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Résumé

Les douleurs abdominales chroniques sont un motif récurent de consultation en service de
Gastroentérologie. Cependant, les traitements actuels présentent peu d’efficacités thérapeutiques.
Ces douleurs sont principalement associées a deux pathologies gastro-intestinales : le syndrome de
I'intestin irritable (SII) et les maladies inflammatoires coliques de I'intestin (MICI), en particulier lors
des périodes de rémission. Il existe une étiologie commune concernant ces douleurs chroniques
associées a ces deux pathologies intestinales, notamment I’hypersensibilité viscérale d’origine colique
(HSVC). Plusieurs mécanismes peuvent étre responsables de cette HSVC comme un dysbiose
intestinale, une dérégulation de I’axe hypothalamo-cortico-surrénalien (HPA) ou encore une activation
immunitaire anormale. Des altérations de I'axe cerveau/intestin/microbiote ont été décrites pour
chacun des types de pathologies, correspondant, au niveau central, a des troubles cognitifs, un
phénotype anxio-dépressif et au niveau intestinal a des altérations du transit et de la perméabilité
intestinale, une inflammation a bas bruit, reflétant notamment un déreglement du systeme

immunitaire inné, ainsi qu’une étiologie infectieuse et une dysbiose touchant le microbiote intestinal.

Les objectifs de ce travail de thése étaient tout d’abord d’évaluer I'expression des Toll-like
receptors (TLR) au niveau de la muqueuse colique, sur un modele animal présentant une HSVC, le
modele de séparation maternelle (NMS). Les événements déléteres pendant I'enfance (Early adverse
life event - EALE) sont des expériences traumatisantes vécues en bas ages, comme la violence physique
ou sexuelle, ou encore la perte d’un parent, ainsi que des relations déléteres avec le tuteur principal.
Ces événements peuvent, a I'age adulte, induire un large éventail de troubles médicaux chroniques, y
compris le Sll. En effet, plusieurs études font état d’'une augmentation de la prévalence du Sll en cas
de EALE. Il est possible de transposer de telles observations cliniques sur des modeles d’études
animaux en préclinique, par exemple, en utilisant le modéle animal de NMS. Il a été constaté une
augmentation de I'expression du gene codant la protéine TLR5 au niveau des entérocytes seulement
chez les animaux NMS présentant une HSVC, ainsi qu’une augmentation de la perméabilité intestinale

et une dysbiose intestinale chez ces mémes animaux.

Le deuxieme objectif de ce travail concerne le concept émergent d’axe cerveau-intestin-
microbiote, suggérant un continuum physiopathologique entre la dysbiose ou I'infection intestinale et
un ensemble de troubles neuropsychiatriques. Pour réaliser cet objectif, il fut évalué I'impact de la
suppression du TLR5 a I'aide de souris TLR5KO sur les comportements anxieux, dépressifs et cognitifs,
et examiné le mécanisme impliqué, comme la réponse de I'axe HPA a la suite du stress aigu, les
changements dans I|'expression des cytokines dans certaines structures cérébrales (amygdale,

hippocampe et cortex préfrontal) et/ou le r6le du microbiote intestinal.






Ce travail de thése a permis tout d’abord d’établir un lien entre I’'hyperperméabilité intestinale,
I'HSVC, les modifications du microbiote intestinal et I'expression des différents TLR au niveau de
I’épithélium coliqgue d’animaux modeles de Sl non inflammatoire. Il a permis également d’étudier
I'implication du récepteur TLR5 dans les comportements associés a |’anxiété, comorbidité majeure de
I’'HSVC. Ainsi, le récepteur TLR5 pourrait représenter une cible pharmacologique potentielle pour le
traitement de ’'HSVC associée aux pathologies gastro-intestinales que sont le SlI et les MICl en période

de rémission.






Abstract

Chronic abdominal pain is a recurring reason for consultation with Gastroenterology. However,
current treatments have little therapeutic effectiveness. This pain is mainly associated with two
gastrointestinal pathologies: irritable bowel syndrome (IBS) and inflammatory bowel diseases (IBD),
particularly during remission periods. There is a common etiology for this chronic pain associated with
these two intestinal pathologies, including colonic hypersensitivity (CHS). Several mechanisms can be
responsible for this CHS, such as intestinal dysbiosis, a dysregulation of the hypothalamo-cortico-
adrenal axis (HPA) or an abnormal immune activation. Alterations of the brain/gut/microbiota axis
have been described for each type of pathology, corresponding, at the central level, to cognitive
disorders, an anxio-depressive phenotype and in the gut level with alterations of the intestinal transit
and intestinal permeability, low-grade inflammation, reflecting in particular a disturbance of the innate
immune system, as well as infectious etiology and dysbiosis affecting the intestinal microbiota.

The objectives of this thesis work were first to evaluate the expression of Toll-like receptors
(TLRs) at the level of the colic mucosa, on an animal model with CHS, the maternal separation model
(NMS). Deleterious events in childhood (Early adverse life event - EALE) are traumatic experiences in
infancy, such as physical or sexual violence or the loss of a parent, and harmful relationships with the
principal guardian. These events can induce during adulthood a wide range of chronic disorders,
including IBS. Indeed, several studies reported an increase in the probability of IBS associated with
EALE. Such clinical observations can be transposed to preclinical animal study models, for example,
using the NMS animal model. An increase in expression of the gene encoding the TLR5 protein in
enterocytes was observed only in NMS animals with CHS, as well as increased intestinal permeability
and intestinal dysbiosis in these same animals.

The second objective of this work concerns the emerging concept of the brain/gut/microbiota
axis, suggesting a pathophysiological continuum between dysbiosis or intestinal infection and a set of
neuropsychiatric disorders. To achieve this objective, the impact of TLR5 suppression using TLR5KO
mice was assessed on anxiety, depressive and cognitive behaviors, and the mechanism involved, such
as the response of the HPA axis to acute stress, changes in cytokine expression in specific brain
structures (amygdala, hippocampus and prefrontal cortex) and/or the role of the intestinal microbiota.

This thesis work first established a link between intestinal hyperpermeability, CHS, changes in
the intestinal microbiota and expression of different TLRs in the colonic epithelium of non-
inflammatory IBS animal model. It also investigated the involvement of the TLR5 receptor in behaviors
associated with anxiety, a major comorbidity of CHS. Thus, the TLR5 receptor could represent a
potential pharmacological target for the treatment of CHS associated with the gastrointestinal

pathologies such as IBS and IBD during remission.
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Figure 1 : Prévalence mondiale du syndrome de I'intestin irritable (Sll)

Données sur la prévalence du Sl groupées par pays. Vert pour la prévalence la plus
faible (<5%), violet pour la prévalence la plus forte (>30%). D’aprés Enck et al., 2016



Les douleurs abdominales représentent un motif fréquent de consultation en service de
gastroentérologie et nécessitent une amélioration de I'efficacité de leur prise en charge. Ces douleurs
ont une prévalence annuelle de 22,9 personnes/1000 ( Tolba et al., 2016) et peuvent étre induites par
plusieurs facteurs étiologiques, qu’ils soient organiques et/ou fonctionnels. Ces douleurs sont
présentes principalement dans deux types de pathologies intestinales : le syndrome de l'intestin
irritable (SIl) qui ne présente aucune atteinte structurelle et inflammatoire et les maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) induisant des poussées d’inflammation sévere au niveau
de la muqueuse colique pendant les phases actives, celles-ci alternant avec des périodes de rémission,
périodes durant lesquelles les patients présentent des symptémes communs avec les patients atteints

de SlI (Spiller and Major, 2016). Ce premier chapitre sera consacré a une description détaillée du SlI.
1. Généralités du Sl

Le Sl est une colopathie chronique fonctionnelle avec une prévalence de 11% dans la
population mondiale (Enck et al., 2016a) (Figure 1). Une prévalence de genre existe rendant les
femmes plus susceptibles a ce syndrome (Meleine and Matricon, 2014a). Il est caractérisé par
I'absence d’atteinte structurelle et biochimique de la muqueuse colique. Ce syndrome est associé a
des douleurs abdominales chroniques, ayant pour origine le colon et le rectum. Il est également
retrouvé dans ce syndrome des ballonnements et des troubles du transit intestinal ainsi que plusieurs
comorbidités psychiatriques. Le Sll n’est pas |étal mais la géne engendrée par celui-ci peut affecter la
qualité de vie du patient entrainant une augmentation du nombre de consultations et par conséquent
le colit de leur prise en charge. Le Sl est une pathologie multifactorielle avec une étiologie complexe,

rendant difficile le développement de nouveaux traitements efficaces.

2. Symptdémes du Sl

Le Sll présente des douleurs abdominales récurrentes entrainant une diminution significative
de la qualité de vie des patients. Ces douleurs abdominales sont associées a de |'hypersensibilité
viscérale d’origine colique (HSVC) dans 33 a 90% des patients Sl (Farzaei et al., 2016a). Le principe de
I'HSVC fut employé pour la premiére fois en 1973 dans les travaux de Ritchie (Ritchie, 1973), travaux
par la suite confirmés permettant de caractériser de I'hypersensibilité au niveau colique (Prior et al.,
1990) mais également au niveau d’autres organes du systeme gastro-intestinal tels que I'cesophage,
I’estomac ou l'intestin gréle (Kanazawa et al., 2008; Whitehead and Palsson, 1998; Zighelboim et al.,
1995). En clinique, I’'HSVC est défini comme une diminution du seuil de perception d’un stimulus

mécanique pouvant induire de I'inconfort ou de la douleur (Camilleri, 2002). Les patients atteints de
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Figure 2 : Classification des sous-types de Sll selon les critéeres de ROME Il

A : Selon la dureté des selles (ordonnées) et la quantité d’eau dans les selles (abscisses), quatre sous-
types de Sl peuvent étre distingués: le sous-type avec de la constipation SII-C (IBS-C), le sous-type non
classifié Sll-U (IBS-U), le sous-type mixte SII-M (IBS-M) et le sous-type diarrhéique SII-D (IBS-D). D’apres
Enck et al., 2016

B : Echelle macroscopique de Bristol, permettant par examen des selles d’établir un type de selle propre
au patient, indicateur de I'état du transit intestinal. Cette échelle permet de distinguer 7 types de selles,
le type 1 étant le plus représentatif d’un état de constipation, le type 7 étant le plus caractéristique d’un
état diarrhéique. D’apres Lacy et al., 2016



Sl présentent également des changements de la consistance et/ou de la fréquence des selles. Ainsi,
ces changements permettent une classification en différents sous-types: le Sll a prédominance
diarrhéique (SII-D), le SII a prédominance constipatoire (SII-C), le Sl mixte avec des périodes de
diarrhée alternant avec des périodes de constipation (SII-M), et le SII-U pour « unclassified » (Enck et
al., 2016b) (Figure 2). Il existe également le Sll post-infectieux SlI-PI, induit a la suite d’une ou plusieurs
infections gastro-intestinales répétées (Barbara et al., 2019a; Downs et al., 2017). Les patients SlI
peuvent également présenter des ballonnements (Chang et al., 2001; Lembo et al., 1999; Ringel et al.,
2009), en particulier chez les patients SII-C ol 27.5% considerent les ballonnements comme le

symptome le plus dérangeant (Kanazawa et al., 2016; Kosako et al., 2018).
3. Diagnostics du Sl

A I'heure actuelle, la caractérisation de biomarqueurs spécifiques au Sll n’est pas confirmée
(Mujagic et al., 2017). Ainsi, son diagnostic se réalise par I'intermédiaire d’examens cliniques. Le SlI
étant une pathologie multifactorielle, un seul symptome n’est pas suffisant pour le discriminer d’autres
maladies telles que les MICI, le cancer colorectal, les diarrhées infectieuses ou la maladie céliaque.
Plusieurs examens cliniques standardisés sont nécessaires pour pouvoir diagnostiquer correctement
un patient. Un questionnaire de diagnostic basé sur les criteres de ROME IV a été établi en 2016, faisant
suite aux criteres de ROME Ill établis en 2006. Il consiste a déterminer chez le patient si la présence de
douleurs abdominales récurrentes (au moins un jour par semaine durant les trois derniers mois) est

associée avec au moins deux des trois critéres suivants :

e Douleurs associées a la défécation
e Douleurs associées a une modification de la fréquence des selles

e Douleurs associées a une modification de la consistance des selles

Ces nouveaux criteres de ROME IV different principalement des critéeres de ROME Il par la
présence exclusivement de douleurs abdominales et non douleur et inconfort associés aux différents

critéres cités ci-dessus.

La caractérisation de la consistance des selles est également un facteur important a prendre
en compte dans le diagnostic de patients SlI. En effet I’établissement des différents sous-types de SlI
cités précédemment peut étre réalisé avec I'échelle de Bristol, outil fréquemment utilisé en service de
gastroentérologie (Figure 2). Cette échelle par un examen visuel permet la classification des selles des
patients en sept différents types numérotés de 1 a 7, le type 1 correspondant a une forte constipation
et le type 7 a une forte diarrhée. Les patients SII-D présentent dans plus de 25% des cas des types de

selles 1 et 2, tandis que les patients SII-C présentent des types 6 et 7 dans plus de 25%. Enfin un examen
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des antécédents familiaux du patient, diététique, génétique ou encore psychologique doit étre pris en

compte pour améliorer le diagnostic (Defrees and Bailey, 2017).

4. Etiologie du SlI
4.1. Facteurs intrinseques
4.1.1. Sexe

Deux fois plus de femmes que d’hommes présentent un Sl dans les pays occidentaux. Ce
ratio peut cependant étre différent en fonction de la région géographique étudiée, pouvant aller
jusqu’a quatre femmes pour un homme. Ceci permet de suspecter I'implication du cycle menstruel
dans le Sl (Houghton et al., 2002). De plus, cette dichotomie semble apparaitre au cours de la puberté
et s’accentue durant le début de la phase adulte (Heitkemper and Chang, 2009). Des études ont
également montré que les femmes atteintes de SlI étaient plus susceptibles au SlI-C tandis que les
hommes présentaient une plus forte prévalence pour le SlI-D (Lovell and Ford, 2012a). Les femmes
sont également plus susceptibles au SlI-Pl (Klem et al., 2017), semblent étre plus sensibles a la fatigue
et présentent une anxiété plus forte conduisant a une diminution de la qualité de vie plus importante
que chez les hommes souffrant de Sll. Cependant, le nombre d’études réalisées a ce jour reste faible
et nécessite donc d’étre complété (Kim and Kim, 2018a). Enfin la physiopathologie du SlI, abordée plus
tard dans ce chapitre, semble également étre impactée par la prévalence dépendante au sexe (Kim

and Kim, 2018b; Meleine and Matricon, 2014b).

4.1.2. Ages

Le Sll peut apparaitre dans toutes les classes d’ages, comprenant les enfants et les personnes
agées, sans différences de fréquences de sous-types (Rasquin et al., 2006; Tang et al., 2012).
Cependant, 50% des patients Sl ont rapporté que |'apparition de leurs premiers symptomes était
survenue avant I’age de 35 ans. De plus, a I’dge de 50 ans, la prévalence du Sl est inférieure de 25%
en comparaison a des patients SlI plus jeunes (Lovell and Ford, 2012b). Enfin, il existerait un lien non
négligeable entre les symptomes du SlI et I'adge des patients. En effet, il a été montré que chez des
patients dgés de plus de 50 ans, leur seuil de douleur était plus faible et que leur qualité de vie avait
diminuée au cours du temps. L’age semble donc étre impliqué dans la physiopathologie du Sll et non

dans sa prévalence.
4.1.3. Génétique

Une cause génétique du Sll a été suggérée d’apres des études familiales. En effet il a été
montré que le risque d’étre atteint par un Sll est multiplié par trois si un parent proche est lui-aussi

atteint (Saito and Talley, 2008). De méme, chez les jumeaux monozygotes, le risque de Sll est deux fois
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plus important que chez des jumeaux dizygotes (Levy et al.,, 2001). Durant la derniere décennie
plusieurs genes candidats et leurs liens avec le Sl ont été caractérisés : des génes impliqués dans le
systeme sérotoninergique et les fonctions neurologiques comme sic6a4 (Kumar et al., 2012; Saito and
Talley, 2008; Zhang et al., 2014), htr3 (Gu et al., 2015; Melke et al., 2003; Mujakovic et al., 2011), et
scn5a (Strege et al., 2018), codant pour le transporteur de la sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT)
le récepteur 5HT3R, le canal sodique Na,1.5. Des génes impliqués dans la barriere intestinale, CDH1
(code la cadhérine 1) et CDC42, présentent des polymorphismes chez des patients SlI-Pl et SII-D (Villani
et al., 2010; Wouters et al., 2014). Enfin, des genes impliqués dans I'immunité ont été de nombreuses
fois caractérisés avec des polymorphismes chez des patients Sl : les genes TNFSF15 et IL10 M

(Bashashati et al., 2012; Zucchelli et al., 2011).
4.1.4. Epigénétique

La méthylation de I’ADN, la déacétylation des histones et la production de miRNA sont les
modifications épigénétiques les plus communes. Le Sl étant une pathologie associée avec des
traumatismes pendant la petite enfance, engendrant des répercutions pendant I'age adulte, des
modifications de I'axe hypothalamo-hypophyso-cortico-surrénalien (HPA) furent suspectées. En effet,
des études précliniques impliquant des modeles animaux de stress associé a de I’'HSVC ont montré un
changement de méthylation au niveau des genes Nr3cl, codant le récepteur des glucocorticoides, et
Crh1, codant le CRF. Ces modifications de méthylation entrainent une augmentation de I'expression
de Crh1 et une diminution de I'expression de Nr3c1 au niveau du systeme nerveux central (SNC), mais
également au niveau du systéme nerveux périphérique (SNP), en particulier au niveau des ganglions
de la racine dorsale (DRG) (Hong et al., 2015; Tran et al., 2013). L’étude d’une cause épigénétique du
SII étant récente (Zhou and Verne, 2011), peu d’études ont été réalisé concernant I'implication de
miRNA dans le SlI. Cependant, il a été montré chez des patients SII-D une augmentation des miR-29A
en lien avec une augmentation de la perméabilité intestinale dépendante de la glutamine synthase
GLUT dont I'expression est quant a elle diminuée (Zhou et al., 2010). De plus, d’autres miRNA ont été
caractérisés dans des études cliniques et précliniques: les miR-16 et miR-125b qui, avec une
diminution de leur expression au niveau du compartiment colique, entrainent une augmentation de
I’expression de protéines impliquées dans la perméabilité intestinale, Cingulin et Claudin 2, chez des
patients SII-D (Martinez et al., 2017). La diminution de I'expression de miR-199a/b au niveau colique a
été corrélée négativement avec l'intensité de douleur viscérale de patients SlI-D et I'expression du
récepteur TRPV1 au niveau des DRG dans un modele de rats présentant de 'HSVC (Zhou et al., 2016).
Enfin, miR-150 and miR-342-3p représentent également un intérét majeur car ils sont présents en plus

forte concentration dans le sang de patients Sll en lien avec les niveaux de douleur et d’inflammation.
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Ainsi, I'’étude des mécanismes épigénétiques impliqués dans le Sll semble étre une piste intéressante

dans la compréhension de son étiologie (Hou et al., 2018; Tao et al., 2018).

4.2. Facteurs extrinseques
4.2.1. Statut socio-économique

Les données sont contradictoires concernant I'impact du statut socio-économique sur la
prédisposition a développer un Sll (Drossman et al., 1993). Une étude a montré que le Sll était associé
a des statuts socio-économiques bas, faisant le lien avec une prise en charge médicale critique, une
qualité de vie diminuée et des niveaux de stress augmentés (Marmot et al., 2012). Cependant, d’autres
études indiquent un effet opposé du statut socio-économique, en lien avec le stress généré par le
management de société et d’employés (Howell et al., 2004). Ceci est conforme avec I’hypothése que
le Sll est une maladie urbaine associée a l'industrialisation et, par corolaire, en lien avec une
augmentation de la prévalence du Sll en Asie, Amérique du Sud et Afrique (gwee, 2005). Enfin, des
études montrent que I'évolution industrielle du pays n’est pas en lien avec la prévalence au Sll (Zhu et

al., 2014).
4.2.2. Atteintes psychiatriques

Les facteurs psychologiques occupent une place importante dans I'étiologie du SII. Il a été
montré une forte association entre Sll et anxiété, dépression ou encore somatisation. Les douleurs
viscérales sont la forme la plus fréquente de douleur signalée en clinique. Il est maintenant reconnu
que les douleurs viscérales peuvent étre associées a des atteintes cognitivo-comportementales. Les
patients souffrant de douleurs viscérales peuvent présenter une détresse émotionnelle associée a des
altérations des réponses attentionnelles, affectives et de la perception. La comorbidité entre les
troubles psychologiques et viscéraux mene a une condition plus incapacitante que I'un ou I'autre seul,
ce qui a un impact important sur la qualité de vie et la contribution a une charge économique
importante. Bien qu’ils partagent des facteurs psychologiques et biologiques communs, y compris des
voies neurales et des neurotransmetteurs similaires, le lien entre la douleur viscérale et les troubles
psychologiques n’est pas bien compris. Les événements stressants peuvent induire d’'une part une
exacerbation de la douleur et d’autre part induire de I'analgésie. Les troubles psychologiques liés au
stress, y compris la dépression et l'anxiété, comptent parmi les affections médicales les plus
invalidantes et les plus répandues (Cervero and Laird, 1999; Dinan and Cryan, 2013; Kessler and
Bromet, 2013; Kessler et al., 2008; Wessely et al., 1999). Ces troubles sont souvent concomitants avec
diverses autres maladies systémiques et somatiques, allant des maladies cardio-vasculaires aux
altérations de la fonction du tractus gastro-intestinal. Malgré I'association bien établie entre le stress

et les troubles psychiatriques, des études pour une meilleure compréhension des processus complexes
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Figure 3 : Comorbidités associées au Sl|

Modele de Sl et son association avec d’autres conditions cliniques, intestinales, extra-
intestinales et psychiatriques. Pour chacun des troubles énumérés, le chevauchement avec les
symptomes du Sl a été signalé dans la littérature (Whitehead et al., 2007). Les différentes
composantes doivent étre considérées comme des niveaux de complexité : les sous-types de
SlII font parti du groupe des troubles fonctionnels de l'intestin, puis ils font partie de toutes
sortes de troubles fonctionnels et ils font encore partie d’un niveau de troubles psychiatriques.
GERD, gastroesophageal reflux disease; IBS-C, IBS with constipation; IBS-D, IBS with diarrhoea;
IBS-M, mixed-type IBS; IBS-U, unsubtyped IBS; PMS, premenstrual syndrome.

D’aprés Enck et al., 2016



par lesquels le stress induit des changements pathologiques, augmentant la vulnérabilité a la maladie,
sont en cours. Il a également été démontré que les facteurs de stress physiques et psychologiques
augmentent la perception de la douleur viscérale. Ainsi, les interventions psychologiques et
pharmacologiques qui favorisent la perception du stress améliorent les symptémes de douleur
viscérale (Blanchard et al., 2008; Dinan and Cryan, 2013; Finn et al., 2012; Hornig, 2013; Mayer et al.,
2014; Sagami et al., 2004a; Simrén et al., 2004; Théodorou, 2013; Xiang and An, 2015) (Figure 3). Enfin,
le stress, particulierement pendant les phases de développements juvéniles, joue un role
prépondérant dans le Sll associé a de I'HSVC. Dans les modéles animaux, des études ont montré que
les événements indésirables au début de la vie, comme la séparation de la mere (neonatal maternal
separation - NMS), sont des facteurs de risque pour le développement d’'une HSVC chronique a I'age
adulte. (Alander et al., 2008; Barreau et al., 2004; Gwee et al., 1999; Lee et al., 2017; Leserman and
Drossman, 2007; Palsson and Drossman, 2005; Pohl et al., 2015; Spiller, 2007; Tyler et al., 2007).

4.2.3. Alimentation

Beaucoup de travaux indiquent que I'ingestion de nourriture entrainerait une accélération et
une exacerbation des symptémes chez des patients Sll, en particulier les ballonnements et les douleurs
abdominales. En effet, 60% des patients Sll seraient sensibles a la prise alimentaire. De plus, il a été
établi que I'aggravation des symptomes apparaitrait chez 23% et 92% des patients Sl 15 minutes et 3
heures aprés la prise alimentaire montrant un effet direct des facteurs nutritionnels (Simrén et al.,
2001). Des changements de régime alimentaire ont permis d’obtenir une amélioration des symptémes
chez une grande partie des patients, ceux-ci pouvant étre sensibles a un ou plusieurs types d’aliments
tels que le blé, la caféine, les sucres ou encore le gluten (Eswaran and Tack, 2011). Ainsi, plusieurs
hypothéses ont été émises concernant I'impact de I'alimentation sur le Sll, amenant a considérer les
allergies et/ou les intolérances, I'obésité ou les hydrates de carbone a chaines courtes comme des
acteurs importants de I'étiologie du Sl (en anglais Fermentable Oligo-, Di-, Mono-saccharides And

Polyols FODMAPS) (Mansueto et al., 2015; Tuck et al., 2014).
4.2.4. Troubles alimentaires et SlI

Les patients Sll comme dit précédemment évitent certains types d’aliments dans le but
d’atténuer les symptomes ressentis lors de la prise alimentaire. Il a été suggéré que ces privations ont
pour effet d’induire une malnutrition chez ces patients. En effet, il a été observé dans une étude un
indice de masse corporel faible chez 367 patients Sll (Kubo et al., 2011). Cependant, un autre étude a
montré que sur 330 patients SIl examinés, la majorité présentait un surpoids (Simrén et al., 2001). Le
mécanisme relatif a la régulation de I'appétit comprend au niveau du systeme gastro-intestinal une

modulation endocrinienne dépendante de cinqg hormones : la ghréline, la cholescystokinine (CCK), le
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peptide PYY, I'oxyntomoduline et la sérotonine (5-HT). Ces hormones peuvent étre en connexion avec
le circuit central de I'appétit et de la récompense, notamment avec le noyau arqué. Il a été observé
une augmentation de la densité de cellules ghréline positives chez des patients SII-D ainsi qu’une
diminution chez des patients SII-C. Une diminution de la densité des cellules endocrines a également
été constaté (El-Salhy et al., 2014a, 2014c, 2014b; park et al., 2006; WENDELBO et al., 2014). Ainsi, le
circuit endocrinien de I'appétit semble étre potentialisé chez les patients Sll. Cependant, d’apres les
données actuelles sur le lien entre le Sl et la prise alimentaire relatif a de I'obésité ou de I'anorexie,

des études doivent encore étre réalisée pour le confirmer.
4.2.5. Les infections gastro-intestinales

Les premiéres caractérisations d’un lien entre une infection gastro-intestinale et le Sll furent
réalisées en 1962 (Chaudhary and Truelove, 1962). L'implication de différentes infections gastro-
intestinales dans le Sl concerne le SII-Pl. En effet, il a été montré que dans le cas de gastroentérites
virales, parasitaires ou bactériennes, 4 a 31% des patients déclaraient par la suite un SII-PI (Spiller,
2007) soit une proportion de 6% a 17% des patients Sll selon les études (Longstreth et al., 2001). Parmi
les pathogénes pouvant étre impliqués dans l'induction de SII-Pl, les bactéries sont les
microorganismes les plus étudiés, des bactéries comme Campylobacter jejuni, Salmonella sonnei et
enterica, Shigella sonnei, Clostridium jejuni et Escherichia coli 0147:H7 (Barbara et al., 2019b; Spiller,
2019). Des virus tels que les norovirus ont également été caractérisés comme inducteurs du SlI-Pl apres
une phase de gastroentérite (Marshall et al., 2007; Zanini et al., 2012). Enfin, des infections parasitaires
a Giardia lamblia ou Blastocystis hominis peuvent également entrainer I'apparition d’un SII-PI,
plusieurs années apreés infection pour Giardia lamblia (Poirier et al., 2012; Wensaas et al., 2012). Les
patients SII-PI présentent beaucoup de caractéristiques communes avec les sous-types diarrhéiques et
mixtes au niveau intestinal mais également au niveau des atteintes cognitives (Marshall et al., 2006;
Spence and Moss-Morris, 2007). Ainsi, des travaux complémentaires pourraient permettre un meilleur
diagnostic de ce sous-type mais également renforcer les similitudes avec les SII-D et SlI-M, aidant par

la suite a une meilleure prise en charge de ces patients (Barbara et al., 2019b; Spiller, 2019).
5. Traitements pharmacologiques pour le Sl

Les thérapies courantes pour le traitement du Sll sont principalement symptomatiques car
ciblant principalement le symptéme majeur tel que la diarrhée ou la constipation. De plus, des

thérapies alternatives non-pharmacologiques font également I'objet de plusieurs recherches.
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Figure 4 : Mécanismes d’action des agents utilisés pour le traitement de la SII-C et
de la constipation chronique

Le traitement du Sll avec prédominance a la constipation (SII-C) et de la constipation
chronique peut cibler les éléments luminaux, comme le microbiote intestinal et les
composants nutritifs, par exemple, en utilisant des probiotiques, prébiotiques et
symbiotiques ou agents qui interférent avec la réabsorption de I'acide biliaire comme
I'elobixibat. Les agents peuvent augmenter la sécrétion de liquide en agissant sur les
canaux chlores (linaclotide, plécanatide et lubiprostone) ou sur I’échangeur Na+/H+ 3
(NHE3) (tenapanor). La motilité peut étre stimulée par des actions sur le récepteur 5-
HT4 (prucalopride) ou les récepteurs de la ghréline (relamoreline). L'hypersensibilité
viscérale peut étre améliorée par des antidépresseurs cependant les tricycliques
doivent étre évités afin de ne pas aggraver la constipation.

ACh, acetylcholine; CFTR, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator ; CIC-
2, chloride channel protein 2; GC- C, guanylyl cyclase; IBAT, ileal bile acid transporter ;
NO, nitric oxide; VIP, vasoactive intestinal polypeptide.
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5.1. Traitements pharmacologiques du SII-C

Les laxatifs tels que le polyéthyléne glycol qui est le plus utilisé, le lait de magnésie et le
lactulose sont efficaces contre la constipation mais ne présentent que peu d’effet contre les douleurs
abdominales. Pour les patients ne présentant pas d’amélioration avec les laxatifs, d’autres traitements
peuvent étre utilisés. Le lubiprostone, la linaclotide et le pénaclotide et le ténapanor, plus
communément appelés les sécrétagogues, sont des substances biologiques ou chimiques qui
provoquent ou augmentent la sécrétion des entérocytes, présentent un intérét majeur en tant que
traitements pharmacologiques dans un contexte de SII-C (Figure 4) (Black et al., 2018). D’autres
traitements tel que le ténapanor (Zielinska et al., 2015) et les agonistes de 5-HT4R sont également

utilisés (Camilleri et al., 2016; Omer and Quigley, 2017; Tack et al., 2013).
5.2. Traitements pharmacologiques du SlI-D

Pour les patients atteints de SII-D (Figure 5), le lopéramide, un agoniste du récepteur aux
opioides W qui ne passe pas la barriere hémato-encéphalique est recommandé, bien que les preuves
disponibles soient limitées. Ce traitement a des effets antisécrétoires au niveau des muqueuses, qui
sont accompagnés d’effets moteurs lorsque le lopéramide atteint les récepteurs myéloides | opiacés,
permettant une réduction du péristaltisme et donc a une augmentation de la durée du transit intestinal
(Baker, 2007). Conformément a ces effets sur la physiologie de I'intestin, un effet positif peut étre
observé sur les symptomes diarrhéiques du SII-D, avec une amélioration de la consistance des selles
et une réduction de la fréquence des selles, avec peu d’effets évidents sur les autres symptémes
associés au SII-D (Swank et al.,, 2017; Vidarsdottir et al., 2013). D’autres traitements peuvent
également étre utilisés. L'eluxadoline est un agoniste mixte du récepteur aux opioides U et k et
antagoniste du récepteur 6 (Galligan and Sternini, 2017). La rifaximine qui est un antibiotique a spectre
large (bactéries aérobies et anaérobies a Gram positif et négatif) qui inhibe la production d’ARN
bactérien (Gerard et al., 2005; Gupta et al.,, 2017). L’asimadoline qui est un agoniste sélectif du
récepteur aux opioides k avec une pénétration au niveau du SNC négligeable (Mangel and Hicks, 2012;
MANGEL et al., 2008). I'ibodutant, un antagoniste sélectif du récepteur aux neurokinines NK2 (Tack et
al., 2017). Enfin des études ont décrit que les antagonistes de 5-HT3R sont efficaces contre plusieurs
symptomes du SlI-D, notamment une diminution des douleurs abdominales et une diminution de
I'activité du transit gastro-intestinal. Trois antagonistes sont les plus étudiés a ce jour, I'alosetron, le

ramosetron et I'ondosetron (Goldberg et al., 1996; Houghton et al., 2000).
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Figure 5: Mécanismes d’action des agents utilisés pour le traitement du SII-D et de
la diarrhée fonctionnelle

Le traitement du SIl avec prédominance diarrhéique (SII- D) et de la diarrhée
fonctionnelle peut cibler des éléments luminaux, comme les acides biliaires, les
microbiote intestinal et les composants nutritifs, par exemple, en utilisant des
probiotiques, des prébiotiques et des symbiotiques, les antibiotiques, les
séquestreurs de l'acide biliaire ou les agents ayant de grandes affinités de liaison,
comme I'immunoglobuline bovine et/ou l'isolat protéique (SBI) d’origine sérique et
I’AST-120. l'intégrité des muqueuses est ciblée par des agents comme la glutamine,
I'acide obeticholique et le SBI. L'hypersensibilité viscérale est une cible pour
I'asimadoline, les antagonistes du récepteur 5-HT3, I'antagoniste NK2 ibodutant, les
agents agissant sur les mastocytes et leurs médiateurs, tels que le ketotifene,
I'ebastine et les antidépresseurs. Linhibition de la motilité propulsive est obtenue
par les antagonistes 5-HT3, Iibodutant, les anticholinergiques et/ou les
spasmolytiques et le loperamide.

ACh, acetylcholine; FXR , farnesoid X- activated receptor ; HRH1, histamine H1
receptor ; NO, nitric oxide; TPH1, tryptophan 5-hydroxylase 1; TRPV1, transient
receptor potential cation channel subfamily V. member 1; VIP, vasoactive intestinal
polypeptide.

D’apres Simren & Tack, 2018



6. Traitements pharmacologiques contre les douleurs abdominales

Les douleurs abdominales sont dans la plupart des cas associées a des spasmes musculaires
résultant de la contraction excessive des muscles circulaires et lisses faisant partie intégrante du tube

digestif.
6.1. Antispasmodiques

Pour les patients présentant des douleurs abdominales, des antispasmodiques sont dans la
plupart des cas utilisés comme traitements de premiere intention. Plusieurs antispasmodiques sont
utilisés a ce jour et ils different selon leurs mécanismes d’action. Une méta-analyse basée sur 22 études
cliniques a permis de montrer que 61% des patients Sl avec antispasmodiques présentaient une
amélioration de leurs symptomes, le plus efficaces des antispasmodiques étudiés dans cette méta-
analyse étant le bromide d’otilonium (Ford et al.,, 2008). Le bromide d’otilonium est un
anticholinergique synthétique qui cible les récepteurs muscariniques de type 2, le récepteur aux
tachychinines NK2 et également les canaux calciques de type L et T. Plusieurs études ont confirmé
I'efficacité de ce composé sur lintensité et la récurrence des douleurs abdominales, sur les
ballonnements et le « bien-étre ». Malgré une bonne tolérance des patients, il peut cependant induire
des effets indésirables similaires a ceux de I'atropine tels que la constipation ou des nausées (Battaglia
et al., 1998; Chmielewska-Wilkon et al., 2014; Clavé and Tack, 2017a; Clavé et al., 2011; Ford et al.,
2008).

L’huile de menthe poivrée, en particulier son composé actif le I-menthol, est un antagoniste
des canaux calciques avec des propriétés agonistes pour le récepteur aux opioides k, antagonistes pour
le récepteur a la sérotonine 5HTsR, et récemment une capacité d’activation du canal ionique TRPM8
(transient receptor potential ion channel melastatin subtype 8), ce qui lui confére des propriétés
antispasmodiques, anti-nociceptives et également anti-inflammatoires (Galeotti et al., 2002;
Hawthorn et al., 1988; Juergens et al., 1998; Liu et al., 2013; Walstab et al., 2014). Il a été démontré
dans quelques essais cliniques son efficacité sur plusieurs symptémes associés au Sll, en particulier les
douleurs abdominales (Ford et al., 2008, 2014a; Khanna et al., 2013), mais ces études possedent de
faibles effectifs. D’autres essais cliniques sont nécessaires pour confirmer |’effet de I’huile de menthe
poivrée. Des nouvelles formulations de cette huile sont également en cours de test (Alammar et al.,

2019; Cash et al., 2016).

Enfin, de nouveaux antispasmodiques ont été utilisés lors d’études cliniques, notamment la
solifénacine qui est un antagoniste des récepteurs muscariniques Ms utilisé normalement pour le

traitement de vessies hyperactives (Yamaguchi et al., 2007). En effet, un essai clinique a été réalisé sur
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une vingtaine de patients SII-D. Apres six semaines de traitement, les effets de la solifénacine étaient
similaires a ceux du ramasetron concernant les scores de sévérité mesurés mais des études avec des
groupes paralléles controlées avec placebo doivent étre réalisées (Fukushima et al., 2012). La
tiropramide, un bloqueur des canaux calcique, a aussi été testé chez des patients Sll, avec des effets
positifs sur les douleurs abdominales et I'inconfort des patients similaire aux effets de I'otilonium

bromide apres quatre semaines de traitements (Clavé and Tack, 2017b; Lee et al., 2014).
6.2. Antidépresseurs

Les antidépresseurs sont souvent utilisés en deuxieme intention ou dans des formes plus
séveres de Sll. Les antidépresseurs tricycliques (ADT) et les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la
sérotonine (ISRS ; SSRI en anglais) peuvent influencer la motilité intestinale, par des effets
anticholinergiques et régulateurs du systeme sérotoninergique. De plus, en agissant sur les
comorbidités centrales présentes chez les patients Sll comme I'anxiété et la dépression ces molécules
auraient un effet bénéfique de maniere indirecte sur les symptomes gastro-intestinaux, ce qui
démontre un fort potentiel de ces molécules dans le traitement du Sll sur des patients réfractaires aux
antispasmodiques. Ces composés sont cependant utilisés hors AMM (Autorisation de mise sur le
marché) et malgré des effets bénéfiques sur les douleurs abdominales observés (Ford et al., 2009,
2014b), des effets indésirables comme la constipation, la fatigue et des cas de démence ont été
constatés apres des traitements sur le long terme. (Breining et al., 2017; Lee et al., 2016; Xiong et al.,

2018).

7. Traitements non pharmacologiques pour le Sl
7.1. Changement de régime alimentaire

La majorité des patients Sll se plaignent d’une aggravation de leurs symptémes directement
apres une prise alimentaire, en particulier apres avoir mangé de la nourriture riche en sucres et
graisses, synonyme de régime hautement calorique (Bohn et al., 2013; Cuomo et al., 2014; Le Nevé et
al., 2013; Posserud et al., 2013). Le régime alimentaire peut agir sur les symptomes du Sll de maniere
directe par I'intermédiaire de composés chimiques, en induisant une modification mécanique ou en
ayant un effet neuroendocrinien ou indirecte en modifiant la composition du microbiote intestinal ou
d’autres facteurs composant la lumiere intestinale. Ces effets peuvent avoir pour conséquences
I'induction de changements de la motilité intestinale, de la perméabilité intestinale, des douleurs
abdominales associées a I'HSVC, une activation immunitaire ou encore une modification de la
communication entre le cerveau et l'intestin, pouvant induire a son tour des troubles cognitifs
impactant la qualité de vie des patients Sll (Van Oudenhove et al., 2016; Spencer et al., 2014). Une

alimentation « saine » est la recommandation de premier ordre chez ces patients, en éliminant des
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facteurs alimentaires spécifiques de leurs régimes tels que I'alcool, la caféine, les graisses, la nourriture
épicée et des produits pouvant induire la production de gaz. Ainsi, des régimes excluant des composés
particuliers tels que le lactose, ou encore une réduction de la quantité de fibres alimentaires lors des
repas sont des alternatives pour ces patients Sll (McKenzie et al., 2016). Pour les patients ne présentant
pas d’amélioration de leurs symptomes aprés ces changements alimentaires, une mise en place d’un
régime pauvre en FODMAPs peut étre réalisée. En effet leurs défauts d’absorption au niveau de
I'intestin gréle ou encore une hydrolysation inadéquate peut engendrer au niveau du c6lon une
fermentation de ces FODMAPs par les bactéries du microbiote intestinal (Shepherd et al., 2013; Tuck
et al., 2014; Vakil, 2018). Ceci peut induire la production de gaz, des changements de motilité
intestinale ainsi que la production de divers métabolites comme le butyrate, propionate et |'acétate
pouvant modifier la perméabilité et la sensibilité intestinale. L’ensemble de ces modifications peuvent
contribuer a I'apparition de symptémes du Sll chez des sujets sensibles (Simrén, 2014; Staudacher et
al.,, 2014). Il a été montré qu’une restriction en FODMAPs avait des effets bénéfiques sur les
symptomes des patients SlI. Les essais cliniques réalisés suggerent que les patients Sll ont une réponse
favorable a I’élimination des FODMAPs, cependant les effets sur une durée plus longue n’ont pas
encore été décrit (Bohn et al., 2015; Eswaran et al., 2016). Enfin, il a été montré qu’une restriction en
FODMAPs sur trois a quatre semaines induisait des changements de composition du microbiote
intestinal non favorables. Ainsi, I'utilisation de ce régime pauvre en FODMAPs en combinaison avec
des probiotiques serait une approche intéressante (Bennet et al., 2018; Halmos et al., 2015;

Staudacher et al., 2017; Valeur et al., 2018).
7.2. Utilisation de probiotiques, prébiotiques et symbiotiques

Un probiotique est un microorganisme vivant qui, aprés administration, permet d’apporter
des effets bénéfiques a I’héte. Aujourd’hui, les probiotiques sont des acteurs importants de
I'alimentation dans la vie de tous les jours, et leur efficacité sur le systeme gastro-intestinal est de plus
en plus mis en avant (Floch, 2018) . La majorité des probiotiques utilisés appartient aux genres
lactobacilles, bifidobacterium, des bacilles non pathogénes tels que E. coli Nisle1917 ou des levures
comme Saccharomyces boulardii (Dai et al., 2013; Principi et al., 2018). Les études cliniques traitant de
I'effet de probiotiques sur le Sll suggérent en majorité un effet bénéfique (Ford et al., 2014c, 2018). Il
a été montré des effets bénéfiques sur la motilité intestinale, I’'HSVC, I’activité immunitaire, I'intégrité
intestinale, la composition du microbiote intestinal et I'axe cerveau-intestin dans des études cliniques
et précliniques (Pinto-Sanchez et al., 2017; Tillisch et al., 2013). Cependant, des réserves sont a émettre
concernant I'impact des probiotiques sur les symptémes des patients Sll, notamment Iutilisation de
préparations de probiotiques avec une seule souche ou avec plusieurs souches différentes (Hod et al.,

2018). Des études complémentaires sont donc encore nécessaires pour valider I'utilisation de
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différents probiotiques dans le traitement du Sl (Cremon et al., 2018; Enck and Mazurak, 2018; Shapiro
et al., 2019).

Les prébiotiques sont des composés alimentaires non digérés favorisant la prolifération de
certains microorganismes bénéfiques a I'hbte. lls peuvent également étre des polysaccharides
provenant d’aliments tels que les céréales ou les fruits. lls peuvent étre également d’origine
synthétique comme le lactulose. Leur capacité de résistance a la digestion permet leur passage au
niveau du compartiment colique. Ainsi, ils sont métabolisés par des bactéries commensales,
permettant la production d’AGCC tels que le butyrate, 'acétate ou le propionate. Des essais cliniques
ont été réalisés et des améliorations des symptomes des patients Sll ont été constatées. Cependant, il
existe une hétérogénéité des résultats concernant I'utilisation de prébiotiques dans le traitement du
SlI. Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux évaluer leur efficacité (Ford et al., 2014c,

2018).

Enfin les symbiotiques, combinaison de prébiotiques et probiotiques, ont été utilisés dans
plusieurs essais cliniques et des effets bénéfiques sur des symptdmes du Sl tels que les ballonnements,
les douleurs abdominales et le transit intestinal ont été constatés. Cependant, un potentiel effet
accumulatif de la combinaison de probiotiques et de prébiotiques reste encore a démontrer (Bucci et

al., 2014; Cappello et al., 2013; Gracie and Ford, 2015).
7.3. Latransplantation de microbiote fécal

La transplantation de microbiote fécal (FMT - faecal microbiota transplantation) est depuis
quelques années une stratégie de traitement du Sll envisagée (El-Salhy and Mazzawi, 2018). La TMF
consiste en le remplacement et le renforcement du microbiote intestinal d’'un patient avec une
condition relatif a une dysbiose intestinale (Aroniadis and Brandt, 2013; Pinn et al., 2015) . A ce jour,
seules quelques études ont été réalisées, ne permettant pas d’apporter de conclusions définitives. En
effet, I'étude réalisée par Johnsen et al., en 2018, montre un effet bénéfique de la FMT sur les
symptomes des patients SlI, tandis que Halkjaer et al., également en 2018, ne montrent pas d’effet de
la FMT. Des études complémentaires sont donc nécessaires pour la validation de I'efficacité de la FMT
dans le traitement du Sll et les mécanismes périphériques et centraux associés (Halkjzer et al., 2018;

Johnsen et al., 2018; Kurokawa et al., 2018; Schmulson and Bashashati, 2018; Tap et al., 2017).
7.4. Méthodes alternatives

Les troubles psychologiques contribuent a la physiopathologie du SlI. Ainsi, la prise en charge
de ces troubles par I'intermédiaire de thérapies a base d’hypnose, une augmentation de I'activité

physique et « I'éducation thérapeutique » des patients ont montré des effets bénéfiques sur la qualité
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Figure 6 : Le SlI, une atteinte intestinale dépendante du microbiote intestinal ?

Le microbiote intestinal est un dénominateur commun dans la physiopathologie du Sll. Le
microbiote intestinal module les mécanismes physiopathologiques sous-jacents au SlI,
comme la motilité et la sensibilité gastro-intestinale, I'axe du cerveau de lintestin,
I'activation immunitaire et la fonction de barriere intestinale. La composition du
microbiote intestinal est influencée par les facteurs de risque sous-jacents au Sll, comme
la génétique de I'hbte, le stress, I'alimentation, I'utilisation d’antibiotiques et I'expérience
de la petite enfance. 5-HT, 5-hydroxytryptamine (sérotonine); TLR, Toll like récepteur ; ZO,
zonula occludens.
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de vie des patients Sl mais également une amélioration de leurs symptomes gastro-intestinaux

(Halpert, 2018; Kinsinger, 2017; Lackner et al., 2004, 2018; Laird et al., 2016; Peters et al., 2015).
8. Synthese

Le SIl est une colopathie multifactorielle présentant plusieurs symptémes, les principaux
étant d’apres les critiques cliniques de ROME |V des douleurs abdominales et des troubles du transit
intestinal. Plusieurs stratégies thérapeutiques sont mises en ceuvre pour traiter les patients Sll mais
aucunes ne présentent une forte efficacité. Une nécessité cruciale de recherche de nouvelles stratégies
thérapeutiques contre le Sll doit étre mise en place, nécessitant une meilleure compréhension de
I'ensemble des mécanismes physiopathologiques du Sll. L'HSVC et les comorbidités psychiatriques
sont présentes chez les patients Sll. Ces symptomes ont comme point commun une modulation
anormale d’un mécanisme complexe faisant intervenir plusieurs structures propres a I’hote qui
interagissent entre elles par I'intermédiaire d’'un organe vivant a part entiere : le microbiote intestinal.

Il s’agit de I’axe cerveau/intestin/microbiote (Figure 6).
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Figure 7 : Innervation extrinséque du tractus gastro-intestinal

a : la signalisation afférente se poursuit le long des connections provenant du systéeme digestif pour se
connecter a d’autres organes puis au SNC. Les afférences vagales se terminent au niveau du noyau du
tractus solitaire et les afférences spinales au niveau de la moelle épiniéere thoracolombaire. De plus,
les afférences cervicales connectent I'oesophage a la moelle épiniére cervicale. Quelques afférences,
les neurones entériques intestinofungaux qui projettent au niveau du SNC, des ganglions
sympathiques, de la vessie, du pancreas et de la trachée. Des informations sensorielles sont
transférées par les neurones intrinseques sensoriels du SNE (IPAN).

b : la signalisation efférente commence au niveau du SNC et se dirige vers le tractus gastro-intestinal.
Cette signalisation atteint le SNE et les effecteurs gastrointestinaux par les voies vagales,
sympathiques et pelviennes. La voie sympathique traverse la chaine de ganglions sympathiques. Les
neurones composant la voie vagale efférente ont leurs corps cellulaires au niveau du noyau moteur
dorsal et du noyau ambigu. Les efférences thoracolombaires et lombosacrées ont leurs corps
cellulaires au niveau des noyaux intermediolatéraux autonomes et du noyau d’Onuf. Les neurones des
voies vagales et pelviennes se connectent aux neurones entériques et plusieurs neurones dont les
corps cellulaires sont dans les noyaux prévertébraux se connectent également avec les neurones
entériques. Il est a noter que certains des neurones des ganglions sympathiques prévertébraux
recoivent des projections du SNC et également du SNE.

D’apres Payne et al., 2018



Chapitre B : L'axe cerveau/intestin/microbiote, acteur majeur de
I'HSVC et comorbidités associees aux Sl et MICI

1.  Axe cerveau/intestin
1.1. Généralités

L'interaction entre le cerveau et l'intestin a été constaté depuis maintenant plusieurs
décennies. Cet échange bidirectionnel complexe peut étre réalisé par des voies neuronales,
immunologiques et endocriniennes. Ce systéeme de communication bidirectionnel assure le maintien
de I'homéostasie intestinale et la digestion mais est également responsable de plusieurs aspects
affectifs et émotionnels de I’'héte. Sa dérégulation peut induire un éventail large de complications,
comme le Sll, pouvant étre associé a des atteintes cognitives comme de |'anxiété et de la dépression.
Deux grandes voies de communication sont aujourd’hui distinguées: une premiere voie de
communication allant du cerveau vers l'intestin et une deuxieme voie allant de l'intestin vers le

cerveau.

1.2. Premiéere voie de communication : du cerveau vers l'intestin

Le SNC communique avec les visceres par I'intermédiaire de plusieurs voies neuronales du
systeme nerveux autonome (SNA). Le SNA posséde une innervation sympathique et parasympathique
constituant les connections extrinseques. Il existe également un dialogue direct établi entre le SNA et
le systeme nerveux entérique (SNE) constituant une connexion cette fois-ci intrinseque au tube digestif
(TD). Ainsi, les innervations extrinseque et intrinseque ont deux fonctions principales différentes,
I'intrinséque ayant une fonction d’initiation (par exemple de la motricité intestinale) tandis que

I’extrinséque posséde une fonction de coordination des fonctions du TD.

1.2.1. Signalisations efférentes extrinseques

Trois types d’efférences différents peuvent étre distinguées : les efférences vagales, les

efférences thoracolombaires et les efférences pelviennes (Figure 7).

1.2.1.1.  Voie nerveuse efférente vagale

Le nerf vague ou nerf pneumogastrique est le nerf le plus long du corps humain. Il s’agit d’'un
nerf mixte, constitué de 80% de fibres afférentes et de 20% de fibres efférentes. Les fibres efférentes

vagales ont pour origine le noyau moteur dorsal et le noyau ambigu, au niveau du bulbe.
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L'innervation du c6lon transverse et du rectum chez I’humain (chez le rat, il a été constaté une
innervation seulement du célon) a pour point de départ le noyau parasympathique sacrée ou les
neurones pré-ganglionnaires cholinergiques vont réaliser une connexion avec des neurones
appartenant au SNE au niveau du TD, ceux-ci étant alors considérés comme les neurones post-
ganglionnaires eux aussi cholinergiques. L'innervation vagale efférente intervient notamment dans le

controle de la motilité de tout le tractus gastro-intestinal (Furness, 2012).

1.2.1.2.  Voie nerveuse efférente thoracolombaire

Il s’agit d’une innervation sympathique. Quatre cibles peuvent étre distinguées : les ganglions
myentériques, les ganglions sous-muqueux, les vaisseaux sanguins et les muscles des sphincters. Les
neurones pré ganglionnaires sympathiques sont présents au niveau de la colonne intermédiolatérale
de la moelle épiniéere. Les corps cellulaires des neurones post-ganglionnaires sont localisés au niveau
des chaines ganglionnaires pré-vertébrales et para-vertébrales. Ils fournissent une forte innervation
au niveau des neurones du SNE, ce qui a pour effet d’induire une action inhibitrice sur les neurones

entériques excitateurs, entrainant ainsi une diminution du transit intestinal.

1.2.1.3.  Voie nerveuse efférente pelvienne

Les efférences pelviennes composées des nerfs pelviens et du plexus sacré sont
parasympathiques. Elles innervent les ganglions du SNE au niveau du cblon et du rectum. Les neurones
pré-ganglionnaires peuvent provenir directement de la moelle épiniére ou des ganglions pelviens. Elles
ont un effet sur la motilité intestinale et sur la défécation pour les neurones post-ganglionnaires
provenant du centre de controle de la défécation, situé au niveau de la moelle épiniére entre les

vertebres L5 et S3 chez ’humain et L6-S1 chez le rat.

1.2.2. Signalisations efférentes intrinseques : le SNE

L'innervation intrinséque du tractus gastro-intestinal est communément appelée le SNE. |
représente entre 400 a 600 millions de neurones chez I’'Homme ce qui est équivalent au nombre de
neurones présents dans la moelle épiniére (Furness and Stebbing, 2018). Plus de 1,2 millions de
neurones ont été constatés chez la souris. De plus, 5 a 10 fois plus de cellules gliales entériques (CGE)
sont également présentes. Le SNE est un réseau ganglionnaire présent dans la paroi du tube digestif
du tiers inférieur de I'cesophage jusqu’au rectum, et dans les glandes associées (glandes salivaires,
pancréas et vésicule biliaire). Ce systeme nerveux particulier peut controler les fonctions intestinales
méme en étant complétement séparé du SNC. Cependant, il ne s’agit pas d’un systeme autonome a

proprement parlé. En effet, le controle des fonctions gastro-intestinales requiere plusieurs dialogues
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Figure 8 : Organisation du SNE humain et des mammiféres de grande et moyenne taille

Le SNE possede des plexi ganglionnaires, parmi ceux-ci, les plexi myentériques sont situés
entre les couches de muscles lisses longitudinales et les couches de muscles circulaires. Les
plexi sous-muqueux internes et externes sont situés entre les couches de muscles
circulaires et la muqueuse, plus exactement en dessous de la muscularis mucosae, il est
important de noter qu’il n’existe pas deux types de plexi sous-muqueux chez les rongeurs.
Les faisceaux de fibres nerveuses connectent les ganglions entre eux et permettent
également des connections avec le muscle longitudinal, le muscle circulaire, les artéres
intrinseques et la muqueuse. ENS: enteric nervous system; SMP: submucosal plexus.
D’aprés Furness., 2012



faisant intervenir des boucles reflex nerveuses différentes, soit en local, soit en passant par les

ganglions sympathiques, soit en dialoguant directement avec le SNC.

1.2.3. Organisation du SNE

Il est constitué au niveau intestinal d’agrégations de neurones et de CGE formant deux types
de plexus ganglionnaires : (1) les plexus sous-muqueux (ou plexus de Meissner) qui ne sont retrouvés
gue dans l'intestin gréle et le c6lon, dont la fonction principale est de réguler les propriétés de la
mugqueuse intestinale et sont situés en dessous de I'épithélium et au-dessus du muscle circulaire et
(2) les plexus myentériques (ou plexus d’Auerbach) situés entre le muscle circulaire et le muscle lisse,
qui ont pour fonction principale de réguler les propriétés motrices intestinales. Une différence est

a noter concernant le SNE des rongeurs et de 'Homme. (Furness, 2012) (Figure 8).

1.2.3.1.  Les neurones entériques

Une grande diversité neuronale est présente au sein de ce SNE. Cette grande diversité résulte
des différentes classifications utilisées au cours du temps (morphologique, electrophysiologique et
selon le codage neurochimique) (Brehmer et al., 1999; Furness, 2000; Timmermans et al., 1997),
réalisées pour la plupart chez le rongeur. Trois catégories principales peuvent étre distinguées selon
ces différentes classifications. Il y a tout d’abord les neurones afférents primaires intrinseques (intrinsic
primary afferent neurons, IPAN) qui sont sensibles aux changements de composition chimique de la
lumiere intestinale, aux stimuli mécaniques de l'intestin et présentent beaucoup de similitudes avec
les neurones de petits diametres des DRG. Ensuite, on retrouve les motoneurones qui peuvent étre
inhibiteurs ou excitateurs sur leurs cellules effectrices et innervent les muscles circulaires,
longitudinaux et la musculaire muqueuse tout le long du TD. Enfin, les interneurones représentent la
majorité des neurones du SNE permettant la communication entre les IPAN et les motoneurones

(Furness, 2000, 2012, 2015).

1.2.3.2.  Les cellules gliales entériques

Les CGE furent découvertes par Dogiel & la fin du XIX®™® siécle mais ce n’est que dans les
années 1970 que ces cellules furent considérées comme un type cellulaire particulier. En effet, elles
ont longtemps été considérées comme analogues des cellules de Schwann, du fait de leurs propriétés
et origine embryonnaire communes. Les études structurales de Giogio Gabella réalisées par
microscopie électronique ont permis d’affirmer que les CGE présentent une morphologie bien
différente des cellules de Schwann. En effet, morphologiquement, les CGE sont similaires aux

astrocytes du SNC, ce qui en fait une population cellulaire distincte (Gabella, 1972, 1981). Les CGE,
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Figure 9 : Voies de transports dans I’épithélium intestinal

A : Le transport transcellulaire d’ions est controlé par des transporteurs sur les surfaces
apicales et basolatérales (1). Les ions, I'eau et les composés hydrophiles de plus grande taille
utilisent la voie paracellulaire régulée par les protéines TJ (2). Les sucres, les acides aminés
et les vitamines utilisent le transport actif (3). Les grosses molécules et les bactéries sont
transportés en vésicules par endocytose (4).

B : Transport paracellulaire dans I'épithélium intestinal. La jonction étroite se compose d’au
moins deux voies fonctionnelles principales : une voie poreuse qui permet le passage d’ions
et de molécules non chargées (sélectivité de la charge) et une voie de fuite qui permet le
flux d’ions et de molécules plus grands indépendamment de la charge. La voie des pores est
principalement régulée par les CLDN et est sensible a I'lL-13, une cytokine de la réponse
immunitaire Th2. En revanche, la voie de fuite est principalement régulée par OCLN et ZO-1,
qui implique la contraction de lI'anneau actine-myosine par le MLCK, et est régulée par les
cytokines de la réponse immunitaire Th1.

Abbréviations : CLDN claudin, zonula occludens ZO-1, MLCK myosin light-chain kinase.
D’apres Farre” & Vicario, 2016



comme les neurones entériques, forment un réseau au niveau des plexus sous-muqueux et
myentériques. De plus, elles sont également présentes au niveau des cryptes de I'épithélium intestinal
et autour des vaisseaux sanguins. Il a été constaté une proportion de 5 a 10 CGE par neurones
entériques chez 'Homme. Cependant, cette densité varie selon la localisation. En effet, le ratio
CGE/neurones entériques est de 1,3 a 1,9 au niveau des plexus sous-muqueux et de 5,9 a 7,0 au niveau
des plexus myentériques. Enfin, ces ratios semblent espéce-dépendante puisque chez le cobaye, il a
été observé des ratios CGE/neurones entériques de 0,9 et 1,7 dans les plexus sous-muqueux et
myentériques (Boesmans et al., 2013; Grubisi¢ and Gulbransen, 2017; Hoff et al., 2008; Rolli-
Derkinderen et al., 2014).

1.2.4. Les cellules effectrices sous-jacentes

Les fibres efférentes vagales, thoracolombaires et pelviennes en formant des synapses avec le
SNE, induisent la production de divers neurotransmetteurs et neuromodulateurs qui, par
I'intermédiaire de récepteurs spécifiques, réalisent une communication avec différents types de
cellules présentes au niveau du compartiment intestinal. L’habilité de I'épithélium intestinal a
fonctionner comme une barriere entre I'environnement externe et le compartiment interne est
essentielle. L’'augmentation de la perméabilité intestinale est associée avec plusieurs pathologies,

notamment les MICI et certains SlI.

1.2.4.1. Voies de passages a travers |I'épithélium intestinal

Il existe plusieurs voies de passage a travers I’épithélium intestinal permettant le transfert de
solutés de la lumiere a travers le compartiment. Les lipides solubles et les composés hydrophiles de
petite taille peuvent passer par diffusion passive la double couche lipidique ou par I'intermédiaire de
pores, tandis que les molécules hydrophiles de taille moyenne (600 Da in vivo, 10kDa in vitro) passent
via des espaces intercellulaires induits par des modifications des jonctions serrées (ou tight junctions -
TJs), formant ainsi la voie paracellulaire (Krug et al., 2009; Watson et al., 2001). Il est décrit que dans
des conditions physiologiques, la voie paracellulaire ne permet pas le passage de molécules de grande
taille (« proteins-sized molecules »). L’épithélium intestinal constitue donc une barriere efficace pour
empécher le passage de macromolécules antigéniques. Outre ces moyens de passages passifs
indépendants de la consommation d’énergie, il existe également des voies dites actives, qui sont cette
fois-ci énergie-dépendante. En effet, plusieurs mécanismes permettent le passage en premier lieu des
sucres, acides aminés, vitamines et autres nutriments, des peptides de grande taille et des protéines
et en second lieu par les vésicules endosomales qui par endocytose suivi par transcytose traversent la

cellule épithéliale (Figure 9) (France and Turner, 2017; Odenwald and Turner, 2017). Le contréle de ces
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Figure 10 : Complexes moléculaires régulant les interactions des cellules épithéliales

Les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes sont les trois principaux complexes
jonctionnels reliant les cellules épithéliales adjacentes. Les jonctions serrées, qui sont les complexes
protéiques les plus apicaux, scellent I'espace intercellulaire et régulent la perméabilité paracellulaire
de barriére épithéliale intestinale, c’est-a-dire le passage de molécules et/ou de particules entre deux
cellules épithéliales. Les jonctions adhérentes et les desmosomes ancrent les cellules épithéliales les
unes aux autres et conferent une force mécanique a la barriere épithéliale intestinale. Les composants
protéiques de ces complexes jonctionnels peuvent étre ciblés par le systéme nerveux entérique pour
réguler la perméabilité épithéliale, la cicatrisation des plaies et la résistance mécanique. Abréviations :
JAM, molécule d’adhésion jonctionnelle; ZO, zona occludens.

D’apres Neunlist et al., 2012



transferts de molécules et protéines est essentiel pour la surveillance des antigenes au niveau du
tractus gastro-intestinal (TGI). Les voies paracellulaires sontimportantes dans le transport entrant mais
également sortant dans la lumiére intestinale et également dans le maintien de la polarité cellulaire,
en empéchant la diffusion de protéines et de lipides de la partie apicale vers la zone basolatérale de la
cellule. Ces voies agissent par l'intermédiaire de complexes de jonctions constituées de TJs, de

desmosomes et de jonctions gap (France and Turner, 2017) (Figure 10).

1.2.4.2. Modulation de la perméabilité intestinale

Les interactions entre les différentes molécules et compartiments de la paroi intestinale
nécessitent un équilibre précis pour permettre un niveau de perméabilité intestinal optimal. Plusieurs
facteurs régulent cette fonction, notamment immunitaires et neuronaux, et ceci par des changements
de la composition des membranes plasmiques épithéliales. En effet, le systéme immunitaire joue un
role clef dans la régulation de la perméabilité avec des médiateurs immunitaires intervenant sur les
voies paracellulaires et transcellulaires, en particulier le TNF-a, IFN-y, et IL-13. Le TNF-a peut induire
la phosphorylation de MLC, ce qui donne lieu a la contraction des complexes actine-myosine au niveau
apical des entérocytes, favorisant la redistribution d’OCLN et de ZO-1. Ceci se traduit par une
diminution de la résistance électrique transépithéliale (Transepithelial electrical resistance TEER), une
augmentation du passage des molécules de grande taille et I'endocytose calvéoline dépendante
d’OCLN et de ZO-1, cela étant sous le contréle de MLCK (Myosin light-chain kinase). L’ll-13 affecte
également cette voie de perméabilité, notamment en diminuant la TEER par augmentation de
I’expression de MLCK. Les cytokines provenant de la réponse immunitaire Th2 ont un effet similaire
aux cytokines de la réponse immunitaire Th1. En effet, I'lL-13 par un mécanisme indépendant de MLCK
permet une diminution de la TEER mais n’induit pas une augmentation du passage de macromolécules
(Figure 9). Les « pore pathway » et « leak pathway » peuvent également agir ensemble. En effet, il a
été décrit dans un modeéle de rat « biobredding » normoglycémique présentant une augmentation
spontanée de la perméabilité intestinale que la « pore pathway » était altérée dés 50 jours, due a une
augmentation de I'expression de CLDN-2. Puis, a 90 jours, cette voie laisse passer des molécules de 20
kDa en plus grande quantité qu’a 50 jours, montrant ainsi |'altération de la « pore pathway ». A 110
jours, il a été constaté une augmentation de l'infiltration mastocytaire et d’éosinophiles. Enfin, ceci est
associé a un déficit des fonctions nitrergiques du SNE ou a un défaut de motilité intestinale a 220 jours.
Cette altération progressive et séquentielle de la perméabilité intestinale n’a pas encore était décrite
chez des patients présentant des troubles gastro-intestinaux associés a une atteinte de la perméabilité
intestinale (Al-Sadi et al., 2008; Han et al., 2016; Masaoka et al., 2014; Vanuytsel et al., 2014; Weber
et al., 2010).

Revue bibliographique 18



Gut microbiota

&R\ Immunity & Immunity Immunlty to Epithelial
#1 tobacteria _,' to helminths bacterla and/or fungl resitution

Intestinal o® Histamine —%°  Eosinophils

o ° 0
epithelium %o TNF Ne hil . °
K Mast eutrophils ° .o
: o0 0 Eosinophil °

N
Macrophage cell @ granule @ °.°
o" /o IL 4_,00_“ ‘3 i proteins 2% . o ©

0

° ° ° N L)
° ° ° ° Y
IFNy —s% IL-13 —%e  o%e— L5 IL- 174' '-. °

. ILC2 T 17 ILC3 @—NCR’
=~ ILC3
RORyt RORy RORyt

ILC1 T2

M2 macrophage

M1 macrophage

”_N}-‘l @ IL-4

Monocyte

Figure 11 : Les systéme immunitaire intestinal

Le systéme immunitaire intestinal joue un réle crucial dans I'immunité associée aux microorganismes
et dans I'homéostasie épithéliale. Des voies distinctes de I'immunité de I'héte peuvent étre
mobilisées pour se défendre contre des menaces microbiennes spécifiques. Cependant, des aspects
sélectifs de ces voies de réponses immunitaires peuvent étre déployés de fagon inappropriée dans
les maladies a médiation immunitaire. les cellules Th1 et les cellules lymphoides innées (ILC) de type
1 réagissent a des cytokines (y compris IL-12), déclenchant leurs réponses effectives, ce qui
comprend la production d’IFN-y, qui a son tour active les phagocytes mononucléaires tissulaires, tels
gue les macrophages et les monocytes, les programmant pour l'activation pro-inflammatoire. Cette
voie est particulierement importante pour la résistance de I’h6te aux bactéries intracellulaires, y
compris les infections mycobactériennes. Les macrophages M1 produisant de I'IL-12 activent la
réponse inflammatoire de type 1 et, réciproquement, I'IFN-y favorise la différenciation des M1. La
réponse de type 2 est caractérisée par l'activation des cellules Th2 et des cellules ILC2, qui produisent
des cytokines (comme IL-4, IL-5 et IL-13) pour soutenir l'activation, le recrutement et la survie des
éosinophiles et des mastocytes. La réponse de type 2 est impliquée dans la résistance de I’"h6te aux
helminthes. Les cellules Th17 et les cellules ILC3 produisent des cytokines de la famille IL-17, qui
soutiennent l'activation et le recrutement de neutrophiles et jouent un réle important dans
'immunité des hotes contre les bactéries et les champignons extracellulaires. Les cellules ILC3
produisent de I'lL-22, soutiennent la niche des cellules souches épithéliales en favorisant la
prolifération de LGR5+ afin de favoriser la production de peptides antimicrobiens par les cellules
épithéliales. Les ILC3 produisant de I'lL-22 sont impliqués dans la résistance de I'h6te a certains
pathogenes muqueux.



1.2.4.3.  Le systeme immunitaire associé au tractus gastro-intestinal

Le systéme immunitaire est un composant essentiel de la barriere intestinale et rassemble
principalement les follicules lymphoides, les plaques de Peyer et les nceuds lymphatiques
mésentériques, ol la réponse immunitaire est initiée et se dissémine via des cellules effectrices au
niveau de la lamina propria et a travers I'épithélium intestinal. Les cellules épithéliales communiquent
avec le systeme immunitaire résident du TGl via des récepteurs, la présentation des antigenes et la
libération de plusieurs types de médiateurs permettant cette communication bidirectionnelle avec le

systéme immunitaire (Figure 11).

1.2.4.3.1. Limmunité innée associée au TGl

L'immunité innée associée au TGl est la premiére ligne de défense immunitaire contre des
substances potentiellement nocives pour la muqueuse intestinale. Elle est caractérisée notamment
par une absence de mémoire immunitaire. Les types cellulaires principaux de cette immunité innée
sont les entérocytes/colonocytes, les cellules de Paneth, les cellules en Gobelets et également des
cellules immunitaires résidentes telles que les neutrophiles, les cellules dendritiques, les macrophages,
les éosinophiles et les mastocytes. Elle est dépendante de la reconnaissance de motifs pathogenes
particuliers (pathogen-associated molecular patterns PAMP) et de motifs d’atteintes tissulaires
(damage-associated molecular patterns DAMP) par des récepteurs membranaires ou cytosoliques, les
PRR (pathogen-recognition receptors). Plusieurs types de ces récepteurs ont aujourd’hui été décrits,
les toll-like receptors (TLR), les nucleotide-binding domain leucine-rich repeat-containing receptors
(NLR), les retinoic acid-inducible gene- | (RIG-I)-like receptors (RLR), les C-type lectins receptors (CLR),
et les senseurs d’ADN cytosoliques (ALR). Ces récepteurs, une fois activés, permettent, entre autre,
I'induction de la voie de signalisation dépendante de NF-kB, caractéristique d’une réponse
inflammatoire. En effet, la production de chimiokines et de cytokines permet le recrutement et
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. Ce réle de
I'immunité innée est essentiel pour le maintien de la barriere intestinale et le contréle de I'invasion
par des pathogeénes. En effet, les PRR ont été montrés comme des acteurs importants dans la
prolifération cellulaire épithéliale, dans la régulation des TJs et la production d’Immunoglobulines (Ig).
En réponse aux pathogenes, les macrophages associés a la muqueuse, les éosinophiles et les
mastocytes produisent des médiateurs inflammatoires et toxiques tels que I’histamine ou le TNF-q,
induisant la détérioration des protéines d’adhésions intracellulaires ce qui favorise la sécrétion d’eau
et d’ions chlorures (CI'). Le recrutement des neutrophiles permet la phagocytose et I’élimination des

microorganismes par des enzymes tels que les péroxydases et le lysozyme. Cependant, la réponse
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immunitaire innée n’est pas toujours suffisante pour empécher I'invasion par des pathogenes, d’autres

mécanismes associés a I'immunité adaptative sont alors nécessaires.

1.2.4.3.2. L'immunité adaptative associée au TGl

La réponse immunitaire adaptative est réalisée par les lymphocytes, les cellules dendritiques,
les mastocytes et les macrophages par des mécanismes de présentation des antigenes, de productions
de plusieurs types de chimiokines, de cytokines et d’lg et d’activation des processus cytotoxiques
contre l'invasion de pathogénes. Les deux populations principales de cellules T du TGl sont localisées
au niveau du compartiment intraépithélial (lymphocytes T CD8 préférentiellement), au niveau des
agrégats lymphoides et a travers la lamina propria (lymphocytes T CD4 préférentiellement). Les
lymphocytes intraépithéliaux (Intraepithelial lymphocytes |ELs) représentent une population unique
de cellules immunitaires. En effet, ils contiennent au niveau de leurs membranes cellulaires les chaines
aB/y6 T-cell receptor (TCR) et les chaines a/aa CD8 co-receptor, conférant a ces cellules des activités

spécifiques.

Les IELs participent a I'action pro-inflammatoire et de régulation, notamment par la sécrétion
de TNF-a et d’IFN-y en réponse a une infection. Ceci a pour effet I'induction d’inflammation et des
changements au niveau de la barriére épithéliale intestinale due a la production de TGF-B1 et TGF-3
et la prothymosine B4 qui maintiennent I'intégrité épithéliale (Cheroutre et al., 2011). Les antigénes
présents au niveau de la lumiére intestinale sont transportés a travers I'épithélium via les cellules M
des patches de Peyer ou par les récepteurs néonataux Fc pour les IgG, permettant ainsi la transmission
de ces antigenes aux cellules dendritiques (DC). Les DC peuvent également capturer directement les
antigenes de la lumiére intestinale en formant des structures similaires aux TJs avec les cellules
épithéliales intestinales. Ceci représente une fonction cruciale pour I’homéostasie intestinale
puisqu’elle détermine I'induction d’une réponse immunitaire ou non selon la nature de I'antigéne

(Coombes and Powrie, 2008; Ng et al., 2010; Rescigno and Di Sabatino, 2009; Stagg, 2018).

L'activation des LT CD4 naifs induit I'activation de différentes sous populations de cellules
immunitaires en fonction des cytokines présentes : les LT « helper »Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, les LT
régulateurs Treg et les LT Th associés aux follicules Tfh (O’Shea and Paul, 2010). La réponse Th1 est
principalement dépendante de TNF-a et IFN-y, qui facilitent le recrutement de macrophages et de
neutrophiles, la reconnaissance des antigenes et la phagocytose. Les cellules Th2 activées produisent
IL-4, IL-5 et IL-13 qui ont pour effet I'induction de la production d’lg, I'activation des macrophages et
facilite la production de mucus. La voie Th17 permet la production d’IL-17, une cytokine avec des effets
pro-inflammatoires. Cependant, cela dépend du contexte intestinal puisqu’il a été montré qu’lL-17

était également un acteur important dans I’homéostasie intestinale dépendante du microbiote
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(Martinez-Lopez et al., 2019). Les cellules Th17 peuvent également produire de I'lL-22 (produite
principalement par les cellules Th22) qui joue un réle clef dans les mécanismes de défenses contre les
bactéries entéropathogénes (Basu et al., 2012). Les cellules Th9 une fois activées produisent de I'lL-9
qui intervient au niveau de I'expression des protéines des TJs et régulent ainsi la perméabilité
intestinale (Gerlach et al., 2015). Les Treg sont activés par TGF-B et produisent a leur tour TGF-f3 et de
I'IL-10 qui inhibent I'activation les DC, I'activation macrophagique et la prolifération des Thl. TGF-
contribue également a la production d’IgA qui permet le contréle de I'intégrité épithéliale. Les IgA
peuvent étre produites par une voie dépendante des LT et une voie indépendante des LT par les
cellules épithéliales intestinales, les DC et des facteurs solubles tels qu’APRIL (A proliferation-inducing
ligand), BAFF (B- cell-activating factor), IL-6 et IL-10 (Cerutti, 2008). La muqueuse intestinale est la zone
de production d’IgA la plus importante de I’hote, qui par fixation aux microorganismes commensaux
et pathogenes et aux antigenes alimentaires joue un réle essentiel dans le remodelage du microbiote
intestinal évitant ainsi une activation immunitaire. La production d’IgA et la grande diversité des
populations de lymphocytes B sont directement adaptées a la composition du microbiote intestinal,

permettant ainsi la production d’'une grande diversité d’IgA (Lindner et al., 2015).

La réponse immunitaire intestinale est également régulée par le systeme nerveux. Les cellules
immunitaires expriment a leur surface des récepteurs pour les neuromédiateurs et les
neurotransmetteurs, permettant la libération d’une grande variété de médiateurs par ces mémes
cellules immunitaires pouvant étre a leurs tours reconnus par les extrémités nerveuses (Verheijden
and Boeckxstaens, 2018). La proximité entre les cellules immunitaires et les terminaisons nerveuses
facilite une réponse rapide entre ces deux systémes, et permet notamment la modulation des
réponses inflammatoires et de la transmission de I'information douloureuse. Cette interaction entre
ces deux systemes peut avoir lieu a différents niveaux. : soit au niveau périphérique ou les systémes
nerveux sympathiques et parasympathiques peuvent avoir des actions anti-inflammatoires au niveau
des organes innervés par ceux-ci, soit au niveau central ou I'axe HPA module la réponse inflammatoire
par la sécrétion de corticoides au niveau systémique (Brinkman et al., 2019; Margolis and Gershon,
2016). En réponse a une invasion de pathogene, les cellules immunitaires vont libérer des médiateurs
qui vont activer les voies neuronales qui par I'amplification de la réponse immunitaire peuvent
permettre I'élimination de ces pathogénes et un contrdle de I'inflammation induite, permettant un
retour rapide a un état stable. Une altération de ce contrGle pourrait entrainer une réponse
inflammatoire excessive, ce qui en retour engendrerait une atteinte tissulaire permettant le passage
plus facile des pathogenes et une mise en place des défenses associées a la muqueuse non contrélées
(Margolis et al., 2016; Sharkey and Savidge, 2014). Ainsi, les cellules immunitaires jouent un réle

important dans le maintien de I'intégrité de la barriére intestinale.
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Figure 12 : L'axe HPA et les facteurs contrélant la réponse neuroendocrinienne au stress

Les signaux de stress sont relayés au noyau paraventriculaire de I’hypothalamus ol résident les
neurones positifs pour I'ocytocine, la vasopressine et I’hormone de libération de la corticotropine. Ces
neurones sont recrutés pour déclencher la réponse de I'axe HPA. Tout d’abord, un sous-ensemble de
neurones PVN hypophysiotropes libére du CRH et de I'AVP dans la circulation sanguine du portail
hypophysaire. Ces neuropeptides sont transportés vers I’hypophyse antérieure pour agir sur les cellules
basophiles corticotropes par leurs liaisons aux récepteurs CRHR1 et V1b, stimulant ainsi la synthése et
la libération de I’'hormone adrénococorticotrope (ACTH) dans la circulation générale. Lactivité du CRH
sur les corticotropes est également régulée par la protéine liant le CRH, qui empéche son interaction
avec le CRHR1. OT et AVP contrdlent également les actions de CRH au niveau de I’"hypophyse. Dans le
cortex surrénal, la liaison de 'ACTH circulante au récepteur mélanocortine de type 2 (MC2R) stimule la
syntheése et la sécrétion du corticostérone (CORT) dans la circulation générale. Le CORT en circulation
peut alors moduler les réactions comportementales et physiologiques liées au stress. Le CORT peut
également inhiber l'activation de I'axe HPA (rétrocontréle négatif) en agissant sur plusieurs régions
cérébrales, y compris le PVN, I’hypophyse, I'hippocampe et d’autres zones limbiques. Lactivité du CORT
circulant est en partie régulée par la CORT binding globulin. En revanche, les axones des neurones OT
et de AVP positifs dans la division magnocellulaire du PVN projettent jusqu’a I’hypophyse postérieure,
ou ils libérent de I'ocytocine et de la vasopressine dans la circulation générale pour réguler la réponse
physiologique aux facteurs de stress, 'osmorégulation et les fonctions de reproduction.

Abbreviations : noyau paraventriculaire de I'hypothalamus (PVN) ; I'ocytocine (OT) ; vasopressine (AVP)
; corticotropine (CRH) ; I’lhormone adrénococorticotrope (ACTH) ; récepteur mélanocortine de type 2
(MC2R) ; CORT binding globulin (CBG)

D’apres Oyola & Handa, 2017



1.2.5. Voies de communication sanguine du cerveau au TGl

Le stress est défini chez les organismes vivants comme la réponse naturelle envers les
perturbations environnementales. Une réponse appropriée a un stress aigu et une régulation de cette
réponse notamment concernant la durée sont primordiales pour la survie de I'organisme. Il a été
montré que le stress aigu pouvait avoir des effets positifs sur I’h6te notamment en induisant de
I'analgésie. Cependant, dans le cas de stress chronique cette fois-ci, des effets opposés ont été
constatés causant des changements importants au niveau cérébral et sur les organes périphériques
tels que le TGI. La régulation du stress est dépendante d’un circuit neuroendocrinien a part entiére,

I'axe HPA (Figure 12).

1.2.5.1. Le stress

Il s’agit d’'un axe neuroendocrinien utilisant trois structures principales pour permettre une
réponse appropriée aux stimuli associés au stress: le PVN (paraventricular nucleus of the
hypothalamus), la glande pituitaire ou hypophyse et la glande surrénale. Le PVN est un centre
intégrateur de plusieurs voies neuronales et endocriniennes permettant I'activation de différentes
populations cellulaires, permettant la production de CRH (corticotropin-releasing hormone) et le
passage dans la circulation sanguine via I’'hypophyse antérieure. Le CRH est un peptide de 41 acides
aminés qui au niveau de I’hypophyse antérieure induit la production d’ACTH (adrenocorticotropic
hormone) qui passe dans la circulation sanguine. L’ACTH en atteignant la glande surrénale, peut induire
la production de glucocorticoides (le cortisol chez 'Homme et la corticostérone chez les rongeurs) par
les cellules corticales de cette glande. Ces hormones stéroidiennes peuvent par la suite se fixer sur
deux types de récepteurs, les MR (mineralocorticoid receptor) et les GR (glucocorticoid receptor). Des
systemes de rétrocontroles négatifs permettent la régulation de I'HPA dépendante des mémes
hormones produites lors de son activation, induisant ainsi un retour a un état homéostatique. Une
dérégulation d’une de ces différentes étapes peut engendrer ou étre associée a plusieurs types de
pathologies, notamment intestinales (de Kloet et al., 2005; Moloney et al., 2015a; Smith and Vale,

2006a).

1.2.511. LePVN

Cette structure hypothalamique régule un grand nombre de fonctions physiologiques
métaboliques, développementales, immunitaires, cardiovasculaires, rénales et gastro-intestinales
(Ferguson et al., 2008). Ce noyau possede deux types cellulaires principaux selon la distribution de
leurs fibres, les cellules neuroendocrines et les cellules pré-autonomes. Les cellules neuroendocrines

résidant dans le PVN projettent au niveau de I'’éminence médiane de |’hypothalamus ou sur
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I’'hypophyse postérieure. Au niveau de I'éminence médiane, leurs contenus chimiques sont libérés
dans le systéme porte hypothalamo-hypophysaire, permettant des échanges rapides entre
I’'hypothalamus et I’hypophyse antérieure puis par la suite le passage d’hormones au niveau de la
circulation générale. Les neurones producteurs de TRH, d’ocytocine, de dopamine, de somatostatine,
de vasopressine et enfin de CRF appartiennent a la population de neurones parvocellulaires et
projettent au niveau de I'’éminence médiane. Les neurones magnocellulaires producteurs d’ocytocine
et de vasopressine projettent au niveau de I'hypophyse postérieure et sécretent directement ces deux
hormones au niveau de la circulation générale. Les neurones pré-autonomes projettent directement
au niveau des neurones autonomes pré ganglionnaires du tronc cérébral et de la moelle épiniéere et
permettent la régulation de plusieurs processus physiologiques. En plus de ces neurones projetant au
niveau de I’éminence médiane et des ganglions autonomes, le PVN possedent également des neurones
communiquant avec le cerveau antérieur et d’autres noyaux hypothalamiques permettant la
modulation de plusieurs réponses comportementales associées au stress (Flzesi et al., 2016). Les
neurones producteurs de CRH, important pour la régulation de I'axe HPA, permettent la production et

la libération d’ACTH au niveau de I’hypophyse (Smith and Vale, 2006a).

1.2.5.1.2.  L'hypophyse

Elle est localisée a la base de I’hypothalamus et joue un réle critique dans la réponse a un stress
pendant et aprés un stimulus. Il s’agit de la voie de communication hormonale principale du cerveau
avec les organes périphériques. Elle est divisée en deux parties, I’hypophyse antérieure ou
adénohypophyse et I'hypophyse postérieure ou neurohypophyse. Cette division se base sur leurs
fonctions, localisations anatomiques et origines développementales. L’ACTH est un peptide constitué
de 39 acides aminés et est produite par les cellules basophiles de I'adénohypophyse en réponse a une
stimulation par CRH. Deux récepteurs au CRH ont été décrits chez les mammiféres, mais CRH-R1 est
I'acteur principal de la sécrétion d’ACTH par I’'adénohypophyse. CRH-R1 et CRH-R2 sont des Récepteurs
couplés a une protéine G (RCPG), I'activation de CRH-R1 permet I'augmentation d’AMPc (Adénosine
monophosphate cyclique) au niveau des cellules basophiles, induisant une augmentation de calcium
intracellulaire dépendante de la PKA et la libération d’ACTH dans la circulation sanguine (Oyola and

Handa, 2017; Smith and Vale, 2006b).

1.2.5.1.3. Laglande surrénale

Cette glande endocrinienne est localisée au-dessus des reins. Au niveau cortical, elle est divisée
en trois parties, la zona glomerulosa, |la zona fasciculata, et |la zona reticularis. Au niveau médullaire,

elle peut induire la production d’adrénaline et de noradrénaline sous le contréle du SNA. La zona
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fasciculata est la région principale de production des glucocorticoides en réponse a I’ACTH circulante.
Il existe cinq récepteurs a la mélanocortine MCR, MC1R-MC5R. Ce sont des RCPG et ils possedent des
profils d’expression et des fonctions différents. MC2R est exprimé au niveau de la zona fasciculata et
c’est principalement son activation par I'ACTH circulante qui permet la synthése de

cortisol/corticostérone (Oyola and Handa, 2017; Smith and Vale, 2006a).

1.2.5.1.4.  Systemes de régulation des corticoides

Un premier systéme de régulation du cortisol est présent dans le plasma. Il s’agit de la CBG
(corticosteroid binding globulin) qui se fixe sur le cortisol circulant, le rendant ainsi inactif. Cette
protéine est synthétisée par les hépatocytes et permet la régulation des taux plasmatiques de cortisol
particulierement lors de phases de forte production. Directement au niveau de I'HPA, les
glucocorticoides exercent un rétrocontrole négatif permettant un retour a son activité basale par deux
mécanismes : un mécanisme rapide et un mécanisme intervenant plus tardivement avec des
régulations transcriptionnelles de plusieurs facteurs. Deux types de récepteurs sont décrits pour les
glucocorticoides, le GR et le MR. Les GR sont fortement exprimés au niveau de I'hippocampe et au
niveau des neurones du PVN, mais les GR sont également exprimés dans la quasi-totalité du cerveau,
certes a des niveaux d’expression plus faible, mais I'implication des autres régions encéphaliques dans
le contrdle négatif de I’'HPA ne peut étre négligée. Le cortisol peut se fixer les GR et/ou les MR et ainsi
réguler la transcription de plusieurs génes. Les MR ont une plus forte affinité pour les corticoides que
les GR. Ainsi, a de faible concentration, les MR sont plus saturés que les GR. Il a été décrit que les GR
étaient saturés par le cortisol lors de pic d’activation de L'HPA correspondant par exemple a un

événement stressant important (Oyola and Handa, 2017; Smith and Vale, 2006a).

1.2.5.2.  Stress et barriére intestinale

Des études précliniques et cliniques ont montré que le stress aigu et chronique agissaient sur
la barriere intestinale. La forte prévalence d’atteintes psychiatriques chez des patients avec des
désordres intestinaux confirme I'implication du stress. Il a été montré que I'augmentation de la
motilité et la sécrétion d’eau au niveau intestinal en réponse a un événement stressant étaient
dépendantes de CRF. Un grand nombre de cellules du TGI, les cellules immunitaires, les neurones
entériques et les cellules entérochromaffines peuvent produire du CRF, celui-ci pouvant activer les
récepteurs CRF; et CRF, largement exprimés au niveau du TGI. Il a été également décrit que
I’'augmentation de la perméabilité intestinale associée au stress pouvait étre liée a une activation des
mastocytes dépendante de CRFi. Les chimiokines et les protéases libérées lors de |'activation

mastocytaire liée au stress peuvent également induire des défauts de perméabilité intestinale. Enfin,
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une déplétion du mucus intestinal a été décrite chez des rats ayant subi un stress chronique et une
diminution de la production de mucines et de mucopolysaccharides a été constatée en présence de
fortes concentrations sanguines de catécholamines (Barreau et al., 2007; Rodifio-Janeiro et al., 2015;
Singh et al., 2012; Vanuytsel et al., 2014; Wallon et al., 2008). Ainsi, I'axe HPA semble étre fortement

associé a la régulation de I’'homéostasie intestinale.

1.2.5.3. Stress et SNE

L’expression de CRF; et CRF, a été observé au niveau du SNE humain et de rongeurs. Il a été
constaté que le stress néonatal induisait une augmentation de la densité nerveuse au niveau de la
muqueuse colique de méme qu’une augmentation du nombre de neurones cholinergiques chez des
rats sevrés. Cette augmentation des neurones cholinergiques est associée a une augmentation de la
perméabilité intestinale, cela étant dépendant de CRF qui se fixe sur les CRF, des neurones
cholinergiques. Il a été observé une altération des populations de neurones entériques chez des rats
adultes exposés a un stress chroniques pendant 28 jours. En effet, les populations de neurones sous-
mugqueux cholinergiques et positifs pour le VIP sont augmentées chez ces animaux, tandis qu’au niveau
des ganglions myentériques, une diminution des neurones NOS chez les animaux stressés a été
constatée. Le stress semble intervenir sur la plasticité du SNE, renforcant alors son impact sur
I’'homéostasie intestinale (Barreau et al., 2004; Gareau et al., 2007, 2008; Larauche et al., 2012; Li et

al., 2016b; Taché and Million, 2015; Yuan et al., 2016).

1.2.5.4.  Stress et douleurs viscérales
1.2.5.4.1. CRH et HSVC

Le CRH peut activer deux récepteurs, CRH; qui active la réponse au stress et amplifie la
nociception chez les rongeurs et CRH; qui inhibe la réponse au stress et donc la nociception. Il a été
décrit que les patients présentant des douleurs chroniques avaient un taux de CRH au niveau du liquide
cérébro-spinal plus élevé que chez des patients sains. L'utilisation d’antagonistes non sélectif de CRH
par injection intra-veineuse (i.v.) chez des patients sains diminue la douleur produite par DCR et
I'injection de CRH augmente les douleurs abdominales chez les individus sains et chez des patients SlI
(Ji and Neugebauer, 2007, 2008; McLean et al., 2006; Sagami et al., 2004b; Tanaka et al., 2016; Tran et
al., 2014; Yarushkina et al., 2009). Les études précliniques ont également décrit I‘implication centrale
et périphérique de CRH dans les douleurs viscérales. En effet, chez des rats ayant subi une séparation
maternelle et un stress en phase adulte, le CRH et son récepteur CRH; au niveau de 'amygdale sont
impliqués dans la modulation de I’"HSVC. L'administration de CRH au niveau de I'amygdale d’animaux

naifs induit également une augmentation de la sensibilité colique. De maniére similaire, I'injection
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périphérique de CRH augmente la sensibilité colique de rats sans induction de stress, tandis que
I'injection d’antagoniste de CRH; diminue de maniere dose dépendante la sensibilité colique de rats
stressés (Johnson et al., 2015; Million et al., 2013; Prusator and Greenwood-Van Meerveld, 20173;
Taché and Million, 2015; Taguchi et al., 2017; Tang et al., 2017a). Ainsi, une dérégulation de la
signalisation CRH en rapport avec I'axe cerveau-intestin peut induire de 'HSVC, mettant en avant

I'importance de ce systeme dans la maintenance des douleurs viscérales chroniques.

1.2.5.4.2. Récepteurs aux corticoides et HSVC

Plusieurs études décrivent que le stress induisant des changements d’expression des GR et des
MR au niveau des DRG, de la moelle épiniére et du cerveau, peuvent directement influencer la
sensibilité colique, suggérant qu’une dérégulation de ces récepteurs participe aux douleurs viscérales.
En effet, il a été montré dans des modéles animaux par stéréotaxie que I'exposition des GR et MR a
des agonistes non sélectifs et sélectifs, déxamethasone pour GR et aldostérone pour MR au niveau du
noyau central de 'amygdale, induisait de I’"HSVC, celle-ci étant inhibée par 'application cette fois ci
d’antagonistes. De plus, une diminution progressive de I'expression de GR au niveau du noyau central
de I'amygdale a été trouvée comme associée a I'HSVC. Cette diminution de I'expression de GR est
dépendante d’un mécanisme épigénétique permettant, par un changement de l'acétylation des
histones présentes au niveau du géne de GR, la diminution de son expression et donc le maintien de
I'HSVC chez les animaux testés. Dans un autre modele d’HSVC induite par le stress répété (water
avoidance stress - WAS), la région promotrice du géne de GR subit alors un changement de méthylation
induisant lui-aussi une diminution de I'expression de GR associée a une augmentation de la sensibilité
colique chez ces animaux. Des expériences avec des animaux naifs de Knockdown utilisant des
oligodeoxynucleotides antisens contre GR et MR au niveau du noyau central de I'amygdale ont permis
I'implication de la régulation épigénétique de la transcription de ces récepteurs dans I’'HSVC. Dans des
modeles animaux d’HSVC induite par un stress pendant la période juvénile, il a été également décrit
I'importance de la modulation transcriptomique des récepteurs GR et MR de I'amygdale dans I’'HSVC.
Enfin, il a été également décrit I'implication de mécanismes épigénétiques sur GR au niveau de la
moelle épiniere et des DRG dans I'induction des douleurs viscérales (Hong et al., 2011, 2015; Johnson
et al., 2015; Myers and Greenwood-Van Meerveld, 2007, 2010, 2012; Myers et al., 2007; Prusator and
Greenwood-Van Meerveld, 2017b; Tran et al., 2015; Tran and Greenwood-Van Meerveld, 2012; Tran
et al., 2013; Zhang et al., 2016).
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Figure 13 : Les épithéliums intestinaux

A : Représentation de I'épithélium de l'intestin gréle. Les entérocytes sont les cellules principales de
I'axe crypt-villus et sont capables de sécréter des peptides antimicrobiens (Regllly, B-defensines,
cathélicidines). Les cellules de Paneth situées a la base des cryptes produisent des peptides
antimicrobiens spécifiques (lysozyme, a-defensines, sPLA2). Les cellules M sont localisées dans
I’épithélium folliculaire (EAF) recouvrant les plaques de Peyer et participent directement a I'absorption
et au passage des antigenes vers les cellules immunitaires sous-jacentes. Les cellules en gobelet
facilitent également le transfert des antigénes luminaux aux cellules dendritiques par des passages
d’antigénes associés aux cellules en gobelet (GAPs).

B : représentation de I'épithélium du colon. Les colonocytes et les cellules en gobelet sont les principaux
types cellulaires au niveau des cryptes coliques. Les cellules en gobelet sont responsables de la
formation de la couche de mucus externe et interne par la sécrétion de la mucine Muc2 ainsi que
d’autres protéines (Agr2, ZG16, CCLA1, RELM) qui sont associées a cette barriére protectrice.
Abbreviations: DC, dendritic cell; IEL, intraepithelial lymphocyte.

D’apres Allaire et al., 2018



1.3. Deuxiéme voie de communication : de I'intestin vers le cerveau

1.3.1. L'épithélium intestinal

L’épithélium intestinal est composé d'une seule couche de cellules représentant une barriére
semi-perméable. La composition de cette couche différe selon sa localisation au niveau du TGI. En
effet, au niveau de l'intestin gréle, il existe la présence de villi, caractéristiques de cette structure. Ces
villi permettent d'augmenter la surface d'échange entre le milieu extérieur et la couche épithéliale. Les
villi sont absentes du colon (Figure 13). En effet, celui-ci est constitué de cryptes, plus exactement les
cryptes de Lieberkihn. Pour permettre le renouvellement de cet épithélium, il existe un ensemble de
cellules souches au niveau de la base de cet épithélium monocouche. Celles-ci en traversant la zone
de transition peuvent accéder au niveau de la lumiére intestinale, que ce soit au niveau de I’apex pour
I'intestin gréle ou au niveau des cryptes concernant le cOlon. Ainsi, le renouvellement dans des

conditions homéostatiques peut étre réalisé par des cycles durant 4 a 5 jours chez I'Homme.

Il existe une grande diversité de cellules au sein de I'épithélium intestinal, chacune ayant une
fonction particuliére. La distribution de ces cellules differe entre I'intestin gréle et le c6lon, bien que la
grande majorité soit en commun entre ces deux structures. Parmi les types cellulaires les plus présents
au niveau de |'épithélium colique, le type cellulaire prépondérant est I’entérocyte, ou colonocyte dans
le cOlon. Son réle principal est I'absorption de nutriments et d’eau. Outre ce type cellulaire, une grande
variété de cellules différenciées existe également, notamment des cellules productrices de mucus
appelées cellules en Gobelets, des cellules entéroendocrines dont il existe une grande diversité, et
enfin des cellules chimiosensibles appelées les cellules Tufts. Parmi les cellules particulieres a l'intestin
gréle, il y a les cellules de Paneth qui avec les cellules M au niveau de I'apex des villi, permettant
I'interaction entre les micro-organismes et cet épithélium monocouche. Plusieurs avancées
scientifiques notamment par |'étude de cet épithélium ont permis de caractériser plusieurs sous-types
de cellules entéroendocrines. En effet, ces cellules peuvent développer des fonctions particuliéres que
ce soit en condition homéostasiques ou en conditions pathologiques. L'exemple le plus décris dans la
littérature montrant la diversité des différentes cellules enteroendocriniennes est le cas des cellules
entérochromaffines, mais d'autres types cellulaires existent également, notamment les cellules D
productrices de somatostatine, et les cellules G productrice de gastrine. Il existe également une grande
diversité au sein méme d'un type cellulaire. En effet, une étude de Birchenough a montré un nouveau
sous-type de cellules en Gobelet, celui-ci étant présent a la surface apicale des cryptes coliques, qui
permet la reconnaissance de plusieurs éléments appartenant au corps microbien (Birchenough et al.,
2016). Cette reconnaissance permet la production de mucus et la mise en place d’'un mécanisme de
défense contre ces stimuli nocifs. Les cellules Tufts semblent aussi pouvoir étre différenciées en

diverses sous-catégories. Une étude a également montré I'existence de différentes sous-populations
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de ces cellules une exprimant au niveau épithélial la cytokine Tslp, et I'autre exprimant le marqueur
immunitaire CD45 (Haber et al., 2017). L'ensemble de ces études indique que I'épithélium colique est
doté d'une grande complexité, que ce soit par rapport a sa population cellulaire mais également en
fonction de son role dans les mécanismes homéostatiques et de défense contre, par exemple, des

infections (bactériennes, virales, parasitaires) ou de l'inflammation.

Il est aujourd'hui admis que le colon est un organe particulier qui posséde des fonctions de
chimio-sensibilité. La considération du c6lon comme un organe « chimio-sensible » en réponse a divers
stimuli tels que des composés provenant de I'alimentation ou des métabolites microbiens, remonte a
seulement quelques années. En effet, le colon est I'organe du TGI avec la population de cellules
épithéliales la plus dense, avec de grandes populations de cellules productrices de GLP-1 et GLP-2, de
PYY et de 5-HT. Ainsi, plusieurs mécanismes interviennent dans le contréle de I'homéostasie intestinale
mais également dans des conditions pathologiques. Plusieurs types de récepteurs sensoriels, des RCPG
et TRP sont exprimés au sein des cellules épithéliales intestinales (CEl) incluant les cellules
entéroendocrines, les cellules en Gobelets ou encore les cellules Tuft. Ces récepteurs sont également
présents au niveau sous-épithélial, au niveau de plusieurs cellules telles que des cellules immunitaires
et des structures neuronales (plexus ou fibres nerveuses), contribuant au dialogue entre les composés
de la lumiére intestinale et le c6lon. Puisque ces cellules ne possedent pas de contact direct avec le
contenu de la lumiere intestinale, I'étape de détection de ce contenu par les CEl est primordiale pour
induire une réponse physiologique adaptée. Plusieurs composés peuvent engendrer I'activation de ces

CEl par I'intermédiaire de divers récepteurs (Kaji and Kaunitz, 2018).

1.3.2. Voie nerveuses afférentes

La capacité a détecter des stimuli mécaniques et chimiques est primordiale pour établir une
réponse envers des changements d’environnements de type nutritionnel, inflammatoire ou
microbiens, caractéristiques de I'axe cerveau-intestin. Celle-ci est réalisée soit par des neurones
intrinséques au TGlI, les IPAN, soit par des fibres afférentes sensorielles ou fibres afférentes primaires
présentent le long du TGI. Elles transmettent les informations traitant des sensations viscérales. Elles
se distinguent par la localisation de leurs corps cellulaire. En effet, deux types de fibres existent : les

fibres afférentes vagales et les fibres afférentes spinales.

1.3.2.1.  Les fibres afférentes vagales extrinseques

Les fibres afférentes vagales innervent le TGI, avec une densité maximale au niveau de
I’'cesophage et de I'estomac et une densité plus faible au niveau de I'intestin gréle et du célon proximal.

Aucune fibre n’est présente au niveau du célon distal et du rectum (Berthoud et al., 1997) mais ceci
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Figure 14 : Innervation extrinseque sensitive du colorectum

Le colon et le rectum recgoivent une double innervation par les nerfs lombaires splanchniques et pelviens sacrés. Les
corps cellulaires des afférences splanchniques et pelviennes sont localisés au niveau des DRG throcolombaires (T10-
L1) et lombosacrés (L6-S1). Laxone central forme une synapse avec un neurones de second ordre présent au niveau
de la moelle épiniere throracolombaire et lombosacrée. Ces afférences innervent a la périphérie la muqueuse et les
muscles, elles innervent également les vaisseaux sanguins en les entourant au niveau des compartiment sous-
muqueux et mésentériques. Ceci permet de distinguer plusieurs types d’afférences : musculaires, mucosales et
séreusales (voie splanchnique et pelvienne), mésentérique (voie splanchnique seulement) et musculaire/mucosale
(voie pelvienne seulement). Ces afférences permettent la détection au niveau du colorectum d’une grande diversité
de stimuli mécaniques et chimiques. Les afférences mucosales détectent les distorsions de faible seuil de la
mugqueuse et répondent aux médiateurs endogénes, tandis que les afférences musculaires détectent les distorsions
de faibles seuils et les contractions, elles induisent également une grande diversité de réponse, incluant les réponses
nociceptives et enfin elles répondent aux médiateurs endogeénes. Les afférences musculaires/mucosales disposent
les propriétés des deux premiers types d’afférences. Les afférences mésentériques et séreusales répondent a des
distorsions de hauts seuils et répondent a une grande variété de médiateurs endogenes particulierement les
médiateurs inflammatoires et immunitaires.

D’aprés Sadeghi et al., 2018.



est aujourd’hui remis en cause (Herrity et al., 2014). Les corps cellulaires de ces afférences sont situés
au niveau des ganglions nodulaires droit et gauche situés a coté du sinus carotidien. Les terminaisons
centrales des fibres afférentes vagales sont localisées au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS) du
tronc cérébral pouvant induire des actions autonomes, endocrines et comportementales sur I’'héte.
Ces fibres sont a 80% des fibres de type C, leurs axones ne présentant pas de myéline et a 20% des
fibres de types A possédant des axones myélinisés (Waise et al., 2018). Trois types de fibres peuvent
étre distingués selon leurs localisations, les fibres laminaires intraganglionnaires (intraganglionic
laminar endings IGLEs) situées au niveau des plexus myentériques, les fibres intramusculaires
(intramuscular arrays IMAs) et les fibres présentes a proximité des muqueuses (Fox et al., 2001; powley
et al., 2007; Powley et al., 2011). Les IGLEs sont présentent tous le long du TGI tandis que les IMAs ont
été caractérisés uniquement au niveau du TGl supérieur. Les afférences vagales sont couramment
associées avec les sensations de faim et de satiété, et son implication dans les phénoménes de

sensations douloureuses abdominales n’est pas encore tout a fait caractérisée (Bonaz et al., 2017).

1.3.2.2.  Les fibres afférentes spinales

Les fibres afférentes spinales innervent I'ensemble du TGI. Elles possedent leurs corps
cellulaires au niveau des DRG, localisés de part et d’autre de la moelle épiniére. La localisation des DRG
est le facteur dépendant de I'innervation du TGI. En effet, I'innervation gastrocesophagienne a pour
origine les DRG présents a proximité des vertébres cervicales et thoraciques (C1-T4) et est commune
au nerf splanchnique supérieur. L'innervation de L'intestin gréle concerne I'axe thoracolombaire et fait
partie intégrante du nerf splanchnique supérieur (T8-T12). Le célon proximal regoit une innervation
spinale thoracique et lombaire (T10-L1) tandis que le c6lon distal est innervé par le nerf splanchnique
lombaire et pelvien sacré (L6-S2) (Grundy and Brierley, 2018; Harrington et al., 2018; Kyloh et al.,
2011). Par conséquent, I'information sensitive est transférée au niveau de la corne dorsale de la moelle
épiniére thoracique, lombaire et sacrée qui par I'intermédiaire de neurones de second ordre est
transmise au niveau supra-spinal. Une grande diversité de fibres existe parmi les fibres afférentes

spinales extrinséques, seules les fibres innervant le célon et le rectum seront décrites.

1.3.2.3.  Classification des fibres afférentes coliques

Cette classification a été établie grace a des études réalisées en majorité chez la souris
(Figure 14). Selon celles-ci, six classes d’afférences innervent le colon et le rectum avec a ce jour 13
profiles morphologiques : les afférences musculaires, les afférences proches de la muqueuse a faible
seuil d’activation, les afférences a la foi musculaires et mucosales, les afférences vasculaires

comprenant les afférences autour des vaisseaux sanguins et au niveau de la sous-muqueuse et les
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Figure 15 Intégration spinale

Les afférences viscérales innervant le célon projettent des DRG vers la moelle épiniere en formant une
synapse avec des neurones de second ordres au niveau de la laminae I,IIV et X de la substance grise spinale.
Les voies ascendantes arrivent au niveau du quadrant antérolatéral (ALQ zone violette) et au niveau de la
colonne dorsale (DC zone verte) de la moelle épiniére, projetant ainsi au niveau de plusieurs structures
supraspinales tel que la médulla ou le thalamus.

D’aprés Vermeulen et al., 2014



afférences silencieuses. Toutes ces différentes classes d’afférences sont des fibres C dont la majorité
est peptidergique (Brierley et al., 2008, 2009). A ce jour, les études réalisées chez I’'Homme montrent
des similarités avec la classification établie chez le souris, mais des études complémentaires sont
encore nécessaires pour confirmer la similarité de toutes les classes d’afférences présentes chez les
modeles murins au niveau de I'innervation du c6lon humain (Hockley et al., 2018a, 2018b; McGuire et

al., 2018; Yu et al., 2016).

1.3.3. Intégration spinale

Contrairement aux découvertes récentes et diverses concernant les FAP effectuées depuis ces
derniéres années, peu de choses sont connues sur I'intégration du message nerveux au niveau central
(Figure 15). Le message douloureux arrive des fibres afférentes primaires innervant le célon, dont les
corps cellulaires se trouvent au niveau des DRGs throacolombaires et lombosacrés. Ces fibres se
connectent au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere dans la substance grise en formant une
synapse avec un neurone de second ordre, au niveau des couches superficielles | et Il mais peuvent
également se connecter aux couches plus profondes VIl et X, qui sont spécifiques des afférences
viscérales. Deux types de neurones de second ordre existent, les wide range receptor (WDR) ou
neurones convergents, qui sont activés par des stimulations simples et/ou nociceptives. Ceux-ci
permettent apres décharge de neurotransmetteurs le codage de I'information douloureuse. Le second
type de neurone de second ordre concerne les neurones nociceptifs spécifiques. lls ne répondent qu’a
des stimulations spécifiques des phénomeénes douloureux provenant des fibres AP et C. Leurs
activations dépendent des FAP spinales, la propagation du PA le long de ces fibres induisant une entrée
massive de Ca®* au niveau présynaptique, ce qui a pour effet d’entrainer la libération par exocytose de
neurotransmetteurs activateurs tels que le glutamate. Ceux-ci, au niveau du neurone de second ordre,
vont activer les récepteurs correspondants tels que NMDA induisant la transmission de I'information
douloureuse. Des actions indirectes concernant la modulation de ce message peuvent étre réalisées
par 'intermédiaire d’interneurones et/ou par la libération de neuropeptides modulateurs tels que
CGRP, NGF ou encore la substance P dans I’environnement synaptique (Farmer et al., 2018; Vermeulen
et al., 2014). L'intégration du message nociceptif au niveau spinal permet par la suite la transmission

de l'information douloureuse et I'intégration de celle-ci au niveau supra-spinal.

1.3.4. Intégration supraspinale
1.3.4.1. Voie ascendante

L’ascension de I'information nociceptive au niveau viscéral se réalise par I'intermédiaire de

deux voies principales, la voie empruntant le faisceau antérolatéral de la moelle épiniére et le faisceau
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Figure 16 : réseaux cérébraux clés dans les FGID.

Sur la base d’études de neuroimagerie fonctionnelle et structurale dans les douleurs viscérales,
ces quatre réseaux cérébraux ont émergé comme ceux qui présentaient les différences les plus
fréequemment observées par rapport aux sujets témoins sains. Abbreviations: aINS, anterior
insula; aMCC, anterior midcingulate cortex; Amyg, amygdala; BG, basal ganglia; dIPFC,
dorsolateral prefrontal cortex; Hipp, hippocampus; LCC, locus coeruleus complex; M1, primary
motor cortex; M2, supplementary motor cortex; mPFC, medial prefrontal cortex; OFC,
orbitofrontal cortex; pgACC, pregenual anterior cingulate cortex; pINS, posteria insula; PPC,
posterior parietal cortex; sgACC, subgenual anterior cingulate cortex; Thal, thalamus; vIPFC,
ventrolateral prefrontal cortex.

D’aprés Tillisch et al., 2018



passant par la colonne dorsale de la moelle, celui-ci étant spécifique des douleurs viscérales.
Concernant le faisceau antérolatéral, plusieurs voies en fonction de la localisation des FAP peuvent
transmettre l'information nociceptive au niveau cérébral, notamment les voies spinoréticulaire,
spinomésencéphalique, spinohypothalamique et spinothalamique. La voie spinoréticulaire projette au
niveau du noyau réticulaire dorsal du tronc cérébral. Elle est associée a la composante émotionnelle
de la douleur associée aux stimulations viscérales. La voie spinomésencéphalique envoie des
informations de la moelle épiniére jusqu’a la substance grise périaqueducale (PAG) et d’autres régions
mésencéphaliques. Le faisceau spinohypothalamique véhicule des informations sensorielles de la
moelle épiniere jusqu’a I'hypothalamus. Celui-ci avec d’autres régions encéphaliques du systéme
limbique (amygdale, le cortex cingulaire antérieur (CCA), le thalamus), la PAG et le locus coeruleus
permettent la régulation de la composante émotionnelle et comportementale de la douleur. Enfin, la
voie spinothalamique régule la sensation directe de la douleur, associée au touché, au froid ou au

chaud.

Le thalamus est un point d’embranchement important ou les projections somatiques mais
également viscérales s’entrecroisent (Figure 16). Avant que I'information sensorielle arrive au cortex
via les neurones de troisieme ordre, elle est « traitée » au niveau du thalamus, concernant les
informations sensorielles viscérales, nociceptives ou non. Le noyau postérolatéral serait
particulierement impliqué (Vermeulen et al., 2014). L'information sensorielle est par la suite relayée
au niveau du cortex cingulaire antérieur, de I'insula et du cortex somatosensoriel, notamment le cortex
somatosensoriel secondaire pour les douleurs viscérales (anand et al.,, 2007). Il est a noter que
plusieurs études précliniques et cliniques montrent également I'implication du cervelet dans

I'intégration et la modulation de la douleur viscérale (Rosenberger et al., 2013; Wouters et al., 2012).

La deuxieme voie principale de la transmission des douleurs viscérales au niveau encéphalique
est la colonne dorsale post-synaptique de la moelle épiniere. En effet, il a été décrit que cette voie,
particuliére aux FAP innervant les viscéres, serait plus importante pour la transmission de I'information
nociceptive viscérale que les faisceaux spinothalamique, spinohypothalamique, spinoréticulaire et
spinomésencéphalique (Al-Chaer et al., 1998; Ness, 2000). La colonne dorsale contient des branches
nerveuses provenant des FAP et également des axones des neurones ascendants de la moelle épiniére,
soit les éléments post-synaptiques de la colonne dorsale. Ces éléments vont par la suite faire synapse
au niveau des noyaux de la colonne dorsale. Son rdle dans les douleurs viscérales semble spécifique
puisqu’il a été montré qu’une lésion de la colonne dorsale ne réduisait pas les douleurs provoquées

par des stimuli cutanés (Danziger et al., 1996; Palecek, 2004; Palecek et al., 2002).
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1.3.4.2. Voie descendante

La transmission spinale nociceptive est modulée par des voies descendantes provenant de
plusieurs structures supraspinales, notamment le noyau raphé magnus, I’hypothalamus et la PAG. Au
niveau cortical, le CCA est la structure représentant la source la plus importante de fibres descendantes
en projetant au niveau de 'amygdale et de la PAG, deux structures principales de la régulation de la
douleur. Le circuit PAG- Medulla ventromédiale rostrale (RVM) -corne dorsale de la moelle épiniere
est le plus caractérisé dans l'inhibition de la douleur de maniere endogene. Cet effet est dépendant de
la production d’opioides endogenes, en particulier par le CCA. De plus, d’autres neurotransmetteurs
tels que la noradrénaline, la 5-HT et la dopamine peuvent également réguler positivement ou
négativement la modulation de la douleur par les voies descendantes, cela étant dépendant du type
de récepteurs présent et de la localisation de ceux-ci. Enfin, une augmentation de I'excitabilité des
neurones de la corne dorsale de la moelle épiniere a été constatée aprés stimulation du RVM,
montrant I'importance de cette structure dans le contréle des voies descendantes associées a la

douleur (anand et al., 2007; Farmer et al., 2018; Gebhart, 2004; Mayer et al., 2005; Straub et al., 2006).

2. Le microbiote intestinal et son action sur I'axe cerveau-intestin

2.1. Généralités sur le microbiote intestinal

Le TGI peut contenir plus de 100 milliards de microorganismes comprenant les bactéries, les
archées, les levures, les eucaryotes unicellulaire, les parasites et les virus. Il représente un
environnement écologique a part entiére ou les microorganismes commensaux, symbiotiques et
pathogenes interagissent entre eux et avec I'h6te, représentant aujourd’hui plus de 1000 especes
bactériennes différentes avec plus de trois millions de génes. Il a été décrit que le microbiote intestinal
intervenait dans un grand nombre de processus physiologiques comme la digestion, le développement
et le maintien de ’homéostasie intestinale. L'influence de cette communauté de microorganismes sur
I’axe cerveau-intestin a été décrit depuis quelques années maintenant et continue a étre étudiée
aujourd’hui, montrant son importance dans la communication et la régulation de cet axe (Cryan and
Dinan, 2012a; Foster and McVey Neufeld, 2013a). La majorité du microbiote intestinal est présente au
niveau du célon et subit des changements durant la vie de I’'h6te, ces changements étant les plus
importants de la naissance a I'adolescence. Il est aujourd’hui admis qu’environ un tiers de notre
microbiote intestinal serait commun entre tous les individus, les deux autres tiers étant spécifiques a
I’héte. Ainsi, le microbiote intestinal posséde sa propre identité, montrant la difficulté de définir ce
gu’est un « microbiote sain ». Malgré cette spécificité, des signatures microbiennes standards existent
et permettent une relation symbiotique avec I’h6te. Une dérégulation de la composition du microbiote

intestinal ou dysbiose est liée a I'apparition ou a la potentialisation de plusieurs types de pathologies
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associées directement au TGl telles que le SlI, les MICI et le cancer colorectal mais également a des
troubles cognitifs et neurologiques majeurs tels que I'anxiété, la dépression et I'autisme (Backhed et
al., 2005; Bercik et al., 2012; Matamoros et al., 2013; Nicholson et al., 2012; Olszak et al., 2012; Qin et
al.,, 2010). Le microbiote intestinal peut communiquer avec I'h6te, notamment en produisant de
maniére directe ou indirecte plusieurs types de composés biologiques, permettant ainsi un dialogue

dans le cadre de I'axe cerveau-intestin-microbiote.

2.2. Impact du microbiote intestinal sur I'axe cerveau-intestin

Plusieurs études dans les domaines des neurosciences, de la gastroentérologie et de la
microbiologie semblent indiquer un role de modulation du microbiote intestinal dans plusieurs
pathologies neurologiques, intestinales et métaboliques. Les mécanismes de communications sont
nombreux et complexes, permettant I’échange d’un grand nombre d’informations entre I’hote et le

microbiote intestinal (Grenham et al., 2011; Sherwin et al., 2016).

2.2.1. Communication par le systeme circulatoire
2.2.1.1. Métabolites

Les métabolites proviennent de la digestion et de la fermentation microbienne des éléments
de I'alimentation et pourraient avoir un role important dans I'axe cerveau-intestin-microbiote. Parmi
ces métabolites, les acides gras (AG) et le tryptophane sont des éléments importants de

I’environnement intestinal, pouvant agir sur différents niveaux de I'axe cerveau-intestin.

2.2.1.1.1. Les acides gras

Le cerveau est trés riche en AG permettant plusieurs processus tels que la neurotransmission,
la survie cellulaire ou encore la neuroinflammation. De plus, les AG provenant de |’alimentation
permettent également la production d’éicosanoides qui, en tant que dérivés d'oxydation d’AG,
peuvent induire des réponses immunitaires et de I'inflammation par la régulation de la transcription
de geénes et la production de cytokines. Les AG régulent la transcription génique par fixation a des
récepteurs nucléaires tels que les PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors), jouant sur la
survie et les fonctions cellulaires. Les AG peuvent également se fixer sur les cellules immunitaires
comme les LT, LB et macrophages et ainsi induire des réactions inflammatoires. De maniére opposée
aux AG, les AGCC provenant du métabolisme bactérien peuvent présenter des propriétés anti-
inflammatoires, notamment I'acétate, le propionate, I'isobutyrate, I’hexonate et le butyrate provenant
des espéces bactériennes Eubacterium, Roseburia, Faecalibacterium, Bifidobacterium, Lactobacillus et

Enterobacter. |l a été montré que ces molécules impactaient la perméabilité intestinale et influencaient

Revue bibliographique 33






le pH colique. Les AGCC influencent également I'activité des cellules entéroendocrines en se fixant sur
les récepteurs GPR43 et GPR41, permettant la production de neuropeptides tels que PYY et GLP-1,
pouvant activer les IPAN, les afférences primaires et les afférences vagales. Enfin, il a été montré que
le N-butyrate et le propionate possédent des propriétés neuroprotectrices (Bazinet and Layé, 2014;

den Besten et al., 2013; Kuwahara, 2014; Nicholson et al., 2012).

2.2.1.1.2. Le tryptophane

Le tryptophane est un acide aminé essentiel. C'est un précurseur de plusieurs molécules
biologiques actives dont la 5-HT. Elle est principalement localisée au niveau du TGlI, ou la synthése a
lieu au niveau des cellules entérochromaffines a partir du tryptophane. Il a été décrit que de faibles
niveaux sériques de tryptophane étaient associés a une altération de I'activation immunitaire. De plus,
I'utilisation du probiotique Bifidobacterium infantis sur des rats dépressifs a montré une diminution
des comportements dépressifs. Cette diminution est associée a une augmentation de la concentration
plasmatique de tryptophane. La voie métabolique la plus importante du tryptophane est la voie de la
kynurénine qui est également impliquée dans la régulation de I'axe cerveau-intestin-microbiote. La
kynurénine peut étre a son tour métabolisée en deux produits, I'acide quinolinique et I'acide
kynurénique. L’acide kynurénique a un effet neuroprotecteur. Il a été décrit une augmentation sérique
de l'acide kynurénique apres traitement avec le probiotique Bifidobacteria infantis chez des rats
dépressifs. Ainsi, le tryptophane et ses métabolites sont des acteurs importants de la modulation de
I’axe cerveau-intestin-microbiote (Agudelo et al., 2014; Desbonnet et al., 2008; Schrocksnadel et al.,

2006).

2.2.1.1.3. Autres neuromodulateurs

Il a été décrit que plusieurs especes bactériennes telles que Lactobacillus, Bifidobacterium,
Escherichia et Enterococcus pouvaient produire des neurotransmetteurs et des neuropeptides. Ces
molécules peuvent moduler I'activation ou I'inhibition de neurones et d’autres types cellulaires. Un
déséquilibre dans la production et la quantité de ces molécules actives, en liens avec une dysbiose

intestinale, peut étre associé a des altérations intestinales et comportementales.

2.2.1.1.3.1. Le GABA

Des microorganismes tels que lactobacillus et bifidobacterium sont capables de produire en
culture du GABA a partir du glutamate. De plus, Lactobacillus rhamnosus est capable de moduler
I’expression des récepteurs au GABA au niveau de régions spécifiques de I'encéphale étant associées

a 'anxiété ou encore la dépression. Il a été décrit que le nerf vague était essentiel aux effets de L.
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rhamnosus, montrant une communication étroite entre les bactéries, I'intestin et le cerveau. Le
microbiote intestinal par la production de GABA peut alors influencer plusieurs aspects neuronaux de
I’axe cerveau-intestin comme la motilité, la transmission de I'information douloureuse dans le cas de

I’'HSVC ou des changements de comportements (Barrett et al., 2012; Bravo et al., 2011).

2.2.1.1.3.2. Le glutamate

Le glutamate (Glu) est produit par plusieurs souches bactériennes, dont beaucoup sont des
bactéries environnementales ou des souches utilisées dans la fermentation alimentaire. Les bactéries
Coryneformes sont utilisées industriellement pour la production de Glu. Les souches bactériennes
lactiques LAB (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei et Lactococcus lactis) sont également
capables de synthétiser du Glu. Il a été montré qu’environ 15% des souches LAB isolées dans des
aliments fermentés asiatiques sont des producteurs de Glu (Nakayama et al., 2018; Sanchez et al.,
2018; Zareian et al., 2012). D’un point de vue fonctionnel, bien qu’au moins cent canaux procaryotes
contenant des domaines de liaison putative au Glu aient été récemment identifiés, la présence d’'un
canal potassique activé par le Glu a été démontrée seulement dans la souche Synechocystis PCC 6803.
Parmi ces canaux, 22 sont des homologues des récepteurs ionotropes iGlu des vertébrés. De plus, de
la méme maniére que le Glu eucaryote, le Glu bactérien est un substrat pour la synthése du GABA, par
décarboxylation par la glutamate décarboxylase (GAD), qui a été détectée dans les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif (Chen et al., 1999; Ger et al., 2010; Mazzoli and Pessione, 2016; Pessione,
2012; Tsai and Miller, 2013). Ces résultats permettent d’émettre I'hypothése que I'utilisation de
bactéries produisant du Glu pourrait représenter un outil pour moduler la signalisation du Glu a la fois

localement et au niveau systémique.

2.2.1.1.3.3. Lasérotonine

Une dérégulation du systeme sérotoninergique a été mise en relation avec beaucoup de
troubles psychologiques, y compris I'anxiété et la dépression. La réduction de la production de 5-HT,
I'absence de récepteurs pour la 5-HT ou l'incapacité de celle-ci a atteindre ses récepteurs sont tous
des problémes potentiels qui pourraient contribuer a ces dysfonctionnements centraux. Des espéces
d’Escherichia et d’Enterococcus, communément présentes dans I'intestin, peuvent également produire
de la 5-HT. Les microorganismes intestinaux peuvent favoriser la production de sérotonine par
I'activité d’AGCC sur les cellules entérochromaffines. En contrélant la production de 5-HT, les
microorganismes intestinaux peuvent influencer directement la fonction du SNC. Par exemple, Clarke
et al., ont signalé une augmentation des concentrations de 5-HT et de son métabolite, I'acide 5-

hydroxyindoleacétique (5- HIAA), dans I’hippocampe de souris males axéniques (ou Germ-Free - GF)
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par rapport aux animaux témoins colonisés par un microbiote conventionnel. Les concentrations
plasmatiques de tryptophane sont également augmentées chez les animaux males GF, ce qui suggére
une voie humorale possible par laquelle le microbiote intestinal peut influencer la neurotransmission
sérotoninergique du SNC. Une fois que les souris GF ont atteint I'dge adulte, elles n’ont pas été en
mesure d’inverser les niveaux de 5-HT et de 5-HIAA avec la colonisation du TGl de souris avec un
microbiote intestinal conventionnel. Bien que les animaux GF donnent un apercu du développement
de ces systemes hotes en I'absence de microbiote, il faut faire preuve de prudence au moment
d’interpréter les résultats ou de faire des comparaisons avec le contexte humain (Clarke et al., 20133;

Cryan and Dinan, 2012a; O’Mahony et al., 2015; Reigstad et al., 2015).

2.2.1.1.3.4. Ladopamine et noradrénaline

La dopamine est I'un des principaux neurotransmetteurs dans le comportement associé a la
récompense, et est un précurseur pour d’autres catécholamines, comme la noradrénaline (NA) et
I'adrénaline. La NA est historiquement connue pour son role dans I'éveil et la vigilance dans I'état de
veille ainsi que dans la détection des signaux sensoriels, mais des travaux plus récents ont montré
gu’elle est également impliquée dans le comportement et la cognition, comme la mémoire,
I'apprentissage et I'attention (Borodovitsyna et al., 2017). Fait intéressant, il semble que les bactéries
réagissent également a ces catécholamines et/ou les produisent. Par exemple, I'E. coli 0157:H7
pathogene qui est une E. coli entérohémorragique (EHEC), en présence de dopamine et de NA, a un
taux de croissance, une motilité, une formation de biofilm et une virulence augmentés (Bansal et al.,
2007; Freestone et al.,, 2002). En plus de cette EHEC, les pathogenes Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Shigella sonnei et Staphylococcus aureus ont tous
démontré une croissance in vitro améliorée en présence de NA, qui peut étre attribuable a une
participation a I'acquisition de fer (O’Donnell et al., 2006). Plusieurs bactéries produisent également
de la dopamine et de la NA. In vitro, E. coli, Proteus vulgaris, Serratia marcescens, Bacillus subtilis et
Bacillus mycoides présentent des concentrations relativement élevées (0,45 a 2,13 mM) de NA dans
leur biomasse. Physiologiquement, il semble que la NA soit produite comme une molécule de
détection du quorum sensing dans les bactéries, mais la production de dopamine n’est pas encore
comprise (Sperandio et al., 2003). Bien qu’il n’ait pas été confirmé que le microbiote intestinal module
la NA ou la dopamine in vivo, des preuves s’accumulent indiquant qu’il peut jouer un role dans la
biosynthése/catabolisme de I'hdte. En ce qui concerne la NA, une étude récente menée sur des
animaux GF a révélé que les souris présentaient des concentrations réduites de NA au niveau de la
lumiére du caecum (35 + 5ng/g par rapport a 3,8 + 1,3ng/g) et dans celui-ci (115 + 14 ng/g vs 5,0 £ 0,5

ng/g). De plus, les concentrations de NA caecale pourraient étre rétablies par colonisation avec un
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microbiote intestinal ou avec un mélange de 46 espéces de Clostridia. Ce résultat suggere que le
microbiote intestinal influence les niveaux de NA dans la lumiére intestinale, mais il n’est pas encore

déterminé si les bactéries produisent de la NA directement ou modulent la production de I’h6te.

Au-dela de l'intestin, les souris GF présentent également un taux de renouvellement de
dopamine et de NA augmenté dans le cerveau, ce qui peut réduire les concentrations systémiques
indépendamment de la production microbienne, bien que des facteurs influengant ce taux de
renouvellement accru restent a déterminer. La capacité générale du microbiote intestinal a influencer
les concentrations de catécholamines peut étre importante sur le plan fonctionnel. En effet, il a été
signalé chez des souris que le traitement par des antibiotiques augmente les effets comportementaux
de la cocaine qui sont associés a une activité élevée du récepteur D1 a la dopamine et du récepteur
AMPA dans le noyau accumbens. Fait intéressant, la réponse comportementale a la cocaine a été
normalisée chez les animaux traités aux antibiotiques apres supplémentation en AGCC, suggérant une
voie d’influence indirecte du microbiote intestinal sur le comportement de récompense (Asano et al.,

2012; Diaz Heijtz et al., 2011; Kiraly et al., 2016).

2.2.1.1.3.5. Le BDNF

Des données substantielles décrivent les fonctions neuroprotectrices du BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) et son réle dans la croissance et la plasticité des synapses ainsi que dans la survie
et la différenciation des neurones. Il a été établi un lien entre la diminution des concentrations de
BDNF et la dépression chronique. Plusieurs traitements contre la dépression comme ['utilisation
d’antidépresseurs augmentent I'expression du BDNF dans le cerveau. Fait intéressant, les taux
transcriptionnels et protéiques de BDNF ont été associés a I'axe cerveau-intestin. Il a été constaté que
le microbiote intestinal augmentait les concentrations de BDNF au niveau de I'hippocampe chez
certaines souris GF aprés avoir été traitées par des antimicrobiens et aprés réalisation de
transplantations fécales. Chez les souris infectées par Truchuris muris, une diminution
transcriptionnelle de BDNF au niveau de I'hippocampe a été observée, mais apres le traitement avec
B. longum, les concentrations de BDNF se sont normalisées (Bercik et al.,, 2010, 2011). Des
antibiotiques administrés par voie orale a des souris exemptes d’agents pathogénes spécifiques et la
colonisation du TGI de souris GF BALB/c par un microbiote intestinal de souris NIH Swiss ont également
augmenté le comportement exploratoire, associé a une expression augmentée de BDNF (Esworthy et
al., 2010). Pourtant, des études utilisant des souris GF ont montré des résultats contradictoires par
rapport au BDNF, et des associations entre les niveaux de BDNF avec des comportements anxieux. Il a
été constaté que les souris males Swiss Webster, NMRI et BALB/c présentaient des diminutions des

concentrations de BDNF corrélées a une réduction de I'anxiété. Toutefois, deux autres études portant
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sur des souris femelles Swiss Webster ont montré des diminutions et des augmentations de BDNF
(Gareau et al., 2011; Neufeld et al., 2011a). Il est possible que I'influence du microbiote intestinal sur
le BDNF soit modulée non seulement par les souches bactériennes le composant, le sexe mais aussi
par d’autres facteurs hormonaux et/ou expérimentaux. Par exemple, les cycles d’ovulations peuvent
influencer les comportements liés au stress, ce qui peut entrainer des différences d’expression du
BDNF qui ont été retrouvées entre les souris males et femelles. Compte tenu du role du BDNF dans la
neuroplasticité et les troubles neurologiques, des recherches futures peuvent étre envisagées pour
examiner les associations avec le BDNF et d’autres neurotrophines, et dans quelles conditions ces
facteurs de croissance influencent le microbiote intestinal (Clarke et al., 2013b; Diaz Heijtz et al., 2011,

Sudo et al., 2004a)

2.2.1.1.3.6. L’histamine

L’histamine est une amine biogénique qui est synthétisée a partir de I'histidine via I'histidine
décarboxylase. Cette voie enzymatique est conservée chez les mammiferes et certaines especes de
bactéries, et représente donc une interface importante de la communication entre le microbiote et
I’'héte (Bailey et al., 2011). Chez les mammiféeres, |I’histamine joue plusieurs roles dans la physiologie
de I'h6te, y compris la modulation de I'éveil ainsi qu’un large éventail de fonctions immunitaires
(Thakkar, 2011). Plusieurs types de cellules de I’'h6éte synthétisent de I’histamine, y compris les
mastocytes et les cellules entérochromaffines qui sont a l'interface de I'interaction hote-microbiote
(Andersson et al., 1998). La dégranulation des mastocytes muqueux dans l'intestin peut affecter
I'intégrité intestinale de I’hote et est associée a une douleur viscérale (Barbara et al., 2004; Santos et
al., 2001). La production bactérienne d’histamine est une préoccupation importante en matiére de
sécurité alimentaire(Colombo et al., 2018). Il est intéressant de noter que les afférences vagales
peuvent réagir a I’histamine, ce qui suggére une voie par laquelle I'histamine d’origine microbienne

peut interagir avec le systéme nerveux de I'h6te (Keita and Séderholm, 2010).

Bien que le microbiote intestinal contienne des espéces bactériennes capables de synthétiser
I’histamine, il n’est pas encore défini I'influence que cela a su la physiologie de I’héte. Par exemple, il
a été démontré que les bactéries commensales Morganella morganii et E. coli produisent des amines
biogénes, y compris I'histamine (BEHLING and TAYLOR, 1982; KIM et al., 2000; Pugin et al., 2017). En
effet, le microbiote intestinal humain est enrichi d’espéces bactériennes qui expriment le gene de
I'histidine décarboxylase, ce qui suggere une capacité a synthétiser de I'histamine bactérienne au
niveau de l'intestin de I’h6te (Barcik et al., 2016). Bien que peu de choses soient connues sur la fagon
dont la production microbienne d’histamine dans l'intestin influe sur la physiologie de I’'hote, les

études in vitro ont montré que I’histamine produite par L. reuteri supprime la production de TNF-a par
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des monocytes humains via une voie TLR dépendante (Thomas et al., 2012). Il a été également décrit
que L. reuteri module les fonctions immunitaires intestinales de I'h6te ainsi que I'inflammation
intestinale par I'intermédiaire du récepteur histaminique H2 (Ferstl et al., 2014; Gao et al., 2015). Il est
clair que I’histamine fonctionne comme un médiateur neuro-endocrino-immunitaire dans le dialogue
entre I’hote et le microbiote intestinal. Toutefois, il reste a découvrir comment I’histamine de I’h6te

peut influer sur le microbiote intestinal.

2.2.2. Influence du microbiote intestinal sur la barriére intestinale

Le microbiote intestinal joue un réle clé dans le développement de l'intégrité de la barriére
épithéliale, de l'immunité des muqueuses et du métabolisme des aliments et des médicaments,
facteurs qui peuvent moduler en retour la composition du microbiote. Un nombre croissant d'études
impliquent le microbiote intestinal dans la fonction cérébrale et de plus en plus d'études indiquent que
la fonction de barriére est le point central de I'axe cerveau-intestin-microbiote (Kelly et al., 2015a). Les
composés microbiens peuvent avoir un impact positif ou négatif sur les fonctions de barriere en
agissant directement sur les cellules épithéliales ou en activant les réponses immunitaires et/ou
neuronales. Les métabolites produits par certaines bactéries, tels que les AGCC, augmentent l'intégrité
de la barriere épithéliale. D'autres molécules telles que I'acétate permettent de lutter contre I'invasion
d'agents pathogeénes (Fukuda et al., 2011; Morris et al., 2017). Au contraire, certains pathogeénes
ciblent les TJs en tant que récepteurs, ce qui leur fournit une passerelle vers le tissu sous-jacent, tandis
que d'autres interagissent avec les PRR sur les cellules épithéliales, ce qui induit des réponses
défensives de I’'hote. Les agents pathogenes qui envahissent la muqueuse en neutralisant les
mécanismes de défense de premiére ligne de I'h6te, activent des réponses inflammatoires, dont les
médiateurs ont un effet délétére sur l'intégrité de la barriére épithéliale (Guttman and Finlay, 2009;

Kim et al., 2010).

2.2.3. Role du microbiote intestinal dans I'anxiété et la dépression

L'anxiété est un état psychologique caractérisé par I'appréhension ou la peur. C'est I'un des
troubles psychologiques les plus courants. Pour ce qui est de I'état dépressif, a I'échelle mondiale, plus
de 350 millions de personnes souffrent de dépression (Baxter et al., 2013; Kessler and Bromet, 2013).
Ces troubles de la santé mentale causent un déficit important et contribuent a la perte de productivité,
a I'augmentation des colts annuels des soins de santé et représentent un fardeau économique pour
le systéme de santé publique. De fagon alarmante, de nombreuses personnes qui souffrent de ces
atteintes psychologiques ne répondent pas aux formes traditionnelles de traitements tels que des

antidépresseurs, ou des thérapies comportementales et cognitives. Bien que I'étiologie précise de ces
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troubles demeure inconnue, plusieurs mécanismes neurobiologiques ont été proposés, allant des
déséquilibres chimiques dans le cerveau a I'inflammation et au stress. Par exemple, des réductions des
concentrations de neurotransmetteurs clés (5-HT, NA, dopamine), des changements des voies
neuroendocriniennes et de la production hormonale comme le cortisol, une augmentation des
cytokines inflammatoires comme IL-6, et un changement d’activités et de phénotypes des leucocytes
circulants sont tous impliqués dans |'anxiété et la dépression. Une facon de connecter ces
changements physiologiques dynamiques est le stress. Les réponses biologiques clés impliquées dans
le stress comprennent non seulement I'HPA et le systéme nerveux autonome, mais aussi leurs
interactions complexes avec le métabolisme et les composants pro- et anti-inflammatoires du systeme
immunitaire. Une accumulation d’évidences soutient une relation bidirectionnelle entre les
microorganismes commensaux de l'intestin et la programmation et la réceptivité du systéme
biologique associé au stress. Le microbiote intestinal peut jouer un role important dans le traitement
et la prévention de I'anxiété et de la dépression par des voies neuroendocrines, autonomes et

immunitaires liées au stress (Cryan and Dinan, 2012b; McEwen et al., 2015).

2.2.4. Microbiote et stress

Le stress psychologique fait partie intégrante de la vie, mais les perturbations dans les réponses
au stress ont des implications psychobiologiques vastes sur le cerveau et le comportement. Des
recherches dans des domaines variés tels que la neurobiologie et la microbiologie ont démontré que
les barrieres défensives naturelles telles que celles fournies par les microbes commensaux, peuvent
étre perturbées par I'exposition a des facteurs de stress psychologiques. Par exemple, une étude
antérieure de Tannock et Savage en 1974 a démontré que le fait de déplacer des souris dans une cage
dépourvue de litiere, de nourriture et d’eau réduisait le nombre de Lactobacilli cultivables provenant
du TGI. Bien que cette étude ait présenté plusieurs limites méthodologiques notamment le manque
de nourriture et d’eau, les conséquences négatives d’un nouveau logement ont été suggérées comme
cause potentielle (Tannock and Savage, 1974). Néanmoins, cette étude a donné lieu a une étude plus
approfondie de l'influence des facteurs de stress psychologiques sur la santé et la composition
bactérienne du microbiote intestinal. Par exemple, les singes rhésus en bas age qui ont recu un acces
ad libitum a la nourriture et a I'eau ont été exposés a un facteur de stress de séparation maternelle et
présentent une diminution importante de I’'ensemble des Lactobacilli cultivables. Il est intéressant de
noter que les singes qui présentaient les plus grands signes de stress comportemental présentaient le
nombre le plus faible de Lactobacilli cultivés (Bailey and Coe, 1999). Il a également été démontré que
le stress chronique a I’adge adulte affecte la composition du microbiote intestinal. Bailey et son équipe

en 2011 ont exposé des souris a un facteur de perturbation sociale, qui entraine une augmentation
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des cytokines circulantes et une réaction immunitaire innée augmentée. lls ont constaté que le
microbiote intestinal chez les souris exposées au stress différait de celui des souris témoins non
stressées, avec une diminution significative de 'abondance des différentes espéces de Bacteroides et
Clostridium. En outre, chez les souris exposées au facteur de stress social, les réponses immunitaires
et inflammatoires étaient renforcées, comme en témoignent I'augmentation des niveaux d’IL-6
circulant et la réactivité des macrophages spléniques a la stimulation microbienne. En revanche, les
souris traitées aux antibiotiques ou GF qui ont été exposées au facteur de perturbation sociale n’ont
montré aucune augmentation d’IL-6 circulante et de la réactivité splénique, ce qui montre le
microbiote intestinal comme un acteur dans I'activation immunitaire induite par le stress (Bailey et al.,
2011). Une étude de Sudo et al. en 2004 a démontré que les souris GF ont une réponse hyperactive de
I’axe HPA au stress par lequel I'exposition a un stress de contrainte léger provoque une libération
augmentée d’ACTH et de corticostérone. Cette réponse fut partiellement inversée par la colonisation
avec un microbiote intestinal provenant de souris témoins, et elle était entierement réversible par une
colonisation du TGl avec B. infantis. |l est intéressant de noter que I'inversion de la réponse hormonale
exagérée au stress peut nécessiter une recolonisation du TGl qu’au cours d’une « période critique » de
temps (Sudo et al., 2004b). Cette hypothese est appuyée par l'incapacité d’inverser la réponse
augmentée de I'axe HPA chez les souris adultes dgées de 9 semaines. Des études semblables portant
sur des souris GF et leurs comportements ont confirmé cette période critique et suggérent que la
constitution et la maturation du microbiote doit avoir lieu t6t dans la vie (Clarke et al., 2013a; Diaz
Heijtz et al., 2011; Neufeld et al., 2011a, 2011b). En effet, il a été constaté chez des souris femelles
Swiss Webster GF que la colonisation avec des microbiotes spécifiques aprées la dixieme semaine n’a
pas pu inverser les comportements anxieux, tandis que l'introduction de souches bactériennes
spécifiques a la naissance et pendant trois semaines, correspondant a la phase juvénile des souris, a
eu I'effet escompté sur ces comportements. De plus, Sudo et al ont observé une réversion compléete
de la réponse au stress chez les souris a I'dge adulte lorsque les meres GF ont été inoculées avant la
mise bas (Sudo et al.,, 2004b). De méme, une étude sur I'asthme a montré une inversion des
symptomes lorsque des souris ont été colonisées avec un mélange unique de bactéries au cours des
100 premiers jours de vie (Arrieta et al., 2015). Ces périodes critiques d’inoculation justifient des
études futures sur I'importance de la temporalité de la colonisation du microbiote intestinal et peuvent
servir de nouvelles approches pour lutter contre les maladies liées au stress telles que le SlI présentant

de 'HSVC.
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2.2.5. Microbiote intestinal et douleurs viscérales

Au cours des dernieres années, divers modeles animaux d’HSVC ont été utilisés pour
déterminer I'implication du microbiote intestinal sur la douleur viscérale (Larauche et al., 2011, 2012;
Moloney et al.,, 2015b). L’évaluation de la sensibilité viscérale se produit le plus souvent avec
I'utilisation d’un ballonnet gonflé a des pressions croissantes a I'aide d’'un barostat permettant de
réaliser des distensions colorectales ou DCR (Ness and Gebhart, 1988; O’ Mahony et al., 2012). Bon
nombre des modeles précliniques de douleur viscérale sont induits par I'application d’un stress
psychologique ou physique lié a des facteurs connus pour prédisposer au SIl (Mayer et al., 2001). Les
mécanismes par lesquels le microbiote intestinal est capable d’induire ou de réduire de 'HSVC sont
encore en cours d’étude. Le stress chronique ou au début de la vie est un facteur clé pour induire les
douleurs viscérales et ses comorbidités (Moloney et al., 2016). L’utilisation d’antibiotiques administrés
pendant la phase juvénile a des effets durables sur les douleurs viscérales associés a des altérations de
récepteurs, comme la diminution de I'expression de TRPV1 et du récepteur adrénergique alpha-2A au
niveau de la moelle épiniére (O’Mahony et al., 2014). De plus, il a été démontré que la perturbation
du microbiote intestinal chez les souris adultes induisait des changements dans la réponse immunitaire
locale en association avec une augmentation de la douleur (Verdu et al., 2006). Des études utilisant
des souris GF indiquent que le microbiote intestinal commensal est nécessaire pour I'excitabilité basale
des neurones sensoriels intestinaux IPAN, et la recolonisation du TGl rameéne I’excitabilité des
neurones a un état normal (McVey Neufeld et al., 2013). Les Lactobacillus reuteri vivantes (DSM 17938)
provenant de la lumiére intestinale induisent une réduction de I'excitabilité du nerf rachidien jéjunal
provoqué par distension ou par de la capsaicine (Perez-Burgos et al.,, 2015). Il a également été
démontré récemment que I’"HSVC peut étre transférée aux rats par la TMF de patients SII-C (Crouzet
et al., 2013). En effet, il a été décrit que des rats GF inoculés avec un microbiote intestinal de patients
SIl ont développé une fermentation intestinale anormale, caractérisée principalement par une
production accrue de H; et de sulfure qui ont été décrites dans le Sl comme pro nociceptifs (Crouzet
et al., 2013; King et al., 1998). L’instillation intrarectale de sulfure d’hydrogene déclenche directement
une sensation viscéral douloureuse chez les souris par sensibilisation et/ou activation de canaux
calciques de type T probablement au niveau des afférences primaires (Farrugia and Szurszewski, 2014;
Linden et al., 2010; Matsunami et al., 2009). Des études utilisant des probiotiques incluant une étude
avec Bifidobacteria (formellement infantis et maintenant reclassifiés en longum) démontrent la
capacité de ces bactéries a inhiber des douleurs viscérales induite par DCR. D’autre part, il a été
démontré que L. acidophilus régule les récepteurs opioides p et cannabinoides dans deux lignées
cellulaires épithéliales colique et dans I'épithélium colique de rongeur tandis que L. paracasei réduit

la douleur abdominale et I'inflammation des muqueuses dans un modele préclinique d’"HSVC (Miquel
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Le microbiote intestinal peut transmettre des signaux au SNC et au SNE par différentes voies,
notamment les voies endocrinienne, immunitaire, métabolique et neuronale.
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et al., 2016; Rousseaux et al., 2007; Verdu et al., 2006). Ainsi, la manipulation du microbiote intestinal
est associée aux douleurs viscérales. D’autres travaux sont nécessaires pour déterminer s’il joue un
role causal. En effet, étant donné que de nombreux modeles précliniques de douleur viscérale sont
générés par I'induction du stress, les changements au niveau du microbiote intestinal peuvent étre
secondaires aux facteurs de stress. De plus, des études translationnelles fondées sur des données

générées par les études précliniques sont nécessaires.

3.  Synthese

Les douleurs viscérales sont dépendantes d’'une voie de communication bidirectionnelle permettant
des échanges d’informations directs et indirects entre le SNC et les TGI, plus communément appelé
I’axe cerveau-intestin. Durant la derniére décennie, un nouvel acteur intervenant dans cet axe fut
intégré et continue encore aujourd’hui a étre étudié dans plusieurs contextes pathologiques, le
microbiote intestinal. Cet ensemble de microorganisme agit de maniére symbiotique avec son hote,
permettant d’une part la régulation de I’'homéostasie intestinal mais également la régulation d’autres
processus physiologiques importants de I’h6te, notamment au niveau du SNC. Enfin, une dérégulation
de I'axe cerveau-intestin-microbiote concomitante a une dysbiose intestinale peut engendrer plusieurs
troubles, notamment des douleurs viscérales associée a de I’'HSVC (Figure 17). Le microbiote intestinal
étant composé de plusieurs milliards de bactéries, un des systemes biologiques pouvant intervenir

dans le maintien de I'interaction entre le microbiote intestinal et I’'h6te concerne les TLR.
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Figure 18 : Les senseurs d’ADN cytosoliques

LADN provenant de microorganismes présent au niveau cytosolique peut étre reconnu par
plusieurs senseurs d’ADN. DDX41, DAI, DNA-PK, IFI16, MRE11, et cGAS reconnaissent de '’ADN
double brins (ADNdb) et induisent la production d’IFN de type | par les voies STING, TBK1 et
IRF3. Les ADNdb riches en motifs AT sont reconnus par 'ARN polymérase Il puis transcrit en
ARN 5’-triphosphate pour étre mieux reconnus par RIG-1 pour induire la voie type | IPS-1
dépendante. De la méme maniere, H2B reconnait également les ADNdb et signale par IPS1.
LRRF1P1 peut reconnaitre les ADNdb et ARNdb et active la B-caténine, qui permet I'activation
de la transcription d’ INF-B par une voie TBK-1 indépendante et une voie IRF3 dépendante.
DHX9 et DHX36 sont des senseurs d’ADN dépendant de MyD88. AIM2 et IFI16 peuvent former
des inflammasomes avec ASC et la caspase-1, ce qui par clivage permet la production d’IL-1
et d’IL-18. Enfin Ku-70 reconnait de ’ADNdb pour induire 'activation de la production des IFN
de type Il par IRF1/IRF7.

D’aprés Pandey et al., 2014.



Avant la découverte des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR),
I'immunité innée était considérée comme une partie simpliste du systéme immunitaire. La théorie
d’une immunité humorale et cellulaire interagissant fut évoquée pour la premiére fois en 1908 par les
prix Nobel de physiologie et médecine llya llyrich Metchnikoff et Paul Ehrlich, pionniers du principe de
la phagocytose et de I'immunité humorale. Cette Hypothése, malgré les travaux d’Almost Wright et
Steward Douglas montrant pour la premiere fois cette collaboration entre immunité humorale et
cellulaire, “the opsonic phenomenon”, ne fit pas I'unanimité dans la communauté scientifique, étant
plus convaincue par une immunité innée seulement humorale. C’est en 1973 que le prix Nobel Ralph
Steinman montre que pour 'activation des cellules T naives et l'initiation de I'immunité adaptative,
des antigénes doivent étre présentés par des cellules particuliéres, les cellules dendritiques (Steinman
and Cohn, 1973). Ainsi, en 1989 que Charles Janaway proposa ses théories concernant I’activation du
systeme immunitaire au cours de l'invasion des micro-organismes pathogenes. Selon I'auteur, des
structures moléculaires invariantes exprimées par les micro-organismes pathogenes seraient
reconnues par des récepteurs présents sur les cellules immunitaires innées. Cette reconnaissance
permettrait d’activer I'expression de molécules de co-stimulation et jouerait un réle important dans
I'activation de I'immunité adaptative. Il fut le premier a utiliser les termes pattern recognition
receptors (PRR) et pathogen-associated molecular patterns (PAMP). De plus, des travaux menés par
Shizou Akira, Jules Hoffmann et Bruce Beutler permirent d’établir un mécanisme d’action de ces
récepteurs contre des infections fongiques (Lemaitre et al., 1996) mais également dans la production
de cytokines pro-inflammatoires (Beutler et al., 1985) et I'effet de I'absence de ces récepteurs dans
des modeles de souris déficientes pour des PRR, notamment le récepteur TLR4 (Hoshino et al., 1999).
Ces travaux révolutionnaires ont permis une meilleure compréhension de I'immunité innée mais
également son dialogue avec I'immunité adaptative, par l'intermédiaire de plusieurs types de

récepteurs dont les TLR.

1. Les PRR

Les PRR représentent a I’heure actuelle plus de 50 membres différents chez 'Homme et
peuvent étre classés en cing familles selon leurs structures et la nature du ligand reconnu : les TLR, les
C-type lectin receptors (CLR), les nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat (LRR)-containing ou
NOD-like receptors (NLR, NOD pour nucleotide-binding oligomerization domain), RIG-I-like receptors

(RLR, RIG-I pour retinoic acid—inducible gene 1), et les senseurs cytoplasmiques de I’ADN. Ces familles
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Figure 19 : Signalisation des RLR

Parmi ces récepteurs RLR, RIG1, MDA5 et LGP2 sont présents. RIG-1 et MDAS
reconnaissent les virus de maniéres différentes. RIG-1 reconnait les virus SeV, VSV, RSV,
NDV, EBV, et JEV tandis que MDAS reconnait la famille des picornavirus. Aprés I'infection
virale, les ARNdb long ou court activent MDAS et RIG-1, ce qui entraine un changement de
conformation induisant une structure «ouverte», permettant la libération de leurs
domaines CARD. Ces domaines interagissent alors avec les domaines CARD d’IPS-1
localisés au niveau mitochondrial et des péroxysomes, permettant le début de la
signalisation. La signalisation mitochondriale d’IPS-1 induit l'activation de NF-kB et
d’IRF3/IRF7, résultant en la production d’IFN de type | et de cytokines proinflammatoires,
tandis que la voie IPS-1 péroxysomale permet l'activation d’IRF1 et IRF3, induisant
I'expression des genes stimulateurs de I'lIFN. LGP2 est un régulateur négatif de RIG-1 et
de MDAS. La signalisation de RIG-1 est régulée positivement par Trim25 et RIPLET, tandis
qgue CYLD, USP4 et RNF125 permettent une régulation négative de RIG-1.

D’aprés Pandey et al., 2014.



peuvent étre séparées en deux classes principales : les récepteurs membranaires cytoplasmiques ou

endosomales et les récepteurs intracellulaires libres (Kumar et al., 2011).

1.1. Les senseurs cytoplasmiques de ’ADN

Il s’agit de récepteurs cytoplasmiques qui ne présentent pas d’homologie de structure entre
eux mais une action commune (Figure 18). lls participent a la détection d’ADN intracellulaire bactérien
ou de I'hote, indicateur d’une infection ou d’atteintes structurelles de la cellule. Le premier de ces
senseurs d’ADN intracellulaires fut découvert en 2007 ayant pour nom DAI (DNA-dependent activator
of IRFs). A ce jour, 16 membres ont été découverts, et la majorité fonctionne par I'intermédiaire des
molécules adaptatrices STING et TBK1, permettant la production d’IFN de type | et de IL-1[3. D’autres
senseurs d’ADN cytosoliques, en particulier AIM2 et IFI16, appartenant a la méme famille des PYHIN
(pyrin and HIN domain-containing protein), permettent I'induction de I'inflammasome, notamment
par le recrutement de ASC qui va ensuite activer la caspase-1, ce qui entraine la production d’IFN de
type lll, d’IL-18 et d’IL1 B. Ces deux récepteurs sont depuis 2011 membre d’une famille a part

entiere de récepteurs: les ALR (AIM2-like receptors) (Pandey et al., 2014b).

1.2. Les RIG-like receptors

De nos jours, trois récepteurs RLR ont été caractérisés : RIG-I (retinoic acid inducible genes),
MDAS (melanoma differentiation-associated gene 5) et LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2)
(Figure 19). Il s’agit de récepteurs cytosoliques reconnaissant principalement de I’ARN viral dans
plusieurs types de cellules (cellules myéloides, cellules épithéliales, fibroblastes, cellules du SNC), mais
également certains ARN bactériens. En effet, il a été décrit que RIG-I pouvait interagir avec des ARN
provenant de Listeria monocytogenes. Ces trois récepteurs sont constitués d’'un domaine CTD
permettant la reconnaissance de I’ARN, d’'un domaine DExD (DExD box helicase) permettant
I'ouverture de I’ARN double brins. RIG-I et MDA5 possedent également un domaine CARD en N-
terminal. LGP2 en est dépourvu. Il est a noter que LGP2, bien qu’appartenant a la méme famille de

récepteurs que RIG-1 et MDADS, est en fait un régulateur positif et négatif de ceux-ci.

RIG-I et MDAS difféerent selon le type d’ARN ciblé. RIG-I détecte particulierement les ARN
doubles brins de petites tailles, allant jusqu’a un kb, tandis que MDAS reconnait des ARN de plus haut
poids moléculaire. MDAS peut également reconnaitre le polyl:C (acide polyinosinique-polycytidylique),
I’'analogue synthétique de I’ARN viral. Concernant leurs voies de signalisation cellulaire, RIG-I et MDAS
sont dans un état de conformation « fermée » avant interaction avec I’ARN viral. Aprés infection par
des virus et interactions, un changement de conformation s’effectue paralléelement a I'activation des

RLR ainsi qu’une multimérisation ATP dépendante. Puis, ces récepteurs interagissent par leurs
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Figure 20 : Reconnaissance de microorganismes par les CLR

Schéma représentant I'ensemble des CLR et les microorganismes reconnus par ces
récepteurs, les voies de signalisations les plus utilisés et les réponses cellulaires induites.
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) (immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motifs) CR (cysteine-rich domain), FNII (fibronectin domain).

D’aprés Hoving et al., 2014



domaines CARD (Caspase activation and recruitment domains) avec IPS-1 (interferon promoter
stimulator 1), présent a la surface de la membrane externe mitochondriale et des peroxysomes. Ainsi,
un complexe RLR-IPS-1 ou signalosome est formé, permettant |'activation des voies NF-kB et IRF,

induisant la production de cytokines pro-inflammatoires et une réponse IFN de type | et lIl.

1.3. Les C-type lectin-like receptors

Les CLR représentent une grande famille de récepteurs qui reconnaissent des carbohydrates
par des domaines de reconnaissances de carbohydrates (carbohydrate recognition domains CRDs) ou
par des CTLDs (C-type lectin-like domains) qui peuvent reconnaitre d’autres types de ligands que les
carbohydrates (Figure 20). lls sont divisés en 17 groupes basés sur des données phylogéniques et
structurales. Selon leurs voies de signalisations, les CLR peuvent étre sous-divisés de cette maniére :

e Les CLR activateurs utilisant le domaine ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif).

e Les CLR inhibiteurs utilisant le domaine ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif).

e Les CLR dont aucuns ITAM ou ITIM n’ont été découvert, comme par exemple MR, DEC-205 et DC-
SIGN.

L’activation de certains CLR peut induire un mécanisme d’endocytose, entrainant une
internalisation et la gestion des antigenes par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA). D’autres
récepteurs induisent l'activation de plusieurs voies de signalisation pouvant aboutir a de
I'inflammation telles que le récepteur Dectin-1 qui reconnait les B-glucanes de plusieurs pathogenes
(Candida, Aspergillus, Pneumocystis et Mycobacteria). Dectin-1 via le recrutement intracellulaire de
Syk (spleen tyrosine kinase) active les voies de signalisations NF-kB, interféron de type | et/ou
I'activation de I'inflammasome ce qui induit la production de cytokines pro et anti-inflammatoires et
de chimiokines, entrainant ainsi une réponse immunitaire adaptée. Le récepteur Dectin-2 reconnait
quant a lui des structures hautement mannosylées tels que les a-mannanes. La superfamille de
récepteurs Dectin-2 comprend BDCA-2 (blood dendritic cell antigen 2), DCAR (dendritic cell
immunoactivating receptor), CLECS8 (C-type lectin superfamily 8) et Mincle (macrophage inducible C-
type lectin). L'ensemble de ces récepteurs nécessite le récepteur FCyR pour pouvoir induire le
recrutement de Syk et la transduction du signal. Enfin, d’autres CLR comme DCIR et MICL jouent un

réle important dans le maintien de ’lhoméostasie intestinale (Hoving et al., 2014).

1.4. Les NOD-like receptors

Ce fut les premiers PRR cytosoliques caractérisés (Figure 21). Il existe 22 membres différents
chez 'Homme et 34 chez la souris. Au début décrits comme des récepteurs reconnaissant des
composés microbiens, ils interviennent dans d’autres fonctions biologiques comme la régulation de

I'inflammation, la mise en place du dialogue avec I'immunité adaptative notamment en contrélant la
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Figure 21 : Vue d’ensemble des voies cellulaires des récepteurs de type NLR

La famille NLR peut étre divisée en quatre grandes catégories fonctionnelles : le signalosome,
I'lautophagosome, I'enhanceosome et I'inflammasome. Alors que NOD1 et NOD2 sont connus pour
activer le NF-kB, d’autres récepteurs NLR (par exemple NLRP2 et NLRP4) sont connus pour étre des
régulateurs négatifs de cette voie. Les inflammasomes peuvent étre assemblés par différents
récepteurs NLR et déclenchés par plusieurs stimuli. Le NOD2 est également connu pour reconnaitre
les bactéries a I'entrée des cellules et pour recruter ATGL16L1 sur la membrane plasmatique afin
d’initier la formation de I'autophagosome autour des bactéries intracellulaires. Le CIITA et le NLRC5
ont été décrits comme des opérateurs des CMH.

D’apres Motta et al., 2015



présentation des antigénes, la mortalité cellulaire, le métabolisme et le développement embryonnaire
(Motta et al., 2015). Ces récepteurs cytosoliques sont constitués d’'un domaine d’interaction
protéine/protéine en N-terminal, un domaine NOD responsable de I'oligomérisation d’un domaine LRR
(leucine rich repeat) en C-terminal. En fonction de la nature du domaine d’interaction
protéine/protéine, ils peuvent étre divisés en 4 groupes :

e Les NLRA, présentant un domaine de transactivation.

e Les NLRB, avec un domaine BIR (baculoviral inhibition of apoptosis protein repeat).

e Les NLRC avec un domaine CARD.

e Les NLRP qui ont un domaine PYR (pyrin domain).

NOD1 et NOD2 sont les NLR les plus étudiés. lls controlent la flore microbienne et
I’'homéostasie intestinale par la détection des composés du microbiote intestinal. lls reconnaissent des
structures simples des parois bactériennes comme le peptidoglycane des bactéries a Gram négatif iE-
DAP (glutamic acid-diaminopimelic acid) pour NOD1 et a Gram positif MDP (muramyl dipeptide) pour
NOD?2. Ces récepteurs, une fois activés entrainent I'activation des voies de signalisations NF-kB et
MAPK (mitogen-activated protein kinases). |l est a noter que certaines mutations du géne codant NOD2
sont associées au risque de développer la maladie de Crohn (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001).
Parmi les autres NLR décrits, certains peuvent participer a I'lassemblage de I'inflammasome, complexe
protéique permettant I'activation de la caspase-1. C'est le cas du récepteur NLRC4 qui détecte
principalement un ligand bactérien particulier, la flagelline. Ce récepteur, en association avec NAIP
(NLR family apoptosis inhibitory protein), permet ainsi la formation de l'inflammasome en
interagissant avec le domaine CARD de la caspase-1 et l'induction d’une réponse inflammatoire
(Carvalho et al., 2012a; Vijay-Kumar et al.,, 2010a). Concernant les NLRP, NLRP1 et NLRP3 apres
activation interagissent apres avec la protéine ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing
a CARD) qui contient un domaine PYD et un domaine CARD permettant le lien avec la caspase-1. Enfin
CHTA, le seul membre des NLRA, joue le role de médiateur entre I'immunité innée et adaptative,

notamment en régulant I'expression du complexe majeur d’histocompatibilité de type Il (CMH).

2. LesToll-like receptors

De nos jours, I'implication possible des senseurs cytoplasmiques de I’ADN, des RLR, des CLR et
des NLR n’a pas encore été bien caractérisée dans les phénomene de douleurs chroniques, bien qu’une
étude récente montre I'implication du CLR Mincle dans les douleurs neuropathiques (Ishikawa et al.,
2019). Il a été décrit I'expression de plusieurs de ces types de récepteurs au niveau des DRG (Zeisel et
al.,, 2018) et que l'interaction des FAP avec des bactéries, champignons et virus pouvait étre
responsable d’induction de douleurs, 'ensemble de ces microorganismes étant reconnus par tous ces

types de PRR. De plus, I'implication de I'immunité dans les phénomenes de nociception a été et est
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Figure 22 : Voie de signalisation des TLR de surface cellulaire

TLR4 reconnait le LPS dans le complexe avec MD2 pour initier une cascade de signalisation en recrutant
les protéines adaptatrices Myd88 et TIRAP et en formant un complexe d’IRAK4, 1, et 2, et TRAF6.
TRAF6 catalyse la formation de chaines de polyubiquitine liées a K-63 sur le TRAF6 et génére une
chaine de polyubiquitine non conjuguée. TRAF6 active le complexe TAK1, qui active davantage le
complexe IKK et les kinases MAP. Les phosphorylations d’'IKK par IkB, qui engendre une dégradation
protéomique d’IKK, liberent NF-kB pour une translocation ultérieure au niveau du noyau et une
induction de cytokines pro-inflammatoires. Les MAPK par phosphorylation activent les Jun kinases
(JNK), la p38 kinase, les kinases a régulation extracellulaire 1(ERK1) et ERK2 permettant |'activation du
facteur de transcription AP1 et également l'induction de cytokines pro-inflammatoires. Le TLR4
transmet également des signaux par les voies dépendantes du TRIF a l'aide de I'adaptateur TRAM aprés
le transfert a lI'endosome et active IRF3 pour permettre la production d’IFN de type I. Les
hétérodimeéres TLR1/2 et TLR6/2 reconnaissent les lipoprotéines triacylées et diacylées,
respectivement, tandis que le TLR5 reconnait la flagelline. Tous initient un Myd88-voie de signalisation
dépendante qui aboutit a I'induction de cytokines pro-inflammatoires. La signalisation TLR est modulée
entre autre par CD14, CD36, Nrdp1, CHIP, MHCII, Regnase-1, A20, SHP-1, TMED7,Cd11b, NLRP4, NLRX1
et des miRNA (miR-146a, miR-29, miR-148/152).

D’aprés Pandey et al., 2014.



encore de nos jours fortement étudiée (Baral et al., 2019). L’hypothese de I'implication de ces
récepteurs dans la transduction de messages nociceptifs, en particulier dans un contexte de douleurs
viscérales, peut donc étre émise.

Le dernier type de PRR décrits dans ce manuscrit, les TLR, sont plus caractérisés concernant les
phénomeénes de douleurs chroniques. Ces récepteurs avec le récepteur IL-1R sont classés dans une
super famille de récepteurs ultra conservés au cours de I'évolution, |la famille TLR/IL-1R. Actuellement,
dix TLR ont été caractérisés chez I'Homme et treize TLR ont été découverts chez la souris (Vidya et al.,
2018). Les rbles majeurs des TLR concernent le recrutement des cellules immunitaires, la
potentialisation de I'activité bactéricide des cellules immunitaires innées, le maintien de l'intégrité

tissulaire et également le dialogue avec I'immunité adaptative.

2.1. Structure et localisation des TLR

Ce sont des glycoprotéines transmembranaires composées de 3 domaines principaux :

e Un domaine extracellulaire LRR qui a pour fonction de reconnaitre le ligand spécifique du TLR.

e Une hélice a transmembranaire.

e Un domaine cytoplasmique homologue a I'lL-1R (TIR) permettant la transduction du signal.

Chaque domaine LRR contient de 20 a 30 acides aminés et est classiquement en

conformation feuillet . Chaque domaine extracellulaire peut comporter plus de 10 LRR (de 16 a 28
copies) formant une structure en fer a cheval ou solénoide permettant la reconnaissance du ligand.
Les TLR fonctionnent en dimere pour pouvoir induire leurs signalisations. Ils peuvent fonctionner en
homodimeére ou en hétérodimere. La dimérisation peut se réaliser de deux maniéres selon les TLR
concernés. Pour les récepteurs TLR5, TLR3 et les hétérodiméres de TLR2, la fixation du ligand permet
le recrutement du second TLR et induit ainsi I'activité biologique. Pour d'autres récepteurs TLR (TLR7,
TLRS8, TLR9), le dimére est synthétisé lors de la formation de I'ensemble des TLR et la fixation du ligand
induit un changement de conformation permettant d'induire la réponse biologique associée.
L'induction de la voie de signalisation, quel que soit le mécanisme de dimérisation concerné, est
dépendante du rapprochement des domaines TIR. Les TLR sont exprimés dans différents types
cellulaires comme les cellules immunitaires comportant les macrophages, les cellules dendritiques, les
lymphocytes mais également d'autres types cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules
épithéliales, les cellules endothéliales, et plus récemment dans les neurones et les cellules gliales
(Lacagnina et al., 2018a; Lu et al.,, 2018a; Nicotra et al., 2012a). Ce sont tous des récepteurs
membranaires, soit présent au niveau de la membrane cytoplasmique soit au niveau des membranes
endosomales (Gay et al., 2014). Leur localisation membranaire au sein de la cellule a permis d'établir
une classification selon ce critére :

e Les récepteurs membranaires cytoplasmiques « de surface » (TLR1, 2, 4, 5,6 et 10) (Figure 22).
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Figure 23 : Voie de signalisation des TLR endosomaux

Les récepteurs endosomaux de la famille des TLR sont TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 et
TLR13. Les dsRNA reconnus par TLR3 recrute TRIF pour induire la cascade de signalisation qui
active TBK1, pour induire la production d’IFN de type | a médiation IRF3. En méme temps, TRIF
peut aussi interagir avec TRAF6 pour activer NF-kB pour la transcription des cytokines pro-
inflammatoires. TLR7 et TLR8 reconnaissent le ssRNA viral, tandis que TLR9 reconnait de I’ADN
CpG a partir de bactéries et de virus. La stimulation du ligand facilite le trafic de TLR7 et TLR9,
dépendant de 'lUNC93B1, de I'ER aux endosomes, ol le TLR9 subit un clivage protéolytique. Par
la suite, TLR7 et TLR9 recrutent Myd88 pour activer NF-kB et IRF7 pour induire la transcription
de cytokines proinflammatoires et de génes IFN de type |, respectivement. Les TLR11, TLR12 et
TLR13 reconnaissent respectivement la flagelline, la profiline et I’ARN 23S bactérien, et
induisent la signalisation NF-kB par Myd88 et TIRAP. La signalisation TLR endosomale peut étre
modulée par MARCHS5 et la viperin.

D’apres Pandey et al., 2014.



e Les récepteurs membranaires des vésicules intracellulaires (TLR3, 7, 8,9, 11, 12 et 13) (Figure 23).
Tous les TLR sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique, migrent jusqu'a I'appareil de

Golgi, puis sont recrutés au niveau des membranes cytoplasmiques et des vésicules intracellulaires.
Les TLR intracellulaires de par leur capacité de reconnaissance de ligands pathogénes au sein méme
de la cellule, peuvent entrainer des réactions auto-immunitaires. Ainsi, le contréle du trafic des TLRs
intracellulaires est dépendant de plusieurs protéines notamment la protéine UNC93B1 (Unc-93
homolog B1). Ces protéines contrélent I'exceés de TLR7, en induisant |'affichage de TLR9 cette fois-ci,
permettant d'établir un phénoméne de compensation entre ces différents récepteurs. Le trafic de ces
récepteurs est également dépendant de la protéine Prat4, qui permet la régulation de la sortie du
réticulum endoplasmique de TLR1, 2, 4, 7 et 9 jusqu'aux membranes plasmiques et endosomales.
Enfin, GP96, qui est une protéine a choque thermique de la famille des HSP90, fonctionne comme

chaperonne principale pour la plupart des TLR (Kawasaki and Kawai, 2014a; Kondo et al., 2012).

2.2. Les ligands des TLR

Les TLR peuvent reconnaitre des ligands, notamment des PAMP, mais peuvent-ils également
reconnaitre des molécules appartenant aux DAMP qui peuvent étre retrouvés lors de Iésions tissulaires
de l'individu comme par exemple lors des MICI. Chaque TLR posséde un ligand spécifique. Cette
particularité permet d'établir aprés activation des TLR en fonction du type de Ligand une réponse

immunitaire adaptée.

2.2.1. Les activateurs des TLR de surface
2.2.1.1. TLR1

TLR1 fonctionne en synergie avec TLR2. Ceci fut démontré pour la premiére fois par des études
in vitro de culture cellulaire HeLa en réponse a une stimulation avec des facteurs solubles extraits de
Neisseria meningitides, montrant I'existence de cette interaction essentielle. De plus, des études
réalisées avec des souris déficientes pour TLR1 ont permis de montrer I'importance de ce récepteur
dans la réponse immunitaire induite par les lipolipides triacylés ainsi qu’une discrimination avec les
lipolipides diacylés reconnus par un autre TLR, le TLR6 (Alexopoulou et al., 2002; Takeuchi et al., 2002;
Wyllie et al., 2000).

2.2.1.2. TLR2

TLR2 nécessite la collaboration des corécepteurs CD14 et CD36. Plusieurs études montrent que
ce récepteur reconnait plusieurs ligands endogéenes. Initialement, TLR2 a été décrit comme
reconnaissant les peptidoglycanes des bactéries a Gram positif. Par la suite, il a été montré qu’il pouvait
également reconnaitre I'acide lipoteichoique des bactéries a Gram positif, le lipoarabinomanane

provenant des mycobactéries, certains glycolipides et des toxines de virus notamment celui de la
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rougeole, et enfin, le zymozan provenant de champignons et des composés parasitaires tels que le
glycosylphophatidylinositol de Toxoplasma Cruzy. Cette grande diversité de molécules permettant
d'activer le récepteur TLR2 est cohérente avec le fait qu'il fonctionne en formant des hétérodimeéres.
En effet, comme dit précédemment, celui-ci peut s’hétérodimériser avec les récepteurs TLR1 et TLR6.
Ce changement de partenaire lui permet de distinguer le ligand présent, permettant d’engendrer une
réponse immunitaire adaptée. Enfin, des molécules appartenant a I’héte telles que HMGB1 ou HSP60
peuvent également activer ce récepteur, montrant son implication dans les phénomenes
d'inflammation associée a de la destruction tissulaire, comme cela peut étre le cas dans les MICI (Akira

et al., 2006; Gay et al., 2014).

2.2.1.3. TLR4

Ce récepteur est le plus étudié de nos jours parmi les TLR. C'est en 1999 que fut pour la
premiere fois caractérisé le LPS, composé des membranes bactériennes a Gram négatif, comme
activateur du récepteur TLR4. Son activation fonctionne avec l'aide de protéines spécifiques,
notamment la protéine MD2 et la protéine LBP (Lipopolysaccharide Binding Protein). De plus, ce
récepteur fonctionne avec le corécepteur CD14 pour permettre l'induction des voies de signalisation
sous-jacentes. TLR4 peut également reconnaitre d'autres types d’activateurs, notamment des
activateurs endogénes présents lors de phénomenes de lyse cellulaire induite par de I'inflammation
ou des infections. C'est le cas de HMGB1 (high—mobility group box 1) puisqu'il a été caractérisé que
ce facteur de transcription libéré lors de la lyse cellulaire, peut aussi engendrer I'activation du TLR4,
induisant une réponse immunitaire fortement associée a de l'inflammation. Enfin, d'autres types
activateurs existent également, tels que le virus respiratoire syncytial ou encore le paclitaxel, molécule
utilisée dans le cas de chimiothérapie anti tumorale. A ce jour d’autres ligands ont pu étre également
identifiés, montrant ainsi l'importance du TLR4 dans la modulation de I'immunité innée (Jiang et al.,

2000; Kawasaki and Kawai, 2014a; Poltorak et al., 1998; Takeda and Akira, 2015).

2.2.1.4.  TLR5

A ce jour, un seul ligand a été décrit pour TLR5, la FliC, protéine formant le flagelle bactérien.
C'est en 2001 que cette interaction spécifique fut décrite, en utilisant des cellules d’ovules de hamster
exprimant le TLR5 humain. TLR5 reconnait un motif particulier et fortement conservé au cours de
I’évolution. Il a été montré que ce récepteur est exprimé dans plusieurs types de cellules épithéliales,
notamment I'épithélium intestinal au niveau basolatéral. De plus, la stimulation de ce récepteur par
de la flagelline induit la production de cytokines pro-inflammatoires, montrant ainsi son importance
de la détection microbienne au niveau des surfaces épithéliales. TLR5 est également exprimé au niveau

de cellules immunitaires, notamment les cellules CD11c positives caractéristique de la lignée myéloide
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au niveau de la lamina propria (Gewirtz et al., 2001; Hawn et al., 2003; Hayashi et al., 2001a; Smith et

al., 2003; Uematsu et al., 2006). Ce récepteur sera présenté plus en détail plus loin dans ce manuscrit.

2.2.1.5. TLR6

Comme pour TLR1, TLR6 fonctionne en hétérodimere avec le récepteur TLR2. Cette
collaboration est importante dans la discrimination des ligands potentiels de TLR2. En effet, il a été
décrit a I'aide de souris déficientes pour TLR6 que les macrophages provenant de ces souris ne
produisaient pas de réponses inflammatoires apres stimulation avec du lipopeptide diacyl de
mycoplasme. De plus, au niveau de macrophages provenant cette fois-ci de souris déficientes pour
TLR2, aucune réponse immunitaire n’a été constaté quel que soit les lipopeptides utilisés. Enfin,
I'introduction de vecteurs permettant la production de TLR2 et TLR6 dans des fibroblastes de souris
déficientes pour ces deux récepteurs montre qu’ils sont essentiels pour I'induction d’une réponse
immunitaire associée au lipopeptide diacyl de mycoplasme (Gay et al., 2014; Kawasaki and Kawai,

2014a; Ozinsky et al., 2000; Takeda and Akira, 2015).

2.2.2. Les activateurs des TLR endosomaux
2.2.2.1. TLR3

Le récepteur TLR3 induit, apres activation, une voie de signalisation lui étant propre. Le ligand
endogene initialement décrit pour le TLR3 concerne les ARN doubles brins viraux, présents dans
plusieurs virus tels que le cytomégalovirus MCMV, le virus de I'encéphalomyocardite ou encore des
virus a ADN tel que le virus de I'Herpés Simplex de type | (HSV-1). Sa forte expression au sein des
cellules immunitaires, exceptées dans les polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques
plasmacytoides, en font un récepteur impliqué dans la détection de virus et la mise en place de la
réponse immunitaire antivirale, notamment par la synthése d’interféron de type I. TLR3 a été montré
comme important dans |'affichage des cellules infectées par des virus, permettant la maturation des
cellules dendritiques. Cependant, sa fonction exacte dans I'induction d’une réponse antivirale est
encore débattue, puisqu’il a été montré que chez des souris déficientes pour le récepteur TLR3,
I'infection par plusieurs types de virus différents tels que les reovirus ou le virus de la chorioméningite
lymphocytaire n’était pas aggravée chez ces souris TLR3KO. Enfin, ce TLR3 reconnait le polyl:C, ARN
double brins synthétique, ce qui peut faciliter I’étude de I'implication de TLR3 dans plusieurs contextes
physiologiques et pathologiques (Edelmann et al., 2004; Schulz et al., 2005; Takeda and Akira, 2015;
Wang et al., 2004).

2.2.2.2. TLR7Y

Initialement, le récepteur TLR7 a été décrit comme un récepteur membranaire reconnaissant

des composés synthétiques faisant partie de la famille des imidazoquinoléines comme I'imiquimod et
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le resiquimod, médicaments utilisés principalement contre le papillomavirus et dans des stratégies
antitumorales. Ce TLR7 peut également détecter des ARN viraux monobrin avec des motifs riches en
guanines et uridines provenant de différents virus comme le virus du VIH, de la stomatite vésiculaire
ou encore du virus influenza. En condition physiologique, ce récepteur ne reconnait pas les ARN
monobrins provenant de I'hote. Cependant, quand ceux-ci sont combinés avec des anticorps, ce
complexe peut alors étre délivré dans les endosomes de cellules dendritiques par I'intermédiaire
d’autres PRR comme FcR, et ainsi, les ARN sont reconnus par TLR7, induisant la production d’IFNa. Ces
ARN peuvent également entrainer l'activation du BCR présent au niveau des lymphocytes B,
engendrant ainsi le passage de ces ARN au niveau endosomique et la production d’autoanticorps
dépendante de TLR7. Ces deux cas de figure peuvent étre liés a des maladies auto-immunes comme le
lupus érythémateux disséminé (LED) ou le syndrome de Sjogren (Berland et al., 2006; Diebold et al.,
2004; Heil et al., 2004; Hemmi et al., 2002; Lund et al., 2004; Marshak-Rothstein, 2006; Schulz et al.,
2005; Vollmer et al., 2005).

2.2.2.3. TLR8

Ce récepteur présente beaucoup de similitudes avec le TLR7. En effet, il est capable chez
I'Homme de reconnaitre également des ligands synthétiques tels que le resiquimod. Il a été montré
également cette capacité de reconnaissance et d’induction de réponse immunitaire associée chez la
souris. Ce récepteur differe du TLR7 principalement par son lieu d’expression au niveau du type
cellulaire. En effet, TLR7 est principalement exprimé par les cellules dendritiques plasmacytoides
tandis que TLR8 est quant a lui exprimé dans les lymphocytes Treg (Gorden et al., 2006; Peng et al.,
2005).

2.2.2.4.  TLRS

TLR9 est essentiel dans la reconnaissance des motifs CpG d’ADN bactérien et viral. Il existe au
moins deux types de motifs CpG, CpG-A et CpG-B, tous deux reconnus par le TLR9. Le CpG-B est le
ligand le plus conventionnel, permettant aprés activation du TLR9 la production d’IL-12 et de TNF-a.
CpG-A, de par sa structure différente, induit plus spécifiquement la production d’INF-a au niveau des
cellules dendritiques plasmacytoides permettant I'induction de la voie de signalisation spécifique de la
production d’INF-a-MyD88-IRF7. Comme TLR7, TLR9 a été montré comme un acteur potentiel de
I'induction de maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide et le lupus érythémateux

disséminé (Hemmi et al., 2000; Marshak-Rothstein, 2006).

2.2.2.5.  TLR10

Ce récepteur a été caractérisé chez 'Homme et est relativement proche de TLR1 et TLR6.

Cependant, son ligand endogene n’a pas encore été caractérisé a I’heure actuelle. L’hypothése la plus

Revue bibliographique 52






acceptée aujourd’hui serait que, de par ses similitudes avec les deux TLR cités en amont, TLR10

reconnaitrai les mémes ligands que TLR2 (Takeda and Akira, 2015).

2.2.2.6. TLR11

Ce récepteur n’est pas fonctionnel chez ’'Homme due a un codon stop présent au niveau du
géne TLR11. il a été caractérisé chez la souris la présence de ce récepteur au niveau de I'épithélium de
la vessie et jouant un role dans la résistance aux infections par les bactéries uropathogéniques. Au
sujet de ces ligands, la prolifine provenant du parasite toxoplasma gondii ainsi que la flagelline de

salmonella typhimurium sont des candidats potentiels (Mathur et al., 2012; Yarovinsky et al., 2005).

2.2.2.7. TLR12

Présent également que chez la souris, il possede une forte homologie avec TLR11 et est activé

par la prolifine provenant de toxoplasma gondii (Koblansky et al., 2013).

2.2.2.8. TLR13

Ce récepteur reconnait I’ARN ribosomal bactérien 23S chez la souris, dont la séquence a été

récemment identifiée comme un motif fortement conservé CGGAAAGACC (Li and Chen, 2012).

2.2.3. Voies de signalisations des TLRs

Comme indiqué précédemment, I'activation des TLR et la mise en place d'une réponse
immunitaire sont dépendantes du type du ligand et du récepteur correspondant. L'activation des voies
de signalisation cellulaire est dépendante de plusieurs protéines modulatrices interagissant avec les
domaines TIR présent sur les récepteurs TLR. A |'heure actuelle, deux voies de signalisations sont
caractérisées en aval de la stimulation des TLR : la voix MyD88 dépendante et une autre voie de

signalisation dépendante de TRIF.

2.2.3.1. Lavoie de signalisation MyD88 dépendante

La protéine adaptatrice MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) fut pour la
premiere fois caractérisée en 1990. D'apres les connaissances actuelles, tous les TLR a I'exception du
TLR3 (et de TLR4 dans certains contextes) utilisent la voie MyD88 dépendante. Le mécanisme d'action
peut cependant étre différent en fonction du type de récepteur concerné. En effet, l'interaction peut
étre directe avec MyD88 et notamment avec les domaines TIR du TLR ou alors indirect par utilisation
d'autres molécules adaptatrices. Ceci est le cas notamment pour TLR4, les hétérodiméres TLR2/TLR6
et TLR1/TLR2 et les TLR endosomaux TLR7, 8 et 9. Dans ce cas, a la suite de I'activation du TLR, le
dialogue avec MyD88 est établi par la molécule modulatrice MAL (MyD88 adaptator like). Ce premier

complexe protéique permet la formation d’'un deuxiéme plus important, notamment par le
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recrutement de protéines kinases, les protéines IRAK (IL-1R-associated kinases), formant ainsi le
Myddosome. Celui-ci est alors composé de six molécules MyD88, de quatre molécules d’'IRAK4 et de
quatre molécules d’IRAK2. Apres activations des kinases IRAK par phosphorylation, le Myddosome
peut interagir avec la E3 ligase TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) qui par auto ubiquitinilation
est reconnue par la molécule TAK1 (Transforming growth factor beta-activated kinase 1). Ainsi,
I'activation du complexe TAK1 peut induire I'activation de deux voies de signalisations : la voie MAPK

ou la voie NF-kB (Gay et al., 2014).

2.2.3.2. Lavoie de signalisation dépendante de TRIF

Cette voie de signalisation est associée particulierement aux récepteurs TLR3 et TLR4. La
molécule modulatrice qui interagit avec les domaines TIR des récepteurs est TRIF (TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-B). Elle peut initier cette voie de signalisation par interaction
directe avec les domaines TIR pour TLR3 ou avec I'appui d’une autre molécule dans le cas du TLR4,
TRAM (TRIF related adaptor molecule). Ce premier contact permet d’initier I'activation de TRAF6 et de
RIP1 (receptor-interacting protein 1), ce qui a pour effet d’activer les voies MAPK et NF-kB de maniére
similaire que la voie MyD88 dépendante. Dans ce contexte, TRIF peut également activer TRAF3 qui
ensuite peut activer IKKe et TBK1, permettant la translocation nucléaire des facteurs de transcription
IRF3 et IRF7 ce qui permet I'expression des IFN de type |, principalement IFN-B. Il est important de
noter que dans le cas du récepteur TLR4, il ne s’agit pas d’une voie préférentielle par rapport a une
autre mais d’un déroulement chronologique. En effet, il a été décrit que I'activation de TLR4 par du
LPS induisait tout d’abord une réponse MyD88 dépendante en lien avec I'activation des voies NF-kB et

MAPK, puis avec I'endocytose du TLR4, la voie TRIF dépendante est alors activée (Lu et al., 2018b).
2.2.3.3.  Régulation négative de I'activation des TLR

Un impact néfaste de I’activation des TLR peut avoir lieu, notamment par une sur-activation
des voies pro-inflammatoires entrainant un déréglement de I’lhoméostasie immunitaire. Pour éviter ce

déréglement, plusieurs mécanismes sont mis en place par la cellule.
2.2.3.3.1. Régulation transcriptionnelle des voies de signalisation

Aprés stimulation des TLR et activation de la voie NF-kB, le facteur de transcription ATF3 est
rapidement exprimé permettant le recrutement d’'une histone désacétylase ce qui par condensation
de I'’ADN empéche la transcription des différents genes pro-inflammatoires. D’autres molécules
peuvent induire la dégradation de NF-kB et ainsi limité la production de réponses inflammatoires
comme Bcl-3 (B cell leukemia 3), IkBNS, Nurrl (Nuclear receptor related-1 protein) et PDLIM2 (PDZ and

LIM domain protein 2). IRF3, facteur de transcription associé a la voie dépendante de TRIF peut
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également étre négativement régulé par I'isomérase PIN1 (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-
interacting 1) et l'ubiquitine ligase E3 RAUL. La dégradation des ARNm de cytokines inflammatoires
produites comme IL-6 et IL-12p40 par I'activation des TLR peut également se produire par I'action de
Regnase-1 et TTP (Tristetraprolin), limitant ainsi une activation disproportionnée. Enfin, I'intervention
de miRNA est également présente dans le contréle de I‘activation des TLR. En effet, il a été décrit que
miR-146a, miR-199a, miR-155, miR-126, miR-21, miR-29, miR-148/152, and miR-466l pouvaient
déstabiliser la structure des ARNm appartenant a la voie des TLR, allant des protéines modulatrices de
la réponse au ARNm des TLR eux-mémes (Kawasaki and Kawai, 2014b; Kondo et al., 2012; Vidya et al.,

2018).
2.2.3.3.2. Régulation des complexes de la signalisation par dissociation

Il existe un grand nombre de systéeme de régulation sur les complexes protéines de la voie
d’activation des TLR. Parmi eux, on retrouve un homologue de TRAM TAG (TRAM adaptator with Golgi
dynamics domain) qui agit comme un compétiteur de TRAM, agissant lors de I'activation de TLR4
dépendante de TRIF. SARM (Sterile a and armadillo-motif-containing protein) a un réle similaire a TAG
en se liant directement a TRIF. Il existe également un inhibiteur compétitif endogene de MyD88,
MyD88s, qui agit directement sur le Myddosome en empéchant la phosphorylation d’IRAK4. Enfin,
certains PRR ont montré des capacités régulatrices de la voie d’activation des TLR. En effet, il a été
montré que NLRC5 et NLRX1 régulaient négativement la voie NF-kB en inhibant la phosphorylation de
IKKB ou en modifiant I'ubiquitination de TRAF6, réprimant ainsi I'activation de la voie NF-kB (Kawasaki

and Kawai, 2014b; Kondo et al., 2012; Vidya et al., 2018).
2.2.3.3.3. Régulation des complexes de |a signalisation par dégradation

Une des autres méthodes de régulation de la voie de signalisation des TLR est la dégradation
des différentes molécules composant la voie. L'ubiquitinilation est un mécanisme post-traductionnel
versatile permettant la régulation de plusieurs fonctions cellulaires, notamment de la réponse
immune. En effet, parmi I'ensemble de ces mécanismes, |'activation de Syk peut induire la
phosphorylation de MyD88 et TRIF, ce qui a pour effet en aval I'ubiquitinilation de ces molécules par
CBL-B (Casitas B-lineage lymphoma) et ainsi leur dégradation par le protéasome. D’autres contrdles
sont exercés par la méme famille de protéines que TRIM, notamment TRIM30a et TRIM38, permettant
respectivement la dégradation de TAK1 et TAF6. En complément de la régulation dépendante du
protéasome, I'autophagie peut également étre impliquée dans ces phénomenes de régulation. Il a été
démontré qu’une mutation du géne codant Atgl6Ll1 (Autophagy related 16 like 1) chez des patients
atteints de la maladie de Crohn est associée a une augmentation de la production de ROS, IL-1p et IL-

18 induite par du LPS. Cette protéine semble ainsi intervenir sur la voie TRIF dépendante. De plus, dans
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des souris déficientes pour Atgl6lLl au niveau des cellules de Paneth, une augmentation de
I’expression de genes impliqués dans la réponse a I'atteinte tissulaire intestinale a été constaté

(Kawasaki and Kawai, 2014b; Kondo et al., 2012; Vidya et al., 2018).

2.2.4. TLR et douleurs

Depuis plusieurs années, de plus en plus d’études semblent montrer I'implication des TLR dans
la nociception, représentant ainsi un intérét dans la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques et la

compréhension de la physiopathologie de la douleur chronique.
2.2.4.1. TLR2

Il a été montré que TLR2 était exprimé au niveau du SNC et du SNP, principalement au niveau
des populations de cellules macrophagiques, microgliales mais également dans les astrocytes,
oligodendrocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales et les neurones. Plusieurs études
précliniques montrent I'implication de TLR2 dans les phénomeénes de douleurs chroniques, notamment
par des mécanismes de neuroinflammation au niveau du systéeme nociceptif. L'injection aigue
d’agoniste de TLR2 (Listeria monocytogenes tuées aprés choc thermique) en intrathécal induit de
I'allodynie tactile chez les souris. Cet effet est absent chez des souris déficientes pour le récepteur TLR2
(Stokes et al., 2013b, 2013a). Avec des cultures primaires de cellules provenant de la moelle épiniéere,
il a été montré que l'application de surnageant provenant de neurones sensoriels endommagés
induisait la production de cytokines pro-inflammatoires et pro-nociceptives comme le TNF, IL-18, IL-6,
et iINOS. Aucun changement par application de surnageants n’a été constaté sur des cultures primaires
provenant de souris TLR2KO (Kim et al., 2007, 2011). Il a également été observé une diminution des
marqueurs inflammatoires au niveau des nerfs sciatiques de souris TLR2KO avec une névrite auto-
immune expérimentale. Enfin, il a été constaté dans des cellules mononuclées sanguines périphériques
provenant de patients souffrant de douleurs chroniques une augmentation de la réponse IL-1B en
réponse a une stimulation avec un agoniste de TLR2, cette augmentation étant absente chez les
patients sains. L'ensemble de ces données suggerent I'implication de TLR2 dans les phénomenes
douloureux associés a une atteinte tissulaire et de I'inflammation (Brunn et al., 2017; Kwok et al.,
2012).

Concernant les douleurs viscérales, il a été observé une augmentation de I'expression de TLR2
au niveau de la muqueuse colique dans des biopsies de patients SII-M (Belmonte et al., 2012a).
Cependant, cette augmentation n’est pas encore confirmée puisque d’autres études précliniques et
cliniques montrent des niveaux d’expression inchangés de ce récepteur. Une augmentation de

I'expression iléale de TLR2 est également présente chez des patients atteints de MICI en phase
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inflammatoire (Frolova et al., 2008). Des études supplémentaires sont donc nécessaire pour pouvoir

caractériser le réle de ce récepteur dans les douleurs viscérales avec et sans inflammation.

2.2.4.2.  TLR3

L’expression de TLR3 a été observée au niveau des DRG humains et de rongeurs (Qi et al.,
2011). A ce jour, seulement quelques études ont montré I'implication de TLR3 dans contextes
biologiques présentant de la douleur. En réponse a une ligature du nerf sciatique, il a été constaté une
augmentation de I'expression de TLR3 au niveau de la moelle épiniére de rats neuropathiques. Cette
augmentation est associée a une augmentation de I'autophagie des cellules microgliales. De plus un
effet similaire est observé apres application d’un agoniste de TLR3 (Chen and Lu, 2017). Dans un
modele animal de pancréatite, I'injection intrathécal d’ARN antisens contre TLR3 montre une
diminution de I'allodynie mécanique. Enfin, chez des souris déficientes pour le récepteur TLR3, une
réduction des seuils de douleurs est présente en comparaison aux animaux controles, indiquant que
TLR3 semble étre impliqué dans les phénomeénes de douleurs inflammatoires et neuropathiques.

Concernant les douleurs viscérales, il a été montré que dans un modele animal de pancréatite,
I'injection intrathécal d’ARN anti sens contre TLR3 montre une diminution de I'allodynie mécanique,
de plus dans modeles animaux de Sll, une augmentation de I'expression du récepteur TLR3 a été

constaté (Luczynski et al., 2017; McKernan et al., 2009a; Qian et al., 2011).

2.2.4.3. TLR4

C'est le TLR le mieux caractérisé dans les mécanismes cellulaires de la nociception. Son
expression a été observée au sein des astrocytes, des cellules de la microglie et des neurones sensoriels
des DRG, plus particulierement les neurones TRPV1 positifs et P2X3 positifs (Helley et al., 2015).
Beaucoup d’études montrent lI'implication du récepteur TLR4 dans les douleurs persistantes,
particulierement celles associées avec de I'inflammation (Heiman et al., 2014; Nicotra et al., 2012b). Il
a été observé une augmentation de I'expression de TLR4 et de CD14 au niveau de la moelle épiniere
de rats neuropathiques. Cette augmentation a également était observée dans d’autres modeéles
animaux de douleur, notamment le modele utilisant de I'adjuvant de Freund permettant d’induire des
douleurs inflammatoires périphériques (Raghavendra et al., 2003; Zhao et al., 2015a). Dans des souris
présentant un déficit pour TLR4 avec une ablation du nerf sciatique, une diminution de
I’hypersensibilité mécanique a été observé jusqu’a deux semaines apres la chirurgie. De plus, I'injection
d’ARN antisens contre TLR4 au niveau de la moelle épiniére chez des rats neuropathiques présentent
également le méme effet, la production de cytokines et I'activation microgliale étant également
diminuée, ce qui montre un rdle important du TLR4 au niveau spinal dans la douleur neuropathique

(Tanga et al., 2004, 2005). L'implication du TLR4 dans les processus douloureux a également été
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montrée par la minocycline. En effet, il a été montré dans un modéle de douleurs inflammatoire induit
par injection de CFA (complete Freund's adjuvant) dans la patte que la minocycline diminuée les seuils
de douleurs par un mécanisme TRL4 dépendant au niveau de la microglie de la moelle épiniere (Zhao
et al.,, 2015b). D’autres études utilisant des modeéles d’animaux neuropathiques, tels que la
constriction du nerf sciatique, ont également été réalisées. Par I'utilisation d’antagonistes de TLR4, il
est maintenant établi que ce récepteur est un acteur important dans les mécanismes de la douleur au
niveau spinal (Bettoni et al., 2008; Church et al., 2017; Doring et al., 2017; Hutchinson et al., 2008,
2009). L'utilisation de souris déficientes pour TLR4 dans plusieurs conditions douloureuses a
également été décrit dans diverses études, montrant son implication dans plusieurs types de
pathologies associées a de la douleur telles que les neuropathies auto-immunes, I'arthrite, la douleur
associée au cancer osseux (Brunn et al., 2017; Christianson et al., 2011; Lan et al., 2010; Stokes et al.,
2013b, 2013a).

L'utilisation d’agonistes de TLR4 a également été réalisée dans plusieurs contextes d’études de
la douleur. Ainsi, il a été montré que I'injection intrathécal de LPS était pro-allodynique chez des souris.
Le TLR4 est le TLR ou le plus de DAMPS ont été trouvés comme potentiels activateurs de ce récepteur.
En effet, des molécules comme la protéine chaperonne HSP90, peuvent potentialiser la signalisation
de TLR4 en augmentant son effet allodynique dépendant du LPS (Hutchinson et al., 2009). D’autres
ligands tels que HMGB1 a été montrés comme potentiel activateur de TLR4, de par sa capacité
d’interaction direct avec ce récepteur. Il a été décrit que des injections intrathécales d’'HMGB1
induisaient de la douleur dans des modeles d’arthrites et de neuropathie chimio-induite. De plus, cet
effet est abolit chez des animaux déficients pour le récepteurs TLR4 ainsi que lors de I'utilisation
d’antagoniste de TLR4 (Agalave et al., 2014; Nishida et al., 2016; Sekiguchi et al., 2018).

Concernant le compartiment intestinal, I'impact d’une dérégulation de TLR4 sur les MICI est
aujourd’hui bien caractérisé (Lu et al., 2018b). Cependant, son implication dans les douleurs viscérales
n’est pas encore totalement connue a I’heure actuelle. En effet, il a été montré dans des études
cliniques que TLR4 était surexprimés au niveau intestinal et colique chez des patients Sll (Belmonte et
al., 2012b; Brint et al., 2011a; Dlugosz et al., 2017; Shukla et al., 2018). De plus, dans des études
précliniques, il a été décrit une augmentation de I'expression de TLR4 et que I'utilisation d’un
antagoniste de ce récepteur, le TAK-242, permettait une diminution de I’"HSVC chez des animaux
modeles de Sl (Tang et al., 2017b; Tramullas et al., 2014a, 2016). Enfin, il a été montré dans un modele
animal de colite induite chimiquement au 2,4,6-trinitrobenzene sulfate (TNBS) que les animaux
déficients pour TLR4 présentaient une inflammation colique plus faible ainsi qu’une expression
diminuée de TRPV1 au niveau des DRG innervant le c6lon (Wu et al., 2019). Ainsi, TLR4 semble étre
impliqué dans les phénomenes de douleurs viscérales, au niveau intestinal et colique mais également

au niveau spinal et supra spinal.
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2.2.4.4.  TLRY

L’expression de TLR7 a été détectée au niveau des cellules microgliales, des astrocytes et des
neurones des DRG, plus particulierement les neurones TRPV1 positifs (Liu et al., 2010). Son implication
dans la douleur est dépendante de son interaction avec des miRNA et le récepteur TRPAL. En effet, en
fonctionnant comme un ARNsb, let-7 (lethal-7) permet I'activation de TLR7, ce qui par I'intermédiaire
de I'activation de TRPA1, induit une augmentation du courant des neurones de DRG, effet abolie dans
les neurones provenant de souris déficientes pour TLR7 et TRPAL. De plus, I'injection intraplantaire de
let-7 est associée a de l'inconfort et de I'allodynie chez les animaux, ce mécanisme étant dépendant
de TLR7, TRPA1, MyD88 mais indépendant de TRPV1 (Park et al., 2014).

Peu d’études ont a ce jour été réalisées sur I'implication de TLR7 dans les douleurs viscérales.
Il a été constaté une diminution de I'expression de TLR7 au niveau de biopsies de patients Sl (Brint et
al., 2011b). Cependant une étude réalisée en 2017 a montré que TLR7 était surexprimé au niveau des
biopsies de vessie de patients présentant une cystite interstitielle avec un ulcére de Hunner. De plus,
dans cette méme étude, il a été décrit dans des modéles animaux de cystite une augmentation de
I’expression de TLR7. L'utilisation de Loxoribine, un agoniste de TLR7, a été montré comme pro-algique
dans ce contexte de douleur de la vessie (Ichihara et al., 2017). Enfin, une augmentation de I'expression
de TLR7 au niveau de la muqueuse colique d’animaux modeles de Sll a été constaté, mais aucun lien
avec de la douleur viscérale n’a encore été établi (McKernan et al., 2009b). D’autres études sont donc
nécessaires pour établir I'implication de ce récepteur TLR7 dans les mécanismes de la douleur

viscérale.

2.2.45.  TLR8

Aujourd’hui, I'implication de TLR8 dans la douleur n’est quasiment pas étudiée. Cependant,
une étude récente de 2018 a permis de confirmer tout d’abord I'expression de TLR8 au niveau des
neurones sensoriels des DRG. De plus, il est montré que dans des animaux neuropathiques, TLR8 était
surexprimé au niveau des DRG, plus spécifiguement au niveau des neurones IB4". Enfin, Iutilisation de
siRNA ainsi que des souris déficientes pour TLR8 a permis de montrer que TLR8 était nécessaire dans
le maintien de la douleur neuropathique (Zhang et al., 2018).

Concernant les douleurs viscérales, il a été montré qu’une diminution de I'expression de TLR8
dans des biopsies de patients SlI (Brint et al., 2011b). Cependant, il a été décrit une augmentation de
I’expression de TLR8 dans des modeles animaux sans corrélations avec les douleurs viscérales
(McKernan et al., 2009b). Ainsi, d’autres investigations sont donc nécessaires pour connaitre le réle de

TLR8 dans les douleurs viscérales.
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2.2.4.6. TLRS

L'inhibition de ce récepteur au niveau de la moelle épiniere a montré un effet anti-
inflammatoire. De plus, il a été montré une diminution de I'hyperalgie thermique d’animaux atteints
de neuropathie chimio-induite et d’atteinte de la moelle épiniére, montrant ainsi un effet de
I'inhibition de TLR9 en commun entre les différents modéles animaux de douleur thermique (David et
al., 2013; Qi et al., 2011) . Son effet sur les douleurs neuropathiques n’a pas encore été décrit.

Concernant les douleurs viscérales, une augmentation de I'expression de TLR9 a été observé
au niveau de l'intestin gréle de patients Sll (Dlugosz et al., 2017). De plus, ce récepteur est également
augmenté au niveau colique chez des animaux modeles de Sl (McKernan et al., 2009b). Trop peu

d’études ont a ce jour était réalisées pour confirmer I'implication de TLR9 dans les douleurs viscérales.

2.2.5. Implication des TLR dans les comorbidités psychiatriques
associées aux douleurs viscérales

Parmi I'ensemble des comorbidités caractérisées, I'anxiété et la dépression représentent les
deux types d’atteintes centrales les plus définies a I’'heure actuelle (Enck et al., 2016a). L'implication
des TLR, acteurs importants dans la modulation du microbiote intestinal, dans ces différentes

comorbidités, est encore en cours d’évaluation par I'intermédiaire d’études cliniques et précliniques.
2.2.5.1. TLR2

Il a été constaté que lors de test du labyrinthe en croix surélevé, test de référence pour
I’évaluation de I'anxiété chez I'animal de laboratoire, les souris présentant une déficit pour le récepteur
TLR2 passent moins de temps au niveau des bras « ouverts » en comparaison a des souris sauvages, ce
qui est indicateur d’'un comportement anxieux chez ces animaux (Park et al., 2015). De plus, une étude
récente réalisée en 2018 a décrit que des souris déficientes pour TLR2 et TLR4 présentaient également
une diminution des comportements anxiodépressifs (Nie et al., 2018). Cependant, I'injection intra-
cérébro-ventriculaire d’agoniste de TLR2 n’a pas montré d’accentuation des comportements
anxiodépressifs chez les animaux. Ainsi, d’autres études sont nécessaires pour caractériser I'impact de
TLR2 sur ces comportements. Concernant les rapports cliniques, il a été décrit au niveau du cortex
préfrontal de patients dépressifs, une augmentation de I'expression transcriptionnelle et protéique de
ce récepteur. Enfin, une étude clinique a montré que les cellules immunitaires circulantes de patients
présentant des troubles dépressifs séveres présentaient une expression de TLR2 supérieure a celle

présente chez des patients sains (Hung et al., 2016a).
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2.2.5.2. TLR3

Il a été constaté que des souris déficientes pour le récepteur TLR3 présentaient un
comportement anxieux plus faible que des souris sauvages et des déficits de la mémoire (Okun et al.,
2010a). De plus, il a été décrit chez des rats que I'activation du TLR3 au niveau cérébral était associée
avec de I'anxiété ainsi que de I'allodynie périphérique et de la neuro-inflammation de I’hippocampe.
Enfin, une expression plus élevée de TLR3 au niveau du cortex préfrontal et des cellules immunitaires
circulantes de patients présentant des troubles dépressifs sévéres a également été constatée (Hung et

al., 2016b; Kéri et al., 2014; Pandey et al., 2014a, 2019a).

2.2.5.3. TLR4

TLR4 est également le TLR le plus caractérisé dans les mécanismes d’anxiété et de dépression.
En effet, plusieurs études précliniques ont démontré un réle lié aux émotions et aux comportements
pour TLR4, en particulier dans la médiation du stress et de la dépression (Liu et al., 2014). Fait
intéressant, la translocation d’entérobactéries a Gram négatif, contenant du LPS qui stimule le TLR4, a
potentiellement été associée a |I'apparition d’un certain nombre de voies de stress inflammatoire et
oxydatif dans les troubles dépressifs majeurs (Garate et al., 2011; Maes et al., 2008), dans la régulation
de la réponse de la surrénale au stress et aux stimuli ((BORNSTEIN et al., 2006; Zacharowski et al.,
2006), et dans la neuroinflammation cérébrale induite par le stress (Caso et al., 2008; Garate et al.,
2013). Dans les troubles autistiques, caractérisés par de mauvaises adaptations sociales souvent
associées a de I'anxiété (van Steensel et al., 2011), une augmentation marquée des concentrations de
la cytokine pro-inflammatoire IL-1B en réponse a la stimulation du TLR4 au niveau des monocytes par
du LPS a été signalée (Enstrom et al., 2010). De plus, il a été constaté que les taux de cytokine
augmentaient apres I'activation du TLR4 chez les patients atteints de schizophrénie et de trouble
bipolaire (Garcia Bueno et al., 2016; McKernan et al., 2011a). Ces résultats indiquent que le mauvais
fonctionnement de la signalisation de TLR4 peut contribuer a la pathogenése des troubles
neurodéveloppementaux et psychiatriques.

D’autres études ont caractérisé le role du TLR4 dans 'anxiété a I'aide de modéles animaux
d’obésité induite par I'alcool (Montesinos et al., 2016) et par I'alimentation (Strekalova et al., 2015,
2016). En outre, 'activation du TLR4 par le traitement LPS chez les rats néonataux a été démontrée
comme induisant des effets a long terme pendant I'adolescence, y compris une réduction de I'anxiété
et une amélioration des habitudes de locomotion et d’élévation en plein champ (= rearing), ainsi que
des tests en labyrinthe en croix surélevé (Rico et al., 2010). Ainsi, le réle précis de la modulation de
TLR4 dans les réactions comportementales anxieuses est encore mal compris et dépendrait

vraisemblablement du contexte pathologique étudié (Li et al., 2016a; Okun et al., 2012).
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Figure 24 : Composants flagellaires de Salmonella enterica serovar Typhimurium

Les composants solubles cytoplasmiques comprennent le complexe ATPase FliH-FliH—FliJ , qui
est censé fournir un certain nombre de substrats sécrétés et aider a déterminer l'ordre de
sécrétion de ces substrats. Le filament protéique se compose de FliC ou de FIjB, qui sont
alternativement transcrits. Le capuchon de la tige (FlgJ) et le capuchon du crochet (FIgD) sont
temporairement associés au flagelle pendant la polymérisation de la tige et du crochet,
respectivement. FliK est sécrété pendant la polymérisation du complexe crochet/tige en tant
que regle moléculaire, qui associe la longueur du complexe crochet/tige a la spécificité de
sécrétion flagellaire au niveau de FlhB.

D’apres Chevance & Hughes., 2008



2.2.5.4. TLR7Y

A ce jour, peu d’études ont caractérisé I'implication du TLR7 dans les mécanismes centraux liés
a I'anxiété et la dépression. Il a été décrit récemment que les souris déficientes pour TLR7 présentez
une hypoanxiété, évaluée par le test de I'Elevated Plus Maze (EPM). Aucun effet sur les comportements
dépressifs ne fut en revanche constaté (Hung et al., 2018). En revanche, il a été décrit que I'injection
d’Imiquimod qui est un agoniste de TLR7, induisait chez des souris une augmentation des
comportements anxio-dépressifs (Kubo et al., 2012; Missig et al., 2019). Ainsi, des études
complémentaires sont nécessaires pour mieux caractériser I'implication de TLR7 dans les mécanismes

supra spinaux associés a I'anxiété et la dépression.
2.2.5.5. TLR8

Aujourd’hui, aucune étude préclinique n’a montré I'implication de TLR8 dans les mécanismes
centraux liés a I'anxiété et la dépression. Les seules données cliniques disponibles a I'heure actuelle
montrent une augmentation de I'expression de TLR8 au niveau du PFC et des cellules immunitaires
circulantes chez des patients avec des troubles dépressifs majeurs (Hung et al., 2014; Kéri et al., 2014;

Lee et al., 2016). Cependant, une étude récente réfute ces résultats (Pandey et al., 2019b).
2.2.5.6. TLRY

Il a été constaté que les souris déficientes pour TLR9 présentaient une anxiété basale plus
élevée que les souris sauvages. De plus, l'utilisation d’agoniste de ce récepteur améliore les
comportements anxieux induits par exposition a un prédateur (Zimmerman et al., 2012). Enfin,
certaines études cliniques citées précédemment ont également montré une expression de TLR9 plus
importante au niveau du PFC et des cellules immunitaires circulantes chez des patients présentant des
troubles dépressifs majeurs méme si la aussi I'’étude de Pandey contredit ce résultat (Hung et al.,

2016a; Kéri et al., 2014; Pandey et al., 2019b).

3. Lerécepteur TLR5, nouvel acteur potentiel de I'hypersensibilité viscérale
d’origine colique ?
3.1. Fonction biologique de la flagelline FliC au sein des bactéries

Structuralement, le flagelle bactérien peut étre divisé en trois parties principales, le corps, le
crochet et le filament (Macnab, 2003) (Figure 24). Le corps au niveau basal pénétre dans la membrane
bactérienne et joue un role important dans la génération des mouvements de rotation. La partie
interne du corps est similaire a un systeme de sécrétion de type Il (type Il secretion system T3SS) et

est impliqué dans le transport et I'acheminement de protéines du crochet et du filament. Le crochet
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Figure 25 : Structure des mécanismes flagellaires et moléculaires de I'immunité induite par le
TLR5

(A) Les bactéries mobiles produisent des flagelles composées principalement de flagelline
polymérisés. La flagelline de Salmonella enterica serovar Typhimurium se compose de quatre
domaines : les hélices a terminales (D0), les hélices centrales a (D1), et les feuillets
hypervariables B et tours (D2 et D3). Les régions hélices a (DO + D1) sont nécessaires pour
I'architecture du filament et les fonctions de motilité et sont intégrées dans le cceur du
filament. Une fois libéré du flagelle, la structure du domaine DO de le flagelline est
désordonnée. Lexposition des domaines DO et D1 des monomeres de flagelline est obligatoire
pour la signalisation immunitaire. (B) La détection de la flagelline par TLR5 déclenche une
cascade de signalisation impliquant la molécule adaptatrice Myd88 et les régulateurs en aval
tels que NF-kB et MAPK, activant ainsi la transcription de génes impliqués dans I'immunité
innée et adaptative. (C) Les interactions du domaine D1 avec le TLR5 a la surface de la cellule
sont mises en évidence. Cette vue est basée la banque de données protéiques 3v47.

D’apres Vijayan et al., 2018



est une structure tordue localisée entre le corps et le filament. Le filament flagellé est une structure
en forme de fouet. Les protéines motrices générent des rotations transmises par la suite au crochet
puis au filament. Celui-ci, par des mouvements hélicoidaux, propulse ainsi la bactérie en réalisant
plusieurs centaines de rotations par seconde. Le filament du flagelle se forme par polymérisation en
forme d’hélice de flagelline FliC (Chevance and Hughes, 2008). En plus de son réle important dans la
formation du filament du flagelle, FliC intervient également comme un facteur de virulence important
impliqué dans les phénomeénes d’adhésion tissulaire, de colonisation et d’invasion par des pathogénes
(Vijayan et al., 2018). Par exemple, le flagelle permet aux entérobactéries pathogenes d’accéder a la
muqueuse intestinale par sa motilité. En effet, chez les bactéries Salmonella enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Listeria monocytogenes et
Helicobacter pylori, il a été montré que leurs flagelles contribuaient directement a I'adhésion aux
cellules de I’h6te. De plus, il a été constaté que pour des bactéries déficientes pour FliC, la colonisation
et l'invasion des cellules hétes ne pouvaient se réaliser, montrant I'importance de FliC dans ces
mécanismes. Enfin, le T3SS permet également la sécrétion de protéines de virulences chez certaines
bactéries. C'est le cas de Salmonella Enterica ou il a été observé que le complexe T3SS du flagelle
permettait la sécrétion de plusieurs types d’effecteurs nécessaires pour une efficacité d’invasion

maximum (Ramos-Morales, 2012).

3.2. Structure moléculaire de FliC

FliC posséde une taille entre 28 et 80 kDa en fonction de I'espéce bactérienne étudiée. Elle
posséde quatre domaines DO, D1, D2, D3. DO et D1 étant des domaines ultra conservés et D2 et D3 des
domaines hypervariables. En effet, les domaines DO et D1 possédent des séquences aminées
communes méme entre bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Les domaines D2 er D3 sont les
domaines ultravariables de la FliC. En effet, une grande diversité existe concernant ces domaines,
méme au niveau d’'une méme espece de bactérie comme c’est le cas chez Salmonella. La FliC de S.
Typhimurium est la plus caractérisée de nos jours. (Chevance and Hughes, 2008; Kitao and Hata, 2018;

Macnab, 2003).

3.3. Mécanisme moléculaire de l'interaction FliC-TLR5

C'est en 2001 que fut pour la premiéere fois caractérisée I'interaction directe de FliC avec le
récepteur TLR5 (Figure 25). En effet, en utilisant des cultures cellulaires exprimant TLRS5, il a été décrit
que des surnageants de culture bactérienne d’E. coli, de P. aeruginosa et de Listeria innocua étaient
capable d’activer ce récepteur. De plus, par des analyses de chromatographie couplée a de la
spectroscopie de masse, la flagelline monomérique FliC a donc été définie comme agoniste direct du

récepteur TLR5 (Hayashi et al.,, 2001b). D’autres études ont également permis de définir plus
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précisément les éléments primordiaux de FliC permettant I'activation de TLR5, en utilisant des souches
bactériennes mutantes et des souris déficientes pour TLR5. Ainsi, il peut étre affirmé aujourd’hui que
le domaine de FliC D1 interagi directement avec les différents LRR présents sur la partie extracellulaire
en forme de fer a cheval du récepteur TLR5.

Le mécanisme structural utilisé par TLR5 pour reconnaitre FliC est le suivant. Il se forme tout
d’abord un premier complexe entre ces deux composés consistant en I'interaction de LRRNT-LRR10 du
TLR5 avec trois hélices a du domaine D1 de FIiC. Il s’agit d’'une conformation hétérodimérique (1:1).
Deux interfaces existent dans cette conformation, l'interface A et I'interface B. L’interface A est située
au niveau de LRRNT-LRR6 du TLR5 et de aCD1 de FliC. Cependant, son effet sur la fixation de FliC au
récepteur TLR5 est minimal. L'interface B comprend la région de liaison LRR7-LRR10 du TLR5 et les
hélices a aNDla et aND1b de FliC. Elle est caractéristique d’'une boucle spécifique TLR5 LRR9
permettant une cavité de fixation de FliC dépendante de réarrangements conformationnels. Cette
boucle possede une région mettant en avant des acides aminés tres conservés Arg90 et Glull4,
induisant une liaison a forte affinité entre FliC et TLR5. Par la suite, un deuxiéme complexe peut se
former consistant en I'assemblage de deux hétérodimeéres (1:1), donnant suite a la formation d’un
complexe (2:2). Cette conformation induit le placement des deux TLR5 « queue a queue » ou les
extrémités C-terminales des domaines extracellulaires de TLR5 se rassemblent vers le centre du
complexe, permettant aux domaines intracellulaires des deux TLR5 d’étre positionnés a proximité I'un
de l'autre, libérant les sites de fixations des molécules adaptatrices et permettant ainsi I'induction des
voies de signalisations correspondantes (D.Song, 2012; Vijayan et al., 2018; Wan Seok Song and Sung-

il Yoon, 2016).

3.3.1. Généralités sur I'interaction FIiC-TLR5

TLR5 est exprimé par un grande nombre de types cellulaires, incluant les cellules myéloides
(macrophages, monocytes, cellules dendritiques), les cellules lymphoides (lymphocytes, cellules NK),
les cellules structurales telles que les kératinocytes, les fibroblastes, les cellules épithéliales
(entérocytes et colonocytes) et les neurones (Ramos et al., 2004; Rumbo et al., 2006a). Il est important
de noter que I'étude de I'expression de TLR5 a été réalisée majoritairement par RTqPCR et a I'aide
d’animaux TLR5 déficients, I'évaluation du niveau protéique de ce récepteur n’étant pas encore validée
di au manque d’anticorps efficaces. Il a été décrit chez Caenorhabditis elegans que la protéine
UNC93B1 (Unc-93 homolog B1) était essentielle pour le trafic intracellulaire et I'affichage a la
membrane plasmique de TLR5, faisant de cette protéine un indicateur potentiel de I'expression
protéique de ce récepteur (Huh et al., 2014). La signalisation de TLR5 utilise la voie MyD88 dépendante,
permettant I'activation des voies NF-kB, MAPK et des IRF, induisant la transcription de geénes associés

a une réponse immunitaire (Gay et al., 2014). La réponse cellulaire FliC dépendante est transitoire,
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Figure 26 : Réponse des cellules épithéliales a la flagelline

L'épithélium forme l'interface entre I'environnement interne et externe. Les cellules épithéliales
de la muqueuse sont les principales cellules sentinelles qui détectent les flagelles bactériens et
stimulent la signalisation TLR5. La réponse innée immédiate induite par les cellules épithéliales est
caractérisée par (i) la sécrétion de divers facteurs antimicrobiens qui limitent la croissance
bactérienne, et (ii) la production de cytokines et de chimiokines proinflammatoires qui recrutent
les cellules phagocytaires, principalement les neutrophiles circulants et les monocytes. Les
cellules épithéliales ont également un impact significatif sur I'immunité adaptative en activant les
cDCs immatures résidentes des tissus. Les cDCs matures migrent plus tard par des vaisseaux
lymphatiques afférents dans les ganglions lymphatiques ou ils stimulent la différenciation des
lymphocytes CD4+ en cellules Thl et Th2, ainsi que des lymphocytes B en cellules plasmatiques
productrices d’anticorps, principalement des cellules productrices d’IgA et d’IgG. Le récepteur
d’immunoglobuline polymérique (plgR), qui est exprimé sur le coté basolatéral des cellules
épithéliales, se lie a I'lgA dimérique et est transporté vers le c6té apical ou il est clivé pour libérer
I'lgA sécrétoire (slgA). La relation entre les cellules épithéliales et les DCS faconne la base de la
réponse immunitaire.

D’apres Vijayan et al., 2018



puisqu’il existe des mécanismes de régulation transcritionnelle et post-transcriptionnelle associés
comme TNFAIP3 (tumor necrosis factor alpha-induced protein 3), ZFP36 ou les inhibiteurs de NF-kB
IkBZ and IkBa (Fougeron et al., 2015; Van Maele et al., 2010a, 2010b, 2014a). Plusieurs études réalisées
sur des souris déficientes pour TLR5 ont également montré |'implication de FliC dans les défenses
antimicrobiennes (Andersen-Nissen et al., 2007; Morris et al., 2009; Vijay-Kumar et al., 2008). Ainsi, la
voie de signalisation TLR5 dépendante est importante dans la régulation de la synthése des cytokines
et chimiokines, dans le recrutement de phagocytes tels que les neutrophiles et dans la production de
molécules antimicrobiennes. Il est important de noter que la détection de FliC au niveau intracellulaire
est dépendante de NLRC4, permettant notamment |'activation de I'inflammasome (Zhao and Shao,

2015).
3.3.2. Réponse de |'épithélium a FliC

La détection des signaux bactériens délétéres est le premier événement permettant la
détection des bactéries flagellées sans que la muqueuse intestinale souffre d’atteintes structurales
majeures (Figure 26). La couche épithéliale est la premiére ligne de détection de la flagelline et module
la réponse immunitaire associée (Ramos et al., 2004; Rumbo et al., 2006b). Initialement, 'interaction
entre le récepteur TLR5 et FliC a été supposée ne se produire qu’au niveau basolatéral des cellules
épithéliales (Gewirtz et al., 2001). Cependant, de nouvelles évidences permettent aujourd’hui
d’affirmer que TLR5 est également exprimé au niveau apical des cellules épithéliales intestinales
(Adamo et al., 2004; Chabot et al., 2006; Schiiller et al., 2009).

La stimulation des cellules épithéliales par FliC peut induire la production de médiateurs pro-
inflammatoires tels que les chimiokines CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL8, CCL2, CCL20, et CXCL10 qui en
conséquence induisent le recrutement de cellules de la lignée myéloide et lymphocytaire. Ce processus
est essentiel pour le recrutement de cellules qui participent a I'immunité innée responsable de la
réponse antimicrobienne contre les bactéries flagellées (Ramos et al., 2004; Rumbo et al., 2006b). Par
ailleurs, I'activation de TLR5 induit également la production de cytokines et de facteurs de croissance
tels qu’IL-6, IL1B et G-CSF qui contribuent également au recrutement de cellules immunitaires. Enfin,
il a été montré que la stimulation de I'épithélium intestinal par FliC était associée a la production de
peptides antimicrobiens tels que les mucines et les B-défensines au niveau de la lumiere intestinale
pouvant contribuer aux mécanismes de défense de I’hbte.

La voie TLR5-dépendante de I'épithélium impacte également I'immunité adaptative en
régulant le transport d’antigenes a travers la lamina propria et I'activation des cellules dendritiques
sous-jacentes. TLR5 est fortement exprimé au niveau des plaques de Peyer (Price et al., 2018). Il facilite
par son activation la translocation des pathogénes aux cellules dendritiques par les cellules M.

L’expression constitutive de CCL20, ligand pour les cellules dendritiques CCR6+, peut étre augmentée
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Figure 27 : Activation directe des cellules dendritiques résidentes des tissus : Des cellules
lymphoides innées de type 3 aux lymphocytes conventionnels

La flagelline peut activer directement les cellules sentinelles présentes dans les tissus sous-
muqueux, une condition qui apparait lorsque la bactérie pathogéne mobile pénétre dans
I’épithélium (Les cellules sombres représentent I'épithélium endommagé). Les cellules dendritiques
conventionnelles (cDCs) sont des acteurs clés du processus de détection et d’intégration des signaux
de danger. Ainsi, la signalisation TLR5 dépendante dans les cDCs induit la sécrétion de cytokines, y
compris IL-12p40, IL-23 (IL-12p40 + IL-23p19), et IL-6 qui sont essentielles dans la
différenciation/activation des cellules lymphoides, I'expression des molécules costimulatoires
comme CD80 et CD86, et la régulation de la présentation des antigenes. Les conséquences
immeédiates sont I'activation rapide des cellules lymphoides ILC3 productrices d’IL-22. En particulier,
I'IL-22R n’est exprimé que par des cellules structurales, en particulier des EC qui, a leur tour, activent
un programme dédié a la clairance microbienne et a la réparation des tissus pour favoriser la
récupération et 'hnoméostasie intestinale. Les ILC3 activées par de la flagelline peuvent représenter
des effecteurs essentiels pour la protection de la muqueuse contre les bactéries pathogéenes
invasives. L'effet a mi-parcours de la maturation des cDCs est 'amorcage de lymphocytes T et B naifs
dans les cellules effectrices. Il est prouvé que la signalisation flagelline-dépendante dans les cDCs
stimule la différenciation des cellules Th1, Th2 et Th17 CD4+ et déclenche une réponse systémique
IgG1 et une réponse IgA locale. Une telle réponse adaptative pourrait contribuer a la protection a
long terme contre les pathogenes.
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par FliC de maniere TLR5 dépendante (Chabot et al., 2006, 2008; Sierro et al., 2001). Les cellules
dendritiques migrent par la suite vers les tissus lymphoides, présentent leurs antigeénes aux
lymphocytes naifs et permettent la différenciation de ces lymphocytes en CD4+ Th, Treg, CD8+ T et en
lymphocytes B. Le mécanisme de maturation des cellules dendritiques de type 1 (cDC1 exprimant
CD103) et de type 2 (cDC2 exprimant CD11b/CD172a) dépendant de I'activation épithéliale de TLR5
par FliC reste encore a étre décrit. Cependant, une étude récente de Garon et al a permis de décrire
chez 'Homme que les cDC2 étaient préférentiellement associés aux muqueuses, suggérant que ces
cellules pourraient étre une cible de choix pour les molécules mucosales (Granot et al., 2017). Enfin,
I’application de FliC au niveau de la muqueuse intestinale est associée a une réponse immunitaire
mixte Thl et Th2, une production systémique d’lgG1 et une sécrétion augmentée d’IgA au niveau de
la lumiére intestinale, cette derniére étant médiée par la sécrétion du ligand APRIL par les cellules
épithéliales intestinales (He et al., 2007). Ainsi, la détection de FliC par les cellules épithéliales est un

processus majeur de I'induction de la réponse immunitaire associée aux bactéries flagellées.

3.3.3. Activation directe des cellules dendritiques par FliC

La flagelline FIiC a été décrite lors de son injection dans les voies systémiques comme
stimulatrice de la voie immunitaire de type Thl (Figure 27). Cependant, d’autres études indiquent
également I'activation de la voie Th2 dépendante aprés induction par FliC de S. typhimurium (Bobat et
al., 2011; Didierlaurent et al., 2004; Flores-Langarica et al., 2015; McSorley et al., 2002). De plus, la
production d’IFN-y, 1I-4 et 1l-13 par des cellules immunitaires lymphocytes T CD4+ aprés stimulation
systémique de FliC est caractéristique d’une réponse immunitaire mixte Th1-Th2. Il a été montré que
I'administration systémique de FliC induisait la maturation des cellules dendritiques et une
augmentation de I'expression de molécules stimulatrices, une augmentation de la capacité de
présentation des antigénes au niveau des muqueuses et également au niveau de la rate et des tissus
lymphatiques.

Les cellules dendritiques sont les cellules de la lignée myéloide exprimant le plus le récepteur
TLR5, chez 'Homme et la souris. La flagelline FliC induit la sécrétion d’IL-12p40 qui est primordiale pour
I'induction des cellules Th2 et dans une moindre mesure les cellules Th1. Il a été récemment décrit que
les cDC2 intestinales répondaient a la stimulation par FliC en produisant de I'lL-23, IL-6 et TGF-B. Cette
voie dépendante de FliC induisant par la suite 'activation des cellules Th17 et ILC3 (type 3 innate
lymphoid cells), induisant notamment la production d’IL-22 (Didierlaurent et al., 2004; Kinnebrew et
al., 2012; Liu et al., 2016; Van Maele et al., 2010a, 2014b; Means et al., 2003; Uematsu et al., 2006,
2008). A l'inverse de I'activation des lymphocytes au niveau des tissus lymphoides, I'activation des ILC3
est immédiate et dépend grandement des cellules dendritiques résidents dans le tissu. Enfin, il a été

décrit que les cellules cDC1 CD103+ qui ont migré au niveau du nceud lymphatique mésentérique apres
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administration systémique de FIliC, pouvaient induire l'activation des Treg FoxP3 positifs et la
production d’IgA au niveau des lymphocytes B (Flores-Langarica et al., 2012). Comment les différentes
cDCs stimulés par FliC influencent I'immunité innée et adaptative et I'implication de la voie
d’administration, de la quantité de FliC et de I'environnement intestinal étudié restent encore

aujourd’hui a définir.
3.3.4. Implication de TLR5 dans les MICI

Le récepteur TLR5 est fortement lié aux MICI. En effet, il a été montré que deux
polymorphismes présents sur le géne codant pour TLR5, R392X and N592S, qui ont été décrit comme
fortement associés a la rectocolite hémorragique. De plus, le niveau de cytokines est modifié chez des
patients présentant des SNP de TLR5. La substitution non synonyme rs5744174 fut également montrée
comme associée a la maladie de Crohn enfantine. Une des pistes de I'implication du récepteur TLR5
dans les MICI provient d’études utilisant des souris déficientes pour ce récepteur et de I'’étude de leurs
microbiotes intestinaux. En effet, il a été observé chez les souris déficientes pour le gene codant TLR5
(TLR5KO) en comparaison a des souris sauvages une altération de la composition du microbiote
intestinal, cette altération étant associée au développement d’une inflammation intestinale a bas
bruit, rendant certaines de ces souris TLR5KO susceptibles au développement de colites séveres
associées a la formation d’un prolapsus rectal (Carvalho et al., 2012b; Vijay-Kumar et al., 2007, 2010b).
Ainsi, 'expression du récepteur TLR5 au niveau des cellules épithéliales intestinales ne contrdle pas
seulement la composition et la stabilité du microbiote intestinal mais empéche également I'induction
de maladies associées a de I'inflammation intestinale (Chassaing et al., 2014a) . Ainsi, TLR5 semble étre
un acteur important dans le contexte de MICI faisant de ce récepteur une cible thérapeutique

potentielle dans ce contexte pathologique (Gewirtz et al., 2006).
3.4, TLR5 et douleurs

L’expression du récepteur TLR5 a été caractérisée au niveau des cellules de la microglie et des
astrocytes, au niveau des neurones de la moelle épiniére et des DRG. En effet, I'expression et
I’'accumulation protéique de TLR5 ont été constatées au niveau des fibres myélinisées AP de diameétre
moyen a élevé, ces neurones sensoriels projetant au niveau des couches profondes de la laminae de
la moelle épiniere ol I'expression de ce récepteur a également été détectée (Xu et al., 2015). Cette
expression au niveau des DRG et de la moelle a récemment été confirmée par une étude du laboratoire
de Linnarsson en 2018 (Zeisel et al., 2018).

Par comparaison aux autres TLR membranaires, peu d’études ont été réalisées concernant
I'implication du récepteur TLR5 dans les mécanismes de la douleur. Il a été constaté que la délétion

totale de TLR5 chez des souris modeles de neuropathie par ligature du nerf sciatique L5 était liée a une
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allodynie mécanique (Stokes et al., 2013c). Dans un modeéle de neuropathie chimio-induite, TLR5 a
également était décrit comme un acteur important. Cependant, I'implication de son ligand, la FIiC,
dans ce contexte pathologique n’est pas bien établie (Xu et al., 2015). Un autre type de ligand DAMP,
HMGB1 semble étre plus impliqué dans ce contexte. En effet, dans une étude réalisée par Das et al en
2016 a permis de décrire la relation entre HMGB1 et TLR5, tout d’abord par des expériences in vitro
ol "application de HMGB1 sur des cultures cellulaires induit de maniére TLR5/myD88 dépendante la
production de facteurs inflammatoires tels que TNF, IL-8, et iNOS, puis des expériences in vivo ou
I'injection intraplantaire de FliC a été montré comme pro-allodynique (Das et al., 2016a). Enfin, il a été
décrit que le récepteur TLR5 était fortement impliqué dans un autre phénomeéne sensoriel, la
démangeaison. En effet, dans une étude publiée en 2019, il a été montré que lors d’expériences
d’imagerie calcique que I'application de FliC induisait une augmentation de I'influx calcique au niveau
des neurones de DRG de petit et moyen diametre, correspondant aux fibres C et AR, cette
augmentation étant spécifique de TLR5 puisque I'incubation de FliC sur les neurones de DRG provenant
de souris déficiente pour TLR5 n’induit pas d’influx calcique (Pan et al., 2019). Ainsi, I'ensemble de ces
études corroborent I’hypothése que le récepteur TLR5 serait impliqué dans les mécanismes de la
douleur. Des études complémentaires sont nécessaires pour pouvoir établir I'implication précise de ce
récepteur dans la nociception et son réle dans des conditions douloureuses autres que périphérique

tel que les douleurs viscérales.
3.5. TLR5 et douleurs viscérales

Depuis quelques années, plusieurs études cliniques ont montré une modulation de
I’expression du récepteur TLR5 au niveau de biopsies intestinales et coliques mais également au niveau
des cellules immunitaires circulantes de patients Sll. En effet, il a été décrit une augmentation de
I’expression du TLR5 au niveau colique chez des patients SIl en comparaison a des biopsies de patients
sains (Brint et al., 2011a). De plus, la stimulation des cellules immunitaires circulantes provenant de
patients Sll avec du FliC a montré une augmentation de la production des cytokines IL-1B et TNF-a.
cette étude réalisée par McKernan et al en 2011 a également montré une augmentation sérique de IL-
8 chez les patients Sl (McKernan et al., 2011b), or il a été également décrit que la production d’IL-8
par I'épithélium colique était dépendante de TLR5 (Yu et al., 2003). Enfin, une récente étude clinique
a décrit également une augmentation de I'expression transcriptionnelle et protéique du récepteur
TLR5 au niveau de biopsies de patients SlI, plus particulierement les patients SII-D (Shukla et al., 2018).

Concernant les études précliniques, une augmentation de I'expression du gene codant TLR5 a
été observée dans des modeles animaux de Sll. Cependant, aucun lien directe ou indirecte n’a été
établi entre cette augmentation de I'expression de TLR5 et la douleur viscérale (McKernan et al., 2009).

Il a également été montré que chez des souris GF, I’'HSVC était augmentée (Luczynski et al., 2017). De
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plus, une augmentation de I'expression de TLR5 (en comparaison avec des souris présentant un
microbiote intestinal) au niveau de la moelle épiniére recevant les afférences primaires coliques
(région lombosacrée) a été constaté (Luczynski et al., 2017). Enfin, il a été constaté en 2018 que les
neurones de DRG murins innervant la région colique exprimaient en parti le récepteur TLR5 (Hockley
et al., 2018b), ce qui fait écho aux différentes études montrant I'expression du récepteur TLR5 dans
ces populations neuronales et son implication dans le contexte de douleur somatique (Xu et al., 2015).
Ainsi, des études supplémentaires pourraient étre envisagées pour étudier I'implication du récepteur

TLR5 dans les cas de douleurs viscérales.

3.6. Implications de TLR5 dans I'anxiété et la dépression

A notre connaissance, tres peu d’études se sont intéressées a I'implication du récepteur TLR5
dans les cas d’anxiété et de dépression, comorbidités souvent associées aux pathologies présentant
des douleurs viscérales telles que le SlI. Cependant, il a été constaté que TLR5 était exprimé au niveau
du SNC, notamment dans I'amygdale, région encéphalique importante dans la modulation des
comportements anxio-dépressif (Zeisel et al., 2018). De plus, une élévation sérique des anticorps anti-
FliC chez des patients SlI-D, cette élévation étant corrélée au score d’anxiété chez ces mémes patients
(Dlugosz et al., 2015). Une augmentation de I'expression du récepteur TLR5 a également été observée
au niveau des cellules immunitaires circulantes de patients dépressifs chroniques (Hung et al., 2016b).
Ainsi, TLR5 semblerait posséder un réle dans la modulation des comportements anxio-dépressif, de
maniére directe au niveau du SNC et de maniére indirecte par son action immunitaire et sur le

microbiote intestinal. Des études complémentaires sont donc nécessaires pour caractériser ce role.

4.  Synthese

Les TLR, aujourd’hui au nombre de dix chez 'Homme et de treize chez la souris, sont des
acteurs importants dans la reconnaissance de différents motifs bactériens, permettant la régulation
de I'homéostasie intestinale. Leurs implications dans plusieurs types de pathologies associées a I'axe
cerveau-intestin-microbiote est de plus en plus caractérisée, méme si des lacunes existent encore a
I'heure actuelle et nécessite la mise en place d’autres études. Le TLR5, reconnaissant la FIliC
bactérienne, a été montré comme étant un acteur important de I'homéostasie intestinale et sa
dérégulation a été décrite comme concomitante avec I'apparition de MICI. Cependant, son implication
dans les mécanismes d’"HSVC et les comorbidités associées tel que I'anxiété et la dépression n’a pas
encore était décrite a I’heure actuelle. Ainsi, la caractérisation de ce récepteur dans ces mécanismes
physiopathologiques permettrait de justifier son potentiel comme cible thérapeutique dans des

troubles fonctionnels associés a de I’'HSVC, de I'anxiété et de la dépression tel que le SlI.
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La douleur abdominale chronique est une raison fréquente de consultation en
gastroentérologie. Les données épidémiologiques indiquent une prévalence d’environ 22,9 pour 1000
personnes (Tolba et al., 2015), avec une faible efficacité des traitements de premiéere intention. Les
douleurs abdominales chroniques sont souvent associées a des troubles gastro-intestinaux
fonctionnels comme le SlI et les MICI, surtout pendant les périodes de rémission. Le Sll et les MICI
présentent des caractéristiques similaires, y compris une altération de la perméabilité intestinale, une
dysbiose intestinale et une HSVC (Perera et al., 2019; Spiller and Major, 2016). L'HSVC peut étre induite
par un dysfonctionnement de I'axe HPA relatif a I'axe cerveau-intestin-microbiote (Cryan et al., 2019;
Moloney et al., 2015c). En outre, les modifications de I’"homéostasie intestinale en lien avec un
changement des habitudes nutritionnelles ou d’une dysbiose intestinale peuvent conduire a une HSVC,
en raison d’une activation anormale de I'immunité innée et/ou d’une inflammation a bas bruit (Enck

et al., 2016b).

La dysbiose intestinale et la modulation de I'immunité innée peuvent dépendre d’une famille
particuliere de récepteurs : les TLR. Ces récepteurs membranaires sont localisés au niveau des
membranes plasmiques ou des membranes endosomales et sont exprimés dans les cellules
immunitaires innées telles que les cellules dendritiques, les macrophages, ainsi que les cellules non
immunitaires telles que les cellules fibroblastiques et les cellules épithéliales (Gay et al., 2014). Des
études antérieures ont montré une surexpression de certains TLR au niveau de biopsies du colon des
patients Sll (Belmonte et al., 2012b; Brint et al., 2011b; Shukla et al., 2018). En outre, quelques études
confirment I'implication des TLR dans des contextes pathologiques de douleurs chroniques comme la
douleur neuropathique (Lacagnina et al., 2018b). Notre étude a pour but (1) d’évaluer I'implication du
microbiote intestinal sur les mécanismes de perméabilité intestinale et d’"HSVC, (2) de quantifier
I’expression transcriptionnelle des différents genes codants les TLR dans les colonocytes provenant du
modele animal d’"HSVC induit par séparation maternelle néonatal (NMS) et (3) de constater s’il existe
une relation entre la modification de I’expression transcriptionnelle des différents TLR et I'HSVC.
Méme si d’autres investigations sont nécessaires pour comprendre I'implication du récepteur TLR5
dans les mécanismes physiopathologiques de I'HSVC, ces données semblent ouvrir la voie vers de
nouvelles cibles pharmacologiques potentielles pour le traitement de I'HSVC et de la douleur

abdominale chronique associée.
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Abstract

Chronic abdominal pain is a common reason of consultation in gastroenterology and it is
frequently associate with functional gastrointestinal disorders like irritable bowel syndrome
(IBS) and inflammatory bowel disease (IBD), especially during remission periods. IBS and IBD
present similar features including abnormal intestinal permeability, intestinal dysbiosis and
colonic hypersensitivity (CHS). Colon homeostasis changes resulting from intestinal dysbiosis
can lead to CHS, due to an abnormal activation of the innate immunity. Intestinal dysbiosis
and modulation of the innate immunity depend of a particular family of receptors: the Toll-
like receptors (TLRs). Herein, the purpose of our study is to evaluate the t/rs mRNA expression
in colonocytes from CHS animal model (neonatal maternal separation - NMS) and to link CHS
to intestinal permeability, intestinal dysbiosis and t/rs mRNA expression modification. Almost
50% of NMS mice exhibit increase of intestinal permeability and CHS. Furthermore, intestinal
dysbiosis is relevant in NMS mice with CHS and only t/Ir5 mRNA expression is increased in
colonocytes from NMS mice with CHS in comparison to NMS mice without CHS and control
non-handled (NH) mice. These findings may be relevant for the discovery of a new potential

pharmacological target for CHS treatment and associated chronic abdominal pain.
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Introduction

Irritable bowel syndrome (IBS) is a chronic gastrointestinal disorder strongly related to
stress associated with abdominal pain, changes in bowel habits and increase intestinal
permeability without macroscopic organic alterations. Such changes trigger impairment of
quality of life (Enck et al., 2016c). It is reported a worldwide prevalence of 10 to 15% in Europe
and USA and today, no efficient pharmacological treatment is available. CHS, clinically
revealed by increased perception of colorectal distension, is associated with abdominal pain
in 35 to 60% of IBS patients and can result of colon homeostasis changes induce by
dysregulation of the Hypothalamo-Pituitary-Axis, abnormal activation of the vagus nerve,
nutrition habits modification or intestinal dysbiosis. Those can lead to CHS by low-grade
intestinal inflammation, enteric nervous system hyper excitability and/or an abnormal

activation of the innate immunity.

Intestinal microbiota alterations or dysbiosis was characterized in most of the
functional gastrointestinal disorders including IBS. Furthermore, it has been shown that some
IBS patients with chronic abdominal pain present intestinal microbiota dysbiosis, allowing
considerations of the intestinal microbiota as a potential therapeutic target. In healthy
conditions, intestinal microbiota composition is controlled by a great diversity of mechanisms
involving, among others, the Pattern Recognition Receptors (PRRs) family, allowing
gastrointestinal tract to stay in homeostasis conditions. However, intestinal dysbiosis can
induce changes in intestinal homeostasis, resulting in abnormal modulation of these control
mechanisms, especially by abnormal activation of one specific member of the PRR family, the

Toll-Like Receptors (TLRs).

TLRs are a receptors family of the innate immune system. There are 10 human TLRs
and 12 mouse TLRs (Carvalho et al., 2012c). TLRs recognize Pathogen-associated molecular
pattern molecules (PAMPs) like LPS for TLR4 and Flagellin for TLR5 which is expressed in the
basolateral membrane of the intestinal epithelium (Gewirtz et al., 2001). Some publications
report modifications of TLRs expression and activation in colonic biopsies of IBS patients
(Belmonte et al., 2012b; Brint et al., 2011b; Shukla et al., 2018). Furthermore, a preclinical
study assesses the effect of neonatal maternal separation in rats on TLRs expression, showing

an upregulation of TLRs in animals mucosa (McKernan et al., 2009c). In this context, because
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of correlation between IBS and early life events (Bradford et al., 2012), this study investigate
the impact of neonatal maternal separation (NMS) on intestinal permeability, intestinal

microbiota and CHS in mice and the association with TLRs expression and activation.

Materials and Methods

Animals

Wild type C57BI/6 J males and females mice were purchased from Janvier laboratories
(Le Genest Saint Isle, France) and used to obtain male pups for the Neonatal Maternal
Separation (NMS) protocol: After birth, wild-type C57BI/AJ pups were isolated from their
mother from P2 to P14, three hours per day (from 9:00 a.m. to 12:00 p.m.). These mice was
named Neonatal Maternal Separated (NMS) mice compared to control Non-Handled (NH)
mice. Pups were then left with their mothers up to weaning (P21). All experiments were
performed on twelve week-old male mice and were performed according to the ethical
guidelines set out by the International Association for the Study of Pain (IASP), complied with
the European Union regulation and were approved by ethics committees: the local

committees C2EA-02 of Clermont-Ferrand (approvals CE110-12 and CE111-12).

Colorectal distension

Colorectal distension (CRD) was performed using the non-invasive manometric
method described by Larauche et al in 2010 (Larauche et al., 2010). A miniaturized pressure
transducer catheter (model 600; Millar Instruments, Houston, USA) equipped with a custom-
made balloon (1 cm wide x 2 cm long) prepared from a polyethylene plastic bag which avoid
any colonic compliance effect. On the day of the experiment, the mice were accustomed to
the holding device for 1 h before the colorectal distension (CRD). Then, the balloon under mild
anesthetic (2% isoflurane) was inserted into the rectum such that the distal end of the balloon
was 5 mm from the anal margin. Subsequently, the animals were placed in restriction cages
and allowed to recover for 30 min prior to CRD. The balloon was connected to an electronic
barostat (Distender Series I, G&J Electronics, Toronto, Canada) and a preamplifier (PCU-2000

Dual Channel Pressure Control Unit, Millar Instruments) connected to the PowerlLab interface.
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The barostat enabled the control of the balloon pressure and minimized any interference of
colonic motor activity changes during balloon inflation. The signal was acquired and analyzed
using LabChart 7 software (ADInstruments, Paris, France, RRID:SCR_001620). The distension
protocol consisted of a set of increasing distension pressures (20, 40, 60, 80 and 100 mmHg),
each of which was repeated twice, which was applied for 20 s with a 4 min inter-pressure
interval. For FliC intrarectal instillation experiment, the distension protocol is the same before
intrarectal instillation and, only a set of distension pressure 60, 80 and 100 mmHg was used

30 min, 60 min and 120 min after intrarectal instillation.

In vivo intestinal permeability

In vivo intestinal permeability was assessed using fluorescein dextran (FITC-dextran
3000-5000 Da, Sigma-Aldrich) as previously describes (Tambuwala et al., 2010). Briefly, before
CRD, NMS and NH mice were orally gavaged with 0.6 mg/g body weight of FITC-dextran and
blood samples were obtained from the retro-orbital venous plexus 3h after this
administration. Plasma FITC levels were determined by fluorometry at 488 nm using a

microplate reader (Tecan, Lyon, France).

Fecal pellets collection, DNA extraction and microbiota sequencing

Fecal pellets were collected from mice at week 3, 4 and 12 and stored at -80°C C prior
to DNA extraction. Bacterial DNA was extracted from fecal bacteria following the protocol of
NucleoSpin® Soil kit (Macherey-Nagel, Diren, Germany). DNA concentrations and purity were
then assessed using Take3 micro-volume plate and Epoch Microplate Spectrophotometer
(BioTek, Winooski, VT, USA). The 16S rRNA gene V4 variable region PCR primers 515/806 with
barcode on the forward primer were used in a 30 cycles PCR using the HotStarTaq Plus Master
Mix Kit (Qiagen®, Germantown, MD, USA). Next generation sequencing (NGS) was performed
at Molecular Research DNA (MR DNA - Shallowater, TX, USA) on a MiSeq following the
manufacturer’s guidelines. Sequence data Bacterial 16 s DNA on fecal samples was performed

using the Quantitative Insights into Microbial Ecology pipeline (QIIME) (Caporaso et al., 2010).
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FliC intrarectal instillation

Salmonella Typhimurium flagellin was kindly gifted by Pr. A. Gewirtz (Center for
Inflammation, Georgia State University, Atlanta, GA, USA). Intrarectal instillation was
performed under mild anesthetic (2% isoflurane) using orogastric feeding tube and inserted
2.5 cm up the colon. At this point 50 pL of solution was slowly administered over 30s while
pressure was applied to the anal area to prevent leakage. Following the injection of the
solution, the tube was slowly removed and the rectal pressure was maintained for a further
30s. FliC was diluted in PBS to allow a uniform 50uL of solution to be instillated which

corresponds to 5ug of FliC per mouse.

Colonocytes extraction

Fragments of mice colon (3-4cm) were flushed and opened longitudinally along the
mesentery and homogenized in cold PBS to remove feces. Then, these fragments were
incubated into HBSS containing EDTA solution (2mM) 10 min three times at 37 °C with strong
agitation every 10 min. After HBSS /EDTA incubation, colon were removed and samples were
centrifuged at 2000g for 10 min. Then, HBSS /EDTA was removed and colonocytes were deep-

frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for further analysis.

Reverse transcription and quantitative PCR (RT-qgPCR)

Total RNA from mice colonocytes was extracted using the RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen®, Germantown, MD, USA) according to the manufacturer's protocol. After RNA
extraction, reverse transcription was performed with the High Capacity cDNA RT Kit (Applied,
cat. #4368814) with 500ng of RNA, followed by a qPCR using LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green Kit (Roche, cat. # 03003230001). The primers used for TLR2, TLR3, TLR4, TLR5,

TLR9 and HPRT mice genes were:
TLR2 Forward: 5’-ACCAAGATCCAGAAGAGCCA-3’

TLR2 Reverse: 5'-CATCACCGGTCAGAAAACAA-3’
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Figurel: colorectal distension and intestinal permeability assessment in NMS-induced murine model

A: time course protocol for NMS experiment, feces samples for Next generation sequencing (NGS)
[llumina and evaluation of colonic sensitivity

B: intracolonic pressure variation (IVP) in response to colorectal distension in NH, NMS NS and NMS S
mice (n=6, n=6 and n=8 respectively), NMS S mice displays significant differences between groups for
highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg)

C: Area Under Curve (AUC) of the IVP relative to colorectal distension between NH, NMS NS and NMS S
D: FITC-Dextran 4kDa plasmatic concentration, 5 hours after oral gavage with 15mg of FITC-Dextran of
NH, NMS NS and NMS S mice. Values are expressed as a percentage of FITC-Dextran per mL of plasma
in comparison to the NH group mean. NH: n=6; NMS NS: n=6; NMS S: n=8.

* or § p<0,05; ** or SS p<0,01; SSSS p<0,0001, respectively vs. NH or NMS NS. Statistical analyses
were performed by the two way ANOVA test and by the Tuckey’s test for the post-hoc analysis or by
the Kruskal-Wallis test and by the Dunn’s test for post-hoc analysis

For IVP to CRD test, dots represent means and error bars represent SEM. For AUC, each dot represents
one mouse and red lines represent means



TLR3 Forward: 5’-GCGTTGCGAAGTGAAGAACT-3’
TLR3 Reverse: 5'-TTCAAGAGGAGGGCGAATAA-3’
TLR4 Forward: 5’-TTCAGAACTTCAGTGGCTGG-3’
TLR4 Reverse: 5’-TGTTAGTCCAGAGAAACTTCCTG-3’
TLR5 Forward: 5’-GCAGGATCATGGCATGTCAAC-3’
TLR5 Reverse: 5'-ATCTGGGTGAGGTTACAGCCT-3’
TLR9 Forward: 5’-AACCGCCACTTCTATAACCAG-3’
TLR9 Reverse: 5'-GTAAGACAGAGCAAGGCAGG-3’
HPRT Forward: 5’-TTGCTGACCTGCTGGATTA-3’
HPRT Reverse: 5’-AGTTGAGAGATCATGTCCAC-3’

All results were normalized to the HPRT gene. Samples were tested in duplicate, and

the average values were used for quantification by the 2"22¢t method.

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed with Prism 7 software (GraphPad, La Jolla, CA,
USA). One way ANOVA, Kruskal-Wallis test or two-way ANOVA (more than two groups) were
used for intergroup-comparisons with Tuckey’s, Dunn’s and Dunnett’s test for the post-hoc
analysis. Correlation was assessed using Pearson’s test. A p-value <0.05 was considered

statistically significant.

Results

Neonatal maternal separation induces colonic hypersensitivity and increase intestinal

permeability only in a subset of Neonatal maternal separated mice.

As previously described (Meleine et al.,, 2016), twelve weeks after NMS protocol

(Figure 1A), two subgroups of NMS mice can be observed, the sensitized ones (NMS S) and the
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Figure 2: NMS paradigm induce change in enteric microbiota related to VHS

A: number of OTUs observed according to sequences per sample of feces from 3W, 4W and
12W NH (n=6), NMS NS (n=6) and NMS S mice (n=8)

B: Principal component (PCoA) plots of unweighted UniFrac analysis in feces from 3W, 4W
and 12W NH (n=6), NMS NS (n=6) and NMS S mice (n=8)

p<0,05 vs. NH, ** : p<0,01 vs. NH, *** : p<0,001 vs. NH ; S : p<0,05 vs. NMS NS, $S : p<0,01
vs. NMS NS, SSS : p<0,001 vs. NMS NS, Statistical analyses were performed by the two way
ANOVA test and by the Tuckey’s test for the post-hoc analysis. For number of OTUs analysis,
dots represent means and error bars represent SEM. For PCoA analysis, each dot represent
one mouse.



non-sensitized (NMS NS). In fact, colorectal distension assessment reveals significant increase
of the intracolonic pressure variation (IPV) for the highest distension pressure 60, 80 and 100
mmHg in the NMS S subgroup in comparison to NMS NS and NH subgroups (Figure 1B). Area
under curve (AUC) confirm this significant difference between NMS-S, NMS-NS and NH (NH:
1448.0+219.9; NMS NS: 1272.0+107.0; NMS S: 2948.0+172.9) (Figure 1C). Intestinal
permeability assessment reveals significant increase of Dextran-FITC plasma levels in the NMS
S group compared to NMS NS, NH groups (Figure 1D). Together, these results could indicate a

link between intestinal barrier leakage and CHS.

Colonic microbiota dysbiosis is associated with VHS in NMS mice.

Next generation sequencing (NGS) of the 16S rRNA gene were performed using
Illumina on feces from NH, NMS NS and NMS S animals of W3, W4 and W12 according to the
time course protocol for NMS experiment (Figure 1A). a-diversity (Figure 2A) analysis of fecal
microbiota corresponding to the number of OTUs observed reveals no statistical difference
between NH, NMS NS and NMS S animals at week 3. However, a significant diminution of the
number of OTUs observed is present in NMS S, starting from week 4 in comparison to NH and
NMS NS, even if NMS S and NMS NS animals were co-housed in the same cage. Significant
diminution the number of OTUs observed in NMS S is also present at adulthood corresponding
to week 12 in comparison to NH and NMS NS. Indeed, the number of OTUs observed in adult
NMS NS animals is significantly lower than the number observed in adult NH animals. B-
diversity analysis (Figure 2B) of fecal microbiota using overall principal coordinate analysis
(PCoA) revealed significant difference of fecal microbiota composition between NH, NMS NS
and NMS S mice whatever the age. Thus, our data suggest that the NMS paradigm induce

change in fecal microbiota richness and biodiversity and that change could be related to CHS.

CHS induced by NMS is related to TLR5 overexpression in colonocytes.

For purpose to identify mechanisms between change in fecal microbiota related to
NMS paradigm and association with CHS, the TLRs mRNA expression in colonocytes from NH,
NMS NS and NMS S mice was quantified at adult age 12W. Expressions of tIr2, 3, 4 and 9 mRNA

was not modified between NH, NMS NS and NMS S animals (Supplemental Figure 1), whereas
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Figure 3: Neonatal maternal separation induced colonic hypersensitivity is associated with
increased colonocytes TLR5 expression

A: mRNA colonocytes expression of TLR5 at 12W, NH n=5; NMS NS n=6; NMS S n=5; Values are
expressed as relative expression of TLR5 compared to HPRT expression.

B: correlation between NMS colonocytes TLR5 expression and AUC corresponding of the IVP for
highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg)

error bars represent SEM. *: p<0.05; ** p<0.01 Statistical analyses were performed by The Kruskal-
Wallis test and Dunns’ test was used for post-hoc analysis or by Pearson test. For RTqQPCR, each dot
represents one mouse and error bars represent SEM.



tir5 mRNA expression was significantly increase only in NMS S subgroup (Figure 3A).
Interestingly, the AUC corresponding of the IVP for highest colorectal distension pressures (60,
80 and 100 mmHg) significantly correlated with the mRNA expression level of TLR5 in
colonocytes (Figure 3B). Thus, our data suggest that TLR5 could play a key role in CHS induced
by dysbiosis related to the NMS paradigm.

Flagellin intrarectal instillation is associate with a transient increase of colonic sensitivity.

To examine the noxious effect of microbial elements on visceral sensitivity, CRD before
and after intrarectal instillation of flagellin protein FliC (Figure 4B) was performed on mice
according to the time course protocol present in figure 4A. Intrarectal instillation of FIiC,
agonist of the receptor TLR5, increased IVP at the 80 mmHg distension pressure after 30
minutes and 60 minutes (figure 4C). No effect was observed 120 minutes after intrarectal
instillation of FIiC. AUC confirmed this significant increase of IVP 30 minutes after intrarectal
instillation of FIiC (figure 4D). These results highlight a potential effect of TLRs in colonic

sensitivity.

Discussion

IBS is a gastrointestinal disorder without macroscopic breaches (no biological and
structural alterations detectable by diagnostics tools). With a worldwide prevalence of 11%,
this intestinal disorder induce high consequences in patient’s quality of life, leading to a high
rate of consultation in gastroenterology (Lovell and Ford, 2012b). The diagnosis of IBS is realize
using ROME IV criteria (Schmulson and Drossman, 2017) and four different type of IBS may be
classified according to the predominant bowel habit: IBS with diarrhea (IBS-D), IBS with
constipation (IBS-C), IBS alternating diarrhea and constipation (IBS-A) and IBS unclassified (IBS-
U). Several studies have shown an association between gastrointestinal infections of bacterial,
viral or parasite preceding IBS outbreak, called post-infective IBS (PI-IBS). The etiology of this
condition is most likely multi-factorial. It can evolved biological, psychological and social
factor, resulting in symptoms as abdominal pain, altered bowel habits and psychiatric

comorbidities. Finally, IBS present a poorly first line treatment efficacy, especially in the
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Figure 4: evaluation of flagellin on colonic sensitivity

A: time course protocol for FliC intrarectal instillation experiment

B: intracolonic pressure variation (IVP) in response to colorectal distension in males mice (n=10) before and
after (30min, 60min and 120min) intrarectal instillation of Flagellin protein FliC

C: :intracolonic pressure variation (IVP) in response to colorectal distension at the highest pressure 100mmHg
before FIiC intrarectal instillation was considered as an 100% IVP. mice displays significant increase of IVP
between baseline colorectal distension pressures 80 mmHg and colorectal distension pressures 80 mmHg at
30min and 60min after FliC intrarectal instillation

D: AUC of the IVP relative to highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg) before FIliC
intrarectal instillation was considered as 100%, mice displays significant increase between baseline of AUC for
highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg) and AUC for highest colorectal distension
pressures (60, 80 and 100 mmHg) 30min afterFliC intrarectal instillation

error bars represent SEM . * p<0,05 vs baseline; ** p<0,01 vs baseline 80mmHg. Statistical analyses were
performed by the two way ANOVA test and by the Dunnett’s test for the post-hoc analysis or by one way
ANOVA test and by Dunnett’s test for the post-hoc analysis.



treatment of abdominal pain (Camilleri and Boeckxstaens, 2017). Thus, in accordance with the
aim of our study, a better characterization of mechanisms associated with CHS is important

for the establishment of new potential pharmacological target.

Early adverse life events are referred to traumatic experience during adulthood, such
as violence, sexual abuse and loss of a parent as well as discordant relationships with primary
caretaker. These events can, during adulthood, induce a wide range of chronic medical
disorder, including IBS. Indeed, several studies reported an increase risk of IBS associated with
early adverse life events (Bradford et al., 2012; Ju et al., 2018; Park et al., 2016). Using NMS
animal model (Moloney et al., 2015d), our study demonstrate the impact of an EALE on colonic
sensitivity of adult mice. Indeed, after NMS, only a subset of animals presented CHS compared
to control animals NH and also NMS NS animals. In clinical manifestation, CHS is defined as an
enhanced sensation in response to mechanical stimuli of the colon, and it could be linked to
pain and/or discomfort. 33 to 90% (Farzaei et al., 2016a; Kanazawa et al., 2008) of IBS patients
have CHS according to clinical studies, and preclinical studies have also shown apparition of

CHS only in a subgroup of animals after NMS (Botschuijver et al., 2018; Meleine et al., 2016).

A lot of studies report an association between activation of the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis (HPA) and intestinal permeability increase (Farzi et al., 2018a). Furthermore,
increase intestinal permeability is a key clinical feature of IBS and it has been related to CHS
in all subtypes of IBS patients (Camilleri et al., 2012). In our study, assessment of intestinal
permeability was conduct by measurement of FITC-dextran plasma level. Higher FITC-dextran
plasma level were obtained only in NMS animals with CHS (NMS S) compared to NH and NMS
NS FITC-dextran plasma level, suggesting that NMS paradigm induced CHS associated with
altered intestinal barrier. This result is in accordance with previous reports, showing
augmentation of intestinal permeability after chronic stress exposure (Miquel et al., 2016;
Rincel et al., 2019). In addition, our laboratory has previously shown that increase of intestinal
permeability was also confirm in PI-IBS animal model presenting CHS only (Lashermes et al.,
2018). In our NMS model, no biological and structural alterations were observed whatever
animal subgroups (data not shown), suggesting that CHS and intestinal permeability increase

are part of another mechanism than inflammation presents in other animal model of CHS.

Over the past decade, the microbiota-gut-brain axis, consisting of the communication

network between the gastrointestinal tract and the brain, has been investigated in the
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Supplementary figure: Neonatal maternal separation induced colonic hypersensitivity is not
associated with increased colonocytes TLR2,3,4,9 expressions

A: intracolonic pressure variation (IVP) in response to colorectal distension in 12W NH, NMS NS and
NMS S mice (n=7, n=7 and n=5 respectively), NMS S mice displays significant differences between
groups for highest colorectal distension pressures (80 and 100 mmHg)

B: AUC corresponding of the IVP for highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg)

C: mRNA colonocytes expression of TLR2,3,4,9 at 12W, NH n=5; NMS NS n=6; NMS S n=5; Values are
expressed as relative expression of TLR compared to HPRT expression.

** or $S p<0,01; $SS p<0,001. Statistical analyses were performed by the two way ANOVA test and
by the Tuckey’s test for the post-hoc analysis or by the Kruskal-Wallis test and by the Dunn’s test for
post-hoc analysis

For IVP to CRD test, dots represent means and error bars represent SEM. For AUC, each dot
represents one mouse and red lines represent means. For RTgPCR, each dot represents one mouse
and error bars represent SEM.



pathogenesis of a broad spectrum of diseases and had become a research topic in a lot of
domains in biomedical research such as psychiatry, neuroscience, immunology and
gastroenterology (Moloney et al., 2016). Consistent studies reported intestinal dysbiosis in IBS
patients. The main difference between IBS patients and heathy volunteers is characteristic of
Firmicutes phylum abundance increase and decrease of the Bacteroidetes phylum abundance.
Implication of the intestinal microbiota in CHS and associated chronic abdominal pain was also
suggested (Moloney et al., 2016). The intestinal hyper-permeability present in NMS S animals
in our context may be related to intestinal dysbiosis induced by NMS paradigm. Therefore, in
our study, intestinal microbiota sequencing of NH, NMS NS and NMS S animals has shown
distinct intestinal microbial signature between NH and NMS S mice but also between NMS NS
and NMS S at three, four and twelve weeks, showing involvement of the intestinal microbiota

in CHS context in our study.

Increase CHS and intestinal permeability are present in NMS S animals in our context.
This increase is associated to intestinal microbiota dysbiosis. It has been shown that altered
microbiota composition in a pathologic context could result in a change in bacterial population
and metabolite compositions. Microbial Associated Molecular Patterns (MAMPs) are
microorganisms molecules recognize by a subclass of PRR, the TLRs. Some reports have shown
upregulation of this receptors family in IBS patient’s colonic biopsies (Belmonte et al., 2012b;
Brint et al., 2011b; McKernan et al., 2011c; Shukla et al., 2018). An increase of some TLRs was
also observed in NMS models (McKernan et al., 2009a) but without association with visceral
pain. In our study, we assess the effect of TLRs MAMP flagellin on visceral sensitivity in naive
animals. We demonstrated a transient increase of colonic sensitivity thirty minutes and one
hour after flagellin FliC intra-rectal instillation. To our knowledge, this is the first experiment

showing involvement of flagellin FliC in CHS in a non-inflammatory IBS-like animal model.

Few publications have indicated TLRs implication in animal pain model, especially
inflammatory and neuropathic pain (Lacagnina et al., 2018a; Nicotra et al., 2012c). In visceral
pain context, Tramullas et al in 2014 demonstrated involvement of TLR4 in visceral sensitivity
in a chronic stress model (Tramullas et al., 2014a). Furthermore, Luczynski et al demonstrated
increased CHS in germ free mice, associated with an increase of TLRs expression in spinal cord
(Luczynski et al., 2017). Finally, in 2018, a study published by Shi-Yi Zhou et al established TLR4

implication in inflammatory visceral pain in animals with high-fat diet (Zhou et al., 2018a).
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Because of CHS, hyper-permeability, intestinal dysbiosis present in NMS S animals and the
transient effect of flagellin FliC in visceral sensitivity, the aim of our study was to characterize
expression of different TLRs in colonocytes from our different animal subgroups after NMS
paradigm. This study demonstrated that an increase of TLR5 expression was observed only in
animals presenting CHS. Moreover, correlation between gene expression of TLR5 and AUC
from 60 to 100 mmHg (corresponding to nociceptive stimulation in our model) in NMS mice.

No change of expression of other TLRs was observed in our context.

Taking together, our results demonstrated the involvement of the intestinal
microbiota on CHS development. In fact, intestinal microbiota, by interacting with TLR5, can
result in the triggering or maintenance of CHS in a non-inflammatory visceral pain context. A
recent study publish in 2018 show that neonatal TLR5 expression strongly influences the
composition of the microbiota throughout life in mice (Fulde et al., 2018). In addition, it has
been shown that intestinal relative abundance of microbial populations stabilized after the
first 3 years of life in Human and appeared to be relatively stable throughout adult life (Borre
etal., 2014). Nevertheless, it can be altered during disease states such as IBS linked with EALEs.
Thus, even if further investigations are needed to understand the TLR5 involvement in CHS,
those promising data on t/r5 mRNA expression seem to open new potential pharmacological

target for treatment of CHS and associated chronic abdominal pain.

Figure legends

Figure 1: colorectal distension and intestinal permeability assessment in NMS-induced

murine model

A: time course protocol for NMS experiment, feces samples for Next generation sequencing

(NGS) lllumina and evaluation of colonic sensitivity

B: intracolonic pressure variation (IVP) in response to colorectal distension in NH, NMS NS and
NMS S mice (n=6, n=6 and n=8 respectively), NMS S mice displays significant differences

between groups for highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg)

C: Area Under Curve (AUC) of the IVP relative to colorectal distension between NH, NMS NS

and NMS S
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D: FITC-Dextran 4kDa plasmatic concentration, 5 hours after oral gavage with 15mg of FITC-
Dextran of NH, NMS NS and NMS S mice. Values are expressed as a percentage of FITC-Dextran

per mL of plasma in comparison to the NH group mean. NH: n=6; NMS NS: n=6; NMS S: n=8.

* or $ p<0,05; ** or S$ p<0,01; SSSS p<0,0001, respectively vs. NH or NMS NS. Statistical
analyses were performed by the two way ANOVA test and by the Tuckey’s test for the post-

hoc analysis or by the Kruskal-Wallis test and by the Dunn’s test for post-hoc analysis

For IVP to CRD test, dots represent means and error bars represent SEM. For AUC, each dot

represents one mouse and red lines represent means

Figure 2: NMS paradigm induce change in enteric microbiota related to VHS

A: number of OTUs observed according to sequences per sample of feces from 3W, 4W and
12W NH (n=6), NMS NS (n=6) and NMS S mice (n=8)

B: Principal component (PCoA) plots of unweighted UniFrac analysis in feces from 3W, 4W and
12W NH (n=6), NMS NS (n=6) and NMS S mice (n=8)

p<0,05 vs. NH, ** : p<0,01 vs. NH, *** : p<0,001 vs. NH ; S : p<0,05 vs. NMS NS, SS : p<0,01 vs.
NMS NS, $SS : p<0,001 vs. NMS NS, Statistical analyses were performed by the two way
ANOVA test and by the Tuckey’s test for the post-hoc analysis. For number of OTUs analysis,
dots represent means and error bars represent SEM. For PCoA analysis, each dot represent
one mouse.

Figure 3: Neonatal maternal separation induced colonic hypersensitivity is associated with
increased colonocytes TLR5 expression

A: mRNA colonocytes expression of TLR5 at 12W, NH n=5; NMS NS n=6; NMS S n=5; Values
are expressed as relative expression of TLR5 compared to HPRT expression.

B: correlation between NMS colonocytes TLR5 expression and AUC corresponding of the IVP
for highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg)

Error bars represent SEM. *: p<0.05; ** p<0.01 Statistical analyses were performed by The
Kruskal-Wallis test and Dunns’ test was used for post-hoc analysis or by Pearson test. For
RTgPCR, each dot represents one mouse and error bars represent SEM.

Figure 4: Evaluation of FliC on colonic sensitivity
A: time course protocol for FliC intrarectal instillation experiment

B: intracolonic pressure variation (IVP) in response to colorectal distension in males mice
(n=10) before and after (30min, 60min and 120min) intrarectal instillation of Flagellin protein
FliC
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C: intracolonic pressure variation (IVP) in response to colorectal distension at the highest
pressure 100mmHg before FliC intrarectal instillation was considered as an 100% IVP. Mice
displays significant increase of IVP between baseline colorectal distension pressures 80 mmHg
and colorectal distension pressures 80 mmHg at 30min and 60min after FIiC intrarectal
instillation

D: AUC of the IVP relative to highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg)
before FIiC intrarectal instillation was considered as 100%, mice displays significant increase
between baseline of AUC for highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg)
and AUC for highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100 mmHg) 30min after FIliC
intrarectal instillation

Error bars represent SEM . * p<0,05 vs baseline; ** p<0,01 vs basline 80mmHg. Statistical
analyses were performed by the two way ANOVA test and by the Dunnett’s test for the post-
hoc analysis or by one way ANOVA test and by Dunnett’s test for the post-hoc analysis.

Supplementary figure 1: Neonatal maternal separation induced colonic hypersensitivity is
not associated with increased colonocytes TLR2,3,4,9 expressions

A: intracolonic pressure variation (IVP) in response to colorectal distension in 12W NH, NMS
NS and NMS S mice (n=7, n=7 and n=5 respectively), NMS S mice displays significant
differences between groups for highest colorectal distension pressures (80 and 100 mmHg)

B: AUC corresponding of the IVP for highest colorectal distension pressures (60, 80 and 100
mmHg)

C: mRNA colonocytes expression of TLR2,3,4,9 at 12W, NH n=5; NMS NS n=6; NMS S n=5;
Values are expressed as relative expression of TLR compared to HPRT expression.

** or $S p<0,01; $SS p<0,001. Statistical analyses were performed by the two way ANOVA
test and by the Tuckey’s test for the post-hoc analysis or by the Kruskal-Wallis test and by the
Dunn'’s test for post-hoc analysis

For IVP to CRD test, dots represent means and error bars represent SEM. For AUC, each dot
represents one mouse and red lines represent means. For RTqPCR, each dot represents one
mouse and error bars represent SEM.
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Le concept émergent d’axe cerveau-intestin-microbiote suggere un continuum
physiopathologique entre la dysbiose ou linfection intestinale et un ensemble de troubles
neuropsychiatriques. Les TLR sont des sentinelles intestinales, capteurs d’infection intestinale bien
connus. Cependant, des travaux récents suggerent également leur implication dans certaines fonctions
cérébrales telles que les fonctions comportementales (Okun et al., 2011). Par conséquent, les TLR
pourraient représenter un intermédiaire important dans la communication entre le microbiote
intestinal et le SNC. Afin d’élargir notre compréhension de la relation entre les TLR et les
comportements neuropsychiatriques, la présente étude propose de faire la lumiéere sur I'influence du
déficit de TLR5 sur le profil comportemental des souris. Dans la famille des TLR, le TLR5 est bien connu
pour déclencher une réponse immunitaire innée apres interaction avec la flagelline FliC (Hayashi et al.,
2001a). Les souris présentant un déficit pour TLR5 peuvent présenter une inflammation intestinale
chronique, un profil d’obésité ou de syndrome métabolique, bien qu’il y ait une variabilité
phénotypique au sein méme de cette population. Cette variabilité de phénotype peut étre liée aux
différences de microbiote intestinal des souris, notamment par |'utilisation de différentes installations
animales dans les études antérieures. Cette différence d’environnement, méme en étant controlée,
pourrait induire une dérégulation des interactions entre I’'h6te et les microorganismes (Carvalho et al.,
2012b; Chassaing et al., 2014b; Letran et al., 2011; Singh et al., 2018; Ubeda et al., 2012a; Vijay-Kumar
et al., 2007, 2010c).

L'inflammation intestinale chez les souris TLR5 KO est associée a des altérations de la
composition microbienne intestinale. De plus, plusieurs données indiquent que le microbiote peut
participer a la régulation de plusieurs types de comportements complexes (Kelly et al., 2015b, 2019).
Cependant, seules quelques données, pour la plupart indirectes, suggerent une implication du TLR5
dans les troubles comportementaux et/ou psychiatriques. Par exemple, I'expression des TLR, y compris
le TLR5, est augmentée chez les patients atteints de troubles dépressifs majeurs et le traitement aux
antidépresseurs semble normaliser les niveaux de TLR5 (Hung et al., 2016b). De plus, il a été démontré
gu’une réduction de I’activité locomotrice volontaire a la suite de I'administration de Salmonella chez
les souris était spécifiquement régulée par TLR5 (Matsumoto et coll., 2008). Néanmoins, on ne sait pas
si ce dernier effet est uniquement d a un comportement adaptatif et/ou a des déficits moteurs. Enfin,
une étude récente a montré que I'activation par TLR5 des voies de survie cellulaire dépendantes de

NF-kB et Akt a des effets neuroprotecteurs apres une ischémie cérébrale. De plus, la flagelline FIiC,
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agoniste de TLR5, peut simuler ce mécanisme neuroprotecteur dans l'ischémie cérébrale (Jeong et al.,

2017).

A la vue de ces travaux précédents, nous avons supposé une implication potentielle de TLR5
dans la régulation de comportements tels que I'anxiété, la dépression ou la cognition. Nous avons
évalué I'impact de la suppression du TLR5 a I'aide de souris TLR5KO sur les comportements anxieux,
dépressifs et cognitifs, et examiné le mécanisme impliqué, comme la réponse de I'axe HPA a la suite
du stress aigu, les changements dans I'expression des cytokines dans certaines structures cérébrales

(amygdale, hippocampe et cortex préfrontal) et/ou le rle du microbiote intestinal.
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Abstract

Background and Aims: Toll-like receptors (TLRs) are well-known for their role in innate
immunity but recent works suggest their involvement in some integrated behaviours such as
anxiety and cognitive functions. Here, we study the potential involvement of TLR5 in anxiety,

depression and cognitive behaviors using knock out TLR5 mice.

Methods: TLR5 KO mice and their wild-type littermates were submitted to several anxiety-
(marble burying, elevated plus maze, hole board test), depression- (novelty suppressed
feeding, forced swimming test, tail suspension test) and cognition-related (Y-maze, novel
object recognition and location, sociability and preference of social novelty test) behavioural
tests. Sensitivity to acute stress was assessed by measuring plasma corticosterone level and
c-fos expression in hypothalamic and thalamic paraventricular nuclei following restraint
stress. Cytokines and TLR2, 3 and 4 mRNA expression were determined in prefrontal cortex,
hippocampus and amygdala as well as BDNF in the hippocampus and GR expression in the
amygdala. Finally, the effect of icv flagellin injection, a specific ligand of TLR5, and post-
weaning antibiotic treatment with neomycin were evaluated in adult TLR5 or WT mice on

marble burying test,.

Results: A hypo-anxious state was observed in TLR5KO mice with alterations of hypothalamo-
pituitary (HPA) axis response to acute stress, illustrating by a decrease of corticosterone level
and c-fos expression in the hypothalamic paraventricular nucleus compared to WT.
Depression and cognition-related behaviors were not different between TLR5KO and WT mice.
No significant changes in the expression of cytokines, TLRs, BDNF or GR in the different brain
structures of TLR5 KO mice compared to WT were observed. icv flagellin did not change
anxiety behavior in WT mice while neomycin post-weaning treatment seem to reverse TLR5KO

mice hypo-anxious state.

Conclusion: Together, those findings suggest a previously undescribed and specific role of
TLR5 in anxiety and open original prospects in our understanding of the brain-gut axis

dysfunction.
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Introduction

Among pattern recognition receptors, Toll-like receptors (TLRs) are well known for
their involvement in the induction of innate immune response through their ability to
recognize a variety of microbial structures. In the mouse, 13 different TLRs have been
characterized (Hemmi et al., 2000; Thompson et al., 2011) and, interestingly, most members
of this family are expressed in cells of the central nervous system (CNS) including neurons and
glia (Olson et al., 2004; Tang et al., 2007). Thus, this discovery suggests that both adaptive and
innate immune systems in the brain could contribute to neuronal homeostasis. Indeed, some
members of the TLRs family are involved in several type of behaviors such as learning,
memory, depression and anxiety. For example, systemic administration of lipopolysaccharide
(LPS), a specific TLR4 ligand, in rodents, causes sickness-like behavior, including decrease
motor activity, social withdrawal, reduced food and water intake, and cognitive impairment.
More directly, TLR2 deficient (TLR2-/-) mice exhibited decreased neuronal differentiation of
adult neural stem/progenitor cells in the hippocampus, while TLR4-/- and MyD88-/- mice
exhibited increased proliferation and neuronal differentiation of adult neural stem/progenitor
cells, which have been associated with cognitive impairments (Okun et al., 2011). TLR2/4
deficiencies also mitigated repeated social defeat stress induced social avoidance and anxiety.
Furthermore, microglia-specific TLR2/4 knockdown in the prefrontal cortex blocked social
avoidance (Nie et al., 2018). Thus, at least TLR2, TLR4, and MyD88 signaling appears to
modulate adult hippocampal neurogenesis, sickness behavior, cognition and stress related
behavior. Finally, TLR3 negatively regulated learning and hippocampal neurogenesis, while
anxiety appears to be reduced in TLR3-deficient mice using cue fear conditioning, open field
and elevated plus maze tests (Okun et al., 2010). TLRs receptors expressed in immune cells,
glia and/or neurons could play a significant role in neuronal plasticity, depression, cognition

and anxiety related behaviors.

Within the TLRs family, TLR5 is well known to initiate innate immune response to
bacterial flagellin (Hayashi et al., 2001). TLR5-deficient mice can exhibit either chronic
intestinal inflammation, an obese or metabolic syndrome profile, although there is penetrance
and phenotypic variability. These may related to differences in mouse microbiomes between

animal facilities that could result from dysregulated host—microbial interactions (Carvalho et
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al., 2012a; Letran et al.,, 2011; Ubeda et al.,, 2012; Vijay-Kumar et al., 2007, 2010a).
Inflammation in TLR5-deficient mice is associated with alterations in gut microbial community
composition. Yet, there are several evidence suggesting that microbiota can participate in the
regulation of several types of complex behaviors. However, only sparse, mostly indirect data
suggest TLR5 involvement in some behavioral impairments and/or psychiatric disorders. For
example, TLRs expression, including TLR5, is increased in patients with major depressive
disorders and antidepressant treatment seems to normalized TLR5 levels (Hung et al., 2016).
Moreover, a reduced voluntary locomotor activity following Salmonella administration in mice
has been shown to be specifically regulated by TLR5 (Matsumoto et al., 2008). Nevertheless it
remains unknown whether this latter effect is purely due to adaptive behavior and/or motor
impairments. Finally, a recent study has been shown that post-conditioning had
neuroprotective effects after cerebral ischemia by activating NF-kB and Akt survival pathways
through TLR5. Additionally, the TLR5 agonist flagellin can simulate this neuroprotective effect

of post-conditioning following cerebral ischemia (Jeong et al., 2017).

In sight of those previous works, we hypothesized a potential involvement of TLR5 in
the regulation of complex behaviors such as anxiety, depression or cognition. We therefore
assessed the impact of TLR5 deletion using TLR5 knock-out (KO) mice, on anxiety-, depression-
and cognitive-related behaviors and investigated potential mechanisms involved such as the
response of the HPA axis following acute stress, changes in cytokines and some TLRs
expression in certain brain structures (amygdala, hippocampus and prefrontal cortex) and/or

a potential role of gut microbiota.

Material and methods

Animals

Breeding pairs of TLR5 knock-out mice and their wild-type littermates were kindly
gifted by Pr. A. Gewirtz (Center for Inflammation, Georgia State University, Atlanta, GA, USA)
and further bred in the specific-pathogen free animal facility of the University Clermont
Auvergne, Clermont-Ferrand, France. Mice were housed, 5 per cage, in a temperature (19.5—

24.5°C) and humidity (45-65%) controlled environment with a 12-h light/dark cycle and ad
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libitum access to standard pelleted chow and water throughout the study. All procedures were
approved by the local ethics committee (02498.01). Male mice have been used between 8 to

14 weeks.

Anxiety-related behavioral tests
Marble burying test

In presence of novel or noxious objects, rodents exhibit natural burying behavior as
part of a defensive strategy to an unfamiliar environment. The test was performed as
described by Deacon (Deacon, 2006). Mice (n=17-22/group) were individually placed in the
experimental cage (42.5 x 27.6 x 15.3 cm) containing 20 marbles (4 lines of 5 equidistant
marbles) disposed on the top of 5 cm thickness litter. Animals were left undisturbed during 30
minutes in a quiet room. At the end of the session, mice were removed and the numbers of
buried marbles were quantified. A marble was considered as buried when at least 50% of its

surface was covered with litter.

Elevated Plus Maze

The elevated plus maze (EPM) consists of four arms, two opposite open arms (37.5 x5
cm) and two opposite closed arms (37,5 x 5cm with 20cm high walls), joined by a common
central platform (5 x 5 cm), subjected to an equal illumination (30 lux). The maze was elevated
to 60cm above the floor. Each mice (n=14/group) was placed into the EPM facing an open arm.
The time spent in open and closed arms, the number of entries into the open and closed arms
(considered when head, gravity center and tail points are located within the arm) as well as
distance travelled and velocity were automatically recorded for 5 min (Ethovision XT 8.5,
Noldus). The time spent into the open arms, the number of entries in the open arms and the

percentage of number of entries into the open arms were calculated for each animal.
Hole board test

The hole-board test is a simple method to examine the animals’ response to an

unfamiliar environment (Boissier and Simon 1962). This test has been widely used to evaluate
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the emotionality, anxiety state and/or stress responses in rodents (Nasehi et al., 2010, 2012;
Rodriguez Echandia et al., 1987). The hole board test consists of a board (39.5 x 39.5cm) with
16 equidistant holes, 3cm in diameter, equally distributed throughout the platform and placed
70cm above the ground. Animals (n=6-7/group) were individually placed on one corner of the
board facing away from the experimenter. The number and duration of head dips in the holes
were quantified for 5 min. Locomotor activity was also quantified during the test using a video

tracking system (EthoVision XT 8.5, Noldus).

Depression-related behavioural tests
Novelty suppressed feeding

Novelty suppressed feeding test is a conflict-based test, measuring a rodent's aversion
to eating in a novel environment despite hunger. Briefly, the apparatus is an over lighted (800
lux) open field arena (45 x 45 x 40 cm) in grey Plexiglas covered with 2cm litter on the floor. A
pellet of food on a white piece of paper (5cm x 5cm) was placed in the centre of the arena.
After 24h fasting, animals (n=-6-7/group) were individually placed in a random corner of the
open field and depression-related behaviour was determined by the time latency for mice to

eat the pellet. The test was stopped if the mice did not feed before a cut-off of 5 minutes.
Forced swimming test

Mice were individually placed in a 16-cm diameter and 25-cm depth becker filled with
20cm of warm water (22-25°C). Total time in immobility over a 5 minutes session was
determined as depression-related behaviour. Mice were considered motionless when only a

light move to stay afloat was observed.
Tail suspension test

Mice were suspended by their tail on a piece of string maintained by masking 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 immobility was measured during a 5-minute session test.
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Cognitive-related behavioural tests
Y-maze

The Y-maze apparatus is a spatial recognition memory test consisting of 3 identical
arms (45 cm x 13 cm, with 45 cm high walls) equally distributed around a central triangle.
Spatial visual cues were placed on the walls of the experimental room. At the beginning of the
test, each animal was placed in the central triangle, always facing the same arm and allowed
to explore 2 arms during 10 mins while 1 arm was physically blocked. After 30 min of retention
time, mice were allowed to explore the all 3 arms for 5 min. The percentage of time spent in

the novel arm was recorded. Entry was considered as when all four paws were in the arm.
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 10min of habituation. On the testing day, mice were placed in the open field
containing 2 identical objects placed on opposite symmetrical corners for an acquisition trial
of 10 mins. Animals were then removed to their home cage for 1h and placed again in the
open field where one of the familiar object previously presented was randomly replaced by a
novel object (NOR). Percentage of time spent exploring the novel object was determined.
Exploration was defined as the orientation of animal’s snout toward the object, sniffing or
touching with snout, while running around the object, sitting or climbing on it was not
considered as exploration. After 1h 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.
Sociability and preference of social novelty test

Social recognition (test allows to define the level of sociability of mice and to evaluate
a component of memory, the preference for social novelty). The test consisted of 3 sessions
of 5 minutes. Between each session, mice were removed to their home cage for 5 minutes.
During the habituation session (T0), mice were individually placed in the middle of a white
open-field (50 cm long x 50 cm wide x 50 cm high) containing 2 empty inverted stainless steel
wire pencil cup (Galaxy, Kitchen Plus, http://www .kitchen-plus.com) on both sides. Pencil cups

were weighted to prevent mice from climbing on top or moving it. Mice were allowed to freely
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explore the arena for 5 minutes. Exploration time of mice were recorded using an automated
video tracking system (Viewpoint, Lyon, France). In the T1 session, an unfamiliar adult WT
mouse was placed in one of the wire cups. Exploration time is defined as when the mouse
being within 2 cm of the wire cup and its nose directed toward the other mice. This session
allows to assess the sociability index calculated as fellow: (Exploration time of unfamiliar
mouse -Exploration time of empty cup)/Total exploration time. During T2 session, another
unfamiliar adult WT mouse was placed in the second cup. Time spent exploring the new

intruder compared to the total exploration time defines the percentage of social recognition.

Restraint stress and plasma corticosterone level

For restraint stress, mice (WT and TLR5 KO) were individually placed in a restraint Bollman
cage for 30 min. Blood samples were collected before restraint stress, 45 and 90 min after
restraint (n=4-6 per genotype and time points). Blood samples were centrifuged 10min at
5000rpm and the plasma frozen at -80°C until use. Corticosterone level was quantified using

ELISA assay according to manufacturer’s protocol (Enzo life sciences).
c-fos immunohistochemistry

Mice from each group (no restraint stress WT or TLR5 KO mice and 45 min after
restraint stress WT or TLR5 KO mice) were terminally anesthetized with sodium pentobarbital
(55mg/kgi.p.) and transcardiacally perfused with 20 ml ice cold saline followed by 60ml of 4%
paraformaldehyde (PFA). Brain was harvested and post-fixed 24h in PFA 4% followed by
sucrose 30% for at least 72h. Tissue was frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until use.
Brain slices, 25-um thick, were cut on a cryotome (Microm HM450, Thermo Scientific). Free-
floating sections were washed 3 times in TBS 0.05M (pH7.6) during 5min then incubated in
donkey serum (3% in TBS/BSA 0,1%/Triton 1%) for 1h. Slices were then incubated overnight
at room temperature with rabbit anti-c-fos antibody (1/5000, Santa Cruz, USA) in (1% in
TBS/BSA 0,1%/Triton 1%). Sections were then washed 3 times in TBS for 5min and incubated
with secondary donkey anti-rabbit antibody (1/1000, Alexa fluoroprobe 488, USA) in TBS/BSA
0,1%/Triton 1% for 2h. After 3 washes of 5min in TBS, slices were mounted on slides and cover-
slipped with Dako fluorescent mounting medium. Sections were visualised under Nikon

Eclipse Ni-E fluorescent microscope with Nikon analysis software (NiS element). Five to eight
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Table 1

genes Forward Reverse

TLR2 ACCAAGATCCAGAAGAGCCA CATCACCGGTCAGAAAACAA
TLR3 GCGTTGCGAAGTGAAGAACT TTCAAGAGGAGGGCGAATAA
TLR4 TTCAGAACTTCAGTGGCTGG TGTTAGTCCAGAGAAACTTCCTG
IL-6 ACCGCTATGAAGTTCCTCTC GTATCCTCTGTGAAGTCTCCTC
IL-10 GCTCTTACTGACTGGCATGAG CGCAGCTCTAGGAGCATGTG

GACCCTCACACTCAGATCATCTTCT CCTCCACTTGGTGGTTTGCT

TNF-a

BDNF GGGTCACAGCGGCAGATAA GCCTTTGGATACCGGGACTT
GR AAGCAGGGACGACAATTCCAG CTAAAGCTCCCGAAGGCTACCA

18S

GCCGCTAGAGGTGAA

CATTCTTGGCAAATG




sections were analyzed per animal. c-fos expressing cells were counted by a blinded

experimenter in the thalamic and hypothalamic paraventricular nucleus using NiS element.

gRT-PCR of cytokines, TLRs in different brain structures

Biospies punches (1mm) of the prefrontal cortex, hippocampus and amygdala were
freshly made from terminally anesthetized animals from each genotype (n=5 WT and n=5 TLR5
KO mice) and snap frozen in liquid nitrogen. Total RNA was isolated from snap frozen tissues
using the RNeasy mini kit (QIAGEN) according to the manufacturer’s instruction, including a
DNase | treatment step. 0.5 pg RNA was used for reverse transcription using the SuperScript
Il Reverse Transcriptase (Life Technology) according to the supplier’s procedure. Real-time
PCR was performed on a CFX96 Touch thermocycler (Bio-Rad). Samples were run in triplicate
ina 10 pL volume containing 5 ng cDNA, 0.5 uM primers and LightCycler Fast-Start SYBR Green
reaction mix (Roche). The primers used are listed in Table 1. For each sample, the relative
amount of the gene of interest was normalized to an housekeeping gene 185 mRNA. Relative

quantities (RQ) were determined using the equation: RQ = 2744,

Effect of intracerebroventricular flagellin administration on marble burying test in WT and

TLR5 KO mice

Following light anesthesia using isoflurane (2%), flagellin (100ng in 5uL) or vehicle was
injected by intracerebroventricular (icv) route in WT and TLR5 KO mice (n=8/group). Fifteen
minutes after flagellin or saline administration WT and TLR5 KO mice were submitted to the

marble burying test (see above for description of the test).

Effect of chronic antibiotic treatment in WT and KO mice in the marble burying test

Three-week-old TLR5 Knock-out mice and their wild-type counterparts were
pretreated by the administration of the broad-spectrum antibiotic neomycin in drinking water

(2 g/I, w/v) or saline for five weeks to disrupt normal resident bacterial flora in the intestinal
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FIGURE 1: IMPACT OF TLR5 DEFECT ON ANXIETY-RELATED BEHAVIOURS.

Comparison between TLR5-/- vs WT mice on marble burying behavior (A), time spent in the
open arms of the elevated plus maze (B), number of entries in the open arms (C), percentage
of entries in the open arms relative to the total number of entries (D), the number and the
duration of head dips in the hole board test (E, F). Tests were performed on nine week old
male mice. The movements of the animals in the EPM test were automatically recorded by a
camera for 5min and analysed using Ethovision XT 8 (Noldus). Data were compared using
Student t test or Mann-Whitney test depending on values distribution. *p <0.05, **p <0.01,
***p <0.001.



tract. Eight-week-old TLR5 Knock-out mice and their wild-type counterparts were then

submitted to the marble burying test (see above for description of the test; n=8/group).

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Differences between
TLR5 KO and WT mice were tested by two-tailed unpaired Student’s t-tests or Mann Whitney
U tests depending on the distribution of the data which were checked using Shapiro-Wilk
normality test. Differences in corticosterone levels and c-fos expression were tested using a
2-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey’s test for multiple comparisons. Data were

analysed with GraphPad Prism 7 software. In all cases, the significance level was set at p<0.05.

Results

TLR5 KO mice exhibit less anxiety-related behaviors than WT

In every anxiety tests performed, anxiety-related behaviors were significantly reduced
in TLR5 KO mice compared to WT. In the marble burying test, number of buried marbles was
reduced by 47% in TLR5 KO compared to WT, (5.7 + 1.2 vs. 12.1 + 1.2 buried marbles,
respectively; p=0,0007; Figure 1A). In the elevated plus maze test, the time spent (40.2 + 8.7
vs. 20.4 + 8.7 s; p=0,0091), the number (11.9 + 1.9 vs. 5.7 + 1.0 entries ; p=0,0017) and
percentage of entries (35.3 + 4.3 vs. 22.7 + 3.6 % ; p=0,035) in the open arms were also
significantly increased in TLR5 KO mice compared to WT, respectively (Figure 1B, C, D).
Distance travelled and velocity in the elevated plus maze were similar between both
genotypes (data not shown). Finally, head dips number (24.5+ 1.1 vs. 16.6 + 2.1; p=0,009) and
duration of head dips (16.5 + 0.8 vs. 10.6 + 1.6 s; p=0,01) during the hole board test were also
increased in TLR5 KO mice compared to WT (Figure 1E, F). Differences observed in anxiety-
related behaviours were not attributable to changes in locomotor activity since the distance
covered by the mice during the hole board test was similar between the two genotypes (917.8
+ 65.5 vs. 1021.9 + 113.6 cm in WT and TLR5KO mice, respectively). Taken together, these
results suggest a decreased anxiety in TLR5 KO mice compared to WT which is not due to

motor impairment.
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Figure 2 A
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Evaluation of HPA axis responses to restraint stress

To investigate potential alterations of the Hypothalamo-Pituitary axis (HPA) explaining
these observed changes in anxiety behaviours, animals were restraint for 30 min in a Bollman
cage and subsequent release of plasma corticosterone was quantified 45 and 90 min after
(Figure 2A). As expected, restraint stress induced a significant increase in blood corticosterone
level 45 min after stress onset compared to baseline ( 172 + 15.9 vs. 28.77 + 3.8 ng/mL of
corticosterone, respectively; p<0.001) and almost come back to baseline at 90 min in WT mice
(28.77 £ 3.8 vs. 40.54 + 7.255 ng/mL of corticosterone, respectively;). Interestingly, while we
observed a significant increase of plasma corticosterone level in TLR5 KO mice 45 min after
restraint stress compared to control baseline (102.8 + 10.39 at 45 min vs. 11.04 + 1.649 ng/mL
at baseline of corticosterone; p<0.0001), this increase was significantly different from WT
(102.8 + 10.39 vs.172 + 15.9 ng/mL of corticosterone, respectively; p=0.0020) (figure 2A),
suggesting an impairment in HPA activation but a normal negative control feedback in TLR5

KO mice compared to WT following restraint stress.

Besides hypothalamic PVN, the thalamic PVN activity has been shown to be increase
following acute restraint stress (Cullinan et al., 1995). Therefore, we assessed cFos expression
in both structures before and 45 min after restraint test. As shown in the representative
photomicrographs, restraint stress increased c-fos expression in the thalamic PVN in WT and
TLR5KO mice compared to no stressed mice of both genotypes with no apparent difference
(Figure 2B). Quantification of c-fos positive cells shown that c-fos expression was similarly
increased 45min after restraint stress onset in WT and TLR5 KO mice compared to no restraint
stress control mice (17.4 + 1.4 vs. 38.5 + 4.5 for no stress and restraint stress WT mice,
respectively, and 11.1+ 1.2 vs. 34.2 + 5.2 for no stress and stress TLR5 KO mice, respectively;

Figure 2C).

For the hypothalamic PVN, as shown in the representative photomicrographs, restraint
stress also increased c-fos expression in WT and, in a lesser extent, in TLR5KO mice compared
to no stressed mice of both genotypes (figure 2D). Quantification of c-fos positive cells
demonstrated that c-fos expression was increased 45min after restraint stress onset in WT
mice compared to control mice (5.4 + 1.2 vs. 175.5 + 11.5 for no stress and restraint stress WT

mice, respectively; p>0.0001). However, we observed a slight but significant decrease of c-fos
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FIGURE 2: HPA ACTIVATION AFTER RESTRAINT STRESS IN TLR5 KO VS WT MICE.

Plasma corticosterone levels were measured before a 30-minute restraint stress then 45
and 90 minutes after stress onset (A). Representative pictures (B, D) and quantification
(C, E) of neuronal activation, evaluated by c-fos expression in hypothalamic and thalamic
paraventricular nuclei, respectively, of TLR5-/- and WT mice submitted to a 30-minute
restraint stress and sacrificed 15min after the end of stress session. Data were compared
using 2-way ANOVA (Time; Genotype for corticosterone levels study and Stress
condition; Genotype for neuronal activation studies) followed by a Tukey’s multiple
comparisons test. *p<0.05, **p<0.01. D3V: Dorsal third ventricle, MHb: Medial
habernula nucleus, PV: Paraventricular nucleus, 3V: third ventricle, PVN: hypothalamic
paraventricular nucleus



expression in TLR5 KO mice compared to WT mice, 45 min after restraint test (129 + 20.4 vs.

175.5 £ 11.5 for restraint stress TLR5 KO and WT mice, respectively; p= 0,0309).

No changes in depression and cognitive-related behaviours in TLR5 KO mice

In the novelty suppressed feeding test, time latency to eat was similar between WT
and TLR5 KO mice (154.8 + 74.3 vs. 163.4 + 81.4 s, respectively) suggesting no depressive
behaviour (Figure 3A). This result was reinforced by the forced swimming test (Figure 3B) and
the tail suspension test (Figure 3C) where time in immobility (44.5 + 8.1 vs. 26.6 + 8.3 s for WT
and TLR5 KO mice, respectively, for the force swimming test and 151.5 + 10 vs. 152.9+ 7.8 s
for WT and TLR5 KO mice, respectively, for the tail suspension test), was similar between the

two genotypes.

Regarding cognitive-related behaviours, percentage of time spent in the novel arm of
the Y-maze did not differ between the two genotypes (48.9 + 5.6 vs. 50 + 3.3 % for WT and
TLR5 KO mice, respectively) demonstrating no spatial memory impairment in TLR5 KO mice
since they explored significantly more the novel arm such as WT mice during the second
session (Figure 4A). This was further reinforced by the novel location recognition test during
which WT and TLR5 KO mice spent a similar percentage of time exploring the novel object
location (75.6 + 3.8 vs. 72.1 + 5.2 % for WT and TLR5 KO mice, respectively, Figure 4C).
Recognition memory does not seem to be also affected in TLR5 KO mice since percentage of
time exploring the novel object (69.9 + 3.6 vs. 66.9 + 5 % for WT and TLR5 KO mice,
respectively, Figure 4B) or interacting with the second intruder during T2 session in the social
recognition test (45.8 + 3.6 vs. 49.4 + 5.8 % in WT and TLR5 KO mice, respectively, Figure 4D)
were similar between TLR5KO and WT mice. Sociability indices were compared during T1
session to ensure that behavioural response during the T2 session involved only recognition
memory and not social impairment (Figure 4E). Therefore, no social alteration was observed
between WT and TLR5KO mice. Taken together, these results demonstrate that TLR5 KO did

not exhibit any depression and cognitive impairments.
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FIGURE 3: IMPACT OF TLR5 DEFECT ON DEPRESSION-RELATED BEHAVIOURS.

Comparison between TLR5-/- vs WT mice on time in immobility during forced
swimming (A) and tail suspension tests (B). Comparison of latency to eat during
the novelty suppressed feeding test (C). Tests were performed on nine-week old
male mice. Data were compared using Student t test or Mann-Whitney test
depending on values distribution.



Cytokines expression in different brain structures

Since TLR5 KO mice exhibit changes in the systemic expression of some cytokines
(Carvalho et al., 2012e; Vijay-Kumar et al., 2010c) which are known to affect some integrated
behaviours (i.e., anxiety, depression and memory), we assessed the expression of IL-1B, IL-6,
IL-10 and TNF-a in different brain structures (prefrontal cortex, amygdala and hippocampus)
using g-PCR (Table 2). We did not observed significant changes in the expression of these
cytokines in the different brain structures in TLR5 KO mice compared to WT. We also assessed
the expression of TLR2, TLR3 and TLR4 within the same brain structures to investigate
compensatory mechanism that could occurred in TLR5 KO mice. As for the cytokines, no
significant changes in TLR2, TLR3, TLR4 expressions were observed between TLR5 KO and WT
mice (Table 2). Finally, we did not see any significant changes in the expression of BDNF in the
hippocampus and glucocorticoids (GR) receptors expression in the amygdala between TLR5

KO and WT mice (Table 2).

Effect of intracerebroventricular flagellin on anxiety behaviour in WT and TLR5 KO mice

In order to assess if direct TLR5 activation can lead to anxiety, we injected the specific
agonist of TLR5, flagellin, icv in WT and TLR5 KO mice. Intracerebroventricular administration
of saline did not affect the number of buried marble in WT and TLR5 KO mice with TLR5 KO
mice burying less marble than WT as previously shown (Figure 5A). Importantly, flagellin
administration did not change the number of buried marble in WT and TLR5 KO mice with

TLR5 KO mice still burying less marble than WT (Figure 5A).

Effect of chronic antibiotic treatment in WT and KO mice in the marble burying test

Since TLR5KO mice exhibit important changes of their microbiota and microbiota can
also altered anxiety behaviours (Foster and Neufeld, 2013), we investigate the effect of a
chronic treatment with neomycin starting post weaning and for 4 weeks in order to deplete
microbiota in WT and TLR5 KO mice followed by the marble burying test. Saline administration
did not affect the number of buried marble in WT and TLR5 KO mice with TLR5 KO mice still

burying less marble than WT as expected (Figure 5B). However, while antibiotic treatment did
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FIGURE 4: IMPACT OF TLR5 DEFECT ON COGNITION-RELATED BEHAVIOURS.

Comparison between TLR5-/- vs WT mice on time spent exploring the novel arm during the Y-maze
test (A) , time spent exploring the novel object and the relocated object during the novel object
and location recognition tests respectively (B, C) and time spent interacting with the second animal
introduced in the cage during social recognition test (D). Sociability indices were assessed by the
interaction of mice with the first animal present in the cage during social recognition test (E). Tests
were performed on nine-week old male mice. Data were compared using Student t test or Mann-
Whitney test depending on values distribution.



not affect the number of marble buried in WT mice which is not different from WT saline mice,
we did not observed a significant reduction in the marble buried in TLR5 KO treated mice
compared to WT control mice, suggesting a possible role of microbiota in the decrease of

anxiety observed in TLR5 KO mice (Figure 5B).

Discussion

Here, we demonstrated that mice lacking TLR5 exhibit a basal hypo-anxious state
compared to WT littermates, which is associated with a significant decrease of plasma
corticosterone level as well as c-fos expression in the hypothalamic PVN 45 min after
constraint stress. Interestingly, no impairment of depression and cognitive behaviors has been
observed in TLR5KO mice and icv injection of flagellin, a specific TLR5 agonist, did not alter
anxiety related behaviors in WT and TLR5KO mice. In addition, we did not find changes in the
MRNA expression of others TLRs receptors and some cytokines known to affect integrated
behaviors in several brain structures (prefrontal cortex, hippocampus and amygdala) which
could partially explain this specific TLR5 phenotype. However, depletion of intestinal
microbiota using post weaning antibiotic treatment slightly reversed the hypo anxious

phenotype only in TLR5KO mice.

To our knowledge, this is the first study evaluating anxiety-like behavior in TLR5KO
mice showing a specific decrease of anxiety related behaviors. Mice deficient for the TLR5
receptor buried significantly less marbles than WT animals, spent more time in open arms in
the elevated plus maze and did more head dips, clearly demonstrating a reduction in anxiety-
like behavior. The involvement of some TLRs in several types of integrated behaviors has been
already documented in animal studies, especially in anxiety, depression and memory
mechanisms in addition to their well-known role in innate immunity. Indeed, mice lacking the
TLR4 receptor displayed increase anxiety-like behavior using open field, EPM and light/dark
box tests (Femenia et al., 2018a). Conversely, Okun and colleagues found that TLR4 blockade
in WT mice induced a decrease of anxiety-like behavior (Okun et al., 2012). Moreover, TLR4
deficient mice interacted for a shorter time with the mouse intruder compared to WT mice in
the social interaction test (Femenia et al., 2018a). Other studies also demonstrated an

involvement of TLR4 in memory with an improvement of long-term spatial memory in TLR4
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Table 2

Wild Type TLR5-deficient
hippocampu hippocampu
s amygdala PFC s amygdala PFC
TLR2 0.80+0.21 1.5+0.52 1.19+0.37 1.38+0.51 1.04 +0.13 1.13+0.25
TLR3 0.65+0.1 1.8 +0.67 1.08 £0.23 1.44 £ 0.56 1.03 +£0.13 0.84+0.21
TLR4 1.62+0.75 1.06 +0.20 1.06 +0.22 1.17+0.32 1.16 +0.31 1.25+0.35
IL-6 2409 1.12+0.28 1.25+0.48 1.09 + 0.43 1.57+0.83 1.36+0.48
IL-10 1.63 £0.87 1.26 £ 0.48 1.43 £0.70 1.08 £0.20 1.31+0.48 1.29 +0.44
TNF-a 2.20+1.13 3.51+1.99 0.39 + 1.69 1.86+0.71 1.2£0.33 1.13+0.28
BDNF 244 +1.43 2.82+153
GR 119+ 0.41 1.06 +0.21

TABLE2: IMPACT OF TLR5 DEFECT ON GENE EXPRESSION PROFILE EVALUATED VIA QRT-PCR OF
TOLL LIKE RECEPTOR 2, 3, 4, INFLAMMATORY CYTOKINES IL-6, IL-10, TNF-A , BRAIN-DERIVED
NEUROTROPHIC FACTOR (BDNF) AND GLUCOCORTICOID RECEPTOR RELATED TO ANXIETY IN THE
PREFRONTAL CORTEX, AMYGDALA AND HIPPOCAMPUS OF TLR5 AND WT MICE.

Comparison between TLR5-/- vs WT mice PFC gene expression (A), comparison between TLR5-/- vs
WT mice amygdala gene expression (B) and comparison between TLR5-/- vs WT mice hippocampus
gene expression (C) respectively. Tests were performed on nine-week old male mice. Data were
compared using Student t test or Mann-Whitney test depending on values distribution.



KO mice compared to WT (Okun et al., 2012) and depressive-like behavior associated with a
supraspinal upregulation of TLR4 (Strekalova et al., 2015). Similarly to our results, a hypo-
anxious phenotype has been observed in animals lacking TLR2 and TLR3 but were also
associated to cognitive impairment (Okun et al., 2010a; Park et al., 2015). TLR2 KO mice
exhibited deficits in social behaviors, including impaired social recognition, reduced social
interaction, and aggressive behavior compared to WT animals (Park et al., 2015). In a recent
study conducted by Nie et al (2018) using a double knock-out mice for TLR2 and TLR4
demonstrated a pivotal role of TLR2/4 in repeated social defeat stress induced behavioral
changes (Nie et al., 2018). TLR3 deficient mice exhibited impaired amygdala related behavior
and anxiety in the cued fear-conditioning, open field, and elevated plus maze test. In contrast,
they displayed enhanced hippocampus-dependent working memory in the Morris water
maze, novel object recognition, and contextual fear-conditioning test, suggesting that
constitutive TLR3 signaling negatively regulates pathways known to play important roles in
hippocampal plasticity. Thus, several TLRs have been involved in anxiety related behavior but
also in depressive and cognitive behaviors. Here, in our experimental conditions, TLR5 KO mice
spend similar duration in immobility than WT mice in the forced swimming and tail suspension
tests and no changes in hyponeophagia has been observed, indicating no depressive-like
behavior. In addition, our results did not show any spatial memory alteration or social
impairment between WT and TLR5 KO animals, highlighting a specific involvement of TLR5 in

anxiety-like behavior.

Since altered anxiety is associated with changes in the activation of the HPA (Foster
and McVey Neufeld, 2013b), we assessed plasma corticosterone level and neuronal activation
within the thalamic and hypothalamic PVN following an acute restraint stress in WT and
TLR5KO mice. Mice deficient for TLR5 displayed a significant reduction of corticosterone
plasma level compared to WT, 45 min after restraint stress, which returned to baseline level
at 90 min such as WT mice. Quantification of neuronal activation using c-fos immunolabelling
showed no statistical difference between WT and TLR5 KO mice at baseline in both thalamic
and hypothalamic PVN. However, increased c-fos expression in the hypothalamic PVN at 45
min post-contention was significantly reduced in TLR5 KO mice compared to WT. These results
indicated that TLR5 KO mice present an altered HPA axis activation following acute stress

probably starting at the hypothalamic level, ultimately leading to a decrease of corticosterone
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Figure 5

A *
»n 10- [ 1
Q9 0.0934
£ . | |
S g
g _ |
2 6
5
o
‘o
o
o
£
S
.

Number of buried marbles

FIGURE 5: IMPACT OF ICV FLAGELLIN INJECTION AND PARTIAL INTESTINAL
MICROBIOTA DEPLETION ON MARBLE BEARING BEHAVIOUR IN WT AND TLR5 MICE.

Multiple Comparison between TLR5-/- vs WT mice on marble burying behaviour with or
without icv Flagellin injection (A) and Multiple Comparison between TLR5-/- vs WT mice
with or without post-weaning intestinal depletion (B) respectively. Tests were performed
on nine-week old male mice. Data were compared using one way ANOVA and Kruskal
Wallis tests followed by Tuckey’s and Dunn’s post-Hoc analysis. *p < 0.05.



released from the adrenal gland. According to previous studies, increase c-fos expression after
a stress paradigm in WT mice was associated to an increase expression of TLR4 in the
hypothalamic PVN (Lin et al., 2018; Tang et al., 2017a). Furthermore, IL-1B administration
induced activation of brain circuits involved in the regulation of the HPA axis and elevation of
plasma corticosterone in a myeloid differentiation factor 88 (MyD88)-dependent manner
(Gosselin and Rivest, 2008). Interestingly, MyD88 is a critical component of the intracellular
signaling of most of the TLRs receptors including TLR5. Thus, TLR5 signaling could be involved

in the regulation of the HPA axis firstly at the brain level, in a stressful context.

Next, we investigated if TLR5 controlled gene expression associated with the regulation
of anxiety-like behavior at supraspinal level. Since TLR5KO mice exhibited altered plasma
cytokines levels (Carvalho et al., 2012; Vijay-Kumar et al., 2010), we investigated IL-1B, IL-6,
IL-10 and TNF-a mRNA expression in the prefrontal cortex (PFC), hippocampus and amygdala.
Several studies have demonstrated that cytokines and chemokines modulation and
neuroimmunity activation play a key role in cognitive processes, major depressive disorder,
compulsivity and anxiety (McAfoose and Baune, 2009). Indeed, IL-6, a pro-inflammatory
cytokine, is involved in anxiety-like behavior(Niraula et al., 2019). Other cytokines such as IL-
10 are also important in the regulation of anxiety (Labaka et al., 2017; Voorhees et al., 2013).
Furthermore, it has been shown that mice lacking TLR5 displayed an increase of the pro-
inflammatory cytokine IL-1B in the plasma (Carvalho et al., 2012). No significant differences
were observed in IL-1B, IL-6, IL-10 and TNF-a mRNA expression between WT and TLR5 KO mice
in PFC, amygdala and hippocampus. This result is in accordance to Tramullas et al which did
not observed a difference in the basal expression of certain cytokines in the PFC between WT
and TLR4 KO mice (Tramullas et al., 2014a). However, following chronic stress, up-regulation
of IL-1B, IL-6 and TNF-a in the PFC was absent in TLR4 KO compared to WT. Besides, we
assessed the expression of TLR4 as well as TLR2 and TLR3 in the different brain structures
between WT and TLR5 KO mice. Again, no significant difference in these TLRs expression was
observed. BDNF is known to regulate anxiety, neuroplasticity, and memory (Domingos da
Silveira da Luz et al., 2013; Lu et al., 2014; Martinowich et al., 2007) and a recent study of
Fermenia shows diminution of BDNF expression in hippocampus of TLR4KO mice (Femenia et
al., 2018). Again, no significant difference was found in our study on BDNF expression in the

hippocampus. Finally, GR expression in the amygdala, which is crucial for anxiety, is not altered
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in TLR5 KO mice compared to WT. Therefore, deficiency of TLR5 is not associated with
alterations of cytokines or TLRs expression in brain structures well known for their role in the

regulation of anxiety related behavior.

We further investigated if direct activation of TLR5 leads to changes in anxiety related
behaviors since TLR5 is expressed in CNS (Chakrabarty et al., 2018; Herrera-Rivero et al., 2019;
Zeisel et al., 2018), and LPS administration which is a specific TLR4 activator induced anxiety-
like behavior in rodents, while its blockade led to an opposite effect (Mayerhofer et al., 20173;
Savignac et al., 2016; Wickens et al., 2018). Therefore, we tested the effect of icv injection of
the specific TLR5 agonist flagellin FIiC in WT and TLR5KO mice in the marble burying test. Our
result indicated no effect on anxiety related behavior of icv FliC injection in both WT and
TLR5KO mice. Thus, TLR5 involvement in anxiety could be also related to an indirect pathway,
involving the intestinal microbiota. Indeed, several studies demonstrated intestinal dysbiosis
in TLR5 KO mice, linked to inflammatory bowel diseases, metabolic syndrome and Cholestatic
Liver Cancer (Carvalho et al., 2012, 2012; Singh et al., 2018; Vijay-Kumar et al., 2010).
Furthermore, it is becoming increasingly clear that the gut microbiota modulates several
behavioural aspects of animal and human. For example, germ-free mice have increase
locomotors activity and, importantly, display altered anxiety behavior (Backhed et al., 2007;
Diaz Heijtz et al., 2011). To characterize the role of intestinal microbiota in the hypo-anxious
phenotype present in TLR5KO mice, post-weaning neomycin treatment of WT and TLR5
animals were conducted until adult age resulting in depleted microbiota. As expected, our
results still show a decrease number of buried marble in TLR5KO mice compared to WT treated
with saline but while neomycin treatment in WT mice did not affect the number of buried
marble, TLR5KO treated mice did not buried less marble than WT mice anymore in contrast to
TLR5KO control mice. This result provide an indirect evidence of the possible role of intestinal
microbiota in the hypo-anxious phenotype of TLR5KO mice which could in turn, altered the
functioning of the HPA axis. Indeed, several studies have shown that intestinal microbiota can
affect the HPA axis (Butler et al., 2019; Cryan et al., 2019; Vodicka et al., 2018; de Weerth,
2017). However, we cannot entirely rule out a direct role of TLR5 expressed in the brain

structures of the HPA axis.

In conclusion, our findings demonstrated a crucial role of TLR5 in the regulation of

anxiety-like behavior in rodents. We suggest that deletion of this receptor leads to intestinal
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dysbiosis resulting in the dysregulation of the HPA axis, leading to altered anxiety behavior in
animals. The involvement of TLR5 seems specific to anxiety related behavior in contrast to
others TLRs such as TLR2, TLR3 and TLR4 since TLR5 KO mice did not exhibit any depressive
like behavior or cognitive impairments. Several studies have highlighted the Brain-Gut-
Microbiome axis as a key regulator of anxiety, depression and cognitive disorders, and furthers

investigations are needed to clarify this specific role of TLR5 in the regulation of anxiety.

Figure legends

Figure 1: Impact of TLR5 defect on anxiety-related behaviors

Comparison between TLR5-/- vs WT mice on marble burying behavior (A), time spent in the
open arms of the elevated plus maze (B), number of entries in the open arms (C), percentage
of entries in the open arms relative to the total number of entries (D), the number and the
duration of head dips in the hole board test (E, F). Tests were performed on nine week old
male mice. The movements of the animals in the EPM test were automatically recorded by a
camera for 5 min and analysed using Ethovision XT 8 (Noldus). Data were compared using
Student t test or Mann-Whitney test depending on values distribution. *p <0.05, **p <0.01,
**%*p <0.001.

Figure 2: HPA activation after restraint stress in TLR5 KO vs WT mice

Plasma corticosterone levels were measured before a 30-minute restraint stress then 45 and
90 minutes after stress onset (A). Representative pictures (B, D) and quantification (C, E) of
neuronal activation, evaluated by c-fos expression in hypothalamic and thalamic
paraventricular nuclei, respectively, of TLR5-/- and WT mice submitted to a 30-minute
restraint stress and sacrificed 15min after the end of stress session. Data were compared using
2-way ANOVA (Time; Genotype for corticosterone levels study and Stress condition; Genotype
for neuronal activation studies) followed by a Tukey’s multiple comparisons test. *p <0.05,
**p <0.01. D3V: Dorsal third ventricle, MHb: Medial habernula nucleus, PV: Paraventricular

nucleus.
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Figure 3: impact of TLR5 defect on depression-related behaviours

Comparison between TLR5-/- vs WT mice on time in immobility during forced swimming (A)
and tail suspension tests (B). Comparison of latency to eat during the novelty suppressed
feeding test (C). Tests were performed on nine-week old male mice. Data were compared

using Student t test or Mann-Whitney test depending on values distribution.

Figure 4: Impact of TLR5 defect on cognition-related behaviours

Comparison between TLR5-/- vs WT mice on time spent exploring the novel arm during the Y-
maze test (A), time spent exploring the novel object and the relocated object during the novel
object and location recognition tests respectively (B, C) and time spent interacting with the
second animal introduced in the cage during social recognition test (D). Sociability indices
were assessed by the interaction of mice with the first animal present in the cage during social
recognition test (E). Tests were performed on nine-week old male mice. Data were compared

using Student t test or Mann-Whitney test depending on values distribution.

Figure 5: Impact of TLR5 defect on gene expression profile evaluated via qRT-PCR of toll like
receptor 2, 3, 4, inflammatory cytokines IL-6, IL-10, TNF-qa, brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) and glucocorticoid receptor related to anxiety in the prefrontal cortex, amygdala and
hippocampus of TLR5 and WT mice

Comparison between TLR5-/- vs WT mice PFC gene expression (A), comparison between TLR5-
/- vs WT mice amygdala gene expression (B) and comparison between TLR5-/- vs WT mice
hippocampus gene expression (C) respectively. Tests were performed on nine-week old male
mice. Data were compared using Student t test or Mann-Whitney test depending on values

distribution.
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Figure 6: Impact of ICV flagellin injection and partial intestinal microbiota depletion on

marble bearing behaviour in WT and TLR5 mice

Multiple Comparison between TLR5-/- vs WT mice on marble burying behaviour with or
without icv Flagellin injection (A) and Multiple Comparison between TLR5-/- vs WT mice with
or without post-weaning intestinal depletion (B) respectively. Tests were performed on nine-
week old male mice. Data were compared using one way ANOVA and Kruskal Wallis tests

followed by Tuckey’s and Dunn’s post-Hoc analysis. *p < 0.05.
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Le Sl est un trouble gastro-intestinal sans atteinte macroscopique au niveau intestinal
(aucune altération biologique et structurelle détectable par les outils de diagnostic). Avec une
prévalence mondiale de 11 %, ce syndrome intestinal provoque des conséquences importantes sur la
qualité de vie des patients, ce qui entraine un taux élevé de consultation en gastroentérologie (Lovell
and Ford, 2012b). Le diagnostic du SII est réalisé a I'aide des criteres de ROME IV (Schmulson and
Drossman, 2017) et quatre types différents de Sl peuvent étre classés selon le transit intestinal
prédominant : Sll avec diarrhée (SlI-D), Sll avec constipation (SII-C), diarrhée et constipation alternées
SII (SII-A) et SlI non classifiées (SII-U). Plusieurs études ont également démontré une association entre
les infections gastro-intestinales par des bactéries, de virus ou de parasites avant I'apparition du SlI,
appelées Sll post-infectieux (PI-IBS). L’étiologie de ce syndrome est multifactorielle. Elle peut impliquer
des facteurs biologiques, psychologiques et sociaux, entrainant des symptémes comme des douleurs
abdominales chroniques, un transit intestinal altéré et des comorbidités psychologiques. Enfin, le SlI
présente une efficacité médiocre du traitement de premiére ligne, surtout dans le traitement de la
douleur abdominale (Camilleri and Boeckxstaens, 2017). Ainsi, conformément au but de notre étude,
une meilleure caractérisation des mécanismes associés a I’'HSVC est importante pour |'établissement

d’une nouvelle cible pharmacologique potentielle.

Les événements déléteres pendant I'enfance (Early adverse life event - EALE) sont des
expériences traumatisantes vécues en bas ages, comme la violence physique ou sexuelle ou encore la
perte d’un parent, ainsi que des relations déléteres avec le tuteur principal. Ces événements peuvent,
a I'age adulte, induire un large éventail de troubles médicaux chroniques, y compris le Sll. En effet,
plusieurs études font état d’une augmentation de la probabilité de Sll associée aux EALE (Bradford et
al., 2012; Ju et al., 2018; Park et al., 2016). Il est possible de transposer de telles observations cliniques
sur des modeles d’études animaux en préclinique, par exemple, en utilisant le modéle animal de NMS
(Moloney et al., 2015b). Ainsi, notre étude démontre I'impact d’un EALE sur la sensibilité colique chez
les souris adultes. En effet, apres I'induction de la séparation maternelle, seul un sous-ensemble
d’animaux présente une HSVC par rapport aux animaux contréles NH et aussi des animaux NMS NS.
Dans les contextes cliniques, 'HSVC est définie comme une sensation accrue en réponse aux stimuli
mécaniques du colon, associée a de la douleur et/ou de I'inconfort. 33 a 90 % (Farzaei et al., 2016b;
Kanazawa et al., 2008) des patients atteints de Sll ont une HSVC selon les études cliniques, et des
études précliniques montrent également I'apparition d’HSVC seulement dans un sous-groupe

d’animaux apres le paradigme de NMS (Botschuijver et al., 2018; Meleine et al., 2016), ce qui confirme
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Figure 28 : Coupes transversales avec coloration H&E des colons de souris de
souris NH et NMS-S



nos résultats selon lesquels prés de 50 % des animaux avec une NMS présentent de I'HSVC a I'age

adulte.

De nombreuses études font état d’'une association entre [|'activation de I'axe HPA et
I’'augmentation de la perméabilité intestinale (Farzi et al., 2018b). En outre, une augmentation de la
perméabilité intestinale est un symptome clinique clé du Sll chez certains patients et elle a été associée
a I’'HSVC chez tous les sous-types de patients atteints du Sl (Camilleri et al., 2012). Dans notre étude,
I’évaluation de la perméabilité intestinale a été effectuée par mesure du niveau plasmatique de FITC-
dextran le jour de la distension colorectale. Une concentration plasmatique plus élevée de FITC-
dextran n’a été observée que chez les animaux NMS S ayant une HSVC en comparaison aux
concentrations plasmatiques de FITC-dextran des souris NH et NMS NS, ce qui suggére que la
séparation maternelle induit une altération de la barriére intestinale. Ce résultat est conforme aux
études précédents, montrant une augmentation de la perméabilité intestinale aprés une exposition
chronique au stress (Miquel et al., 2016; Rincel et al., 2019). De plus, il a été montré précédemment
dans notre laboratoire que I'augmentation de la perméabilité intestinale était également présente
dans un modele animal de PI-IBS uniqguement chez les animaux avec une HSVC (Lashermes et al., 2018).
Dans notre modele NMS, aucune altération biologique ou structurelle n’a été constatée, quelque
soient les sous-groupes d’animaux (Meleine et al., 2016) (Figure 28), ce qui suggere que I'HSVC et
I’'augmentation de la perméabilité intestinale font partie d’'un autre mécanisme que ceux associés a de

I'inflammation présente dans d’autres modeles animaux de douleur viscérale.

Au cours de la derniére décennie, I'axe cerveau-intestin-microbiote, constituant un réseau de
communications bidirectionnelles complexes et variées entre le TGl et le cerveau, a fait I'objet
d’études sur la pathogénese d’un large éventail de maladies. C’est devenu un sujet de recherche dans
de nombreux domaines de la recherche biomédicale, comme la psychiatrie, les neurosciences,
I'immunologie et la gastroentérologie (Moloney et al., 2016). Des études cohérentes font état d'une
dysbiose intestinale chez les patients atteints de SlI. La principale différence entre les patients atteints
de SlI et les patients contréles est une augmentation de I'abondance du phylum des Firmicutes et de
la diminution de I’'abondance des Bacteroidetes. L'implication du microbiote intestinal dans la douleur
viscérale a également été suggérée (Moloney et al., 2015b). L'HSVC et I’hyperperméabilité intestinale
présentes chez les animaux NMS S dans notre contexte pourrait étre liés a une dysbiose intestinale
résultant de la séparation maternelle néonatale. Ainsi, dans notre étude, le séquencage du microbiote
intestinal des animaux NH, NMS NS et NMS S a montré une signature microbienne intestinale distincte
entre les souris NH et NMS S, mais aussi entre NMS NS et NMS S a trois, quatre et douze semaines,
montrant I'implication possible du microbiote intestinal dans le contexte de I’'HSVC dans notre étude

(Figure 29).
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s3 54 S12

S3

NH NMS NS NMS S
Actinobacteria 09520416 0,24210,111 0,266+0,059
Bacteroidetes 68,146112,825 77,222+4,889 68,413+4 119
Candidatussaccharibacteria  0,000:0,000  0,000£0,000 0,000£0,000
Cyanobacteria 0,000+0,000  0,000£0,000 0,000+0,000
Deferribacteres 1,250£1,078  0,177+0,062  0,30240,154
Firmicutes 24901111613 16,86045,042 2550443326
Proteobacteria 2,427:0,853  2,891+1,722 1,98910,606
Spirochaetes 0,000£0,000 0,00210,000 0,000+0,000
Tenericutes 0,231x0,126  0,15540,126 0,563+0,474
I Verrucomicrobia 2,05810,653 2,451+41,428 2,94041,327

sS4 512

NH NMS NS NMS S NH NMS NS NMS S
Actinobacteria 0,774120,274  0,953+0,647 0,177+0,033 1,325#0,193  0,807+0,169 0,737£0,127
Bacteroidetes 33,650£3,409 43,76945,384 ** 54,15346,845 ****;5¢ 51223+2,182 5371026433  47,769%2,961¢
Candidatussaccharibacteria  0,00040,000 0,00410,001 0,00010,000 0,024+0,008  0,000%0,000 0,04410,017
Cyanobacteria 0,000£0,000  0,000+0,000 0,00010,000 0,317£0,142  0,146+0,069 0,15740,036
Deferribacteres 2,022+0,728  0,962+0,307 0,773+0,287 0,283£0,160  1,286+0,789 0,871%0,267
Firmicutes 57,245£3,168 47,145+5,026 ** 39,29146,001****;¢ 38,341£2222 3607315349 41,685+2,184%
Protecbacteria 4,86840,773  3,72610,681 3,11740,926 5,591#0,531  6,195x1,355 5,72310,829
Spirochaetes 0,000+0,000 0,0020,000 0,00010,000 0,023£0,008 0,041+0,013 0,042£0,007
Tenericutes 0,94210,381  0,91440,755 0,897+0,379 0,312£0,122  0,188+0,124 0,205%0,084
I Verrucomicrobia 0,047:0,012  2,246%1,410 1,150+0,569 2,551£1,199  1,55410,552 2,769+0,906

Figure 29 : Abondances relatives des phyla du microbiote fécal dans le modéle de stress néonatal

La composition du microbiote fécal de souris males C57BI/6J controles non-stressées (NH) et de
souris soumises au stress de séparation maternelle en période néonatale non-sensibilisées (NMS
NS) et sensibilisées (NMS S) a été caractérisée par séquencage a haut débit (lllumina).
Représentation graphique de I'labondance relative en % des phyla bactériens et valeurs numériques
de lI'abondance relative en % des phyla bactériens exprimées en moyenne + esm chez les animaux
NH, NMS NS et NMS S agés de 3 (S3), 4 (S4) et 12 (S12) semaines. NH: n=6, NMS NS: n=6, NMS S :
n=8. **: p<0,01 vs. NH, **** : p<0,0001 vs. NH ; S : p<0,05 vs. NMS NS, SS : p<0,01 vs. NMS NS.
ANOVA 2 voies et test de Tukey en post-hoc.



L'augmentation de la sensibilité colique et de la perméabilité intestinale sont présents chez les
animaux NMS S dans notre contexte. Cette augmentation est associée a une dysbiose intestinale. Il a
été démontré que la modification de la composition du microbiote intestinal dans un contexte
pathologique pourrait entrainer un changement dans la composition de la population bactérienne et
des métabolites associés. Les MAMP sont des molécules de micro-organismes reconnues par une sous-
classe de récepteurs liant des motifs particuliers, les TLRs. Certaines études démontrent une régulation
a la hausse de ce type de récepteurs dans les biopsies de célon des patients atteints du Sll (Belmonte
et al., 2012b; Brint et al., 2011a; McKernan et al., 2011c; Shukla et al., 2018). Une augmentation de
I’expression des TLRs a également été observée dans des modeéles animaux de Sl (McKernan et al.,
2009c) mais sans association avec la douleur viscérale. Dans notre étude, nous évaluons I'effet d’'un
MAMP, la flagelline FIiC, sur la sensibilité viscérale chez des souris naives. Nous avons démontré une
augmentation transitoire de la sensibilité viscérale trente minutes et une heure aprées l'instillation
intra-rectale de la flagelline FliC. A notre connaissance, il s’agit de la premiere étude montrant

I'implication de cette flagelline FliC dans un modeéle animal d’"HSVC non-inflammatoire.

Des publications indiquent une implication des différents TLR dans des modeles de douleur
animale, en particulier la douleur inflammatoire et neuropathique (Lacagnina et al., 2018b; Nicotra et
al., 2012c). Dans le contexte de la douleur viscérale, Tramullas et al. ont démontré en 2014 I'implication
du TLR4 dans la sensibilité viscérale dans un modele de stress chronique (Tramullas et al., 2014b). De
plus, Luczynski et al ont constaté une augmentation de la sensibilité viscérale chez les souris GF,
associée a une augmentation de I'expression de certains TLRs dans la moelle épiniere (Luczynski et al.,
2017). Enfin, en 2018, une étude publiée par Shi-Yi Zhou et al a établi I'implication de TLR4 dans la
douleur inflammatoire viscérale chez les animaux ayant un régime alimentaire riche en graisse (Zhou
et al., 2018b). En raison de I’'HSVC, de I'hyperperméabilité, de la dysbiose intestinale présentes chez
les animaux NMS S et de |'effet transitoire de la flagelline FliC sur la sensibilité viscérale, le but de notre
étude a été de caractériser I'expression de différents TLRs dans les colonocytes de nos différents sous-
groupes animaux. Ainsi, il a été observé une augmentation de I'expression de TLR5 seulement chez les
animaux NMS S. De plus, une corrélation positive est présente entre I'expression de TLR5 et les AUC
de 60 a 100 mmHg (ce qui correspond a la stimulation nociceptive dans notre modele) chez les souris

NMS. Aucun changement d’expression des autres TLRs n’a été observé dans notre contexte.

En conclusion, nos résultats montrent I'implication du microbiote intestinal qui, en
interagissant avec TLR5, pourrait entrainer |'apparition d’'une HSVC dans un contexte de douleur
viscérale non inflammatoire. Ainsi, méme si des recherches plus poussées sont nécessaires pour

comprendre I'implication de TLR5 dans I’'HSVC. Cependant, ces données prometteuses sur |'expression
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de TLR5 semblent ouvrir la voie sur l'identification de nouvelles cibles pharmacologiques potentielles

pour le traitement de I’"HSVC et des douleurs abdominales chroniques associées.

Etudes sur les animaux NMS pendant I'induction de stress postnatal

Le modele animal utilisé dans cette étude consiste en l'induction d’un stress chronique en
phase post-natale, en séparant les petits de la mere 3 heures par jours du deuxiéme jour post-
naissance (PND2) au quatorzieme jour post-naissance (PND14). Cette « fenétre » temporelle est
primordiale pour le développement des souriceaux, que ce soit pour la mise en place du microbiote

intestinal, du systéeme immunitaire ou encore du SNE.

Le microbiote intestinal semble étre impliqué dans 'HSVC et I’hyperperméabilité intestinale
retrouvée dans environ 50% des animaux NMS a I'age adulte. Il a été décrit que la période post-natale
était primordiale pour la mise en place du microbiote intestinal a I'dge adulte. De plus, une étude
récente publiée en 2018 montre que l'expression néonatale du TLR5 influence fortement la
composition du microbiote tout au long de la vie chez la souris (Fulde et al., 2018). Il a été aussi
démontré que I'abondance relative intestinale des populations microbiennes se stabilise apres les trois
premieres années de vie chez 'Homme et semble étre relativement stable tout au long de la vie adulte
(Borre et al., 2014). Cependant, la composition de ce microbiote intestinal peut étre modifiée lors

d’états pathologiques tels que le Sl lié aux EALE.

Nos données confirment I’apparition d’une dysbiose intestinale a PND21 et PND28. La quantité
de bactéries flagellées pouvant activer le récepteur TLR5 au niveau du microbiote intestinal n’est pas
connue. Ainsi, des études bio-informatiques et I'utilisation d’une lignée cellulaire particuliere, les
(HEK)-Blue-mTLR5, nous permettrait de connaitre la quantité de bactéries flagellées ainsi que I'impact

du stress néonatal sur ces populations de bactéries.

L’évaluation de I'expression du récepteur TLR5 au niveau de I'épithélium colique des souris en
bas ages semble également étre nécessaire pour la suite de ces travaux. Ainsi, des études de RTq-PCR
mais également de FISH, permettant de connaitre la localisation du récepteur TLR5 au niveau de
I’épithélium colique mais également de l'intestin gréle peuvent étre réalisée par la suite. Enfin,

I'induction par instillation rectal de flagelline sur des souris juvéniles naives avant, pendant et apres le
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sevrage permettra de savoir si 'activation du récepteur TLR5 pendant la phase juvénile est bien la

cause de I'induction d’une HSVC chez ces souris a I'dge adulte.

Etudes sur les animaux NMS a I’age adulte

Dans notre étude, I'induction de stress en phase postnatale est liée a une hyperperméabilité
intestinale, une HSVC et une dysbiose intestinale a I’adge adulte. Comme dit précédemment, aucunes
altérations structurales n’ont été constatées dans notre modele. L’évaluation de la perméabilité
intestinale a été démontrée via une augmentation de la concentration sérique de FITC-Dextran
spécifiquement chez les souris présentant une HSVC. Cette méthode ne nous permet pas de savoir la
localisation de I'augmentation de la perméabilité intestinale le long du TG. Ainsi, des études ex vivo
utilisant des chambres d’Ussing permettront non seulement de connaitre le lieu de I'augmentation de
la perméabilité mais également par le biais de quelles voies celle-ci est altérée. Nous pourrons
également étudier 'impact direct du microbiote intestinal provenant de nos différents groupes sur la
perméabilité d’animaux naifs en réalisant des transferts de microbiote d’animaux avec une
hyperperméabilité dans des animaux axéniques. Enfin, de par I'utilisation de chambres d’Ussing, une

évaluation de la flagelline sur la perméabilité intestinale pourra également étre réalisée.

L'HSVC présente chez les animaux NMS S pourrait en parti d’apres notre étude étre microbiote
intestinale dépendante. La notion de signature microbienne est depuis quelques années un sujet
d’étude important dans les pathologies intestinales dont fait partie le SIl. Une méta-analyse récente
conclue que les bactéries des familles Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae et du genre Bacteroides
sont augmentées dans les microbiotes intestinaux des patients Sll en comparaison aux microbiotes de
patients controles, tandis que les genres bactériens Faecalibacterium et Bifidobacterium sont
diminués. Pour pouvoir confirmer de maniére direct I'implication du microbiote intestinal dans les
mécanismes d’"HSVC de notre modele, des expériences de transfert de matiere fécales couplées avec
des DCR pourront étre réalisé en transférant dans des souris axéniques le microbiote provenant soit
de souris NMS S, soit de souris NMS NS ou de souris NH, permettant ainsi de constater si oui ou non

ce microbiote induit de 'HSVC de maniere directe.

Nous avons montré que la flagelline FliC, ligand du récepteur TLR5, pouvait augmenter de
maniére transitoire la sensibilité colique dans des souris males naives. D’autres expériences seront a
réaliser pour confirmer I'implication du récepteur TLR5 dans les mécanismes d’"HSVC en modifiant les
concentrations (une seule concentration a été utilisée dans cette étude par installation intra-rectale
de 5ug dans un volume de 50ul), le lieu d’injection en réalisant le méme protocole de DCR mais avec

des injections intrathécal (i.t) et icv. En effet, il a été décrit précédemment I'implication du TLR5
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exprimé au niveau de la moelle épiniere dans la douleur (Xu et al., 2015). L’effet d’'une exposition
chronique cette fois-ci a de la flagelline bactérienne sur I’'HSVC et d’autres symptomes doit également

étre réalisé.

Nous avons montré une augmentation de |'expression de TLR5 au niveau des colonocytes de
souris NMS S, cette augmentation étant corrélée aux AUC correspondant aux pressions de distensions
douloureuses. Actuellement, aucuns outils ne permettent de mesurer la quantité protéique de TLR5
sur des modeles animaux, empéchant ainsi d’évaluer au niveau de I'épithélium colique de notre
modele de SlI la quantité mais également la localisation exacte du récepteur TLR5. Nous pourrons
cependant par la suite a I'aide des données bio-informatiques obtenues par le séquencage du
microbiote fécale et la lignée cellulaire (HEK)-Blue-mTLR5 réaliser une mesure in silico et in vitro de la
quantité de bactéries flagellées et donc de flagelline présentent au niveau du microbiote fécal de nos
animaux, montrant ainsi le role potentiel du récepteur TLR5 dans notre contexte. L’épithélium étant
composé d'un grand nombre de types cellulaires comprenant également des cellules
entéroendocrines, il serait intéressant de réaliser des expériences de FISH permettant la visualisation
du récepteur TLR5 au niveau de I'épithélium et ainsi a I'aide de co-marquages déterminer le type
cellulaire. Des études récentes décrivent le systeme nerveux entérique comme un acteur potentiel
dans les phénomeénes de douleurs viscérales et d’HSVC. Ainsi, par des microdissections « whole-
mount » (permettant de distinguer les différentes couches du compartiment colique : muqueuse,
sous-mugqueuse et couches musculaire et longitudinales) des clons de nos animaux (Figure 30), nous
pourrons réaliser des expériences de FISH sur ces tissus et constaté si oui ou non I'expression de TLR5
est modifiée dans les différentes populations de neurones, de glies entérique et de cellules
immunitaires comme les macrophages résidents (Delvalle et al., 2018; Morales-Soto and Gulbransen,
2019; De Schepper et al., 2018; Smith-Edwards et al., 2019). Enfin, ces techniques de microdissection
whole mount nous permettrait également avec des immunomarquages de caractériser I'implication
du stress postnatal sur les différentes populations neuronales et gliales du SNE a I'age adulte mais

également pendant la phase de séparation maternelle sur les souriceaux.

Pour confirmer I'implication du récepteur TLR5 dans I'HSVC de notre modeéle de Sl non-
inflammatoire, deux méthodes pourront étre employées. La premiere méthode serait
pharmacologique. En effet, il a été décrit dans une étude publiée en 2016 que l'utilisation d’un
antagoniste de TLR5, le TH1020, avait dans un modele de douleur périphérique un effet antalgique
(Das et al., 2016b). Ainsi, dans notre modele NMS, apres avoir réalisé des DCR sur I'ensemble de nos
animaux, une instillation intrarectale de cet antagoniste pourra étre testée de maniére aigue et de
maniére chronique pour tester son effet antalgique. D’autres voies d’administration pourront

également étre étudiées. La deuxieme méthode serait génétique. En effet, par I'intermédiaire de souris
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Figure 31 : Etude de l'effet de d’IL-17 sur la sensibilité colique

A : Des souris males C57BI/6J, soumises a un stress induit par séparation maternelle néonatale du
2éme au 14éme jour post-natal, ont recu par gavage, a 'dge adulte, 10'° bactéries productrices d’IL-17
ou des bactéries contréles, pendant 10 jours (JO a J9). La sensibilité colique des animaux a été évaluée
grace au test de DCR aprés 10 de traitement et 21 jours aprés le traitement (J31).

B : Sensibilité colique et AUC correspondantes aux pressions de distension de 60 a 100 mmHg des
souris adultes a JO, J10 et J31 ayant recu par gavage des bactéries controles.

C : Sensibilité colique et AUC correspondantes aux pressions de distension de 60 a 100 mmHg des
souris adultes a JO, J10 et J31 ayant recu par gavage des bactéries productrices d’IL-17.

* 1 p<0,05 vs. MS + IL-17 JO, ** : p<0,01 vs. MS + IL-17 J31, *** : p<0,001 vs. MS + IL-17 JO, **** .
p<0,0001 vs. MS + IL-17 JO. ANOVA 2 voies et test de Bonferonni en post-hoc (VMR) ou test de Kruskal-
Wallis et test de Dunn en post-hoc (AUC)



déficientes pour TLR5 spécifiqguement au niveau de I'épithélium intestinal et dont la délétion serait
inductible par du tamoxiféne (TLR5 f/f x VilCre(ER)), nous pourrons aprés avoir réalisé une NMS sur ces
animaux, établir une valeur de sensibilité de base par DCR, puis aprés traitement au tamoxifene
réaliser une nouvelle mesure de sensibilité par DCR. Ainsi, I'effet de TLR5 sur 'HSVC présente dans

notre modele serait déterminé.

Enfin, nous avons étudié dans notre laboratoire I'effet d’'une bactérie productrice d’IL-17
comme traitement antalgique dans notre modéle NMS (Collaboration en cours avec le Dr Jean-Marc
Chatel de I'INRA de Jouy-en-Josas). Il a été décrit que I'lL-17 permettait la régulation de la perméabilité
intestinale dans des conditions homéostatiques mais également pathologiques telles que les MICI
(Amatya et al., 2017; Atarashi et al., 2015; Martinez-Lépez et al., 2019; Maxwell et al., 2015; Omenetti
and Pizarro, 2015; Omenetti et al.,, 2019). Cependant, des données montrent également une
association entre I'expression d’IL-17 intestinale et I'inflammation. Il semblerait donc que le mode
d’action de cette cytokine dépende grandement du contexte physiologique, montrant un état
d’équilibre délicat a ne pas dépasser (Yang et al., 2015). Nos données montrent que le traitement avec
ce probiotique producteur d’IL-17 pendant dix jours permet une diminution drastique de la sensibilité
colique de nos animaux (Figure 31). Notre hypothése est que I'lL-17 étant produite dans la lumiére
intestinale par la bactérie, cette cytokine pourrait traverser la barriére intestinale de nos animaux plus
facilement du fait de I'hyperperméabilité présente. Ceci permettrait ainsi la fixation de I'lL-17 au
niveau des récepteurs présents sur I'épithélium intestinal et ainsi une régulation de la perméabilité
intestinale, associé a une diminution de la sensibilité colique. Il est intéressant de noter que cet effet
est transitoire. En effet, nous avons également réalisé des DCR sur ces souris 31 jours apres traitement,
et nous avons constaté que I'effet antalgique de cette bactérie productrice de IL-17 n’était plus
observé. D’autres manipulations sont encore nécessaires pour pouvoir déterminer par quels
mécanismes ces bactéries productrices d’'IL-17 agissent sur I’'HSVC présente dans notre modele animal

de SlI.
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Dans notre étude, nous avons démontré que les souris déficientes pour TLR5 présentent un
état hypo-anxieux par rapport aux WT littermates, qui est associé a une diminution significative du
taux de corticostérone plasmatique ainsi que de I'expression de c-fos dans le PVN hypothalamique 30
min apres un stress de contention. Fait intéressant, aucune altération de la dépression et des
comportements cognitifs n’a été observée chez les souris TLR5KO et I'injection icv de flagelline FIiC,
agoniste spécifique de TLR5, n’a pas induit de modifications des comportements liés a I'anxiété chez
les souris WT et TLR5KO. En outre, nous n’avons trouvé aucun changement dans I'expression
transcriptomique d’autres récepteurs TLR et certaines cytokines connues pour affecter les
comportements intégrés dans plusieurs structures cérébrales (cortex préfrontal, hippocampe et
amygdale) qui pourrait expliquer en partie ce phénotype spécifique au TLR5. Cependant, I’altération
du microbiote intestinal a I'aide d’un traitement antibiotique a légérement inversé le phénotype

hypoanxieux seulement chez les souris TLR5KO.

A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude évaluant le comportement anxieux chez
les souris TLR5KO montrant un phénotype hypoanxieux spécifique. Les souris déficientes pour le
récepteur TLR5 ont enterré beaucoup moins de billes que les animaux WT, ont passé plus de temps a
bras ouverts dans le labyrinthe en croix surélevé et ont fait plus de plongeons de téte, démontrant
clairement une réduction du comportement anxieux. L'implication de certains TLR dans plusieurs types
de comportements intégrés a déja été documentée dans des études animales, en particulier dans
I'anxiété, la dépression et les mécanismes de mémoire en plus de leur réle bien connu dans I'immunité
innée. En effet, les souris qui n’avaient pas le récepteur TLR4 affichaient un comportement anxieux en
utilisant un champ ouvert, un labyrinthe élevé et des tests de boites claires/foncées (Femenia et al.,
2018b). A Iinverse, Okun et ses collégues ont constaté que I'inhibition de TLR4 chez les souris WT
provoquait une diminution du comportement anxieux (Okun et al., 2012). De plus, il a été montré que
les souris déficientes pour TLR4 interagissaient pendant une période plus courte avec l'intrus que les
souris WT dans le test d’interaction sociale (Femenia et al., 2018b). D’autres études ont démontré une
implication du TLR4 dans la mémoire avec une amélioration de la mémoire spatiale a long terme chez
les souris TLR4KO par rapport aux WT (Okun et al., 2012) et un comportement dépressif similaire
associé a une régulation supraspinale du TLR4 (Strekalova et al., 2015). De fagon similaire a nos
résultats, un phénotype hypoanxieux a été observé chez les animaux dépourvus de TLR2 et de TLR3,
mais celui-ci était également associé a une déficit cognitif. Les souris TLR2KO présentaient des déficits

dans les comportements sociaux, notamment une reconnaissance sociale réduite, une interaction
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sociale réduite et un comportement agressif par rapport aux animaux WT (Park et al., 2015). Dans une
étude récente menée par Nie et al. en 2018 utilisant des souris présentant une double délétion
génétique pour TLR2 et TLR4, il a été démontré un role central du TLR2/4 dans les changements
comportementaux induits par le stress associé a une défaite sociale répétée (Nie et al., 2018). Les
souris déficientes pour TLR3 ont également démontré des comportements liés a I'amygdale altérés et
une anxiété dans les tests de conditionnement a la peur, du champ ouvert (open field) et le test du
labyrinthe en croix surélevé (elevate plus maze EPM). En revanche, ces animaux ont montré une
mémoire de travaux dépendants de I’"hippocampe dans le labyrinthe aquatique ou piscine de Morris,
une reconnaissance de nouvel objet et un conditionnement a la peur augmentés, suggérant que la
signalisation TLR3 constitutive régule négativement les voies connues pour jouer des roles importants
dans la plasticité hippocampale (Okun et al., 2010b). Ainsi, plusieurs TLRs ont été impliqués dans le
comportement lié a I'anxiété mais aussi dans les comportements dépressifs et cognitifs. Ici, dans nos
conditions expérimentales, les souris TLR5KO passent une durée d’'immobilité similaire a celle des
souris WT dans les tests de nage forcée et de suspension de la queue et aucune modification de
I’hyponéophagie n’a été observée, indiquant aucuns comportements dépressifs. De plus, nos résultats
n’ont montré aucunes altérations de la mémoire spatiale ou altérations sociales entre les animaux WT

et TLR5KO, mettant en évidence une implication spécifique de TLR5 dans un comportement anxieux.

Puisque I'anxiété altérée est souvent associée a des changements dans I'activation de I'axe
HPA (Foster and McVey Neufeld, 2013b), nous avons évalué le niveau de corticostérone plasmatique
et I'activation neuronale au sein du PVN thalamique et hypothalamique aprés un stress de contention
aigué chez les souris WT et TLR5KO. Chez les souris qui présentaient un déficit de TLR5, il a été observé
une réduction significative du taux plasmatique de corticostérone par rapport au taux de
corticostérone chez les souris WT 45 min apres la retenue, qui est revenu a un niveau basal 90 min
apres la contention. La quantification de I'activation neuronale au moyen d'immunomarquage de c-
fos n’a révélé aucune différence statistique entre les souris WT et TLR5KO dans le PVN thalamique et
hypothalamique avant la contention. Cependant, |'expression augmentée de c-fos seulement dans le
PVN hypothalamique a 45 minutes aprés la contention a été significativement réduite chez les souris
TLR5KO par rapport aux WT. Ces résultats ont indiqué que les souris TLR5-KO présentaient une
activation altérée de I'axe HPA a la suite d’un stress aigu qui commencait probablement au niveau
hypothalamique, entrainant finalement une diminution de la corticostérone libérée par la glande
surrénale. Selon des études antérieures, 'augmentation de I'expression du c-fos aprés un paradigme
de stress chez des souris WT a été associée a une augmentation de I'expression du TLR4 dans les
neurones du PVN hypothalamique des animaux (Lin et al., 2018; Tang et al., 2017a). De plus, il a été

décrit que I'administration d’IL-18 provoque l'activation des circuits cérébraux impliqués dans la
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régulation de I'HPA et I'élévation du corticostérone plasmatique de maniere Myd88 dépendante
(Gosselin and Rivest, 2008). Myd88 est une composante essentielle de la signalisation intracellulaire
de la plupart des récepteurs TLR, y compris le TLR5. Ainsi, la signalisation TLR5 pourrait étre impliquée

dans la régulation de I’axe HPA dans un contexte stressant au niveau du cerveau.

Ensuite, nous avons évalué si le TLR5 contrdlait I’expression génétique associée a la régulation
du comportement anxieux au niveau supraspinal. Comme il a été décrit que les souris TLR5 KO
présentaient des taux de cytokines plasmatiques modifiés (Carvalho et al., 2012e; Vijay-Kumar et al.,
2010c), nous avons étudié I'expression transcriptionnelle de I'lL-1B, de I'lL-6, de I'lL-10 et du TNF-a
dans le cortex préfrontal (PFC), I'hippocampe et I'amygdale de nos souris déficientes pour TLR5 et WT
littermates. Plusieurs études ont démontré que la modulation des cytokines, des chimiokines et
I’activation neuroimmunitaire jouent un role clé dans les processus cognitifs, les troubles dépressifs
majeurs, la compulsivité et I'anxiété (McAfoose and Baune, 2009). En effet, I'IL-6, une cytokine pro-
inflammatoire, a été montrée comme impliquée dans le comportement anxieux (Niraula et al., 2019).
D’autres cytokines tel que I'lL-10 jouent également un réle important dans la régulation de I'anxiété
(Labaka et al., 2017; Voorhees et al., 2013). En effet, il a été démontré que les souris déficientes pour
TLR5 présentaient une augmentation de la cytokine IL-1B pro-inflammatoire dans le plasma(Carvalho
et al, 2012e). Aucune différence significative n’a été observée concernant I'expression
transcriptionnelle de I'lL-6, de I'IL-10 et du TNF-a entre les souris WT et TLR5KO dans le PFC, 'amygdale
et I"hippocampe. Ce résultat est semblable a celui de Tramullas et al qui n'ont pas observé de
différences dans I'expression basale de certaines cytokines dans le PFC entre les souris WT et TLR4 KO
(Tramullas et al., 2014a). Toutefois, a la suite d’un stress chronique, 'augmentation des cytokines IL-
6, IL-13 et TNF-a de la PFC était absente au niveau du PFC des souris TLR4-KO par rapport au WT. Nous
avons alors évalué I'expression du TLR4 ainsi que du TLR2 et du TLR3 dans les différentes structures
cérébrales entre les souris WT et TLR5 KO. Encore une fois, aucune différence significative dans
I’expression transcriptomique de ces TLR n’a été observée. Le BDNF est connu pour réguler I'anxiété,
la neuroplasticité et la mémoire et une étude récente de Femenia montre une diminution de
I'expression du BDNF dans |'hippocampe des souris TLR4-KO (Femenia et al., 2018b). Aucune
différence significative n’a été constatée dans notre étude concernant [’expression du BDNF dans
I’"hippocampe. Enfin, I'expression de GR au niveau de I'amygdale qui est cruciale pour I'anxiété, n’est
pas modifiée chez les souris TLR5-KO en comparaison aux souris WT. Par conséquent, la délétion
génétique de TLR5 n’est pas associée a des altérations de I'expression transcriptomiques des cytokines
ou des TLR dans les structures cérébrales connues pour leur réle dans la régulation du comportement

lié a I'anxiété.
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Nous avons également étudié si I'activation directe du TLR5 entraine des changements dans
les comportements liés a I'anxiété puisque le TLR5S est exprimé dans le SNC (Chakrabarty et al., 2018;
Herrera-Rivero et al., 2019; Zeisel et al., 2018), et I'administration de LPS qui est un activateur
spécifique de TLR4 induit des comportements associés a de I'anxiété chez les rongeurs, tandis que son
inhibition conduit a un effet opposé (Mayerhofer et al., 2017b; Savignac et al., 2016; Tramullas et al.,
2014a; Wickens et al., 2018) . Par conséquent, nous avons testé I'effet de I'injection icv de I'agoniste
spécifique de TLR5 Flagellin chez les souris WT et TLR5KO dans le test d’enfouissement des billes. Notre
étude n’indique aucun effet de I'injection de Flagellin en icv chez les souris WT et TLR5KO sur le
comportement lié a I'anxiété. Ainsi, 'implication TLR5 dans I'anxiété pourrait étre liée a une voie
indirecte, impliquant le microbiote intestinal. En effet, plusieurs études ont mis en évidence la dysbiose
intestinale chez les souris TLR5KO, liée aux maladies inflammatoires de l'intestin, au syndrome
métabolique et au cancer du foie cholestatique (Carvalho et al., 2012f, 2012g; Singh et al., 2018; Vijay-
Kumar et al., 2007, 2010b). De plus, il est de plus en plus décrit que le microbiote intestinal module
plusieurs aspects comportementaux des animaux et humains. Par exemple, les souris GF ont une
augmentation de I'activité locomotrice et, ce qui est important, afficher un comportement d’anxiété
altérée (Backhed et al., 2007; Diaz Heijtz et al., 2011). Afin de caractériser le r6le du microbiote
intestinal dans le phénotype hypoanxieux présent chez les souris TLR5KO, un traitement de néomycine
apres le sevrage des animaux WT et TLR5 a été effectué jusqu’a I'dge adulte, ce qui a entrainé un
changement de composition du microbiote intestinal. Comme prévu, nos résultats montrent toujours
une diminution du nombre de marbre enterré dans les souris TLR5 KO par rapport aux souris WT non
traités a la néomycine, mais tandis que le traitement a la néomycine chez les souris WT n’a pas affecté
le nombre de billes enterrées, Les souris TLR5KO traitées n’ont pas enterré moins de billes que les
souris WT, contrairement aux souris témoins TLR5KO. Ce résultat fournit une preuve indirecte du réle
possible du microbiote intestinal dans le phénotype hypoanxieux des souris TLR5KO qui pourrait a son
tour, altérer le fonctionnement de I'axe HPA. En effet, plusieurs études ont montré que le microbiote
intestinal peut affecter I'axe HPA (Butler et al., 2019; Cryan et al., 2019; Vodicka et al., 2018; de Weerth,
2017). Cependant, nous ne pouvons exclure totalement un réle direct du TLR5 exprimé dans les

structures cérébrales de I'axe HPA.

En conclusion, nos résultats ont démontré un role clé du TLR5 dans la régulation du
comportement anxieux chez les rongeurs. Nous suggérons que la suppression de ce récepteur conduit
a une dysbiose intestinale entrainant le dysfonctionnement de I'axe HPA, résultant a un comportement
d’anxiété altérée chez les animaux. L'implication de TLR5 semble spécifique au comportement lié a
I'anxiété car contrairement a d’autres TLR tels que TLR2, TLR3 et TLR4, les souris TLR5 KO ne

présentaient pas de comportements dépressifs ou des déficits cognitifs. Plusieurs études ont mis en
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évidence |’axe cerveau-intestin-microbiote en tant que régulateur clé de I'anxiété, de la dépression et
des troubles cognitifs, et d’autres études sont nécessaires pour clarifier ce role spécifique du TLR5 dans

la régulation de I'anxiété.

Implication centrale de TLR5 sur les comportements anxieux

Pour caractériser I'implication centrale de TLR5 sur les comportements anxieux, nous pourrons
par la suite évaluer I'expression de ce récepteur au niveau des différentes régions encéphaliques
impliquées dans les mécanismes de I'anxiété dans des modéles animaux connues comme présentant
apres induction des comportements anxiogénes. Ainsi, par des expériences de FISH et de gqRT-PCR,
nous pourrons ainsi caractériser la localisation de ce récepteur comportent les différentes régions
supra-spinales mais également concernant le type cellulaire (neurones, astrocytes, microglies, cellules

immunitaires...) et les taux de transcription du récepteur TLR5 dans un contexte anxieux.

Nous avons testé dans notre étude l'effet d’une injection icv de flagelline FliC sur le
comportement anxieux par l'intermédiaire du test de marble bearing. Aucun effet ne fut constaté.
Cependant, il s’agit d’'une injection aigue. De nouvelles expériences utilisant cette fois-ci des injections
répétées, en ayant au préalable réalisé sur nos animaux par chirurgie stéréotaxique I'implantation de
canules (ces canules pouvant étre reliées a des pompes automatiques permettant de délivrer un
volume précis selon une temporalité prédéfinie par I'expérimentateur, ainsi le manipulateur n’induit
pas de stress supplémentaires de par les injections et donc les contentions répétées sur I'animal)
permettant ainsi l'injection chronique de FliC. De plus, I'implantation de canules permettrait
également d’induire des injections répétées dans différentes régions encéphaliques impliquées dans

les mécanismes de I'anxiété.

L'inhibition du récepteur TLR5 au niveau central et I'impact de cette inhibition sur les
comportements associés a de I'anxiété représentent une perspective majeure concernant notre étude
actuelle. L'étude de l'inhibition supra-spinale de TLR5 peut étre réalisée par deux méthodes, |'une
pharmacologique et l'autre utilisant des animaux génétiquement modifiés. Un antagoniste au
récepteur TLR5 a été montré efficace contre les douleurs neuropathiques dans un article publié par
Das en 2016 (Das et al., 2016a). Ainsi, nous pourrons tester cet antagoniste par icv dans nos groupes

d’animaux et également dans des modeles précliniques présentant de I'anxiété. De méme que pour
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les futures évaluations de la flagelline FliC, I'utilisation de canules et de pompes automatiques
pourront permettre d’évaluer I'effet chronique de cet inhibiteur sur I'ensemble de nos tests
comportementaux permettant d’évaluer les comportements anxieux. Enfin, des souris génétiquement
modifiées permettant une délétion spécifique et inductible de TLR5, par injection de virus exprimant
une Cre dépendamment de promoteurs spécifiques des astrocytes, de la microglie et des neurones au
niveau supraspinal, permettrait également d’évaluer |'effet de la délétion de TLR5 spécifiquement au

niveau encéphalique dans les mécanismes associés a I'anxiété.

Enfin, il a été décrit que les animaux déficients pour TLR5 présentaient une augmentation de
la perméabilité intestinale. De plus, un nombre croissant d’études émettent I’hypothése du « leacky
gut, leacky brain » (Obrenovich, 2018), associant I'augmentation de la perméabilité intestinale a une
augmentation de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (Blood Brain Barrier BBB). La BBB
fait partie d’une unité neurovasculaire (NVU) comprenant des cellules endothéliales microvasculaires
cérébrales (BMEC), des péricytes, des astrocytes, des neurones, des cellules microgliales et une matrice
extracellulaire, qui contribuent a réguler la stabilité et la fonction de la BBB. Cette organisation est
présente dans toutes les régions du cerveau, a I'exception des organes circumventriculaires, qui
régulent le SNA et les glandes endocrines et ont des fenestrations permettant la diffusion de molécules
a travers les parois des vaisseaux. Il est décrit que les souris déficientes pour TLR5 présentent une
dysbiose intestinale (Chassaing et al., 2014a; Fulde et al., 2018). De plus, il est fortement décrit que la
BBB est altérée dans des contextes d’anxiété mais également de dysbiose intestinale (Braniste et al.,
2014). Ainsi, dans notre contexte d’étude, nous pourrions évaluer si les souris TLR5KO présentent une

BBB avec des différences structurales et/ou de perméabilité de celle retrouvée chez les souris WT.

Perspective TLR5 et microbiote intestinal

Dans notre étude, nous montrons qu’un traitement a la néomycine dans |‘eau de boisson apres
le sevrage jusqu’a I’age adulte reverse le phénotype hypoanxieux des animaux TLR5KO sans effet sur
les animaux WT. Nous concluons donc un réle potentiel du microbiote intestinal sur les
comportements associés a I'anxiété. De plus, il a été décrit une relation bidirectionnelle entre I'anxiété
et le microbiote intestinal (Foster and Neufeld, 2013; Foster et al., 2017). Nous pourrons par la suite a
I'aide de souris GF TLR5KO et WT réaliser des transferts de microbiote intestinal provenant d’animaux
donneurs WT et TLR5KO dont I’évaluation des comportements associés a I'anxiété dans notre sera au
préalable réalisés. Ainsi aprés colonisation des animaux « receveurs », nous pourrons évaluer si la
colonisation par le microbiote intestinal des souris « donneurs» est suffisante pour induire le

phénotype hypoanxieux observé dans notre étude.

Discussions et Perspectives 126



>

Response (mmHg.s)

80+ 3553 B 4000- s
WT (n=5) ek ’
60- TLR5KO NS (n=5) A
—— TLR5KO S (n=5) 3000+
40+ o 4
S 2000- .
20- < . B
i 'L A
0 I_ ' - 10004 —eg*—
® .-
-20 L L Ll L | 1 0 T 1 T
0 20 40 60 80 100 WT TLR5KONS TLR5KO S

Distension pressure (mmHg)

Figure 32 : Evaluation de la sensibilité colique des animaux TLR5KO

La sensibilité colique de souris males C57BI/6J wild-type (WT) littermates et TLR5KO
agées de 12 semaines a été évaluée grace au test de DCR.

A : Réponse des animaux WT, TLR5KO non-sensibilisés (TLR5KO NS) et TLR5KO
sensibilisés (TLR5KO S) en fonction des pressions de distension et

B : Aires sous la courbe (AUC) correspondantes. WT : n=5, TLR5KO NS : n=5, TLR5KO S :
n=5. * : p<0,05 vs. WT ; *** : p<0,001 vs. WT ; S : p<0,05 vs. TLR5KO NS ; $S : p<0,01 vs.
TLR5KO NS ; SSSS : p<0,0001 vs. TLR5KO NS. ANOVA 2 voies et test de Tukey en post-
hoc (A) ou test de Kruskal-Wallis et test de Dunn en post-hoc (B).



Une étude a montré que les souris dont la délétion génétique pour TLR5 était spécifique a
I’épithélium intestinal (TLR5S% ) présentaient le méme phénotype intestinal que les souris avec une
délétion non spécifique a un tissu (Chassaing et al., 2014a). Dans notre étude, nous ne pouvons
totalement conclure que la dysbiose intestinale induite par la délétion de TLR5 serait la cause
principale du phénotype d’hypoanxiété observé. Ainsi a I'aide de ce modele génétique de souris, nous
pourrons réaliser I'ensemble de nos tests comportementaux et constater si, oui ou non, les souris
TLR5%EC présentent également un phénotype hypoanxieux, renforcant ainsi notre hypothése d’un

mécanisme microbiote intestinal dépendant.

Enfin, il a été décrit que les animaux TLR5KO présentent une inflammation a bas bruit en
comparaison aux animaux WT, certains pouvant également déclarer une forte inflammation intestinale
associée a la présence d’un prolapsus rectal dans environ 5% des cas (Carvalho et al., 2012g; Vijay-
Kumar et al., 2010b). L'anxiété étant une des comorbidités majeures des douleurs viscérales, notre
laboratoire a étudié si les animaux TLR5KO présentent également une modification au niveau de leurs
sensibilités coliques. Contre toutes attentes, une partie des souris TLR5KO (environ 50%) présentent
une HSVC en comparaison aux souris WT (Figure 32). Nous pourrons donc pour la suite de notre étude
évaluer le lien entre cette hypoanxiété et la sensibilité viscérale, notamment en caractérisant si
I'inflammation colique a bas bruit pourrait étre un facteur déterminant des comportements

hypoanxieux ou non des animaux TLR5 KO.

Discussions et Perspectives 127






Ce travail de these, permettant la publication potentielle de deux études, a permis tout
d’abord d’établir un lien entre I’hyperperméabilité intestinale, I’'HSVC, les modifications du microbiote
intestinal et I'expression des différents TLR au niveau de I'épithélium colique d’animaux modeles de
Sl non inflammatoire. Nos données montrent une augmentation de I’expression de TLR5 au niveau de
I’épithélium colique corrélée a ’'HSVC. Une meilleure caractérisation de |'expression de ce récepteur
ainsi que I'impact de son inhibition sur la sensibilité colique sont maintenant nécessaires pour valider
si oui ou non TLR5 représente une nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le traitement des
douleurs viscérales associées a de 'HSVC. L’étude de I'implication de ce récepteur dans des contextes

cliniques de douleurs viscérales est également nécessaire pour conclure.

A notre connaissance, notre deuxieme étude est la premiére étudiant I'implication du
récepteur TLR5 dans les comportements associés a I'anxiété. Contre toutes attentes, les animaux
TLR5KO possedent un phénotype hypoanxieux dans notre contexte, ce qui est pour le moins inattendu
compte tenue de la littérature présente actuellement sur le sujet concernant I'implication des autres
TLR dans les mécanismes de I'anxiété. Notre hypothése concerne une implication du microbiote
intestinal dans ces mécanismes induisant de I’hypoanxiété en comparaison aux animaux controles,
bien gu’on ne puisse pas exclure I'implication du récepteur TLR5 au niveau supra-spinal. Plusieurs
expériences sont ainsi encore nécessaires pour pouvoir conclure quant a I'implication du TLR5 dans ce

phénotype d’hypoanxiété.

Ainsi, ce travail de thése m’a permis de travailler d’une part sur la physiologie intestinale
associée a I'HSVC mais également sur le comportement animal et I’ensemble des troubles centraux
associés, rentrant ainsi dans une thématique d’étude importante de nos jours, I'axe cerveau-intestin-

microbiote.
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Recherche de nouveaux cibles pharmacologiques dans le traitement
de I’hypersensibilité viscérale d’origine colique

Les douleurs abdominales chroniques sont un motif récurent de consultation en service de
Gastroentérologie. Cependant, les traitements actuels présentent peu d’efficacités thérapeutiques.
Ces douleurs sont principalement associées a deux pathologies gastro-intestinales : le syndrome de
I'intestin irritable (SII) et les maladies inflammatoires coliques de I'intestin (MICI), en particulier lors
des périodes de rémission. Il existe une étiologie commune concernant ces douleurs chroniques
associées a ces deux pathologies intestinales, notamment I’hypersensibilité viscérale d’origine colique
(HSVC). Plusieurs mécanismes peuvent étre responsables de cette HSVC comme un dysbiose
intestinale, une dérégulation de I’axe hypothalamo-cortico-surrénalien (HPA) ou encore une activation
immunitaire anormale. Des altérations de I'axe cerveau/intestin/microbiote ont été décrites pour
chacun des types de pathologies, correspondant au niveau central, a des troubles cognitifs, un
phénotype anxio-dépressif et au niveau intestinal a des altérations du transit et de la perméabilité
intestinale, une inflammation a bas bruit, reflétant notamment un déreglement du systeme
immunitaire inné, ainsi qu’une étiologie infectieuse et une dysbiose touchant le microbiote intestinal.

Les objectifs de ce travail de thése étaient tout d’abord d’évaluer I'expression des Toll-like
receptors (TLR) au niveau de la muqueuse colique, sur un modele animal présentant une HSVC, le
modele de séparation maternelle (NMS). Les événements déléteres pendant I'enfance (Early adverse
life event - EALE) sont des expériences traumatisantes vécues en bas ages, comme la violence physique
ou sexuelle, ou encore la perte d’un parent, ainsi que des relations déléteres avec le tuteur principal.
Ces événements peuvent, a I'age adulte, induire un large éventail de troubles médicaux chroniques, y
compris le Sll. En effet, plusieurs études font état d’'une augmentation de la prévalence du Sll en cas
de EALE. Il est possible de transposer de telles observations cliniques sur des modeles d’études
animaux en préclinique, par exemple, en utilisant le modéle animal de NMS. Il a été constaté une
augmentation de I'expression du gene codant la protéine TLR5 au niveau des entérocytes seulement
chez les animaux NMS présentant une HSVC, ainsi qu’une augmentation de la perméabilité intestinale
et une dysbiose intestinale chez ces mémes animaux.

Le deuxieme objectif de ce travail concerne le concept émergent d’axe cerveau-intestin-
microbiote, suggérant un continuum physiopathologique entre la dysbiose ou I'infection intestinale et
un ensemble de troubles neuropsychiatriques. Pour réaliser cet objectif, il fut évalué I'impact de la
suppression du TLR5 a I'aide de souris TLR5KO sur les comportements anxieux, dépressifs et cognitifs,
et examiné le mécanisme impliqué, comme la réponse de I'axe HPA a la suite du stress aigu, les
changements dans |'expression des cytokines dans certaines structures cérébrales (amygdale,
hippocampe et cortex préfrontal) et/ou le réle du microbiote intestinal.

Ce travail de thése a permis tout d’abord d’établir un lien entre I’'hyperperméabilité intestinale,
I'HSVC, les modifications du microbiote intestinal et I'expression des différents TLR au niveau de
I’épithélium coliqgue d’animaux modeles de Sl non inflammatoire. Il a permis également d’étudier
I'implication du récepteur TLR5 dans les comportements associés a |’anxiété, comorbidité majeure de
I’'HSVC. Ainsi, le récepteur TLR5 pourrait représenter une cible pharmacologique potentielle pour le
traitement de ’'HSVC associée aux pathologies gastro-intestinales que sont le Sll et les MICl en période
de rémission.



