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RESUME

Les perturbations de I'axe cerveau-intestin-microbiote font I'objet de nombreuses études afin
de mettre au point de nouveaux traitements pour les pathologies intestinales chroniques telles que le
syndrome de l'intestin irritable (SIl). Dans certains cas, a la suite d’une infection gastro-intestinale par
des Entérobactéries et malgré I'élimination de I'agent pathogene, des troubles du transit et des
douleurs abdominales chroniques persistent et peuvent favoriser le développement de symptémes
anxio-dépressifs. Ceci est alors appelé SlIl post-infectieux (SII-PlI). En développant un modéle
préclinique d'infection a Citrobacter rodentium, mes travaux se sont focalisés sur (1) I’étude de l'impact
de la cytokine IL-22 sur les symptomes associés au SlI-PI, (2) I'étude du métabolisme du tryptophane
(Trp), en particulier I'expression d’AhR induite par ses ligands dérivés du microbiote et, (3) I'étude du
microbiote et du métabolome fécal sur les troubles de I'homéostasie suite a la résolution d’'une
infection gastro-intestinale. Ainsi, nous avons montré que le modele murin d'infection a C. rodentium
développe en période post-infectieuse, une hypersensibilité viscérale d’origine colique (HSVC)
persistante, un comportement de type anxieux ainsi que des altérations cognitivo-émotionnelles,
associés a une dysbiose, une inflammation a bas bruit et a une perméabilité intestinale augmentée
montrant qu’il s’agit d’'un modele pertinent pour étudier les mécanismes physiopathologiques du SlI-
Pl. Dans un premier temps, des analyses de métabolomique dirigée ont dévoilé des perturbations
fonctionnelles au niveau fécal en phase post-infectieuse. Le métabolisme du Trp est altéré avec une
diminution de la voie indole et de l'activité d’AhR ainsi qu’une diminution de la production du
tryptophol. La production de la cytokine IL-22 peut étre activée par la voie AhR et représente un acteur
essentiel de I’homéostasie intestinale. Ainsi I'efficacité de la vectorisation d’IL-22 a I'aide d’une souche
de Lactococcus lactis portant un plasmide d'expression eucaryote pour I'lL-22 murine (L. lactis'"=??) a

été testée dans ce modele animal de SII-Pl. Le traitement avec L. lactis'"??

permet d’améliorer les
perturbations associées a I'infection par C. rodentium durant la phase post-infectieuse. Nos résultats
suggeérent que le ciblage de la voie de signalisation AhR/IL-22 atténue les symptomes du SII-PI en
agissant sur l'intégrité de la barriére épithéliale intestinale et les métabolites du Trp dérivés du
microbiote. Les études de métabolomique ont été élargies afin d’identifier les perturbations
fonctionnelles du microbiote fécal induite par l'infection. Ces travaux ont permis de préciser la
physiopathologie du SlI-Pl et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles telle que la
voie AhR/IL-22. De plus, le réle d’autres infections sur les comportements cognitivo-émotionnels de
I’'hote a été étudié dans deux modeles animaux. Une infection chronique parasitaire a Blastocystis chez

le rat a été utilisé afin de mimer un SllI, ainsi qu’une infection chronique aux Escherichia coli

producteurs de colibactine (CoPEC), Entérobactéries associées au cancer colorectal (CCR).



ABSTRACT

Disturbances of brain-gut-microbiota axis are the focus of many studies to develop new
treatments for chronic intestinal pathologies such as irritable bowel syndrome (IBS). In some cases,
after a gastrointestinal Enterobacteriaceae infection, despite pathogen elimination, transit disorders
and chronic abdominal pain persist and can lead to the development of anxiety and depression
symptoms. This is referred to post-infectious IBS (PI-IBS). By developing a preclinical model of
Citrobacter rodentium infection, the aim of my thesis project focused on (1) study the impact of a
cytokine IL-22 on the symptoms associated with PI-IBS, (2) study of tryptophan (Trp) metabolism and
especially the AhR expression induced by its microbiota-derived ligands and (3) study of gut microbiota
and its fecal metabolome on the disorders of intestinal homeostasis following the gastrointestinal
infection. We have shown that the mouse model of C. rodentium infection developed, during the post-
infectious period, a persistent colonic hypersensitivity (CHS), anxiety-related behavior as well as
cognitive-related alterations, associated with a dysbiosis, a low-grade inflammation and an increased
intestinal permeability demonstrating that it is a relevant model to investigate physiopathological
mechanisms of PI-IBS. First, targeted metabolomics analysis revealed fecal functional perturbations
during post-infectious phase. Trytophan metabolism is altered with an indole pathway downregulation
and AhR activity as well as a decrease of tryptophol production. The production of IL-22 cytokine can
be activated by AhR pathway and represents a pivotal mechanism in the maintenance of intestinal
homeostasis. Thus, efficacy of IL-22 delivery using a Lactococcus lactis strain carrying an eukaryotic
expression plasmid for murine 1L-22 (L. lactis'"“??) was tested in this animal model of PI-IBS. L. lactis'"-*
treatment alleviates disturbances associated with C. rodentium infection during the post-infectious
phase. Our results suggest that targeting AhR/IL-22 signaling pathway improves the PI-IBS symptoms
by acting on the intestinal epithelial barrier integrity and microbiota-derived Trp metabolites.
Metabolomics studies were expanded to identify infection-induced functional disturbances of fecal
microbiota. This work allowed to clarify pathophysiology associated with PI-IBS and to identify new
potential therapeutic targets such as AhR/IL-22 pathway. In addition, role of others infections on host
cognitive and emotional behaviors was studied in two animal models. A chronic parasitic infection with
Blastocystis in rats was used to mimic IBS, as well as a chronic infection with colibactin-producing

Escherichia coli (CoPEC), another Enterobacteria associated with colorectal cancer (CRC).
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CHAPITRE 1 :

L’ AXE CERVEAU-INTESTIN-MICROBIOTE

Selon Hippocrate, pere de la médecine moderne, « toute maladie commence dans l'intestin »,
et « la mauvaise digestion est la racine de tous les maux ». Depuis toujours, I'esprit et le ventre ont été
intimement liés. Les changements d’état de I'un affectant le bon fonctionnement de I'autre. Que I'on
ait la peur ou la rage au ventre, la palette des émotions trouve souvent un écho sensoriel dans notre
abdomen. Le dialogue entre I'intestin et le cerveau suscite aujourd’hui un intérét particulier dans la
population générale comme en atteste le nombre d’articles et d’ouvrages de vulgarisation scientifique
consacrés a ce sujet. Il apparait évident que notre tube digestif n’est plus seulement cantonné a son
réle « d’absorbeur de nutriments » mais il est devenu un véritable senseur de notre environnement.
Les atteintes a son intégrité peuvent avoir des répercussions a long terme notamment sur les voies de
communication qu’il établit avec notre cerveau. Au cours des dernieres décennies, un nouvel acteur
s’est invité dans ce dialogue devenu tripartite : les milliards de microbes colonisant notre intestin. La
symbiose entre les micro-organismes et leur hote participe a I’'homéostasie intestinale. Les variations
de populations microbiennes dues au mode de vie, a I’hygiéne, aux habitudes alimentaires, aux
traitements antibiotiques, aux infections etc... compromettent I'équilibre de ce dialogue non
seulement avec le tractus intestinal mais aussi, de maniere directe ou indirecte, avec le cerveau (Cryan
et al., 2019). Les mécanismes par lesquels les acteurs de l’axe cerveau-microbiote-intestin
communiquent sont multiples et complexes (Martin et al., 2018). Les signaux de I’environnement
microbien peuvent ainsi étre captés par les cellules intestinales qui, en réponse, transmettent
I'information aux centres cérébraux et adaptent parallelement la fonction du tractus digestif. Cette
derniere, bien qu’automatiquement mise en ceuvre par le systéme nerveux entérique (SNE), recoit
également un contréle de la part du systeme nerveux autonome (SNA) et peut étre modulée par des
médiateurs hormonaux notamment en réponse a des événements stressants. Ce ne sont la que
guelques exemples des interactions diverses ayant lieu au sein de I’axe cerveau-intestin-microbiote
qui témoignent de la variété des voies de signalisation mises en jeu impliquant des médiateurs

endocriniens, microbiens, neuronaux et immunitaires.
1. Acteurs de I'axe cerveau-intestin-microbiote

Afin de mieux appréhender les conséquences des perturbations de |'axe cerveau-intestin-
microbiote, il est d’abord indispensable de définir les différents systémes biologiques en présence ainsi
que les moyens de communication qu’ils établissent dans leurs échanges bidirectionnels (Figure 1)

(Carabotti et al., 2015; Tang et al., 2021). Cette partie introduira les différentes structures retrouvées
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au sein de I'axe (microbiote intestinal, paroi colique uniquement, et cerveau) en remontant de la

périphérie vers les structures centrales. Les voies de communications seront ensuite abordées, avant

d’exposer les différentes modulations possibles de I’axe cerveau-intestin-microbiote.

AXE HYPOTHALAMO
HYPOPHYSO-SURRENALIEN

CRF Hypothalamus
ACTH Hypophyse
Cortisol  Glandes surrénales

AGCC

Tryptophane
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Figure 1 : Systémes et voies de communication de I’axe cerveau-intestin-microbiote.

D’aprés Dinan et al., 2015.

1.1. Le microbiote intestinal

Le microbiome est le terme générique désignant I’'ensemble des génomes des micro-organismes

résidant dans nos intestins (Ursell et al., 2012). Le microbiote intestinal est composé de bactéries,

d’archées, de virus, de champignons et de protozoaires. Cet ensemble forme un super-organisme
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symbiotique (Sender, Fuchs and Milo, 2016b). Il est maintenant évident que le microbiote est un
déterminant essentiel de la santé humaine et animale par son réle de régulateur clé de la physiologie
de I'note (Sekirov et al., 2010; Bastiaanssen et al., 2018; Cryan et al., 2019). Le corps humain est
composé d’autant de cellules microbiennes que de cellules humaines (Sender, Fuchs and Milo, 2016a).
Alors que notre génome hérité est stable pour la durée de vie de I'h6te, le microbiote est, quant a lui,
immensément diversifié, dynamique, réactif aux stimuli externes mais aussi résilient (Mosca, Leclerc

and Hugot, 2016; Lloyd-Price et al., 2017; Pasolli et al., 2019).
1.1.1. Méthodes d’étude du microbiote intestinal

Al'heure actuelle, les études du microbiote sont généralement réalisées sur des prélévements
fécaux par facilité de I’échantillonnage et plus rarement sur des biopsies de muqueuses intestinales

(microbiote associé a la muqueuse).
1.1.1.1. Métagénomique et concepts de diversité microbienne

Au cours des années 1990, de nouvelles techniques d’analyse moléculaire, en plus des analyses
culturales, ont été appliquées a I'étude des communautés microbiennes. Tous les agents commensaux
et infectieux contiennent des génomes d'ADN ou d'ARN, ce qui fait de la PCR ou du séquencage des
technologies de référence pour la détection et la caractérisation taxonomique des micro-organismes
dans les échantillons biologiques (Gu, Miller and Chiu, 2019). Ces approches, essentiellement
analytiques, consistent en des inventaires moléculaires massifs offrant une résolution et une sensibilité
élevées pour I'analyse du microbiote. Le colt du séquencage a haut débit ou de nouvelle génération a
été considérablement réduit démocratisant, par la méme, son utilisation. La plupart des études du
microbiote publiées porte principalement sur la composante bactérienne et consiste au séquencage
du gene codant I’ARN ribosomique (ARNr) 16S. Celui-ci, spécifique des bactéries et des archées, permet
la syntheése protéique et reste trés conservé entre les espéces puisque leur transfert horizontal est
quasi impossible (Yarza et al., 2014). Il comporte également des régions hypervariables spécifiques de
certains groupes bactériens, permettant de déterminer la classification phylogénétique des bactéries.
Elles sont regroupées en OTU ou ASV (unités taxonomiques opérationnelles Operational Taxonomic
Unit ou Amplicon Sequence Variant) définies comme un ensemble de séquences ayant plus de 97% de
similarité. Les OTU sont ensuite comparées a des séquences d’affiliation taxonomique connue,
recensées dans des bases de données, ce qui permet de les classer dans un groupe bactérien
correspondant a un niveau taxonomique : phylum, classe, ordre, famille, espéce, genre, selon la
précision des informations disponibles et le niveau de spécificité de 'OTU (Ursell et al., 2012). Cette
approche est a la fois qualitative et semi-quantitative (quantité relative) et permet de déterminer la

composition du microbiote étudié, ainsi que sa richesse et sa diversité (Figure 2). Pour des analyses
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N

ciblées, il est possible d’utiliser des PCR limitant la détection a une liste de micro-organismes
spécifiques. Récemment de plus en plus d’études consistent au séquencage complet de I'ensemble
des génomes composant le microbiote étudié: on parle alors de métagénomique globale. Ces
méthodes non ciblées utilisent le séquencage « shotgun », dans lesquels des échantillons aléatoires

d'ADN ou d'ARN du prélevement extrait sont étudiés en masse.
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Figure 2: Schéma des étapes de Il'analyse bio-informatique moderne d'échantillons de la composante
bactérienne du microbiote.

Le processus commence par I'extraction d'un ensemble de génomes bactériens qui est séquencé et numérisé,
puis une identification des espéces est opérée. La diversité et I'abondance sont analysées en fournissant un
tableau d'analyse fonctionnelle et un graphique d'analyse en composantes principales (ACP). OTU : unité
taxonomique opérationnelle. Adaptée de Cryan et al., 2019.

o- et B-diversité

La richesse (quantité d’OTUs différentes présentes dans une communauté) et la biodiversité
(nombre d’OTUs et leur abondance relative dans une communauté) du microbiote, mesurées par I'a-
et la B-diversité, sont des prérequis nécessaires au maintien de I’homéostasie intestinale. Plus la
biodiversité est grande, plus la capacité du microbiote a se rétablir ou a s'adapter aux perturbations
est élevée (Heiman and Greenway, 2016). L'a—diversité représente la diversité au sein de la
communauté, c’est-a-dire la richesse des especes et leur régularité. La richesse quantifie leur nombre
et le contenu en especes différentes dans un échantillon. La régularité est une mesure du caractéere
équitable de la distribution des populations bactériennes et de leur taille respective : les communautés
avec une répartition équilibrée des différentes espéces ont ainsi un indice de régularité plus élevé
(Thukral, 2017). Les mesures de l'a-diversité integrent l'indice de Simpson, l'indice de Shannon,
I'estimateur Chao1l et le nombre d'espéces observées ou le nombre d’OTU.

La B-diversité décrit la diversité entre des communautés, c'est-a-dire le nombre d'espéces
partagées entre deux ou plusieurs échantillons. Les mesures de la B-diversité sont I'indice de Bray-

Curtis et les distances UniFrac pondérées et non pondérées : distance entre deux communautés
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obtenue en calculant la fraction de la longueur des branches d'un arbre phylogénétique qui conduit a
des descendants dans I'une ou I'autre des deux communautés, mais pas dans les deux (Lozupone et
al., 2007).

Bien que ces techniques aient permis des avancées majeures dans la compréhension du
microbiote intestinal et de sa composition notamment avec des analyses taxonomiques, I'investigation
guantitative et fonctionnelle du microbiote reste nécessaire. Les techniques multi-omiques combinées
a la métagénomique permettent d’identifier des substances produites par le microbiote et donc de
décrire plus finement les interactions h6te-microbiote, celles des micro-organismes entre eux, et leur

incidence sur le fonctionnement de I'organisme.
1.1.1.2.  Techniques multi-omiques

Afin de comprendre quels produits de I'activité microbienne sont susceptibles d’interagir avec
I’hote, plusieurs approches multi-omiques visent a caractériser I’expression des genes du métagénome
(métatranscriptomique), les protéines (protéomique) et les métabolites (métabolomique) (Figure 3).
Bien que ces protocoles soient lourds a mettre en ceuvre, ils sont devenus indispensables puisqu’une
simple étude descriptive de la composition du microbiote ne permet pas de comprendre les relations
entre espéces au sein d’'un microbiote, ni leurs effets sur le métabolisme et la physiologie de I'hote.
Ces analyses sont généralement réalisées sur des échantillons de selles et parfois de plasma.

La métatranscriptomique est similaire, aussi bien sur le plan théorique que sur le plan
technique, aux analyses de métagénomique bien qu’elle soit appliquée a la caractérisation du contenu
en ARN des échantillons (Gosalbes et al., 2011). Le transcriptome correspond a I'ensemble des génes
d’un organisme qui sont exprimés dans les conditions indiquées au moment de I’échantillonnage (Abu-
Ali et al., 2019). Cette technique présente encore certaines limites liées au nombre de copies d’ARN
transcrites tres variable selon le géne considéré, ce qui peut biaiser le calcul de I'abondance relative.
D’autre part, la présence d’un transcrit ne veut pas dire qu’il sera nécessairement responsable de la
synthése d’une protéine fonctionnelle. Enfin, les ARN messager (ARNm) sont peu stables, fragiles et
possédent un temps de demi-vie relativement court (Bashiardes, Zilberman-Schapira and Elinav,
2016).

Les protéines ont I'avantage de refléter des fonctions réelles et sont de bons marqueurs
biologiques des cycles métaboliques susceptibles de se produire dans un milieu donné. La
métaprotéomique permet de caractériser le protéome d’'une communauté bactérienne. Aprés
séparation des protéines a I'aide d’une électrophorese, une digestion enzymatique et une ionisation
sont réalisées avant l'identification par spectrométrie de masse et par comparaison a des bases de
données de référence. Les limites de ces analyses résident dans I'efficacité des protocoles d’extraction

et de purification. De plus, contrairement aux acides nucléiques, les protéines ne peuvent étre
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amplifiées, d’ou une perte de sensibilité par rapport aux techniques de séquencage décrites ci-dessus

(Y. Wang et al., 2020).
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Figure 3 : Analyses multi-omiques ciblant le microbiote intestinal.

Apres I'extraction de I'ADN, de I'ARNm, des protéines ou des métabolites a partir d’échantillons de microbiote
intestinal, ceux-ci sont analysés respectivement par métagénomique, métatranscriptomique,
métaprotéomique et métabolomique, et les données multi-omiques seront intégrées pour la caractérisation
du microbiote intestinal. NGS : Séquencage de nouvelle génération ; LC-MS/MS : chromatographie liquide
couplée a de la spectrométrie de masse en tandem. Adaptée de Yugiu Wang et al., 2020.

La métabolomique appliquée a I’étude du microbiote intestinal correspond au criblage ciblé ou
non ciblé des métabolites afin de déterminer le profil métabolique (Figure 4). Les métabolites sont de
petites molécules produites par les micro-organismes intestinaux et/ou par les cellules de I'héte. La
métabolomique requiert une séparation des composés telle que la chromatographie gazeuse ou
liquide, suivie d’'une spectrométrie de masse qui est semi-quantitative. Le recours a la résonance

magnétique nucléaire (RMN) est également possible. Cette technique présente I'avantage d’avoir une
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approche quantitative plus reproductible et plus robuste que la spectrométrie de masse. Ces deux

techniques sont complémentaires. Apres le traitement des échantillons, I’analyse métabolomique doit

étre poursuivie par le traitement des données ANALYSES DE METABOLOMIQUE
générées, qui sont volumineuses et complexes, NON-CIBLEE = DECOUVERTE CIBLEE = VALIDATION
et lidentification des métabolites grace a - Gk hnEines > Beste ar R yrsinse
s . . .. . * Analyse globale * Analyse de sous-groupes

I'utilisation d’outils bio-informatiques. Les vees -

*  MS/MS corrélé avec des * MS/MS corrélé avec des
principaux inconvénients de l'utilisation de la bases de données références standards

* Identification qualitative * Identification connues
meta b0|0m |que sont |ES prObIemeS de * Quantification relative ¢ Quantification absolue

reproductibilité et de standardisation inter-
plateformes mais aussi le manque de banque de Figure 4 : Différences entre analyses métabolomique

non ciblée et ciblée.
données communes (Smirnov et al., 2016).

1.1.2. Mise en place et composition du microbiote intestinal

In utero, le tube digestif est stérile. Les nourrissons acquierent leur microbiote intestinal au
moment de la naissance : composé principalement des phyla Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes et Fusobacteria (Aagaard et al., 2016). La colonisation du tube digestif suit une cinétique
d’implantation montrant une augmentation progressive de la diversité au fil du temps et qui s’équilibre
a I'age de 2-3 ans. Le microbiote est le plus abondant au niveau colique ou la diversité et la densité de
la population bactérienne sont maximales. Bien qu’il soit résilient, sa composition change tout au long
de la vie en fonction de nombreux facteurs : alimentation, age, sexe, génétique, géographie,
traitements pharmacologiques, conditions d'hygiéne, mode de vie (Rodriguez et al., 2015). Le projet
européen sur le microbiome humain MetaHIT estime qu'il existe au moins 2776 espeéces procaryotes
dans les matiéres fécales humaines (Qin et al., 2010; Li et al., 2014; F. Yang et al., 2020) classées en 11
phyla différents avec les Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria représentant plus
de 90% du microbiote, tandis que les phyla Fusobacteria et Verrucomicrobia sont moins abondants
(Figure 5) (Lloyd-Price, Abu-Ali and Huttenhower, 2016; Fujio-Vejar et al., 2017). La taxonomie établie
par le National Center for Biotechnology Information (NCBI), a récemment fait I'objet de plusieurs
modifications (Schoch et al., 2020). Cependant pour une meilleure compréhension, I'ancienne
nomenclature de la taxonomie des phyla dont la derniere révision date de 2012, sera utilisée dans ce

manuscrit.
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Il est difficile de déterminer une signature microbienne de l'individu sain au regard des
nombreux facteurs influencant la composition de la flore et des différences de méthodologies entre
les études (Caporaso et al., 2011). Un set de génes commun a tous les individus a été identifié et appelé
microbiome central (Turnbaugh et al., 2008). Cet ensemble de génes code des fonctions métaboliques,
dont le role serait essentiel dans le maintien de la relation entre I'hGte et le microbiote. En paralléle,
chaque individu possede également un microbiome fonctionnel variable, avec un set de génes
fonctionnels particulier et différent selon les individus (Yatsunenko et al., 2012). Cependant le réle
exact du microbiome central et du microbiome variable dans la physiologie humaine reste encore mal
connu. Actuellement, des études a I'échelle du métagénome sont en cours (Wang and lJia, 2016; J.
Wang et al., 2018). Néanmoins il est possible de discriminer des spécificités dans la composition
microbienne de certaines conditions pathologiques, au cours desquelles I'équilibre homéostatique
entre le microbiote et la paroi intestinale est rompu.

Le microbiote intestinal humain est également défini par sa stabilité et sa résilience (Greenhalgh
et al., 2020). A la suite d’'une modulation de sa composition, le microbiote est capable de retourner a
son état initial aprés une période variant de 1 a 3 mois chez I'Homme. La diversité des micro-
organismes qui le composent, la flexibilité du métabolisme, la redondance fonctionnelle, les
interactions entre micro-organismes et hote-micro-organismes semblent d’ailleurs étre essentielles au
maintien de la résilience. Néanmoins cette capacité présente des limites. L'exposition répétée ou
chronique a différentes perturbations (alimentation, antibiothérapie, ou les infections par exemple)
affectant sa stabilité, sa richesse fonctionnelle et sa diversité peuvent, a terme, favoriser le
développement de maladies. En conséquence, des stratégies ont été développées pour manipuler le
microbiote intestinal afin de prévenir ou d'inverser cet état pathologique. D'un point de vue clinique,

rétablir I’équilibre du microbiote intestinal semble primordial. Cependant, pour étre efficace, ces

8 |



Chapitre 1 : L’axe cerveau-intestin-microbiote | Revue Bibliographique

approches thérapeutiques doivent étre personnalisées, puisque la résilience et les réponses du

microbiote intestinal aux différentes stratégies de modulation sont hautement spécifiques a I'individu.
1.1.3. Fonctions du microbiote intestinal dans la physiologie de I’hote

La présence permanente d’'une communauté microbienne non pathogéne, dite commensale, au
sein du tractus digestif exerce des effets physiologiques généralement bénéfiques pour I'héte. La
métabolisation de substrats énergétiques disponibles au niveau du c6lon, la fonction de barriére
permettant de prévenir la colonisation par les micro-organismes pathogenes, le développement et la
maturation du systéme immunitaire intestinal ainsi que I'implication dans la motilité et les sécrétions
intestinales font du microbiote un organe a part entiére, essentiel pour le maintien de ’homéostasie
intestinale et plus généralement de la santé de I’'hote (Ottman et al., 2012; Gomaa, 2020).

La fonction métabolique du microbiote repose sur la métabolisation des sources énergétiques
issues des produits alimentaires (glucides, protéines, lipides et gaz majoritairement) non digérés dans
le tractus digestif supérieur et qui parviennent au célon. Ces substrats sont transformés en nutriments
par les bactéries pour leur fournir de I'énergie nécessaire pour leur développement. Cette fonction
génere la production de métabolites absorbés et utilisés par I'h6te. Les produits finaux de
fermentation sont généralement des acides gras a chaine courte (AGCC) tels que l'acétate, le
propionate et le butyrate, des acides aminés, des acides biliaires et des vitamines essentielles (Dodd
et al., 2017; Visconti et al., 2019; Funabashi et al., 2020; Martin-Gallausiaux et al., 2021). Le microbiote
participe aussi au métabolisme des xénobiotiques et des composés aromatiques et joue un réle dans
la détoxification (Enright et al., 2016).

Le microbiote intestinal influence le développement et la maturation des tissus épithéliaux, des
systemes nerveux et immunitaire. Il est essentiel au développement normal du systéme nerveux
central (SNC) et du SNE (Erny et al., 2017; Fung, Olson and Hsiao, 2017; Yissachar et al., 2017; Obata
et al., 2020). Le microbiote a un réle immunologique majeur de par ses échanges permanents avec la
mugqueuse intestinale qui représente la plus grande surface de I'organisme en contact avec les
antigenes de I'environnement (Belkaid and Harrison, 2017). Il participe ainsi a la maturation du
systeme immunitaire digestif. Chez les animaux axéniques, le systéme immunitaire est peu développé
au niveau de I'épithélium intestinal mais aussi au niveau de la rate et des ganglions lymphatiques
(Macpherson and Harris, 2004).

Le role protecteur du microbiote intestinal s’illustre par sa fonction de barriére vis-a-vis des
bactéries pathogenes avec qui les bactéries commensales entrent en compétition pour limiter
I'invasion. La production d'immunoglobulines A (IgA) par le systeme immunitaire des muqueuses, la
stimulation de la production du mucus intestinal par les cellules caliciformes ou encore par la libération

de peptides antimicrobiens (PAM) par les entérocytes et les cellules de Paneth sont des mécanismes
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permettant eux aussi, de maintenir I'eubiose (Takiishi, Fenero and Camara, 2017; Paone and Cani,

2020).
1.2. La paroi intestinale colique : organisation structurelle et fonctionnelle

Le cblon est organisé en quatre couches tissulaires concentriques qui sont, de la lumiéere vers le
péritoine : la muqgueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et enfin la séreuse. La muqueuse intestinale
est le siege des échanges avec les éléments du contenu intestinal et est, elle-méme, divisée en trois
compartiments histologiquement et fonctionnellement distincts : (i) I’épithélium monostratifié est
séparé physiquement du contenu luminal et des populations bactériennes du microbiote par une
couche de mucus, (ii) la lamina propria et (iii) la musculaire muqueuse formée de deux fines couches
de fibres musculaires lisses, I'une longitudinale et I'autre circulaire capable de légers mouvements
augmentant les contacts entre la muqueuse et le contenu luminal (Allaire et al., 2018). L’épithélium
coligue est une monocouche cellulaire repliée en microvillosités et/ou en cryptes. Les cellules
épithéliales sont produites de maniére constante au fond des cryptes, ol sont localisées les cellules
souches. Les cellules ainsi générées se différencient et colonisent les microvillosités lors d’un processus
de migration actif et continu permettant le renouvellement épithélial complet constant et rapide, tous
les 4 a 5 jours environ (Clevers, 2013). Le role de barriere intestinale est assuré par des jonctions
serrées entre les cellules de I’épithélium dont les fonctions sont variées. De plus, a I'interface entre le
microbiote intestinal et I'épithélium, le mucus produit par les cellules caliciformes représente la
premiere ligne de défense « physique » contre les menaces biologiques et chimiques du tube digestif.
Les entérocytes sont les cellules épithéliales les plus nombreuses et assurent principalement
I"absorption des nutriments. Les cellules entéro-endocrines sécretent des hormones digestives et des
neuropeptides. Il existe plus d’'une dizaine de types de cellules entéro-endocrines impliqués, entre
autres, dans la régulation de la satiété et des fonctions intestinales. Parmi ces derniéres, les cellules
entérochromaffines (EC) relarguent la sérotonine (5-HT) essentielle aux fonctions sensori-motrices
intestinales. Le c6lon humain contient une faible proportion de cellules D produisant la somatostatine
ayant un role inhibiteur de la sécrétion de plusieurs hormones et I'épithélium colique murin contient
des cellules de type | sécrétant la cholécystokinine régulant la production d’acides biliaires. D’autres
cellules sécrétrices sont enchassées dans I'épithélium : les cellules Tuft capables de produire des
opioides, de I'acétylcholine (Ach) et des médiateurs immunitaires, et les cellules caliciformes (cellules

gobelets) assurant la production de mucus (Figure 6).
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Pour réguler le microbiote intestinal et limiter la prolifération des micro-organismes pathogenes,
certaines cellules intestinales sont capables de produire des PAM telles que les cathélicidines, les a-
défensines, les B-défensines et du lysozyme ou encore des lectines Reg3y (Kelly et al., 2015). Ces
molécules antimicrobiennes agissent sur un large spectre de bactéries et sont produites, au niveau du
cOlon, par les entérocytes et les cellules immunitaires de maniere constitutive ou induite par les
pathogénes ou les médiateurs inflammatoires. Au niveau de I'intestin gréle, la production de PAM est
assurée par les cellules de Paneth, inexistantes au niveau colique (Diamond et al., 2009). Les récepteurs
de pathogen associated molecular patterns ou PAMP sont également exprimés au niveau cérébral.

Sous I'épithélium, la lamina propria est un tissu conjonctif composé des fibres nerveuses, des
capillaires sanguins et lymphatiques, de nombreuses cellules immunitaires, ainsi qu’une matrice
assurant sa cohésion avec I'épithelium intestinal. La sous-muqueuse est composée d’un tissu
conjonctif lache qui contient le plexus nerveux de Meissner (ou sous-muqueux) ainsi que de nombreux
réseaux vasculaires et lymphatiques. Enfin, la musculeuse présente une disposition générale en 2
couches de tissu musculaire lisse : circulaire interne et longitudinale externe. Entre ces deux couches
se situe le plexus nerveux d’Auerbach (ou myentérique). Enfin, la tunique externe comporte un
épithélium simple, appelé le mésothélium, constituant le feuillet viscéral de la séreuse (Figure 7).

Les plexi de Meissner et d’Auerbach constituent le SNE : un réseau neuronal complexe composé
de neurones sensoriels, d’'interneurones excitateurs et inhibiteurs et de neurones moteurs innervant
le tractus gastro-intestinal. Ces neurones organisés en ganglions reliés par des fibres, captent les

informations de I'environnement intestinal pour adapter la fonction digestive (motilité, sécrétion,
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contrdle du flux sanguin local...). lls conférent ainsi I'autonomie fonctionnelle du tube digestif, en
particulier les sécrétions et le transport muqueux controlés par le plexus sous-muqueux et le

péristaltisme contrdlé par le plexus myentérique (Brierley, Hibberd and Spencer, 2018).
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Figure 7 : Anatomie de la paroi colique.
Adaptée de Reed and Wickham, 2009.

1.3.Systeme de barriére de I'axe cerveau-intestin-microbiote

Il existe 2 barriéres naturelles a la signalisation dans l'axe cerveau-intestin-microbiote, la
barriére intestinale et la barriere hémato-encéphalique (BHE). La barriére intestinale, entre le contenu
luminal et les tissus sous-jacents, permet le maintien d’un niveau de perméabilité physiologique
optimal (Wong, Vanhove and Watnick, 2016). Les contacts étroits entre ces cellules, assurés par les
protéines de jonctions serrées, forment une barriére trés sélective au passage des composés en
provenance de la lumiére. Les petites molécules et les ions peuvent emprunter la voie para-cellulaire,
via ces jonctions serrées, pour traverser la barriere tandis que des molécules de plus haut poids
moléculaire sont prises en charge par les cellules épithéliales, soit par des transporteurs spécifiques,
soit par diffusion passive pour transiter du pole apical vers le pole basal des cellules. Ceci constitue la
voie trans-cellulaire. La BHE est une barriere protectrice limitant le trafic moléculaire entre la
circulation sanguine et le SNC. Le microbiote, le stress et l'inflammation peuvent réguler a la hausse
I'expression des protéines de jonctions serrées, notamment I'occludine et la claudine-5, diminuant la
perméabilité de la BHE, et permettant ainsi le passage bidirectionnel d’une quantité variable de

molécules, entre l'intestin et le cerveau (Braniste et al., 2015; Varatharaj and Galea, 2017).
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1.4. Traitement de I'information viscérale colique : structures cérébrales impliquées

Le cerveau, et le systéme nerveux central en général, constituent le dernier pble de I'axe
microbiote-intestin-cerveau. C'est a ce niveau que sont intégrées les informations conscientes en
provenance de l'intestin qui, en conditions physiologiques, demeurent le plus souvent imperceptibles.
Parmi ces sensations, la douleur est le symptéme cardinal de multiples pathologies intestinales. Deux
composantes font le lit de la sensation douloureuse : I'aspect sensori-discriminatif rendant compte du
territoire douloureux et de l'intensité du signal, ainsi que la composante cognitivo-émotionnelle
responsable du caractére désagréable de la douleur et des phénomenes d’apprentissage dans
I’exposition aux stimuli nocifs (G. C. Quintero, 2013). Parmi les structures dont I’activité est modulée
au cours de stimulations douloureuses, certaines ne sont pas spécifiques de I'information viscérale et
répondent également a des stimulations somatiques constituant la « matrice douleur » (Garcia-Larrea
and Bastuji, 2018). Le thalamus est une aire essentielle de ce réseau puisque ses noyaux ventro-
postérieurs projettent vers les cortex somato-sensoriels, traitant le caractére sensori-discriminatif, et
ses noyaux centro-médians contactent les structures associées a la réponse émotionnelle (Halassa and
Sherman, 2019). Celles-ci incluent I'insula, le cortex cingulaire antérieur (CCA), le cortex préfrontal
dorsolatéral et les aires limbiques (amygdale, hippocampe, ganglions de la base). Bien que communes
a divers types de douleur, certaines de ces structures, notamment l'insula, le CCA et I'amygdale, sont
particulierement actives au cours de stimulations viscérales douloureuses (Arendt-Nielsen et al., 2018;
Garcia-Larrea and Bastuji, 2018). L'insula permet l'intégration des informations sensitives et motrices
viscérales et la perception de la douleur colique (Sikandar and Dickenson, 2012; Mayer, Gupta, et al.,
2015).

Certaines informations douloureuses peuvent étre transmises par les afférences vagales a des
régions du tronc cérébral telles que la substance grise périaqueducale, jouant un réle dans le contréle
descendant de la douleur (Heinricher et al., 2010; Sikandar and Dickenson, 2012). Cette modulation
descendante de la douleur peut entrainer soit une augmentation de la transmission spinale des
impulsions douloureuses, soit son inhibition (Iltomi, Kawamura and Tsukimi, 2015). Un
dysfonctionnement de la voie descendante est souvent associé a une augmentation de l'intensité de

la douleur (Wilder-Smith et al., 2004; Itomi, Kawamura and Tsukimi, 2015).
2. Voies de communication de I'axe cerveau-intestin-microbiote

La communication entre les différents p6les de I’axe est assurée par un ensemble de molécules
produites par les bactéries ou les cellules de la paroi intestinale qui entrainent de profonds
changements du fonctionnement intestinal. Les réseaux vasculaires et neuronaux permettent ensuite

de diffuser I'information viscérale aux centres spinaux et supra-spinaux qui, en retour, modulent la

13 |



Chapitre 1 : L’axe cerveau-intestin-microbiote | Revue Bibliographique

fonction intestinale. Des altérations de I'état psychique peuvent, en outre, étre la source des

dérégulations des fonctions viscérales associées a certaines pathologies.
2.1.Le role des métabolites intestinaux

Les métabolites de la lumiére intestinale produits par les cellules de I'hGte ainsi que les
métabolites dérivés du microbiote peuvent influencer la physiologie intestinale (Figure 8) mais
peuvent également avoir des effets a distance sur le systéme nerveux central par le réseau vasculaire
(Lavelle and Sokol, 2020). La fonction du microbiote sur son hote s’exerce par la production de
protéines sécrétées, de composants de la paroi bactérienne ou par la production de métabolites issus
de la transformation de produits alimentaires. Les micro-organismes transforment de nombreux
composés utiles a I'hbte, tels que des vitamines, des AGCC, des acides biliaires, des acides aminés

aromatiques et des neurotransmetteurs (Urdaneta and Casadesus, 2017; Rowland et al., 2018).
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Figure 8 : Schéma des métabolites intestinaux jouant un réle dans I’axe cerveau-intestin-microbiote.

Les métabolites issus du métabolisme de I’'h6te et du microbiote sont regroupés dans différentes familles :
acides gras a chaine courtes, neurotransmetteurs, acides biliaires, vitamines, acides aminés — tryptophane
et ses dérivés et la sérotonine.

2.1.1. Lesvitamines

Certains micronutriments comme les vitamines sont synthétisés a la fois par I’hote et par les
bactéries du microbiote intestinal. La source de ces vitamines provient généralement de
I"alimentation, mais certaines bactéries telles que Lactobacillus et Bifidobacteria sont capables de les
métaboliser. Le microbiote colique intervient dans la synthese de plusieurs types de vitamines
hydrosolubles qui sont ensuite absorbées dans la muqueuse colique par les entérocytes. La majorité
de ces vitamines, que sont la thiamine (ou vitamine B1), la riboflavine (ou vitamine B2), la niacine (ou
vitamine B3), I'acide pantothénique (ou vitamine B5), la biotine (ou vitamine B8), le folate (ou vitamine

B9) et la cobalamine (ou vitamine B12), est impliquée dans le métabolisme énergétique et dans
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I’adaptation génétique des cellules de I'organisme aux différentes conditions environnementales
(Biesalski, 2016). Le microbiote intestinal est également impliqué dans la synthése de vitamines
liposolubles telles que les vitamines A, D, K et E qui jouent un réle important dans la régulation de la
réponse immunitaire et dans le maintien de I'intégrité de la barriere épithéliale intestinale (Mayorgas,

Dotti and Salas, 2021).
2.1.2. Les acides gras a chaine courte

Les métabolites les plus étudiés dans les interactions ho6te-microbiote sont les AGCC,
majoritairement I'acétate, le butyrate et le propionate. lls sont synthétisés lors de la fermentation
bactérienne des carbohydrates contenus dans les fibres alimentaires non dégradées par les enzymes
intestinales pendant la digestion (Topping and Clifton, 2001; Hamer et al., 2008). Les bactéries
productrices d’AGCC sont les Bacteroides, Firmicutes Actinobacteria, Prevotella, Bifidobacteria,
Ruminococcus et Roseburia, bien que cette liste ne soit pas exhaustive (L. Liu et al., 2021). Dans les cas
ou le régime alimentaire de I'hGte est pauvre en fibres fermentescibles, les microbes se nourrissent
des glycanes du mucus et utilisent des sources alternatives moins favorables sur le plan énergétique,
ce qui entraine une réduction de I'activité fermentaire et de la production d'AGCC (Russell et al., 2011).
Cette carence est préjudiciable pour I’'h6te puisqu’ils jouent un réle bénéfique important dans la
régulation de l'inflammation intestinale par l'inhibition de la voie NF-kB et la réduction des cytokines
pro-inflammatoires produites par les macrophages (Tan et al., 2014). Dans les cellules épithéliales,
I'acétate, le butyrate et le propionate modulent I'expression et la sécrétion du glucagon-like peptide
GLP-1 par l'intermédiaire des récepteurs d'acides gras FFAR2/récepteur 43 couplé a la protéine G
(GPR43) et FFAR3/GPR41. Néanmoins, leurs effets ne semblent pas étre limités a I'épithélium puisque
le récepteur est également exprimé par les ganglions sous-muqueux et myentériques (Nghr et al.,
2013). Aussi, les AGCC qui ne sont pas métabolisés par le microbiote intestinal, entrent dans la
circulation sanguine, peuvent traverser la BHE et aussi agir sur d’autres organes (Silva, Bernardi and
Frozza, 2020). Le propionate agit sur les récepteurs dans la muqueuse pour entrainer la libération de
5-HT par les cellules EC qui lie ensuite les récepteurs 5-HT4 des terminaisons des neurones afférents.
Cela conduit a une activation des neurones moteurs cholinergiques et entraine la contraction du
muscle circulaire du SNE (Mitsui et al., 2005). Le butyrate est le métabolite bactérien le plus étudié. Il
a été montré comme étant capable d’activer la contraction des muscles circulaires coliques sur des

préparations ex vivo en agissant sur le SNE et augmenterait donc la motilité (Suply et al., 2012).
2.1.3. Les acides biliaires

Les acides biliaires primaires (acide cholique, par exemple) sont des molécules endogénes,

synthétisées a partir du cholestérol dans les hépatocytes. La majeure partie des acides biliaires
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primaires est réabsorbé via la circulation entéro-hépatique (95%), le reste étant métabolisé dans le
cOlon par le microbiote. Les bactéries telles que Clostridium, Enterococcus, Bifidobacterium,
Lactobacillus et Bacteroides sont capables d’opérer cette métabolisation grace a une activité hydrolase
(Ridlon, Kang and Hylemon, 2006; Ridlon et al., 2016; Guzior and Quinn, 2021). Les acides biliaires
secondaires (acide désoxycholique, par exemple) sont exclusivement produits par le microbiote
intestinal a partir des acides biliaires primaires produits par I’h6te (De Aguiar Vallim, Tarling and
Edwards, 2013; Nie, Hu and Yan, 2015; Wahlstrom et al., 2016). Les récepteurs des acides biliaires
regroupent les récepteurs nucléaires tels que le récepteur X farnésoide (FXR) et le récepteur d’acides
biliaires couplé a la protéine G (TGR5) exprimés par les tissus impliqués dans la circulation entéro-
hépatique (notamment les cellules épithéliales intestinales) (Maruyama et al., 2002; Ridlon, Kang and
Hylemon, 2006; Li and Chiang, 2014; Vitek and Haluzik, 2016). La fixation des acide biliaires primaires
sur ces récepteurs FXR et TGR5 leur permet d’agir sur le microbiote et de moduler sa composition
(Guzior and Quinn, 2021). Les effets des acides biliaires secondaires intestinaux induisent une
tolérance immunitaire. Une augmentation d’acide biliaires primaires dans le c6lon favoriserait
I'inflammation (Sinha et al., 2021)Le maintien d’une métabolisation microbienne optimale des acides

biliaires primaires en acides biliaires secondaires est donc primordial.
2.1.4. Letryptophane et ses métabolites

Le tryptophane (Trp) est un acide aminé aromatique essentiel et une molécule clé dans l'axe
cerveau-intestin-microbiote puisqu’il est le précurseur de la 5-HT (voie sérotoninergique) et d'un
certain nombre d'autres métabolites qui contribuent a la signalisation neuroendocrine (Liu et al., 2020;
Benech, Rolhion and Sokol, 2021). Comme I'h6te est incapable de produire du Trp, I'apport alimentaire
de protéines qui en contiennent est indispensable. Le microbiote intestinal contribue a la disponibilité
périphérique du Trp, nécessaire a la synthese de la 5-HT dans le SNC (Agus and Sokol, 2019). Les souris
axéniques présentent des niveaux accrus de Trp dans le plasma, qui reviennent a un taux normal lors
d’une re-colonisation bactérienne (Clarke et al., 2013). Bien que les mécanismes exacts de régulation
du Trp périphérique ne soient pas connus, le microbiote module la dégradation du Trp par différentes
voies métaboliques notamment kynurénine et indole (Agus, Planchais and Sokol, 2018). Le réle du Trp
et de ses métabolites sur 'homéostasie de |'axe cerveau-intestin-microbiote seront décrits dans le

Chapitre 3.
2.1.5. Les neurotransmetteurs

Les bactéries des genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont capables de produire un large
éventail de neurotransmetteurs modulant la perception de la douleur, notamment la 5-HT, la

noradrénaline, le glutamate, I’acide y-amino butyrique (GABA), I'Ach et I'histamine (Philip Strandwitz,
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2018). L’histamine est produite a partir de la dégradation de I’histidine, un acide aminé essentiel, par
le microbiote intestinal. Elle posseéde des effets anti-inflammatoires en inhibant la production de TNF-
a et en augmentant la production d’IL-10, mais aussi des effets pro-nociceptifs via la sensibilisation du
transient receptor potential vanilloide type 1 (TRPV1) (Lagomarsino, Kostic and Chiu, 2021). Le
glutamate est un neurotransmetteur excitateur tandis que le GABA possede un potentiel inhibiteur de
I'activation neuronale. Lactococcus lactis produit du glutamate a partir de glucose et certaines
bactéries transforment ce glutamate en GABA, lui-méme capable de moduler le microbiote (Sarasa et
al., 2020). En effet, en diminuant I'acidité intestinale, le GABA empéche la croissance de certains
pathogenes (Otaru et al., 2021). La 5-HT peut étre issue de la dégradation du Trp par les bactéries du
microbiote intestinal (van Thiel et al., 2020). Les métabolites du Trp sont trés étudiés dans les
interactions hote-microbiote (Bosi et al., 2020). Le microbiote intestinal peut transformer directement
le Trp en plusieurs molécules indoles, telles que l'acide indole-acétique (IAA) et l'acide indole-
propionique (IPA) (Alexeev et al., 2018), qui sont connus pour avoir un effet sur la perméabilité et la
motilité intestinale mais aussi sur I'immunité de I'h6te (Laurans et al., 2018; Obata et al., 2020; J. R. Liu

etal., 2021).
2.1.6. La voie de la sérotonine

Dans le dialogue entre le cerveau, 'intestin et le microbiote, les cellules EC jouent un réle
essentiel via la signalisation sérotoninergique. Bien qu’elles ne représentent que moins de 1% des
cellules épithéliales, elles synthétisent, stockent et libérent plus de 95% de la 5-HT de I'organisme
(Gershon, 2013). La 5-HT peut étre issue de la dégradation du Trp par les bactéries du microbiote
intestinal (van Thiel et al., 2020) qui peuvent moduler sa sécrétion par les cellules EC (Reigstad et al.,
2015; Kwon et al., 2019). Pour gu’une bactérie commensale active la synthese de la 5-HT, elle doit
exprimer I'enzyme de la tryptophane hydroxylase 1 (TPH1). C’est notamment le cas de Clostridium et
Bacillus (Yano et al., 2016). La 5-HT est un neurotransmetteur primordial dans les fonctions intestinales
puisqu’elle régule le péristaltisme, la sécrétion et la signalisation sensorielle. Son importance a
également été montrée en conditions pathologiques avec la modulation de la fonction immunitaire et
I’angiogenése au cours de I'inflammation (lwabayashi et al., 2012; Z. Chen et al., 2021). La diversité
des actions de la 5-HT se situe dans I'expression quasi-ubiquitaire de ses récepteurs dans les cellules
intestinales mais également par le panel d’isoformes et de transporteurs liant la 5-HT. Pratiguement
toutes les cellules épithéliales de l'intestin expriment le transporteur de recapture sélectif de la 5-HT
(SERT) et participent ainsi au controle des niveaux de 5-HT (Kumar et al., 2020). L’activation du
récepteur 5-HTR2 a la surface de ces cellules régule la sécrétion de mucus et le transport d’électrolyte
(T. Yang et al., 2020). Les agonistes des récepteurs 5-HTR3 et 5-HTR4 augmentent le péristaltisme en

stimulant des neurones du SNE.
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La 5-HT participe également a transmettre I'information viscérale au SNC (Gershon, 2013). La
libération de la 5-HT a la surface basale des cellules EC, se trouve a proximité des fibres nerveuses
atteignant la muqueuse intestinale et projetant vers le SNC (Bellono et al., 2017). Des connexions de
types synapses ont été révélées entre les cellules EC et les terminaisons nerveuses exprimant le
récepteur 5-HTR3 ainsi qu’une connectivité fonctionnelle au sein d'une préparation ex vivo
d’enregistrements électrophysiologiques des afférences coliques (Bellono et al., 2017; Hockley et al.,
2019). Les mécanismes moléculaires par lesquels les cellules EC captent I'information épithéliale pour
la transmettre aux neurones font I'objet de recherches intenses. Il est d’ores et déja établi que ces
cellules sont sensibles aux stimulations mécaniques subies par I'épithélium via I'activation du
récepteur mécanosensible Piezo2 (Wang et al., 2017). En outre, des stimulations chimiques peuvent
activer le canal transient receptor potential A (TRPA1), impliqué dans la sensation du goQt au niveau
buccal. La présence de TRPA1 dans les cellules EC leur confére le role de « papilles gustatives » coliques

(Bertrand, 2009).
2.2.La voie immunitaire
2.2.1. Immunité innée

L'immunité innée intestinale est la premiére ligne de défense immunitaire contre des agressions
de la muqueuse intestinale. Elle est caractérisée notamment par une absence de mémoire
immunitaire. Elle est dépendante de la reconnaissance de PAMP et de motifs d’atteintes tissulaires
(damage-associated molecular patterns ou DAMP) par des récepteurs membranaires ou cytosoliques,
les PRR (pathogen-recognition receptors), tels que les toll-like receptors (TLR). Les TLR sont des
glycoprotéines transmembranaires dont certains reconnaissent des agents pathogénes (Kang et al.,
2016). Une fois activés, ces récepteurs permettent, entre autres, I'induction de la voie de signalisation
dépendante de NF-kB, caractéristique d’une réponse inflammatoire. Cette activation aboutit a la
production de chimiokines et de cytokines utiles au recrutement et a I'activation de cellules
immunitaires, ce qui a pour conséquence la production de molécules antimicrobiennes telles que des
défensines et des cathélicidines au niveau de I'épithélium. Le contenu luminal est continuellement
sondé par I'épithélium afin de prévenir les menaces pouvant perturber son intégrité, notamment en
cas d’infection. En conditions homéostatiques, de nhombreux micro-organismes et macromolécules
pénetrent dans I'organisme par le biais des cellules M, présentes a la surface des ilots de cellules
immunitaires appelés plaques de Peyer intégrées dans la muqueuse intestinale iléale (Kanaya, Williams
and Ohno, 2020). Ces cellules ont pour réle la surveillance de la population microbienne en captant les
particules antigéniques de la lumiére intestinale par endocytose pour les présenter aux cellules de

I'immunité innée telles que les cellules dendritiques (Fung, Olson and Hsiao, 2017).
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2.2.2. Immunité adaptative

La réponse immunitaire adaptative est orchestrée par les lymphocytes, les cellules dendritiques,
les mastocytes et les macrophages par des mécanismes de présentation des antigenes, de productions
de chimiokines, de cytokines et d’'immunoglobulines et d’activation des processus cytotoxiques contre
I'invasion de pathogeénes. Deux populations principales de cellules T sont impliquées dans I'immunité
adaptative intestinale, les lymphocytes T CD8 localisés au niveau du compartiment intraépithélial, et
les lymphocytes T CD4 au niveau des agrégats lymphoides et de la lamina propria. Les lymphocytes
intraépithéliaux (IEL) sont des cellules immunitaires qui possedent une action pro-inflammatoire,
notamment par la sécrétion de TNF-a et d’IFN-y en réponse a une infection (Cheroutre, Lambolez and
Mucida, 2011). L’'activation des lymphocytes T CD4 naifs induit I'activation de différentes sous
populations de cellules immunitaires en fonction des cytokines présentes, telles que les LT helper Th1,
Th2, Th17, Th22 ou encore les LT régulateurs Treg (Panduro et al., 2016). La réponse Thl est
principalement dépendante de TNF-a et IFN-y, et permet de lutter contre des micro-organismes
intracellulaires. Les cellules Th2 activées produisent de I'lL-4, IL-5 et IL-13 qui ont pour effet d’activer
des macrophages et de faciliter la production de mucus. Cette réponse Th2 cible les parasites,
notamment les helminthes. La voie Th17 permet la production d’IL-17, une cytokine au réle pro-
inflammatoire ou anti-inflammatoire en fonction du contexte intestinal puisqu’elle participe au
maintien de I’'homéostasie intestinale de maniere dépendante du microbiote (Martinez-Lopez et al.,
2019). Les cellules Th17 et surtout les Th22 produisent de I'lL-22 dont les principaux réles peuvent
aussi étre divisés en deux fonctions distinctes, avec des propriétés pro-inflammatoires dans un
contexte et des activités anti-inflammatoires protectrices et réparatrices dans d'autres (détaillés dans
le Chapitre 3) (Aujla and Kolls, 2009; Shabgah et al., 2017). Les mastocytes interviennent dans les

réponses allergique et antiparasitaire médiée par les Th2.
2.2.3. Neuro-inflammation et neuromédiateurs inflammatoires

De nombreux neuromédiateurs inflammatoires comme I’histamine, la tryptase et la 5-HT libérés
au niveau intestinal sont impliqués dans la déstabilisation de la barriere épithéliale intestinale (Coéffier
et al., 2010; Martinez et al., 2013). De plus, la proximité entre les cellules immunitaires et les
terminaisons nerveuses facilite une réponse rapide entre ces deux systemes, et permet notamment la
modulation des réponses inflammatoires et de la transmission de I'information douloureuse. Cette
interaction peut avoir lieu aux niveaux périphérique et central (Brinkman et al., 2019). Il existe une
interaction tres étendue entre les bactéries du microbiote intestinal et le SNC (Fung, Olson and Hsiao,
2017). Le cerveau posséde lui aussi un systeme de défense qui peut se mettre en alerte lors d’une

agression périphérique. La neuro-inflammation est ainsi un mécanisme de lI'immunité cérébrale
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médiée par les cellules gliales et les macrophages tissulaires du SNC, formant I'environnement
immunitaire des neurones (Lyman et al., 2014). Le microbiote intestinal influence le développement

et la fonction des cellules immunitaires résidentes du SNC, notamment la microglie (Erny et al., 2017).
2.3.Les voies neuronales

L'innervation de I'intestin est complexe et fait intervenir des fibres afférentes conduisant I'influx
sensitif de la périphérie vers la moelle épiniére, siege de boucles réflexes renvoyant un signal efférent
vers l'intestin par le SNA permettant ainsi d’adapter la fonction intestinale (motilité, sécrétion) aux
stimulations subies par la paroi (Parker, Fonseca and Carding, 2020). Ces fonctions sont automatiques
et n’atteignent jamais des niveaux de perception consciente. Lors d’une atteinte de l'intégrité
intestinale, le message est transmis de la moelle épiniére vers les structures supra-spinales impliquées
dans les composantes sensori-discriminative et cognitivo-émotionnelle de la douleur ainsi que dans
les mécanismes de contréle du message sensoriel ascendant (Grundy, Erickson and Brierley, 2019;

Drewes et al., 2020).
2.3.1. Les voies afférentes

Les terminaisons périphériques des fibres

[1 sous-muqueuse
1 Muscle circulaire

afférentes primaires coliques captent des [ Ganglions myentériques
. . . . . [ Autres
informations a tous les niveaux de la paroi

intestinale. Dans le c6lon des souris, 13 types

morphologiques de terminaisons ont été

identifiés, la plupart se situant dans la sous-
Figure 9 : Proportions des différents sous-types

mugqueuse (32%), la couche musculaire circulaire morphologiques des fibres afférentes coliques.

(25%) et les ganglions myentériques (22%) D’@presSpencer etal, 2016.

(Figure 9) (Spencer et al., 2016). D’autres afférences innervent les fibres inter-ganglionnaires des plexi,
les vaisseaux sanguins, les cryptes de Lieberkihn, la muqueuse et la couche musculaire longitudinale.
Sur le plan moléculaire, 7 profils transcriptomiques se distinguent avec des marqueurs permettant
d’identifier des populations exprimant des neuropeptides ou d’autres caractéristiques de fibres
myélinisées notamment. La classification fonctionnelle révele, quant a elle, cing grandes classes
d'afférences coliques définies selon leur réactivité a un ensemble de stimuli mécaniques et chimiques
et selon la couche de l'intestin dans laquelle elles résident (Hockley et al., 2019). Ainsi, des afférences
musculaires, des afférences muqueuses, des afférences musculaires/muqueuses, des afférences
vasculaires et des afférences mécaniquement insensibles ou afférences silencieuses ont été décrites
(Brookes et al., 2013, 2016; Spencer et al., 2016). Les afférences muqueuses ont des seuils d'activation

bas et sont sensibles a la déformation légere de la muqueuse colique. Elles détecteraient le contenu
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luminal dans le cadre des réflexes défécatoires. Les cellules EC communiquent avec ces fibres par
I'intermédiaire de la 5-HT (Brierley, Hibberd and Spencer, 2018). Les afférences musculaires répondent
a de faibles seuils de distensions de la couche musculaire circulaire, non douloureuses, induites par le
passage de matiéres fécales. Elles répondent également a des stimulations supraliminaires, éveillant
des sensations conscientes d’inconfort et de douleur (Brierley et al., 2004; Hughes et al., 2009; Malin
et al., 2009). Les afférences musculaires/muqueuses possédent les caractéristiques a la fois des
afférences mucosales et musculaires. Leur localisation trés distale dans le colon suggére qu'elles
pourraient jouer un role clé dans les circuits défécatoires spinaux et la sensation consciente de besoins
impérieux (Grundy, Erickson and Brierley, 2019). Contrairement aux autres sous-types, les afférences
vasculaires ne répondent qu’a des stimulations mécaniques nociceptives et sont sensibles a une
variété de médiateurs inflammatoires et immunitaires ainsi qu’aux variations de pression artérielle
(Brierley et al., 2004, 2008; Hughes et al., 2009; Malin et al., 2009). Enfin la cinquiéme classe
d'afférences est particuliere du fait de leur recrutement uniquement en conditions pathologiques
apres « amorcage » par des médiateurs inflammatoires ou des stimuli mécaniques (Figure 10) (Feng

and Gebhart, 2011; Feng et al., 2012).
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Figure 10 : Classification fonctionnelle des neurones sensoriels extrinséques de l'intestin.

Les cing types d’afférences sont décrits sur le plan moléculaire. Les sites de transduction sont représentés par
des cercles ; les sites de libération des transmetteurs sont représentés par des triangles. Les axones
intraganglionnaires fournissent des terminaisons laminaires intraganglionnaires, principalement dans les
ganglions myentériques. D’apres Brookes et al., 2013.

Les messages sensoriels en provenance du colon transitent vers la moelle épiniere
majoritairement par des fibres de petit calibre de type C non myélinisées et des fibres Ad faiblement

myélinisées (Scholz and Woolf, 2002). Elles empruntent trois voies anatomiques distinctes : les
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afférences vagales, les afférences thoraco-lombaires projetant vers la moelle via le nerf splanchnique
et les afférences lombosacrées via le nerf pelvien (Brookes et al., 2013; Brierley and Linden, 2014).
Leurs corps cellulaires sont situés dans le ganglion noueux (ou plexiforme), dans les ganglions des
racines dorsales (DRG) thoraco-lombaires (TL ; T10-L2) et lombo-sacrés (LS ; L5-S1), respectivement
(Spencer, Kyloh and Duffield, 2014). Les afférences vagales assurent l'innervation de |'cesophage, de
I'estomac, de I'intestin gréle et uniquement de la partie proximale du célon (Brookes et al., 2013). Le
role du nerf vague dans la transmission de la douleur viscérale est controversé. Les terminaisons
vagales seraient préférentiellement situées proches de la muqueuse et transmettraient des
informations d’ordre physiologique en réponse a de faibles distensions de la muqueuse (Grundy,
Erickson and Brierley, 2019). Les afférences vagales projettent dans le bulbe sur le noyau du tractus
solitaire (NTS). Les fibres splanchniques et pelviennes font synapse dans la corne dorsale de la moelle
épiniere au sein des laminae |, llouer, V-VII and X avec des interneurones excitateurs et inhibiteurs et
des neurones de second ordre projetant vers les structures supra-spinales (Figure 11) (Grundy,

Erickson and Brierley, 2019). Cortex Ginganaire
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Figure 11 : Schéma de I'innervation sensorielle extrinséque du célon.

Le cOlon est innervé par des afférences vagales et spinales. Les afférences vagales ont leur corps cellulaire
dans le ganglion noueux et projettent dans le bulbe sur le noyau du tractus solitaire (NTS). Les afférences
spinales suivent les nerfs splanchniques et pelviens. Ces afférences ont des corps cellulaires dans les ganglions
de la racine dorsale (DRG) au niveau thoraco-lombaire et lombo-sacré, respectivement. Leurs axones
centraux se terminent dans la corne dorsale thoraco-lombaire et lombo-sacrée de la moelle épiniere, ou ils
font synapse sur des neurones de second ordre. L'information sensorielle gagne ensuite les structures supra-
spinales.
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Certaines fibres en provenance d’autres viscéres, comme la vessie, ou méme de territoires
cutanés ou musculaires peuvent projeter sur les mémes neurones de second ordre que les afférences
coliques. Ces phénomeénes de convergence viscéro-viscérale et viscéro-somatique sont a I’origine des
manifestations douloureuses extra-digestives (Gao et al., 2021).

L'information sensorielle gagne ensuite les structures supra-spinales par divers faisceaux de
fibres permettant de décomposer les différents aspects du message douloureux ainsi que leur
modulation. Les neurones spinaux de projection des laminae | et V forment la voie spinothalamique
qui projette vers différents noyaux du thalamus en envoyant préalablement des collatérales « en
passant » vers la formation réticulaire du tronc cérébral impliquée dans le contrble inhibiteur
descendant du message douloureux. Certains neurones spinaux projettent uniquement sur cette
structure formant la voie spinoréticulaire. Les neurones de projection des laminae VIl et X ainsi que
certaines afférences ne faisant pas synapse au niveau médullaire forment la voie ascendante des
colonnes dorsales recrutée lors de stimulations nociceptives uniquement d’origine viscérale qui
projette vers les noyaux des colonnes dorsales dans le tronc cérébral (Gebhart and Bielefeldt, 2016;
Drewes et al., 2020). Enfin la voie spino-ponto-mésencéphalique convoie les signaux vers la substance
grise périaqueducale et I'aire para-brachiale impliquée dans les contréles descendants de la douleur

et le conditionnement aversif aux stimuli douloureux respectivement.
2.3.2. Lesvoies efférentes
2.3.2.1. Le systéme nerveux autonome

La fonction intestinale, bien que rendue autonome par I’activité intrinseque du SNE, est sous le
contrdle des systemes nerveux sympathique et parasympathique (Furness, 2000). Parmi les structures
cérébrales dont I'activité est modulée par la sensation douloureuse, I’'hypothalamus est au centre des
boucles réflexes autonomes controlant I'activité de I'intestin. L'insula et le cortex cingulaire antérieur,
soit directement, soit par I'intermédiaire de I'hypothalamus, régulent I'activité des noyaux du tronc
cérébral (la substance grise périaqueducale, le noyau para-brachial, le noyau du tractus solitaire et
d’autres noyaux du bulbe) régulant les fonctions viscérales (Halassa and Sherman, 2019; Kano et al.,
2020). Ces noyaux agissent a leur tour sur les neurones parasympathiques du noyau moteur du nerf
vague dans le bulbe et les fibres pelviennes de la moelle lombaire ainsi que sur les neurones
sympathiques de la moelle thoraco-lombaire. Les neurones cholinergiques parasympathiques
présynaptiques projettent vers les ganglions pré-vertébraux situés a proximité des organes cibles. Les
neurones présynaptiques sympathiques, également cholinergiques, font synapse, dans la chaine
ganglionnaire para-vertébrale d’ou sont issus les neurones adrénergiques innervant les viscéres

(Gebhart and Bielefeldt, 2016). Au niveau colique, le systeme sympathique exerce un effet inhibiteur
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sur la contraction des muscles lisses et le sécrétion mucosale ainsi qu’une vasoconstriction. Le réle du
systéme nerveux parasympathique est plus complexe dans la régulation des fonctions du tractus mais

I’Ach provoque des contractions coliques (Drumm et al., 2021).
2.3.2.2. L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

Considéré comme le composant clé du systéme de réponse au stress chez les vertébrés, I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) participe a la communication bidirectionnelle entre le
cerveau et l'intestin. Le facteur de libération de la corticotropine (CRF) sécrété par les cellules
endocrines des noyaux para-ventriculaires de I'hypothalamus déclenche cet axe en se liant aux
récepteurs CRF1 (CRF1R) dans I'hypophyse antérieure qui favorise la sécrétion de I'hormone
adénocorticotrophine (ACTH) dans la circulation systémique pour finalement provoquer la libération
de cortisol (principale hormone du stress affectant le cerveau) chez I'Homme a partir des glandes
surrénales (Figure 12) (Tanaka et al., 2018). Le CRF exerce également une action périphérique
intestinale par I'activation des récepteurs CRFR1 et 2 retrouvés tant sur les cellules épithéliales que les
plexi intestinaux. Ainsi, en utilisant un modele de rats faiblement anxieux, I'administration de CRF
provoque une hypersensibilité viscérale d’origine colique (HSVC), bloquée par un prétraitement avec
un antagoniste du CRFR1 (Greenwood-Van Meerveld et al., 2005). La liaison du CRF a ses récepteurs
induit aussi des modifications de la contractilité des muscles lisses, du transport et de la perméabilité

des muqueuses (Chang, 2012).
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Figure 12 : Schéma de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

En cas de stress, le facteur de libération de la corticotropine (CRF) est libéré par I’hypothalamus qui, a son
tour favorise la sécrétion de ’hormone adénocorticotrophine (ACTH) agissant sur les glandes surrénales. Ces
derniéres provoquent finalement la libération du cortisol dans le sang.
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3. Modulations de I'axe cerveau-intestin-microbiote et leurs conséquences
3.1. Modulation du microbiote intestinal

Le microbiote impacte directement I'environnement intestinal par le contrdéle de plusieurs
fonctions métaboliques, le développement des systémes immunitaire et nerveux et la défense contre
les pathogenes. Cependant, ses effets s'étendent au-dela de la spheére viscérale puisqu’il participe
également au développement et a I'noméostasie du cerveau (Kelly et al., 2017; Cryan et al., 2019). En
effet, les altérations de la relation symbiotique entre le microbiote et le microenvironnement
entérique peuvent ainsi avoir des conséquences multiples, notamment le développement de troubles
comportementaux et cognitifs (Sekirov et al., 2010; Bastiaanssen et al., 2018; Cryan et al., 2019). Les
premieres connaissances de I'impact du microbiome sur la physiologie de I’h6te viennent des modéles
animaux chez qui la modulation du microbiote, par des méthodes variées, rend compte de sa
contribution sur le comportement, la physiologie et la neurobiologie de I’h6te (Luczynski et al., 2016;

Weger et al., 2019).
3.1.1. Modéeles axéniques et transplantation fécale

Les animaux axéniques ou Germ Free (GF) sont élevés dans un environnement stérile depuis la
naissance et ne subissent donc aucune colonisation microbienne intestinale. Au niveau périphérique,
les concentrations luminales de la plupart des acides aminés sont réduites chez ces animaux par
rapport a des souris exemptes d’organismes pathogenes spécifiques (EOPS) (Yamamoto et al., 2018).
Cette absence de microbiote affecte le systéme immunitaire, la signalisation hormonale, la
neurotransmission mais aussi le métabolisme (Sudo et al., 2004; Kawase et al., 2017; Pan et al., 2018;
Weger et al., 2019). La perception des sensations intestinales est aussi perturbée par I'absence de
microbiote puisque les animaux axéniques développent une hypersensibilité colique normalisée par
une colonisation post-natale avec un microbiote conventionnel (Sudo et al., 2004; Luczynski et al.,
2017).

Ce sont les perturbations centrales retrouvées chez ces animaux qui montrent I'importance du
dialogue entre le microbiote et le cerveau au sein de I'axe. Les souris axéniques présentent des
modifications des niveaux de neurotransmetteurs (augmentation de 5-HT), des génes liés a la plasticité
synaptique mais aussi liés a l'activité neuronale et une réponse accrue au stress et de l'anxiété
(Luczynski et al., 2017; Cryan et al., 2019). L’hyperréactivité au stress des souris axéniques est associée
a des perturbations de I'axe HHS (Gareau et al., 2011). Les souris axéniques présentent des déficits
dans la maturation et la fonction de la microglie, tandis que la recolonisation ou I'administration de
métabolites clés du microbiote intestinal, tels que les AGCC, rétablissent sa fonction grace a leur

récepteur FFAR2 (Erny et al., 2017). Ces animaux axéniques présentent également une augmentation
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de la concentration de 5-HT dans I’hippocampe et de Trp dans le sang par rapport aux animaux témoins
colonisés de maniére conventionnelle, ce qui suggére que le microbiote influence la neurotransmission
sérotoninergique du SNC (Clarke et al., 2013).

Les phénotypes décrits ci-dessus sont restaurés lorsqu’un microbiote conventionnel est
implanté chez les animaux axéniques. Différentes combinaisons d'antibiotiques sont souvent utilisées
pour épuiser le microbiote et fournir aux bactéries administrées un environnement moins compétitif
pour proliférer (Waller, Leong and Paramsothy, 2021). Chez 'Homme, la transplantation de microbiote
fécal (TMF) est une procédure impliquant le transfert du microbiote intestinal d'un individu réalisé par
administration orale, naso-pharyngée ou par coloscopie de matiéres fécales. Chez les rongeurs, elle
peut étre réalisée par gavage oral ou instillation rectale. Lorsqu'elle est efficace, cette technique
implante un microbiome semblable a celui du donneur dans le tube digestif du receveur, ce qui permet
d’étudier les relations de causalité entre le microbiote intestinal et son hote. De telles études ont
montré que divers phénotypes comportementaux peuvent étre transférés par la TMF, y compris un
comportement de type anxieux et certains aspects des symptomes dépressifs, ce qui suggere que le
microbiote intestinal est un élément clé de la régulation de ces troubles (Bercik et al., 2011; Kelly et

al., 2016; P. Zheng et al., 2016).
3.1.2. Traitement par des antibiotiques

Certains antibiotiques sont non absorbables (comme la vancomycine) et présentent donc
I'avantage de neutraliser le microbiote dans l'intestin sans pour autant entrer dans la circulation
sanguine, évitant ainsi tout effet systémique potentiel (Tochitani et al., 2016). D'autres antibiotiques
tels que le métronidazole peuvent potentiellement avoir la capacité de traverser la BHE, pénétrer dans
le SNC et avoir une action directe sur le cerveau, comme l'inhibition microgliale et des perturbations
cognitives (Riazi et al., 2015; Cattaneo et al., 2017).

Chez I’'animal, I'administration d’antibiotiques dés le plus jeune dge induit une hypersensibilité
colique a l'age adulte (O’Mahony et al., 2014; Hoban et al., 2016). La proportion des cellules
microgliales est diminuée dans le SNC suite a un traitement par antibiotiques large spectre et ces
cellules présentent un phénotype immature. Les conséquences d’un tel traitement sont importantes
puisque la maturation et I'état d’activation de la microglie sont primordiaux pour I'"homéostasie
tissulaire et le maintien d’'une réponse immunitaire efficace dans le SNC. Ces troubles peuvent étre
normalisés par une recolonisation avec un microbiote complexe, suggérant ainsi qu’une signalisation
microbienne active, notamment via les AGCC, est nécessaire pour réguler 'noméostasie de la microglie
(Erny et al., 2017). De plus, au sein de ganglions entériques résident des cellules gliales dont le nombre
est réduit chez les animaux traités aux antibiotiques (Caputi et al., 2017), montrant le role bénéfique

du microbiote intestinal pour I'homéostasie du SNE. Ceci contribue a assurer son intégrité structurelle
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et fonctionnelle. L’absorption des antibiotiques par le tractus digestif est a prendre en considération
lors de leur utilisation pour étudier I'axe cerveau-intestin-microbiote. En outre, I'appauvrissement a
long terme du microbiote induit par I'utilisation d’antibiotiques chez des souris a I'adolescence altére
la cognition, le comportement social et I'anxiété des souris adultes (Desbonnet et al., 2015).

De plus en plus d’études cliniques suggerent que l'utilisation d’antibiotiques et I’altération du
microbiote intestinal associée pourraient avoir un impact sur la fonction cérébrale et le comportement
des individus (Sharon et al., 2017; Cryan et al., 2020). Pour exemple, I'administration d'antibiotiques
pendant la premiére année de vie a été corrélée au développement plus tardif de la dépression et de

difficultés comportementales (Slykerman et al., 2017).
3.2. Neurotransmission intestinale : sensibilisation périphérique

Les cellules épithéliales modulent I'activité neuronale par lintermédiaire des cellules
immunitaires actives en conditions pathologiques mais elles communiquent aussi directement avec
les afférences coliques par le biais de contacts synaptiques étroits (Najjar, Davis and Albers, 2020).
Longtemps le processus de codage des informations sensitives viscérales par les afférences coliques
est demeuré inconnu. Aujourd’hui il apparait que les cellules EC seraient des médiateurs primordiaux
de cette signalisation puisqu’elles sont sensibles a différentes modalités de stimulations intestinales
(butyrate, déformation épithéliale, nutriments...), et sont, comme les neurones, électriquement
excitables. En retour, elles permettent de relarguer de la 5-HT qui régule la physiologie colique
(Gershon, 2013). Néanmoins d’autres types cellulaires et moléculaires participent a cette signalisation
en contexte pathologique pouvant mener a la sensibilisation périphérique des afférences. Les
terminaisons des fibres afférentes primaires répondent a un large panel de médiateurs tels que I’ATP,
le GMPg, le glutamate, I'acétylcholine, des protéases ou encore des toxines bactériennes (Gebhart and
Bielefeldt, 2016; Grundy, Erickson and Brierley, 2019). Ces médiateurs activent les nocicepteurs locaux
et peuvent conduire, en contexte inflammatoire par exemple, a la sensibilisation des neurones (Figure

13) (Petersen et al., 2003).
3.2.1. ATP

La distension colique entraine la libération d'ATP par les cellules épithéliales coliques
(Burnstock, 2001) (Tomasova et al., 2021). Les cibles de I'ATP sur les terminaisons des afférentes
musculaires et vasculaires du c6lon comprennent les récepteurs ionotropiques P2X3 et P2X2 ainsi que
les récepteurs métabotropiques P2Y1 et P2Y2 (Shinoda, Feng and Gebhart, 2009; Hockley et al., 2016).

L'activation du canal TRPV3 est également liée a la libération d'ATP.
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Figure 13 : Mécanismes de signalisation qui affectent la sensibilité afférente viscérale.

Le colon subit des étirements et des distensions lors des contractions et des relachements, ce qui permet une
activation mécanique directe des afférences coliques. Les cellules entérochromaffines (EC) coliques peuvent
étre activées par une série de médiateurs endogénes, ce qui entraine la libération de sérotonine (5-HT). Les
infections et I'inflammation entrainent une rupture de I'intégrité de la barriére et permet aux médiateurs
luminaux d'accéder aux terminaisons nerveuses afférentes. Cela permet aussi le recrutement des cellules
immunitaires qui liberent une pléthore de médiateurs qui peuvent activer et sensibiliser les afférences via un
arsenal de canaux ioniques et de récepteurs. Certains de ces processus sont excitateurs (pro-nociceptifs),
tandis que d'autres sont inhibiteurs (anti-nociceptifs). L'équilibre entre les deux régule I'excitabilité neuronale
afférente périphérique vers le SNC. D’aprés Grundy et al., 2018.
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3.2.2. Le GMPc

Lorsqu’une contraction colique se produit, des molécules de signalisation libérées par les
cellules épithéliales peuvent inhiber I'activité neuronale. C’est le cas du GMPc, qui est libéré lors de
I'activation du récepteur épithélial de la guanylate cyclase C par fixation du monoxyde d’azote libéré
par la contraction musculaire (Tchernychev et al., 2015). La production de GMPc dans les cellules
épithéliales entraine une augmentation de la quantité de GMPc qui inhibe I'activité des fibres
afférentes coliques (Castro et al., 2013). Le GMPc diminue les concentrations intracellulaires en

calcium et ainsi une relaxation des fibres musculaires lisses (Sanders et al., 2016).
3.2.3. Le glutamate

Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur produit a partir du glucose par certaines
bactéries incluant Lactococcus lactis. Une fois synthétisé il peut étre transformé en GABA, un inhibiteur
de I'activation neuronale, par les bactéries qui possédent une activité glutamate décarboxylase telles
que Bacteroides (Otaru et al., 2021). Plusieurs types de récepteurs du glutamate sont exprimés a la
terminaison des afférences coliques, notamment les récepteurs ionotrophiques amino-3-hydroxy-5-
méthyl-4-isoxazolepropionate (AMPA) et N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et les récepteurs
métabotropes mGIluR1-5 (Hockley et al., 2019). Des études métabolomiques comparant le
métabolome de souris axéniques et de souris conventionnelles ont mis en évidence un lien entre la
composition du microbiote intestinal et les altérations des niveaux de glutamate cérébral (Matsumoto
et al., 2013; Kawase et al., 2017). La modulation de I'activité des récepteurs glutamatergiques le long
de I'axe cerveau-intestin-microbiote peut influencer les fonctions intestinales (par exemple, le go(t, la
sensibilité viscérale et la motilité) et cérébrales (réponse au stress, humeur et comportement) (Baj et

al., 2019).
3.2.4. L'acétylcholine

En cas de contraction colique, la choline acétyl-transférase exprimée par cellules Tuft de
I'épithélium intestinal, permet la synthése de I'Ach (Porter et al., 1996; Gautron et al., 2013). L'Ach
établit ainsi une communication entre ces cellules coliques et les neurones environnants (Gautron et
al., 2013). Les récepteurs nicotiniques de I'Ach sont exprimés dans prés de 50% des fibres afférentes
peptidergiques coliques (Hockley et al., 2019). Des études ont montré que la synthése de I’Ach
intestinale augmente la perméabilité para-cellulaire et fragilise I'intégrité de la barriére épithéliale

intestinale (Neunlist et al., 2003).
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3.2.5. Les protéases

En conditions pathologiques inflammatoires ou infectieuses, les cellules épithéliales intestinales,
immunitaires (neutrophiles, mastocytes, macrophages) et le microbiote commensal produisent des
protéases. Les protéases fécales peuvent étre produites par plusieurs genres bactériens du microbiote
intestinal, tels que Bacteroides, Clostridium, Streptococcus et Lactobacillus (Biancheri et al., 2013;
Maharshak et al., 2015; Rolland-Fourcade et al., 2017). Un grand nombre de ces protéases (comme la
trypsine) et d’inhibiteurs de protéases sont alors présents dans la lumiére intestinale et la muqueuse
colique (Vergnolle, 2016). Ces protéases jouent un réle important dans la signalisation afférente du
cOlon (Edogawa et al., 2021). Les protéases peuvent agir sur la perméabilité intestinale ainsi que sur la
perception de la douleur en activant des familles de récepteurs tels que les protease activated
receptors (PAR), présents sur les fibres afférentes primaires (Cenac et al., 2007; Coéffier et al., 2010;

Vergnolle, 2016).
3.2.6. Les toxines bactériennes

Les toxines bactériennes peuvent aussi moduler la signalisation périphérique de la douleur (Jiang
et al., 2018). Staphylococcus aureus, un important pathogene humain, possede une variété de facteurs
de virulence qui facilitent l'invasion de I'h6te et I’activation directe des neurones de DRG. Parmi ses
facteurs de virulence, les toxines a- et y-hémolysines, capables de former des pores, ont démontré
leur capacité a activer directement les nocicepteurs. L'a-hémolysine induit I'activation des neurones
de DRG exprimant le canal sodique Nay1.8 et le canal TRPV1, et la douleur chez des souris infectées
par injection intra-plantaire de la bactérie S. aureus (Figure 14) (Chiu et al., 2014; Blake et al., 2018).
Aussi, S. aureus sécrete des peptides N-formyl, qui agissent sur des nocicepteurs exprimant TRPV1 et
TRPA1 pour médier la douleur pendant l'infection (Chiu et al., 2014; Blake et al., 2018).

Alors que la douleur est généralement considérée comme caractéristique d’une infection aige,
certains agents bactériens peuvent avoir des effets analgésiques. C'est le cas de la souche probiotique
d'E. coli Nissle 1917 qui sécrete du C12AsnGABAOH, un lipopeptide capable de réduire la douleur
viscérale par le biais du récepteur GABA B (Figure 14). Le C12AsnGABAOH empéche I'activation des
nocicepteurs exprimant TRPV1 mais aussi des récepteurs couplés aux protéines G (Pérez-Berezo et al.,

2017).
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Figure 14 : Mécanismes microbiens agissant sur les nocicepteurs pour moduler la douleur.

S. aureus activent directement les nocicepteurs pour provoquer la douleur pendant l'infection. Elle produit
les toxines poreuses a- et y-hémolysines qui agissent sur les neurones sensoriels pour induire un influx de
cations, la génération d'un potentiel d'action et la production de douleur. Les peptides formylés de S. aureus
se lient aux récepteurs FPR1 des nocicepteurs pour induire une sensibilité a la douleur mécanique. A 'inverse
des produits bactériens inhibent le message douloureux. E. coli Nissle 1917 sécrete le lipopeptide
C12AsnGABAOH qui inhibe I'activation des nocicepteurs et la douleur via le récepteur GABA B. D’aprés Deng
and Chiu 2021.

3.3. Activation du systeme immunitaire mucosal

Différents facteurs environnementaux peuvent affecter le dialogue entre l'intestin et le
cerveau, notamment la prise d’antibiotiques, le stress, ou encore la dysbiose du microbiote intestinal
avec une prédominance de bactéries pro-inflammatoires (Ohman and Simrén, 2010; Holzer et al.,
2017). En cas d’infections, la premiére ligne de défense immunitaire contre ces agents comprend les
entérocytes, les cellules caliciformes et également des cellules immunitaires résidentes telles que les
neutrophiles, les cellules dendritiques, les macrophages associés a la muqueuse, les éosinophiles et les
mastocytes. Les composants structurels bactériens ou PAMP entrainant I'activation du systéme
immunitaire sont de différentes natures. Le lipopolysaccharide (LPS) dérivé de la membrane externe
des bactéries a Gram négatif, le peptidoglycane ou encore la flagelline servent également de
médiateurs dans le dialogue croisé avec le systéme immunitaire (Rooks and Garrett, 2017) via les TLR,
présents au niveau de la barriere épithéliale (Lazaridis and Germanidis, 2018). De plus, les nombreux
facteurs de virulence bactériens et notamment la sécrétion de toxines par des bactéries telles que
Escherichia ou Shigella induisent une réponse immunitaire couplée a une réaction inflammatoire

puissante pouvant atteindre le cerveau (liang et al., 2018). Des métabolites bactériens peuvent aussi
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activer la signalisation immunitaire, tels que les AGCC et les ligands des récepteurs d’hydrocarbures
aromatiques (aryl hydrocarbon receptor AhR) (Schiering, Wincent, Metidji, Iseppon, Li and Alexandre,
2017; Shinde and McGaha, 2020; W. Yang et al., 2020). Cependant, la réponse immunitaire innée n’est
pas toujours suffisante pour empécher I'invasion par des pathogenes, et d’autres mécanismes associés

a I'immunité adaptative sont alors nécessaires.
3.4.Interaction neuro-immunitaire

Le systeme nerveux et les nocicepteurs, tout comme les cellules immunitaires, jouent un réle de
régulateur dans la défense hote-pathogéne. La proximité entre les cellules immunitaires et les
terminaisons nerveuses facilite une réponse rapide entre ces deux systemes, et permet notamment la
modulation des réponses inflammatoires et de la transmission de I'information douloureuse. Cette
interaction peut avoir lieu aux niveaux périphérique et central (Brinkman et al., 2019). En réponse a
une invasion de pathogene, les cellules immunitaires liberent des médiateurs inflammatoires capables
d’activer les voies neuronales qui, par amplification de la réponse immunitaire, peuvent permettre
I’élimination de ces pathogénes et un contréle de I'inflammation induite. Les nocicepteurs expriment
des PRR, qui peuvent détecter directement les micro-organismes, leurs composants ou leurs
métabolites. De maniére générale, les bactéries a Gram négatif ont la capacité d'activer les neurones
sensoriels exprimant les récepteurs TLR4 et TLR5 (Deng and Chiu, 2021). Dans les ganglions plexiformes
du nerfvague, le LPS peut activer directement les nocicepteurs par l'intermédiaire de TLR4 ce qui induit
la libération de CGRP (Jia et al., 2021). Le TLR5 reconnait la flagelline ce qui suppose que les bactéries
flagellées peuvent activer les neurones de DRG et ainsi moduler la perception de la douleur (Ley and
Gewirtz, 2016; Xu et al., 2016). L’activation neuronale par des motifs bactériens entraine la libération
de neuropeptides aux propriétés antimicrobiennes et impliqués dans la signalisation immunitaire
(Mayer, Tillisch, et al., 2015). Une fois activés, les mastocytes produisent de nombreux
neuromédiateurs inflammatoires comme [’histamine, la tryptase et la 5-HT impliqués dans la
déstabilisation de la barriere épithéliale intestinale (Coéffier et al., 2010; Martinez et al., 2013). Le
sulfure d’hydrogene (H.S) est capable d’activer directement les canaux présents sur les neurones
afférents coliques induisant ainsi un message nociceptif (Terada and Kawabata, 2015; Fukami,
Sekiguchi and Kawabata, 2017). Les récepteurs TRP sont exprimés par les neurones entériques et les
cellules EC (Nozawa et al., 2009). Le TRPA1 est le canal TRP sensoriel le plus sensible au LPS (Alpizar et
al., 2017). Le LPS purifié d'E. coli induit des réponses a la douleur aigué et une hyperalgésie mécanique
via TRPA1 et dépend de la fraction lipidique A, qui produit des altérations mécaniques de la membrane
plasmique (Meseguer et al., 2014). Bien que son activation nécessite une dose plus élevée de LPS,
I'activation de TLR4 déclenche des cascades de signalisation intracellulaire dans les nocicepteurs,

conduisant également a la sensibilisation de TRPV1 (Boonen et al., 2018). Les récepteurs de type TLR3
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et 7, qui reconnaissent I'ARN viral, et les récepteurs de type TLR2 et 4, qui reconnaissent le
peptidoglycane et le LPS, sont exprimés dans les SNE murins et humains (Barajon et al., 2009; Brun et
al., 2013). Lactobacillus rhamnosus et le polysaccharide A isolé de B. fragilis activent les neurones
afférents intestinaux ex vivo (Mao et al., 2013). Cependant, il reste a savoir dans quelle mesure les
antigenes microbiens luminaux entrent en contact physique direct avec les neurones in vivo (Keita and
Séderholm, 2010).

L'activation du systéme immunitaire intestinal lors d’une infection peut déclencher une réponse
neuro-inflammatoire impliquant la BHE, la glie et les neurones. Ainsi, I'activation immunitaire centrale
par libération systémique de motifs bactériens par exemple, entraine la libération de cytokines pro-

inflammatoires qui modulent I'activité des cellules gliales (Abe et al., 2020).
3.5. Perturbations de la signalisation descendante

Les altérations de I’environnement intestinal en conditions pathologiques et leurs conséquences
sur le systeme nerveux central sont de mieux en mieux caractérisées. Cependant le caractere
bidirectionnel des relations entre l'intestin et le cerveau implique que des dysfonctionnements
centraux peuvent aussi étre a I’origine des troubles de la fonction intestinale. Ces mécanismes mettent
en jeu le systeme nerveux autonome et la cascade hormonale de I'axe HHS qui jouent un réle
important dans la régulation de quasiment toutes les fonctions intestinales et méme de la composition
microbienne (Smith and Vale, 2006; Kano et al., 2017; Marin et al., 2017; Fuentes and Christianson,

2018).
3.5.1. Dysfonctions digestives

Les études cliniques et fondamentales s’accordent sur l'augmentation de la motilité et
I'accélération du transit induites par I’exposition a un événement stressant (Murakami et al., 2017).
Anatomiquement, le SNA projette sur les neurones du SNE, notamment sur le plexus myentérique qui
coordonne les séquences de contractactions/relachements des muscles lisses intestinaux au cours du
péristaltisme (Mayer, 2011). Ainsi, le SNA joue probablement un réle dans les troubles de transit
colique impliquant notamment des altérations du contréle parasympathique (Pellissier et al., 2014).
En effet, les efférences vagales modulent la fréquence des contractions propulsives de grande
amplitude dans le colon (Tong et al., 2010). Une hyperactivation de ce systéme peut étre associée a
des troubles de transit de type diarrhée alors que son inhibition entrainerait une constipation (Bonaz,
Bazin and Pellissier, 2018). La stimulation électrique du nerf vague est par ailleurs un traitement
alternatif pour la constipation (Shi et al., 2021). Les troubles du transit peuvent étre modélisés chez les
animaux de laboratoire par une exposition a un stress. Le stress d’évitement de I’eau chez les rats

provoque une acclération de la motilité colique par exemple (Matsunaga et al., 2009). Dans ce
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phénoméne, les hormones de I'axe corticotrope seraient des médiateurs incontournables de la
modulation du SNA par le stress. Chez le rat, l'injection de CRF dans I'hypothalamus et le locus
coeruleus accroit la motricité colique (Taché et al., 1993; Tache et al., 2019). Cette derniere structure
envoie des neurones adrénergiques notamment sur les centres parasympathiques sacrés innervant le
cOlon distal. Ainsi, cette transmission descendante pourrait étre modifiée en condition pathologique

par I'exposition a des facteurs chroniques de stress déclanchant I'altération des réponses autonomes.
3.5.2. Dysfonctions sensitives

Les données portant sur I'impact du stress dans la sensibilité d’origine viscérale ou somatique
sont, aujourd’hui, nombreuses. Les mécanismes de I'analgésie somatique induite par le stress aigu
sont désormais connus et font intervenir les voies inhibitrices descendantes opioidergiques,
glutaminergiques ou sérotoninergiques, selon la sévérité et la nature de I’évenement stressant. Il est
également bien admis que I'exposition a un stress unique ou répétée entraine cette fois-ci une
hypersensibilité notamment au niveau colique (O’Mahony et al., 2014; Fuentes and Christianson,
2018). Les efférences sympathiques et/ou parasympathiques stimulent dans le célon le relargage de
différents neuromédiateurs par plusieurs types cellulaires. Ainsi, la sécrétion mastocytaire d’histamine
est augmentée par un stress de contention ou I'administration centrale de CRF chez le rat (Eutamene
et al., 2003). En plus de son action centrale, le CRF est exprimé par les cellules épithéliales, les cellules
immunitaires de la lamina propria et les neurones du SNE (Tache et al.,, 2019). L’administration
périphérique d’une antagoniste CRFR1 réduit I'hypersensibilité colique induite par le stress chez le rat
soutenant I'hypothese d’un rdle des récepteurs coliques au CRF dans I'hypersensibilité viscérale

(Greenwood-Van Meerveld et al., 2005).
3.5.3. Activation du systeme immunitaire

Dans la paroi intestinale, les efférences catécholaminergiques régulent la programmation
fonctionnelle des macrophages par I'activation des récepteurs adrénergiques B2 a la surface des
macrophages des couches musculaires ayant un profil anti-inflammatoire dominant. La délétion du
gene codant ce récepteur provoque une augmentation des taux sériques de TNF-a et une réduction
de I'lL-10 et promeut I'inflammation intestinale (Agac et al., 2019). Ces données suggerent un effet
anti-inflammatoire de I'activation du systéme sympathique. La stimulation du nerf vague réduit
I'inflammation intestinale. Tout comme le systéme sympathique, la stimulation parasympathique
aurait donc un effetimmunomodulateur impliquant les neurones du plexus myentérique et I’activation

des macrophages intestinaux.
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3.5.4. Défaut de perméabilité intestinale

Le stress psychologique chez I'individu sain réduit I’absorption d’eau et perturbe les équilibres
électrolytiques probablement par modification de le perméabilité intestinale (Camilleri, 2020). Comme
le reste des dysfonctionnements digestifs observés au cours du stress, la fonction de barriére est
soumise a la fois a une régulation neuronale et endocrinienne. La modulation du SNA par le stress
psychologique conduit a une sécrétion de mucus par les cellules caliciformes intestinales moins
protectrice (moins épaisse et de moins bonne qualité) par le biais de la signalisation des
catécholamines, qui modifie la composition et la taille du mucus sécrété (Da Silva et al., 2014).
L'activation mastocytaire fait partie des mécanismes évoqués dans I'augmentation de perméabilité
puisque la tryptase et I’histamine sont augmentées dans l'intestin suite a un stress chez ’'Homme
(Vanuytsel et al., 2014). La barriére intestinale devenant moins sélective, une translocation accrue des
microbes intestinaux ou des molécules associées aux microbes peut avoir lieu (Camilleri, 2020)

entrainant des réactions immunitaires et inflammatoires.
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Synthese :

L'axe cerveau-intestin-microbiote désigne les interactions bidirectionnelles complexes entre le SNC, et
le tube digestif, notamment le c6lon, comprenant le SNE ainsi que les cellules et organes effecteurs. Cet axe
constitue un circuit de réflexes nerveux, composé de récepteurs, de fibres afférentes projetant vers les aires
intégratives centrales et de fibres efférentes projetant vers les structures effectrices du colon. Cette
communication nerveuse est mise en jeu en coopération avec le systeme HHS et le systeme immunitaire. Le
réseau vasculaire est également indispensable dans la communication de cet axe, via de nombreux
médiateurs circulants du microbiote et de I'inflammation ayant des répercussions centrales et périphériques.
Dans les conditions physiologiques, ce dialogue tripartite permet au cerveau d’étre informé en permanence
de I’environnement digestif et régule en retour de nombreux processus tels que la douleur. Des modifications
de la physiologie intestinale entrainent des modifications de la composition du microbiote et inversement.
Une altération de ces interactions peut conduire a différents troubles digestifs tels que le Sll. En effet, le SlI
représente en réalité le terme générique définissant un ensemble de perturbations a plusieurs niveaux de

cet axe cerveau-intestin-microbiote.
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CHAPITRE 2 :

LE SYNDROME DE L’INTESTIN IRRITABLE

1. Généralités

Le syndrome de l'intestin irritable (SIl ou IBS pour Irritable Bowel Syndrome), initialement
considéré comme un trouble purement moteur altérant le transit intestinal, est aujourd’hui reconnu
comme une affection multifactorielle longtemps définie sous le terme de colopathie chronique
fonctionnelle. Outre les manifestations digestives, une douleur viscérale colique et le
dysfonctionnement des relations bidirectionnelles entre le tube digestif et le SNC caractérisent,
aujourd’hui, le SIl comme un trouble de I'interaction de I'axe cerveau-intestin-microbiote (Wilmes et
al., 2021). Bien que la compréhension de la physiopathologie du Sll se soit étoffée ces derniéres
années, parallelement a l'apparition de nouvelles options thérapeutiques, sa pathogénese reste

encore trop peu connue et aucun traitement curatif n’est disponible a ce jour.
2. Diagnostic

Le diagnostic du SlI se base sur les critéres de Rome qui évoluent régulierement. Il faut noter
gue la mise a jours de ces critéres qui sont de plus en plus restrictifs tend a diminuer la prévalence du
Sll (Vork et al., 2018). Aujourd'hui les critéres de Rome 1V sont utilisés (Lacy et al., 2016; Ford et al.,
2020) et reposent sur la caractérisation du trouble intestinal prédominant permettant de classer les
patients, grace a I’échelle de Bristol, selon différents sous-types : Sll avec diarrhée prédominante (SlI-
D), Sll avec constipation prédominante (SII-C), Sll avec une alternance des deux troubles (SIl mixte ou

SII-M) ou Sl non classifié (SII-U pour unclassified) (Ford, Lacy and Talley, 2017) (Figure 15).

Critéres de Rome IV de diagnostic du Sl Echelle de Bristol
. . . . . X TYPE 1 |
Présence de douleurs abdominales récurrentes au moins une fois @] ° Boulesdures séparées,
par semaine en moyenne durant les 3 derniers, avec apparition de 0 difficiles a expulser
symptdmes au moins 6 mois avant le diagnostic. L’existence de ces TYPE 2
douleurs doit étre associée a au moins 2 des critéres suivants : - Selles moulées mais avec des
- La défécation grumeaux apparents
- Une modification dans la fréquence des selles TYPE 3
- Un changement de la consistance (apparence) des selles - Selles moulées et craquelées
TYPE 4
Classification des sous-types de Sl ‘ Selles moulées lisses et molles
sll-C SII-D Sl-M - TYPE S
(prédominance de (prédominance de (alternance de constipation| @ @™ am ll\/lorc'eaux solides mous,
constipation) diarrhée) et de diarrhée) séparés les uns des autres,
. AR
e ® .. - e®® < CSEEST Selles molles a trés molles avec
o0 @ & ) .. morceaux solides non distincts
,“ TYPE 7
- l’-.-'“ ;_.._-‘- = Selles liquides, sans structure

Figure 15 : Classification des sous-types de Sll selon les critéeres de Rome IV et I’échelle de Bristol.

Pour établir le diagnostic du Sll selon les criteres de Rome IV, le terme « d’inconfort » n’est plus utilisé mais
exclusivement celui de « douleur ». L’échelle de Bristol est un outil fiable pour évaluer la consistance des
selles et ainsi classifier les patients selon le trouble intestinal prédominant dont ils souffrent. D’apreés Lacy et
al., 2016 et Ford et al., 2017, 2020.
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La prévalence de ces trois sous-types différe entre les Etats-Unis et I'Europe. Outre-Atlantique, il existe
une répartition égale des différents sous-types de Sll alors qu'en Europe, le SlI-C ou le SII-M sont plus

répandus (Guilera, Balboa and Mearin, 2005).

Symptémes compatibles avec le Sl (douleurs abdominales
chroniques associées a des troubles du transit)

\

Dosage sanguin complet ANORMA . .
. g - g . ,p . ANORMAL Traitement de la pathologie
(protéine Créactive, sérologie . .
. organique sous-jacente
ceeliaque)
y NORMAL ANORMAL
Signes clinique « d’alarme » ou
suspicion de maladie organique Oul T -
du tractus gastro-intestinal | P
inférieur )
‘ NORMAL
| NON
NON Gestion du Sll en fonction du
Critére de Rome IV N .
trouble du transit prédominant
| Oul !
Dosage de calprotectine et/ou NORMAL
lactoferrine DR
ANORMAL

Figure 16 : Algorithme de diagnostic pour les patients suspectés de SlI.
Adapté de Alexander C. Ford et al., 2017, 2020.

Le SII peut étre diagnostiqué par une approche symptomatique différentielle (Figure 16)
(Begtrup et al., 2013). Les patients doivent présenter des symptomes compatibles avec le Sll tels que
des douleurs abdominales et des troubles du transit (Lacy et al., 2016). L'absence de douleur exclut le
Sll. Les ballonnements n’entrent pas dans les criteres mais sont fréquents et appuient le diagnostic.
Un récit détaillé des antécédents médicaux du patient, ou anamnese, doit étre obtenu pour exclure
d’autres troubles a la symptomatologie approchante tels que la malabsorption des glucides, la maladie
cceliaque, le cancer de I'ovaire ou encore la colite microscopique. Si la concentration fécale initiale de
calprotectine ou de lactoferrine est anormale et que la suspicion de maladie inflammatoire chronique
de l'intestin (MICI) est élevée, une coloscopie doit étre réalisée (NICE - National Institute for Health
and Care Excellence, 2013). L'examen physique chez les patients atteints du Sll ne révele généralement
aucune anomalie autre que des douleurs abdominales, qui est plus fréquente dans le bas-ventre que
dans le haut de I'abdomen. Un toucher rectal doit étre pratiqué, en particulier chez les patients
constipés. Si des signes évocateurs d'un trouble défécatoire sont présents, y compris des symptomes
obstructifs (sensation d'évacuation incompléte ou besoin de digitation lors de la défécation) ou une
contraction anale paradoxale a I'effort lors du toucher rectal, le praticien peut envisager une

manomeétrie anorectale avec test d'expulsion du ballon (Ford et al., 2020).
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3. Epidémiologie

Le Sl est le trouble gastro-intestinal le plus fréquemment diagnostiqué, avec des taux
d'incidence de 11,2% dans la population mondiale, selon les critéres de Rome Il et variant de 3 a 5%
depuis la mise a jour des nouveaux critéres de Rome IV (Figure 17) (Oka et al., 2020). Il représente 20

a 50% des consultations en Gastroentérologie (Black and Ford, 2020; Sperber et al., 2021).

CRITERES DE ROME IlI

[ Aucune donnée
[30-0-4:9%
E50-99%
[ 10-0-14-9%
B 15:0-19:9%
B >20-0%

[ Aucunedonnée
0-0-4-9%
B 50-99%

Figure 17 : Prévalence mondiale du Sl selon les critéeres de Rome Ill en haut et de Rome IV en bas.
Adaptée de Oka et al., 2020.
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Une étude récente réalisée sur internet indique que les taux de prévalence du Sll allaient d’'un
minimum de 1,3% & Singapour a 7,6% en Egypte (Sperber et al., 2021). Avant la reconsidération des
criteres de Rome IV, une revue de la littérature et une méta-analyse portant sur 260 960 personnes a
travers 81 pays dans le monde ont évalué la prévalence mondiale du Sll a 11% (Lovell and Ford, 2012b).
Cependant, celle-ci variait considérablement selon les criteres de diagnostic utilisés et les pays
considérés, allant de 1,1% dans deux études iranienne et américaine, jusqu’a 45% au Pakistan. Les
raisons de ces disparités peuvent impliquer I'origine ethnique ou encore l'impact de facteurs de risques
alimentaires ou génétiques mais aussi des méthodologies diverses entre les études. Ainsi, des
différences considérables de prévalence sont mises en évidence lorsque les patients répondent de
maniére autonome a un questionnaire sur internet, par rapport a des enquétes téléphoniques ou en
consultation (Sperber et al., 2021). Un groupe de travail de la Fondation de Rome a réexaminé la
littérature en 2017 (Sperber et al., 2017; Tack and Drossman, 2017). Encore une fois, la prévalence du
Sl variait sensiblement, (de 1,1% en France et en Iran a 35,5% au Mexique), tout comme les
méthodologies utilisées. Par conséquent, les différents protocoles d’étude, les caractéristiques
cliniques des participants, variables entre les régions considérées, ou une combinaison de ces facteurs
ne permettent pas de conclure quant a la prévalence globale a I’échelle mondiale. En outre, dans
certains pays, y compris la majorité des pays africains, de nombreux états d'Europe de I'Est, du Moyen-
Orient et d'Amérique centrale, la prévalence du Sl demeure mal évaluée par manque de données
disponibles (Lovell and Ford, 2012b; Sperber et al., 2017). Les études les plus complétes concernent
les pays occidentaux et montrent une prévalence relativement homogéne. Les résultats d'une enquéte
en ligne basée sur la population générale pour définir la prévalence des troubles gastro-intestinaux
fonctionnels aux Etats-Unis, au Canada et au Royaume-Uni estiment celle du Sl entre 4,4% et 4,8%

selon les criteres de Rome IV (Black and Ford, 2020).
4. Symptomes
4.1.Symptoémes intestinaux

Les patients atteints du Sl présentent un tableau clinique associant troubles du transit et
douleurs abdominales intermittentes. Des ballonnements, des flatulences ou une sensation de fatigue
sont des symptomes fréquemment évoqués par les patients. Ces perturbations interviennent sans
altération structurelle intestinale a I'examen endoscopique caractérisant le Sll comme un trouble
fonctionnel (Chey, Kurlander and Eswaran, 2015; Enck et al., 2016; Defrees and Bailey, 2017). Une
fréquence anormale des selles (>3 selles par jour ou <3 selles par semaine) est parfois associée a un
effort excessif pendant la défécation, des sensations d'évacuation incomplete ou a la présence de

mucus dans les selles mais ces criteres ne sont pas spécifiques (Enck et al., 2016). La douleur
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abdominale est associée a la défécation et survient généralement au moment ou le patient présente
des altérations de la fréquence ou de la consistance des selles. Elle reflete une HSVC chez 33 a 90% des
patients (Farzaei et al., 2016). D'autres manifestations gastro-intestinales, telles que la dyspepsie
fonctionnelle et extra-digestives telles que I'anxiété et la dépression, sont fréquemment constatées
(Longstreth et al., 2006; Enck et al., 2016). Chez les femmes, 'association des symptémes et des
douleurs liées aux menstruations rend le diagnostic plus complexe. En effet, les dysménorrhées et les
douleurs sont exacerbées chez les patientes. De plus, une augmentation des ballonnements est
constatée avant les menstruations (Heitkemper et al., 2003). Il existe de nhombreuses pathologies
douloureuses associées au Sll telles que la fibromyalgie et le syndrome de vessie douloureuse (Warren,
2014; Grundy and Brierley, 2018; Popkirov et al., 2020). Les symptomes du Sll sont a l'origine
d'importants co(ts de santé mondiaux, avec une moyenne annuelle comprise entre 937 et 2108€ (Tack

et al., 2019), et d'une altération de la qualité de vie liée a la santé (Hollier et al., 2021).
4.2.Troubles psychologiques associés

Les troubles psychologiques, tels que les troubles anxieux et les troubles dépressifs majeurs
figurent parmi les problemes de santé mentale les plus répandus dans le monde, altérant
significativement la qualité de vie des patients (Choi, Kim and Jeon, 2021). Ces troubles peuvent étre
associés a des altérations du tube digestif (Cryan et al., 2019; Wilmes et al., 2021). De nhombreux
patients atteints du Sl présentent des comorbidités psychologiques. En effet, environ 44% des patients
atteints du SlI se présentant dans les services de Gastroentérologie souffrent de troubles anxieux et
25% de syndrome dépressif (Midenfjord et al., 2019). Les patients souffrant du Sl peuvent également
se sentir épuisés, avoir des troubles du sommeil, une perte d'appétit, des inquiétudes, ou méme
déclencher des crises de panique (Hausteiner-wiehle and Henningsen, 2014). La présence de ces
comorbidités psychologiques est associée a la sévérité des symptomes du Sl (Stasi et al., 2019; Black,
Yiannakou, et al., 2020). Des différences de prévalence et de sévérité des comorbidités en fonction du
sous-type de Sll et du sexe des patients ont été rapportées (Roohafza et al., 2016; Lee et al., 2017).
Celles-ci sont plus présentes chez les femmes et chez les patients souffrant d’un SlI-M (Roohafza et al.,
2016). Une méta-analyse montre que les patients ayant un Sll sont touchés par ces comorbidités quel
que soit le sous-type de SlI (Lee et al., 2017). A ce jour, les mécanismes sous-jacents a ces comorbidités
ne sont pas totalement connus. Ces symptomes psychologiques semblent étre de nature
bidirectionnelle puisqu’ils peuvent prédire le développement du SlI, tandis que le Sl est également
prédictif de la dépression et de I'anxiété plus tard dans la vie. Il est également important de noter que
la plupart des patients atteints de Sll développent leurs symptomes gastro-intestinaux avant les

comorbidités psychologiques (Koloski, Jones and Talley, 2016).
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5. Facteurs de prédisposition
5.1.Sexe

Des taux de prévalence du Sll obtenus via internet et lors d’interview ont été décrits comme
plus élevés chez les femmes, avec un ratio femme-homme de 1,8 via Internet et de 2,0 lors des
entretiens (Sperber et al., 2021). Aux Etats-Unis, au Canada et en Israél, les symptédmes du Sll sont 1,5
a 2 fois plus fréquents chez les femmes que chez les hommes (Lovell and Ford, 2012a). Les femmes
sont plus susceptibles de signaler des douleurs abdominales et de la constipation, tandis que les
hommes présentent plus fréquemment les symptomes du SlI-D (Lovell and Ford, 2012a; Meleine and
Matricon, 2014). De plus, un polymorphisme du chromosome 9 a été identifié comme étant associé
au risque de développer un Sl uniquement chez les femmes, ce qui semble étayer I'importance des

hormones sexuelles dans la physiopathologie du Sl (Bonfiglio, Zheng, et al., 2018).
5.2.Age

Le SlI peut survenir a n'importe quel age (Sperber et al., 2021) mais I'dge moyen des participants
aux essais cliniques de nouveaux traitements est de 45 ans (Ford, Lacy and Talley, 2017). C'est chez les
femmes agées de 20 a 40 ans que la prévalence du Sl est la plus marquée (Lovell and Ford, 20123;
Sperber et al., 2017) tandis que chez les hommes, elle semble plus importante entre 16 a 30 ans (Jafri
et al., 2007).La prévalence du Sll diminue avec I'age dans certaines enquétes (Chey, Kurlander and
Eswaran, 2015; Sperber et al., 2021), alors qu'elle augmente dans d’autres cas (Sperber et al., 2021).
Dans une méta-analyse, la prévalence du Sll semblait réduire légérement avec I'age (Black and Ford,

2020).
5.3.Génétique et épigénétique

De nombreuses prédispositions génétiques ont été proposées mais leur implication dans la
genese de la pathologie est encore débattue (Saito, Mitra and Mayer, 2010). Les patients atteints du
Sll déclarent fréquemment avoir des proches qui partagent leur diagnostic, ou leurs symptémes. Des
études ont observé une agrégation familiale du SlI, suggérant une composante génétique sous-jacente
et donc une susceptibilité de certains sujets a développer la maladie (Saito et al., 2010; Waehrens et
al., 2015). Néanmoins, ces résultats sont nuancés par le fait qu’au sein d’une méme famille, les
individus ont souvent partagé, lors de leur enfance ou tout au long de leur vie, des expériences ou des
expositions environnementales communes. Les résultats des études réalisées sur des jumeaux sont
contradictoires. Certaines démontrent une concordance accrue du diagnostic de Sll chez les jumeaux
monozygotes par rapport aux jumeaux dizygotes (Levy et al., 2001; Bengtson et al., 2006) et d'autres

ne montrent aucune différence notable (Mohammed et al., 2005). Des polymorphismes
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mononucléotidiques (SNP) dans des genes liés a des systemes de signalisation importants dans le
contrdle de la motilité ou de la sensation intestinale pourraient étre associés au Sl (Camilleri, 2014;
Cheung and Wu, 2014; Gazouli et al., 2016). Le Sll est associé a des variants génétiques dont les génes
sont énumérés dans le Tableau 1. Parmi les voies ou les molécules d’intérét identifiés, figurent la voie

sérotoninergique, certains genes de la fonction neuronale ou de lI'intégrité de la barriére épithéliale

intestinale.
Fonction Geéne Phénotype
Transporteur de recapture de la sérotonine (SERT ou SLC64A) SII-C SII-D SlI, associé a la
Le systeme

Récepteurs de type 2 (5-HTR2A et 5-HTR2C), de type 3 (5-HTR3A et 5- | sévérité des symptémes
sérotoninergique . .
HTR3E) et de type 4 (5-HTR4) de la sérotonine et a I'anxiété

Canaux sodiques Na,1.5 (scn5a),

Récepteur adrénergique a-A2, et a-1D,

Catéchol-o-méthyltransférase (COMT), SlI, sévérité des
Facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), symptomes, altérations
Les fonctions Récepteur p aux opioides (ORPM1), de régions corticales,
neuronales Récepteur aux cannabinoides de type 1 (CCNRI), transit, douleur
Hydrolases des amides d’acides gras (FAAH), abdominale,
Signalisation intracellulaire des toxines bactériennes (KDLER2), comorbidités

Neurotransmission glutamatergique (GRIP2IP),

Récepteurs du facteur de libération de la corticotrophine (CRF)

Jonctions serrées (occludines, zonula occludensZ0-1, claudines1 et 2)

Barriére
Adressage des protéines de jonctions a la membrane (CDC42)
épithéliale et SII-D, inflammation de
Cadhérine 1 (CDH1)
immunité bas grade
Tumor necrosis factor de la famille 15 TNFSF15
intestinale

Interleukine-10 (IL-10)

Tableau 1 : Mutations génétiques associées au SII.
Variants génétiques regroupés selon leur fonction et associés au phénotype de symptémes ou de sous-
groupes de Sll. D’apres Mahurkar-Joshi & Chang, 2020.

5.3.1. Le systéme sérotoninergique

L'altération du systéme sérotoninergique a été décrite comme étant impliquée dans la genése
des symptomes du SlI (Qin, Zhang and Yao, 2020). Dans les cellules sanguines de patients atteints de
Sll, des polymorphismes des génes codant les récepteurs de la 5-HT de type 2 (5-HTR2A et 5-HTR2C),
de type 3 (5-HTR3A et 5-HTR3E) ou de type 4 (5-HTR4) ont été décrits (Melke et al., 2003; Gu et al.,
2015). Une méta-analyse suggére qu’un polymorphisme génétique dans la région promotrice du géne
SLC6A4 (solute carrier family 6 member 4) codant SERT dans les tissus coliques, pourrait étre associé

positivement au Sll (Zhu, Zheng and Hu, 2018). Ce polymorphisme génétique entraine une réduction
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de la recapture de la 5-HT conduisant ainsi a son augmentation dans les biopsies coliques des patients
atteints de Sll (Kumar et al., 2012). De plus, dans les cellules sanguines, un polymorphisme génétique
de 5-HTTLPR (5-HT transporter long polymorphic region) dans le promoteur de SERT, a été associé a
une exacerbation du signal douloureux (Camilleri et al., 2008; Fukudo et al., 2009; Zhang et al., 2014)

et a I'apparition de comorbidités comme I'anxiété (Jarrett et al., 2007).
5.3.2. Les fonctions neuronales

Dans 60% des cas, les patients Sll ont une perception douloureuse augmentée due a une
sensibilisation neuronale (Azpiroz et al., 2007). Ainsi, un intérét particulier a été porté sur les
polymorphismes génétiques touchant la fonction neuronale. Un polymorphisme du géne SCN5A
codant les canaux sodiques Nay1.5 se traduisant par une hyperexcitabilité neuronale a été rapportée
chez environ 2% des patients atteints de Sll (Saito et al., 2009; Beyder et al., 2014; Verstraelen et al.,
2015; Bonfiglio, Henstrom, et al., 2018; Strege et al., 2018). Des polymorphismes des genes codant des
récepteurs ou des enzymes impliqués dans la régulation de la motilité intestinale ou dans la sensation
viscérale tels que les récepteurs alpha adrénergiques, la catéchol-O-méthyltransferase (COMT), le
facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), le récepteur p aux opioides (ORPM1), le récepteur
aux cannabinoides de type 1 (CCNRI) ou encore les hydrolases des amides d’acides gras (FAAH) ont
également été identifiés (Kim et al., 2004; Camilleri et al., 2008; Sikander et al., 2010; J. M. Park et al.,
2011; Karling et al., 2011; Jiang et al., 2014). Le SNP rs1556832 dans le gene codant le récepteur
adrénergique alD (ADRA1D) est associé a une augmentation de I'anxiété liée aux symptomes gastro-
intestinaux et a des changements morphologiques dans les régions du cerveau qui modulent la
perception sensorielle (Orand et al., 2015). Une étude d'association pangénomique sur le Sl a permis
d’identifier des variations dans les génes KDLER2 et GRIP2IP comme étant associées au Sl (Ek et al.,
2015). KDLER2 code un récepteur membranaire de rétention des protéines du réticulum
endoplasmique impliqué dans la signalisation intracellulaire des toxines bactériennes (Kreitman and
Pastan, 1995), supportant I'implication du microbiote dans la physiopathologie du SII. Le geéne GRID2IP
code une protéine (delphiline) exprimée sur les synapses des cellules granulaires cérébelleuses avec
les cellules de Purkinje dans le cerveau et impliquée dans la neurotransmission glutamatergique,
principal acide aminé excitateur du SNC et, de fait, essentiel dans la signalisation de la douleur (Miyagi
et al., 2002). Des associations entre les symptomes du Sll et des SNP dans les génes codant les CRFR1
et 2 ont été établies. Ces variations induisent une augmentation de la motilité colique chez les patients
Sll, pouvant étre réduite par I'utilisation d’antagonistes des récepteurs du CRF (Sato et al., 2012;
Komuro et al., 2016). D'autres études ont identifié des polymorphismes dans les genes de la sucrase-
isomaltase (Garcia-etxebarria et al., 2019). Celles-ci suggérent que le Sl pourrait étre lié a une

intolérance aux disaccharides (Bonfiglio, Henstrom, et al., 2018).
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5.3.3. Barriere épithéliale et immunité intestinale

Des variants de génes impliqués dans le maintien de l'intégrité de la barriere épithéliale
intestinale incluant cdc42, qui contrble, entre autres, I'adressage des protéines de jonctions a la
membrane, et CDH1 codant la cadhérine, ont été identifiés comme des facteurs de prédisposition au
développement d’un SlI (Villani et al., 2010; Wouters et al., 2014).

Les SNP liés a des genes du systéme immunitaire mucosal pouvant conduire a une inflammation
dite a bas bruit ont été identifiés chez les patients Sll tels que ceux codant la cytokine TNFSF15 (tumor
necrosis factor de la famille 15) et I'IL-10 (Saito, Mitra and Mayer, 2010; Saito, 2011; Zucchelli et al.,
2011; Bashashati et al., 2012; Swan et al., 2013; Lee and Park, 2014; Czogalla et al., 2015). Une méta-
analyse récente n'a trouvé aucune association entre le Sll et des polymorphismes dans des genes tels
que IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IL-1R1 et IL-23R. Seul le SNP rs4263839 qui code la TNFSF15 a été
associé au SII-C (Zucchelli et al., 2011; Czogalla et al., 2015). D’autres études sont nécessaires pour
identifier et valider I'association des polymorphismes dans la genése du Sl mais ces études donnent

des indications sur la physiopathologie de la maladie.
5.3.4. Epigénétique

De récentes études suggerent que les mécanismes épigénétiques, peuvent médier les effets
environnementaux sur les fonctions centrales et périphériques (Mahurkar-Joshi and Chang, 2020). Ces
mécanismes épigénétiques font référence a des altérations moléculaires qui conduisent a une
modulation de I'expression génique, entrainant des changements phénotypiques en |'absence de
modification de la séquence génique. Parmi ces mécanismes, les changements de méthylation de
I'ADN, les modifications des histones et I'expression différentielle des ARN non codants sont décrits
(microARN ou miARN et ARN long non codant).

La méthylation est une modification épigénétique de I'ADN qui consiste en l'ajout d'un
groupement méthyle sur les cytosines de dinucléotides CpG qui peut influencer I'expression des genes.
Des études montrent que les niveaux de méthylation du génome sont positivement corrélés a
I'expression des génes, pouvant ainsi définir de nouveaux biomarqueurs (Mayer et al., 2001). La
méthylation de I'ADN, est apparue comme une voie biologique candidate de premier plan reliant les
interactions gene-environnement au développement comportemental a long terme (Roth, 2013). Une
étude pilote du méthylome chez des patients atteints du Sl a permis d'identifier dans des cellules
circulantes, des marqueurs épigénétiques potentiels et leurs voies associées. Elle suggére que le Sll est
associé a des modifications de la méthylation de I'ADN dans des genes liés au développement des voies

neuronales et a l'activité des hormones neuropeptidiques comme la spondine sous commissural
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(SSPO) (Meiniel, 2001) et des genes impliqués dans le métabolisme du glutathion lié au stress oxydant
tels que la glutathion-S-transférase M5 (GSTM5) (Wu et al., 2004).

Les miARN sont impliqués dans la régulation de I'expression génique en dégradant ou inhibant
la traduction des ARN messagers impliqués dans de nombreux processus cellulaires. Par conséquent,
leur dérégulation peut participer a la mise en place de nombreuses pathologies, y compris des troubles
gastro-intestinaux (Park, 2016; Nakov et al., 2021). Le niveau de miRNA-24 est augmenté dans les
biopsies coliques de patients Sl et peut aggraver leurs symptomes en inhibant I'expression du
transporteur de recapture de la 5-HT. Il s’agirait donc d’un biomarqueur d’intérét pour identifier un
sous-ensemble de patients souffrant de Sl pour qui une stratégie thérapeutique visant a inhiber le
miRNA-24 ou a restaurer la fonction normale du transporteur de recapture de la 5-HT pourrait étre
développée (Liao et al., 2016). Chez les patients SlI-D, une augmentation du niveau du miRNA-29 dans
les cellules sanguines accroit la perméabilité intestinale en réduisant les niveaux de claudine-1, du
facteur de transcription NF-kB et de glutamine (Zhou et al., 2010; Zhou, Costinean, et al., 2015).
L’exploration systématique de I'expression de ce marqueur pourrait donc orienter la prise en charge
afin de restaurer une perméabilité normale par un traitement a la glutamine dans cette sous-
population de patients. Une diminution de I'expression de miR-16 et miR-125b a été associée a
I"augmentation de I'expression des génes codant la claudine-2, suggérant une potentielle capacité de
modulation de la fonction de barriere dans la muqueuse et dans le sang périphérique de ces patients
(Martinez et al., 2017). Des miRNA impliqués dans la régulation de la perception douloureuse sont
également modifiés dans le Sll. Une diminution des niveaux du miRNA199 dans le c6lon augmente
I’expression du gene codant le récepteur TRPV1 dans des biopsies coliques de patients Sll et dans des
DRG murins (Zhou, Yang, et al., 2015). Dans la circulation sanguine des patients atteints de SlI, des taux
importants de miRNA-150 et miRNA-342-3p ont été relevés par rapport aux témoins sains (Fourie et
al., 2014). Il est important de noter que, dans des cellules circulantes, I'expression de miR-150 a été
associée positivement au développement de la douleur et que miR-342-3p cible des genes impliqués
dans la signalisation de la douleur et la motilité du colon (Gheinani, Burkhard and Monastyrskaya,
2013).

Le role des longs ARN non codants (IncRNA) dans les maladies gastro-intestinales a déja été mis
en évidence (Q. Zhou et al., 2018). Une étude sur le mécanisme de régulation sous-jacent du IncRNA X
inactivate-specific transcript (XIST) dans I'HSVC observée chez les patients Sl indique que ce dernier
favorise la méthylation du promoteur de SERT pour réduire son expression, agissant ainsi comme un

régulateur de I'HSVC induite par la 5-HT (Zhang et al., 2020).
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5.4. Facteurs environnementaux
5.4.1. Stress

Les facteurs psychologiques occupent une place importante dans I’étiologie du Sll. Les liens de
causalité entre I'apparition des troubles centraux et les manifestations périphériques associés au SlI
sont difficiles a établir puisque la forte réduction de la qualité de vie associée aux symptomes du SlI
peut avoir de lourdes conséquences sur I’état psychologique des patients avec I'apparition de troubles
anxieux, de dépression, de somatisation et de stress (Dong et al., 2005; Song et al., 2012; Giannetti et
al., 2017). En revanche, il est reconnu que ces facteurs psychologiques favorisent la survenue voire la
persistance et I'exacerbation des symptomes (Figure 18) (Drossman, 2011; Greenwood-Van Meerveld
and Johnson, 2018; Ford et al., 2020).
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Figure 18 : Facteurs pouvant affecter la sévérité des symptomes du SlII.
D’apreés Ford et al., 2020.

Des événements traumatisants pendant I’enfance tels que des abus sexuels ou plus globalement
des atteintes cognitivo-comportementales comme le stress peuvent entrainer le développement du
Sl (Dong et al., 2005; O’Mahony et al., 2017; Ranasinghe et al., 2018). Le stress induit pendant les
phases de développement juvénile joue un role prépondérant dans le développement de I'HSVC
chronique dont souffrent les patient Sll a I'age adulte (Fukudo, 2013; Fuentes and Christianson, 2018).
De plus, le stress peut provoquer des défauts de la perméabilité épithéliale intestinale (leaky gut)
conduisant a une translocation accrue des microorganismes intestinaux ou de leurs métabolites
(Hyland, Quigley and Brint, 2014; Martin et al., 2018). Le stress a également un impact majeur sur la
motilité intestinale (Venkova et al., 2010) et le microbiote intestinal (Cryan et al., 2019; Ford et al.,
2020). Ce lien entre le stress chronique et I'apparition des symptémes est d’ailleurs utilisé comme
modele d’étude en recherche préclinique, afin de développer des modéles animaux du Sll (Accarie and

Vanuytsel, 2020; West and McVey Neufeld, 2021). Parmi ces modeéles, la souche de rat Wistar-Kyoto
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et le modeéle de séparation maternelle néonatale induisent une hypersensibilité colique chez I’'animal

adulte, caractéristiques du Sll et des altérations du SNC liées au stress (Felice et al., 2015).
5.4.2. Alimentation et mode de vie

Le régime alimentaire joue ainsi un réle important non seulement dans la pathophysiologie du
Sll, mais aussi en tant qu'outil permettant d'améliorer les symptomes et la qualité de vie des patients
(Turnbaugh et al., 2008). Plus de la moitié des patients rapportent des intolérances alimentaires et
I'apparition de symptémes dans les heures suivant I'ingestion de certains produits alimentaires (Capili,
2017). Pendant des années, I'augmentation de I'apport en fibres alimentaires a été une stratégie
thérapeutique pour le SlI-C (Ford, Moayyedi, et al., 2014). Cependant, pour certains, les fibres peuvent
exacerber les symptomes et provoquer fréquemment des ballonnements et un inconfort abdominal
(Moayyedi et al., 2014; McRae, 2020). Les fibres solubles, en particulier les fibres fermentescibles
comme le psyllium, peuvent apporter un bénéfice a certains patients souffrant du SlI-C, contrairement
aux fibres insolubles qui ne sont pas conseillées (Ford, Moayyedi, et al., 2014; Moayyedi et al., 2014;
McKenzie et al., 2016). Les graines de lin, une source riche en fibres solubles ainsi qu'en acide a-
linolénique et en lignanes, peuvent diminuer le temps de transit gastro-intestinal et/ou la motilité. La
British Dietetic Association recommande un essai de trois mois avec des graines de lin moulues pour
les personnes souffrant de SlI-C, mais pas pour les SlI-D car les preuves cliniques de leur efficacité sur

leurs symptomes sont limitées (McKenzie et al., 2016).
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Oignons, ail, choux, champignons, Pommes, poires, péches, . L
. ] 5 ] Lait et produits laitiers : fromages,
haricots, haricots rouges, choux de mangues, pasteques, fruits secs, rts. lait de soi .
Bruxelles, pois, asperges, lentilles, jus de fruits, fruits en conserve, yaourts, falt de soja, creme
betteraves, artichaut, fenouil, abricots, cerises, litchis, nectarine, Sucreries contenant du fructose
choux fleurs prunes

Sucreries : sorbitol, mannitol,
xylitol, isomalt, maltitol et autres

Tableau 2 : Aliments riche en oligo-, di-, monosaccharides fermentables et polyols (FODMAPs).
D’apreés El-Salhy et al., 2019.

Certains sucres et hydrates de carbone (fructose, lactose, édulcorants type sorbitol), dits
fermentescibles (Fermentable Oligo-, Di-, and Monosaccharides, And Polyols ou FODMAPs), utilisés par
I'industrie agroalimentaire mais également présents naturellement dans de nombreux aliments
favorisent les symptdmes du Sll (Tableau 2) (Staudacher and Whelan, 2017). L’absorption de ces
glucides dépend d’enzymes permettant leur digestion, du temps de transit ou encore de la dose de

glucide ingéré. Une malabsorption de ces glucides chez certains patients entraine leur fermentation
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par les bactéries intestinales, provoquant ainsi une production de gaz et un inconfort intestinal (Simrén
and Tack, 2018).

L'implication des additifs alimentaires dans le Sll, notamment via leurs interactions avec le
microbiote intestinal a été décrite récemment (Rinninella et al., 2020). A ce jour, peu de données sont
disponibles sur I'effet des additifs alimentaires sur le microbiote intestinal des patients atteints du SlI.
Cependant, I'exposition aux additifs alimentaires pourrait induire une dysbiose et une dérégulation de
I'noméostasie intestinale avec une altération de I'intégrité de la barriére intestinale et de la couche de
mucus, ainsi qu’une activation de la réponse immunitaire (Chassaing et al., 2015; Giiltekin, 2019). Les
émulsifiants tels que la carboxyméthylcellulose et le polysorbate-80 ont démontré des effets avérés
sur la composition du microbiote intestinal des souris, avec notamment une augmentation des
bactéries sulfato-réductrices (Chassaing et al., 2015; Viennois et al., 2017). Or, ces derniéres pourraient
jouer un réle important dans la modulation de la douleur viscérale (Crouzet et al., 2013). Ainsi, les
dysbioses associées a l'ingestion d’additifs alimentaires pourraient exacerber les symptomes
caractéristiques du SII tels gqu’une augmentation des douleurs abdominales, de la perméabilité
intestinale et de I'inflammation intestinale (Medani et al., 2011). Etant donnée que la consommation
d'aliments ultra-transformés a augmenté au cours des derniéres décennies et que les additifs
alimentaires sont largement utilisés dans de nombreux produits de ce type, les altérations du
microbiote induites par les additifs alimentaires pourraient étre lI'une des raisons de l'incidence
croissante du Sll dans les pays occidentaux (Rinninella et al., 2020).

Plusieurs études ont montré que la consommation occasionnelle d’aliments épicés provoque
I'apparition des symptomes du Sl (Simrén et al., 2001; Gonlachanvit, Mahayosnond and Kullavanijaya,
2009; Faresjo et al., 2010; Bohn, Stoérsrud and Simrén, 2013; Hayes et al., 2014), tels que des douleurs
abdominales ainsi que de I'inconfort digestif (Gonlachanvit, Mahayosnond and Kullavanijaya, 2009).
La capsaicine, principal composant des aliments épicés a base de piments forts, accélere le transit
gastro-intestinal via les récepteurs TRPV1, provoquant ainsi des douleurs abdominales (McKenzie et
al., 2016). De maniere contradictoire, une consommation chronique de piment diminuerait la douleur
abdominale et les ballonnements chez les patients atteints du SlI (Bortolotti and Porta, 2011; Aniwan
and Gonlachanvit, 2014). Cet effet semble étre di au fait que la consommation répétée de capsaicine
désensibiliserait les récepteurs TRPV1 (Patcharatrakul and Gonlachanvit, 2016).

La consommation chronique d'alcool affecte la motilité gastro-intestinale, endommageant la
mugqueuse intestinale et I'absorption des nutriments ce qui, in fine, provoquerait une inflammation
(Bagyanszki et al., 2010, 2011; Bagyanszki and Bddi, 2015). C’'est sans doute pour cette raison que les
patients souffrant de SIl consomment moins d'alcool que la population générale (Simrén et al., 2001;
@stgaard et al., 2012; Bdhn, Stérsrud and Simrén, 2013). Cependant, les effets de la consommation de

boissons alcoolisées sur les symptomes du Sl sont controversés. Certaines études ont montré qu’elle
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induit des symptémes chez les patients atteints du SlI, tandis que d’autres non (Simrén et al., 2001;

Faresjo et al., 2010; Bohn et al., 2013; Hayes et al., 2014).
5.4.3. Pollution environnementale

La pollution atmosphérique est reconnue comme étant impliquée dans le développement des
perturbations de I'homéostasie intestinale et ainsi dans les maladies gastro-intestinales fonctionnelles.
Dans le Sll, deux polluants gazeux ont été étudiés, a savoir le dioxyde d'azote (NO;) et le monoxyde de
carbone (CO) (Marynowski et al., 2015; Tan et al., 2019; Vignal et al., 2021). Une augmentation des
concentrations de ces composés dans I'atmospheére a été associée a une augmentation de I'incidence
du Sl chez les enfants (Tan et al., 2019). De plus, la pollution atmosphérique par ces composés a été
associée au développement des douleurs abdominales, bien que les mécanismes par lesquels les

polluants atmosphériques exacerbent ces douleurs ne soient toujours pas clarifiés (Kaplan et al., 2012).
5.4.4. Infections gastro-intestinales

Le risque de développer un Sll est multiplié par quatre apres une infection gastro-intestinale et
se maintient parfois pendant plus de 8 ans apreés l'infection (Thabane et al., 2007; Spiller and Garsed,
2009; Marshall et al., 2010; Klem et al., 2017). Ainsi, 4 a 36% des patients déclarent I'apparition de leur
symptomes a la suite d’une infection (Spiller and Garsed, 2009; Barbara et al., 2019; lacob et al., 2020).
Selon I'agent pathogene impliqué et selon les études, les taux d’incidence atteignent 35 a 45%
(Marshall et al., 2006; Shah et al., 2012; Wensaas et al., 2012). Les patients atteints de Sll peuvent étre
divisés en deux sous-groupes : sporadique (non spécifique) et post-infectieux (SlI-Pl) (EI-Salhy, 2012).
Le Sll sporadique comprend les patients qui présentent des symptdmes sans aucun événement
associé. Le SlI-Pl se manifeste par I'apparition soudaine de symptomes a la suite d'un épisode de
gastro-entérite caractérisé par au moins deux des symptomes suivants : diarrhée, vomissements,
fievre et présence de I'agent étiologique dans les selles (DuPont, 2008; Oswiecimska et al., 2017). Les
données épidémiologiques du SlI-PI sont probablement sous-évaluées en raison du diagnostic parfois
tardif apres I'infection et, par conséquent, la difficulté pour les patients et les praticiens de corréler la
pathologie a I'épisode infectieux. Dans 40% des cas de SII-PI, les patients présentent un phénotype
diarrhéique et un phénotype mixte dans 46% des cas. Il est plus rare de retrouver un phénotype a
prédominance de constipation suite a une infection gastro-intestinale (15% des patients souffrant de
SlI-PI) (Klem et al., 2017; lacob et al., 2020).

Une grande diversité de modéles animaux de SlI-PI sont actuellement utilisés en préclinique,
permettant d’étudier les interactions hote-pathogéne et leurs répercussions tant au niveau

périphérique que spinal et de mieux connaitre leurs roles dans la pathogeneése du SlI-PI (Tableau 3).
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Limites du modéle

Mécanismes physiopathologiques

associés au SII-Pl étudiés

Activation immunitaire chronique,
altération de I'intégrité de la barriére
épithéliale, dysmotilité intestinale et
hypersensibilité viscérale

Hypersensibilité viscérale, altération de
I'intégrité de la barriére épithéliale,
activation immunitaire et dysbiose
intestinale

Hypersensibilité viscérale, dysmotilité
intestinale et déficiences cognitives

Hypersensibilité viscérale et activation
immunitaire

Activation immunitaire, altération de
I'intégrité de la barriére épithéliale,
dysbiose intestinale, hypersensibilité
viscérale et troubles de type dépressif

Dysbiose intestinale et dysmotilité
intestinale

Activation immunitaire et altération de
I'intégrité de la barriére épithéliale

Hypersensibilité viscérale, dysmotilité
intestinale et activation immunitaire

Hypersensibilité viscérale, dysmotilité
intestinale et activation immunitaire

Hypersensibilité viscérale et dysmotilité
intestinale

Réponsesimmunitaires
systémiques

Effets de I'infection dépendants
du fond génétique des animaux

Aucun effet sur la motilité
signalée

Effets trop courts et
principalementau niveau de
I'intestin gréle.

Aucun effet sur la motilité ou la
perméabilité avéré

Les symptdmes n’ont été étudiés
qu’en présence du pathogéne
Effets de I'infection dépendants
du sous-type du parasite

Aucun effet direct sur la motilité,
la perméabilité nisurla
sensibilité viscérale démontré

Aucun effet sur la motilité, ou la
sensibilité viscérale étudié

Effets de I'infection dépendants
du fond génétique des animaux
Aucun changementde la
perméabilité avéré

Effets de I'infection dépendants
du fond génétique des animaux
Aucun changementde la
perméabilité avéré

Effets de l'infection transitoires
et peu étudiés

Tableau 3 : Modéles animaux de SII-PI.

Liste des différents modéles animaux (rongeurs) des infections parasitaires, bactériennes et virales utilisées
pour étudier les mécanismes impliqués dans la pathogenése des symptomes associés au SlI-PI et leurs

La mise en place de ces modeéles précliniques, essentiellement chez les rongeurs, permettent in

fine de caractériser de nouvelles pistes thérapeutiques du Sll afin d'améliorer la qualité de vie des

patients. Il est important que le modeéle soit susceptible a I'infection mais aussi qu’il présente les

mécanismes physiopathologiques clés observés chez I’'Homme dans le cas du SlI-Pl, a savoir la présence

d’une dysbiose intestinale, une altération de l'intégrité de la barriere épithéliale, une activation

immunitaire et une sensibilisation neuronale (Barbara et al., 2019; Berumen, Edwinson and Grover,

2021). Le type de pathogene, sa virulence mais également la durée de l'infection sont autant de
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facteurs qui influencent le développement du SII-PI (Marshall et al., 2006; Lee, Annamalai and Rao,
2017). Une infection parasitaire augmenterait ainsi le risque de Sl de 53%, 13% en cas d’infection
bactérienne et seulement 4% dans le cas d’une infection virale (Berumen, Edwinson and Grover, 2021).
Il existe un certain nombre de modeéles de SII-Pl, utilisant des pathogénes parasitaires, bactériens ou
encore viraux (Zanini et al., 2012; Barbara et al., 2019; Defaye et al., 2020), plus ou moins pertinents
pour comprendre la physiopathologie de ce trouble (Qin et al., 2011). Cependant, aucun de ces
modeles animaux ne regroupe le spectre complet des symptomes du SlI-PI, et chacun d'entre eux

présente certains avantages et inconvénients par rapport aux autres.
5.4.4.1. Modeles animaux d’infection parasitaire

Le modele le plus souvent utilisé pour comprendre la physiopathologie du SII-PI d’origine
parasitaire est le modele d’infection a Trichinella spiralis. Ce parasite est capable d’infecter le tractus
gastro-intestinal des Hommes et des rongeurs de maniére transitoire. L'infection induit une altération
de I'intégrité de la barriére épithéliale, une dysmotilité intestinale ainsi qu’une HSVC qui se maintient
jusqu'a 72 jours apres I'élimination du parasite (Bercik et al., 2004; Long et al., 2012). Ces effets sont
dépendants de l'activation de PAR-2 (Du et al., 2019) et impliquent une médiation immunitaire
(Galeazzi et al., 2001; Ding et al., 2020). L'utilisation de ce modele préclinique a montré que la
manipulation du microbiote, par une méthode de TMF, est efficace pour soulager I'HSVC post-
infectieuse (Bai et al., 2018). Bien que ce modele regroupe la plupart des aspects physiopathologiques
observés chez les patients atteints de SII-PI, les larves de T. spiralis peuvent entrer dans la circulation
sanguine et atteindre le cerveau. Une partie des réponses immunitaires et du dysfonctionnement
intestinal engendré par l'infection pourrait ainsi provenir de réponses immunitaires systémiques.

Giardia duodenalis est un parasite flagellé qui infecte I'intestin gréle humain et murin. Cette
infection génére le développement d’une HSVC des rats, ainsi que des modifications de la fonction de
barriére et une augmentation des lymphocytes intra-épithéliaux et des mastocytes 50 jours apres
I'infection (Chen et al., 2013; Halliez and Buret, 2013; Halliez et al., 2016). Ces caractéristiques ont été
retrouvées au niveau jéjunal mais aussi au niveau rectal. Cette infection induit une dysbiose intestinale
a court terme et des modifications a long terme de I'adhérence et de I'endocytose des bactéries,
associées a une régulation a la hausse des cytokines pro-inflammatoires dans la muqueuse (Chen et
al., 2013). Toutefois, aucun effet sur la motilité intestinale n'a été démontré a la suite d’'une telle
infection.

Nippostrongylus brasiliensis est un autre parasite qui infecte les rongeurs et induit des effets
sur la sensibilité viscérale mais également sur la motilité intestinale qui perdurent jusqu’a 30 jours
apres l'infection (Gay et al., 2000). Des déficiences cognitives ont également été décrites dans ce

modele d’infection (Brombacher et al., 2018). Bien que ce modele montre clairement des
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perturbations centrales et des changements dans la sensibilité viscérale, les effets sont relativement
courts.

Cryptosporidium parvum est un parasite intracellulaire qui affecte principalement I'intestin
gréle distal et entraine le développement d’une hypersensibilité a la distension jéjunale 120 jours apres
I'infection, associée a une augmentation des mastocytes activés (Khaldi et al., 2009; Bai et al., 2011).
Aucune modification de la motilité ou de la perméabilité intestinale en phase post-infectieuse n'a
encore été signalée dans ce modele (Qin et al., 2011).

Blastocystis est un protozoaire intestinal capable de coloniser le tractus digestif de 'THomme et
des rongeurs. Bien que I’'Homme puisse étre porteur sain de ce parasite, sa présence peut également
étre associée au développement de douleurs abdominales (Nourrisson et al., 2014; Ragavan et al.,
2015a; Cifre et al., 2018). De plus, dans un modele de rat, I'infection par Blastocystis entraine le
développement d’une dysbiose intestinale, d’'une HSVC ainsi que des troubles de type dépressif

(Defaye et al., 2020). Toutefois, ces symptomes n’ont été observés qu’en présence du pathogene.
5.4.4.2. Modéles animaux d’infection bactérienne

Des études se sont intéressées a l'infection par Campylobacter jejuni dans un modéle de rat et
ont pu mettre en évidence des modifications durables dans la composition du microbiote intestinal et
des modifications de la consistance des selles, phénomenes évocateurs d'une dysmotilité intestinale
(Jee et al., 2010; Pokkunuri et al., 2012; Sung et al., 2013). En revanche, les changements directs de la
motilité, les perturbations de la perméabilité et la sensibilité viscérale n’ont pas été étudiées dans ce
modele.

Il existe également un modele d’infection a Salmonella enterica serovar Typhimurium mais les
études l'utilisant ne se sont intéressées ni aux perturbations de la motilité intestinale ni aux
perturbations de la sensibilité viscérale, seulement a I'impact de I'infection sur I'activation immunitaire
et altération de I'intégrité de la barriére épithéliale (Cremon et al., 2014; Schwille-Kiuntke et al., 2015).

Shigella spp. ainsi que les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC), les E. coli
entérohémorragiques (EHEC) et entéropathogénes (EPEC) ont également été mis en cause dans le
développement du SII-PI (Ji et al., 2005; Thabane et al., 2010; Andresen et al., 2016). Citrobacter
rodentium est un équivalent murin des EHEC et des EPEC humains. Les souris infectées par C.
rodentium développent une hyperexcitabilité neuronale au niveau des DRG coliques et des
modifications de la motilité. Ce phénomene a été associé a une augmentation de I'activité protéasique
(Ibeakanma et al., 2009). Les effets durables de l'infection par C. rodentium semblent dépendre du
fond génétique (Mondelaers et al., 2016). Les avantages de ce modéle sont |'utilisation d'un pathogene

bactérien prédictif de ceux impliqués dans le SII-PI chez I'Homme et son implication dans les
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perturbations de I'axe cerveau-intestin-microbiote en contexte infectieux (Martins and Cuesta, 2021),

mais aucun changement dans la perméabilité intestinale n'a été décrit jusqu'a présent.
5.4.4.3. Modeles animaux d’infection virale

Dans le cas d’une infection par des Norovirus, seules une atrophie des villosités et une
infiltration lymphocytaire ont été étudiées (Lee, Annamalai and Rao, 2017). Ces troubles ont été décrits
comme étant plus transitoires que dans le cas d’une infection par des bactéries (Marshall et al., 2007;

Zanini et al., 2012).
6. Physiopathologie

Les raisons pour lesquelles certains sujets développent un Sll a la suite d’'une infection sont
encore largement méconnus mais il semble que des facteurs liés a I'héte tels que le sexe, les
prédispositions génétiques, les altérations psychologiques, tels que I'anxiété, la dépression, le stress
et la somatisation avant ou pendant l'infection ou encore les antibiothérapies prolongées soient
associés au développement du SlI-PI (Figure 19) (Schwille-Kiuntke et al., 2011; Wouters, Van Wanrooy,

et al., 2016; Downs et al., 2017; Klem et al., 2017; Lee, Annamalai and Rao, 2017).

,‘ Altérations
Infections gastro-intestinales ‘ . ]"" psychologiques

. o e Y
Syndrome de
I'Intestin Irritable ‘ Prédispositions génétiques

Post-Infectieux

Figure 19 : Facteurs de prédisposition au SII-PI.

Ainsi, la physiopathologie du Sl est multifactorielle. Elle peut inclure une dysbiose intestinale,
une perturbation de I'intégrité de la barriére intestinale, une activation du systéme immunitaire et une
HSVC. L'exploration des comorbidités associés a la chronicisation de ce trouble montre qu’elles font

partie intégrante de la physiopathologie du SlI.
6.1. Dysbiose intestinale

Une dysbiose intestinale correspond a une altération de la composition du microbiote intestinal
pouvant modifier la fonction de barriére épithéliale intestinale, les réponses immunitaires, ainsi que la

motilité intestinale et la douleur viscérale (Stern and Brenner, 2018; Cryan et al., 2019; Morais,
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Schreiber and Mazmanian, 2021). Une dysbiose intestinale est observée chez 73% des patients atteints
de SlI (Casén et al., 2015). Différentes études comparant le microbiote fécal ou associé a la muqueuse
de patients atteints de Sll a celui de sujets sains fournissent des estimations de I'a- et de la B-diversité,
mais ces résultats sont hétérogenes notamment par la variabilité des méthodologies utilisées
(Botschuijver et al., 2017; Kurokawa et al., 2018; Peter et al., 2018; Pittayanon et al., 2019; Simpson et
al., 2020; Matsumoto et al., 2021; Talley et al., 2021). La majorité des études se concentre sur les selles,
qui refletent la composition luminale du microbiote intestinal, et sur la muqueuse colique (Kostic,
Ramink and Gevers, 2015). Le plus souvent, une diminution de la diversité est observée chez les
patients souffrant de SlI.

La premiere étude a avoir utilisé une approche moléculaire pour décrire une différence dans la
composition du microbiote fécal de patients atteints du Sll en comparaison avec des témoins sains, a
été réalisée en 2007 : des différences notables concernant les genres Coprococcus, Collinsella et
Coprobacillus ont été mises en évidence (Kassinen et al., 2007). Depuis, une augmentation
exponentielle des études visant a identifier une signature distincte du microbiote intestinal dans les
symptomes du Sll est constatée. La modulation du rapport Firmicutes/Bacteroidetes est un indicateur
des changements dans la composition du microbiote trés controversé et peu fiable puisqu’une
augmentation ou une diminution de ce rapport ont été rapportées chez les patients atteints du SlI
(Tana et al., 2010; Jalanka-Tuovinen et al., 2014; Pozuelo et al., 2015; Tap et al., 2017). Ces données
controversées s'expliquent entre autres par des différences méthodologiques telles que les amorces
utilisées pour I'amplification d'une région variable du géne 16S, la méthode d'extraction de I'ADN, le
nombre réduit de patients atteints de Sll inclus dans les études, le sous-type diagnostiqué ou la sévérité
du SII. Les progres récents dans les séquencages de nouvelle génération ont considérablement
amélioré notre capacité a caractériser les communautés microbiennes et a déterminer les
changements dans la composition et la fonction du microbiote contribuant au développement du SlI
ou les modifications du microbiote sont associées aux symptémes (Carding et al., 2015). Chez les
patients Sll, une augmentation de I'abondance relative de bactéries pro-inflammatoires, notamment
de la famille des Enterobacteriaceae, et une réduction de I'abondance relative des genres Lactobacillus
et Bifidobacterium ont été décrites lors d’études de séquencage de microbiote fécal (Kerckhoffs et al.,
2009; Duboc et al., 2012; Zhuang et al., 2017) et associé a la muqueuse (Kerckhoffs et al., 2009; Parkes
et al., 2012). En paralléle, dans le microbiote fécal des patients atteints du Sll, une réduction de
I'abondance relative des bactéries productrices d’AGCC telles que Faecalibacterium prausnitzii, le
genre Bifidobacterium, les familles des Ruminococcaceae et Erysipelotrichaceae, et |'ordre des
Clostridiales a été rapportée (Krogius-Kurikka et al., 2009; Lyra et al., 2009; Tana et al., 2010; Saulnier
et al., 2011; Pozuelo et al., 2015; Zhuang et al., 2017) ainsi qu’'une modulation de la quantité d'AGCC
(Farup, Rudi and Hestad, 2016; Gargari et al., 2018; Fredericks, Theunissen and Roux, 2020; El-Salhy et
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al., 2021). Récemment, une comparaison de microbiote associé a la muqueuse, obtenu par biopsie
chez des patients souffrant de Sll et des volontaires sains, a montré une augmentation de I'abondance
relative du genre Prevotella associée au développement du Sll (Chung et al., 2016; Su et al., 2018). Une
revue globale a rapporté que les patients atteints de Sll présentaient une plus faible diversité dans les
échantillons fécaux et muqueux, ainsi qu’une augmentation des Firmicutes et Clostridia et une
diminution des Bacteroidetes (Duan et al., 2019). Bien que les auteurs aient noté le manque de
cohérence de leurs résultats, une revue systématique révéle que les familles des Enterobacteriaceae
et des Lactobacillaceae et le genre Bacteroides sont augmentés chez les patients atteints de SlI par
rapport aux témoins, tandis que les Clostridiales et les genres Faecalibacterium et Bifidobacterium sont
diminués chez les patients atteints de SlI (Pittayanon et al., 2019). La sévérité des symptomes du SlI
est positivement corrélée avec la présence des archées et a une augmentation de I'abondance des
bactéries appartenant a I'ordre des Clostridiales ou du genre Prevotella (Rodifio-Janeiro et al., 2018).
De plus, les modifications de la composition microbienne intestinale ont été corrélées a une activation
différentielle des régions cérébrales (Labus et al., 2017) suggérant un réle crucial du microbiote
intestinal dans l'apparition et le maintien des symptémes du SlI (Cryan et al., 2019).

Le mycobiote fécal des individus sains est généralement composé a 57% des especes
Saccharomyces cerevisiae et Candida albicans. Ce pourcentage passe a 76% chez les patients
hypersensibles, et a 83% chez les normo-sensibles, suggérant que les patients atteints du SlI
présentent une augmentation de I'abondance de ces deux souches de levure, et ce, indépendamment

de leur sensibilité viscérale (Botschuijver et al., 2017).
6.2. Perturbations fonctionnelles du microbiote

Les résultats concernant les AGCC sont parfois contradictoires décrivant soit une réduction, soit
une augmentation de ces niveaux (Tana et al., 2010; Rajili¢-Stojanovi¢ and de Vos, 2014). Des études
montrent une diminution de leur production, associée a une abondance relative réduite des bactéries
qui les produisent (Krogius-Kurikka et al., 2009; Lyra et al., 2009; Tana et al., 2010; Saulnier et al., 2011;
Pozuelo et al., 2015; Zhuang et al., 2017). A l'inverse, d’autres études indiquent que les quantités
d’AGCC sont augmentées chez les patients atteints de Sll et positivement corrélées a I'abondance de
plusieurs bactéries productrices d'AGCC telles que Roseburia, Blautia et Veillonella (Rajili¢-Stojanovic
and de Vos, 2014). Les bactéries pathogénes appartenant a I'ordre des Gammaprotéobacteria, dont la
colonisation est favorisée dans un environnement intestinal riche en H,S, sont augmentées chez les
patients atteints de SlI (Thiennimitr et al., 2011). Or, I'H,S est capable d’activer directement les canaux
présents sur les neurones afférents coliques induisant ainsi un message nociceptif (Terada and
Kawabata, 2015; Fukami, Sekiguchi and Kawabata, 2017). De plus, il est a noter qu’une augmentation

des niveaux de méthane est associée au développement du Sll (Pimentel et al., 2006; Tap et al., 2017)
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et de maniéere intéressante, I'abondance relative des bactéries sulfato-réductrices est augmentée chez
les patients atteints de Sl (Crouzet et al., 2013). L'augmentation des niveaux de méthane chez les
patients atteints de Sll est corrélée a la présence d’archées telles que les Methanobacteriales, uniques
productrices de méthane chez I’'Homme (Pimentel et al., 2006; Jahng et al., 2012; Falony et al., 2016;
Vandeputte et al., 2016; Tap et al., 2017).

La production secondaire d’acides biliaires est assurée par des mécanismes de déconjugaison et
de déshydroxylation des acides biliaires primaires qui impliquent des bactéries comme Bacteroides et
Clostridium (Ridlon et al., 2016; Wahlstrom et al., 2017; Pathak et al., 2018). Ces molécules, essentielles
a I'absorption des lipides, ont également un réle antimicrobien pouvant étre a I'origine de dysbiose
conduisant a I'apparition du Sll (Bajor et al., 2015; Singh et al., 2019). En effet, certains acides biliaires
peuvent diminuer lI'abondance relative de bactéries bénéfiques telles que Lactobacillus et
Ruminococcus (S. Wang et al., 2019). Les acides biliaires modulent la composition du microbiote
intestinal entrainant la production excessive de ligands du FXR et du TGR5 ainsi que I'inhibition du
FGF19, phénomenes liés au développement du SII-D (Lasa et al., 2015; Suk and Kim, 2019; Zhao et al.,
2020). Chez les patients souffrant du SII-D, les acides biliaires primaires sont augmentés et les
secondaires diminués dans le sérum et les selles en comparaison a des sujets sains, suggérant que leur
mauvaise réabsorption pourrait étre a I’origine de la diarrhée (Dior et al., 2016; Sagar et al., 2020). De
plus, I'acide désoxycholique (acide biliaire secondaire) est capable d’activer les afférences coliques de

maniéere directe et indirecte via 'activation de la sécrétion de 5-HT par les cellules EC (Figure 20) (Yu

et a/.l 2019) Acide désoxycholique
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Figure 20 : Sensibilisation via I'acide désoxycholique.
L'acide désoxycholique est capable d’activer les
cellules entérochromaffines (EC) via le récepteur TGR5
présent au niveau des cellules EC et des afférences
coligues. Une fois activées, les cellules EC libérent de
la sérotonine (5-HT) capable d’activer les fibres
afférentes coliques via le récepteur 5-HT3 (5-HT3R).
D’aprés Yu et al., 2019.
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6.3. Perméabilité intestinale

La barriere intestinale, entre le contenu luminal et les tissus sous-jacents, permet le maintien
d’un niveau de perméabilité physiologique optimal (Wong, Vanhove and Watnick, 2016). Une
corrélation positive existe entre la sévérité des symptomes du Sl tels que les douleurs abdominales et
I'augmentation de la perméabilité intestinale (Camilleri et al., 2012; Martinez et al., 2013; Wilcz-
Villega, Mcclean and O’Sullivan, 2014). Les femmes souffrant de SlI, avec une hyperperméabilité
intestinale signalent des symptomes plus graves, corrélé a une connectivité fonctionnelle accrue dans
les régions de facilitation de la douleur endogene (Witt et al., 2019). L'augmentation de cette
perméabilité peut étre causée par I'exposition a divers facteurs environnementaux : des épisodes de
stress (production de cortisol), un régime alimentaire riche en graisses ou en fructose, une
consommation d'alcool méme modérée, une carence en vitamine A ou des modifications du
microbiote intestinal (Gulhane et al., 2016), mais I'intégrité de la barriére peut aussi étre menacée chez
des individus génétiquement prédisposés comme décrit précédemment. Le remodelage de la barriere
épithéliale est un signe précoce du développement du Sll et s’accompagne d’'une modulation de
I’expression des genes codant des protéines impliquées dans la formation des jonctions serrées telles
que les occludines et zonula occludens Z0-1 (Coéffier et al., 2010; Bertiaux-Vandaéle et al., 2011;
Martinez et al., 2013). Les conséquences de cette dégradation de la barriére peuvent entrainer une
augmentation des contacts entre les bactéries, les motifs et métabolites bactériens ou alimentaires et
I’épithélium intestinal et les structures sous-jacentes. Un intestin perméable pourra alors provoquer
des douleurs en raison de I’entrée d'agents sensibilisants au niveau des fibres afférentes coliques, tels
gue des bactéries ou motifs bactériens. En cas d’altération de la perméabilité intestinale, des niveaux
élevés d'endotoxines, comme le LPS, sont retrouvés dans la circulation sanguine des patients atteints
de SlI (Lauffer et al., 2016). L’exposition anormale des tissus intestinaux aux antigenes luminaux peut
activer le systéme immunitaire qui impacte lui-méme la perméabilité avec des médiateurs
immunitaires intervenant sur les voies paracellulaires et transcellulaires notamment TNF-a, IFN-y, et
IL-13 (Al-Sadi et al., 2008; Weber et al., 2010; Masaoka et al., 2014; Vanuytsel et al., 2014; Kaminsky,
Al-sadi and Ma, 2021). Cette séquence d’événements aboutirait a une inflammation a bas bruit décrite
chez les patients Sll (Dunlop et al., 2006; Lee et al., 2010; Camilleri et al., 2012; Shulman et al., 2015).
Le remodelage de la barriere intestinale génére une production de protéases a sérine par les
mastocytes qui peuvent ensuite activer les récepteurs PAR-2 (protease-activated receptors) présents
au niveau des fibres afférentes primaires générant un signal douloureux (Park et al., 2006; Lee et al.,
2010; Cenac, 2013). Des études mécanistiques du SII-PI chez I'homme sont en faveur d'une
augmentation de la perméabilité intestinale (Spiller et al., 2000; Marshall et al., 2004), d'une altération

du métabolisme de la 5-HT (Wheatcroft et al., 2005; Keating et al., 2008; Dizdar et al., 2010), et d’une
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densité accrue des cellules EC (Dunlop, 2003; S. P. Dunlop et al., 2003) et des lymphocytes T (Spiller et
al., 2000).

6.4. Activation du systeme immunitaire mucosal

L'activation du systéme immunitaire intestinal conduisant a une inflammation a bas bruit
semble impliquée dans le développement des symptomes du SlI (Figure 21). L'inflammation intestinale
se manifeste par un afflux local de cellules immunitaires, la libération de médiateurs pro-
inflammatoires et une sensation de douleur via la sensibilisation des nocicepteurs coliques (Black,
Drossman, et al., 2020). Dans le cadre du Sll, il a été décrit une infiltration des lymphocytes T CD4+
dans la muqgueuse intestinale (Chadwick et al., 2002; Lee et al., 2008; Buhner et al., 2009; Bashashati
et al., 2018). La fonction immunologique mucosale de ces patients est altérée avec notamment un
nombre de cellules T CD3+ et de mastocytes augmenté par rapport aux sujets sains (Barbara et al.,

2004, 2007; Hughes et al., 2013).
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Figure 21 : Modele d'activation immunitaire au niveau intestinal chez un patient atteint du SlI.

Certains antigenes luminaux, tels que des agents pathogénes ou des peptides alimentaires favorisent
I'activation et le recrutement de cellules immunitaires (cellules T CD3+, macrophages, mastocytes). La
dégranulation des entraine la libération de médiateurs inflammatoires, qui peuvent endommager la barriére
intestinale et sensibiliser les fibres afférentes coliques, ce qui induit une hypersensibilité viscérale et des
troubles de la motilité. D’apres Black et al., 2020.

Dans le Sll, I'augmentation générale du nombre de mastocytes est corrélée positivement aux

symptomes gastro-intestinaux mais aussi centraux tels que la fatigue et la dépression (Barbara et al.,
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2004, 2007; Piche et al., 2008). Une fois activés, ils libérent des neuropeptides, comme la 5-HT, la
tryptase, I'histamine et des cytokines pro-inflammatoires, médiateurs responsables de I'altération de
la sensation intestinale, de la motilité, de la sécrétion et de la perméabilité caractéristiques du SlI
(Matricon et al., 2012; Wilder-Smith, 2019). Ces médiateurs inflammatoires sont retrouvés en quantité
supérieure dans les selles et les surnageants de biopsies de patients atteints de Sll et augmentent
I’excitabilité des fibres afférentes coliques (Cenac et al., 2007). Au niveau systémique, les cytokines
pro-inflammatoires comme TNF-q, IL-1PB, et IL-6, sont augmentées chez les patients atteints de Sll et
corrélent avec I'HSVC (Liebregts et al., 2007; Hughes et al., 2013). A I'inverse, I'inhibition opioidergique
est diminuée chez les patients atteints de Sll (Hughes et al., 2014). Or, il a été montré que les opioides
endogenes, mécanisme anti-nociceptif clé d'origine immunitaire, jouent un rdle essentiel dans la
modulation de I'HSVC (Boué et al., 2014; Basso et al., 2017, 2018). Ces marqueurs semblent d’ailleurs
corréler a la gravité et a la fréquence des douleurs abdominales (Barbara et al., 2004, 2007; Rolland-

Fourcade et al., 2017; Holtmann, Shah and Morrison, 2018).

6.5. Hypersensibilité viscérale d’origine colique

N

L'abaissement du seuil de perception et du seuil douloureux en réponse a une distension
colorectale, en I'absence de toute modification des propriétés mécaniques de la paroi digestive, plaide
en faveur d’un traitement anormal de lI'information douloureuse chez les patients atteints de SlI

(Figure 22) (Camilleri, 2002; Aziz et al., 2019).
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Figure 22 : Physiologie de la sensation intestinale et de I’hypersensibilité viscérale d’origine colique.

Une chafne de trois neurones afférents transmet des signaux de douleur depuis le neurone de premier ordre
qui naft dans le célon et dont les corps cellulaires se trouvent dans les ganglions de la racine dorsale (DRG), les
neurones de deuxieme ordre qui remontent par les voies spinales, et enfin le neurone de troisiéme ordre qui
projette depuis le thalamus ou le tronc cérébral jusqu'aux neurones du cortex cérébral. Les projections supra-
spinales conduisent a la perception de la douleur. Adaptée de Camilleri & Boeckxstaens, 2017.
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Ce phénomene d’HSVC se traduit par une augmentation de l'inconfort et de la perception
douloureuse et comporte deux composantes a savoir I’hyperalgie, qui est une sensibilité excessive a
un stimulus douloureux et I'allodynie qui est une réponse douloureuse a un stimulus normalement
indolore (Barbara et al., 2011). La mise en évidence directe d'une anomalie de la perception viscérale
au cours du SllI, telle que 'HSVC, a été faite par Ritchie en 1973. Ces travaux ont montré qu'une
distension sigmoidienne, provoquée par un ballonnet contenant 60 mL d'air, induit une douleur
abdominale chez 55% des patients souffrant de Sl contre 6% chez les individus contréles (Ritchie,
1973). En revanche, la tension exercée sur le ballonnet par la paroi intestinale est identique chez les
malades et les témoins, ce qui indique qu'un défaut de distensibilité ou compliance de I'intestin n'est
pas en cause. L'HSVC est, en général, corrélée a la sévérité des symptomes du Sll (Posserud et al., 2007;
Chang et al., 2018). Des mécanismes de sensibilisation des voies afférentes primaires et des défauts
d’intégration et de modulation du signal douloureux dans diverses structures du SNC seraient a

I’origine de la chronicisation de ces douleurs.
6.5.1. Sensibilisation périphérique

L'HSVC associée au Sll résulterait, au moins en partie, d'une sensibilisation périphérique due a
une augmentation de I'excitabilité des terminaisons des fibres afférences primaires innervant le célon.
L'innervation colique est complexe du fait de I’existence du réseau neuronal intrinséque, le SNE. Celui-
ci assure les fonctions autonomes de l'intestin (motilité, sécrétion, contréle du flux sanguin local...)
mais les liens avec les voies transmettant I'information sensorielle jusqu’au SNC sont encore mal
définis. L'information sensorielle consciente en provenance des viscéres est, quant a elle, véhiculée
par les fibres afférentes primaires vagales, splanchniques et pelviennes dont les corps cellulaires sont
situés dans les ganglions des racines dorsales a proximité de la moelle épiniere. L'étude fonctionnelle
des fibres afférentes est complexe chez le patient, mais des preuves indirectes montrent que le
surnageant de biopsies coliques de patients atteints de SlI-D et SlI-Pl contient des médiateurs capables
de suractiver les fibres afférentes primaires coliques sur des préparations intestinales isolées de
rongeurs comparativement a des surnageants isolés a partir de tissus de volontaires sains (Rolland-
Fourcade et al., 2017). Ainsi des médiateurs activent les nocicepteurs locaux et induisent la
sensibilisation des neurones.

Ces molécules sont des métabolites bactériens, les protéases et des neurotransmetteurs, ou
encore des médiateurs inflammatoires tels que la bradykinine, I'ATP, la trypsine (Gebhart and
Bielefeldt, 2016; Grundy, Erickson and Brierley, 2019). Les fibres afférentes peuvent également étre

activées par la distension colorectale (Petersen et al., 2003).
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6.5.1.1. Les métabolites bactériens

Les analyses de métabolomique ont mis en lien le microbiome et la sévérité du SIl (Maharshak
et al., 2018; Osbelt et al., 2020; Ahluwalia et al., 2021). Parmi ces métabolites, les AGCC, les acides
biliaires et les lipides sont les plus documentés dans un contexte de SII.

Les AGCC jouent un réle dans la signalisation cellulaire et dans la synthese et la libération de
neurotransmetteurs comme les catécholamines a travers l'induction de la tyrosine hydrolase
(DeCastro et al., 2005). Le propionate possede des effets neurotoxiques caractérisés par une altération
des systemes dopaminergique, sérotoninergique et glutamatergique (El-Ansary, Bacha and Kotb,
2012). Le butyrate joue un réle controversé dans I’'HSVC (Kannampalli, Shaker and Sengupta, 2012; van
Thiel et al., 2020; Lagomarsino, Kostic and Chiu, 2021). Des études cliniques sont en faveur d’un effet
analgésique du butyrate (Vanhoutvin et al., 2009), tandis que des études précliniques lui attribuent un
effet pro-nociceptif via une induction de I’'HSVC (Bourdu et al., 2005).

Les métabolites des acides gras polyinsaturés sont plus abondants chez les patients du Sll et sont
impliqués dans I'HSVC (Russo et al., 2017). Une analyse réalisée sur des biopsies coliques de patients
atteints de SII-C spécifiquement, a montré une abondance accrue de I'acide 5-oxo-eicosatétraénoique
(5-0x0ETE) qui génere une HSVC en agissant directement sur les neurones non peptidergiques de DRG
(Bautzova et al., 2019). Les résolvines sont des lipides anti-inflammatoires endogénes ayant de
puissantes propriétés anti-nociceptives dans la douleur somatique par la modulation de TRPV1 (C. K.
Park et al., 2011). Dans des modeéles de Sll, il a récemment été montré que ces dernieres diminuaient
également la sensibilisation de TRPV1 induite par I'histamine et lors du test des distensions
colorectales. De la méme maniére, les résolvines diminuent I'excitabilité neuronales apres application

de surnageants de biopsies coliques de patients souffrant de Sl (Perna et al., 2021).
6.5.1.2. Les protéases

Les protéases jouent un réle important dans la signalisation de la douleur dans un contexte de
Sll puisqu’elles semblent réguler 'HSVC (Edogawa et al., 2021). Des études cliniques et précliniques
montrent que PAR2 sensibilise les fibres afférentes primaires via un mécanisme dépendant de TRPV4
générant une HSVC (Coelho et al., 2002; Cenac et al., 2007; Sipe et al., 2008; Valdez-Morales et al.,
2013; Desormeaux et al., 2018). L'ajout d’un motif bactérien, le LPS sur des cultures de cellules
provoque la libération de la trypsine-3. Il a été démontré que cette protéase induit une HSVC
dépendante de PAR2 et qu'elle est augmentée dans I'épithélium des biopsies coliques de patients
atteints de Sl et de modeéles de Sll (Rolland-Fourcade et al., 2017). Ainsi, PAR2 est considéré comme
un récepteur pro-nociceptif provoquant de la douleur et de I'HSVC, tandis que PAR1 et PAR4 peuvent

diminuer les signaux nociceptifs, provoquant une analgésie (Cenac, 2013).
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6.5.1.3. Lavoie sérotoninergique

Le récepteur 5-HT3 participe a la signalisation de la douleur viscérale dans une modele de colite
induite au DSS (Matsumoto et al., 2012). Plusieurs études ont examiné le role de la 5-HT dans la
douleur viscérale des patients SIl montrant que son implication dans I'HSVC et la douleur colique est
incertain. Une étude a montré que les biopsies coliques de patients atteints du Sl présentaient un
nombre plus important de cellules EC immuno-réactives a la 5-HT par rapport aux sujets sains. En
revanche, les biopsies coliques de patients atteints du SlI-Pl ne présentaient aucune différence avec
ces mémes contrdles (Lee et al., 2008). Une autre analyse n’a relevé aucune différence, ni dans le
nombre de cellules EC, ni concernant la concentration de 5-HT entre les biopsies de patients atteints
de SlI, hypersensibles ou non (Kerckhoffs et al., 2012). Il n’en reste pas moins que la signalisation
sérotoninergique demeure une cible de choix dans le traitement du Sl et notamment pour
I’atténuation des troubles du transit avec I'utilisation d’agoniste 5-HT4 pour réduire les constipations

dans le SlI-C et des antagonistes 5-HT3 pour leur effet anti-diarrhéique et antalgique dans le SlI-D.
6.5.1.4.  Les médiateurs inflammatoires

Les médiateurs inflammatoires, tels que les cytokines (TNF-a, IL-1PB, IL-6) (Hughes et al., 2013),
I'histamine (Wouters, Balemans, et al., 2016), la bradykinine (Brierley et al., 2005) et I'ATP peuvent
tous activer les récepteurs exprimés par les afférences coliques pour provoquer une sensibilisation via
des mécanismes dépendants, entre autre, de TRPV1, TRPV4 et NaV1.7 (Hughes et al., 2013; Wouters,
Balemans, et al., 2016; Desormeaux et al., 2018). La distension du célon entraine la libération d'ATP
par les cellules épithéliales (Burnstock, 2001). L'activation du canal TRPV3 est également liée a la
libération d'ATP. L’absence d'hypersensibilité chez les souris P2X3R”" suggére que la signalisation de
I’ATP au niveau des cellules épithéliales coliques contribue a I'HSVC (Shinoda, Feng and Gebhart, 2009).
Ce phénomene entraine in fine la transmission du signal douloureux au SNC (De Groat and Yoshimura,

2009; Brierley and Linden, 2014; Brierley, 2016; Erickson et al., 2018; Sadeghi et al., 2018).
6.5.2. Sensibilisation centrale

La variété de symptoémes extra-intestinaux éprouvés par les patients Sll (lombalgie, migraine,
douleurs musculo-squelettiques) évoque un potentiel défaut de I'intégration du signal sensoriel au
sein des structures du SNC (Verne, Price and Robinson, 2001; Whitehead, Palsson and Jones, 2002).
Par exemple, I'’hyperalgie a des stimulations cutanées thermiques chez les patients SlI, alors méme
gu’ils présentent une sensibilité cutanée normale, peut indiquer une hyperalgie secondaire (Rossel et
al., 2001; Verne, Price and Robinson, 2001; Azpiroz et al., 2007; Piché et al., 2011). Ce phénomene
peut résulter d’une convergence anatomique de certaines fibres afférentes viscérales et cutanées sur

un méme neurone de la corne dorsale de la moelle épiniére lombo-sacrée. Ces neurones spinaux
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projettent ensuite I'information douloureuse vers les structures supra-spinales. L’afflux de signaux
douloureux périphériques en provenance du c6lon pourrait donc sensibiliser ces neurones spinaux de
convergence qui deviennent alors hyperexcitables au cours d’une stimulation somatique. Le méme
phénoméne peut concerner des fibres d’autres visceres donnant lieu a des convergences viscéro-
viscérales sur les neurones de la moelle épiniere expliquant, de fait, la fréquence d’autres pathologies
fonctionnelles, telles que le syndrome de vessie douloureuse chez les patients Sll (Qiao and Tiwari,
2020). L'intégration de I'information sensorielle au niveau spinal est également soumise a un contrdle
par des voies descendantes en provenance du tronc cérébral. Ces controles inhibiteurs sont affectés
chez les patients Sll et entrainent ainsi une transmission spinale accrue du message douloureux (Todd,
2010; Sikandar and Dickenson, 2012; Itomi, Kawamura and Tsukimi, 2015). La sommation temporelle
est une autre caractéristique de la sensibilisation centrale chez ces patients. L’application de stimuli
électriques répétés dans I'intestin montre une augmentation des niveaux de douleur chez les patients,
couplée a 'expansion des aires de douleur référée, signe d’une altération du traitement du signal
douloureux au niveau central (Arendt-Nielsen et al., 1997). Néanmoins ces études ne permettent pas
de conclure quant a I'implication des structures spinales ou supra-spinales dans ce phénomene.
Al’échelle supra-spinale, la sensibilisation et la réorganisation centrale peuvent se produire dans
les régions du cerveau impliquées dans le traitement de la composante sensori-discriminative et/ou
cognitivo-émotionnelle de la douleur viscérale chez les patients souffrant de Sll (Enck et al., 2016;
Olesen et al., 2017). Dans I'ensembile, il existe des preuves solides qu’une sensibilisation centrale est
présente chez les patients atteints de Sll (Arendt-Nielsen et al., 2018). Dans le cas de I'HSVC, cette
sensibilisation centrale ne se résout pas et peut étre exacerbée pendant des mois apres une infection
ou l'initiation du SlIl. Ce phénomeéne, appelé neuroplasticité, est défini comme un ensemble de
changements synaptiques ou intrinséques des fibres afférentes coliques (Brierley and Linden, 2014).
L'imagerie cérébrale fonctionnelle a montré que I’"HSVC pourrait résulter d’un trouble de I'intégration
cérébrale de ce type de signaux provenant du célon avec la mise en jeu inhabituelle de la région du
cortex cingulaire antérieur dans le cortex préfrontal (Bonaz and Sabate, 2009). Chez les patients
atteints de SllI, I’'HSVC semble également résulter d’'un dysfonctionnement du systeme de contréle
descendant inhibiteur de la douleur (Todd, 2010; Sikandar and Dickenson, 2012; Itomi, Kawamura and
Tsukimi, 2015). Ces mécanismes inhibiteurs endogenes se trouvent atténués chez ces patients (Piché
et al., 2011). Cet effet a été confirmé dans des études d’imagerie cérébrale fonctionnelle (Icenhour et
al., 2017). Ainsi, des anomalies dans les régions limbiques ont été révélées, en particulier une
hyperactivité de I'amygdale pendant une stimulation viscérale. Les patients atteints du Sll présentaient
une connectivité fonctionnelle positive plus élevée au repos entre I'amygdale et I'insula. L'inclusion de
I'anxiété et de la dépression comme variables n'a d’ailleurs pas modifié les différences de connectivité

fonctionnelle de I'amygdale a I'état de repos (Qi et al., 2016). Les altérations centrales autour du gyrus
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post central du cortex somato-sensoriel qui contréle les sensations corporelles générales du toucher,

telles que la température et la douleur, sont associées au niveau de douleur viscérale chez les patients

atteints de Sll (Nan et al., 2020). La sensibilisation centrale a donc été suggérée comme explication des

symptomes communément observés dans le Sll (Midenfjord et al., 2021). La présence de douleurs

coliques référées dans des zones différentes entre les patients souffrant de Sll et les témoins sains,

confirme également le réle de la sensibilisation centrale dans I’'HSVC.

Ces sensibilisations périphérique et centrale ainsi que le niveau de perception de la douleur

colique peuvent étre renforcées ou atténuées par des troubles psychologiques tels que I'anxiété et la

dépression. Réciproquement, la présence de ces comorbidités chez les patients peut influencer les

niveaux de sensibilisation centrale et ainsi exacerber les symptémes du Sl (Mayer, Savidge and

Shulman, 2014; Greenwood-Van Meerveld and Johnson, 2018).

7. Prise en charge des patients atteints du Sll
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Figure 23 : Traitements pharmacologiques actuels utilisés dans le Sl en fonction du symptome prédominant.
Les traitements de premiere et de deuxieme intention sont listés en fonction du symptome prédominant a
savoir la douleur, la constipation ou la diarrhée. D’aprés Ford et al., 2020.

Les démarches actuelles de la gestion du Sll comprennent des approches pharmacologiques et

non pharmacologiques (Camilleri and Boeckxstaens, 2017; Lacy et al., 2020; Paine, 2021). Les

traitements de premiére intention sont symptomatiques visant a diminuer la fréquence et l'intensité

des symptdémes, notamment la douleur et les troubles du transit (Figure 23).
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A I'exception des corticostéroides (S. Dunlop et al., 2003) et de la mésalamine, qui est un anti-
inflammatoire utilisé dans le traitement de premiere intention pour les patients atteints de maladies
inflammatoires (Tuteja et al., 2012), aucun essai controlé randomisé n'a été mené spécifiquement chez
les patients atteints de SlI-Pl. Bien que les directives de traitements spécifiques pour le SlI-PI soient
limitées, la premiere étape du traitement consiste a éduquer les patients sur le lien entre les infections
intestinales. Il faut également rassurer les patients, et leur proposer un traitement selon le sous-type
de Sll dont ils souffrent (Barbara et al., 2019). La prise en charge clinique des patients atteints de Sll
ayant des comorbidités psychologiques est complexe, avec un échec thérapeutique fréquent. Le
traitement du Sll doit étre individualisé et une relation de confiance entre le patient et le médecin est
un facteur important dans la gestion de ce syndrome (Occhipinti and Smith, 2012). Les thérapies

alternatives non-pharmacologiques font également I'objet de plusieurs recherches.
7.1. Traitements pharmacologiques
7.1.1. Traitements de la douleur

La prise en charge de la douleur gastro-intestinale est plus difficile que celle de la douleur
somatique, car les douleurs non localisées, les mécanismes périphériques et centraux ainsi que les
spasmes dus a la contraction des muscles lisses sont moins sensibles aux traitements antidouleurs
classiques (Camilleri and Boeckxstaens, 2017).

e Antispasmodiques

La douleur coligue résulte partiellement de la présence de spasmes. C’est pour cette raison, que
des antispasmodiques tels que les anticholinergiques et les antispasmodiques musculotropes sont
souvent prescrits comme traitements de premiére intention aux patients atteints de SlI (Ford et al.,
2020). Les anticholinergiques comme I’hyoscine empéchent la liaison de I’Ach aux récepteurs
muscariniques tandis que les musculotropes, tels que le bromure d’otilinium, sont des inhibiteurs des
canaux calciques qui agissent directement sur les muscles lisses. Ces traitements ont été montrés
comme bénéfiques chez des patients atteints de SIl en diminuant l'intensité et la récurrence des
douleurs abdominales et des ballonnements et en améliorant leur bien-étre (Ford et al., 2008; Clavé
and Tack, 2017). Malgré une bonne tolérance des patients, les antispasmodiques peuvent cependant
induire des effets indésirables tels que la constipation, due au blocage des sécrétions dans la lumiére
intestinale pour les anticholinergiques ou des problémes cardiovasculaires pour les musculotropes
(Lacy et al., 2020). Le I-menthol, composé actif contenu dans I’huile de menthe poivrée, est un
inhibiteur des canaux calciques possédant des propriétés antispasmodiques, anti-nociceptives et
également anti-inflammatoires (Liu et al., 2013; Walstab et al., 2014). Dans un essai clinique récent,

son efficacité sur la diminution des douleurs abdominales a été prouvée (Weerts et al., 2020). De
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nouvelles formulations de cette huile sont en cours de test afin de potentialiser les effets de cette huile
(Cash, Epstein and Shah, 2016; Alammar et al., 2019). Un autre bloqueur des canaux calciques, le
tiropramide, a été testé chez des patients Sll, avec des effets positifs sur les douleurs abdominales et
I'inconfort des patients aprés quatre semaines de traitements (Lee et al., 2014). Des études sont en
cours afin d’évaluer les potentiels effets indésirables de ce traitement (Jeong et al., 2021).
e Antidépresseurs

Les antidépresseurs notamment les antidépresseurs tricycliques et les inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la 5-HT sont utilisés en deuxiéme intention ou lorsque les patients présentent des formes
plus séveres du Sll (Ford et al., 2020). Ces molécules peuvent avoir, de maniere indirecte, un effet
bénéfique sur les symptomes gastro-intestinaux. En effet, ils peuvent agir au niveau périphérique en
régulant le systéme sérotoninergique et ainsi agir sur la motilité intestinale, et au niveau central en
modulant les contréles inhibiteurs descendant de la douleur (Kutak-Bejda, Bejda and Waszkiewicz,
2017) agissant sur les comorbidités psychologiques telles que I'anxiété et la dépression. Dans le cadre
du SllI, ces composés sont cependant utilisés hors AMM (autorisation de mise sur le marché) et cela
malgré leur efficacité a diminuer le risque de persistance des symptomes chez ces patients (Ford et al.,
2009; Ford, Quigley, et al., 2014). Par ailleurs, le bénéfice d’une utilisation a long terme des
antidépresseurs pour des indications non psychiatriques n’est a I’'heure actuelle pas vérifiée. Par
exemple, les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la 5-HT affectent la santé osseuse, et peuvent
engendrer de la démence (Xiong et al., 2018; Lin et al., 2020). L'utilisation des antidépresseurs
tricycliques peut entrainer de la constipation, de la fatigue et de la somnolence (Lacy et al., 2020).

Des études précliniques montrent qu’aprés un cocktail d’antibiotiques contenant de Ia
Bacitracine A et de la Néomycine, une réduction de I’'HSVC peut étre observée (Aguilera, Cerda-Cuéllar
and Martinez, 2015). Il en est de méme avec I'utilisation d’un antifongique dans un modeéle de
séparation maternelle qui a permis de réduire I’'HSVC induite par le stress (Botschuijver et al., 2017).
Cependant certaines études contradictoires montrent un effet délétére d’un cocktail d’antibiotiques
large spectre sur les symptémes associés au Sll (O’Mahony et al., 2014; Hoban et al., 2016). Ainsi, ces
résultats ne permettent pas de conclure sur I'effet de ces antibiotiques/antifongiques dans le

développement ou le maintien des douleurs abdominales dans le SlI.
7.1.2. Traitements de la constipation

Bien que les laxatifs stimulants et osmotiques soient efficaces chez les patients souffrant de
constipation chronique, il existe peu de preuves d’efficacité de leur utilisation dans le Sl (Nelson et al.,
2017). Des essais cliniques de polyéthyléne glycol chez des patients souffrant de SlI-C montrent une
augmentation du nombre de selles, mais aucune amélioration de la douleur abdominale n’a été

rapporté (Jarzebicka et al., 2019). De la méme maniére, les laxatifs tels que le lactulose, le lait de
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magnésie ou le docusate semblent efficaces sur la constipation mais pas sur les douleurs. Il est a noter
que le lactulose, en tant que disaccharide, est trées mal toléré par les patients donc trés peu
recommandé.

En deuxiéme intention, les patients ne présentant aucune amélioration avec les laxatifs se voient
proposer des traitements sécrétagogues tels que le lubiprostone, le linaclotide, le tenapanor et le
plecanatide qui sont des substances biologiques ou chimiques qui provoquent ou augmentent la
sécrétion des entérocytes (Black et al., 2018). lls agissent sur les canaux ioniques dans les entérocytes,
entrainant un efflux d'eau, accélérant ainsi le transit gastro-intestinal et améliorant la consistance des
selles. Des essais cliniques démontrent leurs efficacité sur le transit seulement, dans le SlI-C (Drossman
et al., 2009; Chey, Lembo and Rosenbaum, 2017; Brenner et al., 2018; Rao et al., 2020).

Le linaclotide, est un agoniste de la guanylate cyclase, un récepteur transmembranaire exprimé
sur la face luminale de I'épithélium intestinal qui fixe entre autre les entérotoxines bactériennes
(responsables de la diarrhée du voyageur). La liaison du linaclotide a ce récepteur, stimule la synthese
et la libération de GMPc par les cellules épithéliales, ce qui a pour effet une stimulation de la
production de liquide dans la lumiére intestinale et une inhibition des fibres afférentes du célon
(Tchernychev et al., 2015; Chey et al., 2017). Le GMPc libérée par I'épithélium permet de réduire
I'excitabilité afférente. Ainsi ce traitement permet d’augmenter la motilité intestinale et de soulager
la douleur via la modulation des nocicepteurs présents sur les fibres afférentes coliques (Castro et al.,
2013; Rao et al., 2020; Ligon, Hannig and Greenwood-Van Meerveld, 2021).

Le lubiprostone, un acide gras bi-cyclique capable d’augmenter la sécrétion d’eau et
d’électrolytes, s'est avéré plus efficace que le placebo chez les patients atteints de SII-C (Drossman et
al., 2009). Cependant, il a été retiré en raison de ces effets indésirables notamment au niveau
cardiovasculaire (Lacy et al., 2020).

Le tenapanor, inhibiteur de I’échangeur sodium/hydrogéne NHE3, présent sur la membrane des
entérocytes, permet d’augmenter le transit intestinal et de favoriser le soulagement de la constipation
(Chey, Lembo and Rosenbaum, 2017). Grace a des résultats cliniques convaincants montrant une
diminution de la douleur et une augmentation du transit, le tenapanor a récemment été approuvé aux
Etats-Unis pour le traitement des patients atteints de SII-C (Markham, 2019).

Les agonistes des récepteurs de la sérotonine 5-HT4 comme le tégaserod, accélérent le transit
et les sécrétions intestinales via la production d’Ach par les neurones excitateurs et les interneurones
(Gershon and Tack, 2007; Ford et al., 2008). Le prucalopride, un autre agoniste des récepteurs 5-HT4,
s'est avéré efficace uniguement dans le traitement de constipation chronique actuellement (Ford and

Suares, 2011; Tack et al., 2012).
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7.1.3. Traitements de la diarrhée

En premiere intention, les médecins prescrivent des antispasmodiques et des anti-diarrhéiques
aux patients atteints de SlI-D (Cangemi and Lacy, 2019; Munjal, Dedania and Cash, 2019; Ford et al.,
2020). Le lopéramide, agoniste du récepteur aux opioides , est un anti-diarrhéique qui ne passe pas
la barriere hémato-encéphalique. Ce traitement a des effets anti-sécrétoires au niveau des
mugqueuses, qui sont accompagnés d’effets moteurs permettant une augmentation de la durée du
transit intestinal (Strzyzewski et al., 2020). Ainsi, il permet d’améliorer la consistance des selles et de
réduire leur fréquence, mais aucun effet sur les douleurs n’a été remarqué a ce jour (Swank et al.,
2017).

C'est seulement en deuxiéme intention que les patients réfractaires se voient prescrire des
antidépresseurs tricycliques ou de I'eluxadoline, un agoniste mixte du récepteur aux opioides p et k et
antagoniste du récepteur & (Ford et al., 2020; Jones et al., 2021). Ce dernier permet une diminution
de I'HSVC et des douleurs abdominales et un ralentissement du transit gastro-intestinal (Houghton,
Foster and Whorwell, 2000; A. J. Lembo et al., 2016). Cependant, le risque de développer une
pancréatite a été rapporté (Lacy et al., 2020).

Plusieurs travaux se sont intéressés aux effets bénéfiques d’un traitement a la rifaximine qui est
un antibiotique a spectre large et inhibiteur de la production d’ARN bactérien. Il a été testé sur le
postulat que les altérations du microbiote gastro-intestinal pourraient en partie étre responsables des
symptomes du Sll, bien que son mécanisme d'action reste incertain (Acosta et al., 2016; Gupta,
Ghuman and Handa, 2017). Des études cliniques réalisées sur des patients atteints de SlI-D ont révélé
un soulagement des symptdémes chez 8 a 10% d’entre eux apres 2 semaines de traitement et ce
pendant 10 semaines (Pimentel et al., 2011; Schoenfeld et al., 2014). Apres 10 semaines, les effets
bénéfiques de cet antibiotique disparaissent si le traitement n’est pas complété par une deuxiéme
intervention (A. Lembo et al., 2016; Pimentel et al., 2017). Toutefois, 'utilisation d’antibiotiques
présente quelques limites dont le développement d’une résistance bactérienne.

Enfin, les antagonistes des récepteurs 5-HT3 sont aussi des traitements de deuxieme intention
pour ces patients atteints de SII-D. La 5-HT joue un role évident dans la modulation de la sensation et
de la motilité colique (Mawe and Hoffman, 2013). L’alosétron, le ramosétron et I'ondosétron sont des
antagonistes des récepteurs 5-HT3, et a ce titre, ils réduisent I'HSVC et les douleurs abdominales
associées ainsi que I'activité du transit intestinal (Zheng et al., 2017). lls semblent agir en inhibant la
composante excitatrice ascendante du péristaltisme (Clavé, 2011) et un effet central sur la douleur
n’est pas exclu (Berman et al., 2002). lls modifient également la compliance rectale (Thumshirn et al.,
2000). Malgré son efficacité, le profil d'innocuité de I'alosétron est préoccupant depuis son retrait en

2000, en raison de rapports post-commercialisation faisant état de colite ischémique, de constipation
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compliquée et méme de déces (Chang et al., 2006). Il a cependant été réintroduit et son utilisation a
été limité aux femmes présentant des symptomes chroniques et sévéres de SlI-D et ne répondant pas
aux thérapies traditionnelles (Ford et al., 2018; Farkouh et al., 2020). L'ondansétron a donné de bons
résultats en phase clinique avec une amélioration des symptomes intestinaux (fréquence et
consistance des selles), mais pas sur la douleur abdominale (Garsed et al., 2014). Aucun cas de
constipation sévere ou de colite ischémique n'a été rapporté (Ford et al., 2020). Une étude clinique est
en cours pour évaluer l'innocuité et I'efficacité de cet agent chez les patients atteints de SII-D (Gunn et
al., 2019). En outre, les agents sérotoninergiques ont montré leur efficacité partielle pour le traitement

de certains symptomes des patients atteints de SlI-D (Fukudo et al., 2016; Zheng et al., 2017).
7.2.Traitements non pharmacologiques

Actuellement, il est difficile de traiter efficacement les patients atteints de SIl par des
traitements pharmacologiques puisqu’ils sont associés a de nombreux effets indésirables, dont
beaucoup affectent I'intestin. De plus, la douleur colique peut affecter I'absorption et le métabolisme
des médicaments. Les symptomes intestinaux et extra-intestinaux varient d'un patient a l'autre et, a
ce jour, il n'existe pas de traitement pharmacologique curatif du Sll. Le développement d’alternatives
thérapeutiques non pharmacologiques permet ainsi de soulager les patients (Johannesson et al.,
2018). Des études ont montré I'importance dans le Sll, du soutien des professionnels de santé pour
aider les patients a faire face et a gérer les symptomes (Ung et al., 2013; Bjérkman et al., 2016) ainsi
gue des conseils diététiques pour modifier leurs habitudes alimentaires (McKenzie et al., 2016; S. Y.
Zhou et al., 2018; El-Salhy, Hatlebakk and Hausken, 2019) et des thérapies psychologiques (Laird et al.,
2016).

7.2.1. Modifications des habitudes alimentaires

Les patients atteints du Sll attribuent leurs symptomes a des aliments spécifiques tels que le lait
et les produits laitiers, les produits a base de blé, la caféine, les choux, les oignons, les pois et les
haricots, les épices et les aliments frits (El-Salhy et al., 2010, 2012, 2014, 2016; @stgaard et al., 2012).
Les premiéres recommandations sont donc d'éviter ou de limiter la consommation de ces aliments
(Simren et al., 2013; Simrén and Tack, 2018; Lacy, Cangemi and Vazquez-Roque, 2021). L’association
britannique de la diététique recommande, aux patients souffrant de Sll, une supplémentation en fibres
(surtout pour les patients atteints de SII-C) et de réduire la consommation de café, les aliments épicés
et I'alcool méme si leur impact sur les symptémes associés au Sl doit encore étre clarifiée (@stgaard
et al., 2012; Ford et al., 2020).

Les patients atteints du SlI évitent certains aliments, dont certains appartiennent au groupe des

FODMAPs. En effet, des études récentes ont montré qu’un régime pauvre en FODMAPs améliore les
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symptomes du Sl en modulant la douleur colique en agissant notamment sur l'inflammation
intestinale et I'intégrité de la barriere épithéliale intestinale (Altobelli et al., 2017; S. Y. Zhou et al.,
2018; Simrén and Tack, 2018). Dans une étude pilote, le passage d'un régime riche en fibres a un
régime pauvre en fibres et a une alimentation plus riche en protéines s’est avéré étre bénéfique pour
les patients Sll (Saffouri et al., 2019). Méme si la majorité des études ont été menées sur de courtes
périodes, jusqu'a 4 semaines, un régime pauvre en FODMAPs plut6ét que leur élimination complete
peut étre efficace dans le traitement a plus long terme (O’Keeffe et al., 2018; Whelan et al., 2018). De
plus, un régime appauvri en FODMAPs peut favoriser des changements dans la composition du

microbiote intestinal (Schumann et al., 2018).
7.2.2. Méthodes alternatives

Les patients ont souvent des préjugés sur les risques d’évolution de la maladie ce qui augmente
leur niveau d’anxiété et aggrave souvent les symptomes. L'éducation thérapeutique des patients
passant par l'information diminue le recours aux soins et la sévérité du Sl (Halpert, 2018; Lackner et
al., 2019). Les troubles psychologiques contribuant au développement ou au maintien du SlI, les
thérapies comportementales, la gestion du stress ou encore I'hypnose ont largement émergé ces
dernieres années afin de proposer aux patients atteints de Sl de nouvelles options thérapeutiques.
Leur utilisation en complément de traitements pharmacologiques permet de réduire la consommation
de médicaments (Ahl et al., 2013; Black, Thakur, et al., 2020). L’hypnothérapie est une intervention
psychologique qui module la perception du stress. Cette technique non pharmacologique a d’ores et
déja démontré sa capacité a améliorer les symptomes du Sll (Slomski, 2019). D’autres méthodes
alternatives utilisant une manipulation du corps telles que I'ostéopathie ou I'acupuncture ont montré
un effet positif sur le bien-étre des patients mais ne permettent pas de conclure sur leurs réels
bénéfices cliniques sur I'ensemble des symptomes du SIl en raison des résultats discordants
(Amsallem, Armoiry and Mion, 2021).

L'activité physique permet de réduire les symptomes du Sll (Johannesson et al., 2011, 2018;
Johannesson, 2015). En effet, le sport modéré et régulier améliore le transit intestinal et les douleurs
abdominales chez les patients se plaignant de constipation chronique (Johannesson et al., 2011).
L'augmentation de l'activité physique a été testée chez des patients atteints du SIl montrant une
amélioration a court terme des symptomes aprés 12 semaines d'activité physique accrue ainsi que de
certains aspects de la qualité de vie spécifique a la maladie (Johannesson, 2015; Johannesson et al.,
2018). Cependant, il serait nécessaire de mieux caractériser les effets biologiques de I'activité physique
sur les symptdmes du Sl pour comprendre le point de vue des patients et ainsi permettre un soutien

et un accompagnement approprié de la part des professionnels de la santé.

71 |



Chapitre 2 : Le Syndrome de I'Intestin Irritable | Revue Bibliographique

7.2.3. Stratégies thérapeutiques basées sur la modulation du microbiote intestinal
7.2.3.1. Transplantation de microbiote fécal

Bien que les données relatives a la TMF chez les patients atteints du Sl soient peu nombreuses
(Xu et al., 2019), les dysbioses intestinales constatées chez ces patients suscitent un intérét particulier
pour l'utilisation de ce traitement alternatif (Halkjeer et al., 2017). La TMF permet d’ores et déja de
corriger une dysbiose intestinale sévere telle que celle observée lors d'une infection a Clostridium
difficile (Hvas et al., 2019). A ce jour, peu d’études cliniques randomisées chez des patients atteints de
SIl ont été publiées, ce qui suggére que des précautions doivent étre prise dans I'utilisation
thérapeutique de cette alternative (Halkjaer et al., 2017; Camilleri, 2021; El-Salhy, 2021). Les résultats
cliniques divergent, puisque dans certains cas la TMF favorise la résolution des symptomes du Sli
(Johnsen et al., 2018, 2020; El-Salhy, Hausken and Hatlebakk, 2019; El-Salhy et al., 2020) et dans
d’autres, aucun effet de la TMF sur I'amélioration des symptomes n’a été observé (Halkjeer et al.,
2018). De plus, il a été décrit qu’une modification des bactéries intestinales par le biais d'une TMF
restaure la densité des cellules endocrines (El-Salhy, Hatlebakk and Hausken, 2019). Des travaux futurs
devraient étre réalisés afin de conclure sur la réelle valeur thérapeutique ou non de la reconstitution

du microbiote dans le SlI.
7.2.3.2.  Utilisations de biotiques

Une approche intéressante de la modulation du microbiote intestinal consiste a ingérer des

micro-organismes qui produisent des effets bénéfiques apres leur introduction dans l'intestin.
7.2.3.2.1. Prébiotiques

Les prébiotiques sont définis comme : « des substrats utilisés sélectivement par les micro-
organismes de I'h6te et qui conferent un avantage pour la santé » (Gibson et al., 2017). lls peuvent
favoriser ou bloquer des populations particulieres du microbiote et ainsi modifier la composition et la
structure du microbiome (Parsons et al., 2014; Rhodes, 2021). L'une des principales classes de
prébiotiques est celle des fibres alimentaires, souvent définies comme des « hydrates de carbone dont
le degré de polymérisation est supérieur a 2 et qui ne peuvent étre hydrolysés ou absorbés dans
I'intestin » (Stephen et al., 2017). Les sources alimentaires typiques de prébiotiques sont les fruits, les
légumes et les céréales. Avec I'augmentation de la consommation du régime alimentaire occidental,
une baisse de l'apport en prébiotiques est observée, corrélée a l'incidence des maladies
inflammatoires, de I'obésité, du syndrome métabolique, de I'anxiété, du stress et d'autres troubles liés
au mode de vie (Cryan et al., 2019). Dans des études cliniques et précliniques, il a été démontré que la

supplémentation en prébiotiques réduit la réactivité au stress et l'anxiété, facilite les changements
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dans l'efficacité synaptique de I'hippocampe et I'amélioration de la cognition ainsi que de
I'apprentissage (Azpiroz et al., 2017; Burokas et al., 2017). A I'heure actuelle, seule une description de
I'influence des prébiotiques sur la physiologie et le comportement du cerveau est disponible.
L’exploration des mécanismes par lesquels les prébiotiques influencent la physiologie du cerveau et le
comportement semble donc primordiale, en se concentrant spécifiguement sur les métabolites

dérivés du microbiote, par exemple.
7.2.3.2.2. Probiotiques

Les probiotiques font référence a des souches de bactéries vivantes sélectionnées qui,
lorsqu'elles sont ingérées en quantités adéquates, conferent des effets bénéfiques sur la santé de
I'hote (FAO/WHO, 2002; Butel, 2014). Grace a leurs interactions avec le microbiote et I'épithélium
intestinal, il a été démontré que les probiotiques exercent de nombreux effets sur la santé de I'hote,
améliorant le métabolisme, I'immunité et la fonction endocrinienne, dans des études précliniques (El
Aidy, Dinan and Cryan, 2015). En clinique, des effets bénéfiques de certains probiotiques ont été
répertoriés sur la motilité intestinale, I’HSVC, I'activité immunitaire, l'intégrité intestinale, la
composition du microbiote intestinal et ainsi sur I'axe cerveau-intestin-microbiote (Pinto-Sanchez et
al.,2017; Cryan et al., 2019). Les probiotiques sont généralement des bactéries appartenant aux genres
Bifidobacterium et Lactobacillus, des bacilles non pathogénes tels que E. coli Nissle 1917 ou des levures
comme Saccharomyces connues pour leurs effets bénéfiques pour I’hote (Principi et al., 2018) et sont
considérés comme étant sans danger pour les patients atteints du Sl et les sujets sains (Benjak Horvat
etal., 2021).

Certaines combinaisons de probiotiques semblent avoir des effets bénéfiques sur les douleurs
abdominales (Didari et al., 2015; Rondanelli et al., 2017; Ford et al., 2018). C’est le cas de Lactobacillus
acidophilus qui réduit I'nypersensibilité colique via les mécanismes des récepteurs opioides et
cannabinoides (Rousseaux et al., 2007), de Lactobacillus paracasei NCC2461 et de F. prausnitzii chez la
souris, de Bifidobacterium lactis, du mélange probiotique VSL#3 chez le rat qui ont tous entrainé une
diminution de 'HSVC (Eutamene et al., 2007; Agostini et al., 2012; Dai et al., 2012; O’ Mahony et al.,
2012; Distrutti et al., 2013; Miquel et al., 2016). Cependant, I'hétérogénéité des résultats en fonction
de la souche, de la dose utilisée et de la durée du traitement mais aussi des caractéristiques de I'hote
et de son microbiome, ne permet pas de tirer des conclusions définitives sur leur efficacité (Zmora et
al., 2018). Dans une méta-analyse 14 études sur 27 n’ont rapporté aucun effet bénéfique chez les
patients atteints de SIl avec méme des effets secondaires développés suite au traitement (Enck and
Mazurak, 2018). L'utilisation de probiotiques dans le sous-type mixte est particulierement
problématique, en raison de l'alternance des symptomes. Ainsi une thérapie combinée serait

recommandée pour ce type de patients atteints de Sll (Benjak Horvat et al., 2021). Par exemple, en
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combinaison avec un antispasmodique, la formulation probiotique contenant Lactobacillus plantarum
et Pediococcus acidilactici améliore la qualité de vie et réduit les douleurs abdominales ainsi que la
diarrhée chez les patients atteints de SlI-M et SII-D (Barraza-Ortiz et al., 2021). Afin de favoriser des
changements dans la composition du microbiote intestinal, un régime a faible teneur en FODMAPs
peut étre utilisé en association avec des probiotiques pour prévenir notamment la réduction de
I'abondance du genre Bifidobacterium, caractéristique des patients atteints de Sl (Staudacher and
Whelan, 2017; Schumann et al., 2018; Simrén and Tack, 2018). Une étude clinique montre une
modulation positive du microbiote intestinal par Bacillus coagulans de patients souffrant de SII.
L’analyse du métagénome entier des échantillons fécaux obtenus avant et apres le traitement montre
gue cette supplémentation en probiotique module le microbiote intestinal et ses voies métaboliques
associées et augmente les diversités a et B (Maity et al., 2021). L’analyse des métabolites associées au
microbiome sont explorées afin de restaurer leurs activités fonctionnelles en introduisant des
molécules de signalisation, généralement produites par la fermentation intestinale.

En tant que probiotique, E. coli Nissle 1917 module I'HSVC des patients atteints de Sll en
produisant un lipopeptide analgésique C12AsnGABAOH capable d’inhiber directement les neurones
de DRG en traversant la barriere épithéliale et en activant les récepteurs GABA B exprimés sur les
afférences coliques (Pérez-Berezo et al., 2017). Cependant, la disponibilité des glucides dans l'intestin
détermine I'adaptation d'E. coli Nissle in vivo. De plus, une exposition antérieure aux antibiotiques peut

entrainer une résistance aux probiotiques (Crook et al., 2019).
7.2.3.2.3. Symbiotiques

Les symbiotiques sont composés d’une combinaison de prébiotiques et probiotiques pouvant
avoir un effet synergique. Leur utilisation chez des patients atteints de Sll a permis de constater des
effets bénéfiques sur leurs symptémes tels que les ballonnements, les douleurs abdominales et le
transit intestinal (Bogovi¢ Matijasic et al., 2016; Rodifio-Janeiro et al., 2018). Bien que ces résultats
soient prometteurs, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour démonter |'efficacité des
symbiotiques dans la gestion du Sl et ainsi que leur potentiel effet cumulatif (Cappello et al., 2013;

Bucci et al., 2014; Gracie, 2015).
7.2.3.2.4. Psychobiotiques

Certains probiotiques peuvent moduler la physiologie, la neurotransmission, la neurogenese,
I'expression des neuropeptides, la neuro-inflammation et méme le comportement (Dinan, Stanton and
Cryan, 2013; Sherwin et al., 2016). Sur la base de ces rapports, les chercheurs se sont tournés vers le
développement de nouvelles thérapeutiques telles que les psychobiotiques pour le traitement des

troubles gastro-intestinaux liés aux troubles neurologiques et de la fonction cognitive. Ils sont définis
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comme des interventions ciblant le microbiote, telles que « les bactéries bénéfiques (probiotiques) ou
les modulateurs de la croissance de certaines bactéries (prébiotiques) qui influencent les relations
entre les bactéries et le cerveau » (Sarkar et al., 2016). Certaines souches bactériennes, telles que
Bifidobacterium longum, ont démontré leur efficacité dans I'amélioration du stress et méme de la
neurocognition (Allen et al., 2016). Récemment un probiotique de nouvelle génération (ou live
biotherapeutics) F. prausnitzii a induit un phénotype anxiolytique et antidépresseur chez les rats, par
I'intermédiaire de lI'augmentation des AGCC caecaux et d'IL-10 plasmatique (Hao et al., 2019). Les
preuves des effets des psychobiotiques sur le cerveau et le comportement s'accumulent (Chong et al.,

2019).
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Synthese :
Le Sl est décrit comme un trouble de I'interaction cerveau-intestin-microbiote avec le développement de
symptomes intestinaux et centraux. Certains facteurs de prédisposition au Sll tels que le stress, le sexe, I'age
ou encore les infections gastro-intestinales ont été rapportés. La physiopathologie du SlI est multifactorielle
peut inclure une dysbiose intestinale, une perturbation de I'intégrité de la barriére intestinale, une activation
immunitaire et une HSVC. La gestion du SIl passe par des approches pharmacologiques et non
pharmacologiques. Les méthodes utilisant la modulation du microbiote offrent de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour soulager les symptomes associés au Sll. La voie de métabolisme du tryptophane est trés
intéressante de par ses fonctions tant au niveau du microbiote, de I'intestin mais aussi du cerveau, et pourrait

ainsi représenter une nouvelle cible pharmacologique d’avenir chez les patients souffrant de SlI.
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CHAPITRE 3 :

LA VOIE DU TRYPTOPHANE, LES LIGANDS AHR & L'INTERLEUKINE-22

1. Letryptophane

1.1. Source et production du tryptophane
En tant qu’acide aminé aromatique, le Trp contient un HN \ NH,
groupe indole attaché a une chaine latérale alanyle (Figure 24). Cet OH

acide aminé essentiel est nécessaire a la synthése des protéines et 0]

possede un haut poids moléculaire de 204,23 g/mol (Le Floc’h,  Figure 24 : Formule chimique du

Otten and Merlot, 2011). Outre la synthése des protéines, le Trp est tryptophane.

également une substance obligatoire pour la production de diverses molécules bioactives, dont la 5-
HT. Il est un précurseur biosynthétique d'un grand nombre de métabolites de I'hote et de
microorganismes (Alkhalaf and Ryan, 2015). Ainsi ¢’ est un acteur crucial impliqué dans diverses voies
de signalisation de I'axe cerveau-microbiote-intestin, ce qui en fait un acteur majeur dans la
physiopathologie du Sll (Gao et al., 2019; Bosi et al., 2020; L. M. Chen et al., 2021).

Comme le Trp n'est pas produit par les cellules de I'h6te, I'unique source de Trp est exogéne par
le biais de I’'alimentation. Il est retrouvé notamment dans le chocolat, les céréales, le lait, les produits
dérivés du lait, la viande rouge, la volaille, les ceufs, le poisson, les fruits secs, I'avoine et les bananes.
La forme libre de I'acide aminé est également contenue dans le lait maternel, jouant un réle important
pour le développement postnatal du nourrisson (O’Rourke et al., 2018). L'apport en Trp alimentaire
recommandé pour les adultes est compris entre 250 et 425 mg par jour, ce qui correspond a 3,5-6
mg/kg de poids corporel par jour (Palego et al., 2016). A ce jour, aucun effet indésirable d'un excés de
Trp dans l'alimentation n'a été signalé. Les causes d’une carence en Trp restent largement inconnues,
mais un apport alimentaire réduit en Trp ou un catabolisme protéique accru dd a un état inflammatoire
sont probablement des facteurs contributifs d’une carence (Bipath, Levay and Viljoen, 2016).

Une étude récente révele une amélioration de I'humeur par le Trp, suggérant que le potentiel
thérapeutique d’un apport en Trp peut diminuer I'humeur négative et augmenter I'humeur positive
chez les personnes en bonne santé (Kikuchi, Tanabe and Iwahori, 2021). Les animaux axéniques
présentent des niveaux accrus de Trp circulant, qui sont corrigés aprés la colonisation avec un
microbiote, confirmant le role clé de cet acide aminé dans I’axe cerveau-intestin-microbiote (Clarke et
al., 2013). La diversité des fonctions physiologiques et la faible teneur du corps en Trp augmentent le

risque potentiel de développer des pathologies (Post et al., 2019).
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1.2. Métabolisme du tryptophane

Le Trp est libéré suite a la digestion des protéines alimentaires, puis absorbé par I'épithélium
intestinal et entre ensuite dans la circulation sanguine ou il est présent sous une forme liée a I'albumine
et sous une forme libre, cette derniere étant fondamentale pour la synthése des protéines (Le Floc’h,
Otten and Merlot, 2011). Dans le tractus gastro-intestinal, le métabolisme du Trp peut suivre trois
voies : (1) la voie de la kynurénine dans les cellules immunitaires et épithéliales via I'indoleamine 2,3-
dioxygénase (IDO) (Clarke et al., 2013) ; (2) la voie de production de la 5-HT dans les cellules EC via la
TPH1 (Yano et al., 2016) et (3) la transformation directe en plusieurs molécules, telles que l'indole et
ses dérivés, ligands du AhR, par le microbiote intestinal (Figure 25) (Zelante et al., 2013; Kennedy et
al., 2017; Agus, Planchais and Sokol, 2018). Les différents composés produits par cette dégradation du
Trp tels que la 5-HT, la kynurénine, la tryptamine et les composés indoles participent a la
communication bidirectionnelle entre le microbiote et son hote (Palego et al., 2016; Kennedy et al.,

2017; Agus, Planchais and Sokol, 2018; Benech, Rolhion and Sokol, 2021).
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3H-KYN : 3-Hydroxykynurénine
IPA: Acide Indole-3-Propionique
5-HTP : 5-Hydroxytryptophane
IPYA : Indole-3-Pyruvate

AAAD : Acide Aminé Aromatique Décarboxylase

KAT : Kynurénine Amino-Transférase

AANAT : Aralkyl-amine N-Acétyltransférase

KMO : Kynurénine 3-Mono-oxygénase
acdA : acyl-CoA déhydrogénase
KYNU : Kynuréninase
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AraT : Acide Aminé Aromatique amino-Transférase
MAO : Monoamine Oxydase

ASMT : Acétyl-Sérotonine O-Méthyltransférase
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide

fldBC : phényl-lactate déhydratase

fldH : phényl-lactate déhydrogénase

porB, C : pyruvate : ferredoxine oxidoréductase B et C
1A : Indole Acide Acrylique

TDO : Tryptophane 2,3-Dioxygénase

IAA: Indole Acide Acétique

TMO : Tryptophane 2-Monooxygénase

IAAId : Indole-3-Acétaldéhyde

TNA : Tryptophanase

1Ald : Indole-3-Aldéhyde

TpH : Tryptophane Hydroxylase
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Figure 25 : Les différentes voies de métabolisme du tryptophane.

Les voies sérotoninergique, kynurénine/IDO et indole/AhR sont décrites. Devenir métabolique du tryptophane
par les voies eucaryotes et bactériennes jusqu'aux produits et dérivés finaux. D’aprés Agus et al., 2018.
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1.2.1. Lavoie de la kynurénine et ses dérivés

Il a été estimé qu’environ 90% du Trp disponible est canalisé vers la production de kynurénine
(Ruddick et al., 2006; O’Mahony et al., 2015). Dans I'intestin, le métabolisme du Trp par cette voie est
médié par I'enzyme IDO1, qui conduit a la production de kynurénine et de produits en aval tels que
I'acide kynurénique, I'acide xanthurénique, le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) et l'acide
picolinique (Cervenka, Agudelo and Ruas, 2017; Kennedy et al., 2017; Agus, Planchais and Sokol, 2018).
Dans cette voie, le Trp est catabolisé par des enzymes telles que la tryptophane-2,3-dioxygénase (TDO)
et les IDO1/IDO2 qui sont exprimées de maniére tissu-spécifique. TDO est exprimée dans le foie, tandis
gue IDO est exprimée dans de nombreux types de cellules et de tissus et est inductible par les cytokines
(Lemos et al., 2019), seule IDO1 est exprimée dans I'intestin. L'activité de I''IDO1, évaluée par le rapport
kynurénine/Trp est réduite chez les animaux axéniques ou traités aux antibiotiques, suggérant un role
prépondérant du microbiote intestinal dans la régulation de cette voie. La kynurénine est métabolisée
par la kynurénine aminotransférase (KAT) en acide kynurénique, et principalement par la kynurénine
mono-oxygénase (KMO) pour former la 3-hydroxy-kynurénine (3H-KYN). Cette derniére est ensuite
dégradée par la kynuréninase (KYNU) pour finalement obtenir du NAD, ou par la KAT pour donner de
I’acide xanthurénique comme produit final. Ces enzymes sont exprimées dans de nombreux tissus tels
que le foie, les reins et le SNC (Badawy, 2017; Fukuwatari, 2020). Les bactéries expriment des enzymes
homologues a celles de la voie kynurénine eucaryote et sont donc également capables de produire de
la kynurénine et des métabolites comme I'acide 3-hydroxyanthranilique (Vujkovic-Cvijin et al., 2014)
qui ont des effets neurotoxiques (O’Farrell and Harkin, 2017).

La kynurénine est un métabolite crucial possédant un fort pouvoir immuno-régulateur grace a
sa liaison a AhR (Y. Liu et al., 2018). Les produits finaux de la voie kynurénine sont impliqués dans un
certain nombre de processus biologiques de I'hGte tels que la neurotransmission, I'inflammation et la
réponse immunitaire (Gonzalez Esquivel et al., 2017; Kennedy et al., 2017; Wu, Gong and Liu, 2018; Z.
Ye et al., 2019). L'acide kynurénique, dont la concentration augmente progressivement le long du
tractus gastro-intestinal, participe a I'homéostasie tissulaire en exergant des effets protecteurs et
immuno-régulateurs au niveau de la muqueuse intestinale, probablement par le biais de son récepteur
GPR35, surtout exprimé dans les cellules épithéliales et immunitaires (J. Gao et al., 2018; Agudelo et
al., 2018). Dans le SNC, I'acide quinolinique est principalement produit par la microglie et agit comme
un agent neurotoxique sur les astrocytes par son effet agoniste sélectif sur les récepteurs
ionotropiques glutamate NMDA (Badawy, 2017). A I'inverse, I'acide kynurénique est un métabolite
neuroprotecteur produit par les astrocytes qui agit comme un ligand des AhR et a un effet antagoniste
sur les récepteurs NMDA et les récepteurs nicotiniques de I’Ach (Badawy, 2017). Ces deux métabolites,

aux effets contraires sont dérégulés dans les principaux troubles dépressifs et sont donc impliqués
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dans la santé mentale En effet, I'acide quinolinique est associé a de I'excitotoxicité, définie comme un
processus pathologique d’altération et de destruction neuronale ou neurotoxicité par hyperactivation
de neurotransmetteurs excitateurs (type glutamate). A I'inverse, I'acide kynurénique participe a la
protection neuronale. Chez les souris axéniques, une régulation réduite de la voie de la kynurénine est
observée, ce qui se traduit par une augmentation de la disponibilité du Trp en circulation (Clarke et al.,
2013; Kennedy et al., 2017). La dégradation du Trp selon la voie de la kynurénine est augmenté par le
stress et le cortisol (Palego et al., 2016). Chez les souris soumises a un stress chronique, une réduction
de L. reuteri et une augmentation des concentrations sériques de kynurénine ont été corrélées et
médiées par la production de H,0; via un mécanisme basé sur la régulation bactérienne de I''DO1
(Marin et al., 2017), une enzyme sensible a I'environnement redox (Gonzalez Esquivel et al., 2017). Le
Trp non métabolisé selon la voie de la kynurénine conduit a la production intestinale et cérébrale de

5-HT par I’'enzyme de la TPH1.
1.2.2. Lavoie sérotoninergique

Pres de 90% du neurotransmetteur 5-HT de I'organisme est fabriqué par les cellules EC par
I'intermédiaire de la TPH1, dont I'activité est modulée par le microbiote intestinal (Reigstad et al.,
2015; Yano et al., 2016; Agus, Planchais and Sokol, 2018). La capacité a synthétiser la 5-HT a partir du
Trp est largement conservée chez les mammiféres et plusieurs especes bactériennes (Bailey et al.,
2011). L'espece commensale Clostridium perfringens, module I'activité de I'’enzyme TPH1 produite par
I’h6te et ainsi module la production colique de 5-HT (Yano et al., 2016). Chez les souris axéniques, les
concentrations de la forme conjuguée et biologiquement inactive de 5-HT dans les lumiéres cacale et
colique sont réduites. La forme non conjuguée, biologiquement active et en quantité supérieure de 5-
HT est retrouvée lors d’une conventionalisation de ces souris (Hata et al., 2017). Dans des conditions
physiologiques, la 5-HT périphérique ne traverse pas la BHE contrairement au Trp et au 5-hydroxy-
tryptophane (5-HTP), précurseurs directs de la 5-HT, qui la traversent et modulent ainsi, de maniere
indirecte, la production et les fonctions centrales de la 5-HT (Shabbir et al., 2013; Sharma et al., 2019).

Au niveau périphérique, la 5-HT est une molécule de signalisation gastro-intestinale importante
qui transmet des signaux de l'intestin a des neurones intrinséques ou extrinséques et influence le
péristaltisme, la motilité intestinale, la sécrétion, la vasodilatation et I'absorption des nutriments
(Mawe and Hoffman, 2013). Ainsi, dans I'axe cerveau-intestin-microbiote, elle joue différents réles
allant de la modulation du comportement de I'hote a I'impact sur la motilité gastro-intestinale (Spohn
and Mawe, 2017). Le transporteur SERT, exprimé au niveau des cellules épithéliales intestinales, est
impliqué dans la régulation locale de la disponibilité de la 5-HT aprés sa production par les cellules EC
et est responsable de la réabsorption de la 5-HT dans le cerveau (Singhal et al., 2019). Le microbiote

intestinal est un acteur majeur de la production intestinale de 5-HT comme décrit chez des souris
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axéniques présentant une altération de la production de 5-HT dans le cOlon et de faibles
concentrations dans le sang (Yano et al., 2016). Les mécanismes par lesquels le microbiote intestinal
module la production de 5-HT ne sont pas entierement compris, mais le réle des AGCC dans la
stimulation de I'expression de TPH1 a été suggéré (Reigstad et al., 2015). Une régulation microbienne
indirecte de la motilité via le systeme sérotonergique intestinal semble donc exister. De plus, certains
acides biliaires secondaires, comme le désoxycholate produit par la biotransformation microbienne du
cholate, peuvent également stimuler la biosynthése de la 5-HT (Yano et al., 2016). En tant que signal
neuroendocrinien de la diaphonie héte-microbe, la 5-HT module la motilité bactérienne et induit
I'expression de génes de virulence chez les bactéries via un mécanisme de quorum sensing (Biaggini et
al., 2015; Knecht et al., 2016).

La 5-HT peut étre métabolisée secondairement en mélatonine, une hormone circadienne
favorisant le sommeil, mais possedant également des propriétés anti-inflammatoires (Esteban-Zubero

etal., 2017).
1.2.3. Lavoie indole/AhR

Les métabolites du Trp dérivés du microbiote sont largement étudiés a I'heure actuelle (Blacher
et al., 2017; Agus, Planchais and Sokol, 2018). L'indole peut étre métabolisé par I'h6te et/ou les voies
microbiennes en métabolites biologiquement actifs (Lee, Wood and Lee, 2015). Dans les selles
humaines, l'indole est détectable a des concentrations de I'ordre du uM (Darkoh et al., 2015). La
production d'indole a partir du métabolisme bactérien du Trp peut entrainer divers changements dans
la physiologie de I'h6te. La conversion du tryptophane en indole implique la tryptophanase, une
enzyme uniquement bactérienne, exprimée chez E. coli et les Lactobacilles par exemple. Au niveau
intestinal, la dégradation du Trp par le microbiote ne semble pas exclusivement localisée dans le c6lon,
ou l'activité protéolytique bactérienne est la plus élevée, mais se produit également dans des régions
plus hautes du tractus digestif, tel que le suggére le catabolisme du Trp médié par les Lactobacilles
dans I'estomac et l'iléon de souris (Roager and Licht, 2018). Une partie des indoles produits peut
ensuite étre métabolisée par le foie en dérivés 3-indoxylsulfate majoritairement, mais aussi en
oxindole et isatine. Ces dérivés indoles agissent au niveau du SNC en réduisant I'activité motrice et en
augmentant le comportement de type anxieux chez la souris (Crumeyrolle-Arias et al., 2008; Jaglin et
al., 2018; Mir et al., 2020). Les produits finaux de la voie microbienne de production d’indole sont
I'indole-3-aldéhyde (lAld), le tryptophol, I'acide indole-sulfonique et I'lPA (Agus, Planchais and Sokol,
2018). De nombreux dérivés de l'indole d'origine microbienne, tels que I'lAA, I'lAld, la tryptamine,
I'indole-3-acétaldéhyde (IAAld) et I'acide indole-acrylique (IA), sont des ligands pour les AhR (Hubbard,
Murray and Perdew, 2015; Alexeev et al., 2018; Sadik et al., 2020).
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L'indole est également une molécule de signalisation pour les bactéries capable de controler des
aspects de la physiologie bactérienne tels que la résistance aux antibiotiques, la sporulation et la
formation de biofilms (Y. Wang et al., 2019; Rattanaphan et al., 2020; Walter et al., 2020). L'indole et

ses dérivés modulent certains facteurs de virulence (Lee, Wood and Lee, 2015).
2. Les AhR et leurs ligands
2.1.La voie de signalisation de AhR

Les AhR, sont des récepteurs de xénobiotiques distribués dans tout le tractus gastro-intestinal
(Lee, Wood and Lee, 2015). AhR, un récepteur nucléaire codé par le géne AhR situé sur le chromosome
7 humain, appartient a la famille des protéines bHLH/PAS (« basic-Helix-Loop-Helix/PER-ARNT-SIM »)
et module des processus biologiques importants pour I'homéostasie tissulaire et pour le
développement de pathologies (Nebert, 2018; Rothhammer and Quintana, 2019). AhR est exprimé par
les cellules épithéliales intestinales et les cellules immunitaires telles que les IEL et les cellules
lymphoides innées (ILC) (Rothhammer and Quintana, 2019). Dans le SNC des mammiferes, AhR est
fortement exprimé dans les cellules souches neuronales embryonnaires du cerveau en développement
et diminue ensuite dans le cerveau adulte, principalement dans le cortex cérébral, I'hippocampe, le
cervelet et le bulbe olfactif (Kainu, Gustafsson and Pelto-Huikko, 1995; Petersen et al., 2000). AhR est
un facteur de transcription cytosolique, maintenu inactif dans le cadre d'un complexe protéique
constitué d'un dimere de la protéine chaperonne de choc thermique de 90 kDa (HSP90), de la protéine
d'interaction de AhR (AIP, également connue sous le nom de XAP2), de la protéine chaperonne p23 et
de la protéine kinase SRC (Larigot et al., 2018). Lorsqu'un agoniste se lie a AhR, I'AIP se dissocie du
complexe, ce qui entraine I'exposition du signal de translocation nucléaire d'AhR (Larigot et al., 2018).
Le complexe AhR-ligand est ensuite transporté vers le noyau de maniére importine-B-dépendante
(Ikuta et al., 2000). Les protéines chaperonnes vont alors se dissocier permettant la translocation du
complexe AhR-ligand vers le noyau ou il va se dimériser avec le translocateur nucléaire d’AhR (ARNT),
également connu sous le nom de HIF1B (hypoxia inducible factor 18). L’hétérodimeére AhR/ARNT se lie
a des éléments de réponse appelés Xenobiotic Responsive Element (XRE) localisés dans les promoteurs
de génes cibles et régule leur transcription (Rothhammer and Quintana, 2019). Plusieurs génes cibles
codent des enzymes du métabolisme des xénobiotiques comme le cytochrome P450 1A1 (Cyplal)
(Figure 26) (W. Ye et al., 2019). Cela augmente la solubilité du xénobiotique dans les fluides biologiques
comme l'urine ou les selles, favorisant ainsi son élimination. AhR peut également s’associer au facteur
de transcription retinoic acid receptor y (RORy), gene signature des lymphocytes Th17 par fixation

directe sur le motif XRE (Qiu and Zhou, 2013).
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Figure 26 : La voie de signalisation de AhR.

AhR est maintenu inactif dans le cytosol par un complexe protéique constitué d'un dimere de la protéine heat
shock protein HSP90, de la protéine d'interaction de AhR AIP et des protéines p23. Lorsqu'un ligand se lie a AhR,
un signal de translocation nucléaire d'AhR se produit. Le complexe AhR-ligand est ensuite transporté vers le
noyau de maniére importine-B-dépendante ou il va se dimériser avec ’ARNT. L’hétérodimére AhR/ARNT se lie
a des éléments de réponse appelés Xenobiotic Responsive Element (XRE) localisés dans les promoteurs de genes
cibles, comme le cytochrome P450 1A1 (Cyplal) et régule leur transcription. D’apres Stockinger et al., 2014.

Le niveau d’expression d’AhR peut étre régulé de 2 maniéres: soit via la dégradation par le
protéasome, soit par I'action de son répresseur AhRR (AhR repressor). AhRR entre en compétition avec
le complexe AHR-ligand pour son interaction avec I'ARNT, limitant la disponibilité de I'ARNT pour la
liaison du ligand d’AhR et, par conséquent, fournit un mécanisme de régulation négative de
I’expression génique (Sakurai, Shimizu and Ohto, 2017). La régulation de AhR permet de controler
I"amplitude et la durée de son activation ou de sa répression transcriptionnelle.

AhR est un senseur de xénobiotiques et un régulateur d'enzymes de détoxification, comme les
cytochromes P450, capable de métaboliser ces molécules (Nebert, 2018; W. Ye et al., 2019; Stockinger,
Shah and Wincent, 2021). Ainsi, il intervient dans de nombreuses voies de signalisation comme la
réponse aux polluants environnementaux, I'adaptation a I'environnement cellulaire, la détection des
niveaux d'oxygéne comme I'hypoxie, dans le rythme circadien (Per pour period) et le développement

neuronal (SIM pour single-minded) (Nebert, 2018).
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2.2.Les ligands de AhR

AhR peut détecter plusieurs familles de ligands xénobiotiques, a la fois des facteurs endogenes
dont I'indole et des facteurs exogénes (Mclntosh, Hogenesch and Bradfield, 2009). Ce sont de petites
molécules étrangeres a I'organisme, en général tres lipophiles, qui diffusent librement a travers la
membrane plasmique des cellules. La spécificité de liaison dépend de la nature des ligands qui sont
multiples et peuvent étre classés selon leur origine.

AhR peut fixer un grand nombre de ligands exogénes dont les sources principales sont
I"alimentation et les polluants environnementaux (Denison and Nagy, 2003). lls incluent les composés
synthétiques tels que les composés de la famille des dioxines, les hydrocarbures aromatiques
halogénés et polycycliques (HAH et HAP) ainsi que les ligands d’origine naturelle apportés par
I"alimentation, comme les flavonoides et les polyphénols. La quercétine, un flavonoide a été identifié
comme un agoniste d’AhR (Vrba et al., 2012). Inversement, I'a-naphtoflavone, dérivé synthétique des
flavonoides, et le resvératrol qui appartient a la famille des polyphénols, sont utilisés comme
antagoniste de AhR (Sanchez-Martin, Fernandez-Salguero and Merino, 2011; Guo et al., 2019; Kaiser,
Parker and Hamrick, 2020).

AhR est également activé par des ligands endogénes qui regroupent des produits de
dégradation du Trp (dérivés indoles et kynurénine IDO1) (Agus, Planchais and Sokol, 2018; Kaiser,
Parker and Hamrick, 2020) les membres de la voie de I'acide arachidonique (Chiaro, Patel and Perdew,
2008) ou des leucotriénes (Bock, 2020) et des métabolites de I’heme (Bock, 2019). Le 6-formyl-
indolo[3,2-b]carbazole (FICZ), produit lors de I'irradiation par les ultra-violets du Trp, particulierement
au niveau de la peau, possede une trés haute affinité pour AhR et est un activateur du Cyp1A1 (Rannug
and Rannug, 2018). Récemment, le butyrate, un métabolite bactérien, a été décrit comme ligand de
AhR (Marinelli et al., 2019; Martin-Gallausiaux et al., 2021). AhR est méme qualifié de senseur
bactérien (Pernomian, Duarte-Silva and de Barros Cardoso, 2020). Certains métabolites tels que la 5-
HT agissent indirectement sur le AhR par un mécanisme d'inhibition du CYP (Manzella et al., 2020).
L'acide 5-hydroxy-indole acétique est un agoniste du récepteur AhR (Rosser et al., 2020). Récemment,
une alternative a cette classification de ligands exogénes/endogénes a été proposée en considérant
qgue ce sont des modulateurs sélectifs de I'AhR (selective AhR modulators SAhRMs), c’est-a-dire qui
présentent des activités agonistes et/ou antagonistes de maniére tissus/cellules spécifiques (Safe et

al., 2020).
2.3. Les différentes fonctions de AhR dans I’axe cerveau-intestin-microbiote

Les ligands de AhR sont tres abondants dans l'intestin. AhR joue un role dans le systeme

immunitaire, le renforcement de la barriere intestinale en agissant sur la prolifération et la
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différenciation des cellules souches et le maintien d’autres types cellulaires tels que les ILC, ainsi que
sur la production de cytokines comme I'lL-22, conduisant a la protection de I'h6te contre les infections
aux pathogenes (Zelante et al., 2013; Pernomian, Duarte-Silva and de Barros Cardoso, 2020; W. Yang

et al., 2020).
2.3.1. AhR:senseur de 'immunité intestinale

Au cours d'une inflammation intestinale, I'expression de AhR est augmentée avec une
expression dose-réponse du récepteur, dépendant du déséquilibre de I'inflammation intestinale afin
de limiter les conséquences néfastes de la colite (Furumatsu et al., 2011). Lors d’une rupture de
I'intégrité de la barriere épithéliale intestinale, une réponse immunitaire exacerbée en découle qui est
déterminée par des interactions complexes de ses composants dont la production peut étre altérée
par l'activation de AhR (Takamura et al., 2010; Monteleone et al., 2011). Afin d’illustrer ces propos,
dans des modeéles murins de colite induite chimiquement, I'administration d’'une dioxine, ligand de
AhR, a permis de restaurer le rapport Th17/Treg en inhibant la prolifération des Th17 et en induisant
la différenciation des Treg (Singh et al., 2011). L'utilisation d’un autre ligand de AhR, le DIM, a atténué
le rapport Th2/Th17 tout en augmentant les Tregs (Huang et al., 2013). L'activation de AHR dans les
Treg protege contre l'inflammation intestinale. Dans les biopsies de patients atteints de MICI, les
niveaux d’expression de AhR sont diminués par rapport aux sujets sains. De plus, I'expression miR-124
induit I'inflammation intestinale en inhibant AhR qui module ainsi la régulation a la hausse de la
production des cytokines pro-inflammatoires, ce qui favorise finalement la pathogenese de la maladie
(zhao et al., 2016). Dans des modeles précliniques de colite, des agonistes de AhR permettent
d’atténuer la sévérité de la maladie indiquant que l'activation intestinale de AhR représente un
mécanisme important de régulation de l'inflammation intestinale (Furumatsu et al., 2011; Q. Wang et
al., 2018; Yin et al., 2019). Cependant, certains résultats récents contredisent cette interprétation en
rapportant que les oxazoles provenant de sources environnementales, alimentaires et microbiennes
activent IDO1 et entrainent la génération de ligands capables d’activer AhR. Cette activation a
étonnamment supprimé la production d'IL-10 par les cellules épithéliales pour favoriser I'inflammation
intestinale via la production d’IL-13 et d'IFNy (lyer et al., 2019). AhR peut aussi induire des
changements épigénétiques, de méthylation sur des génes cibles de I'immunité (Wajda, tapczuk-
Romanska and Paradowska-Gorycka, 2020). Ainsi, AhR est devenu une cible potentielle pour le
contrdle de I'inflammation intestinale et est qualifié de senseur de I'immunité intestinale (Pernomian,

Duarte-Silva and de Barros Cardoso, 2020).
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2.3.2. AhR:senseur bactérien

AhR joue un réle important dans la modulation de la réponse a de nombreux agents pathogenes
microbiens et dans le maintien de I’'homéostasie intestinale (Takamura et al., 2010; Chng et al., 2016).
Pour étudier le role d’AhR dans la lutte contre les infections, la stimulation par le LPS a souvent été
utilisée pour mimer une infection bactérienne a Gram négatif. AhR est nécessaire a la survie lors d’'une
premiere exposition au LPS (Sekine et al., 2009; Bessede et al., 2015). La réponse aux expositions
répétées au LPS dépend de AhR et d’IDO qui diminuent I'expression des cytokines pro-inflammatoires
et régulent I'inflammation a long terme (Basu et al., 2012; Baricza et al., 2016). De plus, la délétion
spécifique de AhR dans les cellules épithéliales intestinales permet d’illustrer le réle de AhR et de ses
ligands dans la régénération, la régulation et la prolifération des cellules intestinales apres une
infection ou une inflammation (Metidji et al., 2019). La production d'agonistes AhR joue un réle
important dans la protection contre I'infection causée par Candida, impliquant la production d'IL-22,
cytokine impliquée dans la résistance a la colonisation des champignons (Zelante et al., 2013). Aussi,
la dégradation des ligands de AhR due a une diminution de la régulation de Cyp1A1 conduit a une
susceptibilité accrue a l'infection par C. rodentium (Qiu et al., 2012; Schiering, Wincent, Metidji,
Iseppon, Li and Alexandre, 2017). La susceptibilité a ces deux pathogeénes est inhibée par la
restauration de l'activité AhR intestinale, soulignant I'importance d'un métabolisme équilibré de Trp
dans I'hnoméostasie intestinale et la réponse a l'infection. Lors d’un déficit en ligand ou d’un défaut de
I'activité de AhR, une diminution de I'expression d’IL-22 associée a une altération du microbiome est
observée. Cette dysbiose engendre une sensibilité accrue aux infections par ces micro-organismes (Lee
et al., 2012; Qiu et al., 2012; Schiering, Wincent, Metidji, Iseppon, Li and Alexandre, 2017). Dans des
souris AhRKO, l'infection a C. rodentium provoque une colite sévere avec une charge bactérienne
colique plus élevée que chez les souris sauvages infectées, une invasion des cryptes associée a une
dissémination et l'incapacité d’éliminer le pathogéne (Lee et al., 2012; Qiu et al., 2012; Schiering,
Wincent, Metidji, Iseppon, Li and Alexandre, 2017). L'absence du récepteur compromet le
développement des cellules caliciformes et la production de mucus ce qui pourrait faciliter la
translocation du pathogene vers d'autres organes (Yin et al., 2019). Le pouvoir protecteur de AhR a
également été décrit dans un modéle murin lors d’une infection a Listeria monocytogenes en favorisant
la formation d'especes réactives de l'oxygene, en augmentant I'expression de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10, diminuant ainsi I'apoptose des macrophages, ainsi que |I'expression des cytokines
pro-inflammatoires (Kimura et al., 2014). AhR est également important pour la réponse a un agent
pathogéne parasite, Toxoplasma gondii (Wagage et al., 2015). De plus, AhR contréle également
I'expression de protéines antimicrobiennes telles que Reg3p et Reg3y dans les IELs, limitant la virulence

et l'invasion des micro-organismes intestinaux et interférant ainsi avec la réponse inflammatoire
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(Fukumoto et al., 2014). En conclusion, AhR joue un réle important dans la réponse aux agents

pathogénes.
2.3.3. AhR: biocapteur des circuits neuronaux

Les ligands de AhR régulent la migration et la différentiation de certains neurones avec des
conséguences comportementales mais aussi intestinales notamment sur la motilité (Akahoshi,
Yoshimura and Ishihara-Sugano, 2006; Obata et al., 2020; Wnuk et al., 2020). Une étude récente des
mécanismes moléculaires a mis en évidence le réle primordial d’AhR, qui fonctionne comme un
biocapteur dans les circuits neuronaux intestinaux, reliant le microbiote aux programmes de motilité
intestinale du SNE. En effet, I'expression d’AhR dans les neurones coliques est proportionnelle a la
charge microbienne présent dans la lumiére intestinale colique (Obata et al., 2020). De plus, cette

expression d’AhR dépendante du microbiote controle I'activité péristaltique du colon.
2.4.Role du microbiote dans la voie de signalisation de AhR

La majorité des métabolites fermentaires produits par le microbiote intestinal sont utilisés par
I’'hGte avec des effets bénéfiques pour sa santé, mais certains peuvent étre délétéres (Schirmer et al.,
2016). En effet, ces métabolites sont impliqués dans l'intégrité de la barriere épithéliale intestinale, la
régulation de l'inflammation et I'immunité de I'h6te, protegent contre la mortalité suite a une colite
induite chimiquement et affectent positivement la longévité de I'h6te (Bansal et al., 2010; Shimada et
al., 2013; Lamas et al., 2016; Sonowal et al., 2017; Wlodarska et al., 2017; Bhattarai et al., 2018;
Galligan, 2018; Jennis et al., 2018; Konopelski et al., 2019; Kurata et al., 2019). Le r6le du microbiote
semble prépondérant dans l'activité intestinale d’AhR puisque le contenu intestinal des souris
axéniques est déficient en agonistes de AhR (Lamas et al., 2016). Certaines espéces commensales sont
capables de produire des ligands AhR, comme Peptostreptococcus russellii (Wlodarska et al., 2017) et
Lactobacillus spp (Zelante et al., 2013; Lamas et al., 2016) mais il en reste probablement beaucoup a
découvrir. Les voies de catabolisme du Trp ont été identifiées chez Clostridium sporogenes, capable de
produire de I'lPA et donc de décarboxyler le Trp, conduisant finalement a la production d’un
neurotransmetteur monoamine similaire a la 5-HT, la tryptamine (Williams et al., 2014; Dodd et al.,
2017). Il a d’ailleurs été démontré que I'lPA affecte I'inflammation intestinale de I'hote et qu'il est
réduit chez les patients atteints de colite active (Alexeev et al., 2018). Aussi, des voies oxydo-
réductrices ont été décrites chez Clostridium sporogenes permettant la production d’IAA et d’IPA,
connus pour affecter la perméabilité intestinale et I'immunité de I'h6te (Lamas et al., 2016; Dodd et
al., 2017; Galligan, 2018). L'isatine, un autre métabolite de l'indole (Gillam et al., 2000), affecte le
comportement anxieux chez les rongeurs (Jaglin et al., 2018) et a été détecté dans le liquide céphalo-

rachidien et I'hippocampe (Medvedev, Buneeva and Glover, 2007). Une diminution de I'activité de AhR
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associée a une plus faible production de ses ligands par le microbiote intestinal et a une diminution
d’expression d’IL-22, de Reg3y, de Reg3p et des genes cibles de AhR ont été identifié dans un modéle
murin et chez des patients souffrant de syndrome métabolique (Sonnenberg, Fouser and Artis, 2011;
Stelter et al., 2011; Natividad et al., 2018). Ce défaut de production d’agonistes AhR par le microbiote
a été corrigé par une supplémentation de I'alimentation des souris avec des agonistes AhR ainsi que
des souches probiotiques de nouvelle génération produisant naturellement des ligands de AhR
(Natividad et al., 2018). De plus, des métabolites microbiens dérivés du Trp ont été impliqués dans le

contrdle microglial des astrocytes dans le SNC (Dodd et al., 2017).
2.5. Perturbation du métabolisme du tryptophane et des AhR

Un grand nombre de pathologies est affecté par le Trp mais aussi par ses produits de dégradation
produits par le microbiote et/ou par I’héte. Dans ces pathologies, une altération de la composition
et/ou de la fonction du microbiote est également observée. Ce constat suppose qu’une altération du

métabolisme du Trp semble, au moins partiellement médié par le microbiote intestinal (Figure 27).
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Figure 27 : Métabolisme du tryptophane
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2.5.1. Immunité intestinale et maladies inflammatoires

Chez les patients atteints d’'une MICI, une suractivation d’'IDO1 est observée a la fois au niveau
de l'intestin et de maniere systémique (Figure 28) (Takamatsu et al., 2013; Lamas et al., 2016). En
contexte de MICI, la production de ligands AhR par le microbiote est réduite, sous l'influence de
facteurs génétiques (Lamas et al., 2016), et I'expression d'AhR dans les tissus intestinaux est également
diminuée par rapport a celle des sujets sains (Monteleone et al., 2011). Des études précliniques ont

également montré que la déficience en AhR augmente la sévérité de la colite expérimentale en partie
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par une production altérée d’IL-22, une cytokine connue pour le maintien de I'homéostasie intestinale
(Qiu et al., 2012; Zelante et al., 2013). Ces résultats sont soutenus par le fait qu’une réduction de la
production de la cytokine pro-inflammatoire IFNy et une augmentation la production d'lL-22 dans des
cellules mononuclées provenant de patients atteints de MICI a la suite d’une activation
pharmacologique d’AhR ont été observées (Monteleone et al., 2011). D’autres travaux suggérent que
la 5-HT exerce également des effets anti-inflammatoires avec des conséquences positives sur les
fonctions de barriere des cellules épithéliales intestinales. La délétion du SERT, conduisant a une

disponibilité accrue de 5-HT, induit I'exacerbation de la colite expérimentale (Spohn and Mawe, 2017).

SN N N

AhR 5-HT AhR 5-HT AhR 5-HT
Sujets sains MICI Syndrome métabolique
et obésité

Figure 28 : Perturbations du métabolisme du Trp dans les MICI, le syndrome métabolique et I'obésité.

Les trois voies du métabolisme du tryptophane sont affectées de maniere différentielle et restent étroitement
interconnectées. Les diagrammes indiquent la répartition des flux de tryptophane dans les MICI ainsi que
dans le syndrome métabolique et I'obésité, par rapport a des sujets sains sur la base de données cliniques
disponibles. Le poids des fleches indique la force de I'activation de la voie. AhR : récepteur d'hydrocarbures
aromatiques ; IDO: indoleamine 2,3-di-oxygénase ; 5-HT: sérotonine ; MICI: maladies inflammatoires
chronique de I'intestin. D’aprés Agus et al., 2018.

2.5.2. Syndrome métabolique et obésité

Comme pour les patients atteints d’'une MICI, une sur-activation d'IDO1 a été rapportée chez les
patients souffrant d’un syndrome métabolique associée a une augmentation des taux sériques de
kynurénine (Figure 28). Une corrélation entre le ratio kynurénine/Trp, I'obésité et le syndrome
métabolique a aussi été démontrée (Mallmann, Lima and Lalwani, 2018). L'expression de I'IDO1 est
augmentée au méme titre que les enzymes KYNU, KAT et KMO dans les tissus adipeux de patients
obeéses, suggérant une activation locale d'IDO1 (Favennec et al., 2015). La production par les cellules L
entéro-endocrines de GLP-1, une hormone intestinale ou incrétine, stimulant la sécrétion d'insuline

par le pancréas, peut directement étre stimulée par I'indole (Chimerel et al., 2014).
2.5.3. Troubles neuropsychiatriques

En modulant la disponibilité de Trp circulant, le microbiote intestinal influence le cerveau et
semble impliqué dans les troubles neuropsychiatriques (Figure 29) (Zelante et al., 2013; Cryan et al.,
2019). Bien que la BHE soit hautement sélective, le Trp et la kynurénine possédent la capacité de la

traverser et donc de moduler le métabolisme des neurotransmetteurs (Owe-Young et al., 2008;
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Shabbir et al., 2013; Walker et al., 2020). L’acide kynurénique et I'acide quinolinique agissent sur les
récepteurs du glutamate tels que le récepteur du NMDA en ajustant les niveaux extracellulaires de
glutamate, impliqué dans les troubles liés a I'anxiété et au stress (Schwarcz et al., 2012).

Dans 'autisme, des taux plasmatiques et urinaires de Trp réduits (Katuzna-Czaplinska et al.,
2017), une réduction de 50% de la 5-HT au niveau de la muqueuse intestinale corrélée a une diminution
des espéces bactériennes Bifidobacterium et Blautia (Golubeva et al., 2017), une activité IDO1 élevée
(Lim et al., 2016) et des taux sanguins de 5-HT élevés (Muller, Anacker and Veenstra-VanderWeele,
2016) ont été décrits. Ces données illustrent une altération du microbiote intestinal mais aussi du
métabolisme du Trp chez ces patients. De plus, certains métabolites neuroprotecteurs, tels que l'acide
picolinique, sont diminués chez les patients autistes malgré un excés de production de Trp, ce qui
suggere une diminution de la régulation de la voie de la kynurénine (Lim et al., 2016). La signalisation
AhR pourrait également étre impliquée dans a physiopathologie de I'autisme, car des polymorphismes
dans le géne codant pour ARNT, sont associés a la sévérité de la maladie (Fujisawa et al., 2016).

La dépression peut étre caractérisée par une diminution de la disponibilité de la 5-HT au niveau
central (Daut and Fonken, 2019). Or, lors d'une suractivation d’IDO1, le Trp est massivement redirigé
vers la voie de la kynurénine, provoquant ainsi un déficit de Trp cérébral et de la production de 5-HT,
conduisant a la dépression (Chaves Filho et al., 2018). De plus, dans les troubles dépressifs majeurs,
AhR a été est associé a la variation interindividuelle de la concentration plasmatique de kynurénine et
a la sévérité de la maladie chez les patients (Neavin et al., 2018). La modulation de I'activité d’AhR in
vitro révele que son inhibition entraine une augmentation de l'acide quinolinique dans le milieu de
culture cellulaire, un agoniste neurotoxique des récepteurs NMDA qui contribue aux symptomes des

troubles de dépressions majeur (D. Liu et al., 2018).
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Figure 29 : Perturbations du métabolisme du Trp dans les troubles psychiatriques.

Les diagrammes indiquent la répartition des flux de tryptophane dans I'autisme et le syndrome dépressif par
rapport a des sujets sains sur la base de données cliniques disponibles. Le poids des fleches indique la force
de I'activation de la voie. AhR : récepteur d'hydrocarbures aromatiques ; IDO : indoleamine 2,3-di-oxygénase
5-HT : sérotonine. D’aprés Agus et al., 2018.
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2.6.Syndrome de l'intestin irritable

Il existe des liens entre le Sl et une altération du métabolisme du Trp (Figure 30) (Burr et al.,
2019; Bosi et al., 2020). La kynurénine est augmentée dans le sérum de ces patients (Clarke et al.,
2012) et I'activité périphérique d'IDO1 est positivement corrélée a la sévérité du Sll (Fitzgerald et al.,
2008). Les altérations de la motilité intestinale sont liées aux perturbations du métabolisme de la 5-
HT, comme le suggere le contenu en 5-HT colique diminué et augmenté dans le SII-C et le SII-D
respectivement (Manocha and Khan, 2012). Or, dans les biopsies coliques de patients atteints du Sll,
les niveaux d'expression des régulateurs clés de cette voie, TPH1 et SERT sont diminués par rapport a
celles de sujets sains (Kerckhoffs et al., 2012).

Une perturbation centrale de la 5-HT, potentiellement modulée par le microbiote intestinal
semble également participer a la pathogenese du Sl (Stasi et al., 2014; Yano et al., 2016). Le Sll peut
étre associé a d'autres symptomes tels que le manque de sommeil et la fatigue (Wang, Duan and Duan,
2018; Norlin et al., 2021). Or, des perturbations du sommeil et I'exposition a un facteur de stress social
la veille sont corrélées a une augmentation de la gravité des douleurs abdominales le lendemain
(Jarrett et al., 2000; Heitkemper et al., 2012). Remarquablement, la mélatonine est associée a une
diminution de la sensibilité viscérale et des douleurs abdominales dans le Sll (Song et al., 2005;
Esteban-Zubero et al., 2017). Une analyse des métabolites du Trp a récemment révélé que les niveaux
d'acide indole-3-lactique étaient plus faibles chez les patients souffrant de SIl en comparaison aux

sujets sains (Burr et al., 2019).
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Figure 30 : Perturbations du métabolisme du Trp dans le SIl.

Les diagrammes indiquent la répartition des flux de tryptophane dans le syndrome de I'intestin irritable par
rapport a des sujets sains sur la base de données cliniques disponibles. Le poids des fleches indique la force
de I'activation de la voie. AhR : récepteur d'hydrocarbures aromatiques ; IDO : indoleamine 2,3-di-oxygénase
; 5-HT : sérotonine ; SII-C: syndrome de lintestin irritable a prédominance de constipation et -D: a
prédominance de diarrhée. D’apres Agus et al., 2018.

3. L'interleukine 22
3.1. Généralités

L'IL-22 est une cytokine découverte en 2000 chez 'Homme et la souris, initialement nommée IL-

TIF (IL-related T cell-derived inducible factor) (Dumoutier et al., 2000; Xie et al., 2000). Ces derniéres
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années, I'lL-22 a été largement étudiée, la plagant comme I'un des membres les mieux documentés de
la famille des cytokines IL-10. Cette famille de cytokines de type Il comprend 9 membres, IL-10, IL-19,
IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, et les cytokines interférons IL-28a, IL-28p et IL-29 (Moore et al., 2001; Sabat,
2010; Ouyang et al., 2011). Le géne de I'IL-22 code une protéine de 179 acides aminés qui partage 79%
d'homologie entre la souris et 'Homme. La forme active de la cytokine, une protéine de 146 acides
aminés, est sécrétée aprés clivage du peptide signal de 33 acides aminés (Dudakov et al., 2015). L'IL-
22 est composée de six hélices a (hélices A a F), d'une hélice N-terminale et de boucles de connexion
formant une cytokine compacte a faisceau de six hélices, stabilisée par deux ponts intramoléculaires.
L'analyse de la structure de I'lL-22 a révélé trois sites potentiels de glycosylation sur les hélices A et C
ainsi que sur la boucle AB. Cette forme glycosylée de I'lL-22 semble étre une protéine intéressante
pour le développement d'anticorps monoclonaux neutralisants spécifiques de I'lL-22 utilisables en
thérapeutique (Sabat, Ouyang and Wolk, 2014).

Les cellules T et les ILC3 sont considérées comme les principaux producteurs d'lIL-22 chez
I'Homme (Figure 31). Initialement décrite comme une cytokine Th17, car sa production a été observée
au sein des mémes cellules qui produisent I'lL-17, des études ont indiqué qu'elle peut étre générée
indépendamment de I'lL-17 par des cellules nommées Th22 (Rutz, Eidenschenk and Ouyang, 2013).
Ainsi I'lL-22 humaine est produite par les cellules T activées, y compris les cellules Thi, Th17 et Th22
(Dudakov et al., 2016). Parmi les cellules de I'immunité innée, les y8T dermiques et pulmonaires (Rao
et al., 2014), les cellules intestinales NK (Kumar et al., 2013) et NKT (Paget et al., 2012) sont des sources
importantes d'IL-22 « physiologique ». En conditions pathologiques, les ILC3 générent de grandes
quantités d'IL-22 produites par les cellules épithéliales (Hernandez, Gronke and Diefenbach, 2018), lors

d’une colite infectieuse par exemple (B. Wang et al., 2019).
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Figure 31 : Cellules productrices d’IL-22.
Les cellules T activées (Th1, Th1l7 et Th22) ; les lymphocytes T (LT) de type inné (y&T, NK et NKT) et les cellules
lymphoides innées de type 3 (ILC3) sont les principaux producteurs d'IL-22 chez I'Homme.
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3.2.Voies de signalisation de I'lL-22

Le complexe récepteur transmembranaire qui compose le récepteur de I'lL-22 (IL-22R) est un
hétérodimeére composé d’IL-22R1 et IL-10R2. L'expression d’IL-22R1 est spécifique des cellules
épithéliales et pancréatiques (Xue, Nguyen and Habtezion, 2012), tandis que I'expression d’IL-10R2 est
ubiquitaire (Dudakov et al., 2015). Ainsi, I'expression de I'lL-22R est limitée aux cellules épithéliales et
aux fibroblastes dans des tissus aussi divers que le poumon, le foie, le rein, le thymus, le pancréas, le

sein, l'intestin, la peau et la synovie (Wolk et al., 2004).
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Figure 32 : La voie de signalisation de I'lL-22.

Le récepteur de I'lL-22 (IL-22R) est un hétérodimére composé d’IL-22R1 et IL-10R2. Une fois lié a son
récepteur, I'lL-22 induit la phosphorylation des JAK et des tyrosine-kinases. Les JAK activées phosphorylent
ensuite STAT3 qui vont ensuite étre transloquées dans le noyau ou elles régulent I'expression de leurs génes
cibles. Les cascades de signalisation des MAPK et de PI3K-AKT sont aussi activées par cette liaison. L'IL-22BP
est un inhibiteur naturel de I'lL-22.

L'IL-22 agit principalement par l'intermédiaire des Janus kinases (JAK) (associées aux sous-unités
IL-22R) et des résidus de tyrosine kinases (Tyk) (Figure 32). La formation du complexe IL-22/IL-22R1-
IL-10R2 induit la phosphorylation et donc I'activation de ces Tyk, qui a leur tour phosphorylent des
résidus tyrosine spécifiques dans le domaine cytoplasmique de I'lL-22R1. Les molécules STAT se lient
aux résidus tyrosine phosphorylés de I'lL-22R1 par I'intermédiaire de leur domaine SH2 (SRC homology
2) ou interagissent de maniére constitutive avec I'extrémité carboxyle de I'lL-22R1. Les JAK activées
phosphorylent ensuite les molécules STAT associées a I'lL-22R1. La phosphorylation de STAT3 au
niveau du résidu Tyr705 est le principal événement observé dans les cellules primaires exposées a I'lL-
22, bien gu'une faible activation de STAT1 et/ou STATS ait également été observée. Ces modifications
des molécules STAT permettent leur dimérisation et leur translocation dans le noyau, ou elles régulent

I'expression de leurs génes cibles. Il est important de noter que I'lL-22R1 est également utilisée par I'lL-
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20 et I'lL-24 dans un complexe composé des sous-unités IL-22R1 et IL-20R2. Ainsi, ces deux cytokines
sont souvent coproduites au cours de l'inflammation et peuvent ensuite exercer des effets similaires
a ceux de I'lL-22 d'une maniere dépendante de I'lL-22R (Dumoutier et al., 2001; Wang et al., 2002).
L'IL-22 binding protein (IL-22BP) est un inhibiteur naturel produit par les cellules dendritiques, capable
de bloquer et neutraliser I'activité de I'lL-22 en diminuant sa disponibilité pour IL-22RA1 (Wei et al.,

2003; Huber et al., 2012; Zenewicz, 2021).
3.3. Régulation de la production et de la voie de I'lL-22

La production d'lL-22 est essentiellement médiée par des cytokines telles que I'lL-23, IL-21, IL-
12, IL-1B, IL-7, IL-6, TNF-a et TGFp. Elle est également régulée par certains facteurs de transcription
comme le AhR activé par son ligand, RORyt (Qiu and Zhou, 2013). Il a également été démontré que la
régulation de la production d'lL-22 peut impliquer le facteur de transcription ARNT en stimulant les
ILC3 (Fachi et al., 2021). En outre, I'lL-22 est régulée par la voie AhR et les voies des PRR qui induisent
la production d'IL-23 par la stimulation des récepteurs de type TLR1/2/4/7/9 et la transduction
ultérieure du signal via MyD88 (Sonnenberg, Fouser and Artis, 2011; Valeri and Raffatellu, 2016).

Les connaissances actuelles sur la régulation moléculaire du promoteur de I'lL-22 sont encore
vagues. Au niveau transcriptionnel dans les cellules productrices d’IL-22, les facteurs de transcription
STAT3, le AhR, le ROR-yT et le facteur de transcription activateur des cellules B (BATF)/junB renforcent
I'expression de I'lL-22, tandis que le facteur de transcription c-musculoaponeurotic fibrosarcoma (c-
Maf) la restreint (Rutz et al., 2011). De plus, une activation de STAT1 via I'lL-22 peut médier une
protection STAT1-dépendante contre l'infection par rotavirus (Hernandez et al., 2015), ou aggraver la
maladie du greffon contre I’'h6te (Lamarthée et al., 2016).

L’IL-22BP est un récepteur sécrété qui se lie a IL-22 avec une forte affinité et empéche ses effets
cellulaires (Martin et al., 2016; Pelczar et al., 2016; Kempski et al., 2020). Fondamentalement, une
relation inverse entre IL-22 et IL-22BP est observée dans de nombreux tissus (Huber et al., 2012;
Couturier-Maillard et al., 2018; Sabihi et al., 2020). En cas de lésions tissulaires, les infections et
I'inflammation générées régulent a la baisse I'expression d'IL-22BP permettant a I'lL-22 d'exercer ses
fonctions physiologiques. Ainsi, dans les états inflammatoires et infectieux, I'lL-22BP est régulé a la
baisse, tandis que I'lL-22 est régulée a la hausse ce qui suggére que I'lL-22 aussi peut agir et inverser

une surexpression de I'lL-22BP (Pelczar et al., 2016; Voglis et al., 2018; Kempski et al., 2020).
3.4. Fonctions de I'lL-22

L'IL-22 a des effets importants sur les cellules épithéliales des tissus de barriére (intestin,
mugqueuse buccale, poumon et peau) (Figure 33) (Lindemans et al., 2015). Les principaux réles de I'lL-

22 peuvent étre divisés en deux fonctions distinctes dépendantes du pathogéne et du compartiment
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affecté, avec des propriétés pro-inflammatoires dans certains contextes et dans d'autres des activités
anti-inflammatoires protectrices et réparatrices (Aujla and Kolls, 2009; Shabgah et al., 2017) ce qui lui

permet d’étre nommée « mouton déguisé en loup » (Laurence, O’Shea and Watford, 2008) ou

« cytokine a deux tétes » (Seiderer and Brand, 2009).
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Figure 33 : Les différentes fonctions de I'IL-22.
L’IL-22 intervient dans la production de mucus par la sécrétion de mucines, le maintien de l'intégrité de la

barriere intestinale, la défense contre les pathogene via les peptides antimicrobiens (PAM), le
renouvellement tissulaire en agissant sur les cellules souches et la cicatrisation des muqueuses.

3.4.1. Production des peptides antimicrobiens

Les cellules épithéliales constituent la premiere barriere contre les micro-organismes
intestinaux, et la capacité de I'IL-22 a renforcer l'intégrité de la barriere épithéliale est bien décrite
(Mizoguchi, 2012). L'IL-22 ne favorise pas seulement I'activation des cellules épithéliales par la voie de
signalisation STAT3, mais induit également divers PAM (Narazaki and Kishimoto, 2018). Les molécules
antimicrobiennes induites par I'lL-22 comprennent la psoriasine (S100A7), la calgranuline-A (S100A8),
la calgranuline-B (S100A9), la B-défensine 2, la lipocaline-2, de la métalloprotéinase matricielle 1
(MMP1) et de la MMP3, ainsi que des génes régénérateurs Reg3y et Reg3p (Wolk et al., 2004; Liang et
al., 2006; Aujla et al., 2008; Zheng et al., 2008; Pickert et al., 2009; Pham et al., 2014; Coorens et al.,

2019).
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3.4.2. Renforcement de la barriere épithéliale et production de mucus

Le mucus, qui recouvre la surface intestinale, préserve l'intégrité de la barriere épithéliale. La
mucine 1 (Mucl) représente un composant majeur du mucus intestinal dont la production est
favorisée par I'lL-22 via I'activation de STAT3 (Hattrup and Gendler, 2008; Sugimoto et al., 2008). Il est
important de noter que non seulement I'expression de Mucl mais aussi sa glycosylation sont
nécessaires pour préserver |'intégrité de la barriere épithéliale. En effet, la surexpression de Mucl
hypoglycosylée altére la barriere de mucus et exacerbe la colite (Beatty et al., 2007; Kadayakkara et
al., 2010). Remarquablement, I'lL-22 favorise la régulation de la glycosylation épithéliale. En effet, la
fucosylation des cellules épithéliales intestinales, catalysée par Fut2, est un mécanisme de
glycosylation majeur de la symbiose ho6te-microbiote. Les bactéries commensales induisent la
fucosylation épithéliale, et le fucose épithélial est utilisé comme glucide alimentaire par nombre de
ces bactéries. Cette induction est dépendante de I'lL-22 et des bactéries du microbiote (Goto et al.,
2014; Pham et al., 2014). Ainsi, il est possible que la double capacité de stimuler I'expression de Mucl
et sa glycosylation permette a I'lL-22 de produire une couche de mucus optimale pour prévenir

I'invasion bactérienne.
3.4.3. Cicatrisation et renouvellement cellulaire

L'IL-22 joue un role central au sein des tissus de barrieres en régénérant les tissus épithéliaux
apres une agression et la cicatrisation de multiples tissus (Brockmann et al., 2017). L'activation de
STAT3 par I'lL-22 active la voie des MAPK, augmente la transcription de genes anti-apoptotiques et
prolifératifs tels que birc5, pla2g5, smo, myc, mcll et regla (Neufert et al., 2010; Sekikawa et al., 2010).
L'expression de deleted in malignant brain tumor 1 (DMBT1), qui semble jouer un réle dans la
différenciation des cellules épithéliales, est également induite par I'lL-22 (Fukui et al., 2011). Ces
capacités permettent a I'lL-22 de favoriser la cicatrisation des muqueuses en stimulant la régénération
des cellules épithéliales avec restitution des cellules caliciformes (Sugimoto et al., 2008; Pickert et al.,
2009). Le renouvellement de [I'épithélium intestinal est étroitement régulé afin de maintenir
I'noméostasie. La réponse aprés un dommage épithélial implique la voie de signalisation de I'lL-22 qui
favorise I'hyperplasie et la régénération épithéliale (Cox et al., 2021). En effet, I'IL-22 agit directement
sur les cellules souches pour activer leur différenciation (Kryczek et al., 2014). En paralléle, I'lL-22 est
capable de favoriser I'hyperplasie (Guttman-Yassky et al., 2018). Le maintien de I'équilibre entre les
effets bénéfiques de I'lL-22 (renouvellement tissulaire) et délétéres (hyperplasie) au niveau intestinal

est donc primordial.
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3.4.4. Autres fonctions intestinales de I'lL-22

De nouvelles fonctions intéressantes de I'lL-22 ont été récemment démontrées comme amplifier
I’expression de la Claudine-2, induisant une diarrhée afin de favoriser la clairance des pathogenes
entériques (Tsai et al., 2017), amortir les réponses immunitaires adaptatives contre les antigénes
bactériens entériques (Jinnohara et al., 2017) et améliorer le stress du réticulum endoplasmique induit
par les régimes riches en graisses (Gulhane et al., 2016). Bien que la majorité des études précliniques
soutiennent un réle protecteur de I'lL-22 contre divers pathogenes, notamment les bactéries, les
levures, les virus et les parasites, certains pathogenes peuvent détourner la voie de I'lL-22 pour étendre
leurs niches infectieuses (Sonnenberg, Fouser and Artis, 2011; Eidenschenk et al., 2014; Rutz, Wang

and Ouyang, 2014).
3.5. Implication de I'lL-22 dans les pathologies
3.5.1. IL-22 et pathologies extra-intestinales

Les données accumulées a partir de modeles in vitro et in vivo, et méme a partir d’études
cliniques soutiennent l'idée que I'lL-22 joue un double jeu dans la pathogenése de différentes
pathologies extra-intestinales.

Dans la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis, la dermatite atopique, la sclérose en plaques, I'IL-
22 exerce des effets déléteres et pro-inflammatoires. Chez une grande partie des patients atteints de
polyarthrite-rhumatoide, les niveaux sériques d'lL-22 sont augmentés et associés a la progression de
la maladie par rapport aux volontaires sains (Leipe et al., 2011; Marijnissen et al., 2011; K. W. Kim et
al., 2012; Zhao et al., 2013; Miyazaki et al., 2018). In vivo, un modele d'inflammation cutanée de type
psoriasis montre que I'lL-22 joue un réle central dans la pathologie cutanée médiée par les cellules
Th17 (Ma et al., 2008). Les patients psoriasiques présentent des taux plasmatiques d'IL-22 fortement
élevés, corrélés a la sévérité de la maladie (Wolk et al., 2006), suggérant un réle pro-inflammatoire.
Les mémes effets sont observés chez les patients présentant une inflammation chronique induite par
une dermatite atopique associée a une colonisation par S. aureus (Orfali et al., 2018). Le traitement
continu des patients atteints de psoriasis avec le Guselkumab, un inhibiteur de I'lL-23, supprimant les
niveaux accrus d’IL-22 sérique est désormais recommandé (Blauvelt et al., 2017; Reich et al., 2017;
Gordon et al., 2019). Un essai clinique de phase 2a a été réalisé sur I'efficacité de I'administration intra-
veineuse de Fezakinumab (également appelé ILV-094), un anticorps anti-IL-22 neutralisant (Guttman-
Yassky et al., 2018; Renert-Yuval and Guttman-Yassky, 2020; Katoh, 2021). L'IL-22 a été impliquée dans
la perturbation de la BHE et I'inflammation du SNC en induisant des chimiokines dans les cellules
endothéliales et en régulant a la baisse les protéines des jonctions serrées (Kebir et al., 2007; Sabat,

2010; Balasa et al., 2020). De maniere intéressante, le pourcentage de cellules Th22 dans le sang
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périphérique des patients atteints de sclérose en plaques s'est avéré plus élevé que chez les témoins
sains (Rolla et al., 2014; Tao et al., 2015; Zhen et al., 2017).

Cependant, I'lL-22 est également protectrice, nécessaire et bénéfique dans de nombreuses
conditions, comme observé dans le rein, les poumons, ou encore le foie. Dans le poumon, I'IL-22
participe a la résolution de l'inflammation en régulant I'expression de la cytokine pro-inflammatoire
IL-17 chez les souris allergiques (Besnard et al., 2011) et maintient l'intégrité de I'épithélium
pulmonaire (lvanov et al., 2013; Barthelemy et al., 2018). Au niveau hépatique, des bactéries telles que
C. rodentium et E. coli, peuvent lyser les globules rouges pour libérer I'neme comme source de fer
nécessaire a leur propagation pendant l'infection systémique de I'h6te. L'IL-22 induit I'expression du
piégeur de I'hneme HPX au niveau du foie, qui est essentiel pour neutraliser I'néme dans I'organisme et
empécher ensuite la croissance bactérienne (Smith et al., 2013; Sakamoto et al., 2017). Le rble
protecteur de I'lL-22 au cours de l'inflammation aigué du foie et de I'hépatite est bien établi
notamment parce qu'elle renforce I'immunité systémique en induisant plusieurs mécanismes
antimicrobiens (Pan et al., 2004; Radaeva et al., 2004; Zenewicz et al., 2007). De plus, I'lL-22 semble
étre un candidat prometteur pour inhiber la progression des maladies hépatiques induites par les virus
et le carcinome hépatocellulaire (Saalim et al., 2016). La plupart des thérapies découvertes récemment
impliqguent la modification du systéme immunitaire du patient afin de renforcer une réponse
immunitaire bénéfique. Dans ces conditions, I'IL-22 et/ou son antagoniste endogéne, I'L22BP,

pourraient étre des candidats thérapeutiques prometteurs (Arab et al., 2020; Liicke et al., 2021).
3.5.2. IL-22 et pathologies intestinales

Au niveau intestinal, I'lL-22 exerce des effets majoritairement bénéfiques en renforcant la
fonction des cellules caliciformes formant la barriere de mucus intestinal, en maintenant l'intégrité de
la barriere épithéliale, libérant des molécules au pouvoir antimicrobien et en contribuant aux réponses
immunitaires innées et adaptatives pour contrer les agressions coliques (Sugimoto and Ogawa, 2008;
Zenewicz et al., 2008, 2013; Ikhtaire et al., 2016; G. Zhang et al., 2018; Ouyang and O’Garra, 2019).

Les patients souffrant de MICI précoce présentent un polymorphisme dans le géne il10r qui se
traduit par une absence de d’IL-10R2 fonctionnel (Begue et al., 2011). FICZ, un ligand d’AhR induit
I'expression d'IL-22 et améliore ainsi la colite dans un modéle animal de maladie de Crohn
(Monteleone et al., 2011). Dans un modeéle de colite chronique, les tétracyclines immunomodulatrices
potentialisent les voies immunitaires protectrices conduisant a la production colique d'IL-22, a la
cicatrisation de la muqueuse et a la résolution, démontrant l'importance de la modulation de I'lL-22
pour le traitement des maladies intestinales (Garrido-Mesa et al., 2018). De plus, la cicatrisation de la

mugqueuse étant I'objectif thérapeutique majeur dans la prise en charge des MICI, la capacité a
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favoriser la cicatrisation de la muqueuse met clairement en évidence la pertinence de I'lL-22 pour la
thérapie des MICI (Atreya and Neurath, 2017).

Un effet bénéfique de I'IL-22 a été décrit dans les troubles métaboliques ou I'administration
intrapéritonéale d'IL-22Fc (une protéine de fusion composée d'un domaine Fc d'immunoglobuline et
d'IL-22 recombinant) améliore la sensibilité a I'insuline, le métabolisme lipidique, I'expression de PAM,
préserve la barriere de la muqueuse intestinale et prévient l'inflammation chronique (Wang et al.,
2014; Zou et al., 2018). L'IL-22 a un role complexe concernant le développement des tumeurs. Chez un
individu sain, I'lL-22 prévient la formation de tumeurs intestinales par I'induction de la régénération
épithéliale et la production de PAM, alors qu'une fois la tumeur établie, I'lL-22 favorise la tumorigenése
en augmentant la prolifération et la résistance apoptotique des cellules épithéliales néoplasiques
(Kirchberger et al., 2013; Sabat, Ouyang and Wolk, 2014; Wei, Wang and Li, 2020).

L'IL-22 posséde des propriétés de défense contre les infections intestinales qu’elles soient
d’origine parasitaire, fongique, virale ou bactérienne. La réponse a Toxoplasma gondii nécessite la
présence d'lL-22 (Mufoz et al., 2009) qui déclenche I'expression de I'lL-18 dans I'intestin et stimule les
réponses Thl pendant l'infection (Mufioz et al., 2015). Les effets protecteurs de I'IL-22 lors d'une
infection intestinale fongique ont été suggérés en utilisant une infection par Candida albicans (Conti
et al., 2009; Liu et al., 2009). Lors d'une infection virale chronique, toutes les populations de cellules
productrices d'IL-22 disparaissent, ce qui est corrélé avec la perte de l'intégrité de la barriére
épithéliale permettant la dissémination microbienne et I'activation immunitaire chronique (C. J. Kim
et al., 2012; Klatt et al., 2012; Kumar et al., 2013; Pociask et al., 2013). L'IL-22 contribue a protéger les
fonctions de barriere des surfaces épithéliales en réduisant la dissémination virale et en prévenant les
infections opportunistes (Xue et al., 2017). L'IL-22 contréle les infections bactériennes extracellulaires
au niveau des surfaces épithéliales. Le role important de I'lL-22 pendant les infections bactériennes a
été établi pour la premiere fois dans des modeles d'infection avec C. rodentium dans le cOlon
(Eidenschenk et al., 2014). C. rodentium est éliminé trois semaines apreés l'infection (Wiles et al., 2004),
et génere la libération par les cellules épithéliales intestinales de plusieurs molécules spécifiques de la
réponse a I'lL-22, notamment Reg3y et Reg3pB, Claudine-2 et Fut-2, qui interviennent dans les
mécanismes de controle de I'infection (Zheng et al., 2008; Goto et al., 2014; Pham et al., 2014; Tsai et
al., 2017). Les souris I1L-22KO sont hautement sensibles a I'inflammation intestinale causée par C.
rodentium (Zheng et al., 2008; Sonnenberg et al., 2011; Lee et al., 2012; Qiu et al., 2012) mais aussi a
I'infection par Salmonella enterica (Schulz et al., 2008), S. typhimurium (Siegemund et al., 2009). L’IL-
22 participe a la protection des cellules épithéliales contre diverses bactéries, ce qui la décrit comme
premier mécanisme de régulation pour améliorer la défense innée épithéliale (Eidenschenk et al.,

2014).
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Les effets bénéfiques ou néfastes de I'lL-22 dépendent fortement de la maladie et de la durée
d'exposition a I'lL-22 et de sa régulation par son antagoniste naturel, I'lL-22BP (R. Zhang et al., 2018;
Licke et al., 2021). Le potentiel thérapeutique de I'lL-22 a été étudié dans une grande variété de
maladies. Le renforcement thérapeutique de la voie de signalisation de I'lL-22, par son activation,
pourrait avoir un impact bénéfique dans certaines pathologies. Inversement, les effets régénérateurs
et protecteurs médiés par I'lL-22 pourraient avoir un role délétére dans d’autres conditions, ce qui
suggére que la modulation de I'équilibre protecteur/pathogéne de la voie de signalisation de I'lL-22
doit &tre respectée (Keir et al., 2020). Etant donné que I'IL-22 cible spécifiquement les cellules
épithéliales et ne cible pas les cellules immunitaires, le traitement par I'lL-22 présente des effets

secondaires minimes.
4. Stratégies thérapeutiques basées sur I'inhibition d’IL-22 et/ou de la voie AhR/IL-22

Pour inhiber les fonctions de I'lIL-22, il est possible de cibler I'lL-22 ou son récepteur.

Le fezakinumab ou ILV-094 est un anticorps monoclonal anti-IL-22 humain neutralisant
actuellement testé comme traitement de plusieurs maladies inflammatoires telles que la dermatite
atopique sévere, la polyarthrite rhumatoide et le psoriasis puisqu'aucun effet indésirable de tolérance
n'a été observé au cours de I'étude préclinique et clinique (Sabat, Ouyang and Wolk, 2014; Guttman-
Yassky et al., 2018; Kragstrup et al., 2018; Johnson et al., 2019). Aucune donnée définitive n'est encore
disponible sur I'efficacité clinique.

LeoPharma et ArGenX ont annoncé le développement préclinique d'ARGX-112 (également
appelé LEO138559), un inhibiteur de la sous-unité IL-22R1 pour les pathologies dermatologiques. lls
ont développé un anticorps anti IL-22R1, qui fait actuellement I'objet d'un essai clinique de phase |
visant a étudier son innocuité et sa tolérabilité chez des sujets sains et des sujets atteints de dermatite
atopique modérée a sévére (Cotter, Schairer and Eichenfield, 2018; He and Guttman-Yassky, 2019).

L'irbesartan est un bloqueur des récepteurs de I'angiotensine Il de type 1 déja commercialisé,
qui réduit la différenciation et les proportions des cellules Th22 et le niveau sérique d'IL-22 chez les
souris souffrant de lésions rénales hypertensives. Le traitement par l'irbesartan protége contre
I'inflammation et la fibrose rénale en modulant la voie de signalisation de I'lL-22 (Zhong et al., 2020).

Tapinarof, également appelé DMVT-505, développé par Dermavant Sciences GmbH, est une
nouvelle molécule thérapeutique appliqué en topique, modulant AhR, actuellement en phase 3 de
développement clinique pour le traitement du psoriasis et de la dermatite atopique (Paller et al., 2021;
Stein Gold et al., 2021). Le tapinarof se lie a AhR et entraine une régulation négative des cytokines pro-
inflammatoires, notamment IL-22 et IL-17, et donc la résolution de I'inflammation cutanée (Cochez et

al., 2016; Smith et al., 2017; Bissonnette et al., 2021).
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5. Stratégies thérapeutiques basées sur 'activation d’IL-22 ou de la voie AhR/IL-22

L'activation de la voie de I'IL -22 peut offrir de larges avantages thérapeutiques. L’effet
protecteur de I'lL -22 contre les infections bactériennes a largement été démontré dans l'intestin, le
foie et le poumon (Sonnenberg, Fouser and Artis, 2011; Eidenschenk et al., 2014; Rutz, Wang and
Ouyang, 2014; M. Zheng et al., 2016; Barthelemy et al., 2018). L'IL -22 a montré des bénéfices
thérapeutiques en clinique, dans la cicatrisation des plaies cutanées, les MICI, les troubles
métaboliques, ou encore I'hépatite (Radaeva et al., 2004; Wang et al., 2014; Avitabile et al., 2015; Luk
et al., 2015; Ouyang and O’Garra, 2019; Yang et al., 2019; Arab et al., 2020).

Une protéine de fusion recombinante, Promenakin, ou F652 constituée de deux molécules d'IL-
22 humaines liées a une région constante d'immunoglobuline fabriquée par Generon Corporation, Ltd.
(Shanghai, Chine), a récemment été considérée comme slre et bien tolérée (Tang et al., 2019). La
production d'IL-22 induite par une infection a C. rodentium est altérée chez les souris obéses et
corrigée par I'administration d'un IL-22-Fc recombinant (Wang et al., 2014). Actuellement, un essai de
phase lla est mené pour tester le F652 sur des patients atteints d'hépatite alcoolique sévere (Arab et
al., 2020).

RG7880 ou UTTR1147A est une autre protéine de fusion recombinante liée a la cytokine
humaine IL-22 avec le fragment cristallisable de I'immunoglobuline G4 humaine pour augmenter sa
stabilité, qui active la signalisation de I'lL-22 et induit ainsi I'activation de STAT3 in vitro (Stefanich et
al., 2018). Il a été développé par Genentech, comme un traitement non immunosuppresseur pour
stimuler la cicatrisation et la réparation épithéliale. Un essai de phase | contrélé par placebo de
['UTTR1147A a confirmé son innocuité, sa bonne tolérance chez des volontaires sains (Rothenberg et
al., 2019). Actuellement, une étude de phase Il est en cours pour son utilisation chez les patients
atteints de MICI (Rothenberg et al., 2019).

Ces deux molécules sont biologiquement actives, comme le détermine l'induction systémique
des biomarqueurs de I'lL-22 tels que I'amyloide A sérique, le Reg3a et la protéine C-réactive (CRP)
(Stefanich et al., 2018; Tang et al., 2019). Le F-652 et 'UTTR1147A ont démontré leur sécurité, une
pharmacocinétique et un engagement de I'lL-22R acceptables, ce qui soutient la poursuite du
développement clinique. Néanmoins, de nombreuses précautions sont utilisées pour le
développement de traitements basés sur I'lL-22 ou bloquant sa fonction avec des anticorps en raison
du double effet opposé de cette cytokine. En effet, I'IL-22 induit une régénération cellulaire qui peut
conduire a une prolifération accrue et donc a la progression tumorale (Radaeva et al., 2004). Des
évaluations supplémentaires sont nécessaires pour vérifier si dans ces conditions un tel traitement

sera bien toléré et ne provoquera pas d'effets indésirables de I'lL-22 (Gao and Xiang, 2019).
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Xilei-San est un médicament chinois a base de plantes qui a été utilisé pour le traitement de
MICI contenant une forte concentration d'indigo naturalis, un colorant extrait de plantes qui est un
ligand d'AhR (Sugimoto, Naganuma and Kanai, 2016). Dans une étude préclinique de colite, il a
démontré un effet thérapeutique par une activation AhR-dépendante de la voie IL-22 (Kawai et al.,
2017). De méme, le potentiel thérapeutique de FICZ, pour induire I'expression de I'lL-22 en améliorant
la cicatrisation des muqueuses a été démontré, ainsi que le potentiel thérapeutique d'ABX464
(candidat médicament anti-VIH), déclenchant la production d'IL-22 par les macrophages dans des
colites expérimentales (Monteleone et al., 2011; Chebli et al., 2017). ABX464 est actuellement en essai
clinique de phase lla pour le traitement de patients atteints de MICI (Vermeire et al., 2021).

Certaines souches de Lactobacillus reuteri génétiquement modifiées pour produire elles-mémes
de I'lL-22, ont permis d’induire I'expression de Reg3y et de réduire la stéato-hépatite induite par
I'éthanol dans un modéle murin (Hendrikx et al., 2019). L'ingénierie des Lactobacilles et Lactocoques
recombinants utilisés avec succeés ces derniéres années comme vecteurs d'administration par les
mugqueuses de molécules d'intérét permettent d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques. En
effet, ces nouvelles souches bactériennes recombinantes, productrices ou conférant la capacité aux
cellules épithéliales intestinales de produire une cytokine par exemple, peuvent permettre de moduler
I'apport de ligands AhR ou d’IL-22 (Chatel et al., 2008; Azevedo et al., 2012; Bermudez-Humaran et al.,
2013; De Moreno De Leblanc et al., 2015; Mariat et al., 2017; Natividad et al., 2018). Ces bactéries non
invasives de qualité alimentaire peuvent délivrer un plasmide fonctionnel d'expression eucaryote dans
des cellules de mammiferes in vitro et in vivo qui peut transloquer vers les cellules épithéliales de la
membrane intestinale. L. lactis est une bactérie a paroi Gram positif, appartenant au groupe des
bactéries lactiques reconnues comme non invasives, non pathogenes et ne présentant aucun risque
pour la santé (Bermudez-Humaran et al., 2013; De Moreno De Leblanc et al., 2015).

Le Trp module Il'inflammation et la composition du microbiote. Dans un modeéle préclinique de
colite, un régime complémenté en Trp semble diminuer I'inflammation intestinale tout en modifiant
le microbiote intestinal, notamment en réduisant I'abondance de Clostridium et Coprococcus. Cet effet
anti-inflammatoire du Trp nécessite la présence de AhR puisque la supplémentation en Trp alimentaire
améliore les symptOomes et la gravité de la colite chez des souris sauvages en augmentant I’expression
de I'lL-22 dans le cdlon, et cet effet n’est pas retrouvé chez des souris déficientes en AhR (Islam et al.,
2017).

Le bénéfice thérapeutique de ces molécules et de ces régimes suggere que la manipulation des
métabolites du Trp et/ou de la voie AhR/IL-22 pourrait étre une stratégie thérapeutique puissante pour

le Sll (Zelante et al., 2013; Lamas et al., 2016; Laurans et al., 2018).
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Syntheése :
La voie de signalisation AhR/IL-22 est nécessaire pour la défense contre les pathogénes au niveau intestinal.
La cytokine IL-22 exerce des effets majoritairement bénéfiques en maintenant l'intégrité de la barriere
épithéliale et en contribuant aux réponses immunitaires innées et adaptatives pour contrer les agressions
coliques telles qu’une infection. AhR joue un réle dans les systemes immunitaire et neuronal ainsi que sur le
renforcement de la barriere intestinale en agissant, entre autre, sur la production de I'lL-22, conduisant a la
protection de I'h6te contre les infections aux pathogenes. Sur la base de ces éléments, nous avons émis
I'hnypothése qu'une modulation de la voie de signalisation AhR/IL-22 pourrait étre une nouvelle cible
thérapeutique pour soulager les symptomes liés a une altération de I'interaction de I'axe cerveau-intestin-

microbiote, telles que le SII-Pl.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX SCIENTIFIQUES

Les perturbations de |'axe cerveau-intestin-microbiote sont au centre des nombreuses études
récentes sur le développement du SIl. Une meilleure compréhension des interactions entre les
différents systémes biologiques impliqués est source d’espoir pour I'innovation thérapeutique dans le
traitement de ce trouble (Aziz et al., 2021). Le Sll est le trouble de I'interaction cerveau-intestin-
microbiote le plus fréquemment diagnostiqué en Gastroentérologie. Sa physiopathologie est
complexe, pouvant impliquer une HSVC, un dysfonctionnement de la barriére épithéliale, une
inflammation a bas bruit de la muqueuse et des modifications dans la composition et la fonction du
microbiote intestinal (Ford et al., 2020). Parmi les mécanismes a I'origine de ces perturbations, les
infections gastro-intestinales représentent un facteur étiologique important menant a I'apparition des
symptomes intestinaux, en dépit de la clairance de I'agent pathogene, conduisant ainsi a un SII-PI
(Barbara et al., 2019). Ces symptOmes peuvent persister pendant des années apres l'infection et
favoriser le développement de symptémes anxio-dépressifs. Cela peut s’expliquer par le fait que la
douleur et les comportements anxio-dépressifs partagent des circuits neuronaux communs au sein de
structures cérébrales comme le cortex cingulaire antérieur, 'amygdale, le cortex insulaire et
I’'hippocampe (Apkarian et al., 2005). Les données de la littérature présentées dans I'introduction
bibliographique soulignent les répercussions majeures du Sl a la fois sur les patients, avec une
prévalence des troubles anxieux et dépressifs bien supérieure a celle retrouvée dans la population
générale, mais également pour la société (arrét de travail, colits engendrés). S’ajoute a cela un arsenal
thérapeutique pauvre, sans solution pharmacologique pour prévenir ou traiter la progression du SlI,
tandis que les thérapies symptomatiques présentent une efficacité limitée.

Parmi les équipes de recherche du site clermontois, 'unité M2iSH (UMR 1071 INSERM/INRAe)
étudie les interactions entre le microbiote intestinal et son hote dans le développement de pathologies
chroniques intestinales et I'unité NeuroDol (UMR 1107 INSERM) compte, dans ses axes de recherche,
la caractérisation de nouvelles cibles pharmacologiques dans le traitement des douleurs viscérales.
L'objectif de cette thése était d’étudier les mécanismes physiopathologiques du SlI-Pl en utilisant ce
modele préclinique d'infection a C. rodentium pour identifier des voies coliques perturbées en
corrélation avec les symptomes associés, et rechercher de nouvelles cibles pharmacologiques
potentielles pour pallier au manque de traitement efficace. Ce travail a été réalisé dans le cadre de 2
financements de la région Auvergne-Rhone-Alpes via les appels a projet « Thématiques émergentes »
(2015) et « Pack Ambition Recherche » (2018) ainsi qu’un financement FEDER via le CPER « Nex-N-
Mob » (2018).

Une grande partie des infections responsables du SlI-Pl implique des Entérobactéries telles que

Salmonella spp, Shigella spp, EHEC ou EPEC. Le modéle murin d'infection par C. rodentium est utilisé
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pour comprendre la physiopathologie associée aux infections bactériennes par les EHEC et les EPEC
(Collins et al., 2014; Mondelaers et al., 2016). Au cours de la période infectieuse, de profondes
perturbations métaboliques, une forte réponse immunitaire, le développement d’une dysbiose
intestinale et une sensibilisation neuronale ont été décrits, mais les conséquences a plus long terme
demeurent mal caractérisées (Ibeakanma et al., 2009, 2011; Spreadbury et al., 2015a; Mondelaers et
al., 2016).

Ce travail a été divisé en plusieurs axes : (1) caractériser les troubles intestinaux (inflammation,
perméabilité intestinale) et les répercussions extra-intestinales (anxiété, dépression, diminution des
capacités cognitives) a distance de I'épisode infectieux par C. rodentium, et (2) analyser de maniere
systématique la composition du microbiote intestinal ainsi que les voies métaboliques microbiennes
potentiellement impactées par I'infection en ciblant nos investigations sur les métabolites du Trp et
des AGCC dans un premier temps puis par une approche globale dans un deuxieme temps ; (3) étudier
plus particulierement I’altération de la voie AhR/IL-22 et I'efficacité de son ciblage thérapeutique en
utilisant une souche Lactococcus lactis pouvant délivrer un plasmide fonctionnel d'expression de I'IL-
22 (fourni pour I’équipe du Dr. Jean-Marc Chatel de I'Institut Micalis, INRAe Jouy-en-Josas) et enfin (4)
étudier I'effet d’autres infections sur I'axe cerveau-intestin-microbiote et les conséquences sur le
« bien-étre » de I’héte : en utilisant un modele d’infection chronique a Blastocystis chez le rat dans le
contexte du Sl et un modele d’une infection chronique avec une autre Entérobactérie associée au

cancer colorectal (CCR) appelée CoPEC pour colibactin-producing E. coli.
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ARTICLE 1

AhR/IL-22 pathway as new target for the treatment of
post-infectious irritable bowel syndrome symptoms

Gut Microbes, 2022

Meynier M, Baudu E, Rolhion N, Defaye M, Straube M, Daugey V, Modoux M, Wawrzyniak |, Delbac F,
Villéger R, Méleine M, Borras-Nogues E, Godfraind C, Barnich N, Ardid D, Poirier P, Sokol H, Chatel J-M,

Langella P, Livrelli V, Bonnet M, Carvalho FA
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AVANT-PROPOS DE L'ARTICLE 1

Le Sl est le trouble fonctionnel intestinal le plus fréqguemment diagnostiqué en
Gastroentérologie, avec une prévalence globale de 3-5% au niveau mondial et un impact économique
non négligeable (Dinan and Cryan, 2017; Sperber et al., 2021). Il se différencie des autres troubles
gastro-intestinaux par sa chronicité mais aussi par I'absence d'une cause anatomique, biochimique ou
organique sous-jacente (Enck et al., 2016; Defrees and Bailey, 2017; Holtmann, Shah and Morrison,
2018). L'étiologie multifactorielle du Sll rend sa physiopathologie complexe. Il est caractérisé par des
perturbations des interactions cerveau/intestin/microbiote. Des méta-analyses ont montré un risque
4 3 7 fois plus élevé de développer un Sl a la suite d'une infection gastro-intestinale, bien que le
pathogéne soit éliminé (Klem et al., 2017; Barbara et al., 2019). Un sous-type appelé SlI-Pl a d’ailleurs
été défini. Une grande partie de ces infections impliquent des Entérobactéries telles que les EHEC ou
EPEC (Card et al., 2018). Citrobacter rodentium est une bactérie pathogéne murine, a Gram négatif,
extracellulaire, utilisant les lésions d’attachement/effacement (A/E) pour coloniser la muqueuse
colique des souris (Mundy et al., 2005; Collins et al., 2014). Ces caractéristiques font que ce pathogene
est capable de mimer chez la souris, une infection humaine aux EHEC et aux EPEC (Collins et al., 2014;
Mondelaers et al., 2016; Martins and Cuesta, 2021).

Depuis une dizaine d’année, le microbiote intestinal et ses métabolites sont étudiés comme
acteur de cette pathologie. Le microbiote fécal dysbiotique des patients atteints du Sll peut étre
caractérisé par une augmentation de l'abondance relative des bactéries pro-inflammatoires de la
famille des Enterobacteriaceae et une diminution des populations de Lactobacillaceae et de
Bifidobacterium (L. Wang et al., 2020). Le microbiote intestinal joue un réle important dans la
modulation des communications entre le cerveau et l'intestin chez I’'h6te. La manipulation du
microbiote intestinal et de ses métabolites peut étre associée a la modulation des symptomes du SlI
(Larauche, Mulak and Taché, 2011, 2012; Moloney et al., 2016b). Ainsi, les métabolites produits dans
le tractus intestinal par le microbiote intestinal ou par I'h6te pourraient étre considérés comme des
facteurs étiologiques possibles du SlI (Xu et al., 2020; Mars et al., 2021). Par exemple, les AGCC et/ou
le catabolisme du Trp alimentaire en plusieurs métabolites tels que les indoles, sont des composants
importants de I'environnement biochimique intestinal qui peuvent affecter différents niveaux de I'axe
cerveau/intestin/microbiote. En effet, les dérivés de I'indole issus de la dégradation directe du Trp par
le microbiote, ainsi que leur récepteur (AhR) sont capables de moduler I'immunité et I'homéostasie
des muqueuses, la motilité intestinale et les fonctions neurobiologiques (Agus, Planchais and Sokol,
2018; Roager and Licht, 2018; Cryan et al., 2019; Bosi et al., 2020). lls sont capables d’activer les AhR
lors de leur fixation, induisant I'expression de cytokines en aval comme I'IL-22 par les ILC3 et régulant

ainsi l'intégrité épithéliale et I'immunité (Lee et al., 2012; Qiu et al., 2013; Lamas et al., 2018).
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L'IL-22 est impliquée dans la réponse de I’'h6te face a une infection par C. rodentium et
représente un élément clé de la voie de AhR activée par des ligands dérivés du microbiote. Il a été
démontré que les souris déficientes en termes d'expression d'AhR ou d'lL-22 succombent a l'infection
par C. rodentium (Zheng et al., 2008; Qiu et al., 2013). De plus, la composition du microbiote intestinal
peut étre modifiée par un régime déplété en ligand AhR ainsi que chez des souris déficientes en IL-22
(Zzenewicz et al., 2013; Brawner et al., 2019). Récemment, il a été démontré que I'activation de la voie
de AhR induite par le microbiote dans les neurones coliques était importante dans la programmation
neuronale, pour maintenir la motilité intestinale et ainsi réguler la physiologie intestinale (Obata et al.,
2020). La dérégulation de plusieurs voies du métabolisme du Trp peut étre impliquée dans le SlI
(Benech, Rolhion and Sokol, 2021). Il est nécessaire de mieux caractériser les mécanismes sous-jacents
au développement du Sll, notamment par la mise en place d’'un modeéle de SlI-PI pertinent.

Les objectifs de cet article ont été de (1) mettre en place un modéle animal pertinent de SlI-
Pl, robuste et reproductible et (2) déterminer le rble de la voie de signalisation AhR/IL-22 dans la
physiopathologie du SII-PI afin de caractériser de nouvelles cibles pharmacologiques potentielles pour
ce trouble intestinal fonctionnel associé a des perturbations de [Iinteraction
cerveau/intestin/microbiote. Ce travail a été mené en collaboration avec le Dr Jean-Marc Chatel
(Institut Micalis, Jouy-en-Josas), le Dr Nathalie Rolhion (Centre de Recherche Saint Antoine, Paris) ainsi
que le Pr Harry Sokol (Centre de Recherche Saint Antoine et Institut Micalis, Jouy-en-Josas).

Dans cette étude expérimentale, nous avons utilisé des souris C57BL6/) dgées de 6 semaines
infectées a C. rodentium (ATCC® 51459™ DBS100), et ainsi développé un modéle murin de SII-PIl. En
phase post-infectieuse, 16 jours post-inoculation, la sensibilité colique a été évaluée. Une analyse
comportementale globale a été exécutée par divers tests de type labyrinthe en croix surélevé, Y maze,
ou encore la planche a trous. Des évaluations de la perméabilité intestinale, de I'inflammation a bas
bruit de la muqueuse, et du microbiote associé a la muqueuse ont été réalisées pour étudier
I’'homéostasie intestinale et le microbiote. Les métabolites du Trp, les AGCC et I'activité de AhR ont été
mesurés, respectivement, par des méthodes de métabolomique dirigée (chromatographie liquide
couplée a de la spectrométrie de masse) et une technique de cellules rapportrices. Enfin, une stratégie
innovante de vectorisation d’IL-22 a été opérée grace a une souche de Lactococcus lactis
génétiqguement modifiée (L. lactis'*??). Cette souche bactérienne permet de délivrer un vecteur
d’expression de I'lL-22 murine aux entérocytes et ainsi d’induire une expression localisée de cette
cytokine par les entérocytes.

Nous avons mis en évidence qu’aprés son élimination 16 jours post-infection, C. rodentium
induit une altération de I'intégrité de la barriere intestinale ainsi qu’une hyperplasie, et une persistance
de I'HSVC chez les souris infectées. De plus, les animaux développent un comportement de type

anxieux et des perturbations cognitives en phase post-infectieuse. Durant cette méme période, la
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dysbiose intestinale associée a I'infection se caractérise par des modifications des niveaux des AGCC,
de larichesse et de la diversité bactérienne et par une augmentation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes.
Une diminution de la famille des Lactobacilles a été rapportée, et cela positivement corrélée au
comportement de type anxieux. Afin de comprendre les voies impliquées dans le développement ou
le maintien de ces perturbations, la voie du Trp a été analysée par une approche de métabolomique
dirigée qui a permis de mettre en lumiere une régulation altérée. Une diminution de la régulation de
la voie indole/AhR dépendante du microbiote a été observée, avec notamment une réduction des
niveaux des métabolites impliqués dans cette voie chez les souris infectées en comparaison avec les
souris contrdles. A I'inverse, la voie kynurénine présente une régulation a la hausse chez les souris
infectées en comparaison avec les souris contrdles, qui pourrait étre dle a un effet compensatoire.
L’analyse comportementale du modéle de post-infection a C. rodentium a révélé des perturbations du
comportement et du « bien-étre » des souris infectées notamment la cognition, les comportements

spontanés mais aussi I'anxiété. L’expression de I'lL-22 induite par sa vectorisation avec L. lactis'“*

a
permis de rétablir la sensibilité colique, le comportement de type anxieux ainsi que les perturbations
cognitives observés a la suite d’'une infection a C. rodentium.

Ces résultats mettent en évidence le caractéere robuste et reproductible de ce modeéle animal
de SII-PI qui a permis d’établir des perturbations et des dysbioses intestinales, dans le métabolisme du
Trp et la voie AhR/IL-22 associées a des comorbidités. Méme si d’autres investigations sont nécessaires
pour comprendre I'implication de cette voie dans les mécanismes physiopathologiques de I'HSVC mais
aussi des troubles cognitivo-émotionnels associés, ces données semblent ouvrir la voie vers de

nouvelles cibles pharmacologiques potentielles telles qu’une modulation de la voie AhR/IL-22, pour

le traitement des symptOomes associés au SlI-Pl.
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ABSTRACT

Alterations in brain/gut/microbiota axis are linked to Irritable Bowel Syndrome (IBS) physiopathology.
Upon gastrointestinal infection, chronic abdominal pain and anxio-depressive comorbidities may
persist despite pathogen clearance leading to Post-Infectious IBS (PI-IBS). This study assesses the
influence of tryptophan metabolism, and particularly the microbiota-induced AhR expression, on
intestinal homeostasis disturbance following gastroenteritis resolution, and evaluates the efficacy of
IL-22 cytokine vectorization on PI-IBS symptoms. The Citrobacter rodentium infection model in C57BL6/
J mice was used to mimic Enterobacteria gastroenteritis. Intestinal homeostasis was evaluated as low-
grade inflammation, permeability, mucosa-associated microbiota composition, and colonic sensitivity.
Cognitive performances and emotional state of animals were assessed using several tests. Tryptophan
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metabolism was analyzed by targeted metabolomics. AhR activity was evaluated using a luciferase
reporter assay method. One Lactococcus lactis strain carrying an eukaryotic expression plasmid for
murineIL-22 (L lactis" %) was used to induce IL-22 production in mouse colonic mucosa. C. rodentium-
infected mice exhibited persistent colonic hy persensitivity and cognitive impairments and anxiety-like
behaviors after pathogen clearance. These post-infectious disorders were associated with low-grade
inflammation, increased intestinal permeability, decrease of Lactobacillaceae abundance associated
with the colonic layer, and increase of short-chain fatty acids (SCFAs). During post-infection period, the
indole pathway and AhR activity were decreased due to a reduction of tryptophol production.
Treatment with L. lactis?? restored gut permeability and normalized colonic sensitivity, restored
cognitive performances and decreased anxiety-like behaviors. Data from the video-tracking system
suggested an upgrade of welfare for mice receiving the Llactis"? strain. Our findings revealed that
AhR/IL-22 signaling pathway is altered in a predinical PI-IBS model. IL-22 delivering alleviate PI-IBS
symptoms as colonic hypersensitivity, cognitive impairments, and anxiety-like behaviors by acting on
intestinal mucosa integrity. Thus, therapeutic strategies targeting this pathway could be developed to
treat IBS patients suffering from chronic abdominal pain and associated well-being disorders.

Introduction epithelial dysfunction, low-grade mucosal

Irritable bowel syndrome (IBS) is the most com-
mon disorder of the gut-brain interactions diag-
nosed in gastroenterology.! Its etiology is
multifactorial and its physiopathology is com-
plex, involving colonic hypersensitivity (CHS),

inflammation, and changes in gut microbiota
composition.” Acute infections of the digestive
tract are a well-known risk factor leading to
post-infection IBS (PI-IBS) in a subset of
patients experiencing abdominal pain and transit
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disorders despite pathogen clearance.’ A large
proportion of these infections involved
Enterobacteriaceae such as Enterohaemorrhagic
(EHEC) or Enteropathogen (EPEC) Escherichia
coli." More broadly, dysbiotic fecal microbiota is
reported in IBS patients with an increased rela-
tive abundance of pro-inflammatory bacteria
from Enterobacteriaceae family and a decrease
of the Lactobacillaceae and Bifidobacterium
populations.” Proliferation of specific bacterial
species is even associated with IBS symptoms
as illustrated by an increase of sulfate-reducing
bacteria in patients with CHS and microbiota
transfer to germ-free rats enhances sensitivity
to colorectal distension suggesting
a contribution of microbiota alterations in pain
processing from IBS patients.” Among the bac-
terial effectors, tryptophan derivatives could sig-
nificantly participate in the IBS physiopathology.
Beneficial effects of certain species are also well
established. For instance, Faecalibacterium
prauznitsii plays an important role in maintain-
ing intestinal homeostasis by production of
short-chain fatty acids (SCFAs) from dietary
fibers.” This species has been described as
reduced in IBS patients and, in addition to
exert anti-inflammatory properties,” is able to
reduce CHS in murine model of IBS.’

Gut microbiota plays an essential role in the
catabolism of dietary tryptophan (Trp) into several
metabolites, which modulate mucosal immunity
and homeostasis, intestinal motility and neurobio-
logical functions.'””'* Trp metabolism follows
three pathways: the serotonin pathway in entero-
chromaffin cells, the kynurenine pathway in epithe-
lial and immune cells, and the indole pathway in
the gut microbiota.'” A wide range of bacterial
species are able to produce indole including
Lactobacillus, Clostridium, and Bacteroides spp."’
Indole derivatives are enabled to bind and activate
aryl hydrocarbon receptor (AhR), inducing expres-
sion of downstream cytokines as interleukin-22
(IL-22)"* by innate lymphoid cells 3 (ILC3)"® and
thereby regulating the epithelial integrity and
immunity.'® Mice deficient for AhR or IL-22
expression have been shown to succumb to
C. rodentium infection.'>'” Remarkably, gut micro-
biota composition can be altered by an AhR ligand-
free diet or in il-22 knock-out mice.'™"” Recently,
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microbiota-induced expression of AhR in colonic
neurons has been shown to be important in neuro-
nal programming by microbiota to maintain gut
motility and thus to regulate intestinal
physiology." Finally, dysregulation in multiple
pathways of Trp metabolism may be involved in
IBS.'

Hence, aims of this study were (i) to determine
the role of AhR/IL-22 pathway on PI-IBS physio-
pathology and (ii) to characterize a potential ther-
apeutic target for this gastrointestinal disorder. For
these purposes, we have validated C. rodentium
infection mouse model as a model of PI-IBS char-
acterizing intestinal and behavioral disturbances
after clearance of the pathogen.

Results

Citrobacter rodentium infection induced
long-lasting disturbances of colonic mucosa
homeostasis

At 3 days post-infection (DPI), all mice were colo-
nized with C. rodentium (Figure 1A). Bacterial load
rapidly increased reaching a plateau between 3 and
10 DPI, defining the peak of infection. At 16 DPI,
C. rodentium was no longer detected by microbio-
logical approaches in fecal samples, defining the
beginning of post-infectious period. At 7 DPI, fecal
lipocalin-2 level (colonic low-grade inflammation
marker) in infected mice was significantly higher
than in control group (p < 0.0001) (Figure 1B).
This difference persisted up to 23-24 DPI
(p < 0.0001). Intestinal permeability at 8 DPI was
significantly increased by 1.9-fold in infected mice
compared to control group (p < 0.05) (Figure 1C).
Hyperpermeability subsisted until at least 22 DPI
(p < 0.05) and may involve a claudin-2 upregulation
since mRNA level of this tight junction protein was
increased in infected mice at 24 DPI, whereas occlu-
din expression was significantly lowered
(Figures 1D-E). No changes were observed for ZO-
I mRNA level (Figures 1F). A semi-quantitative
analysis of colonic damages has been performed
(Table 1) on Hematoxylin, Phloxin, Safran (HPS)
stained colon from control and infected group at 8
DPI and 24 DPI. We found that histological score
increases significantly in infected mice compared to
control group at 8 DPI and 24 DPI, mainly due to
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Figure 1. Transient C. rodentium infection induces persistent perturbations in mice. (a) Level of C rodentium colonization followed by
counting colony forming units (CFU) in the stools of infected mice (n = 8 per group) at different time points. (b) Low-grade
inflammation assessed by measuring fecal lipocalin-2 at the peak of infection (7 DPI) and after clearance of the pathogen (23-24
DPI) (n = 12 per group). (c) Intestinal permeability assessed by measuring 4 kDa FITC-Dextran concentration in serum at the peak of
infection (8 DPI) and after clearance of the pathogen (22 DPI) (n = 5-7 per group). (d-f) Colonic expression of (d) occludin, (e) claudin-2
and (f) Z0-1 mRNA in control (n = 10) and infected mice (n = 7-9) was quantified by RT-qPCR at 24 DPI. (g) Histological score and (h)
histological analysis of colon by HPS staining in uninfected mice (left panel), C. rodentium-infected mice at 8 DPI (middle panel) and
23-24 DPI (right panel). Arrays represents crypts length. Scale bar = 50 um. White circles represent control mice while black circles
represent infected mice. Data are presented as mean + SEM and are representative of two irdependent experiments. *p < 0.05
**p < 0.01 ****p < 0.0001.

the presence of a marked colonic hyperplasia  Citrobacter rodentium-infected mice exhibited

(Figure 1G). Histological examinations showed
a marked colonic hyperplasia at 8 DPI, in the
infected group (Figure 1H, middle panel) compared
to the non-infected group (Figure 1H, left panel).
After clearance of the pathogen (24 DPI), proximal
colonic mucosa still exhibited hyperplasia character-
ized by an increase of crypts length (Figure 1H, right
panel). No strong infiltration of immune cells was
observed at any time.

post-infectious CHS and anxiety-like behavior

At 24 DPI, intracclonic pressure variations,
recorded as a surrogate marker of colonic sensitiv-
ity, from infected mice exhibited a 1.7-fold and
1.6-fold increase at 60 (p < 0.0001) and 80 mm
Hg (p < 0.0001) distension pressures, respectively
(Figure 2A and S1A). Corresponding areas under
curve (AUC) were calculated for each mouse. The
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Table 1. Histological score of colon mice.
Characteristic(s)

Evaluation criteria  Score

Infiltration of 0 Noinflammatory cells in the lamina propria
inflammatory 1 Increased numbers of inflammatory cells,
cells including neutrophils in the lamina propria

2 Confluence of inflammatory cells extending
into the submucosa

Transmural extension of the inflammatory
cellinfiltrate

Presence of goblet cells in sufficient number

Loss of goblet cells number

Absence of goblet cell

No oedema

Presence of a little oedema

Presence of a big oedema

Absence of mucosal damage

Discrete focal lympho-epithelial lesions

Mucosal erosion/ukeration

Extensive mucosal damage and extension
through deeper structures of the bowel
wall

No hyperplasia

Low hyperplasia

Moderate hyperplasia

Severe hyperplasia

w

Goblet cells

Oedema size

Epithelial damage

WN -adON=-ON -

Hyperplasia

WN -

AUC average of infected group was significantly
increased by 1.5-fold compared to AUC average
of control group (p < 0.001), showing that
C. rodentium-infected mice exhibited post-
infectious CHS (Figure 2B). Infected mice also
made significant fewer entries and spent less time
in open arms of the EPM than control group (4.0
versus 6.0 entries, p < 0.05; 35.1 + 6.4s versus
52.5 + 2.3s, p < 0.05) (Figures 2C-D and S1C-E),
revealing anxiety-like behavior.

Citrobacter rodentium infection induced long-term
changes in composition and function of colonic
mucosa-associated microbiota

At 8 DPI, the number of observed operational
taxonomic units was significantly lower in infected
group (Figure S2A). Principal component analysis
(PCoA) of beta-diversity clearly revealed that colo-
nic mucosa-associated microbiota of infected mice
was different from control mice (Figure S2B)
(Adonis, p = 0.001). As expected, a significant
increase of Enterobacteriaceae family relative abun-
dance at the infection peak (p < 0.0001) was
observed reflecting C. rodentium colonization
(Figure $2C).*"

After clearance of the pathogen (24 DPI), bacter-
ial richness was still decreased in comparison with
control group (p < 0.05, Student’s t test)
(Figure 3A-B), although PCoA of beta-diversity
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showed a weak population segregation between
the two groups (Adonis, p = 0.055) (Figure 3C).
A significant increase in Firmicutes/Bacteroidetes
ratio was observed in infected mice (Figure 3D).
Deeper analysis revealed four bacterial genera sig-
nificantly modified in infected animals including
a decrease in relative abundance of Bacteroidetes
and increase in Firmicutes, Proteobacteria, and
Actinobacteria (Figure 3E). At the family level, we
observed a significant decrease in the relative abun-
dance of Moraxellaceae, Lactobacillaceae and
Rikenellaceae (p < 0.0001; p < 0.01 and p < 0.001,
respectively)  whereas  Desulfovibrionaceae,
Oxalobacteracea and  Lachnospiraceae were
increased (p < 0.01; p < 0.0001 and p < 0.01, respec-
tively) (Figure 3F). Time spent in open arm was
significantly positively correlated with the relative
abundance of Lactobacillaceae (R*=0.38; p = 0.003)
but not with Moraxellaceae, Desulfovibrionaceae,
Oxalobacteiaceae, Lachnospiraceae, and
Rikenellaceae) (Figure 3G).

Fecal concentration of SCFAs was measured at 7
and 24 DPI (Figure 3H). At the peak of infection,
total SCFA concentration was enhanced by 1.8-fold
in feces from infected mice (p < 0.001), with a sig-
nificant increase of acetic and propionic acid
(p < 0.001) (Figures S3A). After clearance of the
pathogen, total SCFA concentration remained
higher in feces of infected mice (increased by
1.3-fold p < 0.05) (Figure 3H). However, this differ-
ence is not due to changes in the main SCFAs (acetic
or propionic acid and butyrate) (Figure S3B).

Citrobacter rodentium infection induced long-term
alterations of tryptophan metabolism

At 24 DPI, fecal AhR activity is significantly
reduced in infected group (p < 0.05) (Figure 4A).
Trp levels were unchanged between infected and
control mice, whatever the studied matrix (serum,
feces and caecal content) (Figure S4A). Indole
pathway is decreased in serum from infected mice
(p < 0.05) (Figure 4B). Deeper-specific analysis of
each metabolite showed a significant decrease of
tryptophol in feces (p < 0.01) and in caecum
(p < 0.05) of infected mice (Figure 4C). AhR activ-
ity assay after a stimulation with increasing trypto-
phol doses showed that this indole metabolite
activates AhR (Figure 4D). Kynurenine pathway
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Figure 2. Post-infectious visceral sensitivity and anxiety-like behavior induced by C. rodentium. (a) Post-infectious co-onic sensitivity
assessed by measuring intracolonic pressure variations in response to CRD and (b) corresponding AUC at 24 DPI (n = 11-12 per group).
(C-D) Post-infectious anxiety-like behavior assessed with the elevated plus maze test. (c) Entries frequency and (d) time spent in open
arms of control and infected mice at 21 DPI (n = 8-9 per group). White circles represent control mice and black c rcles represent
infected mice. Data are presented as mean + SEM and are representative of at least two independent experiments. *p < 0.05;

*¥*p < 0.001; ****p < 0.0001.

was significantly increased in serum (p < 0.05) of
infected mice but not in feces or cecum (Figure 4E).
Even if Trp levels were unchanged, fecal and serum
kynurenine/Trp ratio were significantly increased
in infected mice (p < 0.05) (Figure 4F). No changes
were observed for the serotonin pathway in any
compartment (Figure S4B).

IL-22 treatment improved Citrobacter
rodentium-induced anxiety-like behavior

Colonic IL-22 mRNA level was reduced during
post-infectious period (24 DPI) (Figure S5A).
IL-22 production was induced in intestinal
epithelial cells by a daily oral gavage with

L. lactis carrying IL-22 expression vector
(L. lactis™2?). This treatment was validated by
an increase of IL-22 mRNA level in colonocytes
of mice treated with L. lactis™** compared to
mice gavaged with L. lactis carrying empty plas-
mid (L. lactis*™") (Figure S5B). None of the
treatments affected body weight neither induced
mortality nor toxicity in mice (data not shown).
No effect of L. lactis“™P" was detected in com-
parison with untreated mice on colonic sensi-
tivity (Figure S6A) or on anxiety-like behavior
(Figure S6B). Moreover, gastrointestinal tract
colonization  of mice infected  with
C. rodentium was similar for L. lactis*™"" or
L. lactis"™?* treated mice (Figure S6C).
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Figure 3. Colonic mucosa-associated microbiota dysbiosis after C. rodentium clearance in mice. After clearance of C. rodentium (24 DPI),
the composition of the colonic mucosa-associated microbiota was determined using 16S DNA sequencing (V4-V5 regions) (n = 10-
11 per group). (a) Alpha diversity was determined by observed Operational Taxonomic Units (OTUs) measurement according to
sequences per sample of control and infected mice. (b) Area under curve (AUC) of the observed OTUs for control and infected mice
were calculated. (c) Principal coordinates analysis (PCoA) of the unweight UniFrac distance of control (red plots) and infected mice
(blue plots). Significance was ass2ssed with Adonis (p = 0,055). (d) Determination of Ratio Firmicutes/Bacteroidetes in control and
infected mice. (e-f) Relative abundance (as a percentage) of phyla (e) and family (f) which are significantly modified in infected mice at
24 DPI. (g) Correlation between time spent in open arms (elevated plus maze test) and relative abundance of Lactobacillaceae
(R?=0,3845; p = 0,003). (h) Fecal concentrations of SCFA were measured by gas chromatography for infected and control animals at the
peak of infection (7 DPI) and after the clearance of C. rodentium (24 DPI) (n = 10-12 per group). White bars and circles represent control
mice while black bars and circles ‘epresent infected mice. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001.

Regarding anxiety-like behavior, the EPM
test showed that infected mice treated with
L. lactis*™P" made significantly less entries in
open arms compared to uninfected mice
(p < 0.01) and also in comparison with infected
mice treated with L. lactis'™ % (p < 0.001)
(Figure 5A and S1D-F). In addition, infected
mice treated with L. lactis'"** spent an average

of 51 + 4.8s in open arms, which is comparable
to control mice treated with L. lactis*™P"
(48 + 4.0s). However, infected mice treated
with L. lactis*™" exhibited a significant
decrease of this duration (28.3 + 3.5s) in com-
parison with control mice treated with
L. lactis*™P" (48.3 + 4.0s) (p < 0.05) but also
with infected mice treated with L. lactis'™ >
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Figure 4. AhRactivity and tryptophan metabolic pathways are modified in post-infectious period. Tryptophan and its catabolites levels
were measured by liquid chromatography coupled with high resolution mass spectrometry in three different compartments of control
and infected mice after the clearance of the pathogen (24 DPI) (n = 8 per group). (a) Fecal AhR activity, which reveal the amount of AhR
ligands, was assessed in feces using HepG2-Lucia™ AhR reporter cells. Results were normalized on the basis of negative luciferase
activity of the control, cytotoxicity measurement and feces weight. (b) Indole pathway metabolites were quantified in the serum, feces
and caecum. (c) Tryptophol was quantified in feces and caecum. (d) Dose-effect of tryptophol on AhR activity was assessed. (e)
Kynurenine pathway metabolites were quantified in serum, feces and caecum. (f) Kynurenine/tryptophan ratio in serum, feces and
caecum was evaluated for each group. White circles represent control mice while black circles represent infected mice. Data are
presented as mean + SEM and each plot represent a mouse. * p < 0.05; ** p < 001.

(51.3 £ 4.9s) (p < 0.01) (Figure 5B). Using the
hole board test as another anxiety-related beha-
vior assessment, infected mice treated with
L. lactis*™" made significantly less head dips
(17.0 + 3.2) compared to uninfected mice trea-
ted with L. lactis*™" (30.1 + 9.7) (p < 0.0001),
or treated with L. lactis'™?? (25.6 + 4.9)
(p < 0.01), and infected mice treated with
L. lactis™?* (273 + 6.1) (p < 0.001)
(Figure 5C).

No depression-like behavior wase developed
in this post-infectious model as revealed by tail
suspension (23 DPI) and forced swimming test
(24 DPI) (Figure S7A-B). However, in post-
infectious period, cognitive performances were
affected in infected mice treated with
L. lactis*™"Y in comparison with uninfected
controls also treated with L. lactis*"P". During
the Y maze test, the percent of alternation was
significantly decreased for infected mice treated
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Figure 5. IL-22 treatment reverses post-infectious anxiety-, cognition-like behaviors and ill-being induced by C. rodentium infection.
After a treatment with L. lactis'"??, anxiety-related behavior induced by a C rodentium post-infection were determined by (a-b) EPM
test at D21 (n = 7-8 per group). (a) Entries frequency and (b) time spent in open arms (monitoring for 5 minutes). (c) Number of head
dips made on the hole board for 5 minutes were quantified (n = 10-12 per group). Cognition-related behaviors analysis were
performed using (d) Y-maze test in which spontaneous alternation were measured for 10 minutes and (e-f) time spent exploring the
novel object and the relocated object during novel object and relocation tests, respectively. (g-i) Mice specific behaviors assessed using
PhenoTyper® at 23 DPI and recorded for 24 hours (n = 4-8 mice per group). (g) Time spent inside the hidden zone, (h) distance moved
and (1) velocity were determined during the activity period (12 hours dark period). White squares represent uninfected mice treated
with L. lactis*™" and light grey squares represent uninfected mice treated with L. lactis'* while black squares represent infected mice
treated with L. lactis*™™ and dark grey squares described infected mice treated with L. lactis'“**, Data are representative of two
independent experiments. *p < 0.05; *p < 0.01; ***p < 0.001 ***p < 0.0001.

with L. lactis™" (59.4 + 6.3%) in comparison
with controls (66.5 + 9.5%) (p < 0.05). This
parameter returned to a normal spontaneous
alternation in infected mice after a treatment
with L. lactis™?* (67.3 + 8.3%) (p < 0.05)
(Figure 5D). This pattern of results was echoed

by the novel object and location recognition
tests in which infected mice treated with
L. lactis*™PY spent less time exploring both
novel object (51.1 + 29s vs 732 + 1.9s
p < 0.0001) (Figure 5E) and relocated object
(45.8 + 33s vs 68.1 + 23s p < 0.0001)
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compared to uninfected control mice treated
with L. lactis*P"Y (Figure 5F). IL-22 vectoriza-
tion in infected mice significantly restored both
exploration times (67.5 + 1.8s exploring novel
object and 69.1 + 3.1s exploring relocated
object p < 0.0001).

Spontaneous mouse behavior was analyzed at
23 DPI using a videotracking device system.
Infected mice treated with L. lactisP" spent
more time in hidden zone during dark period
in comparison with both uninfected mice
(p < 0.01) and infected mice treated with
L. lactis™? (p < 0.05) (Figure 5G).
Locomotion, distance, and velocity were not
affected in any mice groups for the 24 hours
analysis (Figure 5H-I).

IL-22 treatment improved Citrobacter
rodentium-induced intestinal barrier disruption
and CHS without change in intestinal
inflammation

Low-grade inflammation was assessed using fecal
lipocalin-2 measurement. An increase of this para-
meter was again observed in C. rodentium infected
mice treated with L. lactis*™™" compared to con-
trols (125.6 + 23.8 pg/mg of feces vs 41.1 + 8.2 pg/
mg of feces p < 0.05) (Figure 6A). However,
L. lactis"?* treatment did not reverse this low-
grade inflammation due to infection (89.5 + 23.8
pg/mg of feces).

Citrobacter rodentium-infected mice treated
with L. lactis"?? exhibited a 2.3-fold decrease
response to 60 mm Hg distension pressures
(p < 0.01) compared to infected mice treated with
L. lactis*™" (Figures 6B). Infected mice treated
with L lactis"?* also showed a 1.7-fold decrease
of colonic sensitivity AUC in comparison with
infected mice treated with L. lactis®PY
(Figures 6C and S1B).

The potential impact of this treatment on intest-
inal barrier integrity was explored by mRNA quan-
tification of occludin, claudin-2 and ZO-1 tight
junction proteins. L. lactis™*? treatment allowed
infected mice to return to an occludin expression
similar to uninfected mice (Figure 6D), as well as
a decrease of claudin-2 mRNA level (Figure 6E). No
changes were observed for ZO-1 mRNA level
(Figure 6F).
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Discussion/Conclusion

One in ten patients develop IBS after an infectious
illness, for which abdominal pain persists for sev-
eral months or even years. Prospective studies show
that 3% to 36% of enteric infections lead to persis-
tent IBS symptoms. Whereas viral gastroenteritis
seems to have only short-term effects, bacterial
enteritis and protozoan or helminth infections are
followed by prolonged PI-IBS. This infection can be
caused by pathogenic Enterobacteriaceae as EHEC
or EPEC." Disturbances of intestinal mucosa integ-
rity and gut dysbiosis are possible involved
mechanisms.”’ Aims of this work were to clarify
underlying mechanisms involved in PI-IBS using
a mouse model of C. rodentium infection to mimic
bacterial gastroenteritis in Humans. It may repre-
sent a relevant PI-IBS model as few studies demon-
strated that infected mice exhibit CHS and gut
dysbiosis at the peak of infection.**** %
Monitoring infection throughout our experiments
using counting of CFU by plating fecal content on
MacConkey agar allowed us to define the beginning
of post-infectious period at 16 DPI, which is con-
sistent with previous data observed with biolumi-
nescence imaging of C. rodentium colonization.”
A study demonstrated long-lasting colonic hyper-
excitability in C. rodentium-infected mice, 30 DPI,
only after applying another acute stress.”® In this
report, a persistent CHS (up to two weeks) was
observed in infected mice after C. rodentium clear-
ance, without adding acute stress. Some reports
showed long-lasting colonic hyperexcitability ex
vivo™ suggesting a persistent CHS while other
reported transient CHS in C. rodentium-infected
mice.”” As previously described.”” we observed
that CHS was associated with stress-related disor-
ders. Thus, anxiety-like behavior were assessed in
C57BL6/] mice using the EPM reference test.”®
After pathogen clearance, development of an anxi-
ety-like behavior was observed in infected mice.”
In post-induced chronic colitis models, anxiety was
observed as well as visceral hypersensitivity.***!
However, other studies demonstrated that mice
did not exhibit such behavior during infectious
and post-infectious periods.””** Different mouse
genetic backgrounds were used in those studies,
which could affect behavior test outcome and thus
explain these conflicting results. Cognitive
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Figure 6. IL-22 treatment reverses post-infectious CHS and intestinal barrier alteration induced by C. rodentium infection incepandently

of inflammation. After a treatment with L lactis™ %

, (a) low-grade inflammation assessed by measuring fecal lipocalin-2 (24 DPI) (n = 9-

12 per group). (b-c) Post-infectious colonic sensitivity using CRD response at D24 (n = 7-8 per group). (b) Intracolonic pressure
variations in response to CRD and (c) corresponding AUC. Colonic expression of (d) occludin, (e) claudin-2 and (f) ZO-1 mRNA was
quantified by RT-qPCR at 24 DPI (n = 7-8 per group). White squares represent uninfected mice treated with L. lactis*™" ard light grey
squares represent uninfected mice treated with L lactis'?? while black squares represent infected mice treated with L lactis™" and
dark grey squares described infected mice treated with L. lactis'" %, Data are representative of two independent experiments. *p < 0.05;

**p <0.01.

impairments were exhibited in this C. rodentium
mouse model®” as reflected by Y-maze and novel
object/location  recognition  tests  which.
Spontaneous alternation was impaired by infection
and restored with L. lactis" ** treatment. IL-22
vectorization also improved innate preference for
novelty reflected by greater time spent exploring
a novel object and a relocated object than
a familiar one. Such treatment reduced cognition-
related impairments, particularly recognition
memory decrease, induced by a C. rodentium infec-
tion. No depression-related behavior was demon-
strated in this post-infection model, which is not
surprising since only 25% of IBS patients go to
gastroenterology clinics with depression and 44%
with anxiety.”® Chronic pain is clinically associated

with the development of affective disorders.”* In
a neuropathic pain model, affective consequences
over time showed that mice developed anxiety-
related behavior 4 weeks after induction of the
neuropathy, and depression-related behaviors
were observed after 6 to 8 weeks.” These results
suggest that anxiety can appear before depression.

Composition of the gut microbiota can influence
cognitive functions as observed in several preclini-
cal studies using GF mice and GI infection
models.**? Recently, influence of tryptophan meta-
bolism, particularly kynurenine pathway metabo-
lites on brain function and behavior impairments,
including anxiety, depression as well as cognitive
performance and visceral pain perception has been
the focus of increasing investigation, ™' **73¢-%!
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Analysis of associated-mucosa microbiota showed
that C. rodentium infection induces colonic dysbio-
sis as observed in PI-IBS patients. Although ecosys-
tem resilience may occur following recovery from
an intestinal infection, patients developing PI-IBS
may have an inability to restore microbial ecosys-
tem due to host factors.” In this study, a decrease of
bacterial richness was observed in infected mice
after clearance of the pathogen and their micro-
biota was different compared to uninfected mice
microbiota. A decrease in the relative abundance of
Bacteroidetes was observed as in IBS patients,*?
which is supported by a significant increase in
Firmicutes/Bacteroidetes ratio, a rough indicator of
bacterial population shifts described in IBS
patients.”> Abundance of Firmicutes, and more pre-
cisely of Lachnospiraceae, was increased in
patients* and same results were found in our post-
infectious mice model. Abundance of the
Ruminococcaceae family is also increased in post-
infected mice. Lachnospiraceae and
Ruminococcaceae families are both SCFAs-
producers and we showed that fecal SCFAs produc-
tion was increased in infected mice even after
pathogen clearance, confirming previous observa-
tions in preclinical and clinical studies.***®
Moreover, infected animals presented a decrease
of Lactobacillaceae as reported in several analysis
of gut microbiota in IBS patients.*’ In order to
better understand the mechanisms that lead to
this dysbiosis, the use of gnotobiotic mouse model
in which a minimal bacterial community is estab-
lished in germ-free mice, such as Oligo-Mouse-
Microbiota (Oligo-MM12)* could be envisaged.
In conclusion, even if the post-infectious duration
is short, C. rodentium infection mouse model is
currently a relevant animal model of PI-IBS,
which is a complex and incompletely known
pathology. Indeed, very few clinical studies distin-
guish IBS patients or PI-IBS patients, showing
importance of this preclinical model to better
understand the physiopathology of PI-IBS.

Our results showed that infection alters intest-
inal integrity, microbiota composition, function
and notably microbial catabolism of tryptophan
into AhR ligands, which could reduce the amount
of colonic IL-22 even after pathogen clearance. In
PI-IBS patients, increased intestinal permeability
and low-grade inflammation were described.” In
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the same way, we observed an intestinal permeabil-
ity increase during infection, which persists after
pathogen clearance. In our preclinical model,
a significant increase of fecal lipocalin-2 expression
was observed during infectious period, but also
after C. rodentium clearance. Neutrophils are
a source of lipocalin-2 and it has been proposed
to use fecal lipocalin-2 as a biological marker for
low-grade colonic inflammation.*” Moreover, neu-
trophils recruitment was previously described in
C. rodentium infection model,*® and their activity
has been shown to be increased and associated with
neuronal excitability.”® In addition, a significant
increase of the proinflammatory bacterial families,
such as Desulfovibrionaceae was observed in post-
infected mice in this study.”” These data suggest
that C. rodentium infection causes development of
low-grade inflammation, which could activate colo-
nic nociceptors and thus trigger exaggerated noci-
ceptive information to the central nervous
system.”

Gut microbiota is considered as a key player in
IBS physiopathology and is often associated with
development of anxiety-like behaviors.* Trp-
derived metabolites are part of functional compo-
nents in the microbiota-gut-brain axis. In feces
and sera of post infected mice, the ratio kynur-
eine/Trp was significantly increased. In the same
way, clinical studies have shown that IBS patients
have increased kynurenine concentrations com-
pared to controls.”"** Furthermore, a positive cor-
relation was found between IBS severity (including
CHS and anxiety) and the kynurenine/Trp ratio.”
This ratio reflects the indoleamine-2.3-dioxygen-
ase (IDO) enzyme activity, which catalyzes the
breakdown of Trp into kynurenine and whose
expression is induced during inflammatory pro-
cess. Comparing Trp metabolites, a decrease of
indole metabolite level (indole-3-lactic acid) was
observed in serum from women with IBS in com-
parison with healthy controls,® which supported
our significant decrease of indole metabolites in
post-infected mice serum. Indeed, our results
showed a decrease of indole pathway, with
a specific reduction of tryptophol in feces and
caecal content. Tryptophol activates AhR, which
suggests a critical role of this indole metabolite in
the pathophysiology of C. rodentium infection
model and PI IBS. In our study, the post-
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infection dysbiosis is associated with a decrease of
the Lactobacillaceae family. Interestingly, anxiety-
like behavior was significantly anti-correlated with
this Lactobacillaceae family decrease in post-
infected mice. This lactic acid bacteria family
uses tryptophan as a source of energy and pro-
duces AhR ligands that activate ILC3 and IL-22
release, which stimulates antimicrobial peptides
production.”® Decreases of AhR ligands and IL-
22 expression were observed after pathogen clear-
ance. AhR signaling is considered as a key compo-
nent of the immune response for gut barrier and is
thus crucial for intestinal homeostasis by acting on
epithelial renewal, barrier integrity, and many
immune cell types, as intraepithelial lymphocytes,
Th17 cells and innate lymphoid cells.”> AhR
ligands produced by luminal gut microbiota can
activate epithelial and immune cells in the gut
wall®® but they can also reach nearby the enteric
neurons and their projections to regulate the
motor output of intestinal neural circuits.'" Our
results support a role of Trp and its metabolites in
PI-IBS physiopathology. We assumed that AhR/
IL-22 pathway should have a critical role and thus
targeting the IL-22 production could restore
intestinal homeostasis, finally restoring the brain-
gut axis communication.

In this study, a genetically modified lactic acid
bacteria was used to locally deliver IL-22 cDNA
expression vector directly in the intestine. This
method allows an IL-22 low availability in intestinal
epithelial cells. Lactococcus lactis is used as a lactic
acid bacteria model because (i) its genome has been
completely sequenced, (ii) it is easy to manipulate
genetically, and (iii) several cloning vectors have
been already developed.® A study targeting the plas-
mid transfer efficiency using this L. lactis strain
clearly showed that it is directly linked to the plas-
mid copy number level.***” Using this approach, we
showed a local protective effect of IL-22 on mucosal
epithelial barrier. Citrobacter rodentium infection
disrupts intestinal permeability.”® The L. lactis"™ >
treatment restored colonic occludin mRNA level,
which was decreased by infection, confirming the
critical role of IL22 in maintaining intestinal barrier
function.”” Such treatment improved CHS and anxi-
ety-like behavior after pathogen clearance indepen-
dently of infection-induced inflammation. Effects of
infection and treatments were assessed with an
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original  video-tracking  device  allowing
a continuous and long-term monitoring of animal
behavior, in a home cage-like setting. C. rodentium
post-infected mice spent more time in the shelter
zone during the dark period, which is positively
associated with fear-related behavior and then be
considered as anxiety- and depression-like
troubles.”” Thus, the L. lactis'** treatment favors
healing of the main features caused by
a C. rodentium infection in mice. These data con-
firmed the strong impact of AhR/IL-22 pathway
deregulation in physiopathology of PI-IBS.

To summarize, the mouse model of C. rodentium
infection is a relevant and predictive model to char-
acterize underlying mechanisms of PI-IBS. This
study highlights involvement of gut microbiota,
since composition disturbances persist after patho-
gen clearance and correlations were found with
cognitive impairments and anxiety-like behaviors.
Moreover, Trp metabolism is altered during post-
infectious period, especially through kynurenine
and microbiota-associated indole pathways. In
terms of therapeutic approaches, we have identified
AhR/IL-22 signaling pathway as an important
pharmacological target to reverse PI-IBS associated
symptoms. Treatment approach resulting from our
study is the possibility to use such L. lactis"
treatment or to develop a therapeutic approach
based on mRNA as developed for the SARS-CoV
-2 vaccine®' to allow IL-22 production in intestinal
epithelial cells of PI-IBS patients.

Materials and methods
Animals and ethic statement

Experimental protocols were approved by a local
ethic committee (protocol number: EU0116-3460)
and follow the guidelines of the Committee for
Research and Ethical Issues of the International
Association for the Study of Pain.®* Five-week-old
specific pathogen-free C57BL6/] male mice were
purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-
Isle, France). Mice were housed in animal biosafety
level 2 (21-22°C, 12:12 h light-dark cycle), in the
Animal Biosafety Level 2 (ABSL2) facility of
University of Clermont Auvergne (Clermont-
Ferrand, France), with access to food and water
ad libitum.
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Citrobacter rodentium infection

Citrobacter rodentium strain (ATCC® 51459™
DBS100) was grown overnight at 37°C in Luria
Broth (Dutsher, Issy-les-Moulineaux, France) with-
out shaking. Mice were then orally infected with
10” CFU. Control mice were inoculated with 200 pl
of sterile PBS. After infection, fecal samples were
plated on MacConkey agar (Dutsher, Issy-les-
Moulineaux, France) to count the CFU normalized
to feces weight.

IL-22 treatment

L. lactis™™ carries probiH1 plasmid. ProbiH1 is
an E. coli-L. lactis shuttle plasmid containing
RepA/RepC origin of replication, chlorampheni-
col resistance, and the eukaryotic expression cas-
sette from pcDNA3 (Invitrogen). This eukaryotic
expression cassette is composed of the
Cytomegalovirus promoter (pCMV) a multiple
cloning site and Bovine Growth Hormone poly-
adenylation site. Murine IL-22 sequence was
cloned into ProbiH1 plasmid expression cassette,
resulting in probiH1-IL-22, allowing thus the
expression of IL-22 under the control of pCMV
when the plasmid is inside eukaryotic cells and
not prokaryotes like bacteria. ProbiH1-IL-22 was
transformed in L. lactis MG1363. These lactic
bacteria were used as a vector for DNA transfer.
Mice were daily inoculated with 1 x 10° CFU of
either strain 16 days after C. rodentium infection
and during 8 days. Control group was inoculated
with L. lactis*™P while treated group was inocu-
lated with L. lactis'"*?, Treatment began at the
post-infectious phase, which is at 16 DPI.

Colonic low-grade inflammation

Colonic low-grade inflammation was assessed by
measuring fecal lipocalin-2 by ELISA.*” Fecal sam-
ples were collected at the peak of infection (7 DPI)
and after clearance of the pathogen (23-24 DPI).
Vials were centrifuged (10,000 x g, 10 minutes) and
supernatants were stored at —20°C until analysis.
Supernatants were then diluted in kit-
recommended reagent (1% bovine serum albumin
in PBS 1X) and concentration of lipocalin-2 was
estimated using the Mouse Lipocalin-2/NGAL
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Duoset ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis,
MN) according to the manufacturer’s instructions.
Plates were read at 450 nm (BioTekTM EpochTM,
Thermo Fisher Scientific, Villebon sur Yvette,
France). Concentrations were normalized to weight
of feces.

In vivo intestinal permeability

Four kDa FITC-dextran (TdB Consultancy AB,
Uppsala, Sweden) was used as a marker of paracel-
lular intestinal permeability. Mice were inoculated
with 200 pl of FITC-Dextran (75 mg/ml in sterile
1X PBS) and replace in their own cage for 5 h. Mice
were anesthetized with isoflurane (3% in O2) and
100 pl of blood were collected. Thirty minutes after
samples were centrifuged (5000 x g, 30 minutes,
4°C) and FITC fluorescence (excitation 485 nmyj
emission 522 nm) in 50 pl of serum was measured
using a microplate reader (Fluoroskan, Thermo
Fisher Scientific, Villebon sur Yvette, France).
Intestinal permeability was evaluated in terms of
amount of FITC-dextran that had crossed the
intestinal epithelial barrier to the blood after oral
ingestion.

Reverse transcription and quantitative polymerase
chain reaction (RT-qPCR)

Total RNAs of proximal colon were extracted with
Trizol (ThermoFisher Scientific, Waltham, MS,
USA; Cat. No. 15,596,026). DN Ase-treated RNAs
were reverse-transcribed with high capacity cDNA
RT kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MS,
USA; Cat. No. 4,368,814) for RT-qPCR. Specific
c¢DNA were amplified for occludin (Forward 5'-
AGTACATGGCTGCTGCTGATG-3'; Reverse 5'-
CCCACCATCCTCTTGATGTGT-3), claudin-2
(Forward 5-ATGCCTTCTTGAGCCTGCTT-3";
Reverse 5'-AAGGCCTAGGATGTAGCCCA-3"),
Z0-1 (Forward 5-GTTCCGGGGAAGTTACG
TGC =35 Reverse 5'-AAGTGGGACAAAAG
TCCGGG-3), IL-22 (Forward 5'-TGTGCGATC
TCTGATGGCTG-3"; Reverse 5-GCTGGAAG
TTGGACACCTCA-3") and 26S (Forward 5'-
TGTCATTCGGAACATTGTAG-3"; Reverse 5'-
GGCTTTGGTGGAGGTC-3'). qPCR assays were
performed with SsoAdvanced Universal SYBR
Green Supermix (Biorad, Hercules, CA, USA; Cat.
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No. 1,725,271) and carried out on CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System (Biorad,
Hercules, CA, USA). Relative quantification of
occludin, claudin-2, ZO-1 and IL-22 mRNA levels
was expressed as fold-change, using the 2724
method with 26S as reference gene.

Mucosa-associated microbiota analyses

DNA was extracted from distal colonic tissues
collected at the peak of infection (8 DPI) and
after clearance of C. rodentium (23-24 DPI)
using the NucleoSpin® Tissue XS kit (Macherey-
Nagel, Hoerdt, France) according to the manu-
facturer’s instructions. Illumina high through-
put sequencing were performed by MRDNA lab
(Shallowater, TX, USA) on a MiSeq" following
the manufacturer’s guidelines. Briefly, the V4-
V5 regions of the bacterial 16S rRNA gene was
amplified using 515 F/806 R primer pair and
HotStarTaq Plus Master Mix" Kit (Qiagen,
Germantown, MD, USA) under the following
conditions: denaturation 94°C/3 min, followed
by 28 cycles of 94°C/30 sec, 53°C/40 sec, and
72°C/1 min, with a final elongation step 72°C/
5 min. After quality checks, pooled PCR pro-
ducts were purified using calibrated Ampure
XP* beads. Illumina sequencing was performed,
and DNA libraries build by following Illumina
TruSeq DNA library® preparation protocol. We
performed microbiota analyses on Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME, ver-
sion 1.8.0) software package. In summary,
sequences were demultiplexed to remove bar-
codes and primers. Chimeric sequences were
removed using USEARCHG61. Sequences were
clustered using USEARCH61 with a 97%
homology threshold. Taxonomic analyses were
performed using the Greengenes reference data-
base (version 13-8). Alpha diversity measures
the richness of single microbial taxa within
a sample. Observed operational taxonomic unit
(OTU) measurements were determined with
QIIME using an OTU table rarefied at various
depths. AUC were calculated for each rarefac-
tion curve. Beta diversity measures the variation
in microbiota composition between individual
samples. Unweighted UniFrac distances
between samples were computed to measure
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beta diversity with the rarefied OTUs count
table. Principal coordinates analysis (PCoA)
was used to further assess and visualize beta
diversity. Groups were compared for distinct
clustering with Adonis.

SCFA quantitation

Fecal SCFA concentrations were determined as
previously described.®” Briefly, each fecal super-
natant was analyzed as to SCFA on a gas-
chromatography (Agilent Technologies 6850
Network GC System, Agilent Technologies, Santa
Clara, SA, USA) equipped with a split-splitless
injector, a flame-ionization detector and
a capillary column (30 m; 0.25 mm; 0.25 um)
impregnated with nitroterephtalic acid modified
polyethylene glycol (Agilent J&W DB-FFAP col-
umn, 122-3232E, Agilent Technologies, Santa
Clara, SA, USA). Carrier gas (helium) flow rate
was 0.7 ml/min and inlet, column and detector
temperatures were 175, 100 and 240°C, respec-
tively. A Volatile Free Acid Mix (Ref.
CRM46975, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) was used as an internal stan-
dard. Data were collected and peaks integrated
using OpenLAB software (Agilent Technologies,
Santa Clara, SA, USA). Concentrations were nor-
malized to weight of feces.

Tryptophan metabolites measurements

Trp and 20 Trp metabolites were quantified by
liquid chromatography coupled with high resolu-
tion mass spectrometry from 3 different matrices:
serum, feces and caecal content as previously
described.* Among them, 4 metabolites were
quantified for serotonin pathway: melatonine,
N-acetyl-serotonine, serotonine, 5-OH-
tryptophane. For the kynurenine pathway, 7 meta-
bolites were measured 3-OH-kynurenine, picolinic
acid, xanthurenic acid, quinolinic acid, kynurenine,
kynurenic acid, 3-OH-anthranilic acid. Nine meta-
bolites of indole pathway were analyzed, such as
tryptamine, tryptophol, 5-OH-indole acetic acid,
indole-3-sulfate, indole, indole-3-lactic acid,
indole-3-aldehyde, indole-3-acetic acid, indole-
3-acetamide.
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Measurement of AhR activity

The AhR activity of animal stool samples was mea-
sured using HepG2-Lucia™ AhR reporter cells
(InvivoGen, France). Cells were seeded into a 96-
well plate and stimulated with animal stool samples
or different amounts of tryptophol for 24 hours.
Luciferase  activity =~ was measured using
a  luminometer and Quanti-Luc  reagent
(InvivoGen). The results were normalized on the
basis of the negative luciferase activity of the control,
cytotoxicity measurement (CytoTox 96 Non-
radioactive Cytotoxicity Assay, Promega) and feces
weight.

Anxiety-related behavioral tests

Elevated plus maze

Anxiety-like behavior was first assessed using
the EPM test (ViewPoint Behavior Technology,
Lissieu, France) at 21 DPI. The apparatus con-
sists of two opposite open arms (37 x
6 x 0.6 cm) and two closed arms (37 x
6 x 15 c¢m), joined by a common central plat-
form (15 x 15 cm), and subjected to an equal
illumination (30 lux). The maze is elevated
50 cm above the floor. Mice were acclimated
to the room at least 45 minutes before test.
Individual animal was placed in the central
zone and allowed to explore the maze for 5 min-
utes. Mice were recorded with a camera and
data were manually scored. The perform dis-
tance in the apparatus was recorded
(Ethovison XT 15, Noldus). Anxiety was char-
acterized through the number of entries in each
arm (considered when the four taws are located
within the arm) and time spent in open arms.

Hole board test

The hole board test is used to evaluate the rodents’
emotionality, anxiety state, and/or stress responses
response to an unfamiliar environment.®® The test
consists of a board (39.5 x 39.5 cm) with 16 equidi-
stant holes, 3 cm in diameter, equally distributed
throughout the platform and placed 70 ¢cm above
the ground, with an equal illumination (30 lux). At
24 DPI, mice were acclimated to the room at least
45 minutes before test. Mice (n = 10-12 per group)
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were individually placed on one corner of the board
facing away from the experimenter. The number of
head dips in the holes were quantified for 5 minutes.

Cognitive-related behavioral tests

Y-maze

The Y-maze apparatus is a spatial recognition
memory test consisting of three identical arms
(45 x 13 cm, with 45 cm high walls) that were
intersected at 120° around a central triangle
(Laurent et al., 2017). Mice were placed at the
end of one arm and allowed to move freely
through the maze for 10 minutes. Entries into
all arms were noted (four paws had to be inside
the arm for a valid entry) and a spontaneous
alternation was counted if an animal entered
three different arms consecutively. The distance
moved in the apparatus was recorded (Ethovison
XT 15, Noldus). Percentage of spontaneous alter-
nation was calculated according to following for-
mula: [(number of alternations)/(total number of
arm entries — 2)] x 100.°

Novel object recognition (NOR) and novel location
recognition (NLR)

The day before testing mice were individually placed
into the open field arena (45 x 45 x 40 cm) for
10 min of habituation. On the testing day, mice
(n = 11-12 per group) were placed in the arena
containing two identical objects placed on opposite
symmetrical corners for an acquisition trial of
10 min. Animals were then removed to their home
cage for 1 h and placed again in the arena where one
of the familiar object previously presented was ran-
domly replaced by a novel object (NOR). Percentage
of time spent exploring the novel object was deter-
mined. Exploration was defined as the orientation of
animal’s snout toward the object, sniffing or touch-
ing with snout, while running around the object,
sitting or climbing on it was not considered as
exploration.” After 1-h inter-trial time, animals
were retested while the novel object was relocated
in the opposite corner to the familiar object (NLR).
Location of novel object versus familiar object was
counterbalanced. Percentage of time spent exploring
the novel object location was measured to determine
spatial recognition memory.
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Depressive-related behavioral tests

Tail suspension test

Mice (n = 16-18 per group) were suspended by
their tail on a piece of string maintained by mask-
ing tape placed approximately 1 cm below the tip of
the tail and attached to a suspended bar placed at
30 cm above the bench.*® Time in total immobility
was measured during a 5 min session test.

Forced swimming test

Mice were individually placed in a 16-cm diameter
and 25-cm depth beaker filled with 20 cm of warm
water (22-25°C) as previously described.®” Total
time in immobility over a 5 min session was deter-
mined as depression-related behavior. Mice (n = 16-
18 in each group) were considered motionless when
only a slight move to stay afloat was observed.

Spontaneous mouse behavior analyses

The PhenoTyper® (Noldus Information Technology,
Wageningen, The Netherlands) is an automated
infrared (IR) video-tracking system measuring beha-
vior of animal models. This device is composed of 8
plexiglass cages (45 cm x 45 cm), each containing an
opaque plastic square shelter accessible by two
entrances and delimited areas for feeding and drink-
ing. Cages are surrounded by top unit provided with
IR lighting and the IR camera for video recording
during the light and dark cydes. Briefly, at D23 PI,
mice were transferred into PhenoTyper” cages (1 per
cage) and animal activities were recorded with
Mediarecorder” (Noldus Information Technology,
Wageningen, Netherlands) for 24 h, including 12-h
dark period and 12-h light period. During this per-
iod, mice had ad libitum access to food, water and
a shelter. Raw data were analyzed with Ethovision
XT* software (Version 12, Noldus Information
Technology, Wageningen, Netherlands) and various
specific behaviors were compared between infected
and control animals.

Colorectal distension test

Colonic sensitivity was assessed using non-invasive
manometric method recently developed and vali-
dated in mice, as described previously with minor
changes.” Briefly, mice were anesthetized with
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isoflurane (3% in O,) and the lubricated “balloon-
pressure” sensor catheter was introduced into the
rectum so that the distal end of the balloon was
positioned 1 cm from the anus. Each balloon was
connected to the barostat. The CRD protocol con-
sisted of graded phasic distensions to constant pres-
sures of 20, 40, 60, and 80 mm Hg. Each CRD
pressure was repeated twice and the increase in
the AUC of intracolonic pressure during CRD was
average for each pressure.

Histopathology assessment

To assess the degree of colitis and hyperplasia,
Hematoxylin, Phloxin, Safran (HPS) staining was
performed according to standard procedures.
Briefly, mice were anesthetized with isoflurane (3%
in O,), proximal sections of colons were fixed in 4%
paraformaldehyde for 24 h at 4°C followed by dehy-
dration in sucrose 30% for 48 h. Samples were then
frozen in O.C.T. compound (Tissue Freezing
Medium, Microm Microtech, Brignais, France).
Sections of 10 um were cut using a cryostat (Leica
CM1950, Leica Biosystems, Nanterre, France) and
stained. Histological analyses were executed by
a pathologist (Dr. Catherine GODFRAIND) using
a semi-quantitative colitis histological score as pre-
viously described” and reported in Table 1.

Statistical analysis

Statistical analysis were performed with GraphPad
Prism 7 software (GraphPad, La Jolla, USA). Mann-
Whitney and Student’s t-tests were used to com-
pare two groups. Kruskal-Wallis test with a Dunn’s
multiple post hoc comparison test was used for
comparison between more than two groups. Two-
Way ANOVA test with a Sidak multiple post hoc
comparison test was for multiple factors influen-
cing. Pearson test was performed to determined
correlations between two independent variables.
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Figure S1: Post-infectious visceral sensitivity and anxiety-like behavior induced by C. rodentium in

independent experiments.

(A-B) AUC of post-infectious colonic sensitivity assessed by measuring intracolonic pressure variations in
response to CRD at 24 DPI (n=11-12 per group). (C-F) Post-infectious anxiety-like behavior assessed with the
elevated plus maze test. (C-D) Entries frequency and (E-F) time spent in open arms of control and infected
mice at 21 DPI (n=10-12 per group). White squares represent uninfected mice treated with L. lactis®™P'Y and
light grey squares represent uninfected mice treated with L. lactis'-?? while black squares represent infected
mice treated with L. /actis®™PY and dark grey squares described infected mice treated with L. lactis'22.
*p<0.05; **p<0.01 ; ***p<0.001 ; ****p<0.0001
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Figure S2: Mucosa-associated microbiota disturbances at the peak of C. rodentium infection

(A) Rarefaction curves at the peak of infection (8 DPI). Control mice are represented by white circles and
infected mice are represented by black circles. Data are presented as mean + SEM. (B) Principal component
analysis of the unweighted UniFrac distance of control (red plots) and infected mice (blue plots) at 8 DPI
p=0.001. (C) Relative abundance of bacteria at the family level. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and
***%p<0.0001.
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Figure S3: SCFAs changes at the peak and after a C. rodentium infection

SCFAs were quantified by gas liquid chromatography in feces of infected and control mice at 8 DPI (n=11-12
per group). (A) Concentration of acetate, propionate and butyrate at the peak of infection and (B) in the
post-infectious phase ***p<0.001.
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Figure S4: Tryptophan and serotonin pathway after the clearance of the pathogen.

Tryptophan and its metabolites levels were measured by liquid chromatography coupled with high
resolution mass spectrometry in three different compartments of control and infected mice after the
clearance of the pathogen (24 DPI) (n=8 per group). (A) Tryptophan levels were quantified in each
compartment. (B) Serotonin pathway metabolites were quantified in the serum, feces and caecum. White
circles represent control mice while black circles represent infected mice. Data are presented as mean +
SEM and each plot represent a mouse.
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Figure S5: IL-22 mRNA quantification
(A) 24 DPI colonic /L-22 mRNA was measured by RT-qPCR for uninfected and infected mice (n=7-8 per
group). (B) After a treatment with L. lactis®™PY or L. lactis'=?2, expression of mRNA /L-22 was quantified by
RT-gPCR in colonocytes (n=8 per group). Each plot represents one mouse. White squares represent
uninfected mice while black squares represent infected mice treated with L. lactis®™¥ and dark grey one
described infected mice treated with L. lactis'=?2. Data are representative of two independent experiments.
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Figure S6: L. lactis vector exerts no effect on mice.
After a treatment with L. /actis®™PY¥, (A) post-infectious colonic sensitivity using CRD response at D24 and (B)
anxiety-like behavior determined by EPM at D21 were performing (n=8 per group). (A) Intracolonic pressure
variations in response to CRD and corresponding AUC. (B) Entries frequency and time spent in open arms of
the maze (monitoring during 5 minutes). (C) C. rodentium colonization of infected mice gastrointestinal tract
was evaluated. Each plot represents one mouse. White squares represent uninfected mice treated with L.
lactis®™PY and light grey squares represent uninfected mice treated with L. /actis'?? while black squares
represent infected mice treated with L. lactis®™PY and dark grey one described infected mice treated with L.
lactis'=?2. Data are representative of two independent experiments. *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001.
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Figure S7: C. rodentium infection does not induce depressive-like behavior.

No depression-related behavior observed in C. rodentium model. Immobility time during (A) tail suspension
test at 23 DPI and (B) during forced swimming test at 24 DPI (n=12 per group). White squares represent
uninfected mice treated with L. /actis®™¥ and light grey squares represent uninfected mice treated with L.
lactis'=22 while black squares represent infected mice treated with L. lactise™ and dark grey one described
infected mice treated with L. lactis'-22. Data are representative of two independent experiments.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

ANALYSES METABOLOMIQUES NON CIBLEE DANS LE MODELE MURIN DE SlI-PlI

INDUIT PAR UNE INFECTION A C. RODENTIUM

Nous avons démontré dans I’Article 1 que le modéle murin d’infection transitoire a C. rodentium
développe une HSVC ainsi que des troubles cognitivo-émotionnels en période post-infectieuse.
D’autres études précédemment menées au laboratoire ont aussi permis de caractériser le modeéle rat
d’infection chronique au parasite Blastocystis comme un autre modéle mimant des symptémes de
type Sll. Il a notamment été mis en évidence le développement d’une HSVC ainsi que des troubles de
type anxio-dépressifs induits par I'infection parasitaire (Defaye et al., 2020). Ainsi, une analyse du
métabolome fécal a été réalisée sur ces deux modeles de SlI-Pl afin d’identifier une potentielle
signature métabolomique ou bien des biomarqueurs du Sll. Cette étude de métabolomique non dirigée
a été réalisée en collaboration avec la Plate-Forme d’Exploration du Métabolisme (PFEM) de Clermont-
Ferrand et plus particulierement avec Cyril Jousse, Binta Diémé, Marie Lagrée et Mounir Traikia. Les
analyses métabolomiques dans le modéle d’infection a Blastocystis étant en cours, seule I'étude
portant sur le modele murin de SII-Pl suite a une infection a C. rodentium sera décrite dans ce

manuscrit. Une étude du métabolome se décompose en plusieurs étapes :

- Le traitement des échantillons biologiques issus de prélevements de fécaux
- L’étude du profil métabolomique

- Le prétraitement des données brutes

- Les analyses statistiques univariées et multivariées

- L’analyse des résultats pour identifier des métabolites perturbés
1. Traitement des échantillons biologiques issus de prélevements fécaux

Dans cette étude, un protocole d’extraction de métabolites a partir de feces de souris ou de rats
a été établi et validé, permettant de réaliser des études de chromatographie liquide couplée a de la
spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS) mais aussi de spectroscopie a RMN. Les matiéres
fécales d’animaux controles et d’animaux infectés ont été collectés a 24 JPI, pesés puis immédiatement

conservés a -80°C jusqu’au jour de I'extraction des métabolites fécaux.

Aprés une lyophilisation de 24h, les matiéres seches fécales ont été mélangées pour un rapport
de 10mg de matiére dans 200uL d’eau physiologique (mélange d’eau pure et de NaCl 0,8%) avant
d’étre homogénéisées et centrifugées a 20 000g pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant a été

récupéré et un volume équivalent de méthanol (1 : 1 v/v) a été ajouté afin de précipiter les protéines.
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Les échantillons ont ensuite été incubés a -20°C pendant 30 minutes avant d’étre homogénéisés puis
centrifugés a nouveau, a 20 000g pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant a finalement été prélevé et
analysé en LC-HRMS et RMN (Figure 34). Des échantillons de « contrdle qualité » (QC), aussi appelés
pool ont été préparés en mélangeant un volume équivalent (10uL) de chaque échantillon. De plus, des
échantillons vierges (sans matrice biologique) aussi appelés « blancs » ont été traités selon le méme

protocole.

Féces récupérées directement
a la sortie de I'animal et
pesées

-

|

Figure 34 : Protocole d’extraction de métabolites

1 Congélation dans azote liquide 3 partir de féces de souris.

2 Conservation & -80°C Les féces de souris contrdles et infectées a C.
3 Lyophilisation pendant 24 h rodentium sont collectées a 24 JPI et subissent un
4 Reprendre dans de 'eau physiologique (10me/200ul)  rotocole  d’extraction de métabolites avant
3 Homogeneisation d’étre analysées par LC-HRMS selon 2 modes
6 Reprendre (1/1) dans du méthanol d’ionisation (positif et négatif) et par RMN.

7  Homogénéisation

8 Centrifugation

v\
LC-HRMS modes (+) et (-) RMN *H (RMN 2D)

(couplage UHPLC U300, Thermo Scientific— TimsTof, Bruker) (500MHz AVANCE lIl, sonde prodigy TCl 5Smm, Bruker)

2. Etude du profil métabolomique des échantillons
2.1. LC-HRMS

Les extraits d’échantillons fécaux ont été analysés en LC/MS par un systéme LC (Agilent 1200
series) couplé a un spectrometre de masse MicroTOF équipé d'une source d'ionisation électrospray
(Metabolic profiler®, Bruker). La séparation chromatographique a été réalisée a l'aide d'une colonne
C18 Acquity HSST3 (150*2.1mm 1.8um, Waters, Saint Quentin en Yvelines, France). Le débit a été fixé
a 0,2mL/min avec 1L d'eau et d'acétonitrile, contenant 0,1% d'acide formique, pour la phase mobile A
et B, respectivement. Le gradient d'élution a été réalisé comme suit : 0-2 min, 100% A ; 2-15 min
gradient linéaire vers 0% A ; 15-22 min, 0% A ; 22-22,10 min gradient linéaire vers 100% A ; 4 min lavage
d'équilibrage avec 100% A. Les volumes d'injection pour tous les échantillons étaient de 6 UL et la
température de la colonne était réglée a 30°C. les spectres de masses ont été enregistrés en mode
continu (50-1000 m/z) pour les modes d’ionisation positive et négative. L'azote a été utilisé comme
gaz de séchage. La pression du nébuliseur de gaz (azote) était de 40 psi, le débit du gaz de désolvatation
était de 9 L/min et la température de désolvatation était maintenue a 200°C. La tension capillaire était
de 4500 V. Enfin, les logiciels OtofControl v. 3.2 et Hystar v. 3.2 (Bruker Daltonics, Allemagne) ont été
utilisés pour l'acquisition des données. Apres équilibration de la colonne, un échantillon QC a été

injecté tous les 5 échantillons biologiques analysés de maniere randomisée. La randomisation consiste
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a analyser de maniére aléatoire les échantillons biologiques pour éviter tout biais lié a I'ordre

d’injection.
2.2. RMN

Le spectrometre RMN utilisé était un Bruker Avance 1ll 500 MHz équipé d'une sonde prodigy TCI
de 5 mm (Bruker Biospin, France). Une séquence standard de spectroscopie Noesy unidimensionnelle
(noesygpprld avec présaturation de l'eau et gradients) a été utilisée avec une irradiation a faible
puissance de la résonance de I'eau pendant le délai de recyclage de 2 sec et le temps de mélange de
10 msec. Chaque spectre a été enregistré avec 128 scans avec un temps d'impulsion de 90° de 8,70
usec, un niveau de puissance pour l'impulsion de 9,29 dBW et de 50 dBW pour la pré-saturation. Le
temps d’acquisition a été fixé a 3,3 sec et la fenétre spectrale, a 10000 Hz. Tous les spectres RMN ont

été enregistrés a 300 K et finalement traités avec Topspin version 3.5pl5 (Bruker Daltonics, Allemagne).
3. Prétraitement des données brutes
3.1. LC-HRMS

Les données brutes de LC-HRMS ont été traitées sur la plateforme Galaxy-W4M (Giacomoni et
al., 2015). Le package XCMS a été utilisé pour extraire les pics chromatographiques (Smith et al., 2006).
Ce dernir permet I’extraction, la correction de la dérive du temps de rétention et le regroupement des
pics chromatographiques identiques. Un tableau est finalement obtenu avec, pour chaque ion, les
informations suivantes : sa masse précise, a quel temps, a quelles intensités et dans quels échantillons
il a été détecté. Ainsi, deux tableaux de pics (un pour chague mode d'ionisation) ont été obtenus a la
fin du prétraitement, dont les parameétres sont répertoriés en Annexe 1. 1738 et 790 pics ont été
détectés dans les modes d'ionisation positive et négative, respectivement. Dans chaque tableau, la
dérive du signal observée pendant la série d’analyse, due a des phénomeénes tels que I'encrassement
de la source d’ionisation, a été corrigée grace a un modele de régression quadratique non linéaire
(loess) (Dunn et al., 2011). Une série de filtres a ensuite été appliquée, afin d’enlever tous les pics non
fiables ou pouvant correspondre a du bruit analytique. Seuls les pics dont l'intensité dans les
échantillons était, au moins 3 fois supérieure a celle des échantillons vierges (filtration du signal/bruit
supérieur a 3) et avec un coefficient de variation (CV) inférieur a 30 % dans les échantillons QC ont été
conservés. Les pics chromatographiques élués au début (correspondant au volume mort) et a la fin du
gradient chromatographique (lors de la rééquilibration de la colonne) ont également été supprimés
des tableaux. Afin de filtrer la redondance analytique (adduits, isotopes), un seul représentant des
groupes de pics corrélés a plus de 0,8 (corrélation de Spearman) et ayant un temps de rétention
identique a été conservé. Finalement, 1111 pics en mode d'ionisation positive et 481 en mode

d'ionisation négative ont été retenus et utilisés pour les analyses statistiques multivariées.
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3.2. RMN

Chaque spectre (de 0 8 9.5 ppm) de *H-RMN a été divisé par des tranches de 0,01 ppm grace au
logiciel AMIX (version 3.9.14, Bruker, Allemagne). L'intensité du signal de chaque tranche a été
normalisée a I'intensité totale du spectre. Les zones spectrales correspondant a celle du standard. Un

tableau de données constitué de 884 tranches, a été utilisée pour les analyses statistiques.
4. Analyses statistiques univariées et multivariées

La quantité de signaux a analyser étant importante, I'utilisation d’outils statistiques qui
permettent de résumer l'information contenue dans ces signaux est primordiale pour finalement
révéler les empreintes métabolomiques discriminantes entre plusieurs conditions. Pour cela les
analyses multivariées de réduction de la dimensionnalité sont particulierement adaptées. Le principal
intérét de ces méthodes statistiques multivariées est de condenser I'information contenue dans les
variables en quelques nouvelles variables dites latentes qui sont construites a partir de combinaisons
linéaires des variables originales. Les échantillons sont représentés dans un espace réduit appelé «
score plot » ou carte des individus (Figure 35) et regroupés en fonction de leur similarité. A partir de
ce score plot, il est possible de mettre en évidence les variables qui permettent de séparer ou de
regrouper les échantillons. Des modeles descriptifs par 'analyse en composantes principales (ACP) et
des modeles explicatifs comme I'analyse discriminante par les moindres carrés partiels (PLS-DA)

précédés d’un filtre orthogonal (OPLS-DA) ont été construits.
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Figure 35: Cartes des individus obtenues pour les 3 jeux de données.

La carte des individus est obtenue pour chaque analyse : (A) LC-HRMS ionisation positive (B) LC-HRMS
ionisation négative et (C) RMN. Chaque point représente un métabolome de souris (n=8 souris par groupe,
jaune : souris non infectées notées NI, et rouge : souris infectées a C. rodentium notées |).

Dans l'analyse I'OPLS-DA, la question est la suivante : quelles variables sont a I'origine de la
séparation entre les deux groupes ? Il faut donc attribuer des groupes (souris non infectées et
infectées) et ainsi passer d'une approche de modélisation non supervisée (ACP) a une approche de
modélisation supervisée (OPLS-DA).

Fondamentalement, si I'on dispose d’'un jeu de données composés de données quantitatives

(appelées X) qui peuvent étre fortement corrélées (dans notre cas, des métabolites) et que I'on
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souhaite classer des échantillons dans des catégories connues (dans notre cas : souris non infectées et
infectées), la méthode PLS-DA sera a privilégier pour les analyses statistiques. L'objectif avec cette
méthode, est de savoir si les informations quantitatives disponibles sont susceptibles de caractériser,
de maniere suffisamment précise, les échantillons pour les affecter a la catégorie a laquelle ils
appartiennent ; et également si ces informations permettent de classer un nouvel échantillon de
catégorie inconnue a priori. L'OPLS-DA est une modification de la PLS-DA et consiste a séparer la
variance linéairement reliée a la classe Y (groupes controle ou infecté, variable qualitative) de la
variance orthogonale. Dans le but d’améliorer I'interprétation des données ainsi que la séparation des
groupes, un filtre orthogonal a été ajouté (OPLS-DA). Contrairement a la PLS-DA, les ACP construites
pour réduire la dimension de I'espace sont de deux types : la premiere, dite non orthogonale, sert a la
prédiction des groupes et contient la variabilité des variable quantitatives X qui est corrélée aux
groupes Y. La seconde, dite orthogonale est utilisée pour enlever la variance qui n’était pas liée a des
facteurs autres que l'infection (tels que le niveau du comportement de type anxieux, et la sensibilité
colique). Aussi, un modeéle multivarié a été construit, afin de mettre en évidence les variations
métaboliques dus a Iinfection. Chaque modéle est caractérisé par les valeurs de ses paramétres R%X,
R%Y et Q2. Le paramétre R?X représente la variation des variables X qui est expliquée par le modeéle. Si
par exemple R®2X=0.2, cela veut dire que 20% de la variabilité entre les variables X est expliquée par le
modeéle d’infection. Le paramétre R%Y représente |a variation liée aux variables Y (aux groupes) qui est
expliquée par le modeéle. Enfin, le paramétre Q*représente la part de variation des variables qui peut
étre prédit par le modeéle.

Pour chaque modéle OPLS-DA, les variables sont classées de la plus importante a la moins
importante dans la construction du modele grace a leur score VIP (Variable Importance on Projection).
Les variables avec un score VIP>1 ont été choisies pour étre identifiées. Les modeles ont été validés
par des tests de permutation aléatoire de la variable Y des échantillons. Ce critére de permutation
permet de connaitre I'importance des variables X, donc des métabolites, dans la classification. Les
performances de notre modele statistique sont comparées aux performances des modeles dans
lesquels la variable Y a été permutée aléatoirement. Ainsi, nos résultats montrent que les
performances des modéles permutés sont validées (pR?Y < 0,05 et pQ? < 0,05) (Figure 36).

Les analyses univariées permettent de préciser une relation entre deux variables : le
métabolome fécal (variable 1) est-il différent selon le groupe de souris (variable 2) ? L'objectif des
analyses univariées est de répondre a la question : la différence observée entre mes groupes de souris
est-elle une vraie différence ou est-elle due au hasard ?

Les analyses multivariées permettent de prendre en compte les variables d’ajustement et sont
recommandées lorsqu’on cherche a établir un lien statistique entre plusieurs variables. Dans notre cas,

les variables « comportement de type anxieux » et « sensibilité colique » ont été ajoutées.
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Ainsi, les analyses univariées (test de Wilcoxon Mann-Whitney) ont été réalisés sur les VIP les
plus différentiellement exprimées entre les 2 groupes, c’est-a-dire les plus importantes pour

discriminer les groupes controles et infectés.

A pR2Y = 0.001, pQ2 = 0.001 B. pR2Y =0.002, pQ2 = 0.001 C pR2Y =0.001, pQ2 = 0.001
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Figure 36 : Tests de permutations des 3 tables de données.
Les paramétres R%Y et Q? des modéles permutés sont significativement inférieurs a notre modéle statistique
(p-value<0,05). (A) lonisation positive, (B) ionisation négative et (C) RMN.

Les 3 tables de données (LC-HRMS+, LC-HRMS- et RMN) ont été importées séparément dans
le logiciel SIMCA® P+ v16 (Umetrics, Suede) et des modeles statistiques multivariés ont été construits.
Pour chaque table de données, une normalisation ou scaling UV (Unit Variance) a été appliquée. Elle
permet de ramener les variances de toutes les variables a 1 et de s’affranchir de I'effet de la différence

d’intensité des variables dans la construction des modeéles.
5. Analyses des résultats et discussion

En métabolomique non ciblée, 'un des grands challenges est I'identification formelle des

métabolites par LC-HRMS et RMN, étape indispensable pour fournir une interprétation biologique.
5.1. Identification structurelle des métabolites d’intérét
5.1.1.LC-HRMS

La difficulté de cette étape se révele par sa capacité a devoir associer une structure chimique
bien définie, et donc le métabolite correspondant, a un rapport m/z détecté lors de I’analyse. En effet,
méme pour un m/z acquis en haute résolution, plusieurs formules brutes peuvent correspondre et
pour chacune d’entre elles, plusieurs formules développées sont possibles (isoméres de position,
isomeres de structure, etc.). Différents niveaux d’annotations ont été définis, selon le nombre et la
qualité des indices collectés, afin d’évaluer le niveau de confiance de I'identification d’un métabolite
(Sumner et al., 2007, 2014). Les caractéristiques nécessaires pour parvenir au plus haut degré de

confiance dans I'identification d’'un métabolite est illustrée en Figure 37.
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Figure 37 : Etapes nécessaires afin d’identifier et d’augmenter le niveau
de confiance des métabolites quantifiées. Formule chimique
L’analyse du métabolome fécal consiste en une caractérisation des pics
uniques. Chaque métabolite est défini par sa formule chimique en fonction
de ses caractéristiques, puis de sa structure potentielle, avant d’émettre des
hypothéses quant a son identification. Enfin, I'identification formelle permet dentification
de confirmer ces hypothéses, notamment grace aux passages des standards putative
disponibles, dans les mémes conditions que les échantillons.

Structure potentielle
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Identification
formelle

Pour l'identification, les valeurs de m/z mesurées doivent étre comparées avec celles de
composés référencés dans des bases de données internes a la PFEM ou publiques telles que HMDB
(Wishart et al., 2022), KEGG (Kanehisa and Goto, 2000) ou PubChem (Kim et al., 2021). L’ utilisation de
bases de données permet d’associer aux signaux d’intérét une formule brute, correspondant a une
structure chimique, et donc a un métabolite. Il est a noter qu’une valeur de m/z pouvant étre associée
a plusieurs formules brutes, et qu’une formule brute pouvant correspondre a plusieurs structures
chimiques, le nombre de métabolites candidats pour un seul signal est multiple. Afin d’identifier les
variables sélectionnées comme étant importantes dans la séparation entre les échantillons controles
et infectés, par les analyses statistiques décrites précédemment, les échantillons ont été réanalysés et
ont été comparés a des profils de standard afin que l'identification putative soit confirmée. La
séparation chromatographique a été réalisée a I'aide d'une colonne C18 Acquity HSST3 (150*%2,1mm
1,8um, Waters, Saint Quentin en Yvelines, France) dans les mémes conditions que durant le profilage
métabolomique. L'appareil utilisé était constitué d’un systéme LC (UHPLC Ultimate 3000, Thermo
Fisher) couplé a un spectrometre de masse (TimsTOF, Bruker). Le spectrometre de masse a fonctionné
en mode balayage continu (50-1000 m/z). Les ions parents ont été isolés puis fragmentés. Les spectres
MS2 enregistrés ont été comparés a des spectres de fragmentation de molécules standards passées

dans les mémes conditions.
5.1.2.RMN 1D et 2D

Le méme spectromeétre décrit précédemment a été utilisé pour l'identification structurelle des
variables d’intérét en RMN. Les spectres 1D *H étaient les mémes que pour le profilage. Toutes les
expériences 2D homonucléaires (*H-'H COSY, H-'H TOCSY, H-H JRES) et hétéronucléaires (*H-13C
HSQC et HMBC) ont été réalisées avec une détection de phase en quadrature dans les dimensions, en
utilisant le mode de détection état TPPI ou QF dans la dimension indirecte. Pour chacun des 512
incréments dans la dimension indirecte, 2K points de données ont été collectés et 32 ou 64 transitoires

ont été accumulés dans la dimension directe. Un découplage 3C (GARP) a été effectué pendant le
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temps d'acquisition pour les expériences hétéro-nucléaires. Une fonction sinusoidale carrée décalée
de /2 a été appliquée dans les deux dimensions avant la transformation de Fourier. Tous les spectres

RMN ont été enregistrés a 300K. Les spectres sont traités avec Topspin version 3.5pl5.
5.2. Ildentification formelle des métabolites

Afin de réaliser l'identification formelle d’'un composé, avec un niveau 1 de confiance, le
standard analytique correspondant doit étre injecté, dans les mémes conditions analytiques que
I’échantillon et sur le méme appareil. Si la correspondance entre les caractéristiques obtenues et celles
d’un métabolite référencé dans les bases de données est totale, mais que le standard analytique n’est
pas disponible, alors I'annotation (putative) du composé atteint un degré de confiance de niveau 2.
Dans le cas ou cette correspondance est seulement partielle, c’est-a-dire que seule la classe du
métabolite ou une sous-structure de ce dernier sont similaires, une annotation de niveau 3 est
attribuée. Le degré de confiance de niveau 4 est réservé aux métabolites inconnus qui ne sont
référencés dans aucune base de données.

Dans notre exploration métabolomique, seuls les métabolites de niveau 1 et 2 ont été
conservés. Ces derniers sont répertoriés et regroupés par famille, dans le Tableau 4. Cette analyse
large et non dirigée a permis de mettre en évidence des niveaux perturbés de métabolites entre les
souris non infectées et infectées (Annexe 2), notamment :

- 8 dipeptides (acide phénylalanyl-glutamique, glycyl-proline, asparaginyl-proline, thréonyl-
leucine, phénylalanyl-proline, tyrosyl-proline, tyrosyl-proline, isoleucyl-leucine, alanyl,
leucine)

- 14 acides aminés (phénylalanine, Trp, hypoxanthine, méthionine, isoleucine, valine,
thréonine, tyrosine, leucine, glutamine, arginine, alanine, citrulline, choline)

- 2 nucléosides (uridine, uracile)

- 11 acides organiques (malate ; hippurate, acide pipecolinique, acide 4-aminobenzoique,
succinate, acide sébacique, acide azelaique, acide 4-hydroxybenzoique, propanoate,
formate, acide urocanique)

- 1 vitamine (acide nicotinique)

- 2 saccharides (glucose, ribose)

- 1 acide biliaire (acide cholique)
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Formule ChEBI ID KEGG ID HMBD ID Nom générique Niveau

Cy4HgN, 05 74712 HMDB0028994  Acide phénylalanyl-glutamique 1
CH,N,0, 70744 HMDB0000721 Glycyl-proline 1
CHysN,0, HMDB0028739 Asparaginyl-proline 1
CyoHyoN,0, 74860 HMDB0029065 Thréonyl-leucine 1
Cy,HigN, O, 74750 HMDB0011177 Phénylalanyl-proline 1
CHisN,0, HMDB0029113 Tyrosyl-proline 1
C,H,N, 0, HMDB0028911 Isoleucyl-leucine 1
Cy,HyN, 0, 73531 C11332  HMDB0028933 Alanyl-leucine 1
I sooeams ]
GH;NO, 17295 C00079  HMDB0000159 L-phénylalanine 1
C1HLN,0, 16828 C00078  HMDBO0000929 L-tryptophane 1
CsH;3NO, 17368 C00262  HMDB0000157 Hypoxanthine 1
CH,N,O 16643 C00073 HMDB0000696 L-méthionine 1
C,H.NO, 17191 €00407  HMDB0000172 L-isoleucine 1
CH;NO, 16414 C00183  HMDB0000883 L-valine 1
C;H;NO, 16857 C00188  HMDB0000167 L-thréonine 1
CoH,,NO, 17895 C00082  HMDBO0000158 L-tyrosine 1
CsHysNO, 15603 C00123  HMDB0000687 L-leucine 1
CsHyoN,0; 18050 C00064  HMDB0000641 L-glutamine 1
CsHuN,O, 16467 C00062  HMDB0000517 L-arginine 1
CH;NO, 16977 C00041  HMDBO0000161 L-alanine 1
CHiN:0, 16349  C00327  HMDB0000904 Citrulline 1
CH,NO 15354 C00114  HMDB0000097 Choline 1
[ waws =~
CoH;,N, 0 16704 C00299  HMDBO0000296 Uridine 2
C,H;N,0, 17568 C00106  HMDB0000300 Uracile 1
o mmmmmm
C,HgOs 30797 C00149  HMDB0000156 Malate 1
C;HyNO, 18089 C01586  HMDB0000714 Hippurate 1
CsH:NO, 17964 C00408  HMDB0000070 Acide pipecolinique 1
CHgNO, 17836 HMDB0304171 Acide 4-aminobenzoique 1
D), 15741 C00042  HMDB0000254 Succinate 1
CioHi1s0, 41865 C08277  HMDB0000792 Acide sébacique 1
C,Hys0, 48131 C08261  HMDB0000784 Acide azelaique 1
CHeO, 30763 C00156  HMDB0000500 Acide 4-hydroxybenzoique 1
C;H:0, 30768 C00163 HMDB0000237 Propanoate 1
CH,0, 30751 C00058  HMDB0000142 Formate 1
CsHgN,0, 30817 C00758  HMDB0000301 Acide urocanique 1

CsHsNO, 15940 C00253  HMDB0001488 Acide nicotinique

CeHy,05 15903 C00221  HMDB0000122 D-glucose 1

CoHyoOs 47013  C00121  HMDBO0000283 D-ribose 1

Cy4Hy00s 16359 C00695  HMDBO0000619 Acide cholique 1

Tableau 4 : Métabolites identifiés de maniéere formelle.
Métabolites modifiés entre les souris contrdles des souris infectées a C. rodentium, obtenues en analyses
LC-HRMS et RMN.
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Les tables de corrélations de Spearman entre les intensités des métabolites, réalisées sur la
plateforme W4M, ont permis d’apprécier les différences de variations des métabolites, chez les souris
controles (Figure 38A) et les souris infectées par C. rodentium (Figure 38B).

A. Colored correlation table
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Figure 38 : Table de corrélation de Spearman des métabolites identifiées.

Tables de corrélations des intensités des métabolites des souris (A) non infectées, et (B) infectées a C.
rodentium. Les métabolites corrélés positivement entre eux sont représentés en vert et en rouge lorsqu’ils
correlent négativement. Les encadrés représentent une augmentation des métabolites chez les infectées
spécifiquement dans le métabolisme des dipeptides (rouge), des acides aminés (bleu) et des autres acides
organiques (orange).
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Le groupe de souris contréles présente un profil de corrélation différents du groupe de souris
infectées, notamment pour le métabolisme des acides aminés, des dipeptides et des acides
organiques identifiés. Chez les souris non infectées, lorsqu’un acide aminé augmente, I'autre diminue,
ce qui confirme que le métabolisme de ces derniers est optimal. En revanche, cette dégradation n’est
pas retrouvée chez les souris infectées, et lorsqu’un acide aminé augmente, I'autre également. Ces

tables indiquent donc des perturbations métaboliques induites par I'infection a C. rodentium.
5.3. Enrichissement des ensembles de métabolites

Les caractéristiques identifiées et leurs aires de pic ont été analysées a I'aide de I'outil d'analyse
d'enrichissement des ensembles de métabolites basé sur le Web, via le logiciel MetaboAnalyst 5.0
(Figure 39). Une altération métabolique est dévoilée avec un fort impact de la voie de viosynthése de
la phénylalanine, de la tyrosine et du tryptophane, du métabolisme de la phénylalanine, des pyridines

mais aussi du tryptophane.
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Figure 39 : Modifications du métabolome fécal chez les souris infectées par C. rodentium pendant la

période post-infectieuse.
Afin de caractériser plus précisément les modifications des voies métaboliques 24 JPI, les métabolites

différenciés ont d'abord été annotés avec KEGG (www.genome.jp/kegg/) puis analysés a I'aide du logiciel
MetaboAnalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/). Toutes les voies correspondantes sont
représentées par des cercles. La couleur de chaque cercle est basée sur le nombre de métabolites identifiés
engagés dans la voie (les couleurs plus sombres indiquent un nombre de métabolites plus important dans la
voie correspondante), tandis que la taille du cercle correspond au score de perturbations de la voie.

5.4. Discussion : Interprétation biologique des résultats obtenus

Afin d’interpréter nos résultats avec une signification biologique, les métabolites d’intérét ont
été replacés dans les voies métabolique. La représentation des interconnexions dévoile que les
métabolites permettant de discriminer les groupes contrbles et infectés sont majoritairement
retrouvés dans le métabolisme des acides aminés, des pyrimidines, et des cycles de I'urée et de Krebs

(Figure 40).
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Figure 40 : Repositionnement des métabolites perturbés dans les voies biologiques.
Cette représentation permettant d’apprécier les métabolites identifiés formellement dans le modele
d’infection a C. rodentium (en gras), a été obtenue a I'aide du logiciel MetaboAnalyst 5.0.

Les analyses de RMN et de LC-HRMS suggerent une hyper-métabolisation des acides aminés
chez les animaux infectés, par rapport aux contrdles. Des études récentes proposent que |'absorption
de divers acides aminés, ainsi que la capacité a métaboliser les substrats alimentaires sont altérées
chez les patients atteints du Sll (Ponnusamy et al., 2011; Ahluwalia et al., 2021), ce qui corrobore nos
observations. Cette augmentation de métabolisme peut suggérer une augmentation des processus de
renouvellement des cellules épithéliales liés a l'inflammation a bas bruit, tels que la dégradation du
collagéne (Yamamoto et al., 2019), une malabsorption potentielle des acides aminés (Ponnusamy et
al., 2011), une augmentation du catabolisme des protéines par le microbiote intestinal (Shankar et al.,
2015) ou méme un efflux accru d'acides aminés. Des travaux ont rapporté que les bactéries fermentant
les acides aminés incluant Clostridium, Fusobacterium et Peptostreptococcus, pourraient moduler leur
distribution dans le tractus gastro-intestinal et que des concentrations modifiées d'acides aminés
peuvent révéler des changements dans le métabolisme énergétique (Dai, Wu and Zhu, 2011).

L'hypoxanthine qui est une forme métabolique des purines connue pour favoriser le
développement de la barriére intestinale (Lee et al., 2018), semble également augmentée dans les
surnageants de féces des souris infectées. Cela peut indiquer une prolifération ou dégradation des
cellules bactériennes et/ou épithéliales (J. Scott Lee et al., 2020), ce qui est en accord avec I'étude
histologique de notre étude, montrant le développement d’une hyperplasie intestinale induite par
I'infection a C. rodentium. Les patients atteints du Sl présentent des taux d'hypoxanthine modifiés,
mais les données encore rares et quelque peu contradictoires soulignent la complexité de cette voie
métabolique et suggérent qu'elle pourrait étre importante pour les mécanismes sous-jacents du Sll
(Jae Soung Lee et al., 2020; Mars et al., 2021).

Dans notre étude, nous avons observé une augmentation de la disponibilité de phénylalanine

chez les souris infectées en comparaison aux souris contrdles. La phénylalanine est un acide aminé
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aromatique qui sert de précurseurs aux neurotransmetteurs monoamines tels que la dopamine ou la
sérotonine. Par conséquent, les facteurs physiologiques qui influencent les réserves cérébrales du Trp
ou de la phénylalanine, influencent leur taux de conversion en neurotransmetteurs avec des
conséquences sur le comportement de I'hote (Fernstrom and Fernstrom, 2007). De plus, les
biosynthéses de la phénylalanine, de la tyrosine et du Trp ont été détectés comme étant impliqués
dans les voies métaboliques les plus pertinentes influencées dans un modele de rat mimant le Sll (Hu
et al., 2021). L'influence du métabolisme du Trp, en particulier les métabolites de la voie de la
kynurénine, sur la fonction cérébrale et les troubles du comportement tels que I'anxiété, la dépression
ainsi que les performances cognitives et la perception de la douleur viscérale, a fait I'objet d'un nombre
d'études croissant (Schwarcz et al., 2012; Stone and Darlington, 2013; Moloney et al., 2016a; Natividad
et al., 2018; Osadchiy et al., 2020; Benech, Rolhion and Sokol, 2021). L’ensemble de ces études
conforte les résultats quant a la présence d’un hyper-métabolisme des acides aminés dans le
métabolome fécal des souris infectées a C. rodentium en période post-infectieuse.

Une altération du métabolisme énergétique illustrée par une augmentation des molécules
impliquées dans le cycle de Krebs, telles que le succinate, et le malate a été observée dans notre étude
dans les surnageants fécaux des souris infectées par rapport au contréles, ce qui semble corrobore les
résultats de la littérature (Ponnusamy et al., 2011). Ces résultats suggérent la présence d’'une
augmentation du métabolisme énergétique pouvant étre a l'‘origine du développement de
I’hyperplasie observée dans le modéle murin d’infection a C. rodentium.

De plus, nous avons retrouvé une réduction de la vitamine B3 (acide nicotinique) chez les souris
infectées, qui peut étre directement produite et sécrétée par les bactéries intestinales appartenant au
phylum des Firmicutes et déclencher une activité anti-inflammatoire et ainsi présenter des effets
protecteurs contre les mécanismes neurodégénératifs (Moretti and Peinkhofer, 2019). Une diminution
de la disponibilité de la vitamine B3 pourrait influencer la fonction de la mémoire, les troubles cognitifs
et la dépression, et sont essentielles a la fonction neuronale (Mikkelsen, Stojanovska and
Apostolopoulos, 2016). Dans le modele d’infection a C. rodentium, des déficits cognitifs ont été
observés. Des analyses du profil métabolique spécifique des vitamines seront réalisées dans ce modele
(Varaeva et al., 2018).

L'hippurate est un conjugué de la glycine de I'acide benzoique formé dans les mitochondries du
foie et des reins, ainsi que par le métabolisme bactérien intestinal des composants alimentaires,
principalement les polyphénols, en benzoates (Pallister et al., 2017) Il a récemment été associé
positivement a une plus grande diversité du microbiote intestinal et une augmentation de la richesse
de genes du microbiote (Brial et al., 2021). Il est a noter que ce métabolite présente une tendance a
I"augmentation dans notre modele de souris post-infectées a C. rodentium, tandis qu’une diminution

de la richesse bactérienne est observée. Cependant, peu de données sont disponibles dans la
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littérature concernant ce métabolite et la nature des espéces bactériennes le produisant. D’autres
investigations sont alors nécessaires pour expliquer cette variation.

L’acide cholique est un acide biliaire primaire libérés en réponse a l'ingestion d'aliments. Nos
résultats révelent une tendance a I'augmentation de I’acide cholique dans les surnageants de feces
des souris infectées par rapport aux témoins. Ce résultat est cohérent avec une perturbation de la
réabsorption et/ou de la métabolisation des acides biliaires primaires par les bactéries du microbiote
déja observée chez les patients atteints de Sll (Dior et al., 2016; Sagar et al., 2020). En revanche, dans
une étude clinique récente réalisée sur des patients souffrant de SIl comparativement a des sujets
sains, bien que le métabolisme des acides biliaires primaires et secondaires ait été perturbé, aucune
modification de I'acide cholique n’a été observée (Kamp et al., 2021). Les acides biliaires influencent
la consistance des selles, le temps de transit colique (Bajor et al., 2015; Dior et al., 2016) et agissent
comme des composés de signalisation impliqués dans le maintien de la fonction de barriere intestinale,
la modulation des réponses inflammatoires, la stimulation de la motilité intestinale et 'HSVC (Alemi et
al., 2013; Behr et al., 2019; Hollister et al., 2019; Rutsch, Kantsjé and Ronchi, 2020; Song et al., 2020).

Chacun de ces facteurs a été associé a la pathophysiologie du SlI-Pl.
6. Conclusion

Notre analyse de métabolomique non dirigée semble décrire un microenvironnement fécal
différent entre les souris infectées a C. rodentium en période post-infectieuse et les souris controles,
caractérisé par une altération du métabolisme des acides aminés, du métabolisme énergétique et du
cycle de I'urée. La grande variabilité interindividuelle, ainsi que le faible nombre d’échantillons utilisés
(n=8 souris par groupe) lors de cette approche de métabolomique non dirigée, expliquent que nos
résultats ne rapportent que des tendances, et ne soient pas statistiquement significatifs. D’apres une
étude, moins de 20 % des signaux d’intérét sont généralement annotés lors des analyses de
métabolomiques non dirigées (BlaZzenovi¢ et al., 2018). Par conséquent, l'identification des
métabolites non-annotés inconnus, est un enjeu majeur pour une meilleure connaissance du
métabolome de ce modele. Nous souhaitons donc réitérer cette expérimentation afin d’ajouter des
standards analytiques et élargir nos identifications putatives a différentes bases de données
disponibles. Une étude métabolomique ciblée sur les voies décrites ci-dessus (des métabolismes des
acides aminés et des bases pyrimidines et des cycles de I'urée et de Krebs) est maintenant envisagée,
dans le but d’observer de maniere plus précise et plus sensible ces perturbations potentielles. Cette
étude fournirait des informations fonctionnelles supplémentaires afin de renforcer la signification
biologique d'un microenvironnement intestinal distinct, dans notre contexte de SlI-Pl. Notre étude

ciblée sur la voie du tryptophane a montré la précision et I'intérét de ces études ciblées.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

Modeéle murin d’infection a C. rodentium : un outil prédictif pour I'étude de la
physiopathologie du SlI-PI

Le sujet principal de mon projet de thése était d’étudier I'impact des infections intestinales
transitoires et chroniques sur le comportement et le « bien-étre » de I'h6te. Ainsi, la premiére partie
de ce travail s’est focalisée sur la mise en place du modele d’infection a C. rodentium et sur la
caractérisation des perturbations développées ou maintenues malgré I'élimination de I'agent
pathogéne en termes de défauts de l'intégrité intestinale, des interactions entre le microbiote et
I’'hote, de la sensibilité viscérale d’origine colique et des troubles du comportement. Un patient sur dix
présentant un épisode de gastro-entérite développe un Sll, avec une persistance des douleurs
abdominales pendant plusieurs mois, voire plusieurs années (Thabane et al., 2007; Spiller and Garsed,
2009; Marshall et al., 2010; Klem et al., 2017). La raison de cette persistance des symptomes malgré la
résolution de I'infection entérique chez un sous-groupe de patients est encore inconnue. Ces infections
sont majoritairement dues a des Entérobactéries pathogenes comme les EHEC ou EPEC (Barbara et al.,
2019). Citrobacter rodentium est une bactérie pathogene murine, a Gram négatif, extracellulaire et
non invasive, faisant partie de la famille des Entérobactéries. Une étude précédente a montré une
hyperexcitabilité des neurones afférents coliques jusqu’a 30 JPI chez des souris infectées par C.
rodentium (Ilbeakanma et al., 2009) suggérant une hypersensibilité persistante tandis que d'autres
rapportent un phénomene transitoire qui disparait lors de la résolution de I'infection (Mondelaers et
al., 2016). La sensibilisation des fibres afférentes dans ce modéle peut étre modulée par des inhibiteurs
de protéases uniquement lorsque les animaux sont soumis a un stress chronique ou aigu (test
d'évitement de I'eau) (lbeakanma et al., 2011; Spreadbury et al., 2015b). Ces résultats suggerent le
role de facteurs autres qu’infectieux, dont le stress, dans le maintien de cette hypersensibilité,
corroborant, ainsi, des données de la littérature impliquant le stress comme facteur de risque pour le
développement d’'une HSVC (Larauche et al., 2010; Larauche, Mulak and Taché, 2011; Moloney et al.,
2016a; Paniagua et al., 2020). Ce modéle murin présente donc de nombreux avantages, tels que
I'utilisation d'un pathogene bactérien qui ressemble étroitement a celui impliqué dans le SlI-Pl chez
'Homme, le développement, en période post-infectieuse, d'une hyperalgésie mais aussi des
perturbations cognitives déja démontrées auparavant tels que des troubles de la mémoire (lbeakanma
et al., 2009, 2011; Gareau et al., 2011; Barbara et al., 2019; Martins and Cuesta, 2021). Le suivi de
I'infection tout au long de nos expériences par dénombrement dans les féces nous a permis de définir

le début de la période post-infectieuse a 16 JPI, ce qui est cohérent avec les données précédentes
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utilisant a la fois une méthode de dénombrement fécal similaire, mais aussi un suivi de colonisation
par imagerie par bioluminescence (Wiles et al., 2004; Collins et al., 2014; An et al., 2021).

Dans notre étude, une HSVC persistante consécutive a l'infection a été observée jusqu’a 24 JPI
chez des souris non exposées a un facteur stressant. Nos résultats confirment ainsi I'intérét de ce
modele pour I'étude des douleurs viscérales induites par un épisode infectieux préalable (Mondelaers
et al., 2016; Barbara et al., 2019; Wang et al., 2021). Néanmoins, les douleurs abdominales ressenties
par les patients atteints du SlI-PI peuvent perdurer plusieurs mois a plusieurs années apres la
résolution de I'infection alors que nos tests ont été réalisés 8 jours apres la clairance du pathogéne.
Afin de prouver la pertinence de notre modéle, nous avons donc mesuré la sensibilité colique des
animaux a des temps plus tardifs : 32, 46 et 72 JPI. L’analyse de la sensibilité colique des souris infectées
par C. rodentium montre un accroissement de la pression intracolique, utilisée comme marqueur de
sensibilité viscérale, qui semble persister jusqu’a 72 JPI, en particulier pour de fortes stimulations de
la paroi colique (Figure 41). Bien que le nombre de souris a 72 JPI soit fortement réduit, I'analyse
globale de I’évolution de la sensibilité colique par le calcul des AUC suggéere une hypersensibilité des
souris infectées pour chaque point de cinétique étudié indiquant la chronicisation de I’"HSVC dans ce
modele (Figure 42). Cependant, la répétition du test de DCR semble mal tolérée chez les souris a long
terme et pourrait donc constituer un biais expérimental. En effet, le nombre d’animaux était réduit de
moitié au fil des semaines (n=11-12 souris par groupe a 24 JPI et n=5-6 souris par groupe a 72 JPI)
diminuant, de fait, la puissance statistique des derniéres expérimentations. De plus, chez les animaux
ayant suivi la totalité du protocole, le développement d’une potentielle sensibilisation, induite par des
DCR répétées plusieurs semaines de suite, ne peut étre exclu, bien que la sensibilité des animaux
contrdles reste stable au cours du temps. Pour s’affranchir de ce biais et accroitre les effectifs
expérimentaux, différents groupes de souris seront infectées par C. rodentium et ne subiront qu’une
analyse de la sensibilité colique a un temps donné post-infection. Cette nouvelle expérience offrira
également I'occasion d’étudier les profils métaboliques des animaux en fonction de leur niveau de
sensibilité colique afin d’identifier un biomarqueur durable de ce symptéme. Des études préliminaires
du métabolome fécal a 24 JPI sont actuellement en cours d’analyse, et seront discutées dans ce

manuscrit.
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Figure 41 : Analyse de la chronicité de 'HSVC post-infectieuse dans le modele d’infection par C. rodentium.
La sensibilité coligue des animaux a été analysée au travers de la mesure des variations de la pression intra-
coligue en réponse a des DCR. (A) Variations de la pression intra-colique mesurées en réponse a des DCR a 24,
32, 46 et 72 JPI et (B) les AUC correspondantes. Les résultats sont présentés comme étant les moyennes +
SEM. Les cercles blancs représentent les animaux appartenant au groupe contréle tandis que les cercles noirs
correspondent aux animaux infectés par C. rodentium. Chaque point représente un animal. Les données
présentées sont représentatives d’une expérimentation. *p<0,05 ; **p<0,01.
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Figure 42 : Cinétique du caractére sensible des animaux contrdles et infectés par C. rodentium.

La sensibilité colique des animaux a été analysée au travers de la mesure des variations de la pression intra-
coligue en réponse a des DCR. Les aires sous la courbes totales (entre 20 et 80 mmHg) ont été calculées pour
chaque souris aux différents temps (24, 32, 46 et 72 JPI) pour (A) les animaux contréles (n=5) et (B) les
animaux infectés (n=6). (C) L’analyse globale des souris infectées comparativement aux controles montre le
développement d’'une HSVC a 46 et 72 JPI chez les animaux infectés. Les résultats sont présentés comme
étant les moyennes + SEM. Les cercles blancs représentent les animaux appartenant au groupe controle
tandis que les cercles noirs correspondent aux animaux infectés par C. rodentium. Chaque point représente
un animal. Les données présentées sont représentatives d’une expérimentation. *p<0,05 ; ***p<0,001.

Les symptomes intestinaux développés a la suite d’une infection ou d’une colite sont souvent
associés a des troubles du comportement (Defaye et al., 2020). De plus, la douleur chronique est
cliniguement associée au développement de troubles affectifs (Romero-Sandoval, 2011). Le
développement de comportements de type anxieux associés a I’'HSVC a plusieurs fois été rapporté
dans des modeéles de colites chroniques post-inflammatoires et post-infectieuses, confirmant ainsi nos
travaux (Lyte et al., 2006; Salameh et al., 2019; Wei et al., 2019). De méme, nos résultats issus des
tests de reconnaissance d’objets et de lieux (NOR/NLR novel object recognition/novel location
recognition) et le test du labyrinthe en Y (Y maze), montrent une altération des performances
cognitives dans ce modele, en accord avec la littérature (Gareau et al., 2011; Gareau, 2014). En
revanche, aucun comportement lié a la dépression n'a été démontré au cours des tests de suspension
par la queue et de nage forcée dans notre modele. Ce constat confirme la pertinence de I'infection par
C. rodentium dans I'étude des comorbidités associées au Sll puisque, parmi les patients atteints du SlI
se rendant dans les services de Gastroentérologie, seulement 25% présentent un syndrome dépressif
contre 44% de I'anxiété (Midenfjord et al., 2019). Dans un modéle de douleur neuropathique, une
évaluation des troubles cognitivo-émotionnels dans le temps montre que les souris développent des
comportements liés a I'anxiété 4 semaines aprées l'induction de la neuropathie, et des comportements
liés a la dépression aprés 6 a 8 semaines (Yalcin et al., 2011). Ces résultats suggérent que I'anxiété
apparaitrait avant la dépression. Il nous semble donc important d’utiliser notre modeéle a plus long
terme afin d’observer si des comportements de type dépressif pourraient apparaitre plus tardivement.
Ces expériences seront réalisées en paralléle de I’évaluation de la sensibilité colique a long terme décrit

précédemment.
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Impact de la voie AhR/IL-22 sur ’lhoméostasie intestinale : implications dans

la physiopathologie du SlI-PI

1. Role du microbiote intestinal et de ses métabolites

Des modifications dans la production ou la disponibilité des molécules issues du métabolisme
du microbiote ou du co-métabolisme hote-microbiote, peuvent entrainer des altérations des voies
impliquées dans la physiologie intestinale de I'h6te (Vernocchi, Del Chierico and Putignani, 2016). Ces
dernieres années, de nombreuses études se sont penchées sur le réle des métabolites intestinaux dans
la physiopathologie du Sll (Zhang et al., 2019; Jae Soung Lee et al., 2020).

Dans notre étude, I'analyse du microbiote associé a la muqueuse colique a montré que
I'infection par C. rodentium induit une dysbiose présentant des similitudes importantes a celles
observées chez les patients atteints du SlI-Pl ajoutant a la pertinence de ce modeéle d’étude (Jeffery et
al., 2012; Rodifio-Janeiro et al., 2018). Des altérations fonctionnelles du microbiote ont aussi été
révélées méme apres I'élimination du pathogene. Une augmentation de la production des AGCC totaux
a été mise en évidence et confirme les données cliniques et précliniques du Sll (Rodifio-Janeiro et al.,
2018; Osbelt et al., 2020). L’analyse de métabolomique dirigée montre également des perturbations
fonctionnelles quant au métabolisme du Trp, indépendamment de la voie sérotoninergique. En effet,
la régulation des voies indole/AhR et kynurénine/IDO est altérée par l'infection. L’activité de AhR et |a
guantité de ses ligands sont réduits en période post-infectieuse. L’'ensemble de ces modifications
fonctionnelles du microbiote intestinal nous a permis d’étendre notre étude a une analyse du
métabolome globale, sans a priori, mettant en évidence un profil métabolique fécal distinct des souris
controdles. Des altérations du métabolisme des acides aminés, du métabolisme énergétique et du cycle
de l'urée ont notamment été décrites, bien que de nombreux métabolites restent non-identifiés et
pourraient avoir également une incidence dans ce modele. Ces voies pourront étre étudiées a I'aide
d’analyses métabolomiques dirigées afin de gagner en sensibilité. Une nouvelle analyse du
métabolome dans le modeéle d’infection a C. rodentium sera réalisée prochainement, avec I'ajout de
standards analytiques permettant d’augmenter le degré de confiance des métabolites identifiées. Cela
permettra également d’apprécier la reproductibilité des perturbations induites par l'infection au
niveau du métabolome fécal.

Aprés avoir mis en évidence des modifications du métabolome d’une part et le développement
de symptdmes intestinaux d’autre part, il s’agit désormais de caractériser I'influence du microbiote sur
I'apparition des troubles sensori-moteurs dans ce modele. Afin de mieux apprécier I'implication du
microbiote intestinal dans le développement et/ou le maintien des symptémes du SII-Pl, le transfert

de microbiote fécal des souris post-infectées est envisageable dans des souris axéniques. Nous

156 |



| Discussion & Perspectives

pourrions ainsi étudier la résilience du microbiote a différents temps de la phase post-infectieuse chez
les animaux donneurs et sa capacité a générer des symptomes douloureux et anxieux chez les animaux
receveurs. Cependant I'utilisation de souris axéniques présente de nombreuses limites notamment
dues au fait qu’elles ne disposent pas d’un épithélium intestinal mature, ou encore qu’elles présentent
un développement neuronal altéré. Une alternative serait I’administration d’un cocktail
d’antibiotiques a large spectre pour éliminer la majorité du microbiote avant la TMF mais cette
approche ne permet pas une déplétion compléte. Nous envisageons donc plutot 'utilisation d'un
modéle de souris gnotobiotique Oligo-MouseMicrobiota (Oligo-MM?*?) dans lequel une communauté
bactérienne minimale est établie chez des souris axéniques, en I'absence de perturbation de la
maturation des systémes immunitaire, nerveux et intestinal (Brugiroux et al., 2016). Nous souhaitons
utiliser ces souris comme receveuses du microbiote fécal des souris infectées hypersensibles a la suite
d’une infection a C. rodentium. Ainsi, si le caractére sensible et/ou anxieux de souris infectées a C.
rodentium peut étre transmis par cette approche, I'implication du microbiote sera directement
prouvée. De nombreuses études suggerent également des troubles du transit induits par certaines
bactéries appartenant aux Firmicutes, ou encore des Entérobactéries (Jeffery et al., 2012; Giamarellos-
Bourboulis et al., 2015; Ahluwalia et al., 2021). Ce symptdme n’a pas été étudié dans notre projet mais
il serait important d’intégrer ce parameétre a nos prochains travaux afin de confirmer I'intérét de ce
modele.

En conclusion, I’association des données sur le microbiote et les métabolites fécaux chez des
sujets atteints de Sll en fonction des symptomes semble aujourd’hui indispensable afin de comprendre
les défauts de I'axe microbiote-intestin-cerveau dans ce syndrome. De plus cette approche
combinatoire pourrait étre envisagée comme un futur outil de diagnostic non invasif. A I'échelle
préclinique, ces études d’associations entre la composition et les fonctions du microbiote dans notre
modeéle murin seront réalisées prochainement au laboratoire. Il serait intéressant d’évaluer le transit
des souris post-infectées a C. rodentium afin de définir des biomarqueurs spécifiques aux troubles du
transit. Une étude clinique combinant les deux approches est envisagée afin d’identifier et de
développer des biomarqueurs et d’améliorer le diagnostic et le traitement des patients souffrant de

SII-PI.

2- Role des AhR et de ses ligands

Les métabolites du Trp dérivés du microbiote tels que les indoles, sont impliqués dans le
maintien de 'homéostasie de la fonction neuronale (Crumeyrolle-Arias et al., 2008; Jaglin et al., 2018;
Mir et al., 2020), intestinale et microbienne de I’h6te (Blacher et al., 2017; Agus, Planchais and Sokol,

2018). De nombreux dérivés de l'indole d'origine microbienne sont des ligands pour AhR (Hubbard,
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Murray and Perdew, 2015; Alexeev et al., 2018; Sadik et al., 2020) et présentent des propriétés
bénéfiques, tels que le maintien de l'intégrité de la barriere épithéliale intestinale, la régulation de
I'inflammation et de I'immunité de I'h6te. (Bansal et al., 2010; Shimada et al., 2013; Lamas et al., 2016;
Sonowal et al., 2017; Wlodarska et al., 2017; Bhattarai et al., 2018; Galligan, 2018; Jennis et al., 2018;
Konopelski et al., 2019; Kurata et al., 2019). Certaines espéces commensales sont capables de produire
ces ligands AhR et notamment les Lactobacillus dont I'abondance est réduite en période post-
infectieuse dans notre modeéle (Wikoff et al., 2009; Zelante et al., 2013). En outre, nos travaux
indiguent une réduction de I'activité de AhR, associée a une plus faible quantité de ligands disponibles
au niveau fécal dans le groupe infecté par C. rodentium par rapport aux contrdles. Des études
antérieures ont montré qu’une diminution de I'activité de AhR, associée a une plus faible production
de ses ligands par le microbiote intestinal, entraine une diminution d’expression de I'lL-22 qui joue un
role dans le maintien de ’homéostasie intestinale en réponse a une infection (Sonnenberg, Fouser and
Artis, 2011; Stelter et al., 2011; Natividad et al., 2018).

Pour aller plus loin dans I'implication de cette voie, la quantification des métabolites du Trp
(dans les 3 compartiments initialement testés, a savoir sérique, fécal et caecal) et de I'activité de AhR
fécale pourra étre effectuée sur des souris infectées par C. rodentium a différents moments apres la
résolution de l'infection gastro-intestinale. Ainsi, des corrélations pourront étre effectuées entre les
niveaux des métabolites dérivés du Trp et les différents symptomes de type HSVC et troubles du
comportement (anxiété et cognition). Dans notre étude, I'analyse plus spécifique de chaque
métabolite de la voie de I'indole a montré une diminution significative du tryptophol dans les féces et
dans le sérum des souris infectées. Le dosage de I'activité de AhR aprés une stimulation avec des doses
croissantes de tryptophol a montré une activation de ce récepteur par le métabolite. Ce résultat
suggere un role critique de ce métabolite dans la physiopathologie de notre modele. Une étude
translationnelle sur des prélevements de feces de patients pourrait étre effectuée afin de vérifier si le
taux de tryptophol est diminué dans le SlI-Pl par rapport a des sujets sains et s’il est corrélé a des
perturbations sensori-motrices ou cognitives particulieres. Dans notre modéle murin, I'impact d’une
supplémentation en tryptophol sera envisagée (600 mg/kg) par administration orale toutes les 12
heures (Scott, Fu and Chang, 2020) afin d’établir une piste pharmacologique pour le traitement des
troubles sensoriels et comportementaux.

D’autres stratégies peuvent étre élaborées dans le but de rétablir les taux de ligands AhR en
conditions pathologiques offrant, ainsi, des options thérapeutiques diverses. Une supplémentation en
Lactobacillus reuteri qui posséde une grande capacité de production de ligand AhR, une
supplémentation alimentaire en pro-ligand de AhR, indole-3-carbinol (I3C) (200mg/kg de souris),
capable de générer FICZ (ligand de haute affinité pour AhR) ou une activation de la voie de signalisation

d’AhR par injection intrapéritonéale d'agonistes AhR tels que le 3-méthyl-cholanthréne (3MC) (26,5
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mg/kg de souris) pourront étre réalisées pendant la période post-infectieuse (Bjeldanes et al., 1991;
Stejskalova, Dvorak and Pavek, 2011; Natividad et al., 2018; Obata et al., 2020).

Le Trp module I'inflammation et la composition du microbiote (Lamas et al., 2016, 2018; Agus,
Planchais and Sokol, 2018). Dans un modeéle murin de colite, il a été montré qu’un régime
complémenté en Trp modifiait certaines populations bactériennes du microbiote intestinal, améliorant
ainsi les symptémes tout en augmentant I'expression de I'lL-22 au niveau colique (Islam et al., 2017).
L'utilisation d’un tel régime dans notre modele est cependant compromise, compte tenu du fait que
seules certaines voies de dégradation du Trp soient perturbées, et non la quantité de Trp disponible.

Enfin, pour compléter nos études sur le microbiote et sa fonctionnalité, nous pourrions mesurer
I'activité tryptophanase d’extraits fécaux des animaux de nos différentes études. L’activité de cette
enzyme intervenant dans la production d’indole a partir de tryptophane pourrait étre dosée (Kimura
et al., 1992) dans notre modele afin de déterminer si la diminution de la régulation de la voie indole
observée pourrait étre due a un défaut de catalyse. Rétablir 'abondance relative des bactéries
présentant une activité tryptophanase est une piste que nous souhaitons aussi explorer. La dysbiose
observée chez nos souris infectées par C. rodentium est caractérisée par une réduction de
Lactobacillus, en période post-infectieuse et plusieurs études ont démontré un effet bénéfique de ces
souches probiotiques chez les patients atteints de Sl (Preston et al., 2018; Hojsak, 2019; Lewis et al.,
2020; Skrzydto-Radomarnska et al., 2020). Ces bactéries possédent la capacité de métaboliser le
tryptophane en ligands AhR grace a leur activité enzymatique tryptophanase (Wikoff et al., 2009;
Zelante et al., 2013). Ainsi, une supplémentation en prébiotiques agissant sur la croissance de ces
bactéries, ou en probiotiques de souches Lactobacillus pourrait permettre de rétablir la dysbiose

intestinale et/ou les perturbations du métabolisme du Trp.

3- Role de I'lL-22 dans la modulation du microbiote intestinal

Dans notre étude, I'augmentation des taux d’IL-22 intestinale par vectorisation bactérienne
améliore la sensibilité colique, les comportements de type anxieux et les capacités cognitives en phase
post-infectieuse. L'étude du microbiote associé a la muqueuse est en cours pour vérifier si
I'amélioration des symptémes est corrélée a une résilience du microbiote. Ainsi, des données
préliminaires de composition de microbiote associé a la muqueuse de souris contrdles et infectées,

22 pendant 8 jours, avec un gavage quotidien (dés 16 JPI) ont

traitées ou non avec la souche L. lactis
été générées. Les échantillons analysés ont été récoltés a 24 JPI. La courbe de raréfaction (Figure 43A)
et les AUC correspondantes (Figure 43B) montrent que I'infection par C. rodentium diminue la richesse
bactérienne et que cette derniére est également modulée par le traitement au L. lactis'“?%. La B-

diversité, représentée par les analyses en composantes principales, suggere que le microbiote des
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souris infectées par C. rodentium est différent des souris contréles mais aussi des souris ayant recues

la thérapie bactérienne visant a induire I'expression d’IL-22 (Figure 43C).
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Figure 43 : Analyse du microbiote associé a la muqueuse colique apreés élimination de C. rodentium chez des
souris traitées par L. lactis.

Apreés 8 jours de traitement par L. lactis (24 JPI) la composition du microbiote associé a la muqueuse colique a
été déterminée par séquencage de I'ADN 16S (régions V3-V4) (n=6-8 par groupe). (A) La diversité a a été
déterminée par la mesure des OTU observées selon les séquences par échantillon des souris témoins et
infectées traités par L. lactis“' ou L. lactis'?? et (B) les AUC correspondantes ont été calculées. (C) Analyse des
coordonnées principales (ACP) de la distance UniFrac non pondérée des souris contrdles ayant regu L. lactis"%
(vert), contrdles ayant recu L. lactis'?? (violet), infectées ayant regu L. lactis'®® (rose) et infectées ayant recu L.
lactis™?2 (bleu). Les cercles blancs représentent les souris contrdles ayant recu L. lactis'®, les cercles gris clairs
représentent les souris contréles ayant recu L. lactis'?2, les cercles noirs représentent les souris infectées ayant
recu L. lactis““® et les cercles gris foncés représentent les souris infectées ayant regu L. lactis'“?2. *p<0,05.

Cette étude préliminaire démontre une modification du microbiote dysbiotique consécutif a
I'infection par le traitement L. lactis'"=*2, mais ne permet pas de conclure quant a I'implication du
microbiote dans I'amélioration des symptomes. Des analyses taxonomiques sont en cours de
traitement afin d’identifier si certaines populations bactériennes peuvent étre associées a la
diminution des troubles intestinaux et centraux. Des expérimentations complémentaires sont
également actuellement en cours dans le but de quantifier I'activité fécale d’AhR ainsi que les
différentes voies métaboliques du tryptophane dans notre modele a la suite d’un traitement aux L.
lactis'=*? afin d’apprécier les capacités d’un tel traitement sur le rétablissement du métabolome. De

plus, lI'impact de I'IL-22 sur le microbiote intestinal pourrait se révéler plus tardivement apres
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1L-22

I'infection. Dans le but d’évaluer si le traitement a L. lactis'~** peut moduler la dysbiose induite par

I'infection a C. rodentium, I’étude du microbiote intestinal sera réalisée a différents temps et sur le

22 sera également réalisée dans ce

long terme. La TMF de souris infectées puis traitées a L. lactis
contexte afin d’étudier I'effet de la modulation de I'lL-22 sur le microbiote. Cette approche permettra
de confirmer I'implication du microbiote et indirectement, de I'lL-22 dans ’homéostasie intestinale et

I'amélioration des symptomes.

4-Implication des peptides antimicrobiens dépendants de I'IL-22 dans les

dysbioses induites par l'infection a C. rodentium

Les cellules épithéliales intestinales secrétent de nombreuses molécules telles que les PAM dont
la fonction principale est de rapidement éliminer ou inactiver certains microorganismes (Gallo and
Hooper, 2012). Les PAM sont ainsi capables de moduler le microbiote intestinal et de maintenir
I’'homéostasie intestinale. L'expression d’un de ces peptides, Reg3y, au niveau des cellules épithéliales
peut étre induite via une voie de signalisation dépendante de I’expression de I'lL-22 (Gallo and Hooper,
2014; Zou et al., 2018; Hendrikx et al., 2019). Une étude a montré que I'expression de Reg3y, sous
I'influence d’IL-22, jouait un réle clé dans la défense de I'hote face aux pathogenes dans un modele
d’infection par C. rodentium. L'apport de Reg3y chez des souris déficientes en IL-22 permet ainsi
d’augmenter le taux de survie des animaux aprés I'infection par C. rodentium (Zheng et al., 2008). Nous
avons donc émis I’hypothese que Reg3y pourrait étre impliqué dans les effets bénéfiques de I'apport
d’IL-22 dans nos expérimentations précédentes. Afin de vérifier cela, la méme stratégie de thérapie
bactérienne utilisant des lactocoques modifiés a été utilisée (L. lactis**e®) dans le cadre du stage de

Master 2 de Valentine Daugey que j’ai encadrée au cours de ma thése. D’autres souches telles que L.

LL37 BD5

lactis*>’ et L. lactis®®>, permettant la production de deux autres PAM n’étant pas liés a la voie de
signalisation de I'lL-22, ont été utilisées comme contréles. Seule la vectorisation de Reg3y par L.
lactis®®83 en période post-infectieuse a C. rodentium (un gavage par jour pendant 8 jours a partir de 16
JPI) réduit le comportement de type anxieux (Figure 44A) et I'HSVC (Figure 44B) induits par I'infection.
Ces résultats confirment I'importance de la voie de signalisation de I'lL-22 dans le rétablissement des
symptdmes associés au SlI-Pl. Des analyses du microbiote aprés un traitement par L. lactis®®& seront
réalisées afin d’apprécier de potentielles modulations de sa composition. Une étude prochaine du
laboratoire caractérisera la sensibilité et le phénotype de souris Reg3yKO a une infection par C.
rodentium comparativement a des animaux WT. Dans le cas ol les animaux développeraient les
troubles spécifiques au modéle, ils seront alors traités avec L. lactis'?2. Si ce traitement rétablit
I’'homéostasie intestinale, les troubles de type anxieux et I'HSVC induits par I'infection, cela supposera

que Reg3y n’est pas nécessaire a I'amélioration des symptomes. En revanche, l'inverse affirmera

I’hypothese selon laquelle Reg3y pourrait représenter une cible pharmacologique d’intérét dans le
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rétablissement des perturbations associées au SlI-Pl. Cette étude présente cependant des limites

guant a la capacité des souris a survivre a l'infection et concernant la composition du microbiote,

modifiée en I'absence d’activité antimicrobienne de Reg3y. Des contréles de ce parametre seront donc

réalisés par analyses du microbiote fécal et associé a la muqueuse.

A w 61 _— 100-
. @ L -
© 3 ..
S 2s —
@ e P —
» T 4 Sw
©
o 9 =
E 3 L o
£0 23 501
K g
T 5 249 L] P
4 a s 03
£ e g5 i
S = é
z O ———e»— ' we—9— 0L——oo0—— : ! —
@ & v A A A )
) %\b ) ;\6 \\/ﬂr Q—"'& v\t) &0 g& %\t;z \\;ﬂ’ Qg& \;’ &Q
R TSRS S-S © ® e . - o
S 9 N 5§ s & 9 O < N o N
@ RSN N N
X P x x x P x x x
¥ ¥ e o e ) SN o o ©
-é\e’o o@o ¢ & & & & & &F e"\b & &
B N N & & & @ & AN R AN
. K N
A 3 i vide
40+ Non infecté + L./actis 3000+
ca -~ Infecté + L./actis"%
S % -
= < wnx . . -
4 F 30 Infecté + L./actis'%?
5E 2000
= : Infecté + L.lactisRe%® ¢
S 20+ -]
13 < .
25 Infecté + L.lactis""® <
23 1000
w® O . i
£ 101 Infecté + L.lactis"B0®
SE
* vs non infecté + L /actls"ide
ol — ‘ . ; . ol . . , ‘
s Vi \ A o
20 40 60 80 # vs infecté + L Jactis . %\b@ . %\& \\;\'r" QP& 23? &O
Pression de distension (mmHg) & N ¥ e o ©
RN N N N
o e x x x
& & \ef’@ P ef’\b
& ¢ & ¢ s &

Figure 44 : Etude de I'effet d’une vectorisation de peptides antimicrobiens via L. lactis sur le comportement
anxieux et la sensibilité viscérale dans le modeéle d’infection a C. rodentium.

(A) Evaluation du comportement de type anxieux chez les souris & l'aide du test du labyrinthe en croix
surélevé (EPM). Représentation du nombre d’entrées (a droite) et du temps passé (s) dans les bras ouverts
du labyrinthe (3 gauche) 21 JPI des animaux non infectés puis traités par L. lactis'® (gris) et des animaux
infectés puis traités par L. lactis"'“ (noir), L. lactis'"=?? (bleu), L. lactis®® (vert), L. lactis"> (violet) ou L. lactis®®®
(rose). (B) Sensibilité colique évaluée 4 semaines post-infection (24 JPI) a I'aide d’un test de distension
colorectale sur les différents groupes. Les variations de pression intracolique (mmHg.s) sont représentées
en fonction de la pression de distension induite (mmHg) (a droite) et les aires sous la courbes (AUC)
correspondantes ont été calculées (a gauche). Les données sont exprimées en tant que moyenne + SEM pour
un n=10-12 souris par groupe. Un test paramétrique de Student a été utilisé afin de comparer les différentes
conditions au groupe infecté traités par L. lactis'® pour 'EPM. Des tests ANOVA une et deux voies ont été
réalisés afin de comparer les différents groupes pour les distensions colorectales. *p<0,05 ; ** = p<0,01 ; ***
= p<0,001 ; **** = p<0,0001 différence significative entre les groupes non infecté traité par L. lactis""“¢ (gris)
et infecté traité par L. lactis'® (noir). #p<0,05 ; ##p<0,01; ###H##p<0,001; ####p<0,0001 différence
significative entre le groupe infecté traité avec L. lactis'® (noir) et les groupes infectés et traités avec L.
lactis'2?? (bleu) ou L. lactis®e&" (vert).

Pour finir, une étude clinique pourrait étre envisagée afin d’analyser I'expression de Reg3y au

niveau de biopsies coliques de patients atteints de Sll (disponibles au laboratoire grace a une

collaboration établie avec le Dr. Chloé Melchior du CHU de Rouen) par rapport a des sujets sains. Cette

approche pourrait également étre réalisée sur des selles de patients. Concernant les options

thérapeutiques, la synthese d’'un peptoide biologiquement actif mimant les effets de Reg3y, en
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collaboration avec I'Institut de Chimie de Clermont-Ferrand (ICCF) et I’équipe Chimie Organique
Médicinale (COM) de Claude Taillefumier pourrait étre considérée. Les peptoides sont définis comme
des oligoméres de peptides substitués dont la stabilité est augmentée par rapport a un peptide
classique, du fait du remplacement de la chaine carbonée par une chaine azotée. Les avantages d’une
telle technique incluent leur stabilité thermique, chimique et biologique (Culf, 2019). Une fois
synthétisés, ces peptoides seront testés sur des animaux controles et infectés par C. rodentium afin

d’évaluer leur potentiel thérapeutique sur les symptomes du SlI-Pl.

Impact de la voie AhR/IL-22 sur la modulation du message douloureux de
I'intestin vers le cerveau

La caractérisation de ce modele murin et les interventions thérapeutiques élaborées dans ce
projet de recherche ouvrent de nouvelles voies dans le traitement des symptoémes du SlI-PI.
Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires a I'origine des effets bénéfiques de I'apport d’IL-
22 au niveau intestinal restent a explorer.

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer l'effet de ce traitement en particulier sur
I’hypersensibilité viscérale des animaux. La premiére, indirecte, impliquerait la modulation du
microbiote intestinal par I'lL-22 et, par conséquent, de ses fonctions métaboliques puisqu’une
communication directe entre le microbiote, ses métabolites et le tissu nerveux a été montrée a
plusieurs reprises (Cryan et al., 2019; Sabihi et al., 2020). Les neurones afférents du tractus gastro-
intestinal jouent des réles multiples dans le maintien de I'homéostasie, la régulation de l'inflammation
gastro-intestinale, la détection, et le déclenchement des réponses de défense de I'héte. Les
modifications de la composition du microbiote peuvent ainsi altérer la barriére intestinale entrainant
une réaction de défense de I'hote impliquant des médiateurs immunitaires et inflammatoires. Ce
mécanisme peut conduire a un abaissement du seuil d'activation des neurones responsables de la
transmission du message sensoriel de l'intestin (Yam et al., 2018). Des preuves émergentes montrent
gue ces neurones sensoriels, équipés de capteurs moléculaires qui permettent la détection neuronale
de divers signaux environnementaux, participent aux interactions hoéte-microbe. Les neurones
sensoriels sont capables de détecter les bactéries pathogenes telles que C. rodentium (Lai, Mills and
Chiu, 2018) et ainsi de protéger I’'hote pendant I'infection (Ramirez, Sladek, et al., 2020; Ramirez,
Swain, et al., 2020). L'infection par C. rodentium peut provoquer une augmentation de I'excitabilité
neuronale et une douleur accrue lors de la distension colorectale qui persistent plusieurs jours apres
I'élimination du pathogene (Ibeakanma et al., 2009, 2011; Spreadbury et al., 2015b; Mondelaers et al.,
2016). La modulation d’'un microbiote dysbiotique par I'lL-22 pourrait donc participer directement a

I'amélioration des symptomes dans notre modele.
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Un second mécanisme probable serait une modulation directe de I’activation neuronale par I'IL-
22 qui réduirait I'influx d’information douloureuse aux centres spinaux et supra-spinaux. Plusieurs
cytokines, comme I'lL-6, sont capables de fixer leur récepteur a la terminaison des afférences primaires
et activer directement les neurones (Dubovy et al., 2013). Afin de savoir si un tel mécanisme peut avoir
lieu au cours de notre traitement, des expériences préliminaires d’'imagerie calcique sur des cultures
primaires de cellules de DRG de souris controles ont été réalisées. Pour apprécier le potentiel
neuromodulateur de I'lL-22 sur ces neurones sensoriels, les cellules ont été mises en contact avec de
I'lL-22 recombinante murine. Pour cela, une premiere stimulation au KCl 30mM permettant une
activation de la majorité des neurones viables dans la préparation a été réalisée. Les cellules ont
ensuite été incubées pendant 5 min avec de I'lL-22 recombinante murine a 10 ng/mL avant d’étre
stimulées une seconde fois avec du KCl 30mM. Cette seconde stimulation permet d’évaluer I'effet de
I'IL-22 sur les flux calciques neuronaux. Une derniere stimulation au KCl 50mM est effectuée pour
évaluer la viabilité cellulaire. La mise en contact de la culture de neurones avec de I'lL-22 a permis de
diminuer l'intensité de réponse a une seconde stimulation au KCl 30mM (ratio de 1,4+0,03 UA unités
arbitraires pour les n=352 neurones de DRG en condition contréle et de 0,88+0,01 UA pour les n=449

neurones enregistrés en condition IL-22 10 ng/mL) (Figure 45).
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Figure 45 : Effet d’'une exposition a I'lL-22 recombinante (10ng/mL) sur des neurones de DRG en culture.
(A) L'exposition des neurones a une solution de KCl a 30mM induit une augmentation de la concentration de
calcium intracellulaire, reflétant une activation neuronale. Les cellules sont stimulées une premiére fois avec
une solution de KCl a 30mM, incubées pendant 5 min avec une solution contrdle (vert) ou contenant de I'lL-
22 recombinante murine a 10ng/mL (bleue), puis stimulées une seconde fois au KCl a 30mM. En terminal, la
viabilité cellulaire est évaluée grace a une stimulation au KCL a 50mM. (B) Le calcul du rapport des pics
d'activation entre la seconde et la premiere stimulation au KCI 30mM montre une réduction significative de
la réponse neuronale. ****p <0,0001 différence significative.

Ce résultat suggere la capacité de I'lL-22 a moduler I'excitabilité neuronale. Cependant, d’apres
la banque de données de RNAseq single cell du Linarsson Lab, le récepteur de I'lL-22 (IL-22RA) est tres
peu exprimé dans les neurones du DRG (Usoskin et al., 2015). Il est donc peu probable que I'effet
observé implique une interaction directe entre I'lL-22 et les neurones. La présence d’autres types

cellulaires (cellules satellites gliales et macrophages), capables de moduler I'activité des neurones,
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dans nos cultures, et sur lesquels agirait I'lL-22 pourrait constituer une piste a explorer. |l serait donc
primordial d’explorer la localisation de I'expression du récepteur IL-22RA au niveau des différentes
populations cellulaires présentes dans les DRG afin de mieux caractériser I'effet de I'lL-22 sur
I'activation neuronale. Des techniques d’immunofluorescence ou d’hybridation in situ utilisant le
RNAscope disponibles et validées au laboratoire NeuroDol pourraient ainsi étre envisagées. De plus,
des études d’imagerie calcique sur cultures de cellules satellites gliales purifiées (Cholich et al., 2020),
incubées avec de I'lL-22 recombinante et stimulées a I’ATP pourrait étre réalisées afin d’étudier
spécifiguement I'effet de ce traitement dans cette population cellulaire.

Il est enfin peu probable que I'effet anti-hyperalgique de I'lL-22 dans notre modele implique un
effet anti-inflammatoire puisque les niveaux de lipocaline-2 significativement élevés en période post-

22 Néanmoins, le dosage d’autres

infectieuse restent augmentés apres traitement par L. lactis
biomarqueurs au niveau tissulaire (IL-6, TNF-a, IL-13, dénombrement mastocytaire...) serait utile afin
d’établir un profil inflammatoire plus précis et de confirmer un effet antalgique de I'lL-22 indépendant
de I'état inflammatoire des animaux.

Outre I'lL-22, d’autres acteurs de la voie de signalisation décrite dans notre projet pourraient
jouer un réle dans la transmission du message douloureux. La piste des ligands AhR dans la modulation
de I'hypersensibilité viscérale pourrait étre investiguée. En effet, une diminution de la quantité de
ligands d’AhR a été retrouvée en période post-infectieuse dans notre modele et ’ARNm de leur
récepteur a été identifié dans les neurones de DRG par RNAseq sur cellule unique (Usoskin et al. 2015).
Rétablir des niveaux physiologiques de ligands AhR pourrait donc normaliser la sensibilité colique dans
le modele d’infection a C. rodentium. Des études d’imagerie calcique sur des cultures primaires de DRG
seront réalisées avec des ligands AhR 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) a 1 ou 10nM en
utilisant un protocole semblable a I’étude sur I'lL-22. Les mémes expériences utilisant des cultures de
souris infectées par C. rodentium permettront d’apprécier leur implication dans I’activité neuronale en
contexte post-infectieux. En cas d’effets probants, ces ligands pourraient étre testés sur une
préparation ex vivo d’enregistrements unitaires des afférences coliques (technique de nerf-célon
utilisée au laboratoire) afin de déterminer leur efficacité dans I'inhibition du message douloureux
spécifiguement sur les afférences coliques. Une étude de localisation de I'expression d'AhR au niveau
périphérique par immunomarquage pourrait étre réalisée. L’évaluation de I'état d'activation de la voie
AhR par RNAscope sur des dissections de tissus coliques entiers ciblant I'ARNm des régulateurs AhRr
et Cyplal est aussi envisagée. Ces génes sont connus comme cibles transcriptionnelles de I'AhR dans
plusieurs types de cellules neuronales, en réprimant I'expression des genes dépendants de AhR (AhRr)
ou en métabolisant les ligands de AhR (Cyp1al) (Stockinger et al., 2014; Schiering, Wincent, Metidji,
Iseppon, Li, Potocnik, et al., 2017; Stockinger, Shah and Wincent, 2021).
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Tres peu d’étude ont mis en relation I'lL-22 et la douleur. Une étude clinique sur des échantillons
de sang de patientes souffrant d’endométriose a montré une corrélation négative entre les
concentrations sériques d'lL-22 et l'intensité des douleurs pelviennes chroniques non cycliques. En
effet, les niveaux d’IL-22 sanguins des femmes présentant le plus haut score de douleur, étaient les
plus faibles (Santulli et al., 2013). Cette étude permet d’envisager I'utilisation de I'lL-22 en tant que
biomarqueur de la douleur dans un contexte de Sll. Ainsi, des dosages d’IL-22 sérique, chez des
patients souffrant de douleurs abdominales par rapport a des sujets sains, pourraient étre réalisés afin
de définir si dans un tel contexte, I'lL-22 est aussi corrélé a I'intensité des douleurs. Aussi, ces résultats
appuient le concept selon lequel I'lL-22 semble étre une cible thérapeutique intéressante dans le

traitement des douleurs viscérales.

Utilisation de I'lL-22 comme molécule thérapeutique : quelle stratégie de

modulation de I'expression colique de I'lL-22 privilégier ?

Des altérations de I'intégrité de la barriére épithéliale mais aussi de I'immunité intestinale ayant
été impliquées dans le développement de I’'HSVC et des comorbidités associées, symptémes décrits
dans le SII-PI, nous avons supposé et confirmé que I'expression de I'IL-22 permet d’améliorer les
symptomes. Différentes approches sont disponibles afin d’induire I’expression d’une cytokine, comme
décrit dans la Revue bibliographique de ce manuscrit. Cependant, ces molécules thérapeutiques étant
injectées en systémique présentent une balance bénéfice/risque néfaste. C'est pour cela que dans
cette étude, une bactérie lactique génétiquement modifiée a été utilisée pour délivrer localement le
vecteur d'expression de I'ADNc de I'lL-22 directement dans l'intestin. Ce projet est issu d’une
collaboration avec I'équipe de Jean-Marc Chatel de I'Institut Micalis (INRAe, Jouy-en-Josas). Nous
avons montré l'efficacité de cette méthode qui permet une faible disponibilité de I'lL-22 dans les
cellules épithéliales intestinales. Lactococcus lactis est utilisée comme modele de bactérie lactique car
(i) son génome a été complétement séquencé, (ii) elle est facile a manipuler génétiquement, et (iii)
plusieurs vecteurs de clonage ont déja été développés (Chatel et al., 2008; Azevedo et al., 2015; De
Moreno De Leblanc et al., 2015; Mariat et al., 2017). Dans le but de délivrer localement les facteurs
spécifiques et produire moins d'effets secondaires, la stratégie utilisant des bactéries manipulées
génétiquement a été préférée par rapport a une administration systémique. En effet, I'administration
systémique d'lIL-22 augmente le risque de tumeurs hépatiques chez les patients atteints de maladies
chroniques du foie (Jiang et al., 2011; O. Park et al., 2011).

Nous avons montré que suite au traitement, la muqueuse colique des animaux traités
présentent significativement plus de transcrits mais nous devons confirmer que la construction

IL-22

plasmidique de L. lactis a bien été internalisée dans les cellules épithéliales. Des résultats
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1L-22

préliminaires de RNAscope sur des tissus coliques de souris infectées ayant recu L. lactis'** suggerent

gue cette stratégie est efficace, mais I'ajout de contrdles robustes (contrdles et infectées traitées ou

1L-22

non avec L. lactis'""?? et L. lactis"'“) restent a établir. De plus, le nombre d’échantillons testés doit étre

augmenté (Figure 46).

Infectée + L. lactis'-22

Figure 46 : Localisation de I'expression de la cytokine IL-22 et de son récepteur dans le c6lon de souris

infectées par C. rodentium et traités avec L. lactis'"?2.
Ce cliché obtenu aprés utilisation du RNAscope Multiplex Fluorescent Assay suggere que |'expression de I'lL-

22RA (vert) est localisée au niveau du compartiment de la couche muqueuse dans le célon des souris infectées
par C. rodentium (24 JPI) et que la cytokine IL-22 (rouge) est présente lorsque les souris ont regu un traitement
au L. lactis'"“?2. Les noyaux sont marqués avec du DAPI (bleu).

En utilisant cette approche, nous avons montré un effet protecteur local de I'lL-22 sur la barriere
épithéliale des muqueuses. La vectorisation de I'lL-22 par L. lactis améliore le comportement de type
anxieux, la préférence innée pour la nouveauté, les déficiences liées a la cognition, le « bien-étre »
animal et 'HSVC apres I'élimination de I'agent pathogéne, indépendamment de l'inflammation a bas
bruit induite par I'infection. En résumé, ce traitement par L. lactis'=?? favorise le rétablissement des
principaux mécanismes physiopathologiques causées par une infection par C. rodentium chez les
souris. Les symptomes associés a une telle infection (sensibilité colique et comportements anxio-
dépressifs) vont étre étudiés a plus long terme. Dans ce contexte, nous souhaitons évaluer les effets
thérapeutiques de notre stratégie de modulation de I'expression de I'lL-22. En effet, I'administration

quotidienne pendant 8 jours du L. lactis'“*

est-elle suffisante pour réduire la chronicité de 'HSVC et
des troubles comportementaux associés sur le long terme, ou est-ce que la poursuite d’un tel
traitement est nécessaire ? Des expérimentations sont donc prévues pour tenter de répondre a ces
questions.

En termes d'approches thérapeutiques, la thérapie bactérienne utilisée dans cette étude a
permis de caractériser la voie de signalisation AhR/IL-22 comme cible pharmacologique intéressante
pour la prise en charge des symptomes associés au SlI-Pl. Cependant I'utilisation d’une bactérie

1L-22

génétiquement modifiée telle que L. lactis™** en tant qu’approche thérapeutique ne semble pas

envisageable au vu des contraintes réglementaires européennes. De plus, les nouveaux médicaments
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a base de souche probiotique ne bénéficient pas d’un cadre réglementaire propre et sont actuellement
définis comme des compléments alimentaires, bien que cela évolue (Cordaillat-Simmons, Rouanet and
Pot, 2020). L. lactis est une bactérie a paroi Gram positif, appartenant au groupe des bactéries lactiques
reconnues comme non invasives, non pathogénes et ne présentant aucun risque pour la santé
(Bermudez-Humaran et al., 2013; De Moreno De Leblanc et al., 2015). L'ingestion de L. lactis ne
constitue pas un risque pour l'individu pour trois raisons : (1) le transit de la souche au travers du
tractus gastro-intestinal dure seulement deux a trois jours, (2) la souche est rapidement dégradée ce
qui fait que seulement 20 a 30% des bactéries atteignent le site inflammatoire et/ou infectieux, et (3)
la souche est incapable de se multiplier au sein du tractus digestif ou de faire partie intégrante du
microbiote intestinal de I’h6te (Bermudez-Humaran et al., 2013; De Moreno De Leblanc et al., 2015;
Souza et al., 2016; Zurita-Turk et al., 2020). Cependant, la problématique éthique d’un traitement par
ces bactéries génétiquement modifiées rend leur utilisation peu probable a court terme.

L'induction de I'expression d’IL-22 au niveau colique dans le cadre du traitement du SII-Pl
pourrait néanmoins étre vectorisée par d’autres méthodes et notamment par un outil innovant
développé par I’'Unité de Nutrition Humaine (UNH) de I’Université Clermont Auvergne. Cette stratégie
de thérapie génique est basée sur I'activation d’une voie de signalisation en réponse a un régime
carencé en, au moins, un acide aminé essentiel. Il s’agit d’'un nouveau systéme d’expression génique
modulable par une intervention nutritionnelle (Bruhat et al., 2009; Carraro et al., 2010). Chez les
mammiféres, I’homéostasie des 9 acides aminés essentiels a de multiples fonctions physiologiques et
est assurée par la protéine kinase GCN2 (general control nonderepressible 2). En cas de régime
dépourvu d’un seul de ces 9 acides aminés essentiels, une cascade d’activation de la voie de
signalisation impliquant GCN2, elF2a (eukaryiotic initiation factor 2a) et ATF4 (activating transcription
factor 4) est mise en jeu afin de réguler des éléments de réponse aux acides aminés AARE (amino acids
response elements) situés dans les promoteurs des génes cibles. Cette voie de signalisation endogene
GCN2/elF2a/ATF4 est ainsi trés peu active dans le cadre d’une alimentation équilibrée et seul le
« stress » nutritionnel promeut cette cascade de signalisation. Cette propriété particuliere a été
exploitée par les travaux de 'UNH ayant permis de générer un systéeme de régulation de la
transcription de génes d’intérét a I'aide d’une construction génétique. Cette derniére est constituée
d’un promoteur artificiel comprenant des éléments de réponse aux acides aminés fusionnés au
promoteur minimum thymidine kinase (TK), afin d’apporter un site d’initiation de la transcription.

Enfin, la séquence comprend également le gene d’intérét (Figure 47).
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o ) Figure 47 : Systeme d’expression génique modulable

?efé?gz ;x?nnec‘f::) par une intervention nutritionnelle dépendant de la
voie de signalisation endogéne GCN2/elF2a/ATF4.
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Cette construction est introduite chez la souris par injection virale ciblée, permettant d’exprimer le
transgene dans des tissus spécifiques des lors que les cellules cibles expriment la protéine GCN2 (He
et al., 2018). L'induction se fait par des régimes carencés en acides aminés essentiels. Il est important
de respecter une alternance entre différents régimes carencés en un des 9 acides aminés afin de ne
pas provoquer de phénotype délétere chez I'animal (diminution de la synthése protéique,
notamment). Ainsi, en utilisant cette stratégie par des injections intra-coliques du vecteur, et en
intégrant le gene codant I'lL-22 dans la construction il serait possible, d’une part de confirmer les
résultats obtenus dans notre modele d’étude et, d’autre part d’utiliser la thérapie génique chez les
patients souffrant de SII-Pl. Afin de maximiser I'intégration du vecteur au niveau des entérocytes, un
promoteur Villin pourrait également étre ajouté a la construction. Bien que cette thérapie ne soit
actuellement pas encore disponible chez 'Homme et que des données cliniques doivent étre
collectées, elle présente de nombreux avantages permettant d’espérer son utilisation chez les
patients. Aucune toxicité des régimes carencés n’est observée chez I'animal et notamment aucune
modification de la masse maigre des animaux. La réversibilité d’expression du transgéne est tres rapide
et totale, ainsi le traitement peut étre adapté en fonction des symptomes. Enfin cet outil utilise les
mécanismes endogénes du patient et ne nécessite pas I'expression de protéines régulatrices exogenes

pouvant induire des réactions immunologiques chez I’héte.

Une infection parasitaire chronique peut-elle affecter le comportement de

I"hote ?

Un des objectifs de mon projet de recherche visait a caractériser les perturbations de I'intégrité
intestinale en cas d’infection par des pathogénes microbiens ou parasitaires, et leurs impacts sur le

microbiote et le « bien-étre » de I’'h6te. Ainsi, j’ai participé a la caractérisation des perturbations
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intestinales et des comorbidités induites par une infection parasitaire a Blastocystis chez le rat dans un
contexte de Sll (Defaye et al., 2018, 2020). Blastocystis est un parasite fréquemment retrouvé dans le
tractus intestinal d’'un grand nombre d’espéces animales, y compris I’'Homme. Ces derniéres années,
I'intérét scientifique pour ce parasite n’a cessé de croitre du fait d’études mettant en évidence une
plus forte prévalence de ce parasite chez les patients atteints du Sll que chez des sujets sains, suggérant
un lien de cause a effet entre ce parasite et le développement de ce trouble fonctionnel gastro-
intestinal (Ragavan et al., 2015b; Cifre et al., 2018; Kesuma et al., 2019). A I'image de ce qui est décrit
chez les patients souffrant du SlI, les individus porteurs de Blastocystis présentent des douleurs
abdominales ainsi qu’une dysbiose intestinale (Nourrisson et al., 2014; Monjaraz et al., 2018).
Contrairement a ce qui est décrit pour les EHEC et les EPEC, Blastocystis persiste dans le tractus digestif.
Les données obtenues au sein de notre laboratoire ont permis d’établir un modeéle fiable et
reproductible d’infection a Blastocystis dans un modéle de rat de laboratoire et de mettre en évidence
gue l'infection géneére le développement d’'une HSVC, d’une dysbiose intestinale, des comportements
de type anxio-dépressif ainsi que d’une altération du « bien-étre » (Defaye et al., 2020) (Annexe 3).
Ceci nous permet de disposer de deux modeles animaux de SlI-Pl pour étudier I'hétérogénéité des
infections observées chez ’'homme dans le SII-Pl. Notre hypothése réside dans le fait que certains
mécanismes d’altération de I'axe cerveau-intestin-microbiote pourraient étre communs aux SlI-PI
guelle que soit I'origine infectieuse, et que nous pourrions définir des signatures communes du SII-PI
et, éventuellement, développer de potentielles cibles thérapeutiques. Les dysbioses induites dans ces
2 modeles montrent peu de similitudes. Cependant cela doit étre vérifié au niveau de la fonctionnalité
du microbiote. Ainsi des analyses globales du métabolome fécal du modele de SlI infectieux a
Blastocytis chez le rat présentant une HSVC et des comorbidités psychologiques sont actuellement en
cours. Cette étude vise a caractériser une éventuelle signature métabolomique des douleurs viscérales
dans des contextes de SllI différents (murin d’infection bactérienne et d’infection parasitaire chez le

rat).

D’autres infections intestinales chroniques aux Entérobactéries peuvent-elles

affecter le comportement de I’"h6te ?

Afin d’étendre notre étude a des contextes d’infections chroniques par des Entérobactéries
capables de moduler le comportement de I'hGte, jai eu I'opportunité de participer au projet
MicrobioPsy né d’une collaboration avec le CHU de Clermont-Ferrand, Département de Psychiatrie de
I'Adulte et de Psychologie Médicale (Pr. Isabelle Jallenques et Dr. Fabien Rondepierre) et le service de
Chirurgie Digestive (Pr. Denis Pezet et Pr. Johan Gagniere). L'objectif de ce travail était d'évaluer la

présence de troubles psychiatriques chez les patients atteints de CCR colonisés par des E. coli
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producteurs de colibactine (CoPEC) (Annexe 4). L'infection chronique par des bactéries de la famille
des Entérobactéries comme les CoPEC est connue pour favoriser la carcinogenése colique dans des
modeles murins présentant une prédisposition pour le CCR (Uronis et al., 2009; Arthur et al., 2013;
Bonnet et al., 2014; Cougnoux et al., 2014; Lopes et al., 2020; Salesse et al., 2021). Une colonisation
chronique de la muqueuse colique par ces CoPEC a été décrite dans 50 a 60% des biopsies de tumeurs
de patients atteints de CCR, contre seulement 20% des tissus de sujets contrbles (Buc et al., 2013).
Aussi, leur prévalence est plus importante chez les patients présentant les tumeurs les plus agressives
(Bonnet et al., 2014; Gagniére et al., 2017). Des modulations de I'axe cerveau-intestin-microbiote ont
été décrites dans les troubles intestinaux chroniques mais aussi dans le CCR (Alpert et al., 2021). Les
modifications du microbiote peuvent induire des comportements de type dépressif, qui constituent
une comorbidité dans les troubles neurodégénératifs (Dinan and Cryan, 2015; Yu et al., 2017;
Yamawaki et al., 2018; Nikolova et al., 2021; Knuesel and Mohajeri, 2022). De plus, des liens entre les
dysbioses et la carcinogenese colorectale ont également été démontrés (Matson, Chervin and
Gajewski, 2021). Ces observations cliniques et les expériences sur des modéles animaux soutiennent
I'implication du microbiome intestinal dans le développement et la progression de l'anxiété et de la
dépression mais aussi du CCR. Le projet MicrobioPsy a alors été développé entre le laboratoire M2iSH
et des services de chirurgie digestif et de psychiatrie du CHU de Clermont-Ferrand (Clinical trials
NCT02970513). Cette étude a comparé la prévalence des troubles psychiatriques, actuels mais aussi
passés, des patients opérés d’un CCR selon la présence ou non des CoPEC au niveau des tissus coliques.
Cette étude concernait 12 patients atteint d’'un CCR, dont 6 ont été diagnostiqué comme étant CoPEC+
(définis par la colonisation de la bactérie au sein des biopsies coliques). Les patients porteurs de CoPEC
présentaient significativement plus de désordres psychiatriques que les patients ou ces bactéries
n’étaient pas détectées (p=0.015). De maniere intéressante, la consultation de psychiatrie a pu
déterminer que ces désordres étaient antérieurs au diagnostic du cancer pour tous les patients. Afin
de compléter cette étude clinique, une étude préclinique sur un modele animal a été réalisé en
collaboration avec le laboratoire Neurodol. Mon implication dans ce projet a porté sur la
caractérisation des troubles intestinaux et centraux (développement de comorbidités extra-
intestinales associées a l'infection) induit par la colonisation chronique des CoPEC dans un modele
murin. L’altération du « bien-étre » étant supposée comme antérieure au CCR dans I'étude clinique,
nous avons infecté des souris WT jeunes (6 semaines) avec des CoPEC. Nos résultats indiquent que la
colonisation des CoPEC (Figure 48A) est associée au développement d’une inflammation a bas bruit
(Figure 48B) et des comportements de type anxieux (Figure 48C) et dépressif (Figure 48D) mais aussi

a un déclin du « bien-étre » des animaux (Figure 48E et F).
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Figure 48 : Caractérisation du modéle murin d’infection a CoPEC et analyse comportementale.

(A) Colonisation du tractus gastro-intestinal de souris WT infectées (n=12) obtenue par suivi du comptage des
UFC fécales de CoPEC a différents temps (a gauche). (B) Inflammation colique a bas bruit évaluée par la mesure
de la lipocaline-2 fécale a 7 JPI (a gauche) et 15 JPI (a droite) (n=11 souris contréles et n=12 souris infectées).
(C) Comportement anxieux évalué par le test du labyrinthe en croix surélevé (EPM) a 14 JPI. Fréquence des
entrées (a gauche) et temps passé dans les bras ouverts (a droite) des souris témoins et infectées (n=12 souris
par groupe). (D) Temps d'immobilité pendant le test de nage forcée des souris témoins et infectées a 35 JPI
(n=12 souris par groupe). (E-F) Les souris ont été placées dans le PhenoTyper® a 20 JPI et enregistrées pendant
24 heures pour évaluer les comportements spontanés de I'animal. (E) Le temps total de creusement et (F) le
temps de reniflement ont été déterminés pendant 24 heures. Les temps moyens de creusement (E a droite)
et de reniflement (F a droite) ont été mesurés uniquement pendant la période d'obscurité de 12 heures (n=6
souris par groupe). Les cercles blancs représentent les souris témoins tandis que les cercles noirs représentent
les souris infectées. Test t de Student : *p<0,05, **p<0,01 ****p<0,0001.

Ces données montrent que l'infection chronique par les CoPEC pourrait affecter les
comportements de I'hote et cela, avant le développement du CCR. Notre hypothése repose sur le fait
qgue les CoPEC pourraient coloniser l'intestin de I’'h6te au stade néonatal ou jeune comme décrit
précédemment (Payros et al., 2014) et induire des perturbations de I'noméostasie intestinale et de
I'axe cerveau-intestin-microbiote. Nous avons montré que l'infection par les CoPEC induit une

augmentation persistante de la lipocaline-2 fécale, marqueur de I'inflammation a bas bruit (Chassaing
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et al., 2012). Cette inflammation induite par I'infection pourrait avoir un impact sur les comportements
anxieux et dépressifs de I'hote infecté. En effet, l'inflammation, la modulation des cytokines et
I'altération de la barriere intestinale figurent parmi les voies associées aux troubles du comportements
(Fond et al., 2020; Rutsch, Kantsjé and Ronchi, 2020; Alpert et al., 2021; Troubat et al., 2021).
L'infection par les CoPEC réduit les niveaux d’IL-10, augmente I'activité de la myéloperoxydase ainsi
gue le nombre de neutrophiles dans la muqueuse intestinale, reflétant une inflammation (Lopes et al.,
2020). Ces premieres données suggérent que l'infection par les CoPEC pourrait induire, en plus de ses
propriétés pro-carcinogénes, des perturbations de I'axe cerveau-intestin-microbiote.

Bien que ces résultats soient encourageants, les mécanismes sous-jacents comme |'état
d'inflammation ou l'activation neuronale dans le c6lon, mais aussi dans plusieurs régions du cerveau
connues comme étant impliquées dans les comportements cognitifs-émotionnels restent a élucider.
Pour cela, des biopsies de cerveau (par punch par exemple) seront effectuées dans différentes régions
connues pour étre liées au comportement cognitivo-émotionnel : I'amygdale et I'hypophyse pour
I'anxiété ; et I'hippocampe et le cortex préfrontal pour la dépression et le dysfonctionnement de la
mémoire (Whissell, Tohyama and Martin, 2016). L'état inflammatoire global pourra étre déterminé a
I'aide d'un immunodosage multiplex du profil cytokinique au niveau de ces régions corticales mais aussi
du coélon des souris contréles et infectées. L'activation neuronale sera évaluée par une technique
d’'immunohistochimie ciblant c-Fos (marqueur indirect de I'activation neuronale) au niveau
périphérique (corne dorsale de la moelle épiniere) et central. Des analyses de la composition du
microbiote intestinal dans ce contexte d’infection aux CoPEC sont actuellement en cours au sein du
laboratoire M2iSH et pourront étre comparés a la dysbiose observée lors d’une infection a C.
rodentium. Une altération de I'interaction cerveau-intestin-microbiote étant retrouvée dans les deux
modeles d’infection aux Entérobactéries (aiglie a C. rodentium et chronique a CoPEC), nous souhaitons
caractériser de nouvelles cibles thérapeutiques communes ou biomarqueurs des troubles du
comportement a la suite d’une telle infection. En collaboration avec la PFEM de Clermont-Ferrand, des
analyses du métabolome fécal de souris infectées par les COPEC sont prévues. Aussi, nous avons prévu
de réaliser des analyses métabolomiques non ciblée au niveau sérique dans ces 2 modeles afin de
caractériser des cibles pharmacologiques capables de moduler le comportement de I’'héte.

Finalement, des analyses combinatoires entre les analyses de la composition du microbiote
intestinal et du profil métabolomique pourront étre réalisées dans ce contexte d’infection aux CoPEC.

Il est a noter que 20% de la population générale sont colonisés par les CoPEC au niveau intestinal
(Arthur et al., 2013; Bonnet et al., 2014). Une étude clinique pourrait donc étre réalisée sur des patients
des services psychiatriques ne présentant pas de CCR, afin d’évaluer si la présence de ces CoPEC est

plus importante que dans la population générale.
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Figure 49 : Schéma bilan et perspectives de thése a court terme.
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CONCLUSION GENERALE

Mon travail de thése a permis de préciser la physiopathologie du SlI-PI grace a un modéle animal
prédictif d’infection bactérienne a C. rodentium. Ces travaux mettent en évidence I'importance de la
voie AhR/IL-22 dans la physiopathologie du SlI-PI et ouvrent de nouvelles perspectives thérapeutiques
ciblant cette voie.

L’exploration du métabolome fécal réalisée dans ce modeéle murin, met en lumiére I'importance
de ne plus se restreindre aux analyses uniques de la composition du microbiote intestinal, mais de les
élargir aux fonctions métaboliques de ce dernier. Les futures études se focaliseront sur des analyses
combinatoires du microbiote intestinal et du métabolome dans ces différents modeles qui
permettront de mieux comprendre le rGle des perturbations du microbiote dans les altérations de I'axe
cerveau-intestin-microbiote et de I"apparition des troubles anxio-dépressifs. A terme, nous pourrions
définir de potentiels biomarqueurs de ces atteintes.

J'ai aussi participé a la mise en place d’'un modéle de Sl chez le rat a la suite d’une infection
chronique parasitaire a Blastocystis. Ces modeles animaux de Sll faisant suite a une infection d’origine
bactérienne et parasitaire mis en place dans notre laboratoire, refletent I’hétérogénéité des infections
observées chez I’'Homme dans le Sll et ouvrent de nouvelles pistes mécanistiques a explorer au niveau
des perturbations de I'axe cerveau-intestin-microbiote.

J'ai eu I'opportunité de prendre part a différentes collaborations visant a étudier I'axe cerveau-
intestin-microbiote, notamment le projet MicrobioPsy. Ces travaux suggérent que les infections
intestinales aux Entérobactéries modulent ce dialogue tripartite dans des contextes pathologiques
différents (SIl et CCR), et perturbent notamment le comportement cognitivo-émotionnel de I'héte.

Dans I'ensemble, ce travail de these propose de nouvelles opportunités pour rétablir des
communications bidirectionnelles optimales entre le cerveau, I'intestin et le microbiote, en ciblant
différents médiateurs incluant la voie de signalisation AhR/IL-22, le microbiote et les métabolites

intestinaux de I'hote.
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PARAMETRES D’EXTRACTION DE PICS DES ECHANTILLONS EN LC-HRMS

Paramétres Mode positif
Extraction Method CentWave
ppm 30
Peakwidth 530
xcmsSet Snthresh 3 )e . . -
p—— 22000 Mode d’ionisation positive
mzCenterFun Use the m/z value at the peak apex
Msdiff 0,05 sigma 6
Method Orbiwarp perfwhm 06
xcmsRetcor
binSize 1 ppm 5
bw 10 mzabs 0,015
maxcharge 3
minSamples 6 CAMERA.annotate
maxiso 4
xemsGroup binsize 005 minfrac o5
groupCorr: use
MaxFeatures 50 correlation inside ves
Convert rt (sec) into min yes Group Corr: use isotopic es
relationship ¥
expandMz 0
xcmsfillpeaks expandRT 0 Nombre d’ions 1738
ppm 0 . N .
Nombre d’ions apres filtration: S/B >3 1353
Replace na to zero no
Convertt (sec) into min ves Batch Correction All_loess-pool
) expandMz 1
xemsfillpeaks expandRT o Filtres rt (<90 et >1350); Cv pool>30% et 1255
ppm 5
Filtres adduits Corr spearman > 0,8 1111
Replace na to zero yes
Parameétres Mode négatif
Extraction Method CentWave
ppm 30
Peakwidth 5,30
xcmsSet Snthresh 3
m N . , .
brefier 21000 Mode d’ionisation négative
mzCenterFun Use the m/z value at the peak apex
Msdiff 0,05 sigma 6
Method Orbiwarp perfwhm 0,6
xcmsRetcor
binSize 1 ppm 5
bw 10 mzabs 0,015
maxcharge 3
minSamples 6 CAMERA.annotate
maxiso 4
xcmsGroup binsize 005 minfrac 05
groupCorr: use
MaxFeatures 50 correlation inside ves
Convert rt (sec) into min yes Group Corr: use isotopic s
relationship ¥
expandMz 0
xcmsfillpeaks expandRT 0 Nombre d’ions 790
ppm 0
Nombre d’ions apreés filtration: S/B >3 590
Replace na to zero no
Convert rt (sec) into min yes .
Batch Correction All_loess-pool
expandMz 1
xcmsfillpeaks .
p expandRT 0 Filtres rt (<90 et >1350); Cv pool>30% et 513
ppm 5
a Filtres adduits Corr spearman > 0,8 481
eplace na tozero yes
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ANNEXE 2

PERTURBATIONS DES METABOLITES IDENTIFIES, REGROUPES PAR FAMILLE

DIPEPTIDES
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NUCLEOSIDES
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ANNEXE 3

FECAL DYSBIOSIS ASSOCIATED WITH COLONIC HYPERSENSITIVITY AND

BEHAVIOR ALTERATIONS IN CHRONICALLY BLASTOCYSTIS-INFECTED RATS

OPEN

www.nature.com/scientificreports

SCIENTIFIC
REPORTS
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Fecal dysbiosis associated with
colonic hypersensitivity and
behavioral alterations in chronically
Blastocystis-infected rats

Manon Defaye®?, Céline Nourrisson™?, Elodie Baudu®*“, Amandine Lashermes?,

Maéva Meynier?, Mathieu Meleine?, lvan Wawrzyniak?, Virginie Bonnin®, Julie Barbier?,
Benoit Chassaing®’#%, Catherine Godfraind®, Agathe Gelot?, Nicolas Barnich®, Denis Ardid?,
Mathilde Bonnet*, Frédéric Delbac®, Frédéric Antonio Carvalho?°* & Philippe Poirier’*10%

Background: Infectious gastroenteritis s arisk factor for the development of post-infectious Irritable
Bowel Syndrome (PI-IBS). Recent clinical studies reported a higher prevalence of the intestinal parasite
Blastocystisin IBS patients. Using a rat model, we investigated the possibl e association between
Blastocystisinfection, colonic hypersensitivity (CHS), behavioral disturbances and gut microbiota
changes. Methods: Rats were orally infected with Blastocystis subtype 4 (ST4) cysts, isolated from
human stool samples. Colonicsensitivity was assessed by colorectal distensionand animal behavior
with an automatic behavior recognition system (PhenoTyper), the Elevated Plus Maze testand the
Forced Swimming tests. Feces were collected at different time points after infection to study microbiota
composition by 16 S rRNA amplicon sequencing and for short-chain fatty acid (SFCA) analysis. Results:
Blastocystis-infected animals had non-inflammatory CHS with increased serine protease activity.
Infection was also associated with anxiety- and depressive-like behaviors. Analysis of fecal microbiota
composition showed an increase in bacterial richness associated with altered microbiota compaosition.
These changesincluded an increase in the relative abundance of Oscillospira and a decrease in
Clostridium, which seem to be associated with lower levels of SCFAs in the feces from infectedrats.
Conclusions: Our findings suggest that experimentalinfection of rats with Blastocystis mimics IBS
symptoms with the establishment of CHS related to microbiota and metabolic shifts.

Chronic visceral pain related to colonic hypersensitivity (CHS) is generally described as a poorly localized, diffuse
and stabbing sensation that can be associated with many gastrointestinal disorders such as Infla atory Bowel
Disease (IBD) and Irritable Bowel Syndrome (IBS)'. IBS generates a significant health care burden, is one of the
most common disorders encountered in gastrointestinal practice and greatly affects the quality of life. The Rome
IV criteria define IBS as a functional chronic disorder characterized by abdominal pain, changes in bowel habits
and no macroscopic organic lesions’, Patients are classified into four subgroups: IBS-C for patients with pre-
dominant constipation, IBS-D when diarrhea is predominant, IBS-M for patients with alternating constipation
and diarrhea and IBS-U when no clear classification can be established’. The pathophysiology of IBS is complex
and poorly understood, and its etiology is suspected to be multifactorial. IBS patients exhibit several biological

'Université Clermont Auvergne, 3iHP, CNRS, Laboratoire Microorganismes: Génome et Environnement, F-
63000, Clermont-Ferrand, France. *Université Clermont Auvergne, 3iHP, Inserm U1107, NeuroDol, Clermont-
Ferrand, France. Université Clermont Auvergne, CHU, 3iHP, CNRS, Laboratoire Microorganismes: Génome et
Environnement, F-63000, Clermont-Ferrand, France, *Université Clermont Auvergne, 3iHP, Inserm U1071, USC
INRA 2018, Microbes, Intestin, Inflammation et Susceptibilité de 'Hote, Clermont-Ferrand, France. *CHU Clermont-
Ferrand, Service d’Anatomopathologie, 63003, Clermont-Ferrand, France. “Center for Inflammation, Immunity and
Infection, Institute for Biomedical Sciences, Georgia State University, Atlanta, GA, USA, 'Neuroscience Institute,
Georgia State University, Atlanta, GA, USA. *INSERM, U1016, team "Mucosal microbiota in chronicinflammatory
diseases”, Paris, France. *Université de Paris, Paris, France. '®These authors contributed equally: Frédéric Antonio
Carvalho and Philippe Poirier. *%e-mail: frederic.carvalho@uca.fr; ppoiner@chu-clermontferrand.fr
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Figure 1. Evaluation of colonic hypersensitivity after infection with Blastocystis ST4. (a) Representative colonic
response to colorectal distension (CRD) in infected (n = 12) and control (n= 6) rats at D31, (b) Area under

the curve (AUC) of colonic response calculated by the trapeze method between 20mmHg and 80 mmHg, (c)
Correlation between relative abundance of Blastacystis and AUC of colonic response. Statistical analysis: a,
Two-way ANOVA test followed by a Sidak post-hoc test; b, t-test; ¢, Spearman-test; *p< 0.05 **p <0.01; three
independent experiments were performed.

perturbations such as disturbances in gut epithelial barrier integrity leading to increased intestinal permeabil-
ity, immune activation and modifications of intestinal microbiota composition and function®', Psychological
co-morbiditiesalso occurin more than half of cases, such asanxiety, depression and hypochondria®.

Infectious gastroenteritis is a key risk factor for the development of IBS, referred to as post-infectious 1BS
(PI-1BS)® PI-IBS often has characteristics of IBS-D, and can occur in 4% to 31% of patients following infectious
acute gastroenteritis®, Several studies have supported a role in PI-IBS for pathogen-mediated modifications in
the resident intestinal microbiota, epithelial barrier integrity and immune activation” . The role of certain path-
ogenic bacteria such as Shigella spp., Escherichia coli, Salmonella and Campylobacter jejuni or protozoa such as
Giardia intestinalis is now well established'®. Interestingly, a recent meta-analysis showed that the risk of IBS was
higher after a protozoa-related or parasitic enteritis than with a bacterial infection"',

Blastocystis spp. are the most frequent enteric protozoa found in the intestinal tract of humans and various
animals'®, These parasites have been classified into 17 subtypes (ST) according to the small subunit ribosomal
RNA-encoding gene. Subtypes ST1 to ST9 and ST12 have been recovered in human stool samples with ST3 being
the most frequent followed by ST1, ST2 and ST4'*""", Interestingly, ST4 was reported to be the most frequent
ST in some studies performed in Europe™'?, Blastocystis spp. prevalence in humans ranges from 0.5% to 100%
according to country and hygiene conditions and sanitary practices' ™, However, the involvement of Blastocystis
spp. in human diseases is highly debated. Interest of the scientificand medical communities in Blastocystis spp.
infection has increased in the last few years since epidemiological studies reported a higher prevalence of the par-
asite in IBS patients”**, Changesin the microbiota of Blastocystis-infected subjects are often reported but results
can also be heterogeneous'*****2, Some clinical studies reported an increase in microbiota diversity, suggesting
a potential benefit for Blastocystis-associated microbiota'****, In contrast, one other study described a decrease
in protective bacteria’. A more recent study reported a decrease in short-chain fatty acid (SCFA) levels in fecal
samples from Blastocystis-infected patients® SCFAs, including acetate, propionate and butyrate, enhance epithe-
lial barrier function and immune tolerance, promoting gut homeostasis™.

In the present study we aimed to characterize whether chronic Blastocystis infection can lead to IBS-like symp-
toms. We first characterized non-inflammatory CHS associated with anxiety- and depressive-like behaviors in
infected rats. We then demonstrated that Blastocystis infection was associated with microbiota and metabolic
shifts that can induce intestinal epithelial barrier dysfunction,

Results

Blastocystis infection induces non-inflammatory colonic hypersensitivity with an increase
in serine protease activity. Four-weck-old Wistar rats were infected with 10° ST4 cysts purified from a
healthy human carrier (Supplementary Fig 1). Infection monitoring by xenic culture of the feces showed the
presence of parasites from day 1 until euthanasia on day 31 post-infection, as described previously®.

Colorectal distension (CRD) showed that colonic sensitivity was significantly increased at60 mmHg (p=0.01)
in Blastocystis infected rats at D31 (Fig. 1a). AUC from 20 to 80 mmHg were almost 2-times higher in infected rats
than in control rats (Fig. 1b).Interestingly, colonic hypersensitivity was not correlated with a relative abundance
of Blastocystis obtained by 16 S sequencing (Fig. 1¢).

We then assessed anatomical parameters and inflammatory mediator production at D31 post-infection.
Surprisingly, chronic infection had no effect on body weight (Supplementary Fig. 2a), colon weight
(Supplementary Fig. 2b) or length (Supplementary Fig. 2¢), and was not associated with any histological changes
such as cell infiltration, edema or crypt disruption (Supplementary Fig. 2d). Colonic levels of IL-6 and lipocalin-2
proteins were unchanged in infected animals (Fig. 2a,b). In addition, GATA-3 (transcription factor promoting
T-helper 2 differentiation) mRNA expression was not higherin infected rats (Fig. 2c).
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Figure 2. Quantification of inflammatory mediators after infection with Blastocystis.(a,b) Quantification of
Interleukin-6 (IL-6) (a) and Lipocalin-2 (b) in colonic tissues of control (n = 5) and infected rats (n=11) at
D31, Values were expressed as pg/mg protein. (c) Colonic expression of GATA-3 in control (n = 6) and infected
rats (n =11)at D31. (d) FITC-Dextran 4 kDa concentration in serum of control (n=6) and infected (n=11)
rats at D21. Colonic expression of ZO-1 (e) and occludin (f) in control (n = 6) and infected rats (n=11) at D31.
(g) Serine protease activity (U/mg feces) in supernatants from feces of control (n = 6) and infected rats (n=12)
at D31. (h) Correlation between serine protease activity and AUC of colonic response. Statistical analysis: Values
were expressed as relative expression compared to GAPDH expression. Statistical analysis: a and b, Mann-
Whitney test: ¢, 4, ¢, f, g and h t-test; Spearman-test; *p <0.05 **p <0.01; ***p< 0.001; three independent
experiments were performed.

The potential impact of infection on intestinal barrier integrity was then explored by a functional test using
FITC-Dextran 4 kDa on D21 and mRNA quantification of two tight junction components on D31. Intestinal
permeability in vivo and mRNA levels of ZO-1 were unchanged in the infected animals (Fig. 2d,e) we observed
a strong decrease in occludin expression (Fig. 2f). Because intestinal permeability was performed at D21 and
a decrease in occludin expression observed at D31, we assessed epithelial barrier function ex vivo with Ussing
chambers. As previously observed, intestinal permeability was not altered in infected rats (Supplementary Fig, 3).

Serine protease activity, which is suspected to participate in CHS, was measured in fecal samples at D31, A
significant increase in serine protease activity was observed in the supernatant of infected rat feces (Fig 2g).
Interestingly, colonic hypersensitivity was significantly correlated with the increase in serine protease activity
(p=10.03) (Fig. 2h).
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Figure 3. Behavior assessmentsof rats after infection with Blastocystis in a representative experiment. Control
and infected rats were placed in PhenoTyper home cages at D27 for 24 h video recording. The total distance
moved (a) and time spent inside the shelter (b) were determined during a 12 h:12 h light- dark cycle. Mean
velocity (c), grooming (d), rearing () and sniffing (f) times were only measured during the 12-hour dark
period. Time spent (g) and entry frequency (h) of control and infected rats into the open arms of the Elevated
Plus Maze (EPM) at D29. (i) Immobility time during the Forced Swimming Test of control and infected rats at
D29. (j) Correlation between the areas under the curve (AUC) of colonic sensitivity and the frequency of entries
into the open armsof the EPM. Each plot represents one rat. Statistical analyses: a and b, Two-way ANOVA

test followed by a Sidak post-hoc test; ¢, e, f, g and i, t-test; d and h, Mann- Whitney; j, Spearman-test; *p < 0.05,
#25p < 001, ***p < 0.00]; two independent experiments with 12 rats per group were performed.

Blastocystis infection induces behavioral changes. We analyzed the impact of Blastocystis infection
on animal behavior at D27 with PhenoTyper. Infected rats did not present any differences in distances trave-
led (Fig. 3a), time spent in the hidden zone (Fig. 3b), velocity (Fig. 3¢),and in drinking and eating behaviors
(Supplementary Fig, 4a,b). However, the total duration of grooming (p = 0.004), rearing (p= 0.0006) and sniffing
(p = 0.01) was significantly shorter during the dark period (Fig. 3d,e,f) suggestive ofanxiety- and depression-like
behavior, These behavioral alterations were confirmed at D29 with a series of more classical tests including the
Elevated Plus Maze (EPM) testand the Forced Swimming Test (FST). The EPM test showed that infected rats
entered the open arms less frequently and spent much less time there (Fig. 3g,h). In addition, immobility time
during the FST was longer in infected rats (Fig. 3i), indicative of depressive-like behavior. Interestingly, the AUC
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value of intracolonic pressure in response to CRD was negatively correlated with the frequency of entry in the
open arms (Fig. 3j).

Blastocystis infection is associated with fecal microbiota modifications in rats. To evaluate the
influence of Blastocystis infection on intestinal microbiota, the fecal microbiota composition of both infected
and control rats was characterized by Illumina sequencing (SRA accession PRINA607663). At DO (i.e. before
infection), no difference in fecal microbiota composition was observed between groups (Supplementary Fig. 5).
At D31, bacterial richness was significantly greater in chronically-infected rats (p = 0.02) (Fig. 4a,b). In addition,
the PCoA of beta-diversity clearly demonstrated significant differences (Adonis, p = 0.001) in the evolution of
microbial composition between infected and control rats (Fig. 4c). This was accompanied by an increase in the
relative abundance of Proteobacteria and Tenericutes in infected animals (Fig. 4d). The decrease inthe Firmicutes/
Bacteroidetes ratio (Fig, 4e, p=0.0623) was correlated with colonic hypersensitivity (p=0.04) (Fig. 4f). At the
genus level, we observed a decrease in the relative abundance of Clostridium, Pseudomonas and Rhodoplanes
in infected rats, whereas the relative abundance of Anaerovorax, Oscillospira and Parabacteroides was greater
(Fig. 4f). Interestingly, colonic hypersensitivity was significantly correlated with the decrease in the relative abun-
dance of Oscillospira (p = 0.0129) (Fig 4g) and the increase in that of Clostridium (p = 0.0151) (Fig. 4h).

Shifts in microbiota community composition were associated with metabolite changes in infected rats. We
quantified the ratio of SCFAs between the end and beginning of the experiment (D31/D0), We observed a
decrease in the D31/D0 ratio for both acetate and propionate (Fig. 5a,b). The decrease in the butyrate ratio was
not significant, however, (p = 0.06) (Fig. 5¢) in the feces of infected rats.

Discussion

The role of Blastocystis spp. asa human pathogen remains unclear since, although some studies have associated it
with acute or chronic digestive disorders”, it canbe found in both symptomatic and asymptomatic patients, In
symptomatic patients, blastocystosis is associated with non-specific symptoms, such aschronic diarrhea, abdom-
inal pain and bloating, sometimes mimicking IBS symptoms™ - Interestingly, an increasing number of studies
have suggested an association between Blastocystis spp. and IBS*, In numerous studies, Blastocystis spp. was
more frequently detected in IBS patients than in control groups*'**', Experimental and genomic data support
this association and suggest interactions between the intestinal microbiotaand Blastocystis spp., which could be
involved in the gut dysbiosis associated with IBS", Our results also suggest that Blastocystis spp. chronic infec-
tion may lead to IBS-like symptoms. We characterized non-inflammatory CHS associated with anxiety- and
depressive-like behaviors in infected rats. We then demonstrated that Blastocystis infection was associated with
both microbiota and metabolic shifts that can lead to CHS.

The origins of CHS associated with IBS remain elusive. However, CHS occurs in up to 80-90% of 1BS
patients*. Thus, the epidemiological link between Blastocystis spp. and IBS needs to be clarified. Using a recent
model of chronic infection with Blastocystis ST4 in rats, our study establishes for the first time the relationship
between Blastocystis spp. infection and CHS. As previously described by Leder et al., we didn't correlate the rela-
tive abundance with the CHS in infected rats™.

During acute gastroenteritis the immune system is highly activated, leading to inflammatory response. After
gastroenteritis resolves, inflammation should subside but some studies have described infiltration of immune
cells and high cytokine levels in PI-IBS patients, which suggests that the establishment of low grade inflammation
following gastroenteritis could be a causal factor of CHS'”, Some in vitro studies have also shown immunomod-
ulatory effects of Blastocystis spp. on mammalian cell cultures. The production of pro-inflammatory cytokines,
including IL-8, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), IL-103, IL-6, and Tumor Necrosis
Factor-o (TNF-a) in response to acute Blastocystis exposure have been described in vitro in epithelial cell lines
and murine macrophages'*"’. In our experimental conditions, we did not observe any clearance of the parasite
until 31 daysafter infection, as observed in PI-IBS, suggesting that the Blastocystis infection model isan infectious
model of IBS. However, we observed no inflammation or tissue perturbationson D31 (histological analysis, IL-6
and lipocalin-2 levels and GATA-3 mRNA). The disease activity index (DAI) including body weight loss, stool
consistency and blood in stool was monitored every week until 31 days post-infection and any modifications
were characterized especially in stool consistency. On D21, IL-6 and TNF-a levels in the serum were too low to
be quantified in either group.

In absence of inflammation, altered epithelial barrier function is probably one of the most important mecha-
nisms involved in IBS’, An increase in intestinal permeability would allow the diffusion of luminal antigens and/
or proteases to the submucosal compartments™, Thisintestinal permeability is related to an altered expression of
tight junction (T]) proteins, including a decrease in the expression of occludin and ZO-1*, Biopsy analysis from
Blastocystis-infected patients showed disturbances of barrier function integrity and permeability™, These modifi-
cations are probably the resultof multiple factors, but congruent data have been reported in some in vitro experi-
ments showing the ability of Blastocystis factors to interfere with ZO-1 and occludin, leading to TJ] dysfunctions™®.
In our model, infected animals had lower occludin mRNA expression in the colon and intestinal permeability was
not altered. However, study reports that the barrier function of the intestinal epithelium was normal in occludin
knockout mice''. In our study, the absence of inflammation and barrier impairment could have been dueto the
use of Blastocystis ST4, which is considered to be of murine origin and probably the best suited to rats, Moreover,
theisolate used in our study was purified from stools of an asymptomatic human carrier. Interestingly, Hussein
et al. reported that the degrees of severity of pathological changes and intestinal permeability in rats were corre-
lated with the intensity of symptoms in patients from whom isolates were collected and with STs of Blastocystis,
suggesting the existence of other, more virulent strains/subtypes*.

Hydrolases and proteases have beenidentified as candidate virulence factors of Blastocystis spp. and the panel
which are secreted could explain the differencein terms of virulence™ . Interestingly, several studies showed
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Figure4. Fecal microbiota variations associated with Blastocystis infection in rats in a representative
experiment. (a) Alpha diversity was determined by observed Operational Taxonomic Unit (OTU) measurement
according to sequences per sample in feces of control (n=6) and infected (n = 12) rats at D31. (b) Area under
the curve (AUC) of the observed OTUs for control and infected rats. (c) Principal coordinates analysis (PCoA)
of the unweighted UniFrac distance of control (red plots) and infected (blue plots) rats at D31. Significance
(p=10.001) and the strength of explained variation (R* = 0.0962) were assessed with Adonis. (d) LEfSE (LDA
Effect Size) was used to investigate bacterial taxa that drive differences between control and infected rats. Red,
taxa higher in controls; Green, taxa higher in infected rats. () Ratio Firmicutes/Bacteroides in control (n=6)
and infected (n = 12) rats at D31. (f) Correlation between AUC of colonic sensitivity and Firmicutes/Bacteroides
ratio. (g-h) Correlation between AUC of colonic sensitivity and relative abundance of Oscillospira (g) and
Clostridium (h). Statistical analyses: a Two-way ANOVA test followed by a Sidak post-hoc test; b, t-test; ¢, Mann-
Whitney; f, g and h, Spearman-test; *p < 0,05,

an increase in serine protease activity in IBS patients” "7, Likewise, higher serine protease activity was observed
in a PI-IBS mouse model*, Taken together, the data above suggest an important role for serine proteases in IBS.
Diffusion to the submucosa of serine proteases, which was increased in our infected rats, could be responsible for
activation of the neuronal protease activated receptor (PAR) and nociceptive signal®, However, the origin of the
serine proteases was unclear. Although Blastacystis can produce serine proteases, serine protease activity origi-
nates mainlyin the host'” and the contribution of the gut microbiota to their production is not inconsiderable-*,
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Figure 5. Impact of microbiota modifications on fecal Short-Chain Fatty Acid (SCFA) levels in a representative
experiment. D31/D0 ratio of acetate (a), propionate (b) and butyrate (c) in feces from control and infected rats.
The SCFAs were quantified by gasliquid chromatography in fecesof control (n =6) and infected rats (n=12) at

D31, Statistical analysis: a-c, t-test *p < 0.05,

Further experiments are required to identify this origin and assess how the increase in intra-luminal serine pro-
teases could have contributed to CHS in our model.

Psychological disturbances, especially anxiety and depression, are the most frequent comorbidities associated
with visceral pain™. In our study, global behavior was analyzed with the PhenoTyper, a video tracking system
which allows continuous and long-term monitoring of animals’ home cage behavior. Some behaviors in rats have
been reported to be associated with specific psychological or physiological changes. A decrease in grooming
is positively associated with depressive-like behavior, and a decrease in sniffing, related to curiosity or explo-
ration, is positively associated with anxiety-like behavior'**', Rearing, which is also considered as a behavior
related to exploration, can be an effective indicator of pain®. These three behavior profiles were modified in our
study and confirmed by EPM and FST reference tests. Our results show that Blastocystis-infected rats presented
both anxiety- and depressive-like behaviors, probably related to visceral pain. Indeed, we observed a correlation
between an increase in time spent in the open arms (EPM test) and CHS severity, which reinforces the role of
visceral pain in the behavioral changes seen in our models,

Finally, because gut microbiota is a key player in the pathophysiology of IBS', we characterized the microbiota
modifications in Blastocystis-infected rats. In the absence of low grade inflammation, colonic hypersensitivity can
beexplained by alterations in intestinal microbiota composition that result in metabolite changes. Some recent
studies described either a healthy Blastocystis-associated microbiota characterized by increased bacterial richness
and certain beneficial bacteria such as Akkermansia, or dysbiosis accompanied by a decrease in SCFA-producing
bacteria'?**%% A recent study showed that Blastocystis ST7 isolate causes changes in the microbiota composi-
tion of infected mice, with a decrease in beneficial bacteria™, which is consistent with previous results of ours®.
The association between Blastocystis and microbiota composition still needs to be clarified, as does the causal
link between microbial community changes and Blastocystis, Our results showed that Blastocystis ST4 infection
in rats is associated with bacterial community shifts, confirming for the first time the effect of this parasite on
microbiota composition. The changes were characterized by an increase in bacterial richness and a decrease in
the Firmicutes/Bacteroidetes ratio, which was correlated with CHS. The increase in bacterial richness in human
intestinal microbiota associated with Blastacystis infection has been reported in different clinical studies, and is
usually associated with a healthy microbiota®, The Firmicutes/Bacteroidetes ratio is a rough indicator of bacte-
rial population shifts, and both a higher and lower ratio of Firmicutes/Bacteroidetes have been described in IBS
patients’, Deeper analysis showed that the relative abundances of bacterial genera were modified in infected
animals including an increase in the relative abundance of Oscillospira and a decrease in that of Clostridium, both
being correlated with CHS. Our results are, therefore, in agreement with previous reports describing a decrease
in Clostridium genus in IBS patients, and the association of that genus with visceral pain®®". The Clostridiaceae
family, including the Clostridium genus, also belongs to SCFA-producing bacteria®. SCFAs, including acetate,
propionate and butyrate, play an important role in the maintenance of a healthy epithelial barrier, and a decrease
in their number has been reported in IBS patients’’**, In our study, the feces composition of infected rats was
characterized by a decrease in the overall content of SFCAs. Interestingly, a recent study observed a reduc-
tion in acetate, propionate and butyrate production in Blastocystis-colonized humans, in combination with an
over-representation of Oscillospira®®. A recent meta-analysis showed that the fecal level of propionate and butyrate
was significantly lower in IBS-C®, which is consistent with the absence of epithelial barrier alterations in our
study. However, SCFAs might influence neuropsychiatric disorders and psychological functioning as depres-
sion®", Thus, the decrease of these metabolites may participate to the behavioral disturbance observed in our
model.

To conclude, we demonstrate for the first time that establishment of Blastocystis within gut microbiota is
responsible for bacterial community perturbations associated with metabolic shifts leadingto CHS. Interestingly,
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some of the modifications observed in theinfected rats have also been reported in humans®?, The mechanisms
of Blastocystis-induced CHS are not fully understood but the perturbations observed were sufficient to affect
animal behavior. Our results showed that blastocystosis symptoms in rats mimic human IBS, which raises the
question of eradication of this protist in Blastocystis-positive IBS patients, The Blastocystis rat model seems to be
a good model to decipher non-inflammatory CHS.

Materials and Methods

Animals. Three-week-old specific pathogen-free (Charles River Lab, Saint Germain Nuelles, France) Wistar
male rats were housed two or three per cage in animal biosafety level 2 (21-22°C, 12 h:12h light-dark cycle)
with access to food and water ad libitum. All experiments were performed according to the ethical guidelines set
out in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and with approval of the “Comité d'Ethique pour
I'Expérimentation Animale Auvergne” (C2E2A), the local ethics committee (Reference number: EU0116-3003),
and followed the guidelines of the Committee for Research and Ethical issuesof the International Association for
the Study of Pain®.

Experimental infections.  An asymptomatic human carrier of Blastocystis ST4 was enrolled after a state-
ment attesting to informed consent for study participation by the medical laboratory of Parasitology of the
Clermont-Ferrand teaching hospital. All experiments were performed in accordance with the relevant guidelines
and regulations, and approved by the research ethics committees, “Comité de Protection des Personnes Sud-Est
6", France, agreement ref: 2014/CE29). Three days prior experiments, rats were pre-screened to ensure that they
were healthy and free of Blastocystis or any other intestinal parasites. Four-week-old Wistar male rats were then
orally inoculated with sterile PBS as control (n=12) or with 10° Blastocystis ST4 cysts purified from human stools
(n=12) as previously reported™. The success of infection was confirmed by fecal cultures in Jon€'s medium at
37°C, as previously described”, Body weight of animals was monitored and feces were sampled every week until
euthanasia and stored at —80°C. Rats were euthanized at the end of the experiment (D31), and colon tissues
were collected and split to be stored at —80°C for molecular assays or in 4% paraformaldehyde for histological
analyses.

Colorectal distension (CRD) test. This test assesses visceral sensitivity by measuring the response of the
colon when submitted to distension. The CRD protocol was adapted for rats from Larauche et al.*’, At D31, after
30min in a restrainer, rats were anesthetized (3% Isoflurane) to introduce the CRD devices into the colon-rectum
before being connected to an amplifier (Millar Instruments, Houston, TX, USA). The CRD protocol consisted of
a set of distensions at constant pressures from 20 to 80 mm Hg, performed in duplicate as follows: 20 mm Hg steps
of 20sec duration with 4.5 min inter-stimuli intervals, P-spectrum was extracted from raw data with “smoothsec”
at a time constant of 1.5sec, followed by “absolute valor” and finally another “smoothsec” at a time constant of
1.5secto exclude the slower and tonic changes. Colonic response to CRD (mmHg.s) was quantified by measuring
the area under the curve (AUC) during 20 sec of distension using the Integral relative to Minimum in Labchart.

Behavior recognition system PhenoTyper. The PhenoTyper (Noldus Information Technology,
Wageningen, The Netherlands) is an automated infrared (IR) video-tracking system developed to measure the
behavior of laboratory animals. The deviceis composed of eight Plexiglas cages (45cm x 45cm), each contain-
ing an opaque plastic square shelter accessible by two entrances and delimited areas for feeding and drinking.
The cages are surrounded by atop unit provided with an infrared (IR) sensitive camera for video recording and
IR led units, Briefly, at D27 rats were transferred into PhenoTyper cages (1 per cage) and animal activities were
recorded with Mediarecorder (Noldus Information Technology, Wageningen, The Netherlands) for 24 h, includ -
inga light-dark cycle (12 h:12h). Rats had ad libitum access to food, water and shelter. Raw data were analyzed
with Ethovision XT software (Version 12, Noldus Information Technology, Wageningen, The Netherlands) and
various specific behaviors were compared between infected and control rats,

Elevated-Plus-Maze (EPM) test. At D29, EPM was performed as previously described®'. Animals were
recorded for Smin by Mediare corder software. Analysis was performed by Ethovision XT software (version 12).

Forced SwimmingTest (FST). At D29, each rat was placed in a glass cylinder (30cm diameter x 50 cm
height) containing water at 22 4 1°C. The immobility time of rats was recorded for 6 min. Each rat was judged to
beimmobile when it stopped swimming and floated, making only those movements necessary to keep its head
above water™,

Invivointestinal permeability assay. At D21 intestinal permeability was determined by FITC-dextran in
fasted animals as previously described®, Briefly, rats were administered 60 mg/100g body weight of FITC-dextran
(4 kDa, Sigma-Aldrich, FD-4) by gavage and samples were obtained from the retro-orbital venous plexus 5 h after
administration. Serum FITC levels were determined by fluorometry at 488 nm using a microplate reader (Tecan,
Lyon, France). Concentrations were calculated from a standard curve,

Assessment of epithelial barrier function.  Two segments of distal colon of each animal were mounted
inmeodified Ussing chambers (Biomecatronics, Ruitz, France) after removal of the seromuscular layer, leaving an
exposed area of 0.0314 cny’. The luminal and basolateral compartments were filled with Krebs-Ringer bicarbonate
buffer (NaCl 120 mM, KCL: 5.9mM, MgCl2: 1.2mM, NaH2PO4: 1.2 mM, CaCl2: 2.5mM, NaHCO3: 14mM) sup-
plemented with 10 mmol/L glucose. Solutions were kept at 37°C and gassed with carbogen. Transmucosal poten-
tial difference was continuously monitored using calomel electrodes filled with saturated KCl and connected
to the chambers with 3M KCl-agar salt-bridges. The transepithelial electrical resistance (TEER) was calculated
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according to Ohnis law from the voltage deflections induced by bipolar current pulses of 10pA with a duration
of about 2sec. The TEER values were registered for each tissue just after mounting, at 40 minutes after mounting
and then at 30-minute intervals up to 160 minutes. The average TEER between 100 and 160 minutes was calcu-
lated over the two pieces of tissue per animal, These time points were selected because astable TEER plateau was
reached in most of the tissuesat these times,

Tissue preparation for histological analysis. Flushed colons were opened longitudinally, cut into 4cm
androlled. The samples were fixed in 4% paraformaldehyde (24 h, 4°C), incubated in 30% sucrose (48h, 4 °C) and
embedded in OCT medium (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA; Cat. No. 23-730-571). Ten microm-
eter cross-sections were mounted on SuperFrost Plus slides ( ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA; Cat.
No. 10149870), stained with hematoxylin phloxin safran and examined blindly by an anatomopathologist accord-
ing to the following criteria: cellular infiltration and mucosal alteration (vasculitis, muscular thickening, and
crypt abscesses) were graded from 0 to 3 (absent, mild, moderate and severe). Submucosal edema was scored
from 0 to 2 (absent, moderate, and severe).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).  Total proteins of rat proximal colon were extracted
with lysis buffer (50mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM EDTA, 10mM tetrasodium pyrophosphate, 2mM vana-
date, 100mM NaF, 0.5mM PMSF, 100 UI/mL iniprol/aprotinin, 20uM leupeptin, 1% triton), and protein con-
centrations were determined with a BC Assay Protein quantification kit (Interchim, Montlugon, France; Cat,
No. UP40840A). Colonic interleukin-6 (IL-6) and lipocalin- 2 were quantified with the enzyme linked immuno-
sorbent assay kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; Cat. No. Rat IL-6 DuoSet, DY 506 and Rat Lipocalin-2/
NGAL DuoSet DY3508) according to the manufacturer’s instructions. Concentrations were calculated from
standard curve and normalized to the total protein concentration.

Reverse transcription and quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Total
RNAs of proximal colon were extracted with Trizol (ThermoFisher Scientific, Waltham, MS, USA;
Cat, No. 15596026). DNAse-treated RNAs were reverse transcribed with high capacity cDNA RT kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS, USA; Cat. No. 4368814) for reverse transcription-quantitative PCR
(RT-qPCR). Specific cDNA were amplified for occludin (occF 5-AGTACATGGCTGCTGCTGATG-3,
occR 5'-CCCACCATCCTCTTGATGTGT-3"), zonula occludens-1 (ZO-1) (ZO-1F
5"-AGCGAAGCCACCTGAAGATA-3"; ZO- 1R 5"-GATGGCCAGCAGGAATATGT-3"), GATA-3 (GATA-3F
5-AAGAGTGCCTCAAGTATCAG-3; GATA-3R 5'- GCGGATAGGTGGTAATGG-3') and GAPDH (GAPDHF
5-AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3"; GAPDHR 5 -TGATGGCAACAATGTCCACT-3'). qPCR assays were
performed with SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Biorad, Hercules, CA, USA; Cat. No. 1725271)
and carried out on CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Biorad, Hercules, CA, USA). Relative quan-
tifications of occludin, ZO-1and GATA-3 genes were expressed as fold-change, using the 2~ **“ method with
GAPDH as reference gene.

Fecal microbiota analysis. DNA was extracted from rat feces collected at DO and D31 with the
NucleoSpin Soil kit protocol (Macherey-Nagel SARL, Hoerdt, France; Cat. No. 740780.250). Illumina high
throughput sequencing was performed by MRDNA lab (Shallowater, TX, USA) on a MiSeq following
the manufacturer’s guidelines. Briefly, the V4 region of the bacterial 16 S rRNA gene was amplified by 515 F
(5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") and 806 R (5'-GGACTACHVGGGTW TCTAAT-3") primers and
HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, Germantown, MD, USA; Cat, No. 203646) under the following condi-
tions: denaturation 94°C/3 min, followed by 28 cycles of 94°C/30 sec, 53 °C/40sec, and 72°C/1 min, with a final
elongation step 72°C/5min. Pooled PCR products were purified with calibrated Ampure XP beads. Illumina
sequencing was performed and DNA libraries builtby according to the Illumina TruSeq DNA library preparation
protocol.

We performed microbiota analysis on Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME, version 1.8.0)
software package®. In summary, sequences were demultiplexed to remove barcodes and primer sequences.
Chimeric sequences were removed with USEARCH61%, Sequences were clustered with USEARCH61 ata 97%
homology threshold®. Taxonomic analysis was performed with the Greengenes reference database (version 13-8).

Alpha diversity measures the richness of single microbial taxa within a sample. Observed operational taxo-
nomic unit (OTU) measurements were determined with QIIME using an OTU table rarefied at various depths.
AUC were calculated for each rarefaction curve. Beta diversity measures the variation in microbiota composition
between individual samples, Unweighted UniFrac distances between samples were computed to measure beta
diversity with the rarefied OTUs count table. Principal coordinates analysis (PCoA) was used to further assess
and visualize beta diversity. Groups were compared for distinct clustering with Adonis. LEfSe (LDA Effect Size)
was used to investigate bacterial members that drive differences between groups™.

Shortchain fatty acid (SCFA) analysis.  Acetate, propionate and butyrate were quantified from rat feces
collectedat DO and D31. Briefly, about 200 mg of fecal samples were diluted in 200l of distilled water. After cen-
trifugation, proteins were precipitated overnight with phosphotungsticacid (Sigma- Aldrich, Saint-Louis, MO,
USA, Cat. No. P4006) and centrifuged to obtain a clear supernatant,

One microliter of the clear supernatant was used to analyze SCFA composition by gas liquid chromatography
(Agilent technologies 6850 Network GC system, Santa Clara, SA, USA) with a splitless injector, a flame-ionization
detector and a capillary column (30 m; 0.25 mm; 0.25um) impregnated with nitroterephthalic acid modified pol-
yethylene glycol ( Agilent technologies, Santa Clara, SA, USA; Cat. No. AT-122-3232E). Carrier gas (Helium) flow
rate was 0.7 ml/min and inlet, column and detector temperatures were 175, 100 and 240°C, respectively. Volatile
free acid mix was used as the internal standard (Supelco. Saint-Quentin-Fallavier, France; Cat, No, CRM46975).
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Data were collected and peaks integrated with OpenLAB software (Agilent technologies, Santa Clara, SA,
USA). Values were expressed in M/g of feces and the ratio was calculated between D31 and DO.

Serine protease activity assay. About 200 mg of feces were diluted in 1 ml of distilled water, homog-
enized and centrifuged at 1000g for 5 min. One hundred microliters of fecal supernatants were added to
100 pl of buffer (50 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM CaCl,) containing 100 uM specific serine protease substrate
(suc-phe-ala-ala-phe-pNA) ( Bachem, Switzerland; Cat. No. 4013859) and incubated at 37 °C for 6 h. Substrate
cleavage was measured at 400 nm with NUNC 96-well plates (ThermoFisher Scientific, Waltham, MS, USA) and
normalized to the total feces weight.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed with Prism 7 software (GraphPad, La Jolla, CA,
USA). Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM). Colonic sensitivity to gradual CRD, body
weight, distance moved, time spent in the hidden zone and microbiota analysis (taxonomy) were analyzed by
two-way ANOVA followed by Sidak post hoc test for multiple comparisons. Rate comparisons were performed by
Fisher's exact test. Most comparisons were performed by the Student test, For non-Gaussian data, comparisons
were performed by the non-parametric Mann Whitney U test (Unpaired data). A p-value < 0.05 was considered
statistically significant.
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ABSTRACT

The association of intestinal microbiota with psychiatric disorders is increasingly obvious. On the other
hand, gut microbiota contributes to colorectal carcinogenesis as demonstrated with Colibactin-
producing Escherichia coli (CoPEC). The aim of this study was to evaluate the presence of psychiatric
disorders in colorectal cancer patients colonized by CoPEC. In a limited cohort, all patients with CoPEC
already did present with previous psychiatric disorders several years before cancer diagnosis, whereas
only one patient without CoPEC did. This result was confirmed on C57BL6/J wild-type mice which
exhibited a significant increase of anxiety-/depressive-like behaviors after chronic infection with a
CoPEC strain. This constitute the first evidence that CoPEC infection could induce microbiota-gut brain

axis disturbances in addition to it pro-carcinogenic proprieties.

INTRODUCTION

Both the gastrointestinal tract and the nervous system are closely connected by a complex
bidirectional system in which the gut, the central and the enteric nervous system interact with each
other, engaging neuronal, endocrine and immune activities. A couple years ago, the intestinal
microbiota has been described as a third component of the brain—gut axis!. The gut microbiome is
composed of a wide variety of microbial species and contributes to the maintenance of digestive tract
integrity?. Disturbances in the gut microbiome (dysbiosis) may play a key role in the pathogenesis of
gastrointestinal (colorectal cancers...) but also extra-digestive disorders (hypertension, autism
spectrum disorders, anxiety, depression and Parkinson’s disease). Clinical studies were firstly
performed on Parkinson’s disease given the high prevalence of gut dysfunction in these settings.
Studies have demonstrated a decrease of anti-inflammatory genera as Faecalibacterium associated
with an increase of pro-inflammatory Proteobacteria®*. Interestingly Enterobacteriaceae level
correlated with postural instability and gait issues®. Modifications in the microbiome can induce
depressive-like behaviors, which is a co-morbidity in neurodegenerative disorders. Indeed, similar
dysbiosis have been also described in anxiety and depressive disorders®”. These clinical observations
and experiments in animal models support implication of the intestinal microbiome in the
development and progression of anxiety and depression®%.

The links between gut microbiota disturbances and colorectal carcinogenesis have also been
demonstrated®. Metagenomic studies have shown that the gut microbiota has higher abundance of
procarcinogenic taxa such as Escherichia, Bacteroides, and Fusobacterium in colorectal cancer (CRC)

patients compared to healthy subjects!?. Colibactin-producing Escherichia coli (COPEC) have been
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shown to be more prevalent in the biopsies of CRC patients compared to control patients*™*. In vitro
and in vivo studies have demonstrated the implication of CoPEC and the colibactin toxin in colorectal
carcinogenesis as wel|*#16722,

Severe depressive symptoms have been associated with CRC?*?*. Because microbiote-gut-brain axis
disturbances and enterobacteria unbalance have been implicated in both depression and CRC
pathologies, the aim of this study was to evaluate the psychiatric disorders in CRC patients colonized
by CoPEC. Our clinical observations were confirmed studying anxiety and depressive-like behavior in

animal models chronically infected by CoPEC.

MATERIAL AND METHODS

Patients

The study received approval from an Institutional Review Board (Comité de Protection des Personnes
Sud-Est VI, reference 2016-A01233-48 / AU1290) and was registered in clinical trials (NCT 02970513).
Written informed consent was gathered from all participants. The study was suggested to all non-
demented adult patients followed by the digestive surgery department of Clermont-Ferrand university
hospital after a colorectal cancer surgery and for whom the prevalence of CoPEC has been investigated

using PCR tests on CRC samples?.

Psychiatric evaluation

Current and lifetime Axis | psychiatric disorders as defined by the DSM-IV were evaluated by a
psychiatrist using the Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI 5.0.0)%, a standardized
structured psychiatric interview validated in French?®?’. The severity of depression and anxiety was
determined with Hamilton scales (HDRS and HAMA)?. These two scales were filled by the psychiatrist
after an interview and higher score reflected higher severity. For the HAMA, psychic and somatic

anxiety sub scores have been used.

Data collection

Sociodemographic (age, sex, educational level and way of life) and medical (tumor location and TNM
CRC stage, laparoscopy or laparotomy, presence of CoPEC) details were collected from both surveys
and medical records. They managed with Research Electronic Data Capture (REDCap) tools hosted at
Clermont-Ferrand University Hospital®®. REDCap is a secure, web-based application designed to

support data capture for research studies.

Animal model
All animals were housed in animal biosafety level 2 (21-22°C, 12:12 h light-dark cycle) with access to

food and water ad libitum. Studies were performed using five-week-old wild-type (WT) C57BL/6 male
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mice were purchased from Janvier Lab (Le Genest-Saint-Isle, France) and five- to six-week-old
C57BL/6J-APCMin/+ (Apc: Adenomatous polyposis coli; Min: Multiple Intestinal Neoplasia; The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA). All experiments were approved by the local ethical committee

(No. CE-2912) and the French Ethical Animal Use Committee.

Bacterial strains

The representative strain of CoOPEC named 11G5 isolated from the colonic tissue of a patient with colon
cancer, as previously described®’, was used. To enhance strain colonization, streptomycin (2.5 g/L) was
administered for 3 days prior to oral inoculation with 1 x 10° colony forming unit (CFU). Control mice
were inoculated with 200ul of sterile 1X PBS. Fresh fecal pellets were sampled every week and
resuspended in sterile 1X PBS. After serial dilution, bacteria were enumerated by plating on LB agar
medium containing 50 pg/ml ampicillin and 50 pg/ml kanamycin and incubated at 37°C overnight. CFU

were enumerated and normalized to weight of feces.

Colonic low-grade inflammation

Fecal samples were collected at 7 days post-infection (DPI) and 15 DPI weighted and homogenized in
sterile 1X PBS. Vials were centrifuged (10000 x g, 10 minutes) and supernatants were stored at -20°C
until analysis. Supernatants were then diluted in kit-recommended reagent (1% bovine serum albumin
in PBS 1X) and concentration of lipocalin-2 was estimated using the Mouse Lipocalin-2/NGAL Duoset
ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN) according to the manufacturer’s instructions.

Concentrations were normalized to weight of feces.

Anxiety-like behavior

Anxiety-like behavior was assessed using the EPM test (ViewPoint Behavior Technology, Lissieu,
France) at 15 DPI, as previously described>!. Mice were acclimated to the room at least 45 minutes
before test. Individual animal was placed in the central zone and allowed to explore the maze for 5
minutes. Mice were recorded with a camera and data were manually scored. Anxiety was
characterized through the number of entries in each arm (considered when the four taws are located

within the arm) and time spent in open arms.

Behavior recognition system PhenoTyper’

The PhenoTyper® (Noldus Information Technology, Wageningen, The Netherlands) is an automated
infrared (IR) video-tracking system measuring behavior of animal models as previously described>!.
Briefly, this device is composed of 8 plexiglass cages (45 cm x 45 cm), each containing an opaque plastic
square shelter accessible by two entrances and delimited areas for feeding and drinking. Cages are
surrounded by top unit provided with IR lighting and the IR camera for video recording during the light

and dark cycles. Briefly, at 20 DPI, mice were transferred into PhenoTyper® cages (1 per cage) and
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animal activities were recorded with Mediarecorder® (Noldus Information Technology, Wageningen,
Netherlands) for 24h, including 12h dark period and 12h light period. During this period, mice had ad
libitum access to food, water and a shelter. Raw data were analyzed with Ethovision XT® software
(Version 12, Noldus Information Technology, Wageningen, Netherlands) and various specific behaviors

were compared between infected and control animals.

Forced Swimming Test (FST)

At 35 DPI, after an acclimatization of 45 min, each mouse was placed in a glass cylinder (17cm diameter
and 30cm high) containing water at 22 + 2°C. The immobility time of mice was recorded for 6 minutes.
Each mouse was judged to be immobile when it stopped swimming and floated, making only those

movements necessary to keep its head above water.

Statistical analysis

For clinical data, quantitative data are presented as median [interquartile] and were compared
according to the presence of COPEC with Mann-Whitney test, while qualitative data are presented as
number (percentage) and comparison were performed with Chi2 test. Factor analysis on mixed data
was performed using the dudi.mix function of the ade4 package in R (http://cran.r-
project.org/web/packages/ade4d/index.html) to visualize difference in patient’s profile according to
presence of CoPEC. The parameters considered in this analysis were determined based on the
univariate results and clinical relevance among sociodemographic, surgical, tumoral and psychiatric
data. Quantitative data were centered and scaled. For animal studies, statistical analysis was
performed with GraphPad Prism 7 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA) and with STATA V15 (Stata
Corp, College Station, Texas, USA). The study sample was described by frequencies and percentages
for categorical data and by means + standard deviations (or median and interquartile range when data
not normal) for continuous data. Normality was assessed graphically and using Shapiro Wilk's test.
Student’s t-test (or Mann & Whitney test when data not normal) and chi-squared test (or Fisher's exact
test when appropriate) were used to compare two groups for continuous data and for categorical data
respectively. Kruskal-Wallis test with a Dunn’s multiple post hoc comparison test was used for
comparison between more than two groups. Two-Way ANOVA test with a Sidak multiple post hoc
comparison test was for multiple factors influencing. Pearson test was performed to determined
correlations between two independent variables. A p-value<0.05 was considered statistically

significant.
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RESULTS

Of the 66 eligible patients, only 12 agreed to participate. All clinical data are summarized in Table 1.
Sex ratio was 1:1 and median age was 67 [63-80.5]. The CoPEC were detected in colonic tissue in 6
patients (CoPEC+) and were not for the 6 others (CoPEC-). CoPEC+ patients were younger than CoPEC-
(p=0.013). No differences were observed for CRC clinical data. The presence of psychiatric disorders or
HAMA and HDRS scores were comparable between CoPEC+ and CoPEC- patients. However their
psychiatric profiles were different. Whereas only one CoPEC-patient had psychiatric disorders
(agoraphobia and specific phobia), all CoPEC+ patients had psychiatric disorders (p=0.015): one
presented with a generalized anxiety disorder, one with a specific phobia and four patients including
one with a specific phobia have had one or more past major depressive disorders. For all included
patients, independently of the CoPEC prevalence, the first psychiatric disorder occurred several years
before CRC diagnosis. Considering age, TNM CRC stage, psychiatric disorders, HDRS and HAMA scores,
we highlighted different clinical profiles according to the presence of CoPEC, and psychiatric disorders
were one major factor contributing to these discrepancies (Figure 1A). Importantly, these results were

confirmed after the exclusion of age in the analysis (data not shown).

CoPEC infection induced long-lasting disturbances of colonic mucosa homeostasis and
anxiety/depressive-like behavior

At 4 DPI, all infected WT mice were colonized by the 11G5 CoPEC strain (Figure 1B). Bacterial load
remained high during all the experiment until 30 days post-infection showing persistent and chronic
infection in mice. Colonic low-grade inflammation was assessed by measuring fecal lipocalin-2 by
ELISA32, At 7 DPI, fecal lipocalin-2 level (colonic low-grade inflammation marker) in infected mice was
significantly higher than in control group (p<0.05) (Figure 1B). This difference persisted up to 15 DPI
(p<0.05). Infected mice made significant fewer entries and spent less time in the open arms of the EPM
than control group at 15 DPI (2.7 versus 6.6 entries, p<0.0001 ; 9.9 + 1.3 versus 17.6 + 1.8 seconds,
p<0.01) (Figure 1C). These results were confirmed on the CRC-susceptibility mice model, APC™"* mice
(data not shown). In addition, at 35 DPI immobility time during the FST was longer in infected mice
(83.3 £ 8.9 versus 37.7 + 4.7 seconds, p<0.001) (Figure 1D). Taken together, these results indicate that

infected mice presented with significant anxiety and depressive like behaviors.

CoPEC infection induced long-lasting disturbances of well-being
We analyzed the impact of CoPEC infection on animal behavior at 20 DPI with PhenoTyper®. Infected

mice did not present any differences in distances traveled and in time spent in the hidden zone (data
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not shown). However, the total duration of digging (p<0.05) and sniffing (p<0.01) was significantly

shorter during the dark period (Figures 1E and 1F) suggestive of anxiety- and depression-like behaviors.
DISCUSSION

Involvement of intestinal microbiota, and particularly Enterobacteria in CRC pathogenesis, anxiety and
depression became more and more obvious these past decades. In the present study, we showed, on
a limited cohort, that anxiety and depressive disorders were significantly more prevalent in CRC patient
colonized by CoPEC. Interestingly, we determined that the first psychiatric disorder occurred several
years before the CRC diagnosis, as previously reported. Indeed it was shown that severe depressive
symptoms were associated with an increased risk of CRC?>24, Because of small samples that could have
alter the relevance of our clinical conclusions, we had to confirm our findings on preclinical models.
We then chronically infected wild-type mice with a reference CoPEC strain because psychiatric
disorders seemed to occur before colorectal carcinogenesis in this clinical study. In our conditions, we
observed a significant increase of anxiety-like behaviors using EPM test after CoPEC infection. In
addition, sniffing and digging times measured with PhenoTyper® were significantly decreased and
immobility times during FST were increased after infection, suggesting anxiety and depressive-like
behaviors. Same effects on anxiety-like behaviors have been observed in a context of colorectal
carcinogenesis (APC™"* mice; data not shown) as well. All these preclinical data confirmed that CoPEC
chronic infection could affect host’s behaviors before the development of CRC. Our hypothesis is that
CoPEC could colonized the gut of the neonatal or young hosts as previously described®. This infection
could induce perturbations in gut homeostasis, which may have some consequences in microbiota-
gut-brain axis disturbances. Alterations of gut epithelial barrier were measured after CoPEC infection
in rat models3. We showed herein that CoPEC infection induced a persistent increase of fecal lipocalin-
2, which is a marker of low-grade inflammation32. This inflammation induced by CoPEC infection could
influence anxiety and depressive like-behaviors of infected host. Indeed, inflammation, cytokine
modulation and intestinal barrier alteration are known pathways associated with these disorders®*.
Even if further mechanistic studies are planned, our results support a significant role of
enterobacteriaceae in the development of psychiatric disorders and neuropathies previously
described on clinical correlations®*. These first results suggest that CoPEC infection could induce

microbiota-gut brain axis disturbances in addition to it pro-carcinogenic properties.
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Table 1: Sociodemographic and clinical data according to the presence of CoPEC

Sociodemographic
Age
Sex, Female

Educational level,
more than 12 years

Couple Life
CRC

Follow-up since CRC
surgery (years)

Laparotomy
Left colon cancer

TNM CRC stage
1

2
3
4

Psychiatry

Personal past anxiety /
major depressive
disorders

Family psychiatric
disorders
HDRS total score
HAMA total score
HAMA somatic score

HAMA psychic score

CRC, ColoRectal Cancer; HAMA, Hamilton Anxiety Rating Scale; HDRS, Hamilton Depression Rating Scale

Total
n=12

67 [63 - 85]
6 (50)
2 (17)

10 (83)

4.9[4.2-8.2]

8(67)
6 (50)

2 (17)
6 (50)
3(25)
1(8)

7 (58)

4 (33)

5.5[3.0-7.5]

6.5 [3.5-10.5]

0.5 [0.0 - 2.0]
5[2.5 - 8.5]

CoPEC +
n==6

63 [57 - 65]
2 (33)
1(17)

6 (100)

6.5[4.3 - 8.4]

3(50)
3 (50)

2 (33)
3(50)
1(17)

6 (100)

2(33)

6.5[5.0-8.0]

7.5[6.0-10.0]

1.0 [0.0 - 2.0]
5.5[4.0 - 8.0]

Data are reported with median [interquartile] or number (%)

CoPEC -
n=6

80.5 [79 - 82]
4 (67)
1(17)

4 (67)

4.7 [4.0-5.3]

5(83)
3(50)

3 (50)
2 (33)
1(17)

1(17)

2(33)

4.5[2.0-7.0]
4.5[3.0-11.0]
0.0 [0.0 - 2.0]
4.5[1.0-11.0]

| Annexes

p-value

0.013
0.567

1.000

0.455

0.513

0.545
1.000

0.545

0.015

1.000

0.422
0.520
0.388
0.936
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: CoPEC infection and anxiety and depressive like-behaviors:

(A) Factor analysis on mixed data (left) and graph of variables indicating the relationship between
variables (right) reveals two different patient’s profiles according to presence of COPEC and variables
associated to the profiles. Patients with CoPEC are presented in blue while patients without are in red.
(B) Colonization of infected WT mice (n=12) in gastrointestinal tract followed by counting fecal CFU of
CoPEC (11G5 strain) at different time points (left). Colonic low grade inflammation assessed by
measuring fecal lipocalin-2 at 7 DPI and 15 DPI (control n=11 and infected mice n=12) (right). (C)
Anxiety-like behavior assessed with and elevated plus maze test at D14. Entries frequency (left) and
time spent in open arms (right) of control (n=12) and infected mice (n=12). (D) Immobility time during
the forced swimming test of control and infected mice at D35. White circles represent control mice
while black circles represent infected mice. (E-F) Control and infected mice were placed in
PhenoTyper® at D20 and recorder for 24 hours to assess behavior analysis in a representative
experiment. (E) Total digging and (F) sniffing time were also determined during 24 hours. Mean digging
(E-right) and sniffing (F-right) times were only measured during the 12 hours dark period (uninfected
mice n=6 and infected mice n=6). White circles represent control mice while black circles represent

infected mice. Statistical analysis: Student’s t-test: *p<0.05, **p<0.01 ****p<0.0001.
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Maéva MEYNIER - Etude des perturbations du microbiote intestinal & la suite d’une infection par des
Entérobactéries : Conséquences sur le comportement et le « bien-étre » de I’héte.
Theése de Doctorat d’Université, soutenue le 1" avril 2022 a I’'Université Clermont Auvergne.

Les perturbations de |'axe cerveau-intestin-microbiote font I'objet de nombreuses études afin de mettre
au point de nouveaux traitements pour les pathologies intestinales chroniques telles que le syndrome de
I'intestin irritable (SII). Dans certains cas, a la suite d'une infection gastro-intestinale par des
Entérobactéries et malgré I'élimination de I'agent pathogene, des troubles du transit et des douleurs
abdominales chroniques persistent et peuvent favoriser le développement de symptomes anxio-
dépressifs. Ceci est alors appelé Sl post-infectieux (SII-Pl). En développant un modeéle préclinique
d'infection a Citrobacter rodentium, mes travaux se sont focalisés sur (1) I'étude de I'impact de la cytokine
IL-22 sur les symptomes associés au SlI-Pl, (2) I'étude du métabolisme du tryptophane (Trp), en particulier
I'expression d’AhR induite par ses ligands dérivés du microbiote et, (3) I'étude du microbiote et du
métabolome fécal sur les troubles de I'hnoméostasie suite a la résolution d’une infection gastro-intestinale.
Ainsi, nous avons montré que le modele murin d'infection a C. rodentium développe en période post-
infectieuse, une hypersensibilité viscérale d’origine colique (HSVC) persistante, un comportement de type
anxieux ainsi que des altérations cognitivo-émotionnelles, associés a une dysbiose, une inflammation a
bas bruit et a une perméabilité intestinale augmentée montrant qu’il s’agit d’'un modele pertinent pour
étudier les mécanismes physiopathologiques du SII-PI. Dans un premier temps, des analyses de
métabolomique dirigée ont dévoilé des perturbations fonctionnelles au niveau fécal en phase post-
infectieuse. Le métabolisme du Trp est altéré avec une diminution de la voie indole et de I'activité d’AhR
ainsi qu’une diminution de la production du tryptophol. La production de la cytokine IL-22 peut étre
activée par la voie AhR et représente un acteur essentiel de I’homéostasie intestinale. Ainsi l'efficacité de
la vectorisation d’IL-22 a l'aide d’une souche de Lactococcus lactis portant un plasmide d'expression
eucaryote pour I'lL-22 murine (L. lactis'=??) a été testée dans ce modele animal de SII-PI. Le traitement
avec L. lactis'"“?> permet d’améliorer les perturbations associées a I'infection par C. rodentium durant la
phase post-infectieuse. Nos résultats suggérent que le ciblage de la voie de signalisation AhR/IL-22
atténue les symptomes du SII-PI en agissant sur l'intégrité de la barriere épithéliale intestinale et les
métabolites du Trp dérivés du microbiote. Les études de métabolomique ont été élargies afin d’identifier
les perturbations fonctionnelles du microbiote fécal induite par I'infection. Ces travaux ont permis de
préciser la physiopathologie du SlI-PI et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles telle
que la voie AhR/IL-22. De plus, le réle d’autres infections sur les comportements cognitivo-émotionnels de
I'hote a été étudié dans deux modeles animaux. Une infection chronique parasitaire a Blastocystis chez le
rat a été utilisé afin de mimer un Sll, ainsi qu’une infection chronique aux Escherichia coli producteurs de
colibactine (CoPEC), Entérobactéries associées au cancer colorectal (CCR).

Mots-clés : axe cerveau-intestin-microbiote, SII-Pl, Entérobactéries, C. rodentium, tryptophane, AhR, IL-
22, microbiote intestinal, métabolome, troubles congitivo-émotionnel, comportement, douleur viscérale.
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