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PREAMBULE

L’intestin constitue un organe vital, doté de fonctions majeures d’absorption des nutriments
essentiels pour 1’organisme, tout en étant une véritable barriére a la fois chimique et physique,

contre de potentielles agressions de I’environnement luminal.

Plusieurs études suggerent un défaut dans cette barriecre comme facteur commun dans
I’apparition de diverses maladies digestives, locales et systémiques de nature inflammatoire,
auto-immune, métabolique ou fonctionnelle. Le syndrome de I’intestin irritable (SII) a fait
I’objet de plusieurs études sur I’hyperperméabilité intestinale. Une maladie caractérisée par
une physiopathologie multifactorielle impliquant une hypersensibilité viscérale, un
dysfonctionnement de 1’axe intestin-cerveau, des altérations immunitaires ainsi qu’une
dysbiose intestinale. Ces troubles ont également été impliqués dans la physiopathologie de
I’obésité, qui a longtemps été associées a la génétique aux habitudes alimentaires et a la
sédentarité. L’intestin pourrait donc étre a I’origine de 1’obésité et serait impliqué dans les

complications métaboliques qui en résultent.

Récemment, un lien étroit a été suggéré entre 1’obésité et le SII. En effet, la prévalence du SII
est fortement augmentée chez les patients ayant une obésité massive. Néanmoins, les
mécanismes impliqués dans cette association ne sont pas encore clairs et restent donc a élucider.
Fait intéressant, une rupture de la barriere intestinale a été rapportée au cours du SII et de
I’obésité, caractérisée par une diminution de 1’expression des protéines de JS et par conséquent
une hyperperméabilité intestinale. L’expression de ces protéines pourrait étre influencée par
différents acteurs tels que le microbiote et le systéme immunitaire intestinal mais pourrait

également étre régulée par le protéasome.

Le protéasome est une machinerie protéolytique majeure impliquée dans la régulation de
diverses fonctions telle que le cycle cellulaire, 1’apoptose et la réponse inflammatoire. Cette
composante a été une cible thérapeutique dans plusieurs maladies tels que les MICI, utilisant
des inhibiteurs spécifiques aux activités protéolytiques du protéasome. L’utilisation de ces
inhibiteurs pharmacologiques avait engendré des effets secondaires importants, ce qui laisse

penser au développement d’inhibiteurs pharmacologiques « tissu-spécifique ».
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De plus, il a été montré une interaction significative entre les nutriments, le métabolisme
protéique et la fonction de barriere intestinale. En effet, les interventions nutritionnelles par les
probiotiques, les vitamines, les acides gras ou encore les acides aminés, sont aujourd’hui
favorisées afin de prévenir 1’hyperperméabilité intestinale. Dans la premiére partie de ce
manuscrit, nous décrirons bri¢vement 1’appareil digestif, la fonction de barriére intestinale, les
différentes techniques d’évaluation de la perméabilité intestinale puis les acteurs régulant la
perméabilité intestinale. Nous entamerons ensuite successivement la physiopathologie
intestinale du SII et de I’obésité et enfin nous terminerons cette partie bibliographique par la

description des modeles animaux dit « SII-Like » ainsi que divers modeles d’obésité.

Dans la deuxieme partie de ce manuscrit, nous décrirons les résultats obtenus sur nos projets de

recherche, sous la forme de trois articles scientifiques :

Dans le premiere étude, 1’objectif était de valider les modeles WAS et post-TNBS dit
« SII-Like », qui miment plusieurs symptomes retrouvés chez les patients SII. Ensuite, étudier

I’impact d’une inhibition du protéasome dans ces deux modeles SII-Like.

Dans la deuxieme étude, le but était d’abord de valider I’implication du protéasome
dans la physiopathologie du SII chez ’'Homme et I’animal et de mieux comprendre les voies

impliquées par une étude protéomique.

Une association significative entre le SII et I’obésité a été décrite par plusieurs études.
Notre objectif dans ce troisieme et dernier travail était donc de rechercher les mécanismes
impliqués dans ce lien entre 1’obésité et le SII via deux modeles d’obésité (génétique et induite

par I’alimentation) en réponse au stress.

Enfin, dans la derniere partie de ce manuscrit, les résultats seront synthétisés et discutés, afin

de mettre en lumiere des perspectives pour de futurs projets dans le laboratoire.
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INTRODUCTION
I. BARRIERE INTESTINALE :
1. Généralité sur ’appareil digestif :

L'appareil digestif constitue un organe vital, permettant de subvenir aux besoins
énergétiques indispensables au bon fonctionnement des cellules de 1'organisme. Il comprend le
tractus gastro-intestinal (TGI) ainsi que les glandes et organes annexes nécessaires a la
digestion, tels que les glandes salivaires, le pancréas, le foie et 1a vésicule biliaire. Le TGI forme
un long tube d’environ 8m de longueur chez I’homme. Ininterrompu, Il s’étend de la cavité
buccale a I’anus comprenant le pharynx, I’cesophage, I’estomac, I’intestin gréle (duodénum,
jéjunum, iléon), et le gros intestin (cecum et appendice, colon ascendant, colon transverse ;
colon descendant, colon sigmoide et rectum). Il permet le transit des aliments ingérés dans la
lumiere intestinale ainsi que leur digestion (par des phénomenes chimiques, enzymatiques et
mécaniques) tout au long du TGI. De ce fait, son r6le majeur est d'absorber les nutriments dont
I’organisme a besoin (glucides, lipides, protéines, minéraux et vitamines), I’eau et les
électrolytes apportés par les aliments ingérés. Cependant, il possede d’autres fonctions telles
que la protection de 1’organisme contre des agents potentiellement pathogenes infiltrés dans sa
lumiere intestinale mais aussi un role dans la surveillance immunitaire via le tissu lymphoide
associé au tube digestif. Ces différentes fonctions sont régulées par des systemes endocriniens
et nerveux intrinseques situés au niveau de la paroi digestive. Celle-ci est composée de quatre
tuniques qui sont, de la lumicre intestinale vers le milieu interne : la muqueuse, la sous-

muqueuse, la musculeuse et séreuse (ou adventice) (Figure 1).

La muqueuse est constituée de cellules épithéliales qui sécretent du mucus sous forme de fluide
protecteur €pais. Les principales fonctions de la muqueuse sont d'absorber et de transporter les
nutriments, de garder les tissus humides et de protéger le corps contre les agents pathogenes et
les particules étrangeres. La sous-muqueuse est une matrice extracellulaire, riche en collagene,
qui soutient et relie la muqueuse a la couche musculaire. La couche musculaire est responsable
des mouvements intestinaux tels que le péristaltisme. L'adventice est une membrane tissulaire
lisse composée d’une membrane viscérale et d’'une couche pariétale. L'adventice sécrete un

liquide séreux.
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Figure 1 : Les différentes couches de la paroi digestive de I’intestin gréle.

D’apres Swiatecka et Mackie 2015 (1)

2. L’épithélium gastro-intestinal :

La paroi digestive est recouverte par une couche de cellules épithéliales qui constitue
I’épithélium gastro-intestinal. Les cellules épithéliales intestinales (CEI) sont remplacées en
permanence tous les 4 a 5 jours par un processus de renouvellement et de migration. Les
nouvelles CEI sont produites par des cellules souches qui donnent naissance d’abord a des
progéniteurs qui se différencient en CEI matures au fur et a mesure qu'ils migrent vers le haut
dans l'axe des cryptes-villosités. Les CEI 4gés sont exposées a un phénomene d'apoptose et sont

libérées dans la lumiere intestinale. Plusieurs types de cellules sont présents dans I'épithélium
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intestinal, notamment les entérocytes, les cellules de Paneth, les cellules caliciformes et les

cellules neuroendocrines.

Les entérocytes sont le principal type de cellules de 1'épithélium intestinal, jouent un rdle
important dans 1'absorption des nutriments (par exemple, les ions, I'eau, le sucre, les peptides et
les lipides) et dans la sécrétion d'immunoglobulines. Les cellules caliciformes sécretent du
mucus, qui lubrifie le passage des aliments dans les intestins et protege la paroi intestinale des
enzymes digestives. Les cellules de Paneth synthétisent et sécretent des peptides antimicrobiens
et jouent donc un rdle dans la défense de la barricre muqueuse intestinale. Les cellules
neuroendocrines peuvent libérer des hormones intestinales ou des peptides dans le sang lors de
la stimulation afin d’activer les réponses nerveuses (2). Les cellules neuroendocrines sont
également connues pour agir en tant que chimiorécepteurs, initiant des actions digestives,

détectant des antigenes et initiant des réponses protectrices (3).

3. La barriere épithéliale intestinale :

L'épithélium intestinal est confronté a la tiche complexe de fournir une barriere tout en
permettant l'absorption des nutriments et de l'eau. La muqueuse intestinale a une charge
beaucoup plus difficile : elle doit trouver un équilibre entre la nécessité d’une barriére contre
un environnement défavorable et la nécessité d’assurer les différents échanges nécessaires par
transport actif et passif. Au cours de la derniere décennie, il a été suggéré qu’un défaut de
barriere est un facteur commun dans 1’apparition de diverses maladies locales et systémiques
de nature inflammatoire, auto-immune, métabolique ou fonctionnelle, telles que les maladies
inflammatoire chroniques intestinales (MICI), la maladie cceliaque, le syndrome de I’intestin
irritable (SII), le diabete de type 1 et la sclérose en plaques ainsi que 1’obésité (4,5). Une barriere
intestinale fonctionnelle est donc essentielle au maintien d’une stabilité physiologique et a la

prévention de la maladie.

La surface luminale du TGI de I'estomac au rectum est recouverte d'une couche unique de
cellules épithéliales. Ces CEI, avec leurs contours en brosse bien ordonnés, constituent une
grande surface qui est multipliée a la fois par les caractéristiques macroscopiques des valvules
conniventes et par les structures microscopiques des villosités en forme de doigt. Une surface
luminale d’environ 400 m? représente la plus grande surface du corps humain séparant

I’environnement externe du milieu interne. La vaste surface intérieure de la muqueuse
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intestinale permet une absorption efficace des nutriments pour l'individu. D'autre part, cette
grande surface doit également tolérer le contenu luminal de I’intestin et constituer un
mécanisme de barriere et / ou de défense compétent face a une charge massive de substances
antigéniques et de microbes. Il convient de noter que cet étonnant équilibre entre absorption et
exclusion est géré par les CEI avec un renouvellement dynamique. Les taux de renouvellement
des CEI (entérocytes) sont régis par la prolifération des cellules cryptiques et 1’excrétion
villosités / cellules de surface. Les cellules souches nouvellement proliférées dans les régions
des cryptes se différencient en cellules épithéliales avec une expression élevée des enzymes de
bordure en brosse et des transporteurs, et migrent simultanément vers le sommet des villosités
ou l'apoptose et le détachement de cellules se produisent au niveau de la zone appelée «zone
d'extrusion». Ces cellules souches se différencient également en cellules de Paneth qui migrent
vers le bas de la crypte, ainsi qu'en cellules entéro-endocrines de la couche épithéliale qui
migrent vers le haut aux extrémités des villosités. L’axe apoptose et le dépouillement des
cellules sur les extrémités des villosités est encore en discussion, mais 1’accumulation de
preuves indique que la cascade de signalisation apoptotique se poursuit parallelement a la

poursuite d'extrusion cellulaire (7).

Au cours du processus de différenciation et de migration, des protéines de jonctions serrées se
forment au niveau des CEI aux sites de contact cellule-cellule. La barriere physique constituée
par ces cellules épithéliales étroitement liées est le facteur limitant qui détermine la perméabilité
intestinale. L'apoptose épithéliale physiologique et I'extrusion aux extrémités des villosités ne
compromettent pas la fonction de barriere (8). De nombreuses études ont montré que des
protéines de jonctions serrées sont présentes a la base des membranes basolatérales entre deux
entérocytes voisins encadrant les cellules en cours d'extrusion et que les fonctions de barriere
sont donc maintenues aux extrémités des villosités (8). Néanmoins, une mort excessive des
cellules épithéliales causée par des microbes pathogenes, un stress métabolique, des anti-
inflammatoires non stéroidiens, des agents acides ou enzymatiques, peut entrainer une
dénudation de la surface des villosités et une hyperperméabilité intestinale si la prolifération
des cryptes et la migration entérocytaire n'étaient pas suffisantes pour couvrir la zone affectée.
Inversement, il est connu que des taux élevés de prolifération cellulaire et de résistance a
I'apoptose cellulaire sont deux facteurs tout aussi importants au cours des premiers stades de la
carcinogenese colorectale (13). L’équilibre entre ces deux événements, a savoir la mort
cellulaire et la prolifération de CEI, est maintenant reconnu comme un facteur déterminant

important de ’homéostasie intestinale.
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La barriere épithéliale intestinale constitue une membrane de 1'intestin qui contient plusieurs
types de cellules épithéliales formant ainsi des couches aux roles différentes afin d’assurer sa
fonction de barriere. Sous la couche épithéliale, se trouve une fine couche de tissu conjonctif,
la lamina propria, qui joue un role crucial dans la promotion d’une communication saine entre
le microbiome et les cellules immunitaires. Le systeme épithélial intestinal abrite également des
cellules immunitaires, notamment des cellules dendritiques, des cellules T, des cellules B et des
macrophages, qui fonctionnent en étroite relation avec les CEI pour maintenir I'homéostasie
intestinale. Le microbiote intestinal, constitué de centaines de milliards de bactéries et de virus,
est essentiel au maintien d'une relation symbiotique avec les cellules immunitaires. Des études
récentes ont rapporté des preuves irréfutables des rdles métaboliques, immunologiques et
physiologiques attribués au microbiote intestinal. Cependant, la premiere couche de défense
dans 1'épithélium de 1'intestin est formée par une couche de mucus, ce qui est essentiel pour

limiter I'exposition des cellules épithéliales au microbiome (Figure 2) (14).

La couche de mucus est une barriere chimique qui se compose principalement d’eau
(~ 95%) et de glycoprotéines (1 a 10%), ainsi que d’¢électrolytes, d’anticorps et d’acides
nucléiques (15). Elle contient également des défensines ou des peptides antimicrobiens qui sont
sécrétés par les cellules de Paneth. Cette couche de protéines de mucine hautement glycosylées
forme une structure de tamis semblable a un gel recouvrant 1'épithélium intestinal. Au niveau
de I’intestin gréle et du colon, la mucine 2 (MUC?2) est la protéine de mucus la plus abondante

sécrétée par les cellules caliciformes.

L'expression de MUC2 est essentielle a la protection contre la maladie, car il a été
démontré que les souris Muc2 knock-out (Muc?2 -/-) développent spontanément une colite. Les
CEI expriment également des mucines transmembranaires qui restent attachées a la surface
apicale et forment le glycocalyx avec des glycolipides (16). De maniere remarquable, 1'intestin
gréle ne comporte qu'une couche de gel muqueux alors que le colon comporte deux couches :
une couche externe lache qui permet la colonisation a long terme des bactéries commensales,

cruciales dans le cdlon, et une couche interne dense dépourvue de bactéries.

Des régulateurs immunitaires, tels que 1’adenosine monophosphate (AMP) et
I’immunoglobuline A sécrétoire (IgAs), sont libérés dans le gel de mucus pour renforcer la
séparation physique du microbiote sous forme de gradient, de 1'épithélium a la lumicre, et

indiquent les concentrations les plus élevées dans l'intestin gréle, ou la couche de mucus est
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moins dense. La composition de la couche de mucus peut affecter le microbiote dans 1'intestin,
tandis que le microbiote détermine également les propriétés du gel de mucus (17).
L'augmentation du nombre de bactéries commensales résidant dans le mucus, par des
interventions pro- ou prébiotiques, devrait améliorer la fonction de barriere de la couche

muqueuse (18).

En I'absence de cette barriere, les CEI peuvent étre en contact direct avec une bactérie
luminale conduisant a une inflammation accrue de l'intestin. La quantité et la composition de
la couche des cellules caliciformes refletent un équilibre entre la sécrétion de mucus, son
érosion et sa dégradation par des bactéries. L’appauvrissement de la couche de mucus, que ce
soit par dégradation accrue ou par une synthese déficiente, aura donc un effet profond sur cette

couche de la barriere intestinale.

Bacteria INTESTINAL LUMEN
@ - & ‘
@
@ o ¢
“

ey ‘ ?Iéood antigenso éﬁ e AMPs
’ e o . o Q /% ° - Q oo
Mucins Ao an ¢ T e 9 vy =

MUCUS

IECS

Goblet cell

Dendritic cell

LAMINA PROPRIA
00O
OOO Macrophage

Figure 2 : Schéma représentatif des différents compartiments de la barriere intestinale.

D’apres Vancamelbeke Vermeire, 2017 (14)
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De maniere constante, les souris Muc2 -/- ont une adhérence bactérienne accrue a 1’épithélium
intestinal, une susceptibilité accrue a la colite et une fonction de barriere intestinale perturbée
(20). La production de mucine est affectée a la fois par ’augmentation du nombre de cellules
caliciformes et par I’augmentation de 1’expression génique de MUC?2 au sein de ces cellules. Il
a été démontré que les composants alimentaires, en particulier le type et le contenu des fibres
alimentaires, affectent également la sécrétion de mucine par les cellules caliciformes (21). Dans
les MICI, la couche de mucus et la production de mucine sont souvent altérées qualitativement
et quantitativement. A 1'aide de modeles de colite chronique chez le rat, il a été observé une
diminution marquée de la teneur des mucines en thréonine associée a une diminution de la
synthese de la mucine tout au long de l'intestin, (22). La thréonine est un acide aminé essentiel,
protéinogene et semble €tre important a la synthese des mucines. En effet, un apport accru d'un
mélange d'acides aminés, y compris la sérine, la proline, la cystéine et particuliecrement la

thréonine augmenterait la synthése de mucine au cours d'une colite (23).

Sous la couche de mucus, un pool de cellules souches pluripotentes résidant dans les
cryptes donne lieu a cinq types de cellules distincts, notamment les entérocytes, les cellules
caliciformes, les cellules entéro-endocrines, les cellules de Paneth et les cellules M. Ces cellules
forment ensemble une monocouche continue et polarisée qui sépare la lumiere de la lamina
propria. Cette couche de CEl représente une barrieére physique constituée de 80% d’entérocytes,
régulant I’absorption des nutriments via des transporteurs, des canaux et des récepteurs
spécifiques (transport transcellulaire) (24). Etant donné que les membranes cellulaires sont
imperméables aux solutés hydrophiles en 1'absence de transporteurs spécifiques, le passage de
telles molécules a travers les CEI est tres limité. L'absorption de molécules (lipophiles ou de
poids moléculaire important) dépend principalement de la diffusion et de 1'endocytose. Le
transport de molécules entre les CEI est régulé par la présence de complexes protéiques
fonctionnels. Les trois complexes les plus importants sont les jonctions serrées (JS), les

jonctions adhérentes (JA) et les desmosomes (Figure 3) (19).

Les JS sont les complexes adhésifs les plus apicaux qui scellent en grande partie
I'espace intercellulaire et se composent de protéines transmembranaires (par exemple,
claudines, occludine), de protéines membranaires périphériques (par exemple, Zonula

occludens (Z0O-1, Z0O-2) et de protéines régulatrices.
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Figure 3 : Vue d'ensemble des complexes jonctionnels épithéliaux intestinaux.

L'épithélium intestinal est constitué d'une seule couche de cellules épithéliales polarisées. Les
cellules adjacentes sont reliées par 3 complexes jonctionnels principaux : les JS, les JA et les
desmosomes. Les desmosomes sont des plaques denses localisées qui sont connectées aux
filaments de kératine. Les jonctions adhérentes et les jonctions serrées consistent toutes deux
en des protéines transcellulaires connectées de maniere intracellulaire via des protéines

adaptatrices au cytosquelette d'actine.

D’apres Groschwits et Hogan, 2009 (19)

Avec les desmosomes, les JA fournissent de solides liaisons adhésives pour maintenir l'intégrité
de I'épithélium. Les JS et les JA sont liées a I'anneau péri-jonctionnel d'actine et de myosine qui

permet la régulation des jonctions via le cytosquelette (19).

Enfin, une barricre immunologique qui est constituée de cellules M situées dans la
couche de CEI et de cellules présentatrices d'antigene (CPA) en patrouille dans la lamina
propria. Les cellules M prélevent en permanence des antigenes de la lumiere et les transmettent
aux CPA, telles que les cellules dendritiques et les macrophages. Des antigénes inoffensifs
amenent les CPA a créer un environnement tolérogene avec la production de facteurs
immunosuppresseurs tels que l'interleukine-10 (IL-10), le « transforming growth factor-f »

(TGF-B) et l'oxyde nitrique. Une tolérance supplémentaire est ainsi créée par I’induction de
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lymphocytes T régulateurs (Treg) (25). Les antigénes sont également reconnus par les CPA et

déclenchent l'activation de la cascade inflammatoire a partir de 1'activation des cellules T.

4. Les protéines de jonctions serrées :

La perméabilité sélective paracellulaire est médiée par les JS, qui entourent I'extrémité
apicale des espaces intercellulaires. Les ZO agissent comme des protéines d'échafaudage qui
relient les protéines transmembranaires (Claudines et Occludine) au niveau de leurs brins
cytoplasmiques C-terminaux a la F-actine, un composant du cytosquelette filamenteux. La
protéine transmembranaire de la jonction des adhérences, la cadithrine épithéliale (E-
cadhérine), est connectée a la F-actine via des protéines intracellulaires de la famille des

caténines (Figure 4) (28).

A. Zonula Occludens (Z0)

Les protéines ZO, qui comprennent ZO-1, ZO-2 et ZO-3, ont été les premieres protéines
spécifiques de JS a étre découvertes en 1986 (29). Les ZO, comme expliqué précédemment,
relient les protéines de JS transmembranaires telles que l'occludine et la claudine-1 au
cytosquelette d'actine, et ces interactions protéiques maintiennent la formation et la fonction
des JS. Des études indiquent que, bien que les cellules déficientes en ZO-1 puissent maintenir
la structure des JS et présenter une perméabilité normale, 1'activité d'autres protéines de JS telles

que l'occludine et les claudines dans 1'assemblage des JS était retardée dans ces cellules (30).

D'autre part, le déficit en ZO-2 ou ZO-3 n'a pas affecté la formation des JS dans les CEI,
suggérant que les protéines ZO-1 jouent un role plus important dans le contrdle de I'assemblage

des JS par rapport a ZO -2 ou ZO-3 (31).

B. Occludine

L’occludine a été la premicre protéine transmembranaire des JS découverte en 1993 (32), elle
a été proclamée le « Saint Graal » de la biologie des JS. L'occludine est fortement exprimée au
niveau des sites de contact cellule-cellule et on pense qu'elle est importante pour I'assemblage

et la maintenance des JS.
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Figure 4 : Représentation schématique des protéines de jonctions serrées et de leur localisation

(A) Image au microscope électronique a transmission (TEM) de cellules épithéliales
intestinales. Microvillosités (Mv), jonction serrée (TJ), jonction adhérente (AJ) et desmosomes
(D). (B) Les JS sont des complexes protéiques qui s'étendent entre les cellules épithéliales pour
former une barriere étanche. Ils sont constitués de protéines transmembranaires, telles que
I'occludine (orange) et les claudines (rouge) et sont reliés au cytosquelette d'actine via les

protéines ZO-1 (bleu).

D’apres Choi et al, 2017 (28)

Les fonctions « occludine » semblent nécessiter 1'extrémité C cytoplasmique, qui est fortement

phosphorylée dans une occludine associée a une JS (33).

La phosphorylation de l'occludine est en corrélation avec la régulation de sa
localisation et de sa fonction. Une occludine qui est phosphorylée au niveau de ses résidus
sérine / thréonine est principalement localisée dans la membrane, alors que le cytoplasme
contient une occludine moins phosphorylée. De plus, la phosphorylation de I'occludine semble
contrOler son interaction avec d'autres protéines de JS telles que la ZO-1. L'interaction entre
l'occludine et la ZO-1 est essentielle pour l'intégrité des JS. Par conséquent, I’occludine

phosphorylée régule la stabilité et la perméabilité des JS (34). Il a également été démontré que
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les souris déficientes pour I’occludine présentent une structure de JS normale, en revanche elles
présentent une inflammation, une hyperplasie et un retard de croissance élevé (35). D'autre part,
une expression accrue de 1’occludine joue un réle dans 1'amélioration de la fonction de barriere
et dans la prévention des dommages causés aux JS (36). En conséquence, il a été suggéré un
role fonctionnel pour I’occludine plutot que structurel. La reconnaissance du fait que 1'occludine
ne soit pas absolument nécessaire pour la fonction de barriere et ne puisse pas expliquer les
sélectivités différentielles des JS sur différents sites a conduit a la recherche continue de
protéines transmembranaires des JS. Cela a mené a la découverte de la claudine-1 et la

claudine-2 (37).

C. Claudines

Vingt-sept genes de claudine humaine ont été identifiés, mais il n'est pas clair que tous
soient exprimés sous forme de protéines. La famille des claudines semble étre composée donc
de plusieurs protéines membranaires intégrales. Lorsque 1'expression de claudines-1-24 a été
testée dans les intestins de rat et de souris, toutes les claudines a 'exception des 6, 16, 19, 22 et
24 ont été détectées par analyse PCR (39). La claudine-13 est notamment exprimée chez les
rongeurs, mais est absente chez 'homme. Les propriétés de barriere et de perméabilité des JS
sont définies en grande partie par 'ensemble des protéines claudines exprimées, ce qui varie

entre les tissus et au sein de ceux-ci (Tableau 1).

Les claudines spécifiques exprimées dans le TGI varient en fonction de la localisation, du stade
de développement pré et postnatal et de la présence de la maladie. Par exemple, 1'expression de
la claudine-8 n'est détectable que de I'iléon au cdlon distal, alors que la claudine-18 est
détectable dans 1'estomac et le duodénum, mais pas dans 1'iléon et le cdlon (40). La claudine-2
est fortement exprimée dans la période néonatale a la fois par les cryptes et les villosités, ou
dans la surface du colon, par les CEL. A ces moments, 1'expression de la claudine-15 est faible
et limitée au niveau des cryptes. Ce schéma s'inverse au cours des 30 a 90 premiers jours de la
vie chez la souris (40). Bien qu’ll soit bien établi que de nombreuses protéines de la famille des
claudines forment des pores pour le passage de molécules sélectives dans les voies
paracellulaires (30), d'autres études sont nécessaires pour déterminer les fonctions exactes des
claudines dans les JS. En outre, des études chez 1'animal ont montré I'importance des claudines
dans l'intégrité des JS. En effet, il a ét¢ démontré que les souris déficientes en Claudine-1

présentent une formation anormale des JS de la barriere intestinale, ce qui a pu induire le

26



développement de cancers et de métastases (41). De plus, des souris déficientes en claudine-2
ou en claudine-15 dans l'intestin gréle révelent que ces protéines transmembranaires jouent un
role essentiel dans la perméabilité sélective du canal paracellulaire transépithélial des Na*

extracellulaires, chez le nourrisson et 1'adulte (42).

Tableau 1 : Classification fonctionnelle de la famille des protéines Claudines et de leur schéma

d'expression spécifique dans l'intestin

D’apres Martinez et al, 2012 (43)

Fonctions Claudines Intestin gréle Gros intestin
Constructeurs de Claudine-1 Oui Oui
barriére Claudine-3 Oui Oui
Claudine-4 Qui Oui
Claudine-5 Oui Oui
Claudine-8 — Oui
Claudine-11 — Non détectable
Claudine-14 — Non détectable
Claudine-19 — —
Médiateurs de Claudine-2 Qui Limitée aux cryptes
perméabilité Claudine-10 — —
Fonctions ambiglies | Claudine-7 Qui Qui
Claudine-12 — Non détectable
Claudine-15 Oui Non détectable
Claudine-16 Non détectable Non détectable

Enfin, l'intégrité des JS semble étre régulée dynamiquement, 1'ouverture des espaces
intercellulaires est réalisée par contraction des microfilaments d'actine. La myosine est une
protéine motrice qui co-localise avec la F-actine et convertit I'énergie chimique de 1'adénosine
triphosphate en énergie mécanique. Une étape cruciale dans l'induction de cette machinerie

contractile mécanochimique est la phosphorylation de la chaine 1égere de la myosine (MLC),
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composante régulatrice de la myosine, par la kinase des chaines légeres de la myosine (MLCK).
Le statut de phosphorylation de la chaine 1égere de la myosine induit un changement de la
structure tertiaire de la myosine. Cela provoque la « marche » de la myosine le long des
filaments d'actine, augmentant la contraction au cytosquelette, ce qui peut entrainer a une
cassure mécanique des JS, une perturbation et une migration cytosolique des protéines de JS
(44). 11 en résulte une altération de la fonction barriere intestinale. Des bactéries luminales
potentiellement pathogenes peuvent alors migrer vers le tissu muqueux sous-jacent et

provoquer une réponse pro-inflammatoire aux sites de 1ésions épithéliales.

5. Evaluation de la perméabilité intestinale :

Il existe différentes techniques pour évaluer la fonction de la barriere intestinale. La
plupart des tests disponibles mesurent activement la perméabilité intestinale, ce qui doit tre
interprété au sens strict du terme comme le passage de molécules a travers 1'épithélium

intestinal. Ces essais ne représentent donc qu'un aspect de la fonction de barriere intestinale.

A. Invitro :

Lorsque des échantillons biologiques ne sont pas disponibles, des modeles basés sur
la culture cellulaire avec des lignées de cellules intestinales immortalisées (Caco-2 ou HT-29)
peuvent étre utilisés pour évaluer la fonction de barriere intestinale. Les monocouches des
cellules Caco-2 ont été utilisées la premiere fois pour modéliser I'absorption intestinale humaine
a la fin des années 1980 (45). Depuis lors, ce modele est devenu un outil standard pour la
prévision de l'absorption intestinale de médicaments chez 1'Homme et pour les études

mécanistiques du transport de médicaments (46).

Les Caco-2 sont une lignée de cellules cancéreuses épithéliales isolées a l'origine d’un
adénocarcinome du colon humain. Ces cellules subissent une différenciation entérocytaire
spontanée en culture pour ressembler aux cellules épithéliales de l'intestin gréle. Elles sont
généralement cultivées en monocouche, sur des surfaces de polycarbonate semi-perméables
insérées dans une chambre de dosage établissant des chambres apicale et basolatérale. Ces deux
chambres ne sont connectées que par la monocouche de cellules et leur substrat semi-

perméable. Les chambres apicale et basolatérale représentent respectivement les cotés luminal
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et lymphatique sang / mésentérique du TGI. Lorsque les cellules Caco-2 atteignent la
confluence, typiquement apres environ 21 jours de culture, la polarité cellulaire et les JS sont
établies et plusieurs systemes de transports actifs sont exprimés comme dans les parois de

I’intestin gréle humain.

L’intégrit¢ de la monocouche de cellules différenciées est évaluée par deux techniques

principales :

a) La mesure de la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) qui permet d’évaluer la
résistance de la monocouche de cellules a un courant électrique et d'indiquer donc le bon
fonctionnement des JS. Typiquement, les valeurs TEER> 300 Q cm-2 indiquent une intégrité
adéquate de la monocouche. La perméabilité de la monocouche est d’autant plus élevée que la

résistance est faible.

b) La diffusion des molécules de marqueur fluorescent (un traceur dont le poids
moléculaire peut €tre variable) a travers la monocouche de cellules détermine également
I’intégrité de la barriere intestinale. Les molécules sont ajoutées du coté apical et apres une
incubation des cellules de différentes durées, le passage de ces molécules a travers la
monocouche est mesuré au niveau du compartiment basolatéral. L’altération des JS de la
monocouche est corrélée a la rapidité du flux du traceur (appelé coefficient de perméabilité

apparente) vers le coté basolatéral.

Du fait des propriétés favorables qu’acquierent les cellules Caco-2 cultivées, le test
monocouche de cellules Caco-2 est devenu un modele in vitro standard pour évaluer la
perméabilité intestinale ainsi que le transport de candidats-médicaments et de composés

principaux.

B. Exvivo :

Le systeme de chambre Ussing doit son nom au zoologiste danois Hans Henriksen
Ussing, qui a inventé le dispositif en 1951-1952 pour mesurer le passage des ions sodium a
travers la peau de grenouille (47). Les chambres de Ussing représentent un test alternatif mais
fiable pour mesurer le transport des ions et des molécules a travers des échantillons de tissu
épithélial frais. Pour les études de perméabilité intestinale, des biopsies intestinales ou des

résections chirurgicales de tout segment intestinal, d’€tres humains ou d’animaux, peuvent étre
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utilisées mais aussi dans une monocouche de cellules développées sur des supports semi-

perméables.

La configuration classique d'une chambre de Ussing repose sur deux compartiments capables
de séparer la membrane muqueuse du coté basolatéral du tissu. Ces deux compartiments sont
fermés et reliés par une ouverture de diametre défini. Une biopsie intestinale est alors placée
entre ces deux compartiments contenant un liquide physiologique oxygéné (Ringer ou Hank’s)
et maintenu a 37°C. Dans la plupart des expériences, des molécules fluoréscentes sont ajoutées,
comme marqueurs, a la moitié de la chambre apicale (c6té muqueux de la biopsie), apres quoi
des échantillons de la chambre basolatérale (coté séreux de la biopsie) sont prélevés au fil du
temps pour évaluer le passage a travers le tissu. De la méme facon, pour déterminer la
permissivité de 1’épithélium vis-a-vis de micro-organismes et la capacité de translocation des
bactéries a travers une muqueuse intestinale, il est possible de placer des bactéries du coté
muqueux de la biopsie et de les dénombrer a différent temps dans le coté séreux. En outre, le
systeme de mesure de la TEER utilisé in vitro a été adapté aux chambres de Ussing et permet
donc de suivre la résistance électrique au cours du temps ainsi que la fonction de différents
traitements. Le flux paracellulaire de petites molécules de marqueur sera souvent reflété par des

modifications similaires du TEER.

C. Invivo :

La méthode la plus courante d'évaluation in vivo de la perméabilité intestinale est la
récupération urinaire des molécules administrées. Ces molécules sont des marqueurs non
toxiques, non chargés et solubles dans 1’eau. En milieu clinique, ces molécules sont
administrées par voie orale, ne doivent pas étre stockées par 1’organisme, doivent étre éliminées
par le rein et étre facilement quantifiables dans les urines. Les marqueurs typiques comprennent
I'EDTA marqué au chrome (51Cr-EDTA), les polyéthyleneglycols (PEG) ou les sucres non

métabolisables (par exemple, le lactulose, le saccharose, le rhamnose...).

Le 51Cr-EDTA, les molécules de PEG ou le sucralose restent stables dans tout le TGI, tandis
que les sucres sont métabolisés dans différents segments du tube digestif, ce qui permettra de
mesurer la perméabilité intestinale dans diverses régions intestinales (48). Différentes
molécules peuvent étre utilisées pour mesurer la perméabilité de 1’intestin gréle chez ’Homme

tels que le lactulose, le rhamnose et le mannitol. L absorption au niveau de 1’estomac est
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négligeable étant donnée I’importance de la surface d’absorption de I’intestin gréle et par
conséquent le dosage de ces sucres dans 1’urine refléte directement la perméabilité de I’intestin

gréle (49).

Les tests de perméabilité intestinale les plus employés reposent sur l'absorption
différentielle de deux sucres marqueurs tres utilisés en clinique tels que le mannitol et le
lactulose possédant chacun d’eux une masse moléculaire différente. Le mannitol, un
monosaccharide, est considéré comme le marqueur de la perméabilité des petites molécules par
voie transcellulaire et sa clairance urinaire reflete de la capacité absorptive de l'intestin gréle.
Tandis que le lactulose, un disaccharide, est considéré comme le marqueur de la perméabilité
des molécules de poids moléculaire important par voie intercellulaire (a travers les JS) et sa
clairance dépend du degré de fuite inter-entérocytaire et donc, grossierement, du degré
d'inflammation de la muqueuse. Ainsi, la détermination du ratio lactulose/mannitol permet de
minimiser les différences intraindividuelles provoquées par d'autres facteurs comme la vidange

gastrique, le transit intestinal, les urines et la difficulté dans la collecte de 1'urine.

Outre la détection dans l'urine, la plupart des marqueurs peuvent également €tre
récupérés dans des échantillons de sang, ce qui est souvent recommandé chez les animaux pour
éviter le recours a du matériel coliteux, tel que des cages métaboliques. En utilisant des modeles
animaux, des tests de perméabilité avec des molécules plus grosses (par exemple, I'ovalbumine,
la peroxydase de raifort, les dextrans) ou méme des bactéries marquées par fluorescence sont
également possibles. La récupération de ces sondes-marqueurs peut €tre effectuée dans des

échantillons de sang (50).

Le sucre dextran 4kDa couplé au fluorochrome FITC est le plus fréquemment utilisé. Ce petit
sucre, non métabolisable, est capable de diffuser entre les entérocytes via les pores formés par
les JS pour rejoindre la circulation sanguine. Le flux de cette molécule est contr6lé par la
cohésion entre les CEI. Le passage de cette molécule dans la circulation sanguine est mesuré
en dosant la fluorescence dans le sérum des animaux, permettant d’évaluer 1’intégrité globale
de I’intestin. Cette technique est rapide et simple a mettre en ceuvre mais ne permet pas de
discriminer les différents segments du tube digestif impliqués comme le permettent les

techniques utilisées chez I’Homme.
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D. Insitu :

Des modifications spécifiques susceptibles d'affecter la fonction de la barriere
intestinale peuvent étre détectées a l'aide d'approches moléculaires et histologiques sur des
coupes de tissus intestinaux. A cet égard, I’épaisseur de la couche du mucus et la coloration des
protéines du mucus ont fait I’objet d’une grande attention. Des analyses d'expression de genes
et de protéines jonctionnelles par Western blot, gPCR ou immunohistochimie sont également
couramment utilisées. Ces approches fournissent une vision plus mécanistique de la barriere

intestinale, ce qui est tres pertinent du point de vue de la science fondamentale.

6. Facteurs impliqués dans la modification de la perméabilité
intestinale :

La barriere intestinale physique confere la propriété de perméabilité sélective a la
muqueuse intestinale, qui est étroitement régulée dans 1'homéostasie (état physiologique) et
perturbée au cours d’une maladie (état pathologique). L hyperperméabilité intestinale reflete

donc un dysfonctionnement de la barriere intestinale.

Dans des conditions a la fois physiologiques et pathologiques, divers médiateurs peuvent
affecter la conformation des JS afin de controler la perméabilité paracellulaire dans les couches
de cellules épithéliales et endothéliales de I'ensemble du corps. Les facteurs de croissance, les
cytokines, les bactéries intestinales et les composants alimentaires sont connus pour réguler

l'ouverture des JS intestinales.

A. Inflammation intestinale et perméabilité intestinale :

Les protéines de JS représentent 'un des facteurs clés permettant de maintenir
l'intégrité de la barricre intestinale. Des conditions inflammatoires peuvent influencer cette
régulation, entrainant des altérations de la barriere intestinale. En effet, Il a été reconnu que des
troubles inflammatoires intestinaux (infections entériques, maladies auto-immunes) stimulent
la production de la cytokine « Tumor Necrosis Factor- a » (TNF-0) qui est considérée comme
un médiateur étiologique clé du dysfonctionnement de la barriere intestinale (52). Entre autres,
la réduction du nombre de Treg dans les muqueuses intestinales est associée a une perturbation

de la fonction de barriere intestinale (53). Il a été démontré in vitro que 1’incubation des cellules
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T84 avec les différentes cytokines telles que TNFa, IL-4, IL-6 et IL-13 augmentent également
la perméabilité paracellulaire par induction des claudine-2 formant ainsi des pores, chez des
modeles animaux et humains, ainsi qu’une diminution de l'expression de la « junctional

adhesion molecule-A » (JAM-A) et I’occludine (54,55).

En effet, la muqueuse des patients atteints de MICI, est caractérisée par la présence de cytokines
pro-inflammatoires, particuliecrement le TNF-a et I’interféron-y (IFN-y), qui sont produites par
une variété de cellules comprenant les macrophages, les cellules T et les cellules « Naturel
Killer » (NK). La liaison de ces cytokines a des récepteurs spécifiques a la surface de cellules
immunitaires infiltrantes initie une cascade d'événements, commencant par l'activation des
voies de signalisation cellulaire du « nuclear factor-kappa B » (NFkB) conduisant a la
production de plus de médiateurs inflammatoires, ou a l'apoptose maintenant le processus
inflammatoire. Des revues approfondies ont été publiées sur la régulation des protéines de JS
par les cytokines. Par exemple, il a ét¢ démontré que le TNFa était responsable de la diminution
d’expression de la claudine-1 et induisait également une dégradation de 1’occludine, ce qui peut
entrainer une augmentation de la perméabilité paracellulaire (30). Non seulement I'expression
de ces protéines de JS peut étre influencée, mais leur localisation dans la cellule peut étre
dérégulée. Il a été€ observé que les claudines 3, 5 et 8, ainsi que 1'occludine et la JAM-A, sont
intériorisé€es plutdt qu'exprimées au niveau membranaire dans les biopsies de patients atteints
de colite (56). Selon une €tude in vitro, les cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a
et IFN-y semblent réguler la perméabilit¢ paracellulaire via l'activation de MLCK,
entratnant une hyperphosphorylation de MLC et une ouverture des JS in vitro (57). L'inhibition
pharmacologique de l'activité de la MLCK in vitro a montré une réduction rapide de la
phosphorylation de la MLC et une restauration de la fonction de barriere intestinale (58). Il a
déja été montré une régulation positive de l'expression de la claudine-2 par la TNF-a
augmentant ainsi le flux de la voie des pores (59). Cependant, ce processus ne s'est produit
qu'apres plusieurs heures de traitement par TNF-o, contrairement a la régulation rapide de la
transcription de MLCK, et est donc plutdot considéré comme une phase secondaire de la
régulation de la barriere induite par TNF-a qui pourrait étre dans ce cas une régulation indirecte

(60).

De méme, il a ét¢ démontré que I’'IFN-y augmentait la perméabilité paracellulaire dans les
cellules épithéliales du colon T84, en diminuant la synthese de la protéine ZO-1, augmentant
l'internalisation des protéines de JS et en réarrangeant le cytosquelette d'actine (61). Il a

également ¢t¢ démontré que I’IL-1P pouvait réguler la perméabilité transépithéliale in vitro.
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Effectivement, une augmentation progressive de la perméabilité transépithéliale dans les
cellules Caco-2 a été démontrée par I'IL-1B en fonction du temps. Cette augmentation était
attribuée a l'activation rapide du NF-KB par I'IL-1B (62). D'autre part, le role de la cytokine
anti-inflammatoire IL-10 dans la régulation des JS a été démontré chez des souris IL-10 -/-. Les
souris IL-10-/- présentaient une augmentation de la perméabilité iléale et colique a 1'dge de 2
semaines. Cependant, cet effet était supprimé chez des souris IL-10 -/- élevées dans des

conditions sans germe, suggérant un role du microbiote dans la perméabilité intestinale (63).

B. Microbiote intestinal et perméabilité intestinale :

Le microbiote intestinal est composé principalement de 3 phyla majeurs, a savoir
Firmicutes, Bacteroides et Actinobacteria, suivis de 2 phyla mineurs, Protéobactéries et
Verrucomicrobia. Son abondance et sa composition varient dans le TGI en fonction de
l'oxygene et des gradients de pH (65). La diversité et ’abondance du microbiote sont différentes
le long de I’intestin, passant de 10° bactéries / g dans le duodénum a 10* bactéries / g dans le

jéjunum a 107 bactéries / g dans 1iléon et 2 10! bactéries / g dans le cdlon (Figure 5) (66).

Le r6le du microbiote intestinal est de mieux en mieux connu. On sait désormais qu'il joue un
role dans les fonctions digestive, métabolique, immunitaire et neurologique. L’un des rdles le
plus important des bactéries intestinales est la digestion des substrats non digérés par I’hote. Ce
processus métabolique permet de fournir jusqu’a 10 % des besoins énergétiques de I’Homme
(67). Les fonctions métaboliques incluent la dégradation des polysaccharides en acides gras a
chaine courte (AGCC) tels que le butyrate, le propionate et I'acétate. Les recherches actuelles
démontrent que les AGCC ont des fonctions beaucoup plus raffinées que les simples micro-
organismes nourrissants les entérocytes. Ils sont maintenant considérés comme des régulateurs
importants de 1'immunité, du métabolisme énergétique et de 1'expansion du tissu adipeux. Les
AGCC permettent également l'acidification de la lumiere du cdlon, empéchant ainsi la
croissance d'agents pathogeénes bactériens (68). De par leurs propriétés anti-inflammatoires et
étant la principale source d’énergie des colonocytes, les AGCC semblent avoir un role dans le
renforcement de la barriere intestinale (69). Leur absence provoque 1’autophagie ou I’autolyse
des colonocytes (70). Le microbiote intestinal et ses métabolites font donc partie intégrante de
la fonction de barriere intestinale mais sont également capables de perturber et d'améliorer son
intégrit¢é en modulant les réponses immunitaires, le stress oxydatif, l'inflammation, la

signalisation vagale et la disponibilité des éléments nutritifs.
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De plus, le microbiote intestinal permet le renforcement de la barriere intestinale également par
la production de mucus, la sécrétion de défensines et d’IgAs ainsi que la synthése des protéines
de JS par les entérocytes (71). Comme cité avant, le microbiote intestinal contribue a diverses
fonctions immunologiques. Dans la barriere intestinale, il empéche la colonisation et la
croissance des microorganismes pathogenes. Il favorise également la maturation de la barriere
immunitaire en stimulant a la fois la réponse immunitaire innée via les « Toll-Like Receptor »
(TLRs) et les récepteurs de type « Nucleotide Oligomerization Domain » (NOD), des récepteurs
de reconnaissance de motifs moléculaires, et une réponse immunitaire adaptative (72). En plus
de son rdle majeur dans la sécrétion de mucines, de peptides antimicrobiens, de défensines et
d'IgA, le microbiote intestinal est essentiel au développement et a la fonction des cellules Treg

(73). Ces cellules utilisent 1’IL-10 pour réguler I’inflammation provoquée par une stimulation

Stomach 0 - 102 )
Lactobacillus \ |\ \

Candida )
Streptococcus \ \
Helicobacter pylori
Peptostreptococcus \/ o7
- T 7—tColon 10"- 10'2
h Clostrdium IV and X1V
ostridium groups IV an
£ 7_/1/ Bfﬁdobacren%m
Duodenum 102 -7 Enterobacteriaceae
Streptococcus
Lactobacillus
\ T TJejunum 102
' Streptococcus
Lactobacillus
Distal ileum 107 - 108 4
Clostridium —PProximal ileum 103
Streptococcus Streptococcus
Bacteroides Lactobacillus
Actinomycinae
Corynebacteria

Figure 5 : Composition et concentrations luminales des especes microbiennes dominantes dans

diverses régions du TGI.

D’apres Sartor, 2008 (74)
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microbienne (75). De nombreuse bactéries, notamment Bacteroides fragilis, ont ét€ associées a
I’induction de cellules Treg via leur production du polysaccharide A, ce dernier est reconnu par
les TLR2 des Treg induisant ainsi leur prolifération et leur développement en cellules Treg
FoxP3* productrices d'IL-10. L’induction des Treg par cette bactérie participe a la prévention
et a la résolution de la colite expérimentale dans des modeles animaux (76). Le butyrate semble
exercer un effet anti-inflammatoire sur le systtme immunitaire en augmentant la sécrétion
d'TL-10 et d'IL-4 (77), en inhibant I'adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales via la
modulation VCAM-1 (78), une protéine d’adhésion cellulaire, en inhibant la fonction de
I'TFN-y et par conséquent son activité pro-inflammatoire (79) et enfin en régulant la génération

de cellules Treg et la fonction anti-inflammatoire des leucocytes (80).

En outre, Il a été démontré que le microbiote affecte la fonction du Systéme nerveux central
(SNC) chez des individus sains et malades (81). Il participe au développement du cerveau, de
I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, il participe également a 1’expression des récepteurs
de la sérotonine 5-HT1, a I’échange de neurotransmetteurs tels que la sérotonine, la dopamine
et la noradrénaline; et aux changements de protéines régulant le développement et la fonction
des synapses neuronales (82). Compte tenu de ce qui précede, il est entendu que le microbiote
joue un role dans le contrdle moteur, le comportement anxieux et les fonctions cognitives liées
au développement du cerveau des les premiers stades de la vie (83). Le concept « axe intestin-
cerveau » fait alors référence aux connexions afférente et efférente entre le cerveau, le systeme
gastro-intestinal au moyen d'éléments nutritifs et de signaux neuroendocriniens et

immunologiques.

Un certain nombre de facteurs peuvent modifier la composition microbienne intestinale. Ceux-
ci incluent des médicaments tels que les antibiotiques, le stress psychologique et physique, les
radiations, le péristaltisme altéré ainsi que I’alimentation. Cela peut entrainer des altérations du
métabolisme bactérien et une prolifération de bactéries potentiellement pathogenes. Des
modifications du microbiote intestinal (une dysbiose) sont maintenant associées a plusieurs
maladies telles que les MICI, le syndrome de I’intestin irritable (SII) et I'obésité. Fait important,
une dysbiose peut également entrainer une perturbation de la barriere épithéliale. Il a été montré
qu’un microbiote intestinal altéré pouvait induire des voies de signalisations via les récepteurs
activés par les proliférateurs de peroxisomes (PPAR) situés sur les CEI, activant ainsi la voie
NF-kB et entrainant une perturbation de 'homéostasie intestinale (84). L'activation de la voie
NF-kB augmente les cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa, IL-1 et INFy et par

conséquent augmente également la perméabilité intestinale. En effet, la dysbiose a été associée
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a une augmentation de I'IL-1B, qui montre également une augmentation de la perméabilité

intestinale en diminuant I'expression de 1I’occludine (62).

De plus, il a été¢ démontré qu’une dysbiose influence la production de mucine, qui a son tour
influence la fonction de barriere intestinale. Les mucines intestinales peuvent inhiber 1'adhésion
bactérienne aux CEI, limitant les réponses immunitaires et permettant ainsi le maintien de la
fonction de barriere intestinale. En effet, il a ét€ démontré que I'abondance de la bactérie
mucolytique Ruminococcus torques, capable de dégrader les mucines, est multipliée par 100
lors de la dysbiose observée dans les MICI (85). La diminution des couches de mucine perturbe
la fonction de barriere intestinale, entralnant une augmentation de la perméabilité intestinale et

la pénétration microbienne (86).

En outre, les apports alimentaires en fibres, glucides, protéines et lipides sont également
importants, car il a été rapporté que les régimes pauvres en fibres, riches en protéines et riches
en graisses (HFD) augmentent l'inflammation intestinale et la perméabilité intestinale en
modifiant les ratios de bactéries et de métabolites modulant l'inflammation (68). Effectivement,
chez des souris rendues obeses par une HFD, la dysbiose observée au cours de I’obésité est
associée a une altération de la perméabilité intestinale et I’administration d’antibiotiques semble

atténuer les effets du régime hyperlipidique sur la perméabilité intestinale (87).

C. Obésité et perméabilité intestinale :

L’effet de I’obésité sur la perméabilité intestinale chez ’Homme n’est pas concluant.
Des études utilisant le rapport Lactulose/Mannitol, ont montré qu'il n'y a que tres peu de
changements de la perméabilité de 1'intestin gréle dans I’obésité chez I'Homme est légerement
augmentée (88). Ceci est corroboré par une étude de Brignardello et al, qui a examiné la
perméabilité intestinale chez des volontaires obeéses asymptomatiques non-fumeurs et qui n’a
observé aucune différence par rapport aux témoins sains (89). En revanche, une étude de
Teixeira et al, a montré que les femmes obeses présentent des taux plus élevés d’excrétion de
lactulose mais pas de mannitol par rapport aux témoins sains; suggérant que la perméabilité

paracellulaire de l'intestin gréle peut étre altérée chez les individus obeses (90).

La majorité des études sur la perméabilité intestinale associée a I'obésité ont été menées sur des
modeles de rongeurs ou 1’augmentation de la perméabilité causée par la HFD ou l'obésité

génétique était observée de maniere reproductible. Les recherches sur les mécanismes a
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l'origine de 1'augmentation de la perméabilité intestinale chez les modeles animaux se sont
focalisées sur I’étude de I'expression des protéines de JS. Dans une étude de Brun et al, utilisant
des souris génétiquement obeses (ob -/-) et (db -/-), il a été rapporté que la distribution de
l'occludine et de ZO-1 était profondément modifiée dans l'intestin gréle suggérant une
perturbation des liaisons de JS avec le cytosquelette et par conséquent un dysfonctionnement
de la barriere intestinale (91). Les modifications induites par 1'obésité dans l'expression des
protéines de JS sont également corroborées par des études de Cani et al. Dans ces études,
I'expression des genes de ZO-1 et d'occludine dans l'intestin gréle est réduite chez les souris
nourries avec une HFD et la distribution de ces protéines de JS est également modifiée chez les
souris (ob -/-). Finalement, l'expression de ces genes a une corrélation négative significative

avec la perméabilité intestinale (92,93).

La consommation de la HFD est 1'un des principaux facteurs contribuant au développement de
I'obésité. Des études chez 'Homme et chez 1'animal ont montré que la HFD et 1'obésité sont
associées a une dysbiose intestinale qui, par sa communauté bactérienne, a un impact majeur
sur les fonctions immunologiques et métaboliques de 1'hdte (92,94). Cette dysbiose intestinale,
induite par la HFD, augmenterait les niveaux luminaux de LPS bactérien, ce qui, lors de
l'activation de TLR-4, déclenche des voies de signalisation inflammatoires et la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires dans l'intestin. Cet état inflammatoire pourrait par la suite induire
des altérations majeures de la production et de 1'épaisseur de la couche de mucus et par
conséquent augmenter la perméabilité intestinale. Cette cascade d’éveénements favoriserait une
translocation bactérienne (notamment le LPS) de la lumiére intestinale vers la circulation et
vers la périphérie des tissus, tels que le tissu adipeux, déclenchant éventuellement une

inflammation systémique, I'adipogenese, la résistance a l'insuline et I'hyperglycémie (87).

D. Stress et perméabilité intestinale :

La plupart des travaux sur les effets mécanistiques du stress sur la régulation de la
barriere intestinale ont été effectués sur des modeles animaux utilisant des facteurs de stress
physiques et psychologiques tels que le stress sonore, le stress thermique, le stress di au froid,

le stress 1ié a I'entassement, la privation maternelle et le stress li€ a I'évitement de 1'eau (95).

Dans des modeles animaux de dépression, Ghia et al, ont mis en évidence le role de la

dépression dans la réactivation des modifications de la fonction de barriere intestinale. En
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général, l'induction d'un dysfonctionnement de la barriere intestinale est provoquée par
l'activation de l'axe des mastocytes du facteur de libération de corticotropes (CRF). La
libération systémique et périphérique du CRF, ainsi qu'un large éventail de médiateurs
chimiques, interviennent dans les réponses au stress dans les modeles précliniques et ont des
effets sur la barriere intestinale au niveau de la composition de la couche de mucus, la sécrétion
d'eau et d'ions ainsi que la perméabilité intestinale (96). Les données sur le stress psychologique
chez 'Homme sont limitées. Ventura et al, ont soumis des volontaires en bonne santé a un test
de parole en public. En effet, les individus présentant des signaux de stress mesurés par le
cortisol salivaire, présentaient une augmentation de la perméabilité de 1'intestin gréle (97). Cette
augmentation dépendrait du CRF et des mastocytes, car le CRF exogene induit également une

perméabilité intestinale accrue, alors qu'un stabilisant des mastocytes abolit les réponses.

Dans les monocouches de HT-29, 1'exposition au CRF entraine une expression accrue de la
claudine-2 (98). Des travaux récents ont également porté sur le stress induit par I'exercice, censé
représenter une combinaison de stress physique et psychologique. Les athletes souffrent
souvent de douleurs abdominales induites par la libération d'hormones du stress lors d'activités
physiques intenses. Chez les soldats en formation au combat, une perméabilité intestinale
accrue a également été constatée (43). En effet, lorsque des jeunes hommes en bonne santé sont
exposés a des niveaux de stress élevés (six semaines d’entrainement au combat militaire), non
seulement les scores d’anxiété et de dépression augmentent pendant 1’entrainement au combat,
mais I’excrétion urinaire du saccharose augmente ainsi que I’excrétion du sucralose a 5 et 24 h
par rapport a leurs propres niveaux de base avant I’entrainement au combat. De plus, le rapport
lactulose / mannitol est également plus élevé pendant 1'entrainement, mais seulement chez les

volontaires présentant des niveaux plus élevés de scores de sévérité des symptomes du SII (99).

Ces données suggerent que le stress affecte la perméabilité intestinale et mettent en évidence la

communication bidirectionnelle entre le systeéme nerveux central et le tube digestif.

E. Les micro-ARN (miR) et perméabilité intestinale :

Au cours des dernieres années, des études fonctionnelles et a haut débit ont montré
que les miRs jouent un role important dans de nombreux aspects de la physiologie et du
développement cellulaire. Ce sont de petits ARN non codants d'environ 22 nucléotides, qui

répriment l'expression des genes cibles apres la transcription et régulent divers processus

39



cellulaires (100). 11 a été estimé que plus de 60% des genes humains étaient la cible des miR
(100). En général, les miR régulent l'expression des genes en se liant aux régions non traduites
en 3 '(3' UTR) de leurs ARNm cibles en favorisant la dégradation des ARNm cibles ou en

inhibant leur traduction.

Il a été démontré par plusieurs études que dans des conditions pathologiques, les miRs
pouvaient entrainer une dégradation de I'ARNm des protéines impliquées dans la fonction de
barriere intestinale. En effet, chez les patients SII, I'augmentation de la perméabilité intestinale
paracellulaire était associée a une augmentation des taux de plusieurs miRs, dont le miR-29b
(101). Ces deux miRs ont été montrés pour réguler négativement la perméabilité intestinale
dans le SII en réprimant 1'expression de la ZO-1 et de la glutamine synthétase, respectivement.
Chez le rat SII-Diarrhéique, il a été démontré que le miR-144 favorisait 'hyperperméabilité
colique en ciblant directement 1’occludine et la ZO-1 (102). Une autre étude a montré qu’un
traitement par TNF-o provoque une augmentation rapide de 'expression de miR-122a dans
I'épithélium intestinal, tant in vitro qu'in vivo, ce qui est associé a un dysfonctionnement de la
barriere épithéliale intestinale via la dégradation de I’occludine (56). D’autres protéines sont
également des cibles de miRs. En effest, le miR-155 et le miR-29 qui inhibent ou dégrade tous
les deux la claudine-1 ainsi que le miR-145 qui réprime l'expression de JAM-1 et altere la

fonction de barriere épithéliale intestinale (103).

F. Le protéasome « ubiquitination » :

L’augmentation de la perméabilité intestinale est souvent associée a une diminution
de I’expression des protéines de JS. Cette diminution pourrait étre le résultat des modifications
épigénétiques post-transcriptionnelles telle que I'intervention des miRs discutée précédem
-ment, ou bien post-traductionnelles par exemple par ubiquitination des protéines, impliquant
un systeme de dégradation de protéines. L'ubiquitine est une petite protéine régulatrice
hautement conservée de 76 acides aminés. Elle peut étre li€¢ a d'autres protéines en tant que

modification post-traductionnelle.

Trois principaux mécanismes de dégradation des protéines operent dans les cellules eucaryotes
pour éliminer les protéines cellulaires endocytiques ou non fonctionnelles : 1. La voie
endosomale-lysosomale, qui opere dans un compartiment acide li€é a la membrane. 2. La voie

apoptotique procaspase-caspase. 3. La voie du protéasome 26S de la protéine ubiquitinée. Les
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deux derniers sont présents dans le cytosol mais différent par le mécanisme d'activation de la

signalisation protéolytique.

Le protéasome 26S est une protéase multicatalytique trouvée a la fois dans le cytosol
et le noyau. Ses fonctions incluent 1’¢élimination des protéines mal repliées ou anormalement
assemblées, la dégradation des cyclines impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire, le
traitement et la dégradation des régulateurs de la transcription, les réponses immunitaires a
médiation cellulaire, I’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire. Ces fonctions nécessitent a la fois

des voies de dégradation des protéines induites par l'ubiquitine et I'ATP.

La voie d’ubiquitination dépendante de I'ATP implique une cascade de trois types différents
d'enzymes étiquetant les protéines du substrat avec une chaine d'ubiquitine, en vue de leur
reconnaissance et de leur protéolyse par le protéasome 26S. Dans la premiere €tape, I'ubiquitine
est activée par une enzyme E1 de maniere dépendante de I'ATP. Ensuite, I'ubiquitine activée
est transférée dans une enzyme E2, apres quoi elle est transférée dans un résidu de lysine de la
protéine cible en fonction de I'enzyme E3 impliquée, une ubiquitine ligase spécifique (104). Ce
processus est répété plusieurs fois pour générer une longue chaine de polyubiquitine attachée a

la protéine substrat destinée a étre dégradée par le protéasome 26S (Figure 6).

La structure du protéasome 26S est constituée de deux entités : une particule centrale
20S coiffée des deux extrémités d’une particule régulatrice 19S. (Figure 7) La particule 19S
coordonne le processus de dégradation en reconnaissant les substrats polyubiquitinés, en les
dépliant, en les désubiquitinant et en les transloquant a I'intérieur du complexe 20S, ou ils sont
dégradés en oligopeptides. Le complexe 20S exerce les activités protéolytiques. Il est composé
de 28 sous-unités codées par 14 genes différents, les sous-unités 7a et 78, qui forment une
structure cylindrique hautement conservée de quatre cycles, contenant chacun sept sous-unités.
Les deux anneaux externes contiennent des sous-unités de type o dont la fonction est de
maintenir une «porte» par laquelle les protéines pénetrent dans le site catalytique (105). Les
sous-unités B forment les deux anneaux internes. Les sous-unités catalytiquement actives
exprimées de maniere constitutive sont B1, B2 et B5, qui présentent respectivement une activité
de type caspase, trypsine-like et chymotrypsine-like. Globalement, cette architecture crée un
compartiment dont les sites actifs protéolytiques sont restreints a son intérieur, de sorte que

seules les protéines entrant dans cette chambre sont dégradées.
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proteasome

Figure 6 : Vue d'ensemble du systeme ubiquitine-protéasome. L'ubiquitine (Ub) est liée aux
protéines du substrat par 1'action successive des enzymes E1, E2 et E3. Les protéines peuvent
étre modifiées avec une seule molécule de mono-ubiquitine sur un ou plusieurs sites, ou avec
des chaines d'ubiquitine de différentes longueurs et types de liaisons. Les protéines de substrat

modifiées avec des chaines spécifiques sont reconnues et ensuite dégradées par le protéasome
26S.

D’apres Leestemaker et Ovaa, 2017 (106)

Dans les tissus lymphoides, ou dans d'autres tissus apres stimulation par I'IFN-y et le TNF-a,
les sous-unités constitutives B peuvent étre remplacées par leurs homologues et deviennent
« inductibles » nommées B1i ou LMP2 (Large Multifunctional Protease 2), f2i ou MECLI1
(Multicatalytic Endopeptidase Complex subunit 1) et f51 ou LMP7 (Large Multifunctional

Protease 7) (107), ainsi I'immunoprotéome de caractere inductible est formé (Figure 7).
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L’immunoprotéasome est spécialisé dans la dégradation de peptides longs et leur
présentation par le complexe majeur d’histocompatibilit¢ de classe I (CMH-I) (109).
Cependant, au cours des dernieres années, l'immunoprotéasome est également devenu un acteur
important dans 1'élimination des protéines endommagées en réponse a des conditions de stress.
Ces immunoprotéasomes sont souvent rencontrés au niveau intestinal, un organe hébergeant la
majeure partie des cellules immunitaires de 1’organisme. Dans une étude menée par notre
laboratoire, il a ét¢ montré que I’'IFN-y augmente 1’activité « chymotrypsin-like » du protéasome
dans les cellules épithéliales intestinales HCT-8, en modifiant sa composition et en
particulier en augmentant 1’expression de sous-unités inductibles Bi, alors que le TNF-a
et PIL-1B n’ont aucun effet (110). Dans une autre étude, Il a été proposé, chez des patients
atteints de la maladie de Crohn, que I’induction de I’'immunoprotéasome par I’IFN-y induirait
une augmentation de la dégradation de I’inhibiteur IkBa du facteur de transcription impliqué
dans la régulation de la réponse inflammatoire, NF-kB. La dégradation d’IxBa par
I’immunoprotéasome libére I’hétérodimere p65/p50 qui va transloquer la membrane nucléaire
et aller se fixer sur les éléments de réponse de la voie NF-kB induisant ainsi la transcription
de genes pro-inflmmatoires tels que I’'IL-1, I’IL-2, 'IFN-y, 'IL-6, I'TL-8 et I’IL-12 (111). Cette
dégradation aurait alors comme effet d’amplifier la réponse inflammatoire. Ce résultat a été
confirmé par une étude de notre laboratoire, qui montre dans des cellules épithéliales
intestinales, une augmentation de la dégradation d’IxBa, apres stimulation par des cytokines
pro-inflammatoires. Ce qui induit une augmentation de la libération d’IL-8, qui est diminuée

lorsque les cellules sont prétraitées avec de la glutamine (112).

La voie de l'ubiquitine-protéasome est responsable du maintien de I'homéostasie des protéines.
En conséquence, les protéasomes qui régulent la dégradation des protéines jouent un role
essentiel dans divers processus cellulaires, notamment la survie cellulaire, 1'apoptose, la

signalisation cellulaire, la réparation de 'ADN et la progression du cycle cellulaire.

Les inhibiteurs du protéasome, tels que le bortézomib (BTZ), le carfilzomib et I'ixazomib, sont
approuvés dans le traitement du myélome multiple (113). Ces inhibiteurs du protéasome sont
également efficaces dans le traitement des lymphomes a cellules du manteau et des lymphomes
non hodgkiniens (114,115). L’intérét médical concernant la modulation de la fonction du
protéasome a des fins thérapeutiques, a considérablement augmenté au cours de cette dernicre
décennie. Plus particulierement, depuis que le premier inhibiteur du protéasome, le bortézomib
(Velcade®, PS341), a été approuvé par la Food and Drug Association (FDA) en 2003, pour le

traitement du myélome multiple (116).
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Figure 7 : Mise en place des sous-unités inductibles de I’immunoprotéasome en présence de

TNF-a et d’IFN- v.

Le TNF-a et I’interféron IFN- v, les sous-unités B1, B2 et B5 du protéasome sont remplacées
par leurs homologues inductibles LMP2 (B1i), MECL-1 (B2i), LMP7 (B5i). Ces derniéres

correspondent aux sous-unités actives de I’immunoprotéasome.

D’apres Bardag-Gorce, 2010 (107).

C’est un peptide boronate présentant une affinité plus importante pour la sous-unité 5 du
protéasome, régulant I’activité « chymotrypsin-like ». La BTZ induit directement 1'apoptose des
cellules tumorales, inhibe 1'activation de NF-KB, induit un arrét du cycle cellulaire et bloque la
production et la signalisation intracellulaire de I'IL-6 dans les cellules de myélome par la
stabilisation de protéines, notamment les protéines de Bid, Bax, P53, IKBa, p21 et p27 (117).
Cependant, son action n’est pas toujours efficace. En effet, une étude de notre laboratoire,

montre que le bortézomib ne permet pas de prévenir I’apparition de fibrose dans un modele de
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colite chimio-induite chez le Rat (118). D’autres études sont nécessaires, afin de mieux

appréhender son action, notamment dans les pathologies intestinales.

D’autres modéles ont été utilisés pour tester d’autres inhibiteurs plus spécifiques du
protéasome, c’est le cas du PR-957 (selective epoxyketone proteasome inhibitor) renommé
récemment ONX-0914, inhibiteur sélectif de I’immunoprotéasome. Il a ét€¢ mis en évidence que
I’inhibition de I’immunoprotéasome par le ONX-0914, diminue fortement la colite induite au
DSS. Dans cette étude, des souris invalidées, soit pour le gene codant pour la sous-unité 2i
(ou MECLI1), soit Bli (ou LMP2) ou B5i (ou LMP7) montrent également une diminution de
la colite. De plus, la production de nombreuses cytokines pro-inflammatoires chez les souris
traitées par ONX-0914, est diminuée conduisant ainsi a une réduction de 1'inflammation (119).
Ces résultats suggérent que 1’inhibition spécifique de I’immunoprotéasome pourrait &tre une

piste thérapeutique potentielle afin d’atténuer les symptomes associés aux MICI chez I’Homme.

Il a été suggéré ’implication du systéme ubiquitine-protéasome dans la régulation de
la composition du complexe de JS de la couche endothéliale affectant ainsi sa perméabilité.
La claudine-5 est un membre important des protéines de JS, impliquée dans la détermination
de la sélectivité de la barriere hémato-encéphalique. Il a été¢ démontré que le taux d’expression
de la Claudine-5 était régulé par le biais de voies du protéasome. Il a également été montré que
I’inhibition du protéasome prolongerait la demi-vie de la claudine-5 étant connue trés courte

ainsi que son accumulation (34).

Plusieurs études sur la barriere épidermique ont montré que I'expression de la claudine-1 est
diminuée lor les 1ésions retrouvées dans la dermatite atopique (120). La claudine-1, étant
dégradée par la voie de 1'ubiquitine-protéasome, est augmentée a la suite de I’inhibition du
protéasome via le BTZ, ce dernier semble étre efficace dans le traitement des maladies de la

peau, telles que la Dermatite atopique (DA) (121).

Concernant les protéines de JS de la barriere intestinale, Il a été montré, dans une étude menée
dans notre laboratoire, qu’au cours du SII, une augmentation de I’activité « trypsine-like » du
protéasome était associée a une augmentation de la dégradation de I’occludine. La dégradation
de I’occludine était diminuée apres traitement par un inhibiteur du protéasome, suggérant ainsi
une implication du protéasome dans la physiopathologie du SII (122). Il a également été€ mis en

¢vidence, une interaction entre I’ubiquitine-ligase E3, nommée Itch, avec I’occludine. Itch est
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spécifiquement impliquée dans 1'ubiquitination de I’occludine in vivo. De plus la dégradation

de l'occludine est sensible a l'inhibition du protéasome (123).

L’inhibition du protéasome semble donc étre une cible thérapeutique prometteuse dans le
traitement de plusieurs maladies : cancéreuses, inflammatoires et pourrait éventuellement

rétablir la fonction de barriere épithéliale intestinale.
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II. MALADIES ASSOCIEES AU DYSFONCTIONNEMENT DE LA BARRIERE
INTESTINALE :

1. Le syndrome de ’intestin irritable :
A. Définition et épidémiologie :

Le syndrome de I’intestin irritable (SII) fait partie des troubles fonctionnels intestinaux
(TFI) chroniques, caractérisé par des symptomes digestifs (douleurs abdominales,
ballonnement) et/ou troubles du transit intestinal (diarrhée, constipation ou alternance des
deux). L’ethnie, 1’age, le sexe ou encore le statut social, ne représentent pas des facteurs causaux
de la maladie. Le SII est répandu dans les pays développés et sa prévalence est estimée entre 9
et 23% de la population totale (124). Le taux de morbidité chez la population adulte est de
200/100 000 personnes / an (125). Dans les pays européens et aux Etats-Unis, la prévalence du
SII en 2012 était comprise entre 7 et 30% de la population (126), les femmes étant plus
fréquemment touchées (2 : 1) (124). En France, selon 1’étude de Lepluart et al, la prévalence du
SII en 2015 était d’environ 4,7 % de la population (127). La plupart des patients au moment du

diagnostic avaient moins de 50 ans (128).

La compréhension de cette maladie a connu une évolution rapide avec les progres scientifiques,
mais elle a été reconnue historiquement il y a plus de 150 ans. En 1849, Cumming déclara : «
Les intestins sont a la fois constipés, d’autres laxistes, chez la méme personne. Je ne prétends
pas expliquer en quoi cette maladie présente deux symptomes si différents » (129). Depuis
1979, les criteres de diagnostic ont évolué, lorsque Manning et al, groupe d’expert travaillant
sur les TFI, ont publié¢ leurs criteres pour la premiere fois. Les changements ont inclus les
criteres de Rome I (130), qui ont été révisés selon les directives de Rome II (131), puis par

Rome III (132) afin de faciliter le diagnostic.

Actuellement, le SII est défini, selon les criteres de diagnostic de ROME IV, comme
un TFI caractérisé par des douleurs abdominales chroniques associées a la défécation ou a des
modifications du transit (133). Ces symptomes doivent se manifester depuis au moins 6 mois

avant le diagnostic et étre présents sur les 3 derniers mois (Tableau 2) (134).

La sévérité du SII peut étre simplement évaluée a 1'aide de questionnaires via 1'échelle
de sévérité des symptomes du SII « score de Francis », un instrument a 5 éléments, utilisé pour
mesurer la sévérité et la fréquence des douleurs abdominales, la sévérité de la distension

abdominale, le niveau d'insatisfaction du transit intestinal et l'interférence avec la qualité de vie,
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chacune sur une échelle visuelle a 100 points. Trois groupes de patients sont ainsi distingués :

patients SII avec symptomes légers, modérés ou séveres (135).
Tableau 2 : Criteres de diagnostic du SII (ROME IV).

D’apres Mearin et al, 2016. Drossman, 2016 (133,134)

Critére du diagnosticdu Sll selon les critéres de ROME IV
Types de selles (Echelle de Bristol)

Douleurs abdominales chroniques, en moyenne, au moins 1 jour par semaine au cours des 3 derniers mois,
associées a au moins 2 des critéres suivants : Q 'Y
- Défécation o [¥] %Y Q

- Changement de fréquence des selles

Bristol 1-2 > 25% du temps, Bristol 6-7 >25% du temps

- Changement de la consistence des selles o “
Les critéres doivent &tre remplis au cours des 3 derniers mois avec l'apparition des symptdmes au moins 6 mois
avant le diagnostic. o w
Les sous-groupes se définissent en fonction de la consistance des selles selon I'échelle de Bristol ci-joint.
Sll avec constipation prédominante (SII-C) : o J
Bristol 1-2 > 25% du temps, Bristol 6-7 < 25% du temps
- e

Sll avec diarrhée prédominante (SII-D): o ol S
Bristol 6-7 > 25% du temps, Bristol 1-2 < 25% du temps

el
Sl mixte avec altérnance diarrhée/constippation (SII-M) : o '\*‘_%ﬂ"

Sll post-infectieux (SII-PI) :
Caractéristiques proches du type SII-D, survient suite a une gastro-entérite aigue.

SIl non spécifié :
Absence de critéres suffisants pour répondre aux critéres du SII-C, SII-D ,SI11-M ou SII-Pl

De plus, sur la base des criteres de ROME 1V, les patients SII sont classés en 4 sous-types en
fonction du trouble du transit prédominant via 1’échelle des selles de Bristol (Bristol Stool
Scale) : patients avec constipation prédominante (SII-C), avec diarrhée prédominante (SII-D)
ou mixité par alternance de diarrhée et constipation (SII-M). Les patients répondants aux
criteres de diagnostic du SII, mais dont le trouble du transit ne peut pas étre classé dans 1'un des
3 groupes, doivent étre catégorisés par le sous-type SII indéterminé (Tableau 2). Le SII post-
infectieux ou appelé aussi SII post-inflammatoire (SII-PI) est un autre type de SII qui présente
souvent les caractéristiques du SII-D et peut survenir chez 4% a 31% des patients apres une
gastro-entérite aigu€, provoquée généralement par un ensemble d'agents pathogenes tels que
Shigella spp., Escherichia coli pathogéne, Salmonella, Campylobacter jejuni et Giardia
duodenalis (136).

Les selles sont évaluées a 1'aide de 1'échelle des selles de Bristol (BSFS), qui présente 7 types :
constipation de type 1 et 2, 3 et 4 - selles normalement d'une personne en bonne santé, tandis

que les types 5 a 7 correspondent a une diarrhée (137) (Tableau 2).
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Cette classification des patients SII en sous-types aide a améliorer I’homogénéité des patients
recrutés pour les essais cliniques, a mieux gérer le diagnostic et les diverses interventions
thérapeutiques par catégorie de patients SII. Dans la pratique clinique courante, le diagnostic
du SII est fondé sur les symptdmes typiques. Le recours aux investigations est souvent limité a
un panel de tests sélectionnés qui permettent d’exclure des maladies organiques connues
présentant des symptomes similaires, telles que la maladie cceliaque, la colite, les MICI (y
compris la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique), la malabsorption des acides
biliaires, le cancer colorectal. L’examen complémentaire ne permet pas a lui seul de faire le
diagnostic du SII. Le diagnostic est basé sur I’histoire de la maladie, I’examen clinique, les tests
biologiques et lorsque nécessaire, une coloscopie ou d’autres tests de diagnostic. Afin de poser
un diagnostic précis du SII, il est recommand¢ d’intégrer la positivité des criteres de ROME IV

a la normalité de I’examen clinique, des tests biologiques et endoscopiques (133).

Contrairement aux autres maladies gastro-intestinales, le traitement du SII est souvent ciblé sur
le symptome prédominant ou le plus génant que ressent le patient, plutdt que sur la
physiopathologie sous-jacente. En conséquence, les traitements ne sont pas suffisamment
efficaces et la plupart des interventions thérapeutiques ne modifient pas I'évolution naturelle du
trouble a long terme (139). La prévalence et la faible réponse aux thérapies €tablies pour le SII
ont eu un impact économique substantiel (140). Bien qu'il n'y ait pas de surmortalité associée
au SII (141), ce trouble a un effet considérable sur la qualité de vie et la productivité du travail.
En 2014, Canavan et al, ont estimé que les patients abandonneraient de 10 a 15 ans d’espérance
de vie pour une guérison immédiate de la maladie. Ainsi, diagnostiquer le SII avec précision,
minimiser les investigations invasives et recommander un traitement efficace jouent un role

important dans les efforts visant a réduire les effets sociaux et économiques de la maladie (142).

En résumé, le SII est un trouble gastro-intestinal commun qui présente des taux de comorbidité
élevés, réduit la qualité de vie des patients et exerce un impact négatif important sur les
ressources monétaires des patients et de la société. En conséquence, une meilleure
compréhension des mécanismes potentiellement impliqués dans la génération des symptomes

est cruciale.

B. Physiopathologie du SII :
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Doté d’une physiopathologie imparfaitement comprise, le SII est reconnu comme étant
une pathologie multifactorielle. Des facteurs génétiques, environnementaux ou encore
psychosociaux augmentent le risque de développer un SII. Les symptomes, sont liés a un
dysfonctionnement de communications bilatérales entre le SNC et le systéme nerveux entérique
(SNE). 1l en résulte une hypersensibilité viscérale, une hyperperméabilité intestinale, des
modifications du microbiote intestinal, une réponse immunitaire voire inflammatoire, des
altérations de la motricité intestinale ainsi qu’un dysfonctionnement du dialogue intestin—

cerveau (143).

a. Stress et axe intestin-cerveau :

Il a longtemps été démontré que la détresse psychologique et émotionnelle était
étroitement associée au SII. Pendant de nombreuses années, le SII a ét€ considéré comme une
maladie a médiation cérébrale agissant a travers une modulation exercée par le SNC sur
l'intestin via le systtme nerveux autonome (SNA) et l'axe hypothalamique / hypophyso-
surrénalien (HPA) (144). Ce substrat neuro-anatomique est un circuit intégré complexe qui
transmet des informations provenant de centres cognitifs et émotionnels au TGI et inversement
(145). Il comprend le SNC et le SNA (sympathique-SNS et parasympathique-SNP), le SNE, les
systemes neuro-endocrinien et neuro-immunitaire (146). Le TGI est densément innervé afin de
fournir des informations sur son contenu luminal, les processus régulant la digestion et
'absorption, ainsi que les menaces potentielles (147). Les fibres sensorielles afférentes gastro-
intestinales se terminant dans la paroi de l'intestin expriment un ensemble de récepteurs
membranaires et de canaux ioniques qui permettent d'obtenir des informations sur la distorsion
de 1'épithélium muqueux et du contenu luminal. Ces neurones activent les réponses locales et
transmettent des informations sensorielles via le nerf vague et les afférences rachidiennes a la
moelle épiniere ou au tronc cérébral en vue d'un traitement et d'une intégration plus poussés
(148). Depuis la moelle épiniere, les signaux ascendants de 1'intestin atteignent le cerveau par
les voies de la colonne antérolatérale et dorsale ou ils sont relayés vers les noyaux ventraux du
thalamus et vers les zones des cortex somatosensoriels primaires et secondaires pour la
localisation, l'intensité et la durée de la douleur et enfin vers les zones limbiques pour la
composante émotionnelle de la réponse a la douleur (149). Le systéme immunitaire joue un role
intermédiaire important dans la fonction de 1'axe intestin-cerveau. Une réponse inflammatoire

anormale a différents événements (stress, infection, aliments, etc.) pourrait étre responsable de

50



la cellularité pathologique et de la présence de cytokines inflammatoires au niveau cérébral et

intestinal, affectant les nerfs sensoriels en modifiant leur activité et en augmentant la sensibilité.

Le systeme neuroendocrinien, potentiellement impliqué dans la pathogenese du SII, comprend
deux composantes : des cellules endocrines disséminées dans la muqueuse intestinale et les
fibres nerveuses du SNE. Il modifie 1a motilité, la sécrétion, 1'absorption et la microcirculation
intestinale grace a la production de substances transmissives telles que la sérotonine, via le

systeme vasculaire (endocrinien) ou par des nerfs intrinseques / extrinseques (151).

Il existe de nombreuses preuves que la fonction de l'axe intestin-cerveau subit certains
changements au cours du SII. Les troubles psychologiques ou les troubles de I’humeur chez les
patients SII, peuvent étre responsables d’une perturbation de 1’activité du SNA. En effet, son
activité est plus faible chez les femmes atteintes d’un SII et souffrant d’anxiété ou de syndrome
dépressif (152). Des changements sont également retrouvés dans les fonctions sympathiques et
parasympathiques. En effet, au cours d’un stress aigu, il existe une activation du SNS et une
inhibition du SNP. Les nerfs parasympathiques ont pour role de ralentir les principales fonctions
de I’organisme telles que 1’activité cardiaque et la respiration tandis que I’activité digestive est

accélérée.

Des études ont montré qu’un taux anormal de sérotonine (5-HT) dans le tube digestif pourrait
étre I’une des causes du SII (153). Cette 5-HT présente un effet important sur I’humeur et sur
les mouvements intestinaux, ce qui pourrait expliquer pourquoi de nombreux patients sont
touchés par la dépression et I’anxiété. De méme, l'induction du stress dans des modeles murins
de séparation maternelle précoce a montré une altération de c-fos (marqueur de 1’activation
neuronale) et une concentration élevée de 5-HT au niveau de la corne dorsale de la moelle
épiniere, ce qui pourrait produire une sensibilisation (154). L'anxiété et la dépression sont
retrouvées chez 22% des patients SII dont 32% de ces patients ont subi un abus physique et/ou
sexuel (155). L’anxiété et la dépression sont en lien étroit avec 1’altération de « I’axe HPA-
CREF ». De plus, il est établi que le stress présente un facteur majeur dans la symptomatologie
liée au SII (132). En effet, chez les rongeurs, 1’administration du « Corticotropin Releasing
Factor » CRF, principal neuromédiateur du stress, augmente significativement I’anxiété, ce qui
stimule la motricité colique et induit une hypersensibilité (156). L’ utilisation d’antagonistes au
CRF, comme le NBI 35965, qui agit sur le récepteur au CRF1, a pour effet d’atténuer 1’anxiété
liée au stress et de diminuer I’hypersensibilité viscérale et gastrique ainsi que I’activité colique

chez la Souris (157).

51



Dans les modeles animaux, il existe un lien clair entre stress, augmentation de la perméabilité
et inflammation de l'intestin. Les rongeurs exposés a un stress aigu montrent une augmentation
de la perméabilité de la muqueuse aux macromolécules par le biais de mécanismes impliquant
principalement le CRF, les mastocytes et les nerfs cholinergiques (158,159). Le stress
chronique induit une augmentation accrue de la perméabilité intestinale, de la pénétration
bactérienne et de I’infiltration de cellules inflammatoires (160). En outre, Barreau et al, ont
montré que, chez des rats adultes précédemment stressés par privation maternelle néonatale, le
CREF favoriserait la libération du « nerve growth-factor » (NGF) par les mastocytes coliques
via le récepteur CRF 1 et, par conséquent, une augmentation de la perméabilité paracellulaire
intestinale (161). Dans une autre étude, utilisant un modele intestinal ex vivo, des échantillons
d’iléon porcins étaient montés dans des chambres de Ussing et exposés au CRF. Les résultats
ont démontré un réle du CRF dans I’augmentation de la perméabilité paracellulaire intestinale

via la libération du TNF-a et des protéases dépendantes des mastocytes (162).

De plus, Wallon et al, ont évalué in vitro les effets fonctionnels du CRF sur des biopsies
intestinales humaines. Ils ont constaté que le CRF active les mastocytes sous-épithéliaux et
augmente l'absorption transcellulaire d'antigenes protéiques dans la muqueuse colique humaine.
Les récepteurs CRF 1 et CRF 2 s’averent exprimés sur les mastocytes et 1’utilisation des
antagonistes de ces récepteurs a inhibé 'augmentation de la perméabilité évoquée par le CRF.
Ces résultats suggerent que le CRF, agissant via les mastocytes, est impliqué dans la régulation

de la perméabilité macromoléculaire dans le c6lon humain (163).

b. Motricité intestinale :

La douleur est un critere drastique dans le diagnostic de la symptomatologie du SII,
elle est chronique, liée aux troubles de la motricité gastro-intestinale et causée par une
hypersensibilité viscérale. Les patients atteints du SII montrent une forte réponse motrice aux
facteurs de stress comparés aux sujets normaux (134). Le trouble de motricité de 1'intestin gréle
se manifeste par un transit accéléré chez les patients SII-D et par un retard du transit chez les
patients SII-C. En outre, les patients présentent des intervalles plus courts entre les complexes
moteurs migratoires, les patients SII-D étant les plus concernés (164). La sérotonine semble
jouer un rdle important dans le controle de la motricité intestinale. Effectivement, il a été
démontré que les concentrations plasmatiques de sérotonine étaient réduites chez les patients

SII-C, mais augmentées chez les patients SII-D. Par conséquent, les récepteurs a la sérotonine
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ont suscité un intérét considérable en tant que cibles thérapeutiques potentielles du SII, avec
des agonistes ou antagonistes au niveau du récepteur de la sérotonine (165). Sept types
principaux et plusieurs sous-types de récepteurs 5-HT ont été identifiés. Les récepteurs S-HT
connus pour affecter les fonctions motrices de I'intestin sont ceux appartenant aux sous-types
5-HT1, 2, 3, 4 et 7 (166). La libération muqueuse de 5-HT stimule a la fois les neurones
sensoriels intrinseques (le plus probablement via les récepteurs 5-HT4) et les neurones
sensoriels extrinseques (via les récepteurs 5-HT3) (167). L’utilisation d’un antagoniste des
récepteurs 5-HT3, a montré un retard du temps de transit colique chez les sujets sains et semble
ralentir le transit colique chez les patients atteints de SII-D (168,169). Les agonistes des
récepteurs 5-HT4 facilitent simultanément l'activité des neurones inhibiteurs a médiation
nitrergiques, induisant la libération d'oxyde nitrique pour contrecarrer la contraction, et les
neurones cholinergiques excitateurs myentériques, améliorant la libération de 1'acétylcholine et
la contraction des muscles lisses, lesquels favorisent a leur tour la motilité des voies gastro-
intestinales. (170). Il a été démontré que les agonistes des récepteurs 5S-HT4 pouvaient agir sur
les récepteurs exprimés par les cellules entérochromaffines, les cellules caliciformes et les
entérocytes de la muqueuse intestinale, entrainant la libération de 5-HT, la libération de mucus
et la sécrétion de chlorure, chacun pouvant favoriser le transit colique (171). Outre leurs effets
procinétiques, il a été montré une réduction de 1'hypersensibilité viscérale via les agonistes de

la 5-HT4, chez les animaux et les patients atteints du SII (171,172).

En outre, plusieurs études ont démontré le rdle joué par les différentes bactéries intestinales
dans la motricité intestinale. Dans une étude faite sur des rongeurs, des rats axéniques avaient
un transit intestinal lent et une période de complexe myoélectrique interdigestif prolongée
(173). La colonisation de ces animaux par Lactobacillus acidophilus ou Bifidobacterium
bifidum augmenterait partiellement leur motricité intestinale, alors que la colonisation par
Escherichia coli et Micrococcus luteus a l'effet inverse (174). Cette étude montre finalement
I’effet d’une dysbiose intestinale sur la motricité intestinale. Le mode d’action des bactéries et
les mécanismes impliqués dans les troubles de motricité restent jusqu’a aujourd’hui mal connus

(173).

c. Hypersensibilité viscérale :

Certains patients atteints du SII présentent une forte réponse a la distension de la

lumiére intestinale, a savoir [’hypersensibilit¢ viscérale (VH) (175). Les facteurs qui
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déclenchent une douleur viscérale chronique ne sont pas bien déterminés, mais plusieurs
mécanismes d’origine multifactorielle semblent étre impliqués. En réponse a un événement
déclencheur tel qu'une inflammation, un traumatisme ou un stress environnemental, les
afférences viscérales primaires de l'intestin deviennent sensibilisées, ce qui entraine une douleur

viscérale chronique chez les patients atteints du SII (176).

D’un autre co6té, la survenue d'événements stressants est considérée comme un facteur
contributif déclenchant et / ou maintenant le SII. En réponse aux facteurs de stress, il en résulte
une dérégulation de la signalisation du CRF qui perturbe le dialogue intestin-cerveau induisant
une hypersensibilité colique et par conséquent, contribue a la douleur viscérale chronique.
Le CRF possede deux récepteurs couplés a la protéine G aux effets opposés sur le
comportement. Un récepteur de type 1 (CRF 1) qui active la réponse au stress et améliore la
nociception, et un récepteur de type 2 (CRF 2) qui inhibe la réponse au stress et diminue la
nociception chez les rongeurs (177). Des études antérieures ont démontré que le stress augmente
I'expression du CRF dans le cerveau et l'intestin et que 1'inhibition des récepteurs du CRF dans
le cerveau et a la périphérie par des antagonistes, inverse I'hypersensibilité viscérale induite par

le stress (178,179).

En outre, I'implication de processus épigénétiques dans le développement de la douleur
viscérale lors des troubles gastro-intestinaux fonctionnels a été suggérée. Effectivement,
plusieurs études ont démontré que la désacétylation des histones peut favoriser la douleur
viscérale et que les inhibiteurs de « I’histone désacétylase » (HDAC) atténueraient la douleur
viscérale en augmentant les niveaux d'acétylation des histones. En effet, il a été démontré que
la perfusion bilatérale d'un inhibiteur de HDAC dans le noyau central de 1’amygdale du rat
augmentait 1'acétylation de « lysine 9 de I’histone 3 » (H3K9), augmentait 1'expression des
récepteurs de glucocorticoides, diminuait l'expression de CRF et atténuait 1'hypersensibilité
viscérale induite par des corticostéroides. En effet, une exposition prolongée du noyau central
de l'amygdale a des taux de corticostéroides élevés permet d’imiter les effets d’un stress
chronique (180). En outre, I'hypersensibilité viscérale, induite par le stress chronique lié a
I’évitement de 1’eau, était associée a une augmentation de la méthylation de I'ADN du
promoteur récepteurs de glucocorticoides et a une diminution de la méthylation de I'ADN du
promoteur es genes codant pour le CRF dans le noyau central de I'amygdale, ce qui a diminué
I'expression des récepteurs de glucocorticoides et I'augmentation de 1'expression du CRF (181).
Le stress chronique lié a 1'évitement de I'eau a également augmenté 1'acétylation de H3, ce qui

a entrainé une augmentation de 1'expression et de la fonction du récepteur « nociceptif transient

54



receptor potential vanilloide 1 » (TRPV1) (182). Le TRPV1 est un canal cationique dépendant
du ligand qui est exprimé sur les neurones sensoriels afférents primaires périphériques et qui,
une fois activé (par la température, la capsaicine, le pH acide, la résinfératoxine et / ou les
médiateurs inflammatoires), produit une sensation de briilure et / ou une douleur. Des patients
atteints de SII-D ont montré une augmentation de I'expression de TRPV1 dans les biopsies du

cOlon, qui était corrélée a la douleur abdominale (184).

Par ailleurs, il a été démontré au niveau du TGI, I’implication d un ensemble particulier de miR,
dans la physiopathologie du SII. Notamment, dans 1’hypersensibilité viscérale ou une étude
montre que I’expression de TRPV1 était ciblée par le miR-199. Dans cette étude, des patients
atteints du SII-D présentaient une diminution de I'expression de miR-199 dans le cdlon qui était
corrélée aux douleurs viscérales chroniques et aux nociceptions, via une augmentation de
l'expression de TRPV1. Des résultats similaires ont été retrouvés chez le rat au niveau colique
(185). Cependant, les modifications épigénétiques restent un champ large de recherche et leur
implication dans la douleur viscérale en est encore a ses débuts, les études cliniques sont rares

et repose principalement sur des études chez I'animal.

En outre, il a ét€ démontré une distance significativement réduite entre les mastocytes et les
terminaisons nerveuses chez les patients atteints du SII, par rapport aux sujets sains (186). Cette
interaction favorisée entre neurones et mastocytes dans le cadre d'une pathologie douloureuse
pourrait impliquer la libération de protéases de mastocytes et 1'activation ultérieure de PAR2
sur les neurones sensoriels de ces patients. Dans 1’étude de Cenac et al, une activité
protéolytique augmentée a été constatée dans le milieu de culture des biopsies prélevées chez
des patients SII par rapport aux controles sains (187). Cette activité protéolytique était capable
de signaler aux neurones sensoriels et de reproduire les symptomes d'hypersensibilité chez les
souris injectées dans la lumiere colique par le surnageants obtenu a partir de biopsies de patients
atteints du SII (187). Enfin, il a été montré que les signaux de calcium dans les neurones
sensoriels et I'hypersensibilité chez ces souris, étaient entierement dépendants de PAR2 (187).
En effet, les neurones de souris déficientes en PAR2 ne répondaient pas a ces surnageants, et
les souris déficientes en PAR2 ne développaient pas de symptomes d'hypersensibilité

lorsqu'elles étaient administrées avec des surnageants issus de biopsies de patients SII (187).

Outre la douleur viscérale, le SII se caractérise également par une dysbiose du microbiote
intestinal, une augmentation de la perméabilité intestinale, et un état d'activation accru des

cellules immunitaires.
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d. Microbiote intestinal :

Une dysbiose du microbiote intestinal est considérée comme un facteur
physiopathologique important dans le SII. 1l a été démontré que les patients atteints du SII
avaient un microbiote tres différent de celui des témoins sains. Les patients SII présentaient
plusieurs altérations qualitatives et quantitatives du microbiote fécal (188). La différence dans
la composition du microbiote intestinal a été aussi retrouvée entre les sous-types de patients
SII. Une augmentation du ratio Firmicutes / Bacteroides (ratio considéré comme indicateur
approximatif d’une dysbiose intestinale) a été constaté au cours du SII (189). Effectivement,
une étude a montré une abondance relative de bactéries pro-inflammatoires, y compris des
Enterobacteriaceae au cours du SlI, avec une réduction de Lactobacillus et de Bifidobacterium
(190). Les échantillons de muqueuse et des selles de la majorité de patients SII, présentaient
une diminution des Bifidobactéries (191). De plus, Kassinen et al, ont montré par extraction de
I’ADN génomique bactérien dans des échantillons de feces de patients SII, une altération et une
modification de la composition du microbiote dépendante de la forme prédominante du SII,
comparativement aux patients sains (192). Plus particulierement dans le SII-D, on retrouve un
taux significativement plus élevé d’entérobacteriaceae et plus bas de faecalibacterium
prausnitzii par rapport aux patients contrdles, ce qui suggere un déséquilibre de la balance entre
les bactéries bénéfiques et déléteres nécessaires pour I’équilibre du microbiote intestinale (193).
Il a été démontré que les probiotiques pouvait normaliser la motricité intestinale, améliorer la
fonction de barriere intestinale, réduire les taux circulants de cytokines pro-inflammatoires et
améliorer 1'hypersensibilité viscérale (194). Dans une méta-analyse de 2014, les probiotiques
en général se sont révélés étre des traitements efficaces contre le SII, ils ont amélioré les

symptomes globaux, les douleurs abdominales, les ballonnements et les flatulences (195).

Le SII est également associ€ a une augmentation de la production d'acides gras a chaine
courte (AGCC) dans le colon qui pourrait contribuer aux modifications de la réponse a la
douleur viscérale et a la motilité qui caractérisent le SII. Des modifications de la fonction
cérébrale et du comportement ont également été associées a des métabolites bactériens, tels que
les AGCC, via diverses voies métaboliques (196). En outre, une découverte intéressante a
associé la production de méthane au SII, en montrant des taux de méthane élevé chez les patients
SII-C et au contraire, des taux diminués de celui-ci chez les patients SII-D (197). Effectivement,
le méthane a été associé a un ralentissement du transit intestinal et sa production semble étre
limitée aux Methanobacteriaceae qui convertissent I’hydrogéne en méthane au niveau de

I’intestin (198,199). Les patients SII-C présentent une quantité accrue de Methanobrevibacter
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smithii, un méthanogene le plus commun trouvé dans la lumiere intestinale. Enfin, une dysbiose
intestinale peut activer une réponse immunitaire au niveau de la muqueuse intestinale qui

pourrait conduire a une inflammation de bas-grade.

e. Inflammation intestinale :

Le SII a été considéré comme un trouble exclusivement fonctionnel, mais des études
récentes ont montré des signes d'inflammation de bas grade au niveau de la muqueuse colique
et iléale de certains patients SII, comparés aux controles (200). Les causes de cette réponse
immunitaire au niveau intestinal chez les patients SII ne sont pas tres claires, mais un certain
nombre de mécanismes, notamment les allergies alimentaires non détectées (201), des
infections antérieures (SII-PI), une malabsorption des acides biliaires (202), un
dysfonctionnement de la barriere épithéliale, une dysbiose intestinale, et niveaux de stress

élevés, peuvent renforcer ou stimuler des réponses immunitaires anormales.

Des biopsies collectées a partir du colon de patients atteints du SII ont mis en évidence une
augmentation de la densité et de l'activation des lymphocytes T, ce qui concorde avec
I'hypothese d'une activation immunitaire de bas grade dans le processus physiopathologique du
SII (204). Outre l'augmentation de l'activité du systeme immunitaire inné, les molécules
immunorégulatrices, notamment les cytokines pro- et anti-inflammatoires, sont également
modifiées chez les patients SII, au profit d’une augmentation du taux de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL- 1, IL-6 et IL-8) et une diminution des cytokines anti-
inflammatoires (IL-10) dans les cellules mononucléées du plasma et du sang périphérique

(PBMC) (205).

Il a été récemment montré que 1’inflammation muqueuse de bas grade pouvait entrainer une
altération de la motilité du cblon et de la sensibilité viscérale. Dans une étude récente, les
concentrations sériques du TNF-a et de I’IL-17 ont été positivement corrélées a l'inconfort et a
la sévérité des symptomes chez les patients SII (206). Néanmoins, la mesure des niveaux de
cytokines dans le sérum et la muqueuse intestinale dans une autre étude ne fournissait aucune
corrélation entre la sévérité globale des symptomes et 1'expression des cytokines, bien que les

niveaux d'IL-6 et d'IL-8 aient Iégerement augmenté dans le groupe SII (207).

Les mastocytes ont également fait 1'objet de plusieurs études évaluant les mécanismes présumés

impliqués dans la génération des symptomes du SII (186). Elles régulent I'immunité innée par
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les TLR. L'expression des TLR au niveau des mastocytes intestinaux semble étre associée aux
symptomes du SII, comprenant TLR2 et TLR4 (208). Les composants bactériens dans l'intestin
tels que les LPS peuvent jouer le role de ligands du TLR. Fait intéressant, une augmentation du
taux d'anticorps spécifiques du LPS au niveau sérique, associée a une augmentation de
I’expression du TLR (TLR4 et TLRS), a été observée chez des patients atteints du SII (209).
Dans une autre étude, une infiltration accrue de mastocytes a été montrée dans la muqueuse du
caecum de patients atteints du SII, par rapport aux témoins sains (186). D'autres chercheurs ont
signalé une augmentation du nombre de mastocytes dans I'iléon (210). Alors que ces études ont
associé le nombre de mastocytes présent au niveau intestinal a la symptomatologie du SII,
d’autres études ont montré que la présence en nombre élevé de cellules mastocytaires n'est pas
une condition préalable a l'inflammation. Par conséquent, I'activation et la dégranulation de
celles-ci en plus de leur proximité avec les nerfs intestinaux est directement associée a la
manifestation et a la gravité des symptomes du SII. Cette association spatiale étroite est
considérée comme un élément clé dans la communication entre le systtme immunitaire et le

systeme nerveux dans l'intestin (186).

f. Hyperperméabilité intestinale :

La recherche en gastro-entérologie s’est longtemps focalisée sur la barriére intestinale
et son role dans le SII et fait ’objet de nombreuses études. La plupart des études montrent une
augmentation de la perméabilité intestinale chez les patients atteints du SII-D et du SII-PL
Spiller et al, ont détecté une hyperperméabilité intestinale, mesurée par une augmentation du
rapport lactulose / mannitol dans l'urine, chez les patients atteints du SII-PI comparés aux
témoins sains (211). Le mécanisme d'augmentation de la perméabilité chez les patients atteints

du SII implique un dysfonctionnement des JS (212).

L'inflammation intestinale est également décrite comme un facteur d'augmentation de la
perméabilité intestinale, non seulement dans les maladies inflammatoires de l'intestin, mais
aussi dans le SII. I1 a ét¢ montré ’implication du PAR-2, un récepteur cellulaire de la famille
des récepteurs activés par la protéase (PARs), dans l'inflammation de la muqueuse intestinale
(213). Les résultats immunohistochimiques ont montré que le PAR2 est exprimé dans différents
types cellulaires de l'intestin. Dans les entérocytes, le PAR?2 est situé a la fois sur les surfaces
apicale et basolatérale, ce qui suggere que ce récepteur pourrait étre activé par des agents de la

lumiere ainsi que par les protéinases en circulation. Il semblerait que seule la stimulation apicale
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du PAR2 augmente la perméabilité paracellulaire (214). Au cours du SII, il a ét€ montré un rdle
des mastocytes dans la perméabilité intestinale. En effet, leur dégranulation entraine une
diminution de I’expression des protéines de JS, telles que la ZO-1, la claudine-1, probablement
via la libération des tryptases (212). La tryptase, la protéase la plus abondante des mastocytes,
active le PAR-2 sur les cellules épithéliales et endothéliales (215). L’activation épithéliale du
PAR-2 est suivie d’un réarrangement des protéines de JS et de la F-actine péri-jonctionnelle,
entrainant éventuellement une hyperperméabilité intestinale et une inflammation de 1'intestin
(216). L’activation de PAR2 par I’axe du stress peut également favoriser la libération de
peptides pro-inflammatoires tels que le peptide 1i€ au gene de la calcitonine et la substance P,
et conduire a la sécrétion du TNFa et de I’'IFNy, ce qui accroit a son tour la perméabilité
intestinale et déclenche une inflammation intestinale (216). Cette cascade d’événements
impliquant le PAR-2 pourrait étre suivie d’une réaction d’hypersensibilité viscérale et de la

douleur (215).

De plus, des études in vitro ont montré une expression de ZO-1 significativement réduite au
niveau de la muqueuse colique lorsque celle-ci est exposée aux surnageants obtenu a partir de
biopsies de colon de patients atteints du SII (217). Il a été également démontré sur des modeles
in vitro mais aussi sur des modeles in vivo, une augmentation de la perméabilité colique apres
exposition aux surnageants fécaux de patients SII-C. I’hyperperméabilité observée était
associée a une augmentation de 1’activité cystéine-protéase retrouvée dans le surnageant des
patients SII-C, qui serait capable de dégrader 1’occludine (218). En outre, il a été démontré
qu’une diminution de la concentration de bactéries productrices de butyrate au niveau de
I’intestin, contribuait a une augmentation de la perméabilité intestinale (219). Effectivement,
des chercheurs ont montré I’effet du butyrate sur la perméabilité, celui-ci augmenterait
l'expression des protéines claudine-2, occludine et zonula occludens et par conséquent
favoriserait la restauration de la perméabilité intestinale (220). Dans une autre étude réalisée
par Zhou et al, il a été démontré une altération de 1’expression de I'ARN messager de la
claudine-1 par les miR-29a, entrainant une augmentation de la perméabilité intestinale. Dans la
méme étude, les chercheurs ont suggéré qu'une diminution de la glutamine synthétase peut
¢galement affecter le taux d’expression de la claudine-1 (221). Effectivement, Bertrand et al
ont démontré que des doses élevées de glutamine appliquées sur la muqueuse colique de
patients atteints du SII-D augmentent l'expression de la claudine-1 et permet de restaurer les
protéines de JS en fonction de leur expression basale (222). La glutamine est classiquement

connue comme étant le substrat préférentiel des cellules a division rapide, comme les
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entérocytes ou les cellules immunitaires. Initialement classé comme un acide aminé non
essentiel, sachant qu’il peut étre synthétisé de novo, la glutamine a été plus récemment
considérée comme essentielle dans les états cataboliques (223). Au niveau intestinal, la
supplémentation en glutamine diminue Il'inflammation intestinale dans des modeles
expérimentaux mais ces résultats n’ont pas été confirmés en clinique (224). La glutamine
augmente également la synthese protéique intestinale (225,226). Bien que 'effet bénéfique de
la glutamine au niveau intestinal ait été documenté dans les années 1990 (227), la régulation
des protéines des JS par la glutamine a été rapportée plus récemment. La privation en glutamine
ou l'inhibition de la glutamine-synthétase (GS) conduit a une importante diminution de la
résistance trans-épithéliale (TEER), a une augmentation de la perméabilité, ainsi qu'a une
réduction des protéines de JS, claudine-1 et occludine dans les cellules Caco-2 (228,229). De
facon intéressante, cette rupture de la barriere intestinale peut étre restaurée par un apport en

glutamine (229).

Enfin, une perméabilité intestinale accrue permettrait la translocation des bactéries a travers
I'épithélium et D’activation d’une réponse immunitaire intestinale avec la production de
médiateurs inflammatoires capable de maintenir la perméabilité et de produire des réponses

neuronales anormales.

Il a été récemment suggéré un lien entre obésité et troubles fonctionnels intestinaux
(230). Une étude francaise récente a montré que la prévalence du SII était augmentée chez des
patients ayant une obésité de grade III (IMC > 40). En effet, les auteurs ont retrouvé une
prévalence de 30% (231). Ces études soulignent donc une relation entre obésité et SII dont les
mécanismes restent incompris. Sur le plan physiopathologique, des facteurs communs ont été
retrouvés entre 1’obésité et le SII tels que des modifications du microbiote intestinal, de la

réponse inflammatoire et de la fonction de barriere intestinale.
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2. L’obésité :
A. Définition et épidémiologie :

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 1'obésité est considérée comme la
premiere épidémie non infectieuse de 1'Histoire, caractérisée par une accumulation anormale ou
excessive de la graisse corporelle principalement la graisse viscérale. Elle est le résultat d’un
déséquilibre de la balance énergétique entre les apports caloriques et les dépenses énergétiques.
L'obésité est généralement définie par un indice de masse corporelle [IMC] > 30. L’IMC est la
valeur obtenue par le poids corporel en kilogrammes, divisé par la taille en metres carrés. Il est
le critere actuellement le plus utilisé pour classer I'obésité, qui va de l'insuffisance pondérale ou

de I'émaciation (<18,5 kg / m2) a I’obésité sévere ou massive (>40 kg / m2) (Tableau 3).

Tableau 3 : La classification des différents types d’obésité suivant I'IMC.

Classification IMC (kg/m2)

. Maigreur . <185

. Poids « normal » . 185-249
. Surpoids . 25-299

. Obésité (classe 1) . 30-349

. Obésité sévere (classe 2) . 35-39,9

. Obésité morbide (classe 3) . =40

La prévalence croissante de 1'0bésité est devenue un probleme de santé majeur chez les adultes
mais aussi chez les enfants et les adolescents. Elle a doublé au cours de ces trois dernieres
décennies. En effet, selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS) pour I’année 2016, 600
millions (13%) de personnes de plus de 18 ans étaient classées comme obeses (232). Si les
tendances a long terme se maintiennent, on estime que 20% de la population adulte mondiale
sera obese d’ici 2030 (233). Selon ’OMS, en 2035, I’obésité affectera 39% de la société actuelle
(234). L'obésité augmente considérablement le risque de morbidité liée aux maladies
chroniques, a savoir l'invalidité, la dépression, le diabete de type 2, les maladies
cardiovasculaires, certains cancers et la mortalit€. De ce fait, les coflits économiques et
psychosociaux de I’obésité ainsi que ceux associés a ses comorbidités et séquelles sont
importants. C’est pourquoi il est de plus en plus nécessaire de créer de nouvelles politiques

publiques en matiere de prévention et de soins de santé primaires (235).
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Bien que son étiologie ait été associée a un déséquilibre énergétique entre les apports et les
dépenses caloriques, principalement en raison d'une mauvaise hygene de vie et de la sédentarité.
Il s'agit en réalité d'un ensemble de facteurs impliquant une interaction entre des prédispositions
génétiques, des facteurs hormonaux et environnementaux (236). De plus, il a été suggéré

récemment un lien entre obésité et les TFIL.

B. Physiopathologie intestinale de ’obésité :
a. Motricité intestinale :

Plusieurs études ont suggéré que la présence d’une inflammation intestinale pourrait
perturber les fonctions entéro-motrices, entrainant des modifications morpho-fonctionnelles
dans le compartiment neuromusculaire (237). A cet égard, de plus en plus de données
épidémiologiques indiquent que l'obésité soit associée a des troubles gastro-intestinaux
chroniques (238). Des études antérieures ont montré qu'une inflammation chronique de bas
grade dans l'intestin peut altérer la motricité digestive en modifiant les fonctions des nerfs
entériques des cellules interstitielles de Cajal (ICC) ou des cellules musculaires lisses,
soulignant ainsi une relation physiopathologique entre l'inflammation intestinale et les
anomalies motrices entériques observées chez les animaux obeses (239). 11 a été démontré des
interactions bidirectionnelles étroites entre le SNE et le systéme immunitaire visant a préserver
I'homéostasie dans le systeme digestif (240). Effectivement, il a été rapporté que l'activité
péristaltique gastro-intestinale était finement régulée par les macrophages entériques résidant
dans les tissus (241). La perturbation de ces interactions neuro-immunes détermine les
altérations morpho-fonctionnelles du compartiment neuromusculaire digestif (242). D’apres les
données d'une étude réalisée sur des rats obeses induit par une HFD, une réorganisation du SNE
était caractérisée par une augmentation significative de l'expression de la Substance P dans le
duodénum, le jéjunum et l'iléon, suivie de changements fonctionnels représentés par des
réactions plus rapides de la vidange gastrique et un péristaltisme duodénal plus faible, ainsi que
des contractions et des relaxations plus fortes des mouvements péristaltiques iléaux (243). Des
études menées sur des populations aux Etats-Unis et en Australie ont évalué les symptomes
évocateurs d'un dysfonctionnement gastro-intestinal et ont montré une fréquence accrue de
douleurs abdominales et de diarrhées chez les sujets en surpoids et obeses (244,245). Dans ce

sens, il a été démontré une relation positive significative entre I'IMC et la diarrhée. En revanche,
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aucune corrélation significative n'a été observée entre I'IMC et la constipation, méme si elle

était plus fréquente chez les patients obeses (244).

Des études récentes ont examiné les liens entre le microbiote intestinal et les troubles
de la motricité intestinale. La dysbiose intestinale et les troubles de la motricité (la constipation)
ont été associées a des régimes riches en graisses (246,247). Dans les études sur des adultes
présentant des troubles de la motricité, Vandeputte et al, ont constaté une consistance accrue
des selles (selles plus souples avec un temps de transit élevé) inversement liée a la diversité du
microbiote et positivement associée au rapport Bacteroidetes | Firmicutes (248). Des études sur
des modeles murins de constipation ont démontré que la production du butyrate, est diminuée
lors de la dysbiose intestinale et ont suggéré que la réplétion du butyrate pourrait réduire les
symptomes causés par les troubles de la motricité (249). Deng et al, ont découvert que le
microbiote produisant des AGCC stimule également la synthese de la sérotonine augmentant

ainsi la motricité intestinale (250).

b. Microbiote intestinal :

Selon plusieurs études, des perturbations dans la composition du microbiote intestinal
ont ¢été constatées au cours de I’obésité. Des études cliniques ont comparé la composition du
microbiote fécal entre des individus obeses et des individus maigres montrant ainsi une
augmentation du ratio Firmicutes / Bacteroides chez les individus obeses. Dans des modeles
animaux ainsi que chez I'Homme, différentes études confirment le méme schéma
d'augmentation du ratio Firmicutes / Bacteroides associé a 1'obésité et 1'inverse est observé avec
une perte de poids (251). Cependant, d'autres études, ont montré 1'absence de cette relation
(252), suggérant la complexité du lien entre les changements dans la composition bactérienne
et D’obésité. En effet, 1’obésité est une pathologie multifactorielle aux dysfonctions
métaboliques connexes impliquant différents acteurs présumés causals tels que la génétique,
I'épigénétique et le mode de vie. En outre, des études chez 1'animal ont montré que des
altérations du microbiote intestinal peuvent entrainer des modifications phénotypiques chez
1'hote, telles que la prise ou la perte de poids. Effectivement, d’apres Turnbaugh et al, des souris
génétiquement obeses (ob/ob), présentent une augmentation du ratio Firmicutes | Bacteroides
et la greffe fécale de ces souris sur leurs contrdles du méme fond génétique, entraine un gain de
poids chez ces derniers avec un profil de microbiote intestinal semblable a celui des souris

obeses (253). Backhed et al, ont montré que la transplantation fécale de souris conventionnelles
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chez des souris dépourvus du microbiote intestinal, entraine une augmentation de 60% de la
masse adipeuse et une résistance a l'insuline et que ces changements sont indépendamment de
la prise alimentaire (254). Pedrogo et al, ont suggéré que certaines bactéries intestinales
pourraient aider a prédire la probabilité d’une perte de poids réussie avec des interventions sur
le mode de vie. En comparant les individus qui n’ont pas pu atteindre une perte de poids de 5%,
il a été constaté donc une augmentation de 1'abondance de Phascolarctoberium associée a une
plus grande probabilité de perte de poids alors que Dialister semble €tre associée a un échec
(255). En outre, I'analyse fonctionnelle des genes microbiens a également montré que ceux qui
n'atteignent pas une perte de poids de 5% ont une plus grande abondance d'enzymes impliquées
dans le métabolisme des glucides (255). Une autre étude a montré que la transplantation du
microbiote fécal de souris sauvages a des souris dépourvues de leur propre microbiote,
normalise le poids corporel entre les groupes d'animaux (254). A I'inverse, la transplantation du
microbiote fécal provenant de souris obeses a entrainé une augmentation de la masse grasse
chez les animaux dépourvus de leur propre microbiote (253), ce qui suggere une identité
microbienne spécifique aux animaux obeses qui favorise un exces de poids corporel. Enfin, des
changements dans I'abondance de différents phyla bactériens ont été rapportés dans des modeles
d’obésité induite par une HFD (256). En clinique, par intervention nutritionnelle, Il a été
démontré qu’un régime hypercalorique (2400 kcal/jour contre 3400 kcal/jour) entrainait une
augmentation du ratio Firmicutes / Bacteroides, suggérant ’impact du régime alimentaire sur

la composition du microbiote intestinal (257).

c. Inflammation intestinale :

Selon une étude faite chez 1’Homme, une association entre 1’obésité et une
inflammation de I’intestin gréle a été constatée, caractérisée par une augmentation du nombre
de lymphocytes T intra-épithéliaux (CD8 af}). Ces derniers participeraient a une altération de
la fonction de barriere intestinale (258). De plus, des études récentes ont montré que les animaux
nourris par une HFD présentent une expression accrue de cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a, IL-1B, IL-6) dans les tissus intestinaux, suivis d'un dysfonctionnement spontané des
cellules caliciformes, d'une biosyntheése altérée de mucine et d'une altération de la barriere
intestinale (259,260). Chez le rongeur, De La Serre et al, ont montré que 1’obésité développée
par une HFD est induite par des modifications de la composition du microbiote intestinal

entrainant le développement d'une inflammation de faible intensité dans le TGI. Ceci a été
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démontré par une augmentation de I’expression du récepteur TLR-4 dans l'iléon, une
augmentation des taux systémiques de LPS et de cytokines pro-inflammatoires et une
perméabilité intestinale altérée (262). L’hyperperméabilité intestinale était associée a une
diminution de I’expression et une délocalisation des protéines de JS, notamment de ZO-1 et de

I’occludine (92).

D’autres études précliniques, ont rapporté des augmentations marquées d’infiltration de 1’IL-
1B, P'IL-12p40 (263), I’'IL-6 et les éosinophiles (264) dans les tissus du colon de souris HFD.
Antonioli et al, ont utilisé des souris HFD déplétées en macrophages, ce modele animal était
caractérisé par une diminution de I’infiltrat inflammatoire au niveau colique, ainsi que par une
diminution significative de I’IL-1f tissulaire et du stress oxydatif. Cette étude montre un role
crucial joué par les macrophages activés au cours de 1’obésité dans le maintien d'une
inflammation de faible intensité via la production de cytokines pro-inflammatoires au niveau
intestinal (265). Les observations cliniques ont également indiqué une augmentation de 1’IL-
1B, IL-6, IL-8, TNF-a et de la protéine chimiotactique monocytaire (MCP-1) dans des
échantillons de muqueuse colique provenant de patients obeses (266). De plus, Il a été montré
une accumulation de cellules immunitaires et une expression locale de cytokines dans le

jéjunum de patients obeses en fonction de leur statut métabolique (258).

d. Hyperperméabilité intestinale :

Une association entre 1'obésité et I'augmentation de la perméabilité intestinale a été
récemment suggérée. Les études démontrant une hyperperméabilité intestinale chez les sujets
obeses sont rares. D’apres la littérature les premieres preuves de cette association proviennent
de modeles animaux plus adaptés a I’étude du dysfonctionnement de la barriere intestinale dans
I'obésité (91,92). La conséquence principale de ce dysfonctionnement est 1'entrée de toxines de
la lumiere intestinale, telles que les LPS. Effectivement des modifications de la composition du
microbiote intestinal ont été associées a l'absorption de LPS et a une augmentation de la
perméabilité intestinale (92). D’autres études ont montré qu’une endotoxémie plus élevée chez
les souris génétiquement obeses (souris ob/ob et souris db/db), est dépendante d'une
perturbation des protéines de JS ZO-1 et occludine (91). De plus, Il a ét€ démontré chez la
souris qu’une perfusion des LPS pendant 4 semaines, permettant de doubler son taux au niveau
sérique, mimait les effets métaboliques habituellement induits par une HFD (261). L’¢lévation

des taux sériques des LPS est considérée comme un signe de perturbation de la perméabilité
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intestinale. Cependant, le taux des LPS circulants n’est pas toujours couplé a la perméabilité
intestinale, ce qui limite son utilisation en clinique comme biomarqueur de la perméabilité
intestinale (267). De plus, les modeles animaux qui ont été nourris avec une alimentation riche
en graisse ou en fructose, présentaient une dysbiose intestinale, une endotoxiémie métabolique
et une augmentation de la perméabilité intestinale (268,269). Ce phénomene semble impliquer
une réduction de I’expression des génes codant pour des protéines de JS, ZO-1 et occludine,
ainsi qu’une diminution du nombre de bifidobactéries (92,256). Les bifidobactéries réduisent
le taux des LPS intestinaux chez la souris et améliorent la fonction de la barriere intestinale.
Ceci en augmentant I’expression des ARNm codant pour des protéines de JS et en rétablissant

leur distribution (270).

En outre, du fait des données antérieures qui montraient une perméabilité intestinale
accrue chez les souris obéses et diabétiques, les auteurs ont pu mettre en avant I’implication des
bactéries intestinales dans 1’efficacité de la fonction de barriére intestinale. Dans leur étude, les
chercheurs ont traité avec un antibiotique des souris obeses par une HFD et des souris
diabétiques. L’administration d’antibiotiques a atténué les effets du régime hyperlipidique sur
les parametres de la perméabilité intestinale et 1'épithélium intestinal de ces souris a pu recouvrir
son intégrité normale. Effectivement, une autre étude a démontré que la modulation prébiotique
du microbiote intestinal augmente la hauteur des villosités, la profondeur des cryptes et conduit
a une couche muqueuse plus épaisse dans le jéjunum et dans le cdlon (271). De plus, il a été
constaté que le fait de modifier le microbiote intestinal de rats nourris avec une HFD apres un
traitement prébiotique, doublait les concentrations du «glucagon-like peptide-2» (GLP-2) dans
l'intestin (272). Selon d’autres études, le GLP-2 augmente le taux de prolifération des cellules
cryptographiques, 1'élongation des villosités et réduit I'apoptose, entrainant une amélioration de
la fonction de la barriere intestinale. Les auteurs avaient constaté donc que des modifications
spécifiques du microbiote intestinal amélioraient la perméabilité intestinale et [’état
inflammatoire associés a I’obésité par un mécanisme dépendant du GLP-2 (273). Si les données
sont concordantes chez les rongeurs nourris avec une HFD, plusieurs études montrent
cependant que tous les parametres de la perméabilité ne sont pas modifiés chez les rongeurs
génétiquement obeses (274,275). Par ailleurs, des études sur des souris Ob/Ob ont montré que
la dysbiose du microbiome intestinal liée a I'obésité, est associée a un renouvellement cellulaire
anormal dans les tissus intestinaux ; par conséquent, il peut €tre plausible qu'une carence en
leptine puisse contribuer a ces changements observés dans le renouvellement cellulaire dans

l'intestin suggérant un role important dans le développement de la biologie cellulaire intestinale
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via 'axe leptine-IGF1 / IGFBP3. Cette hypothese est également corroborée par des preuves
montrant que les taux de leptine sont positivement corrélés aux taux de facteur de croissance
insuline-like (IGF1) et de protéine de liaison a 1'l[GF1 (IGFBP3) dans d'autres systemes
(276,277), ainsi que des études récentes menées par Addio et al, montrant que IGF1 / IGFBP3
contrdle la croissance et la différenciation des cellules souches intestinales et par conséquent

I’intégrité de 1’épithélium intestinal (278).

La pullulation bactérienne de l'intestin gréle appelée également « Small Intestinal Bacterial
Overgrowth » (SIBO), chez les patients obeses conforte indirectement 1'idée que 1'obésité soit
liée a une altération de la perméabilité de 1'intestin gréle, car cela a également €té retrouvé dans
d'autres maladies liées a une altération de la perméabilité intestinale, telles que des maladies du
foie et des syndromes dimmunodéficience (279). Par une étude réalisée chez des patients
obéses, il a été¢ démontré que I’expression des protéines telles que 1’Occludine et la tricelluline
Jéjunales restait inchangée. Cependant, cette étude démontre une délocalisation de ces deux
protéines dans I’obésité humaine, ce qui était décrit auparavant dans un état inflammatoire
(280,281). Cela suggere que I'obésité humaine est associée a une altération des propriétés de la
barriere intestinale. Les résultats de cette étude ne montrent pas une augmentation de la
perméabilité intestinale marquée chez les patients obeses telle que retrouvée dans le modele
d’obésité induit par une HFD chez les rongeurs. En revanche, malgré des défauts de barriere
beaucoup plus modestes comparés aux modeles d’obésité chez les rongeurs, ces résultats ont
pu révéler chez ’Homme, par une analyse précise des phénotypes liés a 1'obésité, un lien entre
une perméabilité jéjunale aux petites molécules et une inflammation de bas grade liée a 1I’obésité
(282). D’autres études étaient basées sur un test de perméabilité intestinale lactulose/mannitol
réalisé sur de petites cohortes de patients. Cependant, il n’a été trouvé aucune différence
statistique dans les rapports lactulose/mannitol entre les patients non obeses et les patients
souffrant d'obésité sévere. Seules deux études ont montré une association entre une perméabilité
intestinale accrue et des altérations métaboliques telles que la résistance a l'insuline et la stéatose
hépatique (282). En revanche, il a été constaté que la zonuline (un marqueur de perméabilité
intestinale dans la maladie cceliaque et le diabéete de type 1) (283) et la LBP, (un transporteur
de LPS), étaient augmentées chez les patients obeses, conformément aux observations
antérieures chez des patients en surpoids ou modérément obeses. Néanmoins, ces biomarqueurs
ne représentent pas un outil fiable pour mesurer la perméabilité intestinale en clinique
puisqu’aucun de ces biomarqueurs, en in vivo, n'a été corrélé avec la perméabilité mesurée in

vivo dans les chambres de Ussing (284—286).
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III. MODELES ANIMAUX :

La physiopathologie du SII et de I’obésité chez ’homme est multifactorielle et restent
jusqu’a lors incompletement comprise. Un certain nombre de modeles in vitro et in vivo ont été
mis au point pour étudier les différentes conditions de dysfonctionnement gastro-intestinal
associés a ces pathologies. Généralement, les animaux de laboratoire, en particulier les
rongeurs, sont utilisés comme sujets des modeles expérimentaux dans les études précliniques.
En outre, griace aux progres de la biotechnologie, plusieurs souches de souris transgéniques ont

été établies pour imiter plusieurs aspects des syndromes cliniques humains.

Nous aborderons dans cette partie uniquement les modeles qui sont utilisés et ont été validés
dans notre laboratoire. Le modele post-inflammatoire (post-TNBS) ainsi que le modele de
stress WAS pour 1’étude du SII et les modeles déficients pour la leptine (ob/ob”) ou pour son

récepteur (db’/db’) ainsi que le modele HFD pour 1’étude de 1’obésité.

1. Modeles animaux utilisés dans I’étude du SII :

Différents types de facteurs de stress, par exemple les stimuli physiques et
psychologiques, ainsi que les inflamogenes, semblent jouer un rdle crucial dans le
développement du SII et le maintien de la maladie. Des modeles animaux ont été proposés
pour mimer plusieurs symptomes retrouvés chez les patients SII, appelés les modeles SII-Like.
A Tl'aide de ces modeles expérimentaux validés, les chercheurs sont autorisés a explorer la
physiopathologie distincte de différents sous-types de SII et a élucider le mécanisme
d'action de diverses stratégies thérapeutiques contre des facteurs environnementaux,

physiologiques et psychologiques. Différents modeles SII-Like sont couramment utilisés :

les modeles post-infectieux, post-inflammatoires ainsi que les modeles de stress (Tableau 4).

A. Le modéele post-inflammatoire (SII-PI) ou post-TNBS :

L’un des modeles les plus utilisés reste le modéle post-TNBS (trinitrobenzene
sulfonique acid). Le TNBS est administré par voie intra-rectale et est généralement dilué avec
de I’¢thanol. Ce solvant perturbe la barricre épithéliale et conduit a la translocation de
composants bactériens dans la lamina propria. Le TNBS est un haptene, capable de se lier aux

protéines tissulaires et de stimuler la voie de I’immunité cellulaire Th1 (288).
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Tableau 4 : Les modeles SII-Like.

SII-Like Modeles
Lié au stress -Séparation maternelle
-Contention

-Stress acoustique

-stressd’évitement de I’cau (WAS)

Post-infectieux -Lié aux infections bactériennes :
-Campylobacter jejuni
-Campylobacter rodentium

-Lié aux infections parasitaires :
-Trichinella spiralis
-Nippostrongylus brasiliensis

-Cryptosporidium parvum

Post-inflammatoire -1ié a des agents chimiques :
-L’acide acétique
-L’acide déoxycholique
-Le DSS

-L’huile de moutarde
-Le zymosan

-Le TNBS

Le post-TNBS est considéré comme un modele animal essentiel du SII-PI qui entrainerait une
inflammation muqueuse de faible intensité. En outre, Il a ét¢ montré le développement d’une
colite aigiie ulcéreuse chez I’animal, entre le troisieme et le septieme jour apres I’instillation.
Au bout de quatorze jours, ces 1ésions se résorbent (290). Cette colite semble tre modulée par
des médiateurs inflammatoires tels que la prostaglandine E2, les interleukines et le « platelet-
activating factor » (PAF) (291). Dans notre laboratoire, 1’étude de la colite chimio-induite par
le TNBS a été réalisée, afin d’étudier la fibrose liée a I’inflammation chronique (118,292), ainsi
que dans I’étude de la régulation de protéines chaperonnes par le protéasome dans un modele
de colite chez le Rat (293,294). 1l a été¢ montré, que 6 semaines apres induction d’une colite,
I’exposition des rats a un stress rendait le colon plus sensible au distensions colorectales et
augmentait certains parametres de l'inflammation. Dans ce modele, une inflammation
transmurale colique sévere se développe souvent, entrainant une diminution du seuil de la
douleur et une magnitude élevée des réponses (295). En effet, aprés administration intra-rectale
du TNBS chez deux souches de rats (Lewis et F344), des altérations au niveau de la muqueuse
colique a J5 ont été montré, avec une augmentation du taux de cytokines pro-inflammatoires,

correspondant au pic d’inflammation. A J14, aucune séquelle histologique n’a été retrouvée.
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De plus, dans ces deux souches, une augmentation de la réponse viscéromotrice a J5 est
retrouvée (296). Cependant, cette réponse viscéromotrice n’a perduré jusqu’a J28 uniquement
pour les rats Lewis. Ce qui suggere que le facteur de la génétique, joue un rdle important dans
le développement d'une hyperalgie viscérale chronique post-inflammatoire et que cette
sensibilité semble étre liée a l'intensité de I'inflammation de la muqueuse et de la réponse

immunitaire systémique (296).

Les résultats des études SII-PI comprennent la physiopathologie du SII qui implique I'immuno-
modulation du cerveau et du systtme moteur de l'intestin en tant qu'événement post-
inflammatoire. De plus, Qin et al. ont démontré que les perturbations des activités
sensorimotrices de l'intestin contribuent dans une large mesure au développement de
I'hyperalgésie dans les conditions du SII-PI (288). D'apres leur étude, lors de la liaison aux
récepteurs correspondants sur les neurones de l'intestin, la sérotonine (5-HT) sécrétée par les
cellules entérochromaffines, un important neurotransmetteur qui stimule la libération
d'acétylcholine par les neurones cholinergiques (199), est considérée comme un stimulateur de

la motilité de 1'intestin chez les rats induits par le TNBS (297).

Ce modele post-inflammatoire rassemble les principales caractéristiques d’un SII,
telles que I’hypersensibilité viscérale, les troubles de la motricité intestinale ou encore les
modifications de la perméabilité intestinale et est utilisé comme modele mimant plusieurs

symptOomes SII-Like retrouvés chez les patients MICI en rémission.

B. Le modele de stress di a I’évitement de I’eau (Water-Avoidance stress (WAS)) :

Selye en 1936, a fourni la preuve expérimentale que le cortex surrénalien, le systeme
immunitaire et l'intestin sont modifiés chez les Rats exposés a divers produits chimiques ou a
des stimuli physiques (298). Ainsi le role du stress dans la geneése ou 1’aggravation des
symptomes des troubles fonctionnels intestinaux, a depuis, largement été décrit. De nombreuses
hormones et neuropeptides sont connus pour tre impliqués dans la communication entre le
cerveau et le TGI (299). Le CREF reste le neuropeptide le plus associé au dysfonctionnement de
I’axe « intestin-cerveau ». Sa libération est induite via 1’activation de 1’axe du stress HPA,
possede des roles divers et variés, ce qui confirment son position comme médiateur clé des

changements li€s au stress dans la fonction du TGI.
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Le WAS semble donc étre un bon modele de stress psychologique. De plus en plus d’études
font le lien entre le stress psychologique répété et les troubles fonctionnels intestinaux. Le WAS
est un modele de stress chronique, qui est utilisé afin d’évaluer I’effet du stress sur la motricité
colique, I’hypersensibilité¢ viscérale ou la fonction de barriére intestinale chez les rongeurs.
Dans ce modele, les animaux (rat/souris) sont placés dans une bassine (40 cm de longueur x25
cm de largeur x25 cm de hauteur) avec une plateforme de 2,5 cm de diametre fixé a la bassine.
La bassine est remplie avec de I'eau a température ambiante (25 °C), a moins d’1 cm de la partie
supérieure de la plateforme. Les animaux sont placés sur la plateforme durant une période de
1 h/jour pendant 10 jours consécutifs (300). Cet événement est considéré comme stressant pour
les animaux et joue un rdle dans la genése ou dans 1’aggravation des symptomes des troubles
fonctionnels intestinaux. Effectivement, il a été démontré que les expositions au WAS aigués
et répétées pourraient induire une hyperalgésie viscérale immédiate sans distinction de sexe
(301). De plus, il a été montré que le modele du WAS chronique chez le Rat, augmentait le
comportement anxieux et induisait une hyperalgie viscérale qui perdurait 1 mois apres
I’induction du stress. En outre, une barriére intestinale altérée a été observée chez des rats
exposés au WAS chronique (302). Il également été montré qu’un pré-traitement au GLP-2
(glucagon-like peptide 2), chez des souris ayant subi le WAS, empéchait la rupture de la barriere

intestinale comparativement aux souris non stressées (303).

Bradesi et al, ont démontré que le nombre de feces expulsés chez les rats stressés est augmenté
ainsi que le nombre de mastocytes et I’expression de cytokines pro-inflammatoires (IL-1f et
IFN-y) (304). De plus il a été¢ démontré qu’au cours du WAS, 1’augmentation du nombre de
feces expulsés était accompagnée d’une augmentation du nombre des cellules c-fos positives
dans certaines régions cérébrales tels que le noyau paraventriculaire de I'hypothalamus (PVN)
ou encore le locus coeruleus (LC). L’injection d’antagoniste du CRF semble atténuer le nombre
de cellules c-fos positives. Cela suppose que le CRF jouerait un role central dans la modulation
de la motricité colique (300). Le stress est responsable de la synthese et de la libération du CRF
via I’activation de I’axe hypothalamo-hypophysaire. Il a ét¢ montré, que 1’administration durant
10 jours consécutifs de corticostérone chez les rats contrdles n’ayant pas subi de WAS,
présentaient les mémes altérations que les rats exposés au WAS (305). De plus, les altérations
du microbiote sont également étudiées dans ce modele, qui les prédisposent a l'inflammation
intestinale (306). En effet, le WAS induit une inhibition de NLRP6 (Nod Like Receptor family
pyrin domain contaning 6) due a la libération de CRF. Cet effet est annulé par un agoniste au

récepteur PPARy (peroxisome proliferator—activated receptor gamma) qui rétablit I’expression
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de NLRP6, un inflammasome nécessaire au maintien d’une homéostasie du microbiote

intestinal (306).

Pris ensemble, le stress psychologique est nettement corrélé a une altération de la
motilité gastro-intestinale et des fonctions de barriere intestinale. Finalement le WAS semble
étre un bon modele « SII-Like » qui reproduit les symptomes majeurs retrouvés chez les
patients SII telles qu’une hyperperméabilité intestinale, une inflammation intestinale de bas-
grade, une hypersensibilité viscérale ainsi que des troubles de la motricité colique. Cependant,
la relation de cause a effet entre I’hypersensibilité viscérale, 1’activation immunitaire et les

symptomes du SII reste encore a €tre élucidée.

Ces modeles animaux nous permettent ainsi une approche physiopathologique proche
de la symptomatologie observée chez les patients SII afin d’obtenir une meilleure

compréhension de ces pathologies intestinales et ainsi le développement de thérapies ciblées.

2. Modeles animaux utilisés dans I’étude de I’obésité :

L’incidence de 1’obésité continue d’augmenter dans le monde entier, ce qui impose de
développer des modeles animaux partageant les caractéristiques de 1’obésité humaine et de ses
comorbidités dans la recherche de nouvelles mesures de prévention et / ou de traitement. La
régulation du bilan énergétique se fait en contrdlant 1'équilibre entre faim et satiété via un
systtme complexe comprenant des récepteurs, des hormones et des neuropeptides. Il est
effectué principalement par le systtme nerveux périphérique (SNP) et le systéme nerveux
central (SNC), en donnant la priorité a I'hypothalamus, mais comprend également le tissu

adipeux, le tractus gastro-intestinal, le pancréas, le foie et d'autres organes (307).

L'hypothalamus peut étre divisé en plusieurs régions qui participent a ces voies; a savoir, les
noyaux arqué et paraventriculaire (ARC et PVN, respectivement), la zone hypothalamique
latérale (LHA) et les noyaux ventromédian et dorsomédian (VMH et DMH, respectivement)
(308). L'ARC est le principal centre de détection des nutriments au sein de 1'hypothalamus, il
englobe les deux populations de neurones ou neuropeptides qui jouent un role clé dans la
régulation de la prise alimentaire: des neuropeptides induisant la satiété, appelés anorexigenes,
qui co-expriment la proopiomélanocortine (POMC) et le facteur de transcription régulée par la
cocaine et 'amphétamine (CART), on y trouve également les récepteurs de mélanocortine 3 et

4 (MC3R et MC4R) et 1'a-MSH qui est le promoteur réel de la signalisation neuronale
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anorexigénique (309). La deuxieme population comprend des neuropeptides induisant l'appétit,
produits du clivage de la POMC appelés orexigenes, qui co-exprime le neuropeptide Y (NPY)
et le peptide apparenté a 1'agouti (AgRP) (310). Le NPY est la molécule orexigénique la plus
puissante, avec 90% des neurones co-exprimant I'AgRP. En plus d'activer les voies de la faim,
les deux molécules agissent en tant qu'inhibiteurs des neurones anorexigenes, favorisant
l'expression de 1'acide y-aminobutyrique (GABA) et de 'AgRP, en agissant comme un agoniste
des récepteurs a-MSH (311). Dans le cas de 1'obésité, le NPY et ' AgRP ont un équilibre positif,

stimulant la prise alimentaire (299).

Dans les différents organes et tissus périphériques, l'expression des hormones
peptidiques favorise une réponse hypothalamique, principalement les neuropeptides
anorexigenes et orexigéniques. L'une des hormones les plus importantes associées au bilan
énergétique est la leptine, un peptide anorexigene exprimé par le tissu adipeux, qui détecte
I'énergie potentielle stockée principalement sous forme de triacylglycérol dans les adipocytes
et contrOle la prise alimentaire (299). La leptine peut moduler 1'activité de plusieurs organes,
étant influencée par d'autres peptides en circulation, tels que la ghréline ou la galanine (312). Il
existe des récepteurs de la leptine dans les deux populations de neuropeptides et par conséquent,
la leptine agit par voie directe sur l'inhibition des neuropeptides NPY / AgRP et I'activation des
neuropeptides POMC / CART. L'insuline est produite par les cellules B des ilots pancréatiques
et, contrairement a la leptine, sa concentration augmente immédiatement apres la prise de
nourriture (312). En plus de sa régulation directe bien connue du métabolisme du glucose, du
glycogene et des lipides, 'insuline a également une action directe importante sur 1'activation
des neuropeptides anorexigenes POMC / CART et sur 1'inhibition des neuropeptides orexigenes

NPY / AgRP, de la méme maniere que la leptine.

Les deux principales catégories de modeles animaux obeses sont 1) monogéniques et
2) polygéniques. Bien qu'il existe un composant génétique clair et bien documenté dans le
développement de I’obésité, la plupart des cas d'obésité humaine sont néanmoins considérés

comme polygéniques.
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A. Les modéles monogéniques :

Ces modeles présentent un défaut dans la voie de signalisation de la leptine et
développent un phénotype d'obésité massive, bien qu’il ait été démontré que la manipulation
unique de pres de 250 genes différents chez la souris peut conduire a 'obésité (313). La gravité
de l'obésité et les altérations métaboliques associées peuvent varier considérablement en
fonction des manipulations génétiques ou des facteurs environnementaux et alimentaires (314).
L'obésité monogénique chez I'Homme reste rare (315). Parmi les modeles d’obésité
génétiquement modifiés, nous avons les souris déficientes pour : la leptine (ob/ob), le récepteur
de la leptine (db/db), la POMC ou bien pour (POMC/AgRP) et pour le MC4R. Il existe

¢galement des modeles d’obésité par manipulation génétique chez les rats.

Les modeles d’obésité utilisés au sein de notre laboratoire sont : ob/ob, db/db.

a. La souris ob/ob :

Une mutation spontanée sur le gene de la leptine (ob) conduisant au phénotype obese
chez la souris est reconnue depuis les années 1950 (316). Cependant, ce n’est que lors de la
caractérisation du geéne ob, que la recherche intensive sur la génétique de I’obésité a réellement
augmenté de facon spectaculaire (317). La leptine est principalement synthétisée dans les
adipocytes blancs et sa sécrétion est directement proportionnelle a la quantité de triglycérides
stockée. Une carence en leptine a également été observée dans de rares cas d'obésité humaine

(318).

Phénotypiquement, 1’absence de leptine entraine une obésité précoce caractérisée par une
hyperphagie, une dépense énergétique réduite et une hypothermie, I’hypercorticostéronémie, la
résistance a I’insuline associée a I’hyperglycémie et a I’hyperinsulinémie, I’hypothyroidie et le
déficit en hormone de croissance. Les souris ob/ob sont stériles. Ce sont des formes d'obésité
pouvant étre traitées efficacement par I'administration de leptine exogene. La leptine normalise
tous les défauts phénotypiques connus chez les souris ob/ob, y compris '0bésité, les symptomes

du syndrome métabolique et la fonction de reproduction (319,320).

b. La souris db/db :

La souris déficiente en récepteurs de leptine (db/db), également appelée souris

«db/db», est phénotypiquement similaire a la souris ob/ob (321). La principale différence par
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rapport a la souris ob/ob réside dans la résistance marquée a la leptine, car la souris db/db
possede un récepteur de leptine muté (spontanément). Ces souris souffrent également d’obésité
massive mais leur taux de leptine est nettement plus élevé. Les souris db/db sont résistantes a
l'insuline et développent un diabete ; elles ont souvent été utilisées pour étudier en partie les
syndromes de type diabete de type II, mais les souris db/db ne développent pas le phénotype
complet du diabete de type II. Analogue a la mutation du gene ob, la mutation du gene du
récepteur de la leptine est également retrouvée dans certains cas d’obésité humaine. Cependant,

la mutation est tres rare.

B. Les modéles environnementaux :

Ces modeles se rapprochent plus de 1'obésité humaine et devraient €tre utilis€s pour
les tests précliniques d'agents thérapeutiques. Dans ces modeles, 1’obésité est souvent induite
par des régimes obésogenes tels que les régimes riches en graisses (HFD) et le régime cafétéria

(CAF).

Les modeéles d’obésité utilisés au sein de notre laboratoire sont : le modele HFD.

a. Le modéle d’obésité induite par un régime riche en graisses-HFD :

Il est clair que l'exposition des animaux a des régimes riches en graisses entraine
souvent le développement de 1'obésité. Ce modele a été utilisé des 1949 et son utilisation et ses
objectifs ont pris de I'ampleur (322). Certaines souches de rats susceptibles de développer une
obésité induite par la diete (DIO) présentent des réductions de sensibilité a l'insuline et a la
leptine (323). 11 est a noter que 1'age auquel les souris commencent le régime alimentaire riche
en graisses a un impact considérable sur les effets métaboliques (324). Des souris C57BL / 6J,
la souche de souris la plus couramment utilisée dans les modeles DIO, de 10 semaines exposées
a un régime riche en graisses ont présenté des augmentations de poids corporel et de cholestérol
plus faibles que les souris qui ont commencé le régime a 54 semaines, malgré le méme type de
régime et la méme durée (325). De méme, des souris agées de 6 semaines n'ont pas développé

de diabete, alors que des souris agées de 7 a 8 mois sont devenues diabétiques (326).

L'alimentation joue également un rdle important dans la détermination de la
composition du microbiote intestinal. Dans 1'étude de Carmody et al. il a été démontré que

I'exposition de souris a des cycles de 3 jours de régime faible en gras (LFD) ou HFD entrainait
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des changements cohérents dans la composition et la structure de la population bactérienne
intestinale (327). Plusieurs études ont également suggéré qu'un déséquilibre du microbiote
intestinal (dysbiose intestinale), suite a une HFD, pourrait étre un facteur crucial pour influer
sur la déficience cognitive trouvée dans 1'obésité d'origine alimentaire (328). De plus, il a été
démontré que les souris obeses nourries avec une HFD présentaient des niveaux d'anxiété
supérieurs a ceux des souris témoins (329). En outre, une étude a démontré que ce régime
provoque une hyperperméabilité intestinale, altere le systeme de défense de la muqueuse et
modifie la composition du microbiote intestinal (330). En effet, il a été démontré que
I'apparition de 1'obésité et les troubles métaboliques associés étaient induits principalement via
la perturbation de la fonction de la barriere intestinale chez les rongeurs apres une HFD (90).
De plus, des études chez le rat ont montré une augmentation considérable de la perméabilité
paracellulaire, observée des la semaine suivant une diete riche en graisses dans l'intestin gréle
et au bout de 3 semaines dans le cdlon, ce qui coincide avec une élévation de la protéine de
liaison au LPS (LBP) dans le sang (331). Selon une étude réalisée récemment, une endotoxémie
induite par une HFD, consécutive a une augmentation de la perméabilité intestinale, pourrait
étre en partie impliquée dans le développement de la stéatose hépatique. En effet, la
consommation d’une HFD provoque des modifications de la composition des JS et des
mécanismes impliqués dans le controle de la perméabilité intestinale, notamment une dysbiose
et une augmentation du TNFa plasmatique. Dans 1'iléon, la consommation d’une diete riche en
graisse déclenche une cascade d'événements liés au statut rédox tels qu’une régulation positive
de NOX1 / NOX4, une oxydation de protéines, une activation de NF-KB et ERK1 / 2 ainsi
qu’une perturbation des JS (332).

Il est généralement admis qu’il n’existe pas de mod¢le animal expérimental idéal pour
représenter pleinement la complexité des troubles multifactoriels tels que le SII et les TFI
associés a I’obésité. Néanmoins, ces modeles in vivo sont des lectures cliniquement pertinentes
des fonctions gastro-intestinales et sont essentielles aux €tudes précliniques, en particulier pour
l'identification de traitements efficaces des symptomes li€s aux TFI et de leurs cibles

moléculaires.
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OBJECTIF DE L’ETUDE

Toutes ces données suggerent un role du protéasome dans la régulation de la barriere intestinale

ainsi qu’un potentiel lien entre I’obésité et le syndrome de 1’intestin irritable.

Nous avons choisi donc d’évaluer dans un premier temps le role du protéasome en réponse au

stress puis d’étudier ’impact de 1’obésité sur la réponse au stress chez la souris.

Les résultats de ces travaux sont présentés sous la forme de 2 articles et d’un manuscrit.

Article 1: Targeting immunoproteasome and glutamine supplementation prevent
intestinal hyperpermeability.

Ghouzali I, Lemaitre C, Bahlouli W, Azhar S, Bdle-Feysot C, Meleine M, Ducrotté P,
Déchelotte P, Coéffier M.

Article paru dans Biochimica et Biophysica Acta — General Subjects

Article 2 : Colonic Proteome Signature in Immunoproteasome-Deficient Stressed Mice
and Its Relevance for Irritable Bowel Syndrome.

Goichon A, Bahlouli W, Ghouzali I, Chan P, Vaudry D, Déchelotte P, Ducrotté P, Coéffier M.

Article paru dans Journal of Proteome Research (J Proteome Res)

Manuscrit 1 : Stress-induced intestinal barrier dysfunction is exacerbated during diet-
induced obesity.

Wafa Bahlouli, Jonathan Breton, Mauranne Lelouard, Clément L’Huillier, Pauline Tirelle,
Emmeline Salameh, Asma Amamou, Karim Atmani, Alexis Goichon, Christine Bole-Feysot,
Philippe Ducrotté, David Ribet, Pierre Déchelotte, Moise Coéffier.

Manuscrit en cours de soumission
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I. ARTICLE1

TARGETING IMMUNOPROTEASOME AND GLUTAMINE SUPPLEMENTATION
PREVENT INTESTINAL HYPERPERMEABILITY

Ghouzali I, Lemaitre C, Bahlouli W, Azhar S, Bdle-Feysot C, Meleine M, Ducrotté P,
Déchelotte P, Coéffier M.

Article paru dans Biochimica et Biophysica Acta — General Subjects

Le SII est un trouble fonctionnel intestinal caractérisé par des douleurs abdominales chroniques
et des troubles du transit intestinal. Sa physiopathologie est multifactorielle impliquant
différents facteurs tels que la rupture de la barricre épithéliale intestinale, une dysbiose, des
altérations immunitaires, une hypersensibilité viscérale impliquant I’axe intestin-cerveau ou
bien encore des facteurs psychosociaux tel que le stress, qui contribuent a I’apparition voire

méme |’aggravation des symptomes associés au SII.

Le but de cette étude était dans un premier temps de valider des modeles qui miment les
symptomes retrouvés chez les patients SII. Ces modeles sont dits SII-Like et sont représentés
par le modele WAS et le modele post-TNBS. Dans un second temps, étudier I’impact d’une

inhibition du protéasome dans ces deux modeles SII-Like.

Des souris males C57BL/6 ont été utilisées pour générer les deux modeles SII-Like, pour
lesquels nous avons étudié la perméabilité intestinale, la réponse inflammatoire et les activités
protéolytiques du protéasome au niveau colique. De plus, une étude complémentaire a été
réalisée pour inhiber le protéasome soit par une inhibition pharmacologique par le PR-957, soit
par une inhibition génétique utilisant des souris KO pour la sous-unité 2i du protéasome. Enfin,
nous avons également étudié, I’effet d’'une modulation nutritionnelle par la glutamine dans ces

deux modeles.
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Nous avons montré dans ces modeles SII-Like, une augmentation de la perméabilité intestinale,
une augmentation de I’inflammation intestinale ainsi qu’une augmentation de la motricité
colique. Nous avons également montré une modification de ’activité trypsine-like du
protéasome qui était associée a une modification du ratio des sous-unités [B2i/B2.
L’hyperperméabilité intestinale retrouvée dans ces deux modeles s’explique par une diminution
de I’expression des protéines de jonctions serrées qui était associée a une augmentation de
I’activité trypsine-like et par conséquent a une augmentation du ratio 2i/f2. L’inhibition
pharmacologique et génétique du protéasome, restaurent la perméabilité intestinale et diminue

la motricité colique.

En conclusion, cette étude montre une altération du protéasome dans les deux modeles SII-Like
et montre également que I’inhibition du protéasome par approche pharmacologique et/ou
génétique ou bien encore par intervention nutritionnelle prévient 1’hyperperméabilité

intestinale, suggérant ainsi un role du protéasome dans la physiopathologie du SII.
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Background: Intestinal hyperpermeability has been reported in several intestinal and non-intestinal disorders.
We aimed to investigate the role of the ubiguitin proteasome system in gut barrier regulation in two mice
models: the water avoidance stress model (WAS) and a post-inflammatory model ( post-TNBS).

Methods: Both models were applied in C57BL/6 male mice (n = 7-8/group); Proteasome was targeted by injec-
tion of a selective proteasome inhibitor or by using knock-out mice for 321 proteasome subunit. Finally, gluta-
mine supplementation was evaluated.

Resuits: In both models (WAS at day 10, post-TNBS at day 28), we observed an increase in proteasome trypsin-
like activity and in inducible [32/constitutive 32 subunit protein expression ratio, associated with an increase

Keywords:
Water avoidance stress
Post-inflammatory model

Proteasome in intestinal permeability. Moreover, intestinal hyperpermeability was blunted by intraperitoneal injection of se-
Intestinal permeability lective proteasome inhibitor in WAS and post-TNBS mice. Of note, knock-out mice for the [32i subunit exhibited a
Glutamine significant decrease in intestinal permeability and fecal pellet output during WAS. Glutamine supplementation
also improved colonic permeability in both models.
Conclusions: In conclusion, the proteasome system is altered in the colonic mucosa of WAS and post-TNBS mice
with increased trypsin-like activity. Associated intestinal hyperpermeability was blunted by immunoproteasome
inhibition.
© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction ligase [10] and we have previously shown that down-regulation of

Intestinal permeability is altered not only in intestinal diseases such
as irritable bowel syndrome (IBS) or inflammatory bowel diseases
(IBD), but also in extra-intestinal disorders such as obesity and is in-
volved in the pathophysiology of these diseases [1-3]. The paracellular
permeability of the intestinal barrier is regulated by a complex protein
system that constitutes tight junctions (T]). Mainly three of the T] pro-
teins have been studied: the transmembrane proteins, occludin and
claudin-1, and the cytosolic protein, zonula occludens-1 (ZO-1),
QOccludin and claudin-1 interact with ZO-1 which binds to the actin cy-
toskeleton to control paracellular permeability [4,5]. T] proteins have
been reported to be altered in different conditions such as IBD [6,7],
1BS [8] or obesity [9]. Interestingly, occludin has been reported as a tar-
get of proteasome degradation through interaction with Itch ubiquitin

* Corresponding author at: INSERM unit 1073, Institute for Research and Innovation in
Biomedicine, Rouen University, 22 Bd Gambetta, 76183 Rouen Cedex, France.
E-mail address: moise.coeffier@univ-rouen.fr (M. Coéffier).
! These authors contributed equally to this work.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2016.08.010
0304-4165/€ 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

occludin protein expression may be related to its increased degradation
by the proteasome system in IBS patients [11].

The ubiqutin proteasome system is involved in the regulation of sev-
eral cellular pathways by selective degradation of proteins i.e. cell prolif-
eration, apoptosis, inflammatory response and antigen presentation
[12]. Recently, by using a proteomic approach, several proteins involved
in stress, inflammatory responses, and metabolism, have been de-
scribed as targets of proteasome degradation [ 13,14]. Targeted proteins
are polyubiquitinated and then processed by the constitutive 205 pro-
teasome, a large ATP-dependent multicatalytic complex which de-
grades the proteins to short peptides and releases ubiquitin [12]. In
mammalian cells, the three catalytic |3 subunits of the constitutive 208
proteasome, [31, 32 and (35 can be replaced by inducible [*-type subunits
([3i), (311, p2i and (35i. This then becomes an alternative proteasome
complex, called immunoproteasome [15]. We [16] and others [17]
have reported that IFN<y up-regulates proteasome activity in intestinal
epithelial cell lines by increasing [3i subunit protein expression. The pro-
teasome system is altered during IBD [ 17,18] and also in the colonic mu-
cosa of IBS patients [ 19]. However, modifications of proteasome seem to
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have different patterns [11,17]. In addition, experimental data suggest
that proteasome inhibition prevented colitis in mice [20-22] but to
our knowledge, the role of proteasome on intestinal permeability re-
mains poorly documented.

Previous data reported the beneficial effects of glutamine, a condi-
tionally essential amino acid, on intestinal permeability in vitro [23,24],
in both animal models [25] and in humans [26,27]. Interestingly, Zhou
et al. showed that glutamine synthetase protein expression was reduced
in the colonic mucosa of IBS patients with intestinal hyperpermeability
[28] and recently proposed that a decrease in claudin-1 protein
expression in [BS patients may be linked to glutamine synthetase protein
expression and to the proteasome system [3]. In IBD, Sido et al. also
reported alteration of glutamine metabolism in colitic rats [29]. Finally,
glutamine supplementation was able to regulate the proteasome system
by regulating ubiquitination processes [14,30,31] and was able to
restore colonic tight junction protein expression in different conditions
[23-2532,33].

Therefare, we aimed to investigate the regulation of the proteasome
system in animal models associated with increased intestinal perme-
ability and the effects of its inhibition.

2. Material and methods
2.1, Animal experimentation

Male C57Bl/6G mice were abtained from Janvier Labs (Le Genest St
Isle, France) and were acclimatized at 23 °C with a 12-h light-dark
cycle before study (dark phase: 9:30 PM-9:30 AM). Knock-out mice
for MECL1 gene (or [32i proteasome subunit) were a kind gift from Pro-
fessors Marcus Groettrup and Mickael Basler of Konstanz University
(Germany) with the permission of Professor John Monaco from Cincin-
nati University (Ohio). The final author (MC) is authorized by the
French government to use animal models (authorization no. 76-107)
and the protocol was approved by CENOMEXA, the Ethics Committee
of Normandy for Animal EXperimentation (acceptance number: N/04-
11-12/27/11-15). In addition, the authors confirm that all experiments
were performed in accordance with relevant guidelines and regulations
(Official Journal of the European Community L 358, 18/12/1986) and
followed ARRIVE guidelines [34].

2.1.1. Water avoidance stress

The water avoidance stress (WAS) model was induced by placing
mice on a small platform in a tank (25 cm in height and 40 cm in length)
of water (25 "C) during 1 h per day (from 9 h00 to 10 hO0 AM) during 10
consecutive days. Control mice were placed on the same platform with-
out water during the same time period. Fecal pellet output was moni-
tored during each session. Mice were euthanized at day 10 immediately
after the 1 h WAS period.

2.1.2. Post-inflammatory model

Under anesthesia, TNBS (0.5 mg, trinitrobenzen sulphonic acid) in
50% ethanal was instilled into the colon to produce colitis and was follow-
ed up for 28 days. Control mice received intracolonic instillation of 50%
ethanol solution. Mice were euthanized at different times (0, 7, 14, 21
and 28 days after TNBS instillation) to establish post-inflammatory state.

2.1.3. Proteasome inhibitor injections

Daily intraperitoneal injection of a selective Inhibitor of
immunoProteasome (IP), PR-957, was performed from day 21 to
day 28 in TNBS mice and from day 1 to day 10 in WAS mice at
12 mg/kg. IP was diluted in phosphate buffered saline (PBS) solution
(KH PO4 0.2 g, KCl 0.2%, Na2HPO4 1.15 g, NaCl 8 g, H20 qsp
1000 mL).

2.1.4, Glutamine supplementation

Glutamine (GIn) was diluted in drinking water to provide 2 g-kg
of body weight per day . In the post-TNBS model, Gln was provided
from day 21 to day 28. [n the WAS model, Gln was administered from
day 1 te day 10. In both models, glutamine solution was prepared and
replaced every day.

—1

2.2. Euthanasia and sampling

Mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of keta-
mine/Largactil (40 and 1 mg-ke-1, respectively). Blood samples were
collected, centrifuged (4 °C, 3000 rpm, 15 min) and plasma was frozen
at — 80 °C. Colonic samples were collected, washed with ice-cold PBS,
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C for RT-
qPCR, western blot analysis and evaluation of proteasome activities.
Samples of fresh colon were collected to evaluate paracellular
permeability.

2.3. Intestinal permeability

Colonic perreability was assessed by measuring FITC-dextran (4 kDa)
fluxes in Ussing chambers with an exchange surface of 0.07 cm? (Harvard
Apparatus, Holliston, United States). FITC-dextran (5 mg/mL) was placed
in the mucosal side. After 3 h at 37 °C, medium from the serosal side was
removed and stored at —80 °C.

We also evaluated intestinal permeability in vivo in some WAS
model series. At day 10, after a 6-h fasting period, FITC-dextran
(4 kDa, 40 mg/mL) was administered by gavage at 10 pL/g of body
weight. Three hours later, the last WAS procedure was performed and
mice were then immediately euthanized for blood collection.

The fluorescence level of FITC-dextran either in serosal medium or in
plasma (excitation at485 nm, emission at 535 nm) was measured in 96-
well black plate with spectrometer Chameleon V (Hidex, Turku,
Finland). Values were converted to concentration using a standard
curve,

24.gRT-PCR

Mucosal total RNA was extracted from samples as previously
described [35]. After reverse transcription of 1.5 ug total RNA into
¢DNA by using 200 units of SuperScript™ Il Reverse Transcriptase
(LifeTechnologies, Cergy-Pontoise, France), qPCR was performed by
SYBR™ Green technology on BioRad CFX96 real time PCR system
(BioRad Laboratories, Marnes la Coquette, France) in duplicate for
each sample. GAPDH was used as the endogenous reference gene. Spe-
cific primers are displayed in Table 1.

2.5. Western blot analysis

Colonic mucosa was homogenized in ice-cold lysis buffer containing
0.1% protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich) as previously described

Table 1
Sequences of used primers for qPCR.

Gene Sequence (5' > 3') Product size (bp)
TNFw Forward TGTCTACTCCTCAGAGCCCC 166
Reverse TCACTCCTTCATGCTGCTGC
IL-1f3 Forward CCCAAAAGATGAAGGGCTGC 169
Reverse AACGTCCACGGGAAAGACAC
CXCL-1 Forward ACTCAACAATCCTCGCGACC 84
Reverse GGGACACCTTTTAGCATCTITTCC
CAPDH Forward CATCACTGCCACTCAGAAGA 316
Reverse AACTCACAGCAGACAACCT
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[36]. Vials were placed onice for 15 min and then centrifuged for 15 min
at 4 *Cand 12,000 rpm. The supernatant containing proteins were col-
lected and stored at — 80 °C until analysis. Proteins (25 pg) were sepa-
rated on 4-20% glycine resolving gels (Biorad Laboratories) and
transferred to a nitrocellulose membrane (GE Healthcare, Orsay,
France), which was blocked for 1 h at room temperature with 5% (w/
v) non-fat dry milk in Tris Buffered Saline (TBS) (10 mmol/L Tris,
pH 8; 150 mmol/L NaCl), plus 0.05% (w/v) Tween 20. Then, an overnight
incubation at 4 °C was performed with mouse anti-31 or anti-32
(1:1000, Biomol International, Exeter, UK) or with rabbit anti-p1i,
anti-[32i, anti-j35 or anti-{35i (1:1000, Biomol International) ar anti-
occludin, anti-claudin 1 or anti-Z0-1 (1:1000, LifeTechnologies) or
with mouse anti-p-actin (1:1000, Sigma Aldrich) antibodies. After
three washes in a blocking solution of 5% (w/v) non-fat dry milk in
TBS/0.05% and Tween 20, a 1 h incubation with peroxydase-
conjugated goat anti-rabbit or anti-mouse I1gG (1:5000, SantaCruz Bio-
technology) was performed. After three additional washes, immuno-
complexes were revealed by using the Enhanced Chemiluminescence
(ECL) detection system (GE Healthcare). Protein bands were quantified
by densitometry using ImageScanner Il and ImageQuant TL software
(GE Healthcare).

2.6. Myeloperoxidase assay

After washing in PBS, tissue (50 mg/mL) was homogenized in
0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma-aldrich) in
PBS, (pH 6.0), freeze-thawed 3 times, sonicated and centrifuged
(14,000 rpm, 4 °C for 15 min). Myeloperoxidase (MPO) was assessed
in the supernatant by adding 1 mg/mL of dianisidine dihydrochloride
{Sigma-aldrich) and 5 x 10-4% H,0, and measuring the change in
optical density at 450 nm. Human neutrophil MPO (Sigma-aldrich)
was used as standard. One unit of MPO activity was defined as the
amount that degraded 1.0 pmol of peroxide/min at 25 °C,

2,7, Proteasome activities

Colonic mucosa were homogenized in ice-cold lysis buffer contain-
ing 30 mM Tris-HCl (pH 7.2), 1 mM dithiothreitol, 1% Triton X-100,
placed on ice for 15 min and then centrifuged for 15 min at 4 *C and
12,000 rpm. Proteasome activities were evaluated as previously de-
scribed [37] by spectrofluorimetry on microtiter plate fluorometer
Mithras LB 940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) using
fluorogenic proteasome substrates, Suc-LLVY-MCA (PSIII, Calbiochem,
San Diego, CA, USA) for chymotrypsin-like activity, Boc-LSTR-MCA
(Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) for trypsin-like activity
and Z-LLE-MCA (Sigma Aldrich) for caspase-like or PGPH activity, in the
presence or absence of proteasome inhibitor, 10 uM MG132 (Sigma Al-
drich). Thus, proteasome activity was calculated as the difference be-
tween the activity measured in absence of MG132 and the activity
measured in presence of MG132.

2.8. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.0
(GraphPad software Inc., San Diego, CA, USA). To compare two groups,
t-test was used. If variances significantly differed hetween groups
(Bartlett's test) or if normality test was not passed (Kolmogorov-
Smirnov test), Mann-Whitney test was performed. To compare three
groups or conditions, statistical analysis consisted in one-way ANOVA
followed by Tukey post tests or Kruskal-Wallis test followed by Dunn's
comparisons, as appropriate. Two-way ANOVA with Bonferroni post-
tests was also performed. For all tests, p < 0.05 was considered
significant.

3. Results

3.1. Colonic hyperpermeability persists at day 28 after TNBS administration
in mice

TNBS injection induced colitis was revealed by an increase in pro-
inflammatory cytokine mRNA levels. Indeed, CXCL-1, TNFe and IL-1§
levels increased at day 7 compared with day 0 (Fig. 1A). From day 14
to day 28, pro-inflammatory cytokine mRNA levels decreased and
regained control level at day 28. Despite the resolution of inflammatory
response, colonic paracellular permeability remained high (Fig. 1B).
FITC-dextran flux increased over time from day 0 to day 28. This in-
crease reached significance at day 14 and day 28. Expression of the T|
proteins, claudin-1 and occludin, were significantly reduced in TNBS
mice at days 21 and 28 compared to day 0 (Fig. 1B). We also observed
a trend for a reduction in Z0O-1 protein expression but the difference
did not reach significance at day 28 (Fig. 1B, p < 0.1), while it was signif-
icantly reduced at day 7. These data show that colonic paracellular
hyperpermeability persisted at day 28 in TNBS mice despite restoration
of inflammatory markers. Therefore, for the following experiments, we
chose to study colonic parameters at day 28 in the TNBS model.

3.2. Colonic hyperpermeability is present in WAS mice

To evaluate stress response in WAS rice, we evaluated plasma cor-
ticosterane and fecal pellet output during each 1 h session of WAS, Fecal
pellet output gradually increased during the first 5 days of stress,
whereas it remained stable in control mice (Fig. 2A). Then, from day 5
to day 10, pellet output did not change over time either in control or
in WAS mice, Thus, mean pellet output was higher in WAS mice than
in controls (Fig. 2A). Plasma corticosterone level increased in WAS
mice but not in controls at day 1 (1.94 fold change, Fig. 2B), whereas it
was unchanged at day 10 (Fig. 2B). Then, we evaluated colonic inflam-
matory markers at day 10, MPO and mRNA levels for CXCL-1, TNFa
and IL-1p were markedly increased in WAS mice (Fig. 2C). FITC-
dextran passage across colonic mucosa was also higher in WAS mice
than in controls at day 10 suggesting an increase in colonic paracellular
permeability (Fig. 2D). Expression of T] proteins was reduced in WAS
mice at day 10 (Fig. 2D). Indeed, occludin and ZO-1 protein expression
was significantly lower in WAS mice than in controls. We also observed
a trend for claudin-1 (p = 0.1),

3.3. Proteasome system is altered in the colonic mucosa in both models

Interestingly, we observed a similar pattern of proteasome system
modification in post-TNBS and WAS mice (Fig. 3). The trypsin-like activ-
ity of proteasome was enhanced 28 days after TNBS treatment and at
day 10 in WAS mice (Fig. 3A and C), whereas other proteasome activi-
ties, i.e. chymotrypsin-like and caspase-like activities, remained un-
changed (data not shown). Then, we evaluated the catalytic subunit
composition of proteasome. We did not observe any significant modifi-
cations in constitutive subunit {31, 32 and [35 protein expression or in in-
ducible subunit [31i, [32i and [35i pretein expression (data not shown).
However, the ratio of 32i/p2 was increased both in post-TNBS and
WAS mice compared to controls (Fig. 3B and D), whereas [31i/{31 ratio
was increased only in WAS mice (data not shown). These data suggest
the replacement of constitutive proteasome by an immunoproteasome
in post-TNBS and WAS mice, as previously described in [BD patients
[38].

3.4. Proteasome inhibitor restores colonic permeability in post-TNBS and
WAS mice

To evaluate the putative role of proteasome in the regulation of co-
lonic permeability in these two models, we assessed the effects of a se-
lective Inhibitor of immunoproteasome (IP). First, we checked whether
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Fig. 1. Inflammatory response and paracellular permeability measured in the colon of mice receiving intracolonic TNBS instillation at day 0. CxCL-1, TNFe, [L-1[3 mRNA levels (A.) and
colonic paracellular permeability (B.) were assessed at day 0 and then 7, 14, 21 and 28 days after TNBS administration. Claudin-1, occludin and ZO-1 (B.) protein expression
was evaluated at day 0 and 28 days after TNBS administration. Values are means + sem from n = & per time. ANOVA p values: (CXCL-1.) 0.0310, (TNFex.) 0.0413, (IL-1j3.) p = 0.1,

(FITC-dextran.) 0.0402. *, p = 0.05 vs. day 0 (d0).

IP inhibits trypsin-like activity in the colonic mucosa, As shown in Figs. 4
Aand 5 A, IPinjection prevented an increase in trypsin-like activity both
in post-TNBS and WAS mice, Also, IP injection halted the increase in co-
lonic permeability both in post-TNBS (Fig. 4B) and WAS mice (Fig. 5B).
In addition, IP injection reduced MPO in WAS mice (Fig, 5C), but failed
to restore pellet output to control level, even if the increase remained
non significant between IP-treated controls and IP-treated WAS mice
(Fig. 5D).

3.5. WAS does not induce colonic hyperpermeability in (32i knock-out mice
To confirm the effects of IP on colonic permeability, we used B2i —/—

mice but enly in the WAS model. [ndeed, it was previously reported that
(p2i —/— mice were protected against colitis [20]. The WAS model

induced a marked increase in pellet output from day 1 to day 5 in wild-
type mice (Fig. 6A). 21 —/— mice exhibited lower pellet output than
wild-type mice both in control and WAS conditions (Fig. GA), However,
we observed that the increase was delayed in 32i —/— WAS mice com-
pared to wild-type WAS mice (Fig. 6A). In [32i —/— mice, trypsin-like ac-
tivity was not increased by WAS whereas it increased in wifd-type mice
(Fig. 6B). Interestingly, mRNA levels for IL-1{3 and TNFa: were also unaf-
fected in p2i —/— WAS mice (Fig. 6C). FITC-dextran flux measured in
Ussing chambers increased across the colonic mucasa by WAS model
in wild-type mice (Fig. 6D). In 32i —/— WAS mice, FITC-dextran passage
was markedly reduced compared to wild-type WAS mice, even if colonic
permeability remained higher in 32i —/— WAS mice compared to [32i
—/— control mice (Fig. 6D), Similar results have been observed for plas-
ma FITC-dextran (Fig. 6D). These modifications may be related to the
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restoration of occludin protein expression in [32i —/— mice (Fig.G D).
Other TJ proteins were not changed in ?2i —/— mice compared to
wild-type mice (data not shown).

3.6. Glutamine supplementation restores colonic permeability and occludin
protein expression in both models

As glutamine has previously been shown to down-regulate intesti-
nal inflammatory response in TNBS-induced colitis [39], it was admin-
istered between day 21 and day 28 in drinking water. Colonic

paracellular permeability was completely restored to control level in
glutamine-supplemented TNBS mice (Fig. 7A). Occludin protein expres-
sion was affected by the treatment (Kruskall-Wallis p = 0.0136) but
post-test did not reach significance. A trend for a decrease in occludin
protein expression was observed in TNBS mice but not in glutamine-
supplemented TNBS mice at day 28 (Fig. 7B).

In WAS mice, glutamine was administered in drinking water from
day 1 to day 10. Glutamine supplementation prevented colonic inflam-
matory response, as shown by reduction in 1L-1j5 and TNFoe mRNA
levels (Fig. 8A). FITC-dextran flux was also reduced in glutamine-
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supplemented WAS mice compared to non-supplemented WAS mice
(Fig. 8B). Similar results were observed for plasma FITC-dextran but
the difference did not reach significance (Fig. 8B.). Finally, occludin pro-
tein expression, which was reduced in WAS mice, was restored in gluta-
mine supplemented-WAS mice (Fig. 8B). Claudin-1 and ZO-1 protein
expression remained unaffected by glutamine (data not shown).

In both models, proteasome activity was not affected by glutamine
treatment (data not shown),

4. Discussion

The findings of our present study show that (i) the proteasome
system is altered in two mice models demonstrating increased intes-
tinal permeability, (ii) selective inhibition of immunoproteasome, by
using a pharmacological approach in both models or in knock-out
mice in the WAS model, restores intestinal permeability, (iii) gluta-
mine supplementation, recently suggested as a putative candidate
to limit intestinal hypermeability in different conditions [40], re-
stores intestinal permeability.

Our findings add a new player to the pathophysiological mechanisms
associated with the regulation of intestinal permeability, the proteasome
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Fig. 4. Intracolonic TNBS instillation was performed at day 0. From day 21 to day 28, mice
received either intraperitoneal injection of proteasome inhibitor (IP) or vehicle,
Proteasome trypsin-like activity {A.) and colonic paracellular permeability (B.) were
assessed at day 28. Open and grey bars represent control and TNBS mice, respectively.
Values are means + sem (n = 7-8 per group). Two-way ANOVA p values: (A)
PCINBS) = 0.0990, p(P1) = 0.1053, p(interaction) = 0.0463; (B.) p[INBS) = 0.0155,
p(P1) = 0.0010, p(interaction) = 0.0576; *, p = 0.05 vs. Ctand *, p < 0.05 vs. vehicle.

system. In the ubiquitin proteasome system, which is involved in the reg-
ulation of several cellular pathways, i.e, cell proliferation, apoptosis, in-
flammatory response and antigen presentation [12], proteins are
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Fig. 5. Water avoidance stress [WAS) was performed from day 1 today 10 during 1 h per day
in mice receiving either intraperitoneal injection of proteasome inhibitor (1P} er vehicle.
Proteasome  trypsin-like activity (A.), colonic paracellular permeability (B.) and
myeloperoxidase or MPO level (C.) were evaluated in the colonic mucosa at day 10. Pellet
output (D.] was monitored each day during 1 h of stress. Open and closed bars represent
control and WAS mice, respectively. Values are means + sem (n = 7-8 per group).
Control value (mean £ sem): MPO: 0.75 £ 0.07 U/g tissue. Two-way ANOVA p values:
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p(Pl) = 0.0820, p(interaction) = 0.0254; (C.) p(WAS) = 0.0931, p(PI) = 08367,
plinteraction) = 0.0451; (D.) p(WAS) = 0.0011, p(PI) = 07002, p(interaction) = 0.5224.
" p =005 vs. CL
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polyubiquitinated and then processed by the constitutive 26S protea- TNBS) able to mimic IBS symptoms in quiescent IBD patients and a stress
some, a large ATP-dependent multicatalytic complex. We previously model (WAS model) able to mimic IBS. Indeed, stress has been suggested
showed that the proteasome system is altered in the colenic mucosa of as playing a key role in IBS pathophysiology [46]. Post-TNBS and WAS
IBD and IBS patients. Indeed, increased trypsin-like activity and changes mice exhibited similar alterations to those observed in IBS patients,

in proteasome subunit composition suggest the replacement of constitu- with an increase in trypsin-like activity and [52i/{32 subunit ratio. In addi-
tive 26S proteasome by an immunoproteasome in IBS patients [11]. tion, in both models, we also observed an increase in intestinal perme-
Changes in the proteasome system have also been observed in [BD pa- ability, even if T] protein expression was differentially affected. Indeed,
tients [17,41] but the pattern of proteasome activities seemed to be dif- claudin-1 protein expression was reduced in post-TNBS mice whereas
ferent between IBS and IBD patients [11]. In some IBS patients, but not WAS mice exhibited decreased ZO-1 protein expression. In contrast,
in all, intestinal permeability is altered [42-44]. Interestingly, Vivinus- occludin protein expression was altered in both models. Different pat-
Nebot et al. also reported intestinal hyperpermeability in quiescent IBD terns of T] protein alteration have been described previously according
patients with [BS symptoms [45] but it remained unknown whether pro- to the models [47-49]. Traweger et al. showed that occludin is a target
teasome alterations persisted or changed throughout IBD. In the present of the proteasome system by the ubiquitin ligase enzyme E3 called Itch
study, we used two different models: a post-inflammatory model (post- [10] and we then speculated that occludin down-regulation in IBS
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patients could be a consequence of its increased degradation by the
proteasome system [11]. However, in the latter study, we were not able
to show whether the proteasome system was involved in intestinal
hyperpermeability. In the present study, by using pharmacclogical
inhibition and knock-out mice, we were able to blunt intestinal
hyperpermeability and to restore occludin protein expression. In IBD
mice models, proteasome inhibition prevented colitis [20,22]. To our
knowledge, our data are the first to show intestinal permeability im-
provement by proteasome targeting. Selective inhibitors of the
immunoproteasome and constitutive proteasome have recently been
generated and could be further evaluated in quiescent IBD and 1BS pa-
tients with increased intestinal permeability [50].

Interestingly, in the WAS model, proteasome targeting was also as-
sociated with a reduction in both colonic inflammatory response and
pellet output, suggesting that proteasome inhibition may also interfere,
directly or not, with other pathways. It is well established that inflam-
matory response is regulated by the proteasome system since several
factors, i.e. IkBot, NF-1B, are degraded by the proteasome. [n addition,
Zhou et al. recently underlined, by using microarray analysis of miR-
29 targets, potential interactions between the proteasome system, in-
flammatory response and T| proteins [3]. Te our knowledge, there is
no previous data showing interaction between the proteasome system
and intestinal functional diserders, thus requiring further exploration.

Finally, we evaluated the effects of glutamine supplementation in both
madels because (i) glutamine has beneficial effects on gut barrier in dif-
ferent conditions [25,33,51], (ii) alterations in glutamine metabelism
have been reported both in [BD [29] and IBS patients [28] and (iii) gluta-
mine is able to regulate the ubiquitination of several proteins involved in
inflammatory and stress responses or metabolism [14,30,31,52,53]. Inter-
estingly, slutamine supplementation was able to restore intestinal per-
meability both in post-TNBS and WAS mice. As glutamine has been
shown to have anti-inflammatory effects in intestinal tissues [54,55], we
administered glutamine after acute inflammatory response in TNBS
mice. In WAS mice, glutamine reduced IL-1p and TNFoe mRNA levels
confirming the anti-inflammatory effects of glutamine. [n glutamine-
supplemented mice, we also observed restoration of occludin protein ex-
pression. These data are in accordance with previous data showing that
glutamine deprivation or supplementation is able to modify T| proteins
[23,24]. In a pilot study, we recently showed that incubation of colenic

biopsies from diarrhea-predominant IBS patients with increasing concen-
trations of glutamine affected claudin-1, claudin-4 and occludin protein
expression [32]. All these data suggest that glutamine supplementation
may be beneficial to restore intestinal permeability in different patho-
physiclogical conditions. However, in the present study, we did not use
isocaloric or isonitrogenous solution in non-supplemented groups. The
specificity of glutamine effects, the mechanisms of action and the best de-
livery method for glutamine require further investigations. Indeed, gluta-
mine did not affect proteasome activity in the present study in accordance
with previous data [14,30], but glutamine has been reported to be able to
modulate ubiquitination processes [30,31], Whether glutamine may af-
fect occludin degradation through the modulation of its ubiquitination
warrants further investigation.

In conclusion, we provide evidence that (i) the proteasome systemn
is altered in two mice models with intestinal hyperpermeability;
(ii) proteasome inhibition is associated with an improvement in intesti-
nal permeability. Therefore, proteasome targeting represents a new
therapeutic strategy for the treatment of patients with increased intes-
tinal permeability.
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II. ARTICLE 2

COLONIC PROTEOME SIGNATURE IN IMMUNOPROTEASOME-DEFICIENT
STRESSED MICE AND ITS RELEVANCE FOR IRRITABLE BOWEL SYNDROME.

Goichon A, Bahlouli W, Ghouzali I, Chan P, Vaudry D, Déchelotte P, Ducrotté P, Coéffier M.

Article paru dans Journal of Proteome Research (J Proteome Res)

L’hyperperméabilité intestinale est un facteur fortement impliqué dans la physiopathologie du
SII. 1l a été suggéré dans I’étude précédente I’implication du protéasome dans la régulation de
la perméabilité intestinale dans des modeles SII-Like. En effet, I’augmentation de la
perméabilité intestinale était associée a une augmentation de la dégradation des protéines de
jonctions serrées liée probablement a 1’augmentation de 1’activité trypsine-like du protéasome.
L’inhibition de ce dernier, par voie pharmacologique et/ou génétique, permettait de restaurer la

perméabilité intestinale (333).

Le but de cette étude était d’abord de valider I’implication du protéasome dans la
physiopathologie du SII chez I’Homme et ’animal et de mieux comprendre les voies

impliquées par une étude protéomique.

Des souris males C57BL/6 sauvages et KO pour la sous-unité du protéasome 2i (ou MECLI1-
/-) ont été utilisées, ces souris ont été validées dans 1’études précédente comme un modele SII-
Like-WAS (333). Sur des échantillons de colon, nous avons évalué la perméabilité intestinale
et la production des cytokines pro-inflammatoires chez la souris B2i (ou MECLI-/-). 1l a
également été étudié le profil du protéome colique. De plus, des patients SII-D, diagnostiqués
selon les criteres de ROME III, ont été sélectionnés. Sur des biopsies coliques, le profil

d’ubiquitination de protéines coliques a été étudié.

Nous avons confirmé que 1’inhibition génétique du protéasome diminue I’hyperperméabilité

colique et qu’elle modifie le profil protéique colique. Nous avons en effet montré que le
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protéome colique était altéré chez les souris SII-Like-WAS sauvages et particulicrement les
protéines impliquées dans le systetme ubiquitine du protéasome, dans le métabolisme
mitochondrial. Il a été également rapporté des modifications de 1’ubiquitome colique chez des
patients SII-D, particulicrement une diminution des protéines ubiquitinées impliquées dans

I’inflammation intestinale.

En conclusion, cette étude confirme I’'implication du protéasome au cours du SII (chez
I’Homme et I’animal) et montre également que son inhibition limite I’hyperperméabilité
colique et propose les voies impliquées. Enfin, le protéasome pourrait €tre une cible

thérapeutique dans le traitement du SII associé a I’hyperperméabilité intestinale.
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1BS-D patients

ABSTRACT: A role for immunoproteasome in the regulation of | ,mee pitmice PP e Controts
intestinal permeability has been previously suggested both in mice J;) (] )
during water avoidance stress (WAS) and in patients with irritable R ' g
bowel syndrome (IBS). Here, we provide evidence that the intestinal permeability Y
ubiquitin—proteasome system (UPS) contributes to the pathophysi- (O -
Altered mitochondrial and ;
energy metabolism

ology of TBS. Indeed, we report that colonic proteome is altered in
WAS mice and that f#2i subunit deficiency modifies the proteome :
response that is associated with a limitation of colonic hyper-

permeability. Interestingly, we show specific alterations of proteins

Colonic ubiquitome

Role of Ubiguitin-Proteasome Sysiem

Ubiguitination
involved in UPS, mitochondrial, and energy metabolism. We also . S e N
report changes in the pattern of colonic ubiquitome in diarrhea- R il 5 [Toamaer | [
predominant IBS (IBS-D) patients and particularly a reduced | Comicpmmeane | | f[fliE 25 e

expression of ubiquitinated proteins involved in the nuclear factor-
kappa B (NF-xB) inflammatory signaling pathway. All these data
suggest that immunoproteasome targeting may represent a new therapeutic strategy for the treatment of IBS patients with

increased intestinal permeability.

KEYWORDS: colonic proteome, immunoproteasome, irritable bowel syndrome, water avoidance stress

1. INTRODUCTION

Irritable bowel syndrome (IBS) is a functional gastrointestinal
(Gl) disorder that affects 5—20% of the general population in
industrialized countries."” Tt is characterized by chronic
abdominal pain associated with diarrhea and/or constipation,
bloating, and urgency.:‘ Recent studies have shown that 1BS-
associated symptoms, such as visceral hypersensitivity, low-
grade inflammation, or pain, may be linked to disturbances in
intestinal barrier function.*”? Alterations were observed in the
expression and distribution of intestinal tight junctions (TJs),
apical protein structures that control paracellular permeabil-
ity.'"”"" Indeed, IBS patients with diarrhea-predominant
irritable bowel symptoms (IBS-D) exhibited an increased
permeability in both colon'” and jejunumu
expression of several T] proteins such as occludin, zonula,
occludens-1 (ZO-1), and claudin-1.""" Emerging evidence
supports the concept of an altered colonic ubiquitine—
proteasome system (UPS) in IBS patients that could be
responsible for intestinal barrier dysfunction. Interestingly,
occludin has been reported as a functional target of the E3

and a reduced

v ACS Pubhca’[ions © 2018 American Chemical Society
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ubiquitin-protein ligase Ltch,'* and we have previously shown
that the low expression of occludin in the colonic mucosa of
1BS patients was related to its higher degradation by ups.!
UPS is a major pathway of proteolysis in eukaryotic cells and
may contribute to the regulation of many intestinal biological
processes, such as inflammatory response, cell proliferation,
and apoptosis.,'”' "' Targeted proteins by UPS are poly-
ubiquitinated and then processed by the constitutive 208
proteasome, which comprises three catalytic subunits named
£1, 2, and B5. In mammals, the exposure of cells to
inflammatory cytokines such as IFN-y or TNF-a leads to the
formation of an immunoproteasome that can be distinguished
from its constitutive homologue through assembly of the
catalytic immunosubunits named LMP2 (f1i), MECL-1 (f2i),
and LMP7 (#5i)."” An increased expression of immunopro-
teasome subunits in intestinal epithelial cell lines stimulated by
TIEN-y has been rcported.lj‘”’ In vivo, the immunosubunits f1i
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and 32i were strongly upregulated in colon tissues of IBS'’ and
Crohn’s disease (CD) patients'” but not in patients with
ulcerative colitis. Proteasome inhibitors such as bortezomib,
MG132, and PR-957 have been developed and have achieved
success in preventing experimental colitis in mice.'® " Similar
effects have been observed with mice deficient in subunit 5i."”
More recently, we showed a link between proteasome and
intestinal permeability in mice. In this latter study, both
pharmacological immunoproteasome inhibition and p2i
subunit deficiency limited colonic hyperpermeability and
improved occludin expression.”’

To better understand the underlying mechanisms, we thus
aimed (i) to evaluate the colonic proteome in wild-type and
/21 immunoproteasome subunit knockout (f2i~'") mice
during water avoidance stress (WAS) and (ii) to investigate
the colonic expression of 49 ubiquitinated proteins in IBS-D
patients.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Animals

Male C57Bl/6 knockout mice for MECLI gene (or f2i
proteasome subunit) were a kind gift from Professors Marcus
Groettrup and Mickael Basler of Konstanz University
(Germany) with the permission of Professor John Monaco
from Cincinnati University (Ohio). The protocol was
approved by CENOMEXA, the Ethics Committee of
Normandy for Animal Experimentation (acceptance number:
N/04-11-12/27/11-15). In addition, all experiments were
performed in accordance with relevant guidelines and
regulations (Official Journal of the European Community L
358, 18/12/1986) and followed ARRIVE guidelines.”

2.2. Water Avoidance Stress

The water avoidance stress (WAS) is a murine model of
chronic stress that induces several symptoms associated with
IBS. In particular, WAS increased visceral sensibility, colonic
motility, intestinal permeability, pro-inflammatory cytokine
production, and mast cell count.”" ™ After 1 week of
acclimatization at 23 °C (12 h light—dark cycle; dark phase:
8:00 PM to 8:00 AM), the WAS model was performed during
1 h per day during 10 consecutive days as previously
described.”’ After the last WAS procedure, mice were
euthanized. Colonic samples were taken, washed with ice-
cold PBS, and either immediately frozen until further analysis
or immediately used to evaluate paracellular permeability.

2.3. Intestinal Permeability

Colonic permeability was evaluated by measuring paracellular
flux of fluorescein isothiocyanate (FITC)—dextran (4 kDa)
through colonic samlples mounted in Ussing chambers as
previously described.” Briefly, FITC—dextran (5 mg/mL) was
placed in the mucosal side. After 3 h at 37 °C, medium from
the serosal side was removed and stored at —80 °C. The
fluorescence level of FITC—dextran was measured in 96-well
black plates with a spectrometer Chameleon V (excitation at

485 nm, emission at 535 nm; Hidex, Turku, Finland).
2.4. qRT-PCR

Mucosal total RNA was extracted from samples as previously
described.”” After reverse transcription of 1.5 pg of total RNA
into cDNA by using 200 units of SuperScript II Reverse
Transcriptase (LifeTechnologies, Cergy-Pontoise, France),
gPCR was performed by SYBR Green technology on a BioRad
CFX96 real time PCR system (BioRad Laboratories, Marnes la
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Cogquette, France) in duplicate for each sample. Glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as the
endogenous reference gene. Specific primers are displayed in
Table S-1.

2.5. Proteasome Activities

Proteasome activities were evaluated on colonic mucosa
homogenized in ice-cold lysis buffer containing 30 mM Tris-
HCl (pH 7.2), 1 mM dithiothreitol, and 1% Triton X-100 by
spectrofluorimetry on a microtiter plate fluorometer Mithras
LB 940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) as
previously described.'’

2.6. Protein Extraction for Comparative Proteome and
Ubiquitome Analysis

Colonic mucosa was homogenized, as previously de-
scribed,”®* in ice-cold lysis buffer containing 7 M urea, 2 M
thiourea, 4% (wt/vol) 3-[(3-Cholamidopropyl)-
dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS), 50 mM
dithiothreitol, 25 mM spermine tetrahydrochloride, 1x
protease inhibitor cocktail (P2714; Sigma-Aldrich), and 0.5%
(vol/vol) immobilized pH gradient (IPG) buffer with pH 3—
10 nonlinear (GE Healthcare). The protein content was
determined by using a 2D Quant kit (GE Healthcare).

2.7. Comparative Proteome Analysis

Total protein extract (40 ug for silver staining or 500 yg for
CBB G-250 staining) was used to rehydrate Immobiline
DryStrip gels (pH 3—10 NL 18 cm; GE Healthcare). Proteins
were resolved in the first dimension by isoelectric focusing for
a total of 50000 V-h by using the Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare). After equilibration of the strips, the second
dimension was performed on 8—16% polyacrylamide gradient
gels (20 cm X 18 cm X 1 mm) and was run on an Ettan Daltsix
vertical system (GE Healthcare). The 2D gels were silver-
stained (PlusOne Silver Staining kit; GE Healthcare) for image
analysis or dyed following the CBB G-250 staining method for
mass spectrometric analysis.z:i

2.7.1. 2D Image Analysis. Silver stained gels were
scanned with an ImageScanner II (GE Healthcare) previously
calibrated by a grayscale marker (Kodak), and 2D images were
captured with Labscan 6.00 software (GE Healthcare).
Differential analysis was realized by using ImageMaster 2D
Platinum v7.0 software (GE Healthcare) for spot detection,
background subtraction, spot volume normalization, and
differences in spot expression among the groups and/or each
experiment. Bach tissue sample was subjected to 2DE three
times to minimize run-to-run variation, and each set of three
gels was compared by using ImageMaster to confirm the
nonappearance of statistically differential spots within the set
of gels. The most representative silver-staining gels (gel
migration, spot definition, and spot number) of each sample
(n =5 per group) were used to identify differential colonic
protein expression. The expression level was determined by the
relative volume of each spot in the gel and expressed as %
volume, calculated as spot volume/Zvolumes of all spots
resolved in the gel. Variations in abundance, corresponding to
normalized spot volume, were calculated as the ratio of average
values of % volume for each group. Only spots with a %
volume variation >1.4 were included in analysis. Statistical
differences between the groups were determined using
ANOVA (significance level P values <0.05).

2.7.2. In-Gel Trypsin Digestion and Protein Identi-
fication by LC—ESI-MS/MS. Protein spots of interest were
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manually excised from colloidal Coomassie blue-stained 2D
gels and digested. Briefly, gel fragments were washed three
times for 20 min in destaining solution containing 50% (v/v)
methanol and 50 mM ammonium bicarbonate. The excised
spots were then air-dried for 1 h, which was followed by in-gel
digestion in 30 uL of a digestion buffer containing 50 mM
ammonium bicarbonate and 6 ng/sL sequencing grade bovine
trypsin (Roche Diagnostics, Meylan, France). After overnight
digestion, the aliquots were treated with 50% (v/v) acetonitrile
and 5% (v/v) formic acid. Speed-vac-dried peptide extracts
were resuspended in 10 pL of 5% (v/v) acetonitrile and 0.1%
(v/v) formic acid and then analyzed with a nanoflow liquid
chromatograph LC1200 system coupled to a Q-TOF 6550
mass bpectrometer equipped Wlth a ll;mospray source and an
HPLC-chip cube interface (Agilent Technologies). A 20 min
linear gradient {(3—75% acetonitrile in 0.1% formic acid), at a
flow rate of 350 nL/min, was used to separate peptides on a
polaris-HR-Chip C18 column (150 mm long X 75 ym inner
diameter). Full autoMS1 scans from 290 to 1700 m/z and
autoMS2 from 59 to 1700 m/z were recorded. In every cycle, a
maximum of § precursors sorted by charge state (2+ preferred
and single-charged ions excluded) were isolated and
fragmented in the collision cell that was automatically adjusted
depending on the m/z. Active exclusion of these precursors
was enabled after 1 spectra within 0.13 min, and the absolute
threshold for precursor selection was set to 1000 counts
(relative threshold of 0.001%). For protein identification, MS/
MS peak lists were extracted and compared with the protein
databases using the MASCOT Daemen version 2.4.0 (Matrix
Science, London, UK) search engine. The MASCOT searches
were performed in the Mus musculus database as previously
described.” Protein hits were automatically validated if they
satisfied one of the following criteria: identification with at
least two top ranking peptides (bold and red), each with a
MASCOT score of more than 41 (P < 0.001), or at least two
top ranking peptides (bold and red}, each with a MASCOT
score of more than 31 (P < 0.01). To evaluate false-positive
rates, all the initial database searches were performed using the
“decoy” option of MASCOT. Results were considered relevant
if the false-positive rate never exceeded 1%. The mass
spectrometry data were deposited in the ProteomeXchange
Consortium via the PRIDE partner repository (https://www.
ebiac.uk/pride/archive/) with the data set identifiers
PXDO011199 and 10.6019/PXD011199.™

2.8, Patients

Fourteen patients, who met the Rome 111 criteria for 1BS with
predominant diarrhea and were seen in the Department of
Gastroenterology of the Rouen University Hospital, were
included between December 2012 and July 2016 (10 women/
4 men, aged 41.2 £ 11.2 yca.rs)‘ IBS patients with the following
criteria were excluded: (i) IBS predominant constipation or
alternating constipation and diarrhea, (ii) blood dyscrasia, (iii)
personal history of autoimmune disease, (iv) personal history
of inflammatory bowel disease, (v) persanal history of digestive
cancer, or (vi) macroscopic (except for diverticulosis, hyper-
plasic polyp, and angiodysplasia) and histological abnormality
of the colonic mucosa. Fourteen control patients (8 women/6
men, aged 55 + 17.4 years) were subjects admitted in the
Department of Gastroenterology of the Rouen University
Hospital for a colonoscopy indicated within the framework of
screening (anemia, personal or family history of polyp, family
history of colorectal cancer, rectal bleeding, screening
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campaign). To be selected, control subjects had to fulfill all
of the following criteria: (i) macroscopically and histological
normal colonic mucosa (diverticulosis, hyperplasic polyp, and
angiodysplasia were tolerated), (i) lack of any digestive
symptom, and (iii) lack of any organic or functional bowel
disease. A complete colonoscopy was performed under general
anesthesia after large bowel cleansing with 4 L of a macrogoel
solution. Biopsies were taken in the descending colon in all
cases. Two biopsies for each patient were analyzed by a
pathologist in order to exclude any histological abnormality.
Written informed consent was obtained from each patient. The
protocol was conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki and European GCP for biomedical research.

2.9. Ubiquitome Analysis

Expression of 49 ubiquitinated proteins was assessed using the
commercial Proteome Profiler Human Ubiquitin Array kit
(R&D Systems, Abingdon, UK) according to the manufac-
turer’s instructions. Briefly, 300 pg of colonic mucosal proteins
was loaded on membranes previously coated with specific
antibodies directed against ubiquitinated proteins. After
incubation of these membranes with specific buffers and
wash steps, ubiquitinated proteins were detected using ECL
reagents (GE Healthcare). Bach spot was quantified by
densitometry using ImageScanner III and ImageQuant TL
software (GE Healthcare). Only spots with a % volume
variation ratio greater than 1.5 were considered relevant.

2.10. Gene Ontology-Based Analysis

The PANTHER classification system (version 10.1, http://
www.pantherdb.org) was used to categorize the identified
proteins according to their molecular function and biological
process. To identify significantly enriched biological themes
and functional groups in the list of identified proteins,
functional annotation clustering analysis was performed using
the DAVID Gene Ontology (GO) tool version 6.7 as
previously described™ with minor modifications: the reference
data set was Mus musculus or Homo sapiens, and P < 0.05 for
Benjamini-Hochberg correction was considered significant.

2.11. Western Blot Analysis

Twenty micrograms of total protein extracts was separated by
4-20% sodium dodecyl sultate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) gels and electrotransferred onto nitro-
cellulose membrane (GE Healthcare) as previously de-
scribed.”® Membrane was blocked with 3% (wt/vol) bovine
serum albumin (BSA) in TBS-T solution [10 mM Tris-HCI
pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.2% (vol/vol) Tween 20] and then
incubated with corresponding primary antibodies (from Santa
Cruz Biotechnology) overnight at 4 °C: mouse monoclonal
antibodies anti-UCH-L3 (sc-100340, 1:2500); goat palyclonal
antibodies anti-GDHI1 (sc-160382, 1:1000) or anti-HSP60 (sc-
1052, 1:3000); rabbit monoclonal antibodies anti-Ub (sc-9133,
1:1000). Membrane was washed three times for 10 min with
TBS-T and then incubated with appropriate horseradish
peroxidase-coupled secondary antibodies [HRP-goat anti-
mouse IgG (sc-200S, 1:5000; Santa Cruz Biotechnology),
HRP-donkey antigoat IgG (s5c-2020, 1:5000; Santa Cruz
Biotechnology), or HRP-swine antirabbit IgG (P0399,
1:5000; Dako)] for | h at room temperature. After 2 washes
with TBS-T, immunocomplexes were revealed by using ECL
detection reagents (GE Healthcare). Protein bands were
quantified by densitometry with ImageScanner IIl1 and
ImageQuant TL software (GE Healthcare). The blot was

DOl 10.1021/acs.jproteome.8b00793
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Figure 1. Colonic proteome alterations in wild-type (wt) and #2i~'~ mice during WAS. (A) Silver-stained 2-dimensional gel images representing
colonic proteome from wt control (Ct), f2i~/~ Ct, wt WAS, and f2i~'~ WAS mice. For isoelectric focusing, 40 pg of total colonic proteins was
separated onto a pH 3—10 NL IPG strip (18 cm). SDS-PAGE (4—16% gel) was performed, and proteins were revealed with silver staining. The
molecular weight of each protein was determined by standard markers. Differentially expressed proteins (>1.4-fold difference; circled spots with a
number) were determined by statistical analysis (two-way ANOVA, P < 0.05). Protein spot identification is displayed in Table 1. (B) Pie chart
depicting the functional classification of proteins differentially expressed between the four groups of mice. Using the online resource PANTHER
classification system, proteins of interest were categorized into the broad GO classes of biological process and molecular function. For each
category, the number of identified proteins and their percentage of the total number of proteins in the pie chart are indicated for each GO term.

stripped and reblotted with a mouse monoclonal antibody anti-
[-actin (AS441, 1:5000; Sigma-Aldrich) also used as a loading
control.

2.12. Detection of Carbonylated Proteins

Carbonylated proteins were detected and analyzed following
derivatization of protein carbonyl groups with 2,4-dinitrophe-
nylhydrazine (DNPH), using the OxyBlot kit (Millipore,
Billerica, MA). Briefly, colonic proteins were incubated with

DNPH for 15 min at room temperature to convert carbonyl to
hydrazone derivatives. The samples were neutralized, applied
on SDS-PAGE, and transferred to nitrocellulose membranes.
Immunodetection was performed with a primary antibody
directed against dinitrophenylhydrazone.

2.13. Statistical Analysis
Results were compared in GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
software Inc, San Diego, CA, USA) by two-way ANOVA

DOI: 10.1021/acs jproteome.8b00793
4. Proteome Res. 2019, 18, 478—492
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Figure 2. Expression levels of GDH1, HSP60, UCH-L3, and ubiquitinated proteins in the colonic mucosa of f2i '~ WAS mice. Representative
immunoblots and densitometric analysis of GDHI1 (A), HSP60 (A), UCH-L3 (A), ubiquitinated protein (B), and f-actin levels in the colonic
mucosa of wild-type (wt) or f2i knockout (f32i /") mice subjected to WAS (1 h/day for 10 days) or not (Control; Ct). Values are means + sem (n
= 5 per group). Open and closed bars represent control and WAS mice, respectwely Two-way ANOVA P values: (A, GDH1) P(WAS) = 0.0363,
P(fi2i7'7) = 0.0305, P(interaction) = 0.1709; (A, HSP60) P(WAS) = 0.0013, P(f32i /") = 0.0388, P(interaction) = 0.0805; (A, UCH-L3) P(WAS)
=0.1797, P(ﬁZi_"_) = 0.0019, P(interaction) = 0.9172; (B) P(WAS) < 0.0001, P(f#2i~'") = 0.0243, P(interaction) = 0.1393, ¥, P < 0.05 vs wt Ct;
#, P < 0.05 vs wt WAS; $, P < 0.05 vs 2i”’~ Ct. GDHI, glutamate dehydrogenase 1; HSP60, heat shock protein 60 kDa; UCH—L}, ubiquitin
carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3.

(stress X f2i"/") with Bonferroni post-tests. For data from mice (Figure S-1C). Gut barrier function was assessed by
patients, the t test or Mann—Whitney test was used as paracellular permeability of FITC—dextran. WAS induced
appropriate. For all tests, P < 0.05 was considered significant. enhanced passage of FITC—dextran across the colonic mucosa

of wt mice (Figure S-1D). Interestingly, FITC—dextran flux
3. RESULTS was markedly reduced in #2i~/~ WAS mice compared to wt

WAS mice (Figure S-1D). These data confirm that WAS did
not affect colonic permeability in $2i™'~ mice, as previously
described.”!

3.2. WAS and Immunoproteasome Subunit #2i Deficiency
Alter Colonic Proteome in Mice

3.1. Immunoproteasome Subunit #2i Deficiency Prevents
Hyperpermeability and Proinflammatory Cytokine
Production in the Colonic Tissue of Stressed Mice

The WAS model increased fecal pellet output from day 1 to
day 10 in both wild-type (wt) and £2i~'~ mice (Figure S-1A).

However, #2i”'~ WAS mice showed lower fecal pellet output To evaluate colonic proteome and then identify altered
than wt WAS mice. In #2i '~ mice, trypsin-like activity was not biological processes in wt and f2i’" mice in both control
affected by WAS (Figure S-1B). Interestingly, colonic ‘mRNA and WAS conditions, we used a proteomic approach
levels for TNF-a and IL-1f were not altered in f2i~/~ WAS combining 2DE mapping and mass spectrometry identification.

484 DOl 10.1021/acs jproteome.8b00793
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Table 2. DAVID Functional Annotation Clusters Generated from the List of Colonic Proteins Differentially Expressed

between the Four Mice Groups

enrichment
annotation category term score”
annotation SP_PIR_KEYWORDS  mitochondrion 4.89
cluster 1
SP_PIR_KEYWORDS transit peptide
UP_SEQ_FEATURE transit peptide:
microchondrion
annotation INTERPRO proteasome, 2.06
cluster 2 alpha-subunit
SP_PIR_KEYWORDS  proteasome
INTERPRO proteasome,
subunit alpha/
beta
KEGG_PATHWAY proteasome
SP_PIR_KEYWORDS  threonine
protease
annotation SP_PIR_KEYWORDS  gtp-binding 1.94
cluster 3
PANTHER MF ALL  translation
elongation
factor

protein
count P value” Benjamini® related genes™
11 7.0 X 107° 22 % 107" ATPSB, ETFA, GEM1, GFM2, GLUDI,
HSPD1, IMMT, IVD, MPST, TRAP1,
VSP4B
8 1.3 x 107 3.1 x 107" ATPSB, ETFA, GEM1, GFM2, GLUDI,
HSPD1, IVD, TRAP1L
8 24 % 107 25%x107°  ATPSB, ETFA, GFM1, GFM2, GLUDI,
HSPD1, IVD, TRAP1L
3 82x 107 92x 107" PSMA3, PSMA4, PSMAS
4 12x 1070 1.9 x 107" PSMA3, PSMA4, PSMAS, PSMC6
3 55x 1070 3.1 x 107" PSMA3, PSMA4, PSMAS
4 62x 107" 1.9 x 1077 PSMA3, PSMA4, PSMAS, PSMC6
3 6.4 x 107" 6.0 x 107"  PSMA3, PSMA4, PSMAS
6 22x 107" 23 x 107 ADSS, EEF2, GFMI, GFM2, GLUDI1,
TUBS
3 53x 1070 26 %107 EEF2, GFMI1, GFM2

“Fold enrichment of the cluster. “P value from modified Fisher’s exact test (EASE score). “P value adjusted for multiple testing according to the
Benjamini-Hochberg model. 9Genes encoding the differentially expressed proteins in Mus musculus: ADSS, adenylosuccinate synthase; ATPSB,
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, beta polypeptide; EEF2, eukaryotic translation elongation factor 2; ETFA, electron
transfer flavoprotein subunit alpha; GEMI, G elongation factor mitochondrial 1; GFM2, elongation factor mitochondrial 2; TRAPI, heat shock
protein 75 kDa, mitochondrial; GLUDI, glutamate dehydrogenase 1; HSPD1, heat shock protein family D (Hsp60) member 1; IMMT, inner
membrane mitochondrial protein; IVD, isovaleryl-CoA dehydrogenase; MPST, mercaptopyruvate sulfurtransferase; PSMA3, proteasome subunit
alpha 3; PSMA4, proteasome subunit alpha 4; PSMAS, proteasome subunit alpha 5; PSMC6, 268 protease regulatory subunit, ATPase 6; TUBBS,
Tubb$ tubulin, beta 5 class I; VSP4B, vacuolar protein sorting-associated protein 4B.

Image analysis detected approximately 2100 protein spots per
2D gel, out of which 75% were successfully matched
throughout all gels. Representative 2D gels from both
conditions are shown in Figure 1A. Fifty protein spots were
differentially and significantly expressed between the four mice
groups (at least +1.4-fold change; two-way ANOVA, P <
0.05). These protein spots were analyzed by using liquid
chromatography coupled with electrospray ionization MS/MS,
and 36 spots (72%) were identified (Table 1). Overall, 33
nonredundant proteins were obtained. Indeed, two proteins,
named MICOS complex subunit (Mic60; spots 2 and 4, Figure
1A) and protein disulfide-isomerase precursor (spots 14, 16,
and 17; Figure 1A), were detected at multiple spot positions
that could be due to protein isoforms, i.e., the difference in
maturation state, degradation, and/or post-translational
modifications. Among the identified proteins, 22 proteins
were downregulated in the colonic mucosa of wt WAS mice
compared with wt mice, while only 6 proteins were affected by
WAS in £2i™" mice. Interestingly, among these 6 proteins,
only 2 were downregulated. In addition, we also observed that
7 proteins were differentially expressed in f2i~/~ WAS mice
compared to wt WAS mice. In this latter case, proteasome
subunit alpha type-3 (PSMA3), proteasome subunit alpha
type-5 (PSAMS), and ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
isozyme L3 (UCH-L3) were upregulated in the colonic
mucosa of f2i'~ WAS mice (range from 2.20- to 3.80-fold),
whereas proteasome subunit alpha type-4 (PSMA#), alpha-
enolase 1 (ENO1), heat shock protein 60 kDa (HSP60), and
glutamate dehydrogenase 1 (GDH1) showed a reduced
expression (with fold changes from 1.48 to 1.86).

485

To validate the data from proteomics experiments, three
proteins were randomly selected to verify the expression level
via Western blot analysis (Figure 2A). The colonic expression
levels of GDH1 and HSP60 were downregulated in f52i7/~
WAS mice compared to wt WAS mice, whereas UCH-L3
expression was increased, which is consistent with the results
given by 2-DE analysis and thus confirmed the proteomic
findings.

3.3. WAS and Immunoproteasome Subunit #2i Deficiency
Modify Expression of Protein Involved in Mitochondrial
and Energy Metabolism in the Colon

Panther Gene Ontology (GO) analysis allowed us to elucidate
the different functions and processes in which the 33 proteins
identified are putatively involved. According to the molecular
function analysis (Figure 1B), most of the proteins were
related to catalytic activity (53.1%) and binding (18.8%).
Concerning biological processes, the identified proteins were
mainly involved in the metabolic process (45.5%, Figure 1B).
To expand the GO analysis, we next analyzed the proteomic
data with the DAVID functional annotation tool. DAVID uses
GO and other data sources to cluster proteins based on the
shared annotations to similarity clusters. DAVID analysis
identified 3 significant annotation clusters (Table 2), of which
the highest ranked cluster had an enrichment score (ES) of
4.89 and was represented by 3 terms relating to mitochond-
rion,

The mitochondrial cluster accounted for 33% of the
identified proteins and included: ATP synthase subunit beta
(AtpSb), elongation factor G1 (EF-Glmt), elongation factor

DOl 10.1021/acs jproteome.8b00793
J. Proteome Res. 2019, 18, 478492
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Figure 3. Schema of mitochondrial and energy metabolism alterations in the colonic mucosa. WAS induces protein expression changes in the colon
tissue of wt mice (in red) and #2i™'~ mice (in mauve). These changes are different from those induced by $2i subunit deficiency during WAS (in
green). Proteins in red, mauve, or green are downregulated in the colonic mucosa of mice, except for UPase 1; Adss2, adenylosuccinate synthetase
isozyme 2; AK, adenosine kinase; AtpSb, ATP synthase subunit beta; EF-G1mt, elongation factor G1; EF-G2mt, elongation factor G2; ENOI,
alpha-enolase 1; GDHI, glutamate dehydrogenase 1; HSP60, heat shock protein 60 kDa; HSP75, heat shock protein 75 kDa; IVD, isovaleryl-CoA
dehydrogenase; Mic60, MICOS complex subunit; MST, 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase; PKM, pyruvate kinase; Vsp4b, vacuolar protein
sorting-associating protein 4B. These modifications suggest a significant decrease of mitochondrial activity and energy metabolism in the colonic
mucosa of wt mice during WAS. Interestingly, these metabolic disturbances were minored in 42i”'~ WAS mice.

G2 (EF-G2mt), electron transfer flavoprotein subunit alpha
(ETFA), GDHI, HSP60, heat shock protein 75 kDa (HSP75),
isovaleryl-CoA dehydrogenase (1VD), MICOS complex
subunit (Mic60), 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
(MST), and vacuolar protein sorting-associating protein 4B
(Vsp4b). The expression levels of AtpSb, EF-G1mt, EF-G2mt,
HSP75, IVD, Mic60, MST, and Vsp4b were downregulated in
the colonic mucosa of wt mice during WAS (Figure 3).
Decreased expressions of pyruvate kinase (PKM), adenylo-
succinate synthetase isozyme (Adss2), and adenosine kinase
(AK), which are involved in energy metabolism (Figure 3),
were also observed. These data suggest a significant decrease of
mitochondrial activity and energy metabolism in the colonic
mucosa during WAS. Invalidation of fi2i expression alone
induced similar modifications of colonic proteome except for
Vsp4b, AtpSb, and AK (Table 1). Interestingly, Vsp4b, AtpSb,
and AK remained unaffected in f2i~/~ WAS mice compared
with f2i™'~ control mice. In addition, in ﬂZi’/’ mice, WAS
altered alpha-enolase 1 (ENO1), which was downregulated,
and uridine phosphorylase 1 (UPase 1; Table 1). By
comparing the response of wt and f2i”’" mice to WAS, we
observed a reduction of ENO1, HSP60, and GDHI expression
in $2i"/~ WAS mice (Table 1 and Figure 3).
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3.4. WAS and Immunoproteasome Subunit $2i Deficiency
Alter the Ubiquitin—Proteasome System in the Colon

We also observed that proteasome subunits were significantly
enriched among identified proteins. The proteasome cluster
(ES = 2.06, Table 2) was made up from three proteasome
alpha subunits (PSMA3/4/5) and 26S protease regulatory
subunit S10B (PSMC6). The expression levels of PSCM6 and
two other UPS-related proteins, namely pre-mRNA-processing
factor (Prpfl9) and protein deglycase (DJ-1), were decreased
in the colonic mucosa of wt mice during WAS (Figure 4).
Interestingly, f2i~'~ WAS mice exhibited an increased
expression of PSMA3 and PSMAS as compared to f2i™'"
control mice and of PSMA3, PSMAS, and UCH-L3 when
compared to wt WAS mice (Table 1 and Figure 4). In contrast,
PSMA4 was downregulated while Prpf19 and DJ-1 remained
unaffected in f2i~'~ WAS mice. UCH-L3 is a deubiquitinating
enzyme (DUB) that controls levels of cellular ubiquitin
through processing of ubiquitinated proteins. We thus
evaluated the level of ubiquitinated proteins in the colonic
mucosa, and we observed that both wt and #2i '~ control mice
exhibited a reduction of ubiquitinated protein levels in
response to WAS (Figure 2B). Interestingly, pi~" WAS
mice exhibited a lower ubiquitinated protein level than wt
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Figure 4. Schema of ubiquitin—proteasome system (UPS) alterations in the colonic mucosa. WAS induces protein expression changes in the colon
tissue of wt mice (in red) and ,_’fZi"" mice (in mauve). These changes are different from those induced by f#2i subunit deficiency during WAS (in
green). The external and internal rings constitute the 20S proteasome, The lid and base constitute the 195 regulatory complex. In some cases, it can
be replaced by the PA28 or 118 regulatory complex, constituted of a single ring of 7 subunits. Proteins in red, mauve, or green are upregulated (plus
sign, +) or downregulated (minus sign, —) in the colonic mucosa of mice: DJ-1, protein deglycase; Prp19, pre-mRNA-processing factor 19;
PSMA3, proteasome subunit alpha type-3; PSMA4, proteasome subunit alpha type-4; PSMAS, proteasome subunit alpha type-5; PSMC&6, 265
protease regulatory subunit S10B; UCH-L3, ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3. These modifications suggest altered UPS function
in the colonic mucosa of wt mice during WAS. Disturbances in UPS in f2i"'~ WAS mice were also observed. In this case, inmunoproteasome
subunit /72i deficiency induces increased colonic expression of UCH-L3, PSMA3, and PSMAS in stressed mice, while PSMA4 was downregulated.
a, proteasome alpha subunit; f, proteasome beta subunit; DUBs, deubiquitinating enzymes; El, ubiquitin-activating enzyme; E2, ubiquitin-
conjugating enzyme; E3, ubiquitin ligase; Ub, ubiquitin.

WAS mice. All these data suggest that (i) WAS affected UPS and TNF receptor-associated factor 6 (TRAF-6). Nevertheless,
and (ii) that subunit f2i deficiency may regulate the the total expression of ubiquitinated proteins was not
degradation of specific proteins. significantly different between control and IBS-D patients
(Figure S-2A). Interestingly, enrichment analysis of KEGG
pathways in DAVID showed that A20, COX-2, IRF3, and
TRAF6 were involved in the nuclear factor-kappa B (NF-xB)
Because stressed mice exhibited UPS changes in their colonic signaling pathway (39.7-fold enrichment, P = 0.031). All these

3.5. Ubiquitination of Inflammation-Related Proteins Is
Modulated in the Colonic Mucosa of IBS-D Patients

mucosa, we investigated in IBS-D patients the putative changes data suggest that ubiquitination of these proteins may

of ubiquitination of colonic proteins. For this purpose, we used participate in the pathophysiology of IBS-D, which is

macroarrays directed against 49 ubiquitinated proteins. Among commonly described as a low grade inflammatory state, by

these 49 proteins, the expression of 7 ubiquitinated proteins regulating apoptosis and disrupting the UPS mechanism.

was significantly decreased in the colonic mucosa of IBS-D

patients compared with control patients (Figure 5): TNF-a- 4. DISCUSSION

induced protein 3 (A20), prostaglandin G/H synthase 2 In the present study, we provide evidence that the ubiquitin—

(COX-2), heat shock protein 70 kDa (HSP70), heat shock proteasome system contributes to the pathophysiology of IBS.

protein 90 kDa (HSP90), interferon regulatory factor 3 Indeed, we report that colonic proteome is altered in stressed

(IRF3), nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), mice and that f2i subunit deficiency modifies the proteome
487 DOI: 10,1021 /acs jproteome.8b00793
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Figure §. Expression of ubiquitinated proteins in the colonic mucosa of IBS-D patients. The ubiquitinated forms (Ub) of A20, COX-2, HSP70,
HSP90, IRF3, Nrf2, and TRAF6 are underexpressed in the colonic mucosa of IBS-D patients. Representative macroarray results (A) and
densitometric analysis (B) of ubiquitinated protein expression in the colonic mucosa of IBS-D or control patients. 300 ug of colonic mucosal
proteins from IBS-D or control patients was incubated with a human ubiquitin macroarray (n = 7—8 per group). A ratio of signal intensity “R”
(IBS-D/control) was calculated and log transformed (base 2). Significant changes (log, R < —0.584 or log, R > 0.584; Mann—Whitney test, P <
0.05) are showed by black bars. A20, tumor necrosis factor alpha-induced protein 3; COX-2, prostaglandin G/H synthase 2; HSP70, heat shock
protein 70 kDa; HSP90, heat shock protein 90 kDa; IRF3, interferon regulatory factor 3; Nrf2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2; TRAF-6,

TNF receptor-associated factor 6; Ub, ubiquitin.

response that is associated with a limitation of colonic
hyperpermeability. Interestingly, we show specific alterations
of proteins involved in UPS, mitochondrial, and energy
metabolism. We also report changes in the pattern of colonic
ubiquitome in IBS-D patients and particularly a reduced
expression of ubiquitinated proteins involved in the NF-xB
signaling pathway.
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Previous studies clearly demonstrated that UPS may be
involved in the regulation of inflammatory response™ or gut
barrier function.'” We and others have reported the formation
of an alternative proteasome called immunoproteasome in the
colonic mucosa of IBS'” and CD'™*" patients. It was also
shown that proteasome composition and activity were different
between CD and IBS patients." Indeed, trypsin-like activity
was increased in the colonic mucosa of IBS patients™ but not
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Figure 6. Speculative schema of interactions between UCH-L3, glutamine content, and inflammatory response in the colonic mucosa of
immunoproteasome-deficient stressed mice. In wild-type mice, stress induces the neddylation of cullin-1 that is necessary for activation of the
ubiquitin ligase E3 complex, SCE-#TCP Active SCF-*1™" induces ubiquitination of [-kB, the inhibitor of NF-kB, leading to the degradation of I-kB,
the translocation of NF-kB in the nucleus, and transcription of NF-kB-dependent genes. In immunoproteasome deficient mice, the expression of
deubiquitinase (UCH-L3) is increased, while the expression of glutamate dehydrogenase 1 (GDH1) is decreased. Underexpression of GDHI may
lead to higher glutamine content. Both UCH-L3 and glutamine are able to inhibit cullin-1 neddylation. Consequently, I-B is not degraded by
proteasome and NF-kB remains in the cytosol leading to the limitation of inflammatory response.

in CD patients. In contrast, chymotrypsin-like activity
remained unchanged in IBS patients whereas it was
upregulated in CD patients. In the present study, we used a
stress model (the water avoidance stress “WAS” model) able to
reproduce certain aspects of IBS such as visceral hyper-
sensitivity or intestinal hyperpermeability. Indeed, stress
contributes to the development and aggravation of IBS
symptoms.”® WAS mice exhibited an increased colonic
permeability, trypsin-like activity, and f#2i//2 subunit ratio,”’
that was previously observed in IBS-D patients.'” In our study,
we showed that #2i subunit deficiency increased expression of
proteasome subunits (PSMA3/5) in stressed mice, whereas
PSMA4 and ubiquitinated proteins were downregulated. The
shift from constitutive to immunoproteasome could be
responsible for the decrease of ubiquitinated proteins after
WAS since Seifert et al. showed that immunoproteasome
activity is higher than constitutive proteasome activity.””
Nevertheless, Nathan et al. have reported that immunopro-
teasomes and constitutive proteasomes degraded ubiquitinated
proteins at similar rates following IFNy-treatment.”® Other
processes like ubiquitination and deubiquitination may also be
involved, UCH-L3, which was increased in #2i”’~ mice in the
present study, is a deubiquitinating enzyme performing
hydrolysis of the bond at the C terminus of the ubiquitin
and trimming down the polyubiquitin chain into monomers.
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UCH-L3 knockout mice led to marked accumulation of
ubiquitinated proteins in the skeletal muscles.”” However, the
effect of UCH-L3 overexpression on ubiquitinated protein
level remains unknown. Thus, the underlying mechanisms
responsible of the ubiquitinated protein level changes need to
be deeply explored. UCH-L3 also processed a ubiquitin-like
substrate called NEDDS and regulated smad1 ubiquitination in
osteoblast differentiation.*” Interestingly, Sano et al. have
reported that UCH-L3 prevented mitochondrial oxidative
stress-related apoptosis in photoreceptor cells.*' UCH-L3 may
then affect mitochondrial structure and the levels of reactive
oxygen species (ROS). In contrast, it was considered a negative
regulator of apoptosis in cancer.”~** More interestingly, Zhao
et al. have recently underlined a relationship between UCH-L3
and inflammatory response. Indeed, overexpression of UCH-
L3 inhibited the activity of cellular SCF/™™™F ligase E3
through a limitation of cullin-1 neddylation.** SCF/~"" ligase
E3 induces ubiquitination and degradation of phosphorylated
substrates including 1-kB, the inhibitor of NF-xB.*®

Previous papers reported that NF-xB activity can also be
limited by glutamine through the regulation of I-xB
ubiquitination””"” and particularly by the regulation of
cullin-1 neddylation.* Interestingly, in the present study, we
showed that f2i subunit deficiency leads to a reduced
expression of GDHI1 in the colonic mucosa of WAS mice.

DOI: 10.1021/acs.jprotecme.8b00793
J. Proteome Res. 2019, 18, 478-492

107



Journal of Proteome Research

GDHI1 is a metabolic enzyme mainly located in the
mitochondria that catalyzes the reversible NAD (P)+-linked
oxidative deamination of glutamate into a-ketoglutarate and
ammonia. This reaction is the final step of glutaminolysis after
the conversion of glutamine to glutamate by glutaminase. In
inflammatory experimental conditions,_glutamine supplemen-
tation improves gut barrier function, ™ regulates UPpS, s
and restores colonic TJ protein expression.’”””*" We have
recently demonstrated that glutamine supplementation pre-
vented colonic hyperpermeability and reduced proinflamma-
tory cytokine production in WAS mice.*' Zhou et al. have
recently reported that reduced expression of glutamine
synthase in colon tissues of IBS-D patients may lead to
decreased claudin-1 expression and consequently increased
intestinal permeability.”” In the same way, we have shown ex
vivo that glutamine supplementation increased claudin-1
expression in the colonic mucosa of IBS-D patients.”* In a
randomized controlled trial, Zhou et al. recently showed the
beneficial effect of glutamine supplementation on intestinal
permeability and gastrointestinal symptoms in postinfectious
IBS patients.”® All these data are in accordance with previous
studies showing that glutamine supplementation or deprivation
is able to modify TJ protein expression and influence intestinal
permeability.”>”” The mechanisms of action for glutamine
remain not completely understood and have been previously
discussed.”™ In our model, we can thus speculate that
immunoproteasome inhibition induces higher glutamine
content and overexpression of UCH-L3 leading to limitation
of inflammatory response and improved barrier function
(Figure 6). The assessment of colonic mucosal glutamine
content in f2i”'" WAS mice should thus be further
investigated.

To confirm the putative role of proteasome system in the
pathophysiology of IBS, we have investigated in IBS-D patients
the changes of ubiquitination rate of colonic proteins.
Interestingly, we observed alterations of ubiquitome and
particularly a reduced expression of 7 ubiquitinated proteins
involved in the NF-xB signaling pathway. Cleynen et al.
previously reported that adherent-invasive Escherichia coli
(AIEC) was able to regulate UPS leading to a decrease of
NF-kB negative regulator CYLD in intestinal epithelial cells.”
In patients with IBS-D, Zhou et al. recently underlined that
colonic hyperpermeability caused by TNF-a may be due to
activation of NF-kB expression and disassembly of claudin-1.
All of these data suggest a potential relationship between UPS,
glutamine content, inflammatory response, and TJ protein
expression in the pathophysiology of IBS. Further inves-
tigations should be done to deeply explore these mechanisms.

In conclusion, we provide evidence that (i) the #2i subunit
deficiency modified the colonic UPS function that was
associated with an improvement of intestinal hyperperme-
ability in stressed mice and (ii) IBS-D patients exhibited
altered colonic ubiquitome leading to an altered NF-xB
pathway. Therefore, immunoproteasome targeting represents
a new therapeutic strategy for the treatment of IBS-D patients
with intestinal hyperpermeability.
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III. MANUSCRIT 1

STRESS-INDUCED INTESTINAL BARRIER DYSFUNCTION IS EXACERBATED
DURING DIET-INDUCED OBESITY.

Wafa Bahlouli, Jonathan Breton, Mauranne Lelouard, Clément L’Huillier, Pauline Tirelle,
Emmeline Salameh, Asma Amamou, Karim Atmani, Alexis Goichon, Christine Bole-Feysot,

Philippe Ducrotté, David Ribet, Pierre Déchelotte, Moise Coéffier.

Manuscrit en cours de soumission

L’hyperperméabilité¢ intestinale, la dysbiose, I’inflammation intestinale ainsi que le
dysfonctionnement de 1’axe-intestin cerveau, font partie des facteurs fortement impliqués dans
les troubles gastro-intestinaux retrouvés chez les patients SII. Ces facteurs sont également
impliqués dans la physiopathologie de 1’obésité, qui a longtemps été liée a la génétique ou bien
encore a la diete et la sédentarité. Les données actuelles suggerent que I’intestin pourrait
représenter 1’un des tissus clés a 1’origine de 1’obésité et serait impliqué dans les complications
de I’obésiteé, y compris les complications métaboliques. Or, la prévalence du SII est fortement

augmentée chez les patients ayant une obésité de grade III.

Le but de cette étude était donc de rechercher les mécanismes impliqués dans le lien entre
I’obésité et le SII via deux modeles d’obésité (génétique et induite par HFD) en réponse au

stress.

Ces modeles ont été réalisés chez des souris males C57Bl/6 soumises a une HFD ou bien chez
des souris déficientes pour la leptine (ob/ob), pour lesquels nous avons évalué les parametres
de I’obésité, i.e. le poids, la masse corporelle et la glycémie, afin de valider le mod¢le d’obésité.
Ces modeles une fois validés ont été exposés au stress, le WAS comme précédemment utilisé
pour générer le modele SII-Like. Dans cette étude, nous nous somme focalisés sur I’évaluation

de la perméabilité¢ intestinale dans un modele d’obésité en réponse au stress. D’autres
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expériences complémentaires ont été réalisées pour tenter de comprendre les mécanismes
impliqués : traitement des souris C57Bl/6 a la leptine ou bien a la metformine pour les souris
HFD ainsi qu’une greffe du microbiote intestinal. Ces trois derniers modeles ont été exposés au

WAS et la perméabilité intestinale a été évaluée.

Nous avons d’abord validé les deux modeles d’obésité ; une augmentation du poids corporel,
de la masse grasse ainsi qu’une intolérance au glucose ont été¢ constatées. Nous avons ensuite
montré que 1’obésité induite par une HFD exacerbe 1’hyperperméabilité intestinale en réponse
au stress. Ces résultats n’ont pas été retrouvés chez les souris ob/ob stressées. De plus, ni le
traitement par la leptine ni le transfert de microbiote intestinal, n’ont pu reproduire les résultats
de I’hyperperméabilité intestinale retrouvée chez les souris HFD stressées. Enfin, la metformine

n’a pas limité cette réponse.

En conclusion sur cette étude, nous pouvons dire que le stress induit une rupture de la fonction
de barriere intestinale significative dans le modele d’obésité HFD, indépendamment de la

leptine, de la glycémie et du microbiote intestinal.
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Abstract

Obesity and irritable bowel syndrome (IBS) are two major public health issues. Interestingly
previous data report a marked increase of IBS prevalence in morbid obese subjects compared
with non-obese subjects but underlying mechanisms remain unknown. Obesity and IBS share
common intestinal pathophysiological mechanisms such as gut dysbiosis, intestinal
hyperpermeability and low-grade inflammatory response. We thus aimed to evaluate the link
between obesity and IBS in animal models. Male C57Bl/6 mice received high fat diet (HFD)
for 12 weeks and were then submitted to water avoidance stress (WAS). In response to WAS,
HFD mice exhibited higher intestinal permeability and plasma corticosterone concentration
than non-obese mice. We were not able to reproduce a similar response both in ob/ob mice and
in leptin-treated non-obese mice. In addition, metformin limited fasting glycaemia both in
unstressed and WAS diet-induced obese mice but only partially restored colonic permeability
in unstressed HFD mice. Metformin failed to improve intestinal permeability in WAS HFD
mice. Finally, cecal microbiota transplantation from HFD mice in antibiotics-treated recipient
mice did not reproduce the effects observed in stressed HFD mice. In conclusion, stress induced
a more marked intestinal barrier dysfunction in diet-induced obese mice compared with non-
obese mice that seems to be independent of leptin, glycaemia and gut microbiota. These data

should be further confirmed and the role of the dietary composition should be studied.
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Introduction

Obesity, defined by abnormal accumulation of fat and a body mass index >30 kg/m?, is a
significant public health problem in both industrialized and emerging countries. The associated
complications, particularly diabetes and cardiovascular diseases, result in the death of at least
2.8 million people each year. In Europe, the prevalence of overweight is estimated
approximately at 50% [1] and the prevalence of obesity to be around 16% of the population [2].
Obesity is a multifactorial pathology, linked to genetic, metabolic and environmental factors.
Disturbances in the microbiota-gut-brain axis during obesity, in particular intestinal dysbiosis
[3, 4] and hyperpermeability [5] have been reported leading to modifications in the regulation
of food intake, inflammation and metabolic homeostasis.

Similar mechanisms are also involved in the pathophysiology of irritable bowel syndrome
(IBS), a functional gastrointestinal disorder (FGD) defined according to the Rome IV diagnostic
criteria by chronic abdominal pain, associated with diarrhea and/or constipation and bloating.
The prevalence of IBS is about 5-20% in industrialized countries [6, 7], which also makes it a
public health issue, with a negative impact on the quality of life, the consumption of care and
the stops working. The pathophysiology of IBS is multifactorial and includes visceral
hypersensitivity, mucosal immune alterations [8], gut dysbiosis [9], enhanced intestinal
permeability [10, 11] and psychosocial factors [7].

Some recent studies have suggested a link between obesity and FGDs [12]. A French study
showed that the prevalence of IBS was significantly increased (30%) in patients with grade III
obesity (BMI>40) [13]. Conversely, in another retrospective study, grade I and II obesity
appeared to be associated with reduced risk of IBS [14]. In IBS patients, the expression of
occludin, a tight junction protein, was more severely reduced in patients with BMI > 30 [15].

All these studies highlight a relationship between obesity and IBS but mechanisms remain
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misunderstood while obesity and IBS share pathophysiological factors such as gut dysbiosis,

alteration of gut barrier function, low-grade inflammatory response, altered TLR expression.

We thus aimed to evaluate the interaction between obesity and IBS in mice by evaluating the

response to stress in obese mice.
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Material and Methods

Animal experimentation

Animal care and experimentation complied with both French and European Community
regulations, followed ARRIVE guidelines [16] and the experiment was approved by the
Regional Ethical Committee (#6686-2016071512471751 v8). All mice were purchased from
Janvier Labs (Genest-St.-Isle, France) and acclimated to the animal facility (controlled
temperature (20 +/-2°C) and with 12 h light—dark cycle) for one week before experimentation.

Food and drinking water were free of access.

Water avoidance stress

The water avoidance stress (WAS) model was performed as previously described [17]. Briefly, mice
were placed on a small platform in a tank of water (25°C) during 1 hour per day during 10 consecutive
days. Fecal pellet output was monitored during each session. Control mice (C) were kept in standard

cages.

Diet-induced and genetic obesity

Six week-old C57B1/6 male mice were randomized into two groups receiving for 12 weeks
either standard diet (RM1, SD group) or high fat diet supplying 60% of calories as fat mainly
by lard, 20% as carbohydrates and 20% as protein (#D12492, Research Diets, New Brunswick,
NJ). Body weight was measured every two weeks. Two month-old C57B1/6 male obese ob/ob
and littermate ob/- controls (lean) received standard diet (RM1). Body composition was
measured by EchoMRI (EchoMRI, Houston, TX). The first experiment combined diet-induced
obesity and WAS leading to four groups: Standard diet without stress called SD-C; Standard
diet and WAS called SD-WAS; High fat diet without stress called HFD-C; High fat diet and

WAS called HFD-WAS. The second experiment combined genetic obesity and WAS leading
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to 3 groups: Lean without stress (Lean-C); ob/ob mice without stress (ob/ob — C); ob/ob mice

with WAS (ob/ob — WAS)

Leptin experiment

Seventeen weeks old C57B1/ 6 mice were randomized into 2 groups; treated mice received an
1.p. injection of leptin at 10 pg/kg/day (Bachem) for 20 days (10 days before exposure to WAS
and 10 days during WAS). The control group received saline. Finally, we obtained 3 groups
(n=8 per group): (1) CT-C; (2) Lept-C; (3) Lept-WAS. All mice had free access to a standard

chow and water.

Metformin experiment

Eight weeks old C57B1/6 male mice were randomized into two groups receiving for 12 weeks
either SD or HFD as described above. After 10 weeks, HFD mice received metformin
hydrochloride (500mg, Sigma Aldrich) dissolved in drinking water at 100 mg/kg/day for 20
days (10 days before the end of the diet and 10 days during the WAS exposure). The control
group received only drinking water. Finally, we obtained six groups (n=8/group):
(1) SD-wt-C; (2) SD-wt-WAS; (3) HFD-wt-C; (4) HFD-wt-WAS; (5) HFD-Met-C;

(6) HFD-Met-WAS.

Microbiota experiment

Donor mice: After 12 weeks of SD or HFD, C57B1/6 mice were euthanized, the cecal contents
were collected and kept on ice till the transplantation. Briefly, the cecal contents were weighed,
diluted in sterile phosphate-buffered saline (PBS; 4.75/1v of cecal content) and then centrifuged

for 20 sec at 500 rpm. Supernatants were collected and pooled depending on the respective
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groups (HFD, SD). Aliquots of each cecal content and 100 pl of each pool were stored at

(-80 ° C) for further bacterial investigations.

Recipient mice: Conventional C57B1/6 mice received by oral gavage (10 uL/g of body weight)
a broad spectrum antibiotic cocktail [consisting of ampicillin (10 g/L; Sigma Aldrich),
metronidazole (10 g/L; Sigma Aldrich), neomycin trisulfate salt hydrate (10 g/L; Sigma
Aldrich), vancomycin hydrochloride hydrate (5 g/L; Sigma Aldrich) and amphotericin B (0.1
g/L; Sigma Aldrich)], twice a day, 7 days before receiving a transplant of the cecal content of
donor mice. To limit the development of fungal species, antifungal solution of amphotericin B
(0.1 g/L; Sigma) was administered twice a day over 3 days prior the antibiotic intervention. To
counteract the gastric acidity, mice received a filtered solution of NaHCO3 (0.1 g/mL; Sigma
Aldrich) 30 min before the cecal microbiota transplant (MT). Then, recipient mice received 200

ul of the respective pools (HFD, SD) of cecal content (240 mg of content/ml) by oral gavage.

Five days after cecal transplantation, recipient mice were exposed or not to WAS. We obtained

4 groups: (1) SDMT-C; (2) SDMT-WAS; (3) HFDM'-C; (4) HFDMT-WAS.

Glucose tolerance test

After an overnight fasting with free access to water, mice were i.p. injected with glucose at 1
g/kg of body weight. Blood plasma glucose concentrations were measured from tail vein blood
sampling at various times using a FreeStyle Papillon Vision glucometer (Abbott France,

Rungis, France).

Tissue sampling
Mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of ketamine/Largactil (40 and 1 mg.kg-

1, respectively). Blood samples were collected, centrifuged (4°C, 3000 rpm, 15 minutes) and
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plasma was frozen at -80°C. Colonic samples were collected, washed with ice-cold PBS,
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for further analysis. Samples of cecal
content and fresh colon were also collected to evaluate microbiota and paracellular

permeability, respectively.

Whole intestinal and colonic permeability assessment

At the day 10 of WAS, after a 6-hour fasting period, FITC-dextran (4 kDa, 40 mg/mL) was
administered by oral gavage at 10 uL/ g of body weight. Three hours later, the last WAS
procedure was performed and mice were then immediately euthanized for blood collection.
Colonic permeability was assessed by measuring FITC-dextran (4 kDa) fluxes in Ussing
chambers as previously described [17]. The fluorescence level of FITC-dextran either in serosal
medium or in plasma (excitation at 485 nm, emission at 535 nm) was then measured in 96-well

black plate with spectrometer Chameleon V (Hidex, Turku, Finland).

qRT-PCR

Mucosal total RNA was extracted from samples as previously described [18]. After reverse
transcription of 1.5 ug total RNA into cDNA by using 200 units of SuperScript™ II Reverse
Transcriptase (LifeTechnologies, Cergy-Pontoise, France), qPCR for quantification of pro-
inflammatory cytokine (IL-1B, TNF-a) was performed by SYBR™ Green technology on
BioRad CFX96 real time PCR system (BioRad Laboratories, Marnes la Coquette, France) in
duplicate for each sample. GAPDH was used as the endogenous reference gene and primers

have been previously detailed [17].
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Quantitative analysis of natural bacterial communities in cecal content

The total genomic DNA from each cecal content sample was extracted using a Qiagen QIAamp
DNA stool kit by following a protocol recently adapted [19], then resuspended in 200 pl of
Tris-EDTA buffer (10 mM Tris HC, pH 8, 0.5 mM EDTA), and quantified with an the
nanodrop® 2000 / 2000c spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, US).

We established gPCR assays for the specific quantification of 3 bacterial phyla: Eubacteria,

Bacteroidetes, Firmicutes. Eubacteria was used as the endogenous reference gene.

Western blot analysis

Colonic mucosa was homogenized in ice-cold lysis buffer containing 0.1% protease inhibitor
cocktail (Sigma Aldrich) and western blot was performed as previously described [20]. Briefly,
proteins (25 pg) were separated on 4-20% glycine resolving gels (Biorad Laboratories) and
transferred to a nitrocellulose membrane (GE Healthcare, Orsay, France), which was blocked
for 1 hour at room temperature with 5% (w/v) non-fat dry milk in Tris Buffered Saline (TBS)
(10 mmol/L Tris, pH 8; 150 mmol/L NaCl), plus 0.05% (w/v) Tween 20. Then, an overnight
incubation at 4°C was performed with anti-occludin or anti-claudin 1 (1:1000,
LifeTechnologies) or with mouse anti-B-actin (1:1000, Sigma Aldrich) antibodies. After three
washes in a blocking solution of 5% (w/v) non-fat dry milk in TBS/0.05% and Tween 20, a
lhour incubation with peroxydase-conjugated goat anti-rabbit or anti-mouse IgG (1:5000;
Dako) was performed. After three additional washes, immuno-complexes were revealed by
using the Enhanced Chemiluminescence (ECL) detection system (GE Healthcare). Protein
bands were quantified by densitometry using ImageScanner III and ImageQuant TL software

(GE Healthcare).

121



Corticosterone assay
Corticosterone was measured by using a commercial serum corticosterone enzyme

immunoassay kit according to the manufacturer's instructions (Abnova, Ann Arbor, MI).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software Inc, San
Diego, CA, USA). To compare two groups, t-test or Mann-Whitney test was used, as
appropriate. If variances significantly differed between groups (Bartlett’s test) or if normality
test was not passed (Kolmogorov-Smirnov test), Mann-Whitney test was performed. To
compare three groups or conditions, statistical analysis consisted in two-way ANOVA (WAS
x Treatment (TT)) followed by Bonferroni post-tests. For all tests, p<0.05 was considered

significant.
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Results

After 12 weeks, HFD induced 17.8 g of body weight compared to 7.5 g in SD that was only
related to an increase of fat mass. Lean mass remained unchanged between HFD and SD groups
(Figure 1A). Ob/ob mice showed higher body weight than HFD mice, as well as higher
percentage of fat mass (Figure 1B, C). HFD mice had higher fasting glycaemia compared with
SD and ob/ob mice (Figure 1D) even if both HFD and ob/ob mice showed glucose intolerance
(Figure 1E, F). Indeed, plasma glucose was increased at 15, 30, 60 and 90 min in HFD mice

and at 15, 60 and 90 min in ob/ob mice compared with SD.

We have then submitted HFD mice to WAS. To evaluate colonic motility, we monitored the
number of output feces during WAS procedure. HFD and SD mice showed an increase of output
feces number in response to WAS compared to HFD-C and SD-C, respectively (Figure 2A).
However, the number of output feces was lower in HFD-WAS than in SD-WAS. Ob/ob mice
showed a similar response with an increase of colonic motility in response to WAS (Figure 3A).
Serum corticosterone was unchanged in SD-WAS compared to SD-C that is in accordance with
previous data [17] and in HFD mice (Figure 2B). By contrast, HFD-WAS mice exhibited a
marked increase of serum corticosterone compared with other groups. Both ob/ob-C and
ob/ob-WAS mice had an increase of corticosterone compared with lean mice (Figure 3B). To
evaluate whole intestinal permeability, mice were administered by oral gavage with FITC-
dextran 4kDa that was then measured in plasma. Plasma FITC-D concentration was increased
in HFD-C mice (+37%) but more markedly in HFD-WAS mice (+152%) compared with SD
(Figure 2C). Indeed, HFD-WAS exhibited a significant increase of plasma FITC-D compared
to other 3 groups. In ob/ob mice, we did not observe a similar pattern, since plasma FITC-D
concentration remained unaffected both in ob/ob-C and ob/ob-WAS groups (Figure 3C). We
then focused on colon to evaluate paracellular permeability by Ussing chambers. We observe a

trend for an increase of colonic permeability in SD-WAS compared to SD, but difference did
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reach significance (p=0.085). HFD mice exhibited a similar increase of colonic permeability
whatever the presence of WAS or not (Figure 2D). Again, ob/ob mice showed different
response compared to HFD. A trend for a decrease of colonic permeability was observed in
ob/ob-C mice (p=0.095) whereas ob/ob-WAS exhibited higher colonic permeability than in
ob/ob-C (+84%, p<0.05) but similar to lean-C group (Figure 3D). These discrepancies may be
explained by different alterations of tight junction protein expression. Occludin expression was
reduced in SD-WAS, HFD-C and HFD-WAS groups compared with SD-C (Figure 2E), while
there was no difference in claudin-1 expression between groups. Both occludin and claudin-1
expression remained unchanged in ob/ob mice (Figure 3E, F). IL-1 mRNA level, used as a
marker of inflammatory response, was increased in HFD-C and HFD-WAS mice compared
with SD-C (Figure 2F). We did not observe difference between HFD-C and HFD-WAS groups.

Ob/ob mice did not show any significant difference for IL-1p (Figure 3G).

As HFD and ob/ob mice showed different pattern of response to WAS, we choose to focus on
the role of leptin because of leptin deficiency in ob/ob mice and on the role of glycaemia

because of higher fasting glycaemia in HFD mice (Figure 1D).

To evaluate the role of leptin, we injected wild type C57bl/6 mice with leptin to reproduce
increased plasma level of leptin in diet-induced obese mice. During WAS, leptin-treated mice
exhibited increased number of output feces (Figure 4A), but no modification of plasma
corticosterone concentration (data not shown), of whole intestinal permeability evaluated by
plasma FITC-D (Figure 4B) and colonic permeability (Figure 4C). In accordance, tight junction
protein expression (occludin and claudin-1) remained unaffected (data not shown). Leptin-

treated mice only showed increased colonic IL-1B8 mRNA in response to WAS (Figure 4E).

To evaluate the putative role of glycaemia in the regulation of intestinal permeability in HFD

mice during WAS, we performed an additional experiment in HFD mice treated or not with
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Metformin for 20 days. Similarly to the previous experiment, HFD induced body weight gain
(Figure 5A) related to fat mass gain (Figure 5B). HFD mice exhibited higher fasting glycaemia
and glucose intolerance compared with SD mice (Figure 5 C, D). After 20 days of metformin
treatment, HFD mice showed a partial restoration of fasting glycaemia in both mice submitted
to WAS (HFD-met-WAS) or not (HFD-Met-C). In mice submitted to WAS, fasting glycaemia
was significantly reduced after metformin treatment compared to HFD-wt-WAS (Figure 6A).
Interestingly, WAS induced a weight loss in both SD and HFD mice but metformin blunted
body weight loss (Figure 6B). The number of output feces increased in SD-wt-WAS and HFD-
wt-WAS mice compared with SD-wt-C and HFD-wt-C, respectively, as observed in the first
experiment (Figure 6C). In metformin-treated mice, we observed an increase of output feces in
both mice submitted to WAS or not (Figure 6C), suggesting an enhanced colonic motility in
metformin-treated mice. Plasma corticosterone concentration was affected by WAS procedure
(p (WAS) = 0.006, two-way ANOVA) but metformin had no effect (Figure 6D). Similarly,
whole intestinal permeability was affected by WAS (p(WAS)=0.046, two-way ANOVA)
without effect of metformin treatment (Figure 6E). Both WAS and HFD induced an increase of
colonic paracellular permeability (Figure OF). Interestingly, metformin partially restored
colonic permeability only in HFD-Met-C mice but not in HFD-Met-WAS mice. However,
metformin was not able to restore tight junction protein expression, occludin and claudin-1,
in the colon of mice submitted or not to WAS (Figure 6 G, H). Concerning colonic
inflammatory response, metformin only restored IL-1p mRNA level in HFD mice submitted to

WAS (Figure 6I).

Thus, our data showed that neither leptin injections were able to mimic HFD mice response to
WAS nor metformin treatment reduced intestinal permeability suggesting that other
mechanisms or pathways should be involved. We then evaluated the putative effects of gut

microbiota. For this purpose, we performed microbiota transplantation (MT) experiment.
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A third experiment was done with HFD that reproduced previous data with higher body weight
gain (Figure 7A) and glucose intolerance (Figure 7 B,C) in HFD mice than in SD mice. In
addition, HFD mice also exhibited increased colonic permeability compared with SD (Figure
7D). Cecal contents of SD and HFD mice were then taken and transferred to antibiotic-treated

recipient mice. After 5 days, recipient mice were then submitted or not to WAS.

Mice receiving microbiota from SD (SDMT) tended to loss body weight in response to WAS
whereas mice receiving microbiota from HFD (HFDMT) showed a trend for an increase.
Consequently, body weight change was significantly different between SDM-WAS and
HFDMT-WAS groups (Figure 7E). In response to WAS, both SDMT and HFDM? exhibited an
increase of the number of output feces (Figure 7F), while plasma corticosterone concentration
remained unaffected (Figure 7G). Surprisingly, in response to WAS, we observed that whole
intestinal permeability (Figure 7H) and colonic permeability (Figure 7I) decreased in both SDMT
and HFDMT groups (p(WAS)<0.05, two-way ANOVA). Colonic occludin expression was only
reduced in HFDMT™-WAS mice compared to other groups (Figure 7J). Colonic claudin-1
expression (Figure 7K) and IL-1p mRNA (Figure 7L) were increased in SDMT-WAS and
HFDMT-C compared with SDM'-C but not in HFDMT-WAS. Mice receiving microbiota
from HFD donor mice did not reproduce the phenotype of HFD mice in response to WAS
while MT seemed to be effective. Indeed, Cecal DNA content was reduced both in HFD
donor mice and in mice receiving microbiota from HFD (Figure 8 A, B). In addition, the
Firmicutes/Bacteroidetes ratio, which was increased in HFD donor mice, remained

higher in recipient mice (p (HFD)=0.041, two-way ANOVA, Figure 8 C, D)
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Discussion

In the present study, we report that diet-induced obesity exacerbates intestinal
hyperpermeability in response to stress that may partially explain the increased prevalence of
IBS previously reported in severe obese patients [13]. In addition, our data also suggest that
neither leptin nor glycaemia contribute to this response, as well as gut microbiota.

Recently, Schneck et al reported that the prevalence of IBS increased to 30% in severe obese
patients [13] compared to 4.7% in general population in France [6]. Even if obesity and IBS
share pathophysiological mechanisms at the intestinal level, this increased prevalence remains
unexplained. In the present study, we showed that HFD mice submitted to WAS model
exhibited enhanced intestinal permeability compared to obese mice and to non-obese WAS
mice that was associated with increased plasma corticosterone. Previous data showed that both
HFD-induced obesity [21] and WAS [17, 22] are associated with increased intestinal
permeability. In IBS patients, increased intestinal permeability has been described in many
studies [11, 23-25] with alterations both in the small intestine [26, 27] and in the colon [10, 15,
28]. In obese patients, increased intestinal permeability has also been reported in some studies
[5, 29]. Interestingly, we previously showed that colonic occludin expression was more
markedly decreased in obese IBS patients compared with non-obese IBS patients [15].
However, in the present study, colonic permeability was mainly affected by obesity and colonic
occludin expression was similarly reduced in WAS, obese and WAS-obese mice. Interestingly,
ob/ob mice did not reproduce the results observed in HFD mice. Intestinal permeability was not
increased in ob/ob mice compared with littermate controls. Those data are in accordance with
previous paper showing no difference of intestinal permeability between ob/ob mice and wild
type mice of the same strain [30] while enhanced permeability has been reported in other papers
[31, 32]. However, leptin injections was not able to reproduced HFD-induced intestinal

hyperpermeability. Again, published data are controversial since leptin has been shown to
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increase paracellular permeability in vitro [33, 34] but leptin alleviated gut barrier function in
vivo [35]. Le Dréan et al speculate that leptin may have different effects on intestinal
permeability whether leptin binds its receptor on apical or basal epithelial side [36]. These data
suggest that leptin pathway seems to be not involved in the specific HFD mice response to
stress.

Then, we focused on the role of glycaemia since HFD mice exhibited glucose intolerance but
also high fasting glycaemia. In addition, Thaiss et al recently reported that hyperglycaemia
drives intestinal barrier dysfunction [37]. Metformin is a widely-used drug that results in clear
benefits in relation to glucose metabolism and diabetes-related complications [38]. In our study,
metformin partially restored fasting glycaemia and colonic permeability in unstressed HFD
mice. Recent data underlined that metformin reduced epithelial paracellular permeability in
Caco-2 cells [39], or in vivo during inflammatory [40, 41] and stress models [42, 43].
Nevertheless, in our study, metformin failed to improve intestinal permeability in stressed HFD
mice that was not yet described to our knowledge. These data suggest that stress and diet-
induced obesity may interact limiting the effects of metformin.

Finally, we choose to focus on gut microbiota since gut dysbiosis has been reported both in IBS
[9] and obese patients [44]. Cecal microbiota transplantation from HFD mice in antibiotics-
treated recipient mice did not reproduce the effects observed in stressed HFD mice suggesting
that the gut microbiota did not trigger the exacerbation of intestinal permeability in stressed
HFD mice. Interestingly, the prevalence rates of dysbiosis has been evaluated in IBS patients
with and without morbid obesity. The authors reported higher rates of dysbiosis in groups with
morbid obesity whatever the presence or not of IBS [45].

Our study has some limitations. Indeed, we were not able to determine the exact mechanisms
involved in the exacerbation of intestinal permeability occurring in stressed HFD mice. Leptin

pathway and glycaemia seem to be not involved. However, dose-dependent effects and the route

128



of leptin and metformin administrations may explain the absence of specific effects on intestinal
permeability, even if both leptin and metformin treatments have been effectively confirmed by
colonic IL-1p and glycaemia changes, respectively. In addition, our data should be confirmed
by using other approaches like germ-free mice for instance. Finally, in the present study, due to
the high fat diet, WAS procedure was performed in 5 months old mice. We cannot exclude that

the response to WAS could be different compared to younger mice [17, 22].

In conclusion, stress induced a more marked intestinal barrier dysfunction in diet-induced obese
mice compared with non-obese mice that seems to independent of leptin, glycaemia and gut
microbiota. The exacerbated intestinal barrier dysfunction may contribute to the increase of IBS
prevalence in morbid obese patients. These data should be further confirmed and the role of

diet composition should be investigated.
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Figure 1: Body weight, body composition and glycaemia in mice with diet-induced and
genetic obesity. Changes of body weight, fat mass and lean mass in mice receiving standard
diet (SD, open bars) or high fat diet (HFD, blue bars) during 12 weeks (A). Body weight (B.),
body composition (C.) and fasting glycaemia (D.) in mice receiving SD, HFD or in ob/ob mice.
Glycaemia (E.) and area under the curve of glycaemia (F.) in response to i.p. glucose tolerance
test in mice receiving SD, HFD or in ob/ob mice. *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001. (E.)

values without a common letter significantly differ, p<0.05.
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Figure 2: Response to water avoidance stress in mice with diet-induced obesity. Output
feces number (A.), plasma corticosterone (B.) and plasma FITC-dextran 4kDa (C.) measured
in mice receiving during 12 weeks standard diet (SD) or high fat diet (HFD) and submitted to
water avoidance stress (WAS) or not (c). Colonic samples were obtained and placed in Ussing
chambers or immediately frozen. Serosal side concentrations of FITC-dextran 4kDa of colonic
samples placed in Ussing chambers (D.), colonic occludin expression (E.) and IL-1 mRNA
level (F.) in mice receiving during 12 weeks SD or HFD and submitted to WAS or not. Values

without a common letter significantly differ, p<0.05.
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Figure 3: Response to water avoidance stress in mice with genetic obesity. Output feces
number (A.), plasma corticosterone (B.) and plasma FITC-dextran 4kDa (C.) measured in lean
and ob/ob mice submitted to water avoidance stress (WAS) or not (c). Colonic samples were
obtained and placed in Ussing chambers or immediately frozen. Serosal side concentrations of
FITC-dextran 4kDa of colonic samples placed in Ussing chambers (D.), colonic occludin (E.)
and claudin-1 expression (F.) and IL-1p mRNA level (G.) in lean and ob/ob mice submitted to

WAS or not. Values without a common letter significantly differ, p<0.05.
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Figure 4: Response to water avoidance stress in mice receiving leptin injections. Output
feces number (A.) and plasma FITC-dextran 4kDa (B.) measured in mice receiving during 20
days 1.p. injections of vehicle (CT) or leptin (Lept) and submitted to water avoidance stress
(WAS) or not (c). Colonic samples were obtained and placed in Ussing chambers or
immediately frozen. Serosal side concentrations of FITC-dextran 4kDa of colonic samples
placed in Ussing chambers (C.) and colonic IL-1 mRNA level (E.) in vehicle or leptin treated

mice submitted to WAS or not. Values without a common letter significantly differ, p<0.05.
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Figure 5: Body weight, body composition and glucose tolerance in diet-induced obese

mice. Body weight (A.) and body composition (B.) in mice receiving standard diet (SD) or high

fat diet (HFD) during 10 weeks. Glycaemia (C.) and area under the curve of glycaemia (D.) in

response to 1.p. glucose tolerance test in mice receiving SD or HFD. *** p<0.001 vs SD.
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Figure 6: Response to water avoidance stress in diet-induced obese mice receiving
metformin injections. Body weight changes (A.), fasting glycaemia (B.), plasma
corticosterone (C.), output feces number (D.) and plasma FITC-dextran 4kDa (E.) measured in
mice receiving standard diet (SD) or high fat diet (HFD) during 12 weeks, receiving drinking
water alone (wt) or with metformin (Met) and submitted to water avoidance stress (WAS) or
not (c¢). Colonic samples were obtained and placed in Ussing chambers or immediately frozen.
Serosal side concentrations of FITC-dextran 4kDa of colonic samples placed in Ussing
chambers (F.), colonic occludin (G.) and claudin-1 expression (H.) and IL-1 mRNA level (I.)
in mice receiving SD or HFD during 12 weeks, receiving or not Met and submitted or not to

WAS. Values without a common letter significantly differ, p<0.05.
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Figure 7: Response to water avoidance stress in mice receiving cecal microbiota from diet-
induced obese mice. Body weight (A.), glucose tolerance test (B., C.) and plasma FITC-
dextran 4 kDa in mice receiving standard diet (SD) or high fat diet (HFD) during 12 weeks.
Body weight changes (E.), output feces number (F.), plasma corticosterone (G.), and plasma
FITC-dextran 4kDa (H.) measured in mice receiving cecal microbiota from SD (SDMT) or HFD
(HFDMT) mice and then submitted to water avoidance stress (WAS) or not (c). Colonic samples
were obtained and placed in Ussing chambers or immediately frozen. Serosal side
concentrations of FITC-dextran 4kDa of colonic samples placed in Ussing chambers (I.),
colonic occludin (J.) and claudin-1 expression (K.) and IL-1p mRNA level (L.) in SDMT and
HFDMT mice submitted or not to WAS. (A-D) **, p<0.01; *** p<0.001 vs SD. (E-L) values

without a common letter significantly differ, p<0.05.
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Figure 8: Cecal DNA content and Firmicutes/Bacteroidetes ratio in mice receiving cecal
microbiota from diet-induced obese mice. Donor mice receiving either standard diet (SD) or
high fat diet (HFD) during 12 weeks. Recipient mice (SDMT and HFDMT) received, respectively,
cecal microbiota from SD or HFD donor mice and were then submitted to water avoidance
stress (WAS) or not (c). Cecal DNA content measured in donor (A.) and recipient mice (B.).
Firmicutes/Bacteroidetes ratio measured in cecal content from donor (C.) and recipient (D.)
mice. (A, C) *, p<0.05 vs SD. (B, D) values without a common letter significantly differ,
p<0.05.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Ce projet de recherche s’intéresse au role de la barriére intestinale dans la
physiopathologie des maladies présentant des troubles gastro-intestinaux. Parmi ces maladies,
nous nous sommes focalisés sur le SII ainsi qu’au lien entre 1’obésité et le SII qui constitue
aujourd’hui un sujet de recherche en pleine expansion et qui fait 1’intérét de plusieurs études

récemment publiées.

Dans la premiere étude, nous avons évalué la perméabilité intestinale dans deux
modeles « SII-Like » mimant les symptomes retrouvés chez les sujets SII, puis le role du
protéasome dans la régulation de la fonction de barriere intestinale dans ces deux modeles. Les
modeles utilisés représentent deux aspect différents de la physiopathologie du SII : d’abord le
SII-post inflammatoire représenté par le modele post-TNBS qui a permis de reproduire les
symptomes « SII-Like » présents chez les patients atteints de MICI lors des phases de rémission
(334) ; puis le modele WAS qui nous a permis d’évaluer 1’effet du stress sur la fonction de

barriere intestinale (335).

Par cette étude, nous avons pu valider les deux modeles SII-Like dans un premier temps puis
montrer une augmentation de la perméabilité intestinale dans les deux modeles. Les résultats
de cette étude ont également pu mettre en évidence des altérations de I’activité et de la
composition du protéasome. En effet, une augmentation de 1’activité trypsine-like et du ratio
B2i/ B2 était retrouvée dans les deux modeles WAS et post-TNBS. Ces altérations semblent
similaires a celles précédemment décrites, dans une étude réalisée par notre laboratoire, au
niveau de la muqueuse colique de patients SII (336). De plus, comme dans le type de SII-post
inflammatoire, une activation de 1’activité chymotrypsine-like a été décrite chez les patients
MICI en rémission (111). Ces altérations au niveau du protéasome semblent étre corrélées a
une augmentation de la perméabilité intestinale démontrée par une diminution de 1’expression
de I’occludine au niveau colique. Penser a I’inhibition du protéasome était donc une éventuelle
solution afin de limiter I’hyperperméabilité intestinale qui semble étre dépendante du
protéasome. Nous avons pu montrer par la suite, qu’une inhibition pharmacologique sélective
de I’immunoprotéasome diminuait I’hyperperméabilité intestinale dans les deux modeles SII-
Like, avec une restauration de 1’expression de 1’occludine. De fagon similaire, I’inhibition
génétique par l’utilisation de souris invalidées pour le géne codant la sous-unité B2i du
protéasome (f2i -/-), a appuyé le role du protéasome dans la régulation de la perméabilité

intestinale dans le modéle WAS. L’expression de I’occludine a également été restaurée chez la
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souris (B2i -/-). En effet, au niveau de la muqueuse colique de patients SII, une étude réalisée
par notre laboratoire a décrit une augmentation de la dégradation de ’occludine qui était

dépendante du protéasome (336).

Pour mieux comprendre le role du protéasome dans la physiopathologie du SII, nous
avons décidé donc de comparer le protéome colique de souris (B2i -/-) a celui des souris
sauvages en réponse au WAS, ce qui pourrait permettre d’identifier les voies régulées par le
protéasome au cours du SII. Dans cette étude, nous avons pu montrer une altération du protéome
colique chez les souris stressées (WAS), principalement les protéines du systeme ubiquitine-
protéasome impliquées dans le métabolisme énergétique mitochondriale ainsi que dans la voie
de signalisation NF-xB. Nous avons également pu montrer que 1’utilisation des souris (2i -/-)
modifie le profil du protéome au stress en augmentant 1’expression d’une enzyme de
déubiquitination nommée UCH-L3 qui semble étre impliquée dans la réponse inflammatoire.
En effet, la surexpression de UCH-L3 inhibe I’activit¢ du complexe de 1’ubiquitine ligase
cellulaire SCFP — TrCP E3. Cette derniere induit [’ubiquitination et la dégradation de substrats
phosphorylés, dont I-xB, I’inhibiteur du NF-xB (337). Fait intéressant, 1’ubiquitome des
patients SII semble étre altéré. Effectivement, une diminution de plusieurs protéines
ubiquitinées impliquées dans la voie de signalisation NF-kB est décrite par notre étude. En
outre, les souris (B2i -/-) présentent également une diminution de la protéine GDH1, une enzyme
impliquée dans le métabolisme énergétique de la mitochondrie particulierement dans la
néoglucogénese assurant la conversion de la glutamine en glutamate. Il a ét¢ démontré par
différentes études, dans des conditions expérimentales inflammatoires, une amélioration de la
fonction de barriere intestinale (338), une régulation du systeme ubiquitine-protéasome (339)
et une restauration de 1’expression des protéines de JS du coélon (222) a la suite d’une

supplémentation en glutamine.

En effet, dans les deux études présentées, nous avons évalué I’effet de la glutamine sur
la fonction de barriere intestinale et 1’inflammation intestinale. Une supplémentation en
glutamine chez la souris a permis de limiter I’hyperperméabilité intestinale dans les deux
modeles « SII-Like », probablement en restaurant I’expression de I’occludine, ce qui corrobore
des données préalablement publiées (338). L’inflammation intestinale était diminuée et une
réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires était observée. Zhou et al, ont
récemment montré qu’une réduction de la glutamine synthase au niveau du colon des patients
SII-D peut conduire a une diminution de 1’expression de la claudine-1 et par conséquent une

augmentation de la perméabilité intestinale (221). De plus, lors d’une étude réalisée dans notre
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laboratoire, il a été démontré, ex vivo, qu'une supplémentation en glutamine permettait
d’augmenter 1’expression de la claudine-1 au niveau de la muqueuse colique de patients SII-D
(222). Ces travaux sont en accord avec une étude clinique randomisée récente montrant les
effets bénéfiques d’une supplémentation en glutamine par voie orale pendant 8 semaines chez
les patients SII (340). La glutamine semble donc jouer donc un rdle important au niveau

intestinal, cependant, les mécanismes d’action restent a élucider.

Par conséquent, les souris exposées au WAS représentent bien un bon modele SII-Like, avec
une augmentation de la motricité colique, une inflammation de bas grade ainsi qu’une
hyperperméabilité intestinale qui ont €té retrouvées au niveau colique. Des TFI qui semblent

étre les conséquences de la perturbation de la barriere intestinale.

Dernierement, une augmentation des TFI a été également révélée chez des patients
obéses de garde IIl. En effet, ’obésité aujourd’hui n’est plus qu’une conséquence a
I’augmentation de la prise alimentaire mais s’avere d’une physiopathologie complexe et
multifactorielle et implique la réponse intestinale. Une association entre I’obésité et le SII qui
semble significative, a été soutenu par plusieurs études (341,342). D’autres études ont échoué
a montrer cette association (343). De plus, il a ét€ montré par différentes études une prévalence
du SII de 18% chez les patients obeses candidats a la chirurgie bariatrique (augmentation
marquée chez les femmes: 24% pour les femmes / 12% pour les hommes (344) voire 30% dans
une autre étude (231), une prévalence tres élevée par rapport a celle chez les sujets non obeses
qui est évaluée a 4,7% (345). Différents mécanismes pourront €tre impliqués dans
I’augmentation de la prévalence du SII chez les patients obeses dont les facteurs psychosociaux
tels que le stress impliquant des troubles psychologiques, le régime alimentaire, la dysbiose ou
encore I’inflammation.

La perméabilité intestinale a fait ’objet de recherche de plusieurs études y compris
dans 1’obésité et le syndrome de I’intestin irritable. En effet, dans notre derniere étude, notre
modele animal d’obésit¢ induite par une HFD montre, en réponse au WAS, une
hyperperméabilité intestinale exacerbée, qui était associée a une augmentation de la
corticostérone plasmatique. L’expression de 1’occludine était également diminuée chez les
souris WAS-non-obéses, obeses et WAS-obeses. Fait intéressent, il a €té démontré dans
plusieurs études dans le cas d’une obésité ou d’un SII, une augmentation de la perméabilité

intestinale. Dans des études précédentes, nous avons montré une diminution significative de
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I’expression de 1’occludine dans les biopsies coliques de patients SII-obeses comparés aux
patients SII-non obeses (346). Pour appuyer ces résultats, nous avons ensuite cherché a étudier
la réponse des souris génétiquement obéses (ob/ob) au WAS. Le modéle d’obésité génétique
n’a pas reproduit les résultats observés chez les souris HFD. Si les données de
I’hyperperméabilité intestinale sont concordantes chez les rongeurs nourris avec une HFD,
celles concernant les souris génétiquement obeses restent contradictoires. Certaines d’entre
elles montrent une hyperperméabilité intestinale chez les souris ob/ob (347). Cependant,
d’autres ¢tudes ne montrent pas de différence dans la perméabilité intestinale entre les souris
ob/ob et leurs controles de méme fond génétique (348). 1l faut savoir que nos deux modeles
d’obésité présentaient une augmentation du poids corporel et de la masse grasse. IIs présentaient
également un augmentation de la glycémie qui était plus marquée chez les souris HFD. Nous

avons donc pensé a 3 facteurs pouvant influer sur la perméabilité intestinale dans 1’obésité

associée au stress : la leptine, la glycémie, ou le microbiote intestinal.

Nous savons d’ores et déja que les sujets obeses présentent un taux élevé de la leptine
au niveau plasmatique alors que les souris ob/ob sont déficientes pour le géne de la leptine. Ces
données en plus de nos résultats, nous ont mené a étudier le role de la leptine dans la régulation
de la perméabilité intestinale. Il faut savoir que les données sur I’effet de la leptine sur la barriére
intestinale sont controversées. Certaines études démontrent que la leptine est capable de
modifier la structure épithéliale. En effet, la paroi cellulaire épithéliale exposée a la leptine
présente une anomalie structurelle (349). De plus, il a ét€ démontré, in vitro, que le traitement
des cellules Caco-2 par la leptine entrainait une altération des JS et par conséquent une
augmentation de la perméabilité paracellulaire. Cet effet de la leptine semble étre médié par
’activation de la voie de signalisation JAK2 / STAT3, dépendante du récepteur de la leptine,
impliquant une cascade de signalisation telles que PI3K / Akt / ERK1 /2 (350). Dans une autre
étude, la leptine apicale semble diminuer les taux d'expression des genes codant pour les
protéines de JS, telles que la ZO-3, la Claudine-5 et I’occludine, et augmenter 1’expression de
génes pro-inflammatoires tels que 1’IL-6 et le TNF-a (350). En revanche, d’autres études in
vivo, montre un effet anti-inflammatoire apres traitement a la leptine, ainsi qu’une amélioration
de la fonction de barriere intestinale (351). Le Dréan et al, propose que la leptine pourrait avoir
des effets différents sur la perméabilité intestinale, selon la liaison a son récepteur du coté
épithélial apical ou basal (352). Néanmoins, dans notre étude, 1’injection de la leptine n’a pas

reproduit I’hyperperméabilité intestinale retrouvée chez les souris HFD stressées. Ces données
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suggerent que la voie de la leptine ne semble pas étre impliquée dans la réponse au stress des

souris HFD.

En outre, notre modele de souris HFD présentait une intolérance au glucose mais aussi une
glycémie a jeun élevée, raison pour laquelle nous nous sommes focalisés sur le role de la
glycémie dans la régulation de la fonction de barricre intestinale. En effet, I’hyperglycémie
retrouvée dans des modeles murins d'obésité et de diabete, semble déterminer la perméabilité
de la barriere intestinale, par la reprogrammation transcriptionnelle dépendante de GLUT2 des
cellules épithéliales intestinales et par la modification de 1'intégrité des JS (353). En effet,
I'hyperglycémie provoque un transport rétrograde du glucose dans les cellules épithéliales
intestinales via GLUT?2, suivi d'une altération du métabolisme du glucose intracellulaire. Ce
phénomene implique la N-glycosylation de protéines dans le réticulum endoplasmique et
I’appareil de Golgi, une voie considérée comme régulateur clé¢ d’une multitude de fonctions
épithéliales (354). Le traitement de 'hyperglycémie, par la suppression de GLUT?2 spécifique
de I'épithélium intestinal ou de l'inhibition du métabolisme du glucose, rétablit la fonction de
barriere intestinale. Des données récentes ont souligné que la metformine, un antidiabétique,
réduisait la perméabilité paracellulaire épithéliale dans les cellules Caco-2 (355) ou in vivo au
cours de modeles inflammatoires (356,357) et de stress (358,359). Dans notre étude, le
traitement de I’hyperglycémie par la metformine, a partiellement restauré la glycémie a jeun et
la perméabilité colique chez des souris HFD non stressées mais n’a pas réussi a améliorer la
perméabilité intestinale chez des souris HFD stressées. Ces données suggerent que le stress et

I'obésité d'origine alimentaire peuvent interagir, limitant ainsi les effets de la metformine.

Enfin, nous nous sommes intéressés au role du microbiote intestinal. Il a été démontré dans
plusieurs études une dysbiose intestinale au cours de 1’obésité et du SII. En effet, la dysbiose
peut entrainer une perturbation de la barriere épithéliale (360). D’apres Nagpal et al, il existe
un lien étroit entre la dysbiose et 1'obésité, qui provoque des perturbations dans 'homéostasie
du turnover cellulaire intestinal et des fonctions régulatrices de la perméabilité intestinale (361).
Dans une autre étude, il a été démontré que le gavage oral de lait contenant du Lactobacillus
plantarum augmentait 1'expression des protéines de JS, diminuant ainsi la perméabilité de
l'intestin gréle dans un modele expérimental de MICI (362). De plus, au cours du SII,
I’intervention par les probiotiques semble normaliser la motricité intestinale, améliorer la
fonction de barriere intestinale, réduire les taux circulants de cytokines pro-inflammatoires et

améliorer 1'hypersensibilité viscérale (194). Ces modeles animaux supplémentés avec des
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probiotiques et évalués pour la perméabilité intestinale ont permis de confirmer le potentiel du
microbiote a interférer avec la fonction de barriére intestinale. Dans notre étude, les souris HFD
présentaient une dysbiose intestinale évaluée au niveau du contenu caecal. Cette dysbiose était
évaluée par une augmentation du ratio Firmicutes /| Bactéroides. Ce profil du microbiote
intestinal a déja été démontré chez les obeses (251,363). Afin d’évaluer le rdle du microbiote
intestinal dans la régulation de la perméabilité intestinale, nous avons réalisé une transplantation
du contenu caecal des souris HFD chez des souris receveuses C57B1/6 déplétés a 99% de leur
propre microbiote intestinal aprés traitement par un cocktail d’antibiotiques. Les souris
receveuses ont ensuite étaient exposées au WAS. Il a été démontré précédemment que la
transplantation du microbiote fécal de souris ob/ob et de souris obeses induites par différents
régimes, provoque 1'obésité chez les souris receveuses, ce qui conforte 1'idée que le microbiote
intestinal reproduit le méme phénotype, dans cette étude voire 1’obésité (364). En effet, dans
notre étude les souris receveuses présentent également une augmentation du ratio Firmicutes /
Bactéroides retrouvée chez les souris HFD donneuses, ce qui laisse penser a la réussite de la
greffe du microbiote intestinal. Il est intéressant de noter que les taux de prévalence de la
dysbiose ont été évalués, dans une étude chez des patients SII atteints ou non d'obésité massive.
Les auteurs ont rapporté des taux plus élevés de dysbiose dans les groupes souffrant d'obésité
massive, quelle que soit la présence ou non du SII (365). Néanmoins, notre modele n’a pas

reproduit ’hyperperméabilité retrouvée chez les souris HFD stressées.

Notre étude montre quelques limites. En effet, nous n'avons pas été en mesure de
déterminer les mécanismes exacts impliqués dans l'exacerbation de la perméabilité intestinale
survenant chez des souris HFD stressées. La voie de la leptine et la glycémie ne semblent pas
étre impliquées. Cependant, des effets dose-dépendants et la voie d'administration de la leptine
et de la metformine peuvent expliquer l'absence d'effets spécifiques sur la perméabilité
intestinale, méme si les traitements a la leptine et a la metformine ont été confirmés,
respectivement, par des modifications de I’'IL-1p colique et de la glycémie. De plus, nos
données devront étre confirmées en utilisant d’autres approches, comme des souris axéniques.
Enfin, dans la présente étude, en raison du régime alimentaire riche en graisses, la procédure
WAS aété réalisée chez des souris agées de 5 mois. Nous ne pouvons pas exclure que la réponse
au WAS puisse étre différente de celle des souris plus jeunes (366,367). En effet, des études
précédentes évaluant le lien entre 1’obésité et le SII, ont échoué¢ a montrer une association
expliquant ces résultats négatifs par le fait que les sujets obeses étudiés étaient tres jeunes (343),

supposant une apparition du SII chez les personnes obeses généralement d'un 4ge moyen,
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probablement parce que des altérations intestinales ne se développent qu'apres plusieurs années
d'obésité (343). Selon une autre étude réalisée dans une population pédiatrique, 1’age ne semble
pas étre un facteur impliqué dans cette association. Ils montrent une augmentation de la
prévalence du SII chez les enfants obéses comparés aux sujets d’un poids normal (368).

Finalement I’effet de 1’age dans les altérations intestinales restent mitigées.

Dans notre étude, nous avons pu montrer I’implication du protéasome dans le
dysfonctionnement de la barriere intestinale au cours du SII. Il semble étre également impliqué
dans la pathogénese de I’obésité. En effet, il a été démontré des altérations dans la fonction du
protéasome dans 1’obésité, au niveau hépatique mais également dans une autre étude au niveau
des adipocytes, conduisant au développement de I’insulino-résistance et de la stéatose hépatique
(369,370). Il a également été montré qu’un taux faible de 1’'ubiquitine au niveau plasmatique
était associé a une augmentation du TNF-a dans le sang au cours de I’obésité (371). Ignacio-
Souza et al, montrent qu’un dysfonctionnement du protéasome au niveau de I’hypothalamus
des souris HFD conduit a I’accumulation d’agrégats protéiques, probablement impliquées dans
la régulation de I’appétit, et par conséquent accélere la prise alimentaire et le gain de poids
(372). De plus , 1l a été suggéré que les inhibiteurs du protéasome pourraient s'avérer utiles pour
les patients diabétiques en améliorant a la fois la fonction des cellules B et en diminuant la
résistance a l'insuline (373). Toutes ces études montrent une implication du protéasome dans
I’obésité et les complication métaboliques associées. Néanmoins son implication au niveau

intestinal au cours de 1’obésité n’a pas encore été étudiée.

Enfin, les effets sur la sensibilité viscérale devront étre évalués dans de projets futurs. En effet,
la sensibilité viscérale est un symptome important dans la physiopathologie du SII, qui semble
étre également révélé chez les patients avec une obésité massive. Il semble donc important
d’étudier la sensibilité viscérale dans les modéles SII-Like et les modeles d’obésité induite par

des régimes.

En perspectives, le stress induit un dysfonctionnement de la barriere intestinale plus
marqué chez les souris obeses induites par un régime, comparé aux souris non obeses, qui
semble indépendant de la leptine, de la glycémie et du microbiote intestinal. Le

dysfonctionnement de la barriere intestinale exacerbé peut contribuer a 1'augmentation de la
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prévalence du SII chez les patients souffrant d’obésité massive. Ces données devraient étre
confirmées et le role de la composition du régime alimentaire devrait également étre étudié.
En effet, le régime alimentaire est un important facteur du remaniment du microbiome
intestinal. Par exemple, une alimentation riche en graisses (HFD) développe une dysbiose
parallelement a des anomalies systémiques dans le métabolisme de 1'hdte, entrainant 1'obésité
et le diabete de type 2 (374). De plus, le traitement des rats avec des antibiotiques, ayant suivi
un régime riche en graisses, semble avoir altéré le microbiote et réduit les endotoxines et la
perméabilité intestinale, ce qui a permis de conclure que le régime alimentaire module les
bactéries intestinales, qui a leur tour, participe au contrdle de la perméabilité intestinale et a la
survenue d'endotoxémie métabolique (Cani et al., 2008). Il a récemment été suggéré qu’une
alimentation riche en lipide modifie directement l'intégrité de la barriere intestinale en
interagissant avec les CEI (375). De plus, des études précédemment publiées montrent une
exacerbation de la colite expérimentale dans des modeles murins alimentaires et génétiques de
MICI, favorisée par la consommation d’une alimentation riche en graisses (376,377). Les
graisses alimentaires ont été au centre des recherches sur la régulation de la barriere intestinale
en raison de son caractere omniprésent, en particulier dans les pays occidentaux. En effet, chez
I'Homme, une alimentation a l'occidentale est associée a un risque accru de développer une
MICI, une maladie caractérisée par une hyperperméabilité intestinale (4,378).

L’ensemble de ces études montre un role essentiel des graisses alimentaires dans la pathogenese
des maladies intestinales, d'ou la nécessité de comprendre les mécanismes moléculaires sous-

jacents a la perméabilité intestinale a médiation par les graisses alimentaires.

Enfin, par I’ensemble de ces travaux, nous avons pu montrer une augmentation de la
perméabilité intestinale dans les deux modeles « SII-Like », WAS et post-TNBS, des altérations
du protéasome et du protéome colique, impliquant ainsi un éventuel rdle du protéasome dans la
dégradation des protéines de JS ou bien encore des protéines inhibitrices de la voie
inflammatoire. L’ inhibition du protéasome et/ou I’utilisation de la glutamine comme substrat,
semble limiter ’hyperperméabilité colique et modifie le profil protéique colique dans le modele
« S1I-Like ». En outre, notre étude montre une hyperperméabilité exacerbée chez le modele
d’obésité induite par HFD, en réponse au WAS, indépendamment de la voie de la leptine, de la
glycémie et du microbiote intestinal. Ces travaux ouvrent donc de nouvelles stratégies
thérapeutiques visant a rétablir la fonction de barriére intestinale, soit en ciblant le protéasome
soit par une approche nutritionnelle en utilisant la glutamine. En effet , une étude récemment

publiée, montre dans 1’obésité chez 'Homme et I’animal, qu’une supplémentation en glutamine
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peut induire des modifications du microbiote intestinal et de la perméabilité intestinale,
réduisant ainsi le taux de LPS circulants, ce qui contribue a diminuer I’insulino-résistance
(379). En revanche, I’implication du protéasome au niveau intestinal dans 1’obésité n’a pas

encore été étudiée et devrait faire 1’objet d’études futures.
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Abstract: Background: During activity-based anorexia (ABA) in mice, enhanced paracellular
permeability and reduced protein synthesis have been shown in the colon while the gut-brain axis
has received increasing attention in the regulation of intestinal and mood disorders that frequently
occur during anorexia nervosa, a severe eating disorder for which there is no specific treatment.
In the present study, we assessed the effects of oral glutamine (Gln) or branched-chain amino acids
(BCAA) supplementation during ABA to target intestinal functions, body composition and feeding
behavior. Methods: C57BL/6 male mice were randomized in Control (CTRL) and ABA groups.
After ABA induction, mice received, or not, either 1% GIn or 2.5% BCAA (Leu, Ile, Val) for one
week in drinking water. Results: Neither GIn nor BCAA supplementation affected body weight
and body composition, while only GIn supplementation slightly increased food intake. ABA mice
exhibited increased paracellular permeability and reduced protein synthesis in the colonic mucosa.
Oral GIn restored colonic paracellular permeability and protein synthesis and increased the mucin-2
mRNA level, whereas BCAA did not affect colonic parameters. Conclusion: In conclusion, oral
GlIn specifically improves colonic response during ABA. These data should be further confirmed in
AN patients.

Keywords: glutamine; Branched-chain amino acids; Activity-Based Anorexia; Intestinal permeability

1. Introduction

Anorexia nervosa (AN) belongs to eating disorders (ED), as described in the fifth edition of
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V) [1]. AN is a multifactorial disease in
which young women are predominantly represented, as shown in a recent study [2]. Considering
DSM-V, AN is mainly characterized by severe weight loss (BMI <18.5 kg:'m ), persistence of the
inability to change behaviors in a way that resolves the weight loss and the lack of recognition of the
seriousness of body weight. Mortality in AN is around 1-4% [3] due to its comorbidity with other
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RESUME :

Le syndrome de I’intestin irritable (SII) est un trouble fonctionnel d’origine multifactorielle,
impliquant des facteurs environnementaux tels que le stress, I’alimentation et met en jeu un
dysfonctionnement de 1’axe intestin-cerveau, une micro-inflammation, une dysbiose et une
hyperperméabilité intestinale. Le role du protéasome dans la régulation de la barriere intestinale
au cours du SII a été étudié. De plus, ces troubles fonctionnels intestinaux (TFI) ont également
¢été décrits comme exacerbés chez des patients souffrant d’obésité, dont la physiopathologie est
complexe. Néanmoins, les mécanismes impliqués dans cette association restent mal compris et

ont donc €été recherchés.

Dans ce travail, des modeles murins « SII-like » comme le modele de stress « water avoidance
stress » ou WAS et le modele post-inflammatoire « post-TNBS » ont été utilisés afin d’étudier
I’impact d’une inhibition du protéasome sur la régulation de la perméabilité intestinale.
L’inhibition pharmacologique du protéasome par le PR-957 ou I’utilisation de souris
invalidées pour une sous unité B2i du protéasome limite I’hyperperméabilité intestinale.
Une supplémentation orale en glutamine permet également de diminuer la perméabilité
intestinale. Une étude protéomique au niveau colique des souris WAS et une étude de
I’ubiquitome colique de patients souffrant de SII a profil diarrhéique confirment I’implication

du protéasome dans la physiopathologie du SII.

Nous avons ensuite cherché a comprendre le lien entre I’obésité et le SII en combinant des
modeles d’obésité (génétique et induite par une alimentation riche en graisses ou HFD) et le
modele WAS. Seules les souris HFD présentent une exacerbation de I’hyperperméabilité
intestinale et une corticostéronémie plasmatique élevée en réponse au modele WAS. Des études
complémentaires suggerent que ces résultats sont indépendants de la leptine, de la glycémie et

du microbiote intestinal.

Nos travaux proposent donc de nouvelles pistes de prise en charge des patients souffrant de SII,
par intervention nutritionnelle via la glutamine ou en utilisant le protéasome comme cible
thérapeutique. Nous suggérons également un réle de 1’alimentation (riche en graisse) dans le

développement des TFI au cours de 1’obésité.

MOTS CLES : Syndrome de l’intestin irritable, Obésité, WAS, Perméabilité intestinale,

Protéasome.
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ABSTRACT :

Title of the thesis : Regulation of intestinal permeability during irritable
bowel syndrome: role of proteasome and impact of obesity.

Irritable bowel syndrome (IBS) is a multifactorial functional disorder, involving environmental
factors (stress and diet for instance), gut-brain-axis dysfunction, micro-inflammation, dysbiosis
and an alteration of intestinal permeability. The role of the proteasome in the regulation of the
intestinal barrier during IBS has been studied. In addition, these intestinal functional disorders
have also been described in patients with obesity. Nevertheless, the mechanisms underlying an
association of intestinal functional disorders in the obesity context, remain poorly understood

and have therefore been investigated in this thesis.

In this study, "IBS-like" mouse models such as water avoidance stress (WAS) and the post-
inflammatory (post-TNBS) models, were used to study the impact of proteasome inhibition
on the regulation of intestinal permeability. We found that the pharmacological inhibition of
the proteasome (with PR-957) or the use of knock-out mice for a subunit of the proteasome
(B2i -/-) limit intestinal hyperpermeability occured in IBS-Like models. Moreover, we found
that oral supplementation with glutamine also reduces intestinal hyperpermeability, wich, thus,
can be considered as a putative nutritional treatment for IBS. A colonic proteomic study of
WAS mice and a study of colonic ubiquitoma in IBS patients with diarrheal profiles confirmed
the involvement of proteasome in the pathophysiology of IBS.

Therefore, the link between obesity and IBS was examined by combining models of obesity
(ob/ob genetic and high-fat diet [HFD] models) with WAS model. Only HFD mice displayed
enhanced intestinal hyperpermeability and higher plasma corticosterone levels in response to
WAS. Further studies suggest that these results, themselve, are independent of leptin, glycaemia

and gut microbiota.

This study paves new ways of treating patients suffering from IBS, by nutritional intervention
via glutamine or by using the proteasome as a therapeutic target. We also suggest a role of diet

(high fat) in the development of intestinal functional disorders during obesity.

KEYWORDS: Irritable bowel syndrome, Obesity, WAS, Intestinal permeability, Proteasome.
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RESUME :

Le syndrome de I’intestin irritable (SII) est un trouble fonctionnel d’origine multifactorielle,
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dysfonctionnement de 1’axe intestin-cerveau, une micro-inflammation, une dysbiose et une
hyperperméabilité intestinale. Le role du protéasome dans la régulation de la barriere intestinale
au cours du SII a été étudié. De plus, ces troubles fonctionnels intestinaux (TFI) ont également
été décrits comme exacerbés chez des patients souffrant d’obésité, dont la physiopathologie est
complexe. Néanmoins, les mécanismes impliqués dans cette association restent mal compris et

ont donc €été recherchés.

Dans ce travail, des modeles murins « SII-like » comme le modele de stress « water avoidance
stress » ou WAS et le modele post-inflammatoire « post-TNBS » ont été utilisés afin d’étudier
I’impact d’une inhibition du protéasome sur la régulation de la perméabilité intestinale.
L’inhibition pharmacologique du protéasome par le PR-957 ou I’utilisation de souris
invalidées pour une sous unité B2i du protéasome limite I’hyperperméabilité¢ intestinale.
Une supplémentation orale en glutamine permet également de diminuer la perméabilité
intestinale. Une étude protéomique au niveau colique des souris WAS et une étude de
I’ubiquitome colique de patients souffrant de SII a profil diarrhéique confirment I’implication

du protéasome dans la physiopathologie du SII.

Nous avons ensuite cherché a comprendre le lien entre 1’obésité et le SII en combinant des
modeles d’obésité (génétique et induite par une alimentation riche en graisses ou HFD) et le
modele WAS. Seules les souris HFD présentent une exacerbation de I’hyperperméabilité
intestinale et une corticostéronémie plasmatique élevée en réponse au modele WAS. Des études
complémentaires suggerent que ces résultats sont indépendants de la leptine, de la glycémie et

du microbiote intestinal.

Nos travaux proposent donc de nouvelles pistes de prise en charge des patients souffrant de SII,
par intervention nutritionnelle via la glutamine ou en utilisant le protéasome comme cible
thérapeutique. Nous suggérons également un réle de 1’alimentation (riche en graisse) dans le

développement des TFI au cours de I’obésité.

MOTS CLES : Syndrome de l’intestin irritable, Obésité, WAS, Perméabilité intestinale,

Protéasome.



