We mvestigated the effect
of AhR activation in this mouse model of hipid-induced impairment of intestinal epithelial barrer.
Mice were force-fed with palm oil alone or in combination with B-naphthoflavone (fNF), a potent
AhR agonist (Figure 2). As expected, fNF administration markedly increased the expression of AhR
target genes CYPLA] and CYP1A2 in the jejunum (Figure 2A). Importantly. we observed that palm
o1l feeding impaired tight junction integrity, as shown by the loss of signal of ZO-1, occludin and
tricellulin at tight junctions (Figure 2B). The activation of AhR activity by BNF partially restored the
localization of these proteins at the membrane (Figure 2B). However, the adnumistration of BNF did
not prevent the increase of intestinal permeability to macromolecules (determined by the measure of
FITC-dextran 4kDa) induced by palm o1l (Figure 2C). suggesting that the partial restoration of cell-
cell junction was not sufficient to maintain barmer mtegrity. Nevertheless, these results suggest a
protective role for AhR on mtestinal epithelum through a direct impact on cell-cell junctions.

3.3 AhR activation prevents chemically induced damages of barrier integrity in intestinal
epithelial cells.

We further investigated the role of AhR on cellcell junctions in the intestinal epithelium
monolayer and examined the effect of AhR activation after barrier damage 1n the human intestinal
epithehal Caco-2/TC7 cell line. Chemical disruption of cell-cell junction was mduced by EGTA a
calcium chelator known to alter barmier permeability [37]. We first wanted to determine whether AhR
activation could prevent the loss of barner integnty induced by EGTA (Figure 3). Caco-2/TC7 cells
were treated for 4 days with PNF and EGTA was added dunng the last 4h of the expeniment. As
expected, the treatment of Caco-2/TC7 cells with BNF increased the mRNA level of the AhR target
gene CYP1A1 (Figure 3A). While the permeability to macromolecules measured by the passage of
FITC-dextran 4kDa was mcreased upon chemically induced barmer damage. this increase was not
modified in the presence of BNF (Figure 3B). Unexpectedly, a small increase of FITC-dextran 4kDa
flux was observed when the cells were incubated with BNF alone. We then studied the effects of AhR
activation on paracellular permeability to ions measured by the determination of transepithelial
resistance (TEER). As awaited, chemically induced barmer damage decreased TEER denoting an
enhanced permeability to ions (Figure 3C). We showed that fNF prevented the chemically mduced
barrier damage by maintaining TEER to control values. A reinforcement of TEER was also noticed
when the cells were incubated with BNF alone. We analyzed by immunofluorescence and western blot
the localization and the expression of the tight junction proteins Z0O-1, occludin and tricellulin in cells,






Caco-2/TC7 cells. Cells were pre-incubated, and then treated daily for 4 comsecutive days. with
specific inlbitors of protein kinases C (Ro 31-8220) or p38MAP kinase (SB203580) or ERK1/2
{(U0126) one hour before the addition of BNF. Chemical barrier damage was induced for the last 4
hours of treatment We confirmed that barner damage was associated with a decrease of TEER that
was counteracted in presence of the AhR agonist. We further showed that the maintenance of TEER
by BNF treatment in barmer-damaged cell monolayer did not occur when the cells were pretreated with
Ro 31-8220 (Figure 5A) or with SB203580 (Figure 5B). However, in the absence of {NF treatment,
we found a decrease of TEER in presence of Ro 31-8220 in chemically damaged epithelial barner
(Figure 5A), indicating that the mhibition of protein kinase C was sufficient to modify TEER. As Ro
31-8220 can also inhibit protein kinase A and GSK3p. we cannot exclude the participation of these
protein kinases in the effects of fNF. Contrary to the effects of PKC and p38MAPK inhibitors, the
inhibition of protein kinase ERK1/2 by U0126 treatment did not block the BNF-dependent maintaining
of TEER to control value (Figure 5C). No toxic effect of treatments (assessed through the measure of
lactate dehydrogenase release in the medium) was observed (Figure 5D).

These results suggest a potential implication of PEC and p38MAPK in the protective effect of
NF on intestinal permeability to ions (TEER).

4. DISCUSSION

Combining human studies, mouse in vive investigation and cell culture model of human
enterocytes, we showed that the transcrniptional factor AhR 1s an important contributor of mtestinal
barrier maintenance (Figure 6).

We here showed a negative correlation between the expression of AhR target genes and
mflammation in jejunum samples from subjects with obesity. This observation suggests that low AhR
activity 1s linked to low-grade inflammation in human obesity. This potential decrease of AhR tone in
obesity may be related to several mediators, including changes in gut microbiota composition. It was
reported that endogenous AhR higands are produced by intestinal bactenia, by metabolizing nutnients
such as tryptophan and butyrate. a short chain fatty acid that can activate the intestinal AhR tone [44].
Intestinal inflammation and changes in fecal microbiota composition of subjects suffering from
intestinal bowel diseases were associated with low level of fecal AhR ligands [16]. The diet
supplementation with Lactobacillus strains, which display a high natural capacity to produce AhR
ligands. mmproved the metabolic impairments induced by the high fat diet [24; 45] or reduced the
severity of chemically induced colitis in mice [16]. However, obesity is often associated with an
increased fecal abundance of Lactobacillus species [46-48]. thus one wonder whether this change in
abundance i1s accompanied by an increase in the function of this bactenial species. Indeed, low levels
of AhR ligands in feces were correlated with high corpulence in human [24]. Moreover, Lactobacillus
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5. CONCLUSION

Our study shows an important protective role of AhR on intestinal barrier integrity including
preserved cell-cell junctions and down-regulation of inflammatory markers. This indicates that in
obesity this integrity might be altered through an imbalance between AhR tone and low-grade
inflammation. The lower AhR activity in intestine may thus contribute to local and systemic
inflammation through a loss of intestinal barrier integrity in obesity. AhR agonist administration via

food or drugs constitutes a therapeutic strategy to protect intestinal functions in metabolic diseases.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Low expression of AhR target genes in obese subjects with intestinal inflammation.

(A) CD3" T cell density (cell/mm?®) in epithelium/lamina propria ratio (Epi/LP) was determined by
immunochistochimistry in jejunum of non obese (n =10) and obese subjects (n = 26). Results are
expressed as mean + SEM, *p< 0.05. (B-F) Pearson comrelations of AhR (B), CYP1ALl (C), IL-22 (D),
CYPI1EBE1 (E). AhRR (F) mENA levels in intestinal epithelium and CD3 Epiy/LP ratio in female obese
subjects. AhR: aryl hydrocarbon receptor, AhRR: aryl hydrocarbon receptor repressor, a.u.: arbitrary
units. Pearson 1 and p value corrected for age and BMI of obese subjects are indicated.

Figure 2: Protective role of AhR activation on cell-cell junctions in murine intestinal epithelium.
Mice were submutted to 5 gavages (5x) with 200u] water or palm oil or palm oil + BNF for five
consecutive days. (A) The expression of CYP1A1 and CYP1A2 were determined by RT-PCR in the
jejunum. Cyclophilin was used as reference gene. Results are expressed in arbitrary units (a.u.) as the
ratio of target gene to cyclophilin (cyclo) mRNA level as mean + SEM, n=5, ***p=< 0.001 as
compared to water condition. (B) The distnbution of tight junction proteins Z0-1, occludin and
tricellulin was analyzed by immunofluorescence on jejunum sections. Nucler were stained with 47 .6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI). Rectangle indicates the field used for an enlargement. White
arrowheads mdicate the labeling of junction proteins. Scale ba—= 20um. (C) The intestinal
permeability was assessed after the last gavage with water, palm oil or palm oi+ffNF by measuning
plasma concentration of FITC-dextran 4kDa (FD4) one hour after an oral FD4 load. Results are
expressed in [g/ml as mean = SEM, *p<0.05, **p<0.01 as compared to water. Data show omne
expeniment representative of two independent experiments performed with 4-5 mice 1n each group.

Figure 3: Protective role of AhR activation on EGTA-induced damages of barrier integrity in
Caco-2/TC7 cells.

(A) Caco-2/TC7 cells were pre-incubated without (Ctrl) or with 20uM BNF for 4 consecutive days
before the addition or 4.5 mM EGTA for additional 24h. fNF treatment was maintained during all the
expeniment. The expression of CYP1Al was quantified by RT-qPCR. Cyclophilin was used as
reference gene. Results are expressed in arbitrary units (a.u.) as the ratio of target gene to cyclophilin
(cyclo) mRNA level as mean + SEM, n=6-15 from 3 independent expeniments, ****p < 0.0001 as
compared to control. (B) Cells were cultured in the same conditions as m (A). Paracellular
permeability across Caco-2/TC7 cell monolayer was evaluated by measuring the accumulation dunng
4 h of FITC4kDa dextran (FD4) in the basal compartment. Results are expressed as percentage of
FD4 input (amount added in the apical compartment), mean = SEM, n=6-15 from 3 independent
expeniments, ***p=<0.001 and ****p=<0.0001 as compared to control. (C) Cells were cultured in the
same conditions as in (A). TEER was assessed in control and treated cells. Results are expressed in
ohm cm’ as mean + SEM, n=6-15 from 3 independent experiments. **p<0.01 and ***p=<0.001 as
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compared to control. ##p<0.001 as compared to EGTA. (D) Cells were cultured in the same
conditions as in (A) Immunofluorescence analysis was performed to study the location of ZO-1.
occludin and tricellulin. Nucle: were stained DAPI, scale bar=20um (E) Cells were cultured as in (A).
Occludin and tnicellulin protein levels were determined in cell lysates using a capillary-based western
blot. Reconstituted images were displayed. Hsc70 protein levels were used as loading control. (F)
Caco-2/TC7 cells were first incubated in presence or not of 4. 5mM EGTA for 4h. Medium were then
removed and replaced by fresh medium in presence or not of 20uM BNF for 20h. TEER was measured
before EGTA treatment (T0), after 4h of EGTA treatment (T4) and at different times after PNF
addition. Results are expressed in percentage of TEER measured at TO for each cell culture condition
as mean £SEM, n=6 from 2 imndependent experiments. *p<<0.05 and ****p=<0.0001 as compared to
control and ##p=<0.01 as compared to EGTA.

Figure 4: AhR activation prevents the increase of cytokine expression induced by EGTA.
Caco-2/TC7 cells were cultured in the same conditions as in Figure 3. The mRNA levels of TNF-a
(A). IL-1p (B) and IL-8 (C). were quantified by RT-PCR. Cyclophilin was used as reference gene.
Results are expressed in arbitrary units (au.) as the ratio of target gene to cyclophilin (cyclo) mRNA
level as mean + SEM, n=20-30. (D) The concentration of IL-8 protein in the basal compartment was
quantified by ELISA 24h after EGTA treatment. Results are expressed in pg/ml as mean + SEM, o—6.
Fold-increase as compared to control condition is indicated at the top of bar plots. **p=0.01,
#2%p<0.001, ****p<0.0001 as compared to control unless otherwise indicated. Figure 4A and 4B
represent compiled data for 6 independent expenments; each expeniment consisted of 3-6 independent
transwells; Figure 4C represents compiled data for 2 independent experiments in triplicate.

Figure 5: Signaling pathways are involved in the preventive effect of AhR activation omn
transepithelial resistance.

Caco-2/TC7 cells were pre-incubated with (A) 5 uM of protein kinase C inhibitor Ro 31-8220 (Ro) or
(B) 20uM of p38SMAPK inhibitor SB203580 (SB) or (C) 10uM of protein kinase ERK1/2 inhibitor
10126, 1-hour prior BNF addition. These treatments were repeated daily for 4 days. EGTA was added
for the last 4 hours of treatment. Transepithelial resistance (TEER) was measured at the end of the
expenment. Results are expressed in percentage of TEER value measured in control condition at the
end of experiment, as mean £ SEM. n=3. *p=0.05, **p=0.01, ***p=0001, ****p=0.0001 as
compared to control unless otherwise indicated. Data are representative of 2 independent experiments
performed in triplicate. (D) Lactate dehydrogenase (LDH) was quantified in the apical medium and
results are expressed as percentage of LDH activity measured in a total cell lysate (mean + SEM), n=6.
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Figure 6: Protective role of AhR on intestinal barrier and cytokine expression.

A) Obese non-diabetic subjects can be classified according to their small intestinal inflammation score
established by the densities of T lymphocytes using the CD3 marker. The epithelium/lamina propria
(Epi/Lp) CD3 ratio quantifies T lymphocytes infiltration within epithelium in jejunum samples. Obese
subject with high CD3 Epi/Lp ratio display lower AhR activity. B) In intestinal epithelial cells, lipid
load or treatment with calcium chelator (EGTA) damages barrier integrity (increase in paracellular
permeability and alteration of tight junctions) and induces the expression and the secretion of the pro-
inflammatory cytokine IL-8. In human intestinal epithelial Caco-2/TC7 cell line, the activation of AhR
by an agonist increases the expression of occludin (occ) and tricellulin (tric) and improves their
localization at tight junctions (TJ), restores paracellular permeability to ions and prevents the IL-8
expression and secretion induced by barrier disruptor agent through mechanisms involving protein

kinases C and p38MAPK.



Table 1. Clinical and biological baseline characteristics of non- obese and obese patients enrolled in the study

non-obese obese og\é::(\e/s
(n=10) (n=26) non- obese

Demographic data

sex ratio M/F, % 100/0 4/96 < 0.0001

age (years) 58.8 £ 4.9 (42-84) 39.3+2.3 (21-64) 0.0002
Corpulence and adiposity

weight (kg), mean = SEM (min-max) 69.5 + 3.2 (50-87) 124.3 +4.7 (83.1-184.4) < 0.0001

BMI (kg/mz), mean + SEM (min-max) 22.6 £0.82 (16.9-26.37) 46.5+ 1.3 (38.1-56.9) < 0.0001
Comorbidities

type 2 diabetes, % 0 0 -

dyslipidemia, % 16 90 0.0164

hypertension, % 0 25 0.1310
Glucose metabolism

glycemia (mmol/L), mean + SEM (min-max) - 53+0.1 (4.3-6.4) -

insulinemia (mU/L), mean = SEM (min-max) - 25.1 £ 3.9 (9.5-67.5) -

HOMA-IR index, mean + SEM (min-max) - 6.3+1.1(2.4-18.7) -
Lipid metabolism

total cholesterol (mmol/L), mean + SEM (min-max - 5.0+0.2 (3.3-7.2) -

triglycerides (mmol/L), mean + SEM (min-max) - 1.3 +£0.08 (0.47-1.96) -

HDL (mmol/L), mean £ SEM (min-max) - 1.1 £0.06 (0.7-1.6) -

LDL (mmol/L), mean + SEM (min-max) - 3.3+0.2(1.9-5.2) -
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HIGHIIGHTS
* Intestinal inflammation in obese subjects correlates with low AhR activity
*  AhR activation protects intestinal epithelium from damages
* AR activation prevents cytokine induction in response to damages
*  Protective role of AhR activation targets junctional complexes
*  Protein kinases-dependent signaling pathways are involved in AhR action
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