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Résumé 
 

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de l’intestin (MICI), très invalidante, 

évoluant par poussées d’intensités et de localisations variables entrecoupées de périodes de rémission clinique. Cette 

maladie est incurable, seuls des traitements symptomatiques sont disponibles à ce jour pour soulager les patients. 

Concernant l’étiologie de la MC, elle est multifactorielle, résultant de l’interaction complexe entre des prédispositions 

génétiques, des facteurs environnementaux et des altérations de la composition du microbiote. Le régime alimentaire de 

type occidental, enrichi en sucres, en graisses, en aliments transformés et pauvre en fibres, est un des principaux facteurs 

de l’environnement mis en cause dans le développement de la MC. De plus, des souches particulières d’Escherichia coli, 

les E. coli adhérents et invasifs (AIEC), colonisent anormalement la muqueuse iléale des patients atteints de MC via des 

mécanismes qui n’ont pas été totalement caractérisés. Depuis quelques années, un intérêt nouveau s’est porté sur 

l’implication des facteurs épigénétiques dans la pathogenèse de la MC. Des altérations des niveaux d’acétylation des 

histones ou encore une diminution de l’expression des histones désacétylases (HDACs) ont notamment été rapportées 

chez les patients atteints de MC. Ainsi, l’objectif principal de cette thèse était de mieux comprendre l’interaction AIEC-

épithélium intestinal en se concentrant sur des facteurs épigénétiques et environnementaux.  

Grâce à des études in vitro ainsi qu’à des validations in vivo et dans une large cohorte de patients atteints de MC, 

HDAC1 et HDAC5 ont été identifiées comme des acteurs centraux et antagonistes de la régulation de la colonisation 

intestinale par les Entérobactéries et les AIEC. Des analyses transcriptomiques réalisées sur des cellules transfectées avec 

des siARNs dirigés contre HDAC1 et HDAC5 ont révélé le rôle de HDAC1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire 

et dans la formation du cytosquelette d’actine ainsi que celui de HDAC5 dans la perméabilité paracellulaire. Suite à la 

consommation d’un régime enrichi en graisses (HF), il a été observé une diminution de l’activité HDAC globale et une 

augmentation de l’expression de HDAC5, qui sont des conditions favorisant l’entrée des AIEC dans les cellules 

épithéliales intestinales. Aussi, suite à une nouvelle analyse transcriptomique, une répression des gènes impliqués dans la 

reconnaissance et la prise en charge des bactéries a été mise en évidence chez les souris nourries avec le régime enrichi, 

suggérant que le régime HF créerait un microenvironnement spécifique favorable à l’implantation des bactéries AIEC au 

niveau de la muqueuse iléale. Il a également été montré que les bactéries AIEC étaient capables, dans ce contexte, de 

moduler l’épigénome à leur avantage, afin de promouvoir leur propre colonisation. Ainsi, l’ensemble des données 

obtenues suggèrent que le ciblage de HDAC5, tout comme un rééquilibrage alimentaire, pourraient être des stratégies 

intéressantes pour limiter la colonisation intestinale par les bactéries AIEC chez les patients atteints de MC. 

Au cours de ma thèse, j’ai également travaillé sur la mise au point d’un nouveau modèle murin pour l’étude de 

l’interaction AIEC-épithélium intestinal : le modèle Vill-hCC6, qui permet de reproduire l’expression iléale anormale du 

récepteur CEACAM6, sur lequel les AIEC se fixent majoritairement. Grâce notamment à l’observation que les bactéries 

AIEC persistaient préférentiellement dans l’intestin des animaux transgéniques, nous avons montré que le modèle Vill-

hCC6 pouvait constituer un bon modèle préclinique de MC iléale. À l’avenir, il pourra permettre de mieux comprendre 

le rôle des AIEC dans la MC mais également de développer et tester de nouvelles molécules et stratégies pour le ciblage 

spécifique des bactéries AIEC implantées dans la muqueuse iléale des patients.  
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Présentation du manuscrit 
 

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de l’intestin (MICI) 

caractérisée par une inflammation chronique du système digestif. C’est une maladie invalidante, qui 

évolue par poussées inflammatoires entrecoupées de périodes de rémission clinique. L’étiologie de la 

MC étant complexe et pas encore entièrement connue, aucun traitement curatif n’est disponible à ce 

jour. Cette maladie serait le résultat de l’interaction entre des prédispositions génétiques, des facteurs 

environnementaux et des altérations de la composition du microbiote intestinal. Concernant les 

modifications du microbiote intestinal, il a été démontré que les bactéries Escherichia coli adhérentes et 

invasives (AIEC) étaient trouvées avec une plus forte prévalence au niveau de la muqueuse iléale des 

patients atteints de MC sans que les mécanismes moléculaires menant à cette colonisation anormale 

n’aient été totalement caractérisés. Aussi, depuis quelques années, un autre facteur est étudié comme 

pouvant jouer un rôle dans la pathogenèse de la MC : l’épigénétique. 

Ainsi, l’objectif de ma thèse était de mieux comprendre l’interaction entre les bactéries AIEC et 

l’épithélium intestinal en se concentrant sur des facteurs épigénétiques et environnementaux. Ce travail 

de recherche s’est notamment articulé autour de 2 axes :  
  

- Identification d’acteurs épigénétiques impliqués dans le contrôle de l’infection des 

cellules épithéliales intestinales par les AIEC. Cet axe a été structuré en 3 parties : 

� Étude du rôle des histones désacétylases (HDACs) dans le mécanisme d’infection 

des cellules épithéliales intestinales par les bactéries AIEC 

� Identification des mécanismes moléculaires sous-jacents de la régulation HDAC-

dépendante de la colonisation intestinale par les AIEC 

� Effets du régime occidental sur les marques épigénétiques et l’expression des gènes 

au niveau iléal 

- Mise au point d’un nouveau modèle murin pour l’étude de l’interaction AIEC-

épithélium intestinal. 
 

Concernant la structure du manuscrit, l’étude bibliographique se divisera en 3 grandes parties. 

Dans une première partie seront décrits les mécanismes de la régulation épigénétique des gènes avec un 

intérêt particulier adressé à l’acétylation des histones et à l’importance des HDACs en conditions 

physiologiques et pathologiques. La seconde partie s’intéressera à l’impact de l’environnement ou des 

micro-organismes sur les marques épigénétiques. La troisième partie sera, quant à elle, consacrée aux 

connaissances actuelles sur la maladie de Crohn, notamment sur les différents facteurs impliqués dans 

l’étiologie de la maladie. Le travail expérimental sera ensuite présenté sous forme de 2 articles 

scientifiques auxquels seront adossés un commentaire et d’éventuels résultats complémentaires. Enfin, 

le manuscrit se terminera par une discussion générale sur l’ensemble du travail présenté. 
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Première partie :  

Régulation épigénétique de l’expression des gènes 
 

I. Structure de l’ADN 
Le génome humain contient approximativement 6 milliards de paires de bases d’ADN 

organisées en 23 paires de chromosomes. Une paire de base mesure environ 0,34 nm de long ce qui fait 

que chaque cellule diploïde contient l’équivalent de 2 mètres d’ADN. À l’échelle du corps entier, cela 

représente 100 billions de mètres d’ADN par être humain. Afin de contenir la totalité du matériel 

génétique dans le noyau d’une cellule, l’ADN doit être fortement compacté. Pour cela, la double hélice 

d’ADN est enroulée autour des protéines histones formant un premier niveau de compaction : le 

nucléosome. Les histones (H1, H2A, H2B, H3 et H4) sont des protéines chargées positivement qui se 

lient de manière très étroite à l’ADN chargé négativement formant ainsi la chromatine. Le nucléosome 

est formé d’un octamère d’histones (2 copies de H2A, H2B, H3 et H4) autour duquel sont enroulées 146 

paires de base d’ADN. L’addition de l’histone H1 permet d’enrouler 20 paires de base supplémentaires 

formant le chromatosome. L’enchaînement des nucléosomes forme la fibre de chromatine de 30 nm de 

diamètre. Des niveaux de compaction supplémentaires de cette fibre vont se mettre en place via la 

formation de boucles et de bobines jusqu’à former le chromosome métaphasique qui correspond au 

niveau de compaction de l’ADN le plus fort (Figure 1) (Annunziato, 2008).  

Au sein du noyau, il existe différents types de chromatine : l’euchromatine et 

l’hétérochromatine. L’euchromatine est une forme relâchée, favorable à l’expression des gènes et 

présente dans des locus génomiques riches en gènes actifs. L’hétérochromatine est une forme condensée, 

transcriptionnellement moins active, principalement présente au niveau des péricentromères et des 

télomères ainsi qu’au niveau de régions géniques réprimées. Il existe un autre type de chromatine présent 

au niveau des centromères, la chromatine centromérique, où l’histone H3 est remplacée par le variant 

CENP-A (Morrison & Thakur, 2021). 

Des processus comme la transcription et la réplication requièrent la séparation des 2 brins 

d’ADN pour que les polymérases aient accès à l’ADN. L’accès à la chromatine peut être favorisé par 

des complexes de remodelage de la chromatine qui vont exposer l’ADN aux enzymes ainsi que par des 

modifications post-traductionnelles des histones.  

Notre système génomique est complexe et finement régulé. La génétique étudie les changements 

dans la séquence en acides nucléiques, les mutations, qui entraînent des modifications de l’expression 

des gènes. De manière différente, l’épigénétique s’intéresse à l’étude des changements dans l’activité 

des gènes sans qu’il n’y ait de changement de la séquence ADN. 
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II. Les différentes régulations épigénétiques connues   
Les marques épigénétiques peuvent être définies comme des modifications transmissibles lors 

des divisions cellulaires qui régulent l’expression des gènes sans qu’il n’y ait de changement de la 

séquence en acides nucléiques. Il existe différents types de modifications épigénétiques : les ARNs non 

codants, la méthylation de l’ADN et les modifications post-traductionnelles des histones.  

1. ARNs non codants : les miARNs 
Les ARNs non codants correspondent aux ARNs qui ne sont pas traduits en protéines. Parmi 

ces ARNs non codants, certains ont des rôles de régulation et sont divisés en 2 catégories basées sur leur 

taille : les petits ARNs non codants comprenant les miARNs, les siARNs et les piARNs, et les ARN 

longs non codants (lncARNs). Parmi les ARNs non codants, les miARNs sont les plus étudiés dans le 

contexte de la maladie de Crohn, c’est pour cela qu’ils seront détaillés dans cette partie.  

Le premier miARN a été identifié chez Caenorhabditis elegans au niveau du locus lin-4 dans 

les années 1990 (R. C. Lee et al., 1993). Cependant, il faudra attendre plusieurs années avant que la 

fonction régulatrice des miARNs ne soit appréciée. Depuis, des milliers de miARNs ont été identifiés 

chez diverses espèces (Kozomara & Griffiths-Jones, 2011). 

Les gènes des miARNs sont transcrits par l’ARN polymérase II dans le noyau générant des pri-

miARNs (« primary miARNs »). Les long pri-miARNs sont ensuite clivés par « microprocessor », qui 

contient la ribonucléase III DROSHA et son cofacteur essentiel DGCR8, libérant un pre-miARN de 60-

70 nucléotides (« precursor miARN »). Le pre-miARN est par la suite exporté du noyau vers le 

cytoplasme via l’exportine 5 et clivé par DICER 1, une ribonucléase III, associée à TRBP générant un 

duplex d’une vingtaine de nucléotides. Un brin du miARN mature est lié par une protéine de la famille 

Argonaute et retenu dans le complexe RISC. Le miARN va ensuite interagir, dans la plupart des cas, 

avec la région 3’UTR (« 3’ untranslated region ») des ARNm résultant en la dégradation de l’ARNm 

complémentaire ou en l’inhibition de la traduction en fonction de la complémentarité (Figure 2) 

(Rupaimoole & Slack, 2017). Chaque miARN peut cibler des centaines d’ARNm dans un type cellulaire 

donné et un seul ARNm est la cible de plusieurs miARNs. La transcription des pri-miARNs peut être 

régulée négativement ou positivement par différents facteurs tels que des facteurs de transcription, des 

« enhancers » ou des « silencers ». Les quantités de miARNs et leur activité peuvent aussi être régulés 

par des modifications post-traductionnelles affectant les enzymes de biosynthèse des miARNs, 

notamment, p38 phosphoryle DROSHA réduisant l’interaction avec DGCR8 et diminuant les niveaux 

de miARNs (Q. Yang et al., 2015). Des mutations dans les gènes codant pour ces enzymes (DICER, 

DROSHA, exportine ou Argonaute) ont été rapportées dans divers cancers incluant le neuroblastome ou 

le cancer des ovaires (Annese et al., 2020). 
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Les validations fonctionnelles des miARNs ont montré qu’ils jouaient des rôles importants dans 

la différenciation, la prolifération et la survie cellulaire, ainsi que dans la réponse immunitaire innée ou 

adaptative et des altérations de leur niveau d’expression contribuent à l’apparition de pathologies telles 

que des cancers, les maladies cardiovasculaires, les hépatites, l’athérosclérose ou encore le diabète 

(Raisch et al., 2013; Rupaimoole & Slack, 2017). Par exemple, les familles de miARNs let-7, miR-34 

ou miR-200, qui ont des fonctions suppresseurs de tumeurs, sont sous-exprimés dans de nombreux 

cancers tandis que des miARNs avec une fonction oncogénique tels que miR-21 ou miR-155 présentent 

une plus forte expression dans différents cancers (Rupaimoole & Slack, 2017). 

Du fait de leur rôle dans la régulation de l’expression des gènes, des stratégies thérapeutiques 

utilisant les miARNs ont été développées. Il peut s’agir de miARNs « mimics » qui sont des molécules 

d’ARN double brin correspondant à la séquence du miARN cible afin de reconstituer son expression 

perdue dans les pathologies. À l’inverse, les antagomirs ou anti-miRs sont des molécules simple brin 

complémentaire du miARN cible, la fixation de l’antagomiR menant à l’inhibition et au blocage de la 

fonction du miARN. Ainsi, des miARNs mimics ou des antagomiR ont été ou sont en cours d’études 

dans des modèles pré-cliniques ou cliniques pour évaluer leur potentiel thérapeutique dans diverses 

pathologies telles que l’hépatite C ou le cancer (Hanna et al., 2019; Rupaimoole & Slack, 2017). 

2. Méthylation de l’ADN 
Historiquement, la méthylation de l’ADN a été découverte dans les années 1940, notamment 

avec l’observation de cytosine modifiée dans un thymus de veau (Hotchkiss, 1948). Toutefois, il a fallu 

attendre les années 1980 pour qu’il soit démontré que la méthylation de l’ADN est impliquée dans la 

régulation de l’expression des gènes.  

a. Acteurs impliqués dans la méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN, majoritairement réalisée au niveau des dinucléotides CpG, est 

catalysée par la famille des ADN méthyltransférases (DNMTs), qui transfèrent un groupement méthyl 

au niveau du carbone 5 de la cytosine générant la 5-méthylcytosine. La S-adénosylméthionine (SAM) 

est le donneur de groupement méthyl universel pour la réaction de méthylation de l’ADN. La SAM est 

produite lors du métabolisme des molécules à un carbone, qui comprend les cycles du folate et de la 

méthionine et est dépendant de plusieurs enzymes ainsi que de la présence de choline, vitamine B12 et 

bétaïne (Figure 3) (Anderson et al., 2012). Il existe différentes DNMTs. DNMT3A et DNMT3B sont 

responsables de la méthylation de novo tandis que DNMT1 est active lors de la réplication de l’ADN 

pour maintenir la méthylation (Figure 4). Localisée au niveau de la fourche de réplication, elle appose 

des groupements méthyles sur les cytosines du brin néo-synthétisé et non-méthylé pour reproduire le 

profil de méthylation original permettant le maintien de la méthylation de l’ADN lors des divisions 

cellulaires. Il existe une autre DNMT, DNMT3L dépourvue de domaine catalytique mais qui s’associe 
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à DNMT3A et DNMT3B et stimule leur activité méthyltransférase (Moore et al., 2013). La méthylation 

de novo se produit suite à la reconnaissance de la présence ou absence de facteurs de transcription ou au 

niveau de régions génomiques présentant des modifications de la chromatine, par exemple, DNMT3B 

va reconnaître la marque H3K36me3 (tri-méthylation de la lysine 36 de l’histone H3) au niveau de gènes 

transcrits menant à son recrutement et à la méthylation de l’ADN au niveau de ces régions (Baubec et 

al., 2015; Kibe et al., 2021; Morselli et al., 2015; Weinberg et al., 2019).  

La méthylation de l’ADN est généralement associée à l’inhibition de l’expression des gènes, 

particulièrement lorsque des îlots CpG (comprenant un grand nombre de dinucléotides CpG) localisés 

dans des promoteurs sont méthylés. En effet, cette méthylation massive des promoteurs empêche la 

fixation de facteurs de transcription ou permet le recrutement des répresseurs transcriptionnels tels que 

les methyl-binding proteins (MBP) qui reconnaissent les cytosines méthylées, ou des enzymes 

impliquées dans le remodelage et la condensation de la chromatine (Moore et al., 2013). 

b. Voies de déméthylation de l’ADN 

Deux voies différentes de déméthylation de l’ADN ont été identifiées : une voie passive et une 

voie active. L’absence ou la baisse d’activité des DNMTs, surtout DNMT1, va conduire à la 

déméthylation passive de l’ADN au cours des réplications successives. Contrairement à la 

déméthylation passive, la déméthylation active requiert l’action de plusieurs enzymes. Les enzymes 

« Ten-eleven translocation » (TETs) vont hydroxyler les 5-méthylcytosines formant une 5-

hydroxyméthylcytosine (5-hmC). Les 5-hmC peuvent ensuite être oxydées par les enzymes TETs en 5-

formylcytosine (5-fC) puis en 5-carboxycytosine (5-caC). Un autre mécanisme va entraîner la 

déamination de 5hmC par AIED/APOBEC pour former une 5-hydroxyméthyluracile (5hmU). Les 

produits de chaque voie (5hmU, 5-fC ou 5-caC) vont être reconnus par les protéines TDG et/ou SMUG1 

appartenant au système de réparation de l’ADN « Base excision repair » (BER) et remplacés par une 

cytosine non méthylée (Figure 5) (Kohli & Zhang, 2013; X. Wu & Zhang, 2017). 

3. Modifications post-traductionnelles des histones 

a. Les différentes modifications post-traductionnelles des histones 
Les histones présentent des queues N- et C-terminales dépassant du core du nucléosome qui 

peuvent subir des modifications post-traductionnelles. C’est Vincent Allfrey qui a en premier démontré 

que les histones pouvaient être modifiées post-traductionnellement dans les années 1960 (Allfrey et al., 

1964). Il existe de nombreux types de modifications des histones impliquant différents groupements 

chimiques plus ou moins complexes. Les modifications les plus connues et les mieux caractérisées sont 

les acétylations, les méthylations, les phosphorylations, l’ubiquitination et la sumoylation (Figure 6) 

(Bannister & Kouzarides, 2011). D’autres modifications, moins fréquentes, existent telles que 

l’hydroxylation, la crotonylation, la succinylation, la formylation, la butyrylation, la propionylation ou 
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encore la lactylation découverte récemment (Arnaudo & Garcia, 2013; D. Zhang et al., 2019). Aussi, 

les histones peuvent être modifiées au niveau d’autres régions que les queues N-ter et C-ter, notamment 

au niveau de la surface latérale des domaines globulaires. Par exemple, la lysine 79 de l’histone H3 

(H3K79) peut être méthylée et cette marque est associée à une activation de l’expression des gènes 

(Lawrence et al., 2016). La diversité de ces groupements ainsi que leur position sur les histones 

constituent un code régulant l’état de compaction de la chromatine et l’expression des gènes, on parle 

du code histone. 

b. Acteurs impliqués dans la modification post-traductionnelle des histones 
Les acteurs épigénétiques régulant les modifications post-traductionnelles des histones peuvent 

être catégorisés en « writers », correspondant aux enzymes responsables de l’apposition des marques, 

en « readers », les protéines possédant un domaine qui reconnaît spécifiquement les modifications et les 

« erasers », les enzymes qui éliminent les modifications (Figure 7). Par exemple, concernant la 

méthylation des histones, elle peut se faire sur des résidus lysine ou arginine, principalement au niveau 

de l’histone H3, et existe sous trois formes : mono-, di- ou triméthylation. Les histones 

méthyltransférases (HMTs, « writers ») sont responsables de l’ajout de groupement méthyles sur les 

histones. Elles sont diverses, l’activité catalytique réside souvent dans leur domaine SET, et elles sont 

capables de générer plusieurs degrés de méthylation et présentent des spécificités de résidus. En effet, 

la famille de SETD1 va préférentiellement apposer des marques de méthylation activatrices au niveau 

de H3K4 tandis que EZH1/2 du complexe PRC2 va être responsable de la formation de marques de 

méthylation répressives sur H3K27. La méthylation des histones régule l’expression des gènes via le 

recrutement d’activateurs ou de répresseurs transcriptionnels. Aussi, les méthyltransférases SUV39H1 

et SUV39H2 régulent la triméthylation de H3K9 au niveau de l’hétérochromatine péricentrique tandis 

que G9a et GLP régulent H3K9me1/2 au niveau de l’euchromatine. Les histones déméthylases (HDMs) 

présentent aussi des spécificités de résidus, LSD1 déméthylant préférentiellement H3K4 et H3K9 tandis 

que KDM4A déméthyle H3K9 et H3K36. Les histones méthyltransférases et déméthylases agissent 

souvent au sein de larges complexes protéiques. Les marques de méthylation peuvent être reconnues par 

des protéines possédant des domaines PHD, Tudor ou des chromodomaines et ces domaines « readers » 

peuvent être présents dans les « writers », « erasers » ou chez les partenaires protéiques associés à ces 

enzymes au sein des complexes (Figure 8) (Jambhekar et al., 2019). 

c. Conséquences des modifications post-traductionnelles des histones 

Les modifications des histones affectent l’expression des gènes de deux manières différentes. 

Elles peuvent directement moduler la structure du nucléosome ou altérer la compaction de la chromatine. 

En particulier, l’acétylation et la phosphorylation des histones atténuent les interactions électrostatiques 

entre histones et ADN, facilitant l’accès des facteurs de transcription à l’ADN (Fenley et al., 2010). Par 

exemple, la marque H4K16ac favorise une structure ouverte de la chromatine en bloquant le repliement 
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de la chromatine (Shogren-Knaak et al., 2006). Aussi, les modifications post-traductionnelles des 

histones peuvent servir de plateformes pour le recrutement de complexes protéiques qui vont avoir la 

capacité de moduler la chromatine et de réguler l’expression des gènes. Les complexes protéiques vont 

être capables de reconnaître et de se lier aux modifications via des domaines dits « readers ». Ainsi, les 

marques H3K4me, H3S10p ou H3K14ac sont associées à une activation transcriptionnelle tandis que 

les marques H3K9me ou H3K27me sont associées à la répression transcriptionelle (Bierne et al., 2012). 

Les modifications des histones délimitent les éléments fonctionnels dans les génomes des mammifères. 

Notamment, les promoteurs actifs sont caractérisés par des marques d’acétylation, des di- ou 

triméthylations de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4me2/3) et la présence du variant d’histone H2A.Z. 

Les régions transcrites sont enrichies en marques H3K36me3 et H3K79me2 tandis que les marques 

H3K9me2/3 et H3K27me3 sont localisées au niveau de gènes réprimés (Zhou et al., 2011). Aussi, il 

existe un dialogue entre les modifications des histones (Bannister & Kouzarides, 2011). Par exemple, 

l’acétylation de H3K9 inhibe la méthylation sur le même résidu et favorise également la méthylation de 

H3K4 résultant en une chromatine permissive et en l’activation de la transcription (Fischle et al., 2003). 

Il est également important de prendre en compte que la diversité des modifications post-

traductionnelles des histones créent des modèles de combinaison complexes où des modifications 

peuvent être sur la même protéine histone, sur des protéines histones différentes au sein d’un même 

nucléosome ou sur des protéines histones différentes issues de nucléosomes différents. Cette complexité 

peut être « lue » grâce à la coexistence des domaines « readers » dans les complexes protéiques, 

reconnaissant des marques similaires ou différentes (Figure 9A) (Z. Su & Denu, 2016). Aussi, la 

présence des protéines « readers » au sein de complexes protéiques permet de recruter des enzymes 

« writers » ou « erasers » suite à la reconnaissance des différentes marques, améliorant l’efficacité des 

enzymes (Figure 9B-E). Ainsi, il existe un dialogue entre les marques épigénétiques. Par exemple, la 

présence de la marque H3K4me3 favorise l’acétylation des histones au niveau des promoteurs. En effet, 

la protéine Sgf29 appartenant au complexe SAGA présente un domaine Tudor qui va se fixer à la marque 

H3K4me3, recrutant le complexe SAGA et favorisant l’acétylation des histones H3 (Bian et al., 2011). 

d. Acétylation des histones 
L’acétylation des résidus lysines des histones, associée à l’activation de la transcription, est 

catalysée par les lysines/histones acétyltransférases (KATs/HATs) qui utilisent l’acétyl-CoA, issu du 

métabolisme cellulaire, comme donneur de groupement acétyl. Il existe 2 classes principales de HATs. 

Les HATs de type B, comprenant KAT1 et HAT4, sont cytoplasmiques, elles modifient les histones 

libres dans le cytoplasme après leur synthèse avant qu’elles ne soient transportées dans le noyau et 

associées avec l’ADN nouvellement synthétisé. Les HATs de type A, quant à elles, acétylent des 

protéines histones mais également des protéines non-histones au niveau nucléaire telles que des facteurs 

de transcription (c-Myc, p53, NF-�B (« Nuclear factor-kappa B »)). L’acétylation de ces protéines non-
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histones par les HATs de type A permet de réguler leur activité de facteur de transcription (Ghizzoni et 

al., 2011; Grossman, 2001; Patel et al., 2004). Les HATs de type A peuvent être séparées en 3 familles : 

la famille GNAT (« Gcn5-related N-acetyltransferases ») comprenant KAT2A (GCN5) et KAT2B 

(PCAF), la famille MYST qui est la famille la plus large avec KAT5, 6A, 6B, 7 et 8 et la famille 

P300/CBP comprenant KAT3A (CBP) et KAT3B (P300). Les co-activateurs transcriptionnels KAT4 et 

KAT12 tout comme les co-activateurs des récepteurs stéroïdiens KAT13A-D ont une activité 

acétyltransférase en plus de leur autre fonction (Wapenaar & Dekker, 2016). 

Les HATs présentent des spécificités de substrat. KAT3A et KAT3B vont acétyler les 4 types 

d’histones tandis que KAT6A va seulement acétyler l’histone H3 et KAT8 la lysine 16 de l’histone H4 

(Ogryzko et al., 1996; Smith et al., 2000; Y.-L. Wang et al., 2008). Cette spécificité de substrat est 

modulée par l’incorporation des HATs dans de larges complexes protéiques tels que PCAF, STAGA, 

TFTC comprenant des HATs de la famille GNAT, ou TIP60, HBO1 et MOZ/MORF pour les HATs de 

la famille MYST (K. K. Lee & Workman, 2007).  

e. « Readers » de l’acétylation des histones 

Le bromodomaine a été le premier module identifié comme capable de « lire » les marques 

d’acétylation au niveau des lysines (Dhalluin et al., 1999). La capacité du bromodomaine à reconnaître 

les lysines acétylées est liée à la présence d’une poche hydrophobe (Sanchez & Zhou, 2009). Chez 

l’Homme, il existe 42 protéines possédant un bromodomaine parmi lesquelles on retrouve les HATs 

PCAF, GCN5 et P300/CBP. Ainsi, la présence de bromodomaine dans ces HATs contribuerait au 

recrutement et à la spécificité du substrat en se liant à des lysines acétylées favorisant par la suite 

l’acétylation d’autres résidus. On retrouve également des bromodomaines dans certaines histones lysine 

méthyltransférases telles que ASH1L et MLL ainsi que dans des complexes de remodelage de la 

chromatine (SWI/SNF, ISWI, CHD, INO80) ou au niveau de régulateurs transcriptionnels. Aussi, la 

présence de 2 bromodomaines a été observée dans des sous-unités du complexe d’initiation de la 

transcription ou dans les protéines BET importantes pour l’assemblage du complexe d’activation 

transcriptionnelle (Marmorstein & Zhou, 2014). Notamment, la protéine BET BRD4 se lie via ses 

bromodomaines à la marque H4K5ac et accélère la synthèse d’ARNm en décompactant la chromatine 

facilitant ainsi la réactivation transcriptionnelle (R. Zhao et al., 2011). Les bromodomaines sont 

également souvent présents avec d’autres modules protéiques présentant différentes fonctions, le 

module le plus fréquemment associé avec le bromodomaine étant le domaine PHD. 

D’autres domaines peuvent se lier aux lysines acétylées. Par exemple, les domaines PHD en 

tandem de DPF3b (composant d’un complexe de remodelage de la chromatine) peuvent interagir avec 

des résidus méthylés mais également acétylés, spécifiquement avec le résidu H3K14ac. De manière plus 
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précise, le premier domaine PHD se lie à H3K14ac tandis que le second domaine PHD se lie aux résidus 

non modifiés H3R2-K4 (Qiu et al., 2012; Zeng et al., 2010). 

Le domaine YEATS est aussi capable d’interagir avec des résidus lysines acétylés. Chez 

l’Homme, 4 protéines contenant un domaine YEATS ont été identifiées, associées avec des HATs, des 

complexes de remodelage de la chromatine ou des complexes de régulation de la transcription (Schulze 

et al., 2009). Par exemple, les protéines AF9 et ENL, qui appartiennent au super complexe d’élongation 

(SEC), reconnaissent et se lient spécifiquement à la marque H3K9ac ce qui permet le recrutement de 

SEC et de l’histone méthyltransférase DOT1L (Gates et al., 2017; Y. Li et al., 2014). 

f. Désacétylation des histones 

i. Les différentes classes de HDACs 

Ce sont les histones désacétylases (HDACs) qui sont responsables de l’élimination des 

groupements acétyles, ce qui entraîne une condensation de la chromatine défavorable à la transcription 

(Figure 10). Chez l’Homme et la souris, il existe 18 HDACs, identifiées sur la base d’analyses 

phylogénétiques et d’homologie de séquence avec des protéines de levure (S.-Y. Park & Kim, 2020; 

Seto & Yoshida, 2014). Les HDACs sont regroupées dans 4 classes distinctes (classe I à IV). Les 

HDACs des classes I, II et IV appartiennent à la famille des histones désacétylases classiques et ont une 

activité enzymatique dépendante du zinc tandis que les HDACs de classe III appartiennent à la famille 

Sir2 régulateur et présentent une dépendance enzymatique vis-à-vis du cofacteur NAD+. La classe I est 

composée de HDAC1, HDAC2, HDAC3 et HDAC8, ces HDACs étant essentiellement localisées au 

niveau nucléaire. La classe II est composée de 6 protéines divisées en 2 sous-classes : HDAC4, HDAC5, 

HDAC7 et HDAC9 forment la sous-classe IIa tandis que HDAC6 et HDAC10, caractérisées par une 

longue extrémité C-terminale, forment la sous-classe IIb. On retrouve les HDACs de classe II à la fois 

dans le noyau et le cytosol. HDAC11 est la seule représentante de la classe IV. La classe III correspond 

aux sirtuines (SIRT), elle comprend 7 membres (SIRT1 à SIRT7) qui peuvent être localisées au niveau 

du noyau, du cytoplasme ou des mitochondries (Figure 11). Nous nous concentrerons uniquement sur 

les HDACs classiques et non les sirtuines pour le reste de l’étude bibliographique.  

ii. Les substrats des HDACs 

La recherche de la spécificité de substrat des HDACs a été compliquée due à la redondance 

fonctionnelle des HDACs ainsi que leur présence au sein de complexes protéiques divers. En effet, des 

résultats contradictoires ont été obtenus lors de la recherche des substrats spécifiques de HDAC3 par 

exemple. Dans certaines études, HDAC3 désacétyle l’histone H4 plus efficacement que HDAC1 alors 

que dans d’autres études, le « silencing » de HDAC3 n’a pas d’impact sur le niveau d’acétylation de H3 

ou H4 (C. A. Johnson et al., 2002; X. Zhang et al., 2004). D’autres travaux ont montré que HDAC1 

pouvait désacétyler les 4 histones du core du nucléosome avec des efficacités différentes tandis que 
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HDAC8 désacétyle préférentiellement les histones H3 et H4 et HDAC11 désacétyle spécifiquement 

H3K9 et H3K14 (Hu et al., 2000; C. A. Johnson et al., 2002). Les HDACs sont également capables de 

désacétyler des protéines non histones (Seto & Yoshida, 2014; Toro & Watt, 2020). C’est notamment 

le cas de HDAC6, qui est connu pour majoritairement désacétyler des protéines non histones. Le substrat 

principal de HDAC6 est la tubuline, le niveau d’acétylation de la tubuline contribuant à la stabilité 

mécanique des microtubules à longue durée de vie dans la cellule (Hubbert et al., 2002; Matsuyama et 

al., 2002; Xu et al., 2017; Y. Zhang et al., 2003). Un autre substrat bien caractérisé de HDAC6 est la 

protéine de choc thermique 90 (HSP90) dont la fonction chaperonne est inhibée par l’acétylation d’une 

de ses lysines (Bali et al., 2005; Kovacs et al., 2005; Murphy et al., 2005). Les HDACs de classe I 

peuvent également désacétyler des protéines non histones. À titre d’exemple, ces HDACs peuvent 

désacétyler l’activateur transcriptionnel SNF2L, la kinase ABL1, la facteur de transcription WSTF ou 

encore la protéine de groupe à haute mobilité HMGA1 (T. Li et al., 2014). De manière plus spécifique, 

HDAC1, HDAC3 et SIRT1 sont capables de désacétyler la sous-unité p65 de NF-�B ce qui module son 

activité trancriptionnelle (B. Huang et al., 2010). La protéine suppresseur de tumeur p53 peut être 

désacétylée par HDAC1, favorisant ainsi son ubiquitination et sa dégradation, mais aussi par SIRT1 ce 

qui bloque son activité transcriptionnelle (Luo et al., 2000; Vaziri et al., 2001). En effet, il a été démontré 

que l’acétylation inhibait l’ubiquitination des protéines et la dégradation protéosomale qui en découle 

(Caron et al., 2005). 

iii. Complexes protéiques impliquant les HDACs 

L'activité enzymatique des HDACs est fortement régulée, notamment via des interactions avec 

d’autres protéines ou des modifications post-traductionnelles. L’activité enzymatique des HDACs de 

classe I est plus importante lorsque celles-ci interagissent avec d’autres acteurs au sein de complexes 

multiprotéiques que lorsqu’elles sont seules. Notamment, HDAC1 et HDAC2 font, ensemble, partis de 

plusieurs complexes multiprotéiques : les complexes répresseurs CoREST, Sin3, NuRD sont les plus 

connus (Figure 12A) (K. Lee et al., 2022). Le complexe CoREST est unique parmi les complexes 

impliquant des HDACs de classe I car il présente à la fois une activité HDAC avec HDAC1 et HDAC2 

et une activité histone déméthylase avec LSD1, la protéine CoREST1 permettant de maintenir le lien 

entre ces enzymes. Ce complexe va éliminer les modifications post-traductionnelles associées à une 

transcription active au niveau des promoteurs et « enhancers » des gènes suite à son recrutement par des 

facteurs de transcription tels que REST. Sin3 et NuRD ont un core commun composé de HDAC1, 

HDAC2, RbAp46 et RbAp48. Le complexe NuRD possède une activité de remodelage de la chromatine 

en plus de son activité désacétylase. Le complexe SMRT/NCoR est le seul complexe contenant HDAC3 

et l’interaction entre HDAC3 et SMRT/NCor stimule l’activité de HDAC3 (Wen et al., 2000). Pour les 

complexes NuRD et SMRT/NCoR, il a été démontré que les domaines SANT des protéines co-

répresseurs MTA1 (NuRD) et SMRT/NCoR jouaient un rôle clé dans l’activation de l’activité HDAC 
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en médiant l’interaction avec des phosphates inositols, essentiels pour une activité désacétylase totale 

(Millard et al., 2013; Watson et al., 2012). De plus, ces complexes présentent des spécificités de 

substrat : le complexe Sin3 est capable de désacétyler H3 et H4 tandis que le complexe SMRT/NCoR 

désacétyle préférentiellement H3 (Vermeulen et al., 2004). Il est à noter que HDAC8, dernier membre 

des HDACs de classe I, agit seul, sans former de large complexes protéiques (Hu et al., 2000). Les 

HDACs de classe IIa présentent une activité enzymatique très faible par rapport aux HDACs de classe 

I qui serait due à une substitution d’une tyrosine par une histidine au niveau du site catalytique, le résidu 

tyrosine étant conservé chez les HDACs de classe I. En effet, une étude a montré qu’un mutant de 

HDAC4 présentant un résidu tyrosine à la place de l’histidine présentait une activité enzymatique 1000 

fois plus élevé que la protéine sauvage (Lahm et al., 2007). Les données actuellement disponibles 

suggèrent que les HDACs de classe IIa réguleraient l’acétylation des histones et l’expression des gènes 

via leur interaction avec des facteurs de transcription ou avec le complexe de répression 

transcriptionnelle SMRT/NCoR/HDAC3 en jouant le rôle de protéine d’échafaudage pour le complexe 

(Clocchiatti et al., 2011; Fischle et al., 2002; Hudson et al., 2015). Il est aussi suggéré que ces HDACs 

de classe IIa auraient un rôle de protéine « reader » comme les protéines à bromodomaine. Pour appuyer 

cette hypothèse, Zhang et collaborateurs ont récemment démontré que HDAC7 était capable de 

reconnaître des résidus acétylés, notamment sur le récepteur des androgènes, menant à la dissociation 

du complexe qu’il formait avec SMRT/NCoR (Y. Zhang et al., 2022). 

iv. Modifications post-traductionnelles des HDACs 

Les HDACs peuvent subir des modifications post-traductionnelles telles que des acétylations, 

glycosylations, sumoylations, ubiquitinations ou phosphorylations (Segré & Chiocca, 2011; Seto & 

Yoshida, 2014). La phosphorylation, qui est la modification la plus étudiée, affecte la fonctionnalité des 

HDACs. HDAC1 est phosphorylée par la protéine kinase CK2 au niveau des résidus sérines 421 et 423 

et ces phosphorylations sont essentielles pour l’activité enzymatique de HDAC1. En effet, des mutations 

au niveau de ces résidus diminuent l’activité enzymatique et perturbent la formation des complexes 

protéiques dans lesquels HDAC1 est impliquée (Pflum et al., 2001). D’une manière similaire, HDAC2 

est phosphorylée sur ses résidus sérines 394, 422 et 424 favorisant également son activité enzymatique 

et la formation des complexes protéiques (Tsai & Seto, 2002). C’est la protéine phosphatase 1 (PP1) qui 

est responsable de l’élimination des phosphorylations sur HDAC1 et HDAC2 (Galasinski et al., 2002). 

Quant à HDAC3, elle est phosphorylée par CK2 et l’ADN-PK ce qui augmente son activité 

enzymatique, elle peut aussi être phosphorylée par GSK-3� (Bardai & D’Mello, 2011; X. Zhang et al., 

2005). Le site accepteur de la phosphorylation est la sérine 424 et sa mutation impacte négativement 

l’activité enzymatique de HDAC3 comme observé précédemment avec HDAC1 et HDAC2. HDAC3 

est déphosphorylée par le complexe sérine/thréonine phosphatase 4 (PP4), ce qui inhibe son activité 

enzymatique (X. Zhang et al., 2005). La régulation de HDAC8 est différente des autres HDACs de 
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classe I. En effet, pour HDAC8, la phosphorylation de son résidu sérine 39 par la protéine kinase CK2 

inhibe son activité enzymatique, tandis qu’une mutation de ce résidu pour une alanine augmente 

l’activité enzymatique (Figure 12B) (H. Lee et al., 2004). 

Concernant les HDACs de classe IIa, la phosphorylation régule leur localisation cellulaire ce 

qui impacte leur association avec les complexes protéiques. En effet, la phosphorylation des sites 

flanquant la région NLS (« Nuclear Localization Sequence ») chez les HDACs de classe IIa favorise la 

fixation de la protéine chaperonne 14-3-3 entraînant l’export nucléaire médié par la protéine CRM1 et 

inhibant ainsi la capacité des HDACs à jouer leur rôle de répresseur transcriptionnel (Figure 12C) 

(Mathias et al., 2015; Seto & Yang, 2010). Notamment, la liaison des protéines 14-3-3 à HDAC4 limite 

son interaction avec l’importine menant à la séquestration cytoplasmique de HDAC4. Aussi, la 

déphosphorylation de HDAC4 et HDAC5 leur permet de transloquer dans le noyau, d’interagir avec 

HDAC3 et de réprimer l’expression des gènes (Grozinger & Schreiber, 2000). Six groupes de kinases 

phosphorylent le site de fixation des protéines 14-3-3 tandis que les protéines phosphatases 1 et 2A sont 

responsables de la déphosphorylation des résidus. Aussi, la phosphorylation des HDACs de classe IIa 

mènerait à leur ubiquitination et leur dégradation protéosomale (Clocchiatti et al., 2011; Seto & Yang, 

2010). Pour finir, Aurora A (AurA) phosphoryle HDAC6 ce qui favorise son activité désacétylase vis-

à-vis de la tubuline (Pugacheva et al., 2007). 

 

Ainsi, l’ensemble des données présentées dans cette partie montre la complexité de la régulation 

de l’expression des gènes par les modifications post-traductionnelles des histones. En effet, divers 

résidus peuvent être modifiés par différents groupements menant à des effets variés sur l’état de 

compaction de la chromatine. Il existe également une grande variété d’acteurs impliqués dans cette 

régulation des modifications post-traductionnelles des histones, que ce soit les protéines « readers » ou 

les enzymes responsables de l’apposition ou de l’élimination des groupements, qui elles aussi, peuvent 

subir des modifications post-traductionnelles impactant leur activité, comme c’est par exemple le cas 

avec les HDACs. Tous ces mécanismes conduisent à une régulation fine de l’expression des gènes. 

Cependant, il peut arriver qu’il y ait une dérégulation de ces mécanismes ce qui peut, dans certains cas, 

participer à l’apparition de certaines pathologies. 

 

III. Rôle des HDACs en condition physiologique et pathologique  
Pour comprendre le rôle des HDACs en contexte physiologique ou pathologique, de nombreuses 

études se sont appuyées sur des modèles de souris KO (« Knock-out ») pour les HDACs. Ces modèles 

ont permis de révéler l’importance des HDACs lors du développement, de la prolifération et de la 

différentiation cellulaire dans différents organes. En effet, des souris KO pour HDAC1 présentent un 

phénotype embryonnaire létal et de graves défauts de prolifération cellulaire associés à un retard de 
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croissance embryonnaire général. Les souris KO pour HDAC2 présentent de sérieux défauts cardiaques 

et meurent 24h après la naissance. Une mort embryonnaire due à des défauts de gastrulation est observée 

chez les souris KO pour HDAC3 tandis les souris KO pour HDAC8 sont viables mais présentent des 

défauts crânio-faciaux. Concernant les souris KO pour HDAC5 et HDAC9, elles sont viables mais 

présentent des défauts cardiaques. Les souris KO pour HDAC4 présentent une hypertrophie des 

chondrocytes et meurent d’une ossification excessive dans les 7 jours suivant la naissance tandis que le 

« knock-out » pour HDAC7 est létal au stade embryonnaire en raison de la perte de la vascularisation. 

Pour finir, les souris KO pour HDAC6 et HDAC11 sont viables et ne présentent pas de phénotype 

particulier excepté une augmentation de l’acétylation de la tubuline pour les souris KO pour HDAC6. Il 

n’y a pas d’information disponible concernant le « knock-out » des souris pour HDAC10 (H.-J. Kim & 

Bae, 2011). Ces observations montrent clairement le rôle central des HDACs dans les mécanismes de 

développement ainsi que dans le maintien de l’homéostasie générale. Afin d’étudier le rôle des HDACs 

in vivo et de palier au fait que des KO HDACs sont létaux, de nombreuses études ont eu recours soit à 

l’utilisation de KO conditionnels soit à l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des HDACs pour identifier 

leurs rôles dans différents contextes. 

1. Les inhibiteurs de HDACs (HDACi) 

a. Les différents types de HDACi 

Les HDACi peuvent être divisés en 4 classes de composés basés sur leur structure chimique : 

les acides hydroxamiques, les acides gras à chaînes courtes, les benzamides et les tétrapeptides cycliques 

(Figure 13). La pharmacophore des HDACi est généralement constituée d’une fraction liant le zinc, 

d’une partie linker et d’un « capping group » qui interagit avec des acides aminés du site actif des 

HDACs (M. Jung et al., 1997). Les HDACi peuvent être d’origine naturelle ou avoir été développés 

synthétiquement (Seto & Yoshida, 2014). La trichostatine A (TSA), un métabolite issu de Streptomyces, 

a été le premier inhibiteur de HDACs identifié il y a plus de 30 ans (Yoshida et al., 1990). Comme la 

TSA, il existe d’autres HDACi d’origine naturelle comme la psammapline A ou l’azumamide, isolées 

d’une éponge marine, la spiruchostatine A issues de bactéries ou encore le largazole provenant de 

cyanobactéries et la trapoxine A issu d’un champignon (Ho et al., 2020). Les acides gras à chaînes 

courtes (AGCC), issus de la fermentation des carbohydrates non digérés par les bactéries du microbiote 

intestinal, sont également des HDACi naturels (Deleu et al., 2021). La classe de HDACi la plus étudiée 

est celle des acides hydroxamiques, dont fait partie le SAHA (« suberoylanilide hydroxamic acid »), 

l’inhibiteur synthétique de HDACs le plus connu. Ces inhibiteurs interagissent avec les HDACs en 

insérant leur chaîne aliphatique au niveau du site catalytique et chélatent le zinc nécessaire à l’activité 

enzymatique des HDACs via leurs groupements carbonyle et hydroxyle. Quant aux benzamides, ils se 

lient à l’ion zinc par l’intermédiaire des groupements carbonyle et amine pour former un complexe 

chélaté (Seto & Yoshida, 2014). Les peptides cycliques contiennent différents groupes de liaison au zinc 
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tels que les cétones et les thiols électrophiles. Par exemple, la romidepsine (ou FK228) présente un pont 

disulfure réduit au sein des cellules, produisant une chaîne latérale thiol qui se coordonne au zinc du site 

actif (Furumai et al., 2002).  

b. Spécificité des HDACi 

Les inhibiteurs de HDACs (HDACi) peuvent agir contre tous les types de HDACs (pan-HDACi) 

certaines classes de HDACs ou contre des HDACs spécifiques. Par exemple, la TSA et le SAHA sont 

des pan-HDACi qui bloquent les HDACs de classe I, II et IV. Toutefois, la sensibilité vis-à-vis de ces 

inhibiteurs est variable selon les HDACs, avec certaines activités HDACs inhibées uniquement au-

dessus des concentrations pharmacologiquement pertinentes (Bradner et al., 2010; Ho et al., 2020). De 

manière différente, le MS-275 et les benzamides en général inhibent préférentiellement les HDACs de 

classe I à l’exception de HDAC8. La tubacine a été le premier HDACi sélectif identifié, inhibant 

spécifiquement HDAC6 et la désacétylation de l’α-tubuline (Haggarty et al., 2003). De nouveaux 

inhibiteurs de HDACs sont régulièrement synthétisés pour bloquer les HDACs de manière plus 

spécifique et efficace. 

2. Rôles des HDACs dans les processus cancéreux 

De nombreuses études se sont intéressées aux rôles des HDACs dans les cancers, ce qui a permis 

d’identifier un grand nombre de leurs fonctions. Une expression aberrante des HDACs classiques (classe 

I, II, IV) a été observée dans une variété de tumeurs malignes, qu’elles soient solides ou hématologiques. 

Dans la plupart des cas, un fort niveau d’expression des HDACs est associé à une maladie à un stade 

avancé avec des patients présentant un mauvais pronostic (Eckschlager et al., 2017; Y. Li & Seto, 2016). 

Par exemple, HDAC1 est fortement exprimée dans les cancers gastriques, des poumons, de l’œsophage, 

du côlon, du sein ou de la prostate (Choi et al., 2001; Minamiya et al., 2011; Weichert, Röske, Gekeler, 

Beckers, Stephan, et al., 2008; Weichert, Röske, Niesporek, et al., 2008; Z. Zhang et al., 2005). Une 

forte expression des HDAC1, HDAC2 et HDAC3 constitue un facteur de mauvais pronostic dans les cas 

de cancers gastriques et ovariens (Sudo et al., 2011; Weichert, Denkert, Noske, et al., 2008; Weichert, 

Röske, Gekeler, Beckers, Ebert, et al., 2008). Aussi, dans le myélome multiple, il a été observé une 

dérégulation de l’expression des HDACs, la surexpression des HDACs de classe I, surtout HDAC1, 

étant associée à un mauvais pronostic (Mithraprabhu et al., 2014). En plus de la dérégulation de leur 

expression, les HDACs, au sein de leurs complexes protéiques répresseurs, peuvent être recrutées de 

manière aberrante au niveau de gènes cibles par des protéines oncogènes pour réprimer l’expression de 

gènes spécifiques et activer la tumorigenèse (Hug & Lazar, 2004).   

Les HDACs jouent des rôles importants dans le cancer en désacétylant des protéines histones et 

non histones qui sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, l’apoptose, la réponse aux 

dommages à l’ADN, la formation des métastases, l’angiogenèse ou encore l’autophagie, ce qui explique 
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l’utilisation des HDACi dans le traitement de certains cancers (Figure 14) (Eckschlager et al., 2017; 

Hai et al., 2021; Y. Li & Seto, 2016). Quelques exemples de l’implication des HDACs dans les différents 

processus sont présentés ci-dessous. 

a. HDACs dans le contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose 

Il a été démontré que l’inhibition des HDACs avait un effet antiprolifératif notamment en 

induisant l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 via l’augmentation de l’expression de gènes du cycle 

cellulaire tels que l’inhibiteur de CDK (« cyclin-dependent kinases ») p21, connu pour entraîner un arrêt 

du cycle cellulaire. Notamment, HDAC1 et HDAC2 se lient aux promoteurs des gènes p21 et p57 ce 

qui inhibe leur expression via le remodelage de la chromatine. La perte de HDAC1 ou HDAC2 induit 

l’expression de ces inhibiteurs de CDK, p21 et p57, bloquant la formation de dimère entre cyclines et 

CDK et menant à un blocage du cycle cellulaire en phase G1 (Yamaguchi et al., 2010; Zupkovitz et al., 

2010). Il a aussi été montré que le « knock-down » de HDAC5 menait à une augmentation de 

l’expression de p21 et à une inhibition de la cycline D1 et des CDK2/4/6 conduisant à un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1 dans cellules issues d’un carcinome hépatocellulaire (Fan et al., 2014). 

L’expression de p21 est également régulée par la protéine suppresseur de tumeurs p53 qui interagit avec 

le promoteur de p21 pour activer son expression. L’inhibition des HDACs augmente l’acétylation de 

p53 ce qui accroît sa stabilité et améliore son interaction avec le promoteur de p21 (Bao et al., 2016; Y. 

Zhao et al., 2006). En plus de contrôler la transition G1/S, le « silencing » de HDAC1 dans des cellules 

tumorales bloque la transition G2/M et inhibe la croissance des cellules comme en témoigne la réduction 

du nombre de cellules en mitose et le plus grand nombre de cellules en apoptose (Senese et al., 2007). 

Les HDACi peuvent induire l’apoptose via l’augmentation de l’expression des récepteurs et des 

ligands de mort à la surface cellulaire, comme FAS et FAS-L (J. Zhang & Zhong, 2014). Les HDACi 

peuvent également activer l’apoptose en augmentant l’expression de protéines pro-apoptotiques et en 

diminuant l’expression de protéines anti-apoptotiques. En effet, il a été démontré que la perte de HDAC2 

dans des cellules cancéreuses pulmonaires humaines résultait en une régression de la taille de la tumeur 

et entraînait le déclenchement de l’apoptose via l’activation de p53 et Bax (pro-apoptose) et la 

suppression de Bcl2 (anti-apoptose) (K. H. Jung et al., 2012). Il a aussi été montré que le « knock-

down » de HDAC2 dans des cellules gastriques induisait l’expression des facteurs pro-apoptotiques 

Bax, AIF et Apaf-1 et réprimait l’expression de Bcl-2 (J. K. Kim et al., 2013). Les cellules cancéreuses 

sont plus sensibles à l’apoptose induites par les HDACi que les cellules normales, offrant un potentiel 

thérapeutique aux HDACi (Ungerstedt et al., 2005). 

b. HDACs dans les mécanismes de réparation de l’ADN  

Les HDACs ont également un rôle important dans le contrôle des mécanismes de réponse aux 

dommages à l’ADN. HDAC1 et HDAC2 sont recrutés au niveau des sites de dommages à l’ADN pour 
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désacétyler les résidus H3K56 et H4K16 et faciliter la réparation par NHEJ (« Non-Homologous End-

Joining »), suggérant un rôle direct de ces enzymes durant la réplication et la réparation des cassures 

double-brin (Miller et al., 2010). Les HDACs régulent aussi d’autres protéines impliquées dans la 

réponse des dommages à l’ADN et l’inhibition des HDACs peut inhiber la réparation des cassures 

double brin et rendre les cellules cancéreuses plus sensibles aux radiations ionisantes et aux agents 

endommageant l’ADN (Koprinarova et al., 2011).  

c. HDACs dans le contrôle de la transition épithélio-mésenchymateuse et de 

l’angiogenèse 

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), caractérisée par la perte de marqueurs de 

cellules épithéliales comme CDH1, est un processus important dans l’invasion des cellules cancéreuses 

et la formation de métastases dans lequel les HDACs sont impliquées. Le répresseur transcriptionnel 

Snail va recruter HDAC1 et HDAC2 au niveau du promoteur de CDH1 menant à la répression de son 

expression favorisant le processus métastasique (von Burstin et al., 2009). Aussi, l’inhibition des 

HDACs dans des cellules de cancer du sein triple négatif induit l’expression de CDH1 et réprime la 

TEM et le processus métastasique (Rhodes et al., 2014). Ces études indiquent le potentiel thérapeutique 

de l’inhibition des HDACs de classe I pour cibler la TEM et la formation des métastases dans les cancers.  

Les HDACs jouent un rôle important dans l’angiogenèse en modulant une multitude de facteurs 

pro- et anti-angiogéniques (Y. Li & Seto, 2016). Par exemple, la croissance tumorale et la formation de 

métastases dépendent de l’angiogenèse qui est activée par un environnement hypoxique. La réponse 

cellulaire à l’hypoxie est régulée par HIF-1�. HDAC1 et HDAC4 désacétylent directement HIF-1� 

bloquant sa dégradation (Geng et al., 2011; Yoo et al., 2006). HDAC5, quant à elle, ne régule pas 

l’acétylation de HIF-1� mais désacétyle les protéines chaperonnes associées à HIF-1�, HSP70 et 

HSP90, ce qui facilite la maturation et la stabilisation de HIF-1�. L’inhibition de HDAC5 résulte en 

l’hyperacétylation de ces chaperonnes, en l’accumulation d’un complexe HIF-1� immature et 

finalement en la dégradation de HIF-1� (S. Chen et al., 2015). Aussi, HDAC4, HDAC5 et HDAC7 

augmentent l’activité transcriptionnelle de HIF-1� en promouvant son interaction avec l’histone 

acétyltransférase P300 et, donc favorisent le processus d’angiogenèse (Kato et al., 2004; Seo et al., 

2009). 

d. Utilisation des HDACi en thérapie anti-cancéreuse 

Aux vues du rôle central des HDACs dans les différents processus de carcinogenèse, de 

nombreuses études se sont intéressées à l’utilisation des HDACi dans le traitement des cancers. En effet, 

leur ciblage permettrait de réguler les niveaux anormaux d’acétylation des protéines observés dans les 

cellules cancéreuses et de réactiver l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs afin de bloquer le 

cycle cellulaire, d’induire l’apoptose ou d’inhiber l’angiogenèse et le processus métastasiques. De 
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nombreux HDACi d’origine naturelle ou synthétique ont été développés et caractérisés et 4 d’entre eux 

ont même reçu l’approbation de la FDA (« Food and Drug Administration ») pour être utilisés comme 

traitement anti-cancéreux tandis que plus de 20 HDACi différents sont en cours d’évaluation dans des 

essais cliniques (Y. Li & Seto, 2016). Le SAHA a été le premier HDACi à être approuvé en 2006 pour 

le traitement du lymphome cutané à cellules T, puis ce fut la romidepsine en 2009 et le belinostat en 

2014, toujours pour le traitement du lymphome cutané à cellules T. Le panobinostat a, quant à lui, été 

approuvé en 2015 pour le traitement du myélome multiple récidivant ou réfractaire. De nombreux autres 

HDACi sont en cours d’évaluation dans des essais cliniques comme le MS-275, le givinostat ou le 

tucidinostat, ce dernier ayant déjà été approuvé par les autorités de santé chinoises pour le traitement du 

lymphome périphérique à cellules T (Gatla et al., 2019; Ho et al., 2020). Enfin, les effets bénéfiques 

d’autres inhibiteurs de HDACs, plus ou moins sélectifs, ont été démontrés dans différents modèles de 

cancer (Y. Li & Seto, 2016). 

Toutefois, il a également été démontré que les HDACi pouvaient favoriser la migration de 

cellules cancéreuses provenant du foie, du côlon, des poumons ou de l’œsophage suggérant le besoin de 

développer des thérapies combinées pour limiter cet effet délétère lors de l’utilisation de HDACi (Ji et 

al., 2015; K.-T. Lin et al., 2012; D. Liu et al., 2021; J. Wang, Xu, et al., 2018). Aussi, les HDACi 

peuvent être utilisés avec d’autres agents anticancéreux pour optimiser leur efficacité et contrer les 

résistances à ces traitements. Notamment, la combinaison de la cisplatine avec le panobinostat permet 

de surmonter la résistance induite par l’hypoxie à la cisplatine en augmentant l’acétylation et la 

déstabilisation de HIF-1� (Fischer et al., 2015).  

Les effets bénéfiques des HDACi sur les cancers suggèrent un rôle oncogénique des HDACs. 

Cependant, certaines études ont révélé qu’une faible expression de HDAC10 était associée avec un 

mauvais pronostic chez les patients souffrant de cancer du poumon ou de l’estomac (Jin et al., 2014; 

Osada et al., 2004). De plus, il a été montré que, dans le contexte d’une leucémie aiguë promyélocytaire, 

HDAC1 pouvait jouer un rôle oncosuppresseur durant la tumorigenèse et oncogène une fois les tumeurs 

établies (Santoro et al., 2013). Cela suggère que la compréhension du rôle des HDACs à différentes 

étapes de la tumorigenèse dans divers types cellulaires est importante pour utiliser au mieux les HDACi 

dans le traitement des cancers. 

L’ensemble de ces travaux sur le cancer ainsi que l’utilisation de HDACi a permis de mettre en 

lumière des fonctions très variées des différentes HDACs que ce soit dans le contrôle du cycle cellulaire, 

la régulation de l’apoptose, la TEM, la réparation de l’ADN ou encore l’angiogenèse. Cependant, 

d’autres études non centrées sur les mécanismes oncologiques ont permis de révéler que les HDACs 

jouaient aussi des rôles importants dans le maintien de l’homéostasie de nombreux organes. 
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3. Rôles des HDACs au niveau du système nerveux central 

De nombreuses études se sont intéressées au rôle des HDACs dans le système nerveux central. 

En effet, il a été montré que les HDACs sont impliquées dans le développement du cerveau, 

l’apprentissage et la mémoire (Volmar & Wahlestedt, 2015). Notamment, la présence d’un seul allèle 

de HDAC2 en absence de HDAC1 est suffisante pour un développement normal du cerveau murin alors 

qu’un seul allèle de HDAC1 en l’absence de HDAC2 ne l’est pas, démontrant le rôle crucial de HDAC2 

dans le développement cérébral (Hagelkruys et al., 2014). Suite à ces observations, de nombreuses 

études utilisant des inhibiteurs de HDACs ont permis de révéler des fonctions essentielles des HDACs 

au niveau central.  

Les HDACs sont également impliquées dans la neuroprotection, la différentiation neuronale ou 

encore la neurorégénération (Shukla & Tekwani, 2020). En effet, il a récemment été démontré que 

l’inhibition des HDACs de classe I augmentait l’expression de facteurs neurotrophiques et favorisait la 

recâblage neuronale et la récupération fonctionnelle après un traumatisme crânien traumatique chez la 

souris (Sada et al., 2020). Cet effet bénéfique serait particulièrement dû à l’inhibition de HDAC2 

puisque les auteurs ont montré que l’expression de HDAC2 était augmentée tandis que celle de BDNF 

(codant pour une neurotrophine) était diminuée dans la moelle épinière des souris suite à un traumatisme 

crânien et que le « silencing » de HDAC2 entraînait une augmentation de l’acétylation au niveau du 

promoteur du BDNF, menant à une hausse de son expression.  

Le potentiel thérapeutique des HDACi a aussi été démontré dans des modèles précliniques de 

sclérose en plaques (SP). En effet, la TSA, l’acide valproïque ou encore le SAHA améliorent 

l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), un modèle murin de SP (Ge et al., 2013; Lillico 

et al., 2018; Pazhoohan et al., 2014; Z. Zhang et al., 2012). Plus récemment, Sun et collaborateurs ont 

montré l’implication spécifique de HDAC11 dans la SP. En effet, l’absence de HDAC11 dans un modèle 

de EAE réduisait la démyélinisation de la moelle épinière et diminuait la sévérité clinique de la 

pathologie (L. Sun et al., 2018). Plus spécifiquement, ils ont révélé que HDAC11 contribuait à la neuro-

inflammation via la stimulation de l’expression de la chémokine CCL2 en favorisant la fixation du 

facteur de transcription PU.1 au niveau de son promoteur. Ainsi, la perte de HDAC11 réduisait la 

sécrétion de CCL2 et l’infiltration de cellules immunitaires au niveau du système nerveux central 

aboutissant au soulagement des symptômes. 

Depuis quelques années, les intérêts thérapeutiques des HDACi se sont étendus aux affections 

touchant le système nerveux comme l’épilepsie ou les maladies neurodégénératives telles que la maladie 

de Huntington, la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson (Romoli et al., 2019; Shukla & 

Tekwani, 2020; Ziemka-Nalecz et al., 2018). Dans les maladies neurodégénératives, une altération de 

l’homéostasie de l’acétylation des histones a notamment été observée, avec un basculement vers 
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l’hypoacétylation, majoritairement due à une perte de HATs (Saha & Pahan, 2006). Ainsi, les HDACi 

sont apparus comme des cibles thérapeutiques attractives. Concernant la maladie de Huntington (HD), 

il a été montré in vivo que des HDACi tels que le SAHA, le butyrate de sodium, la TSA ou le valproate 

avaient des effets bénéfiques dans des modèles de HD, en améliorant par exemple la déficience motrice 

et en réduisant les troubles cognitifs via l’augmentation de la mémoire de reconnaissance (Giralt et al., 

2012; Hecklau et al., 2021; S. Sharma & Taliyan, 2015; Shukla & Tekwani, 2020).  

Des études ont également montré que les HDACi pouvaient avoir un rôle bénéfique dans le 

traitement des désordres psychiatriques (Chakravarty et al., 2014). Dans différents modèles murins de 

schizophrénie, l’administration d’acide valproïque ou de MS-275 augmentait l’expression de gènes 

normalement réprimés chez les patients et impliqués dans la schizophrénie (reeline, GAD67) ou 

améliorait les phénotypes associés à la schizophrénie (Bahari-Javan et al., 2017; Tremolizzo et al., 2002; 

van Enkhuizen et al., 2013). Des effets bénéfiques des HDACi ont également été rapportés dans 

différents modèles murins de dépression, le traitement de souris avec butyrate de sodium, du SAHA ou 

du MS-275 résultant en des effets antidépresseurs avec une amélioration de l’anxiété, une restauration 

de l’humeur ou des interactions sociales des animaux (Chakravarty et al., 2014; Covington et al., 2009; 

Misztak et al., 2018; F. A. Schroeder et al., 2007). Concernant l’addiction, l’administration de TSA ou 

de MS-275 chez des rats entraînait une diminution de l’auto-administration de cocaïne ou d’alcool, 

réduisait le comportement de recherche de la drogue/alcool et diminuait également l’anxiété associée au 

sevrage (Host et al., 2010; Pandey et al., 2008; Romieu et al., 2008, 2011; Warnault et al., 2013).  

Ainsi, l’ensemble de ces études montrent que les HDACs jouent un rôle important au niveau 

central. Toutefois, les inhibiteurs de HDACs utilisés dans ces études précliniques ne sont pas 

spécifiques, d’autres études sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-

jacents et le rôle des différentes HDACs dans ces désordres et pathologies afin de développer des 

HDACi plus spécifiques pour envisager un traitement chez l’Homme.  

4. Rôles des HDACs dans le maintien de l’homéostasie intestinale 

a. HDACs et physiologie intestinale 
Plusieurs études ont permis de révéler le rôle crucial des HDACs dans l’homéostasie intestinale. 

Il a été démontré qu’in vitro et in vivo, l’inhibition des HDACs via le SAHA inhibait la croissance des 

cellules intestinales en culture et au niveau des cryptes intestinales de souris, et induisait un programme 

de différentiation précoce avec l’augmentation de l’expression de gènes spécifiquement exprimés par 

les entérocytes. De la même manière, il a été observé que le SAHA inhibait la prolifération de cryptes 

intestinales humaines (Roostaee et al., 2015). Ces résultats montrent que les HDACs favorisent la 

prolifération des cellules souches au niveau intestinal et contrôle la différentiation cellulaire, deux 

fonctions centrales dans l’homéostasie intestinale.  
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De manière plus spécifique, il a été montré que HDAC1 et HDAC2 régulaient l’homéostasie 

des cellules souches intestinales, la perte de Hdac1 et Hdac2 chez des souris se traduisant par une perte 

des marqueurs des cellules souches et une perte de la capacité clonogénique des cryptes ex vivo 

(Zimberlin et al., 2015). De plus, il a été montré que des souris déficientes pour Hdac1 et Hdac2 

spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales (CEIs) présentaient une altération de la 

croissance intestinale ainsi que des défauts au niveau de l’architecture intestinale avec des altérations de 

la différentiation cellulaire caractérisées par une réduction du nombre de cellules de Paneth et 

caliciformes (Turgeon et al., 2013). L’ensemble des perturbations observées chez les mutants 

s’accompagne de l’activation des voies Notch, STAT3 et mTOR, l’inhibition de la voie JAK-STAT 

restaurant partiellement l’homéostasie intestinale chez les souris déficientes pour Hdac1 et Hdac2 dans 

les CEIs (Gonneaud et al., 2021). De plus, contrairement aux souris présentant un seul allèle de Hdac1 

mais aucun de Hdac2, les souris avec un seul allèle de Hdac2 et aucun de Hdac1 présentent des 

altérations de l’homéostasie intestinale similaires aux défauts observés chez les souris double KO pour 

Hdac1 et Hdac2 dans les CEIs (Gonneaud et al., 2016). Pour mieux comprendre les rôles de ces 2 

HDACs, Gonneaud et collaborateurs ont établi des modèles d’organoïdes déficients pour Hdac1 ou 

Hdac2 et ils ont observé des altérations dans la différentiation des cellules de Paneth et caliciformes 

ainsi qu’une augmentation des précurseurs de cellules sécrétoires intermédiaires (Gonneaud et al., 

2019). Ils ont identifié des processus biologiques communs dépendants de l’expression de Hdac1 et 

Hdac2 dans les CEIs, comme la réponse inflammatoire, l’oxydo-réduction et le processus métabolique 

des lipides, mais également des processus spécifiques à chaque délétion de HDAC démontrant que 

HDAC1 et HDAC2 pouvaient avoir des rôles complémentaires dans la régulation des CEIs.  

D’autres travaux ont montré que les souris portant la délétion spécifique de HDAC3 dans les 

CEIs présentaient une importante perte du nombre et de la fonction des cellules de Paneth, une 

élongation des cryptes intestinales ainsi qu’une augmentation de la prolifération des CEIs (Alenghat et 

al., 2013). Une susceptibilité augmentée aux dommages intestinaux et à l’inflammation induits par le 

DSS (« Dextran sulfate sodium ») a également été rapportée chez ces souris, indiquant que l’expression 

de HDAC3 dans les CEIs joue également un rôle important dans l’homéostasie intestinale. Une grande 

partie de ces effets étaient reversés lorsque les souris HDAC3�CEI étaient élevées en condition axénique 

suggérant que HDAC3 intègre des signaux provenant du microbiote pour maintenir l’homéostasie 

intestinale (Alenghat et al., 2013). Il a également été démontré que HDAC3 jouait un rôle important 

dans l’oxydation des acides gras au niveau de l’épithélium intestinal (Dávalos-Salas et al., 2019).  

b. HDACs et fonction de barrière intestinale 
Les HDACs jouent un rôle clé dans la régulation de la fonction barrière de l’intestin. En effet, 

il a été montré in vitro que le butyrate de sodium (inhibiteur de HDACs) améliorait la fonction barrière 

via l’augmentation de l’expression de la claudine-1, en facilitant l’interaction du facteur de transcription 
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SP-1 avec le promoteur de ce gène (H.-B. Wang et al., 2012). De plus, Friedrich et collaborateurs ont 

récemment montré que le traitement de cellules en culture avec des pan-HDACi protégeait l’intégrité de 

la barrière épithéliale de perturbation induite par le TNF-���« Tumor Necrosis Factor » alpha)�en 

augmentant l’expression des protéines de jonctions serrées occludine et claudine-1, tout en diminuant 

celle de la claudine-2. Aussi, le traitement avec du givinostat (pan-HDACi) accélérait la cicatrisation 

épithéliale in vitro mais également in vivo chez des souris soumises au DSS, ces effets régénératifs étant 

dus à une augmentation de l’expression de TGF�1 (« Transforming Growth Factor » beta 1) suite à 

l’inhibition des HDACs (Friedrich et al., 2019). Une augmentation de l’expression de TGF�1 suite à 

l’inhibition des HDACs par du butyrate, du SAHA ou de la TSA avait déjà été rapportée dans une autre 

étude, cette régulation étant contrôlée par le facteur de transcription SP-1 (Martin-Gallausiaux et al., 

2018). Aussi, l’inhibition des HDACs induite par les AGCC renforce la fonction barrière de cellules 

épithéliales intestinales (Parada Venegas et al., 2019). En effet, in vitro, il a été démontré que le butyrate 

favorise la formation de la barrière épithéliale via l’activation de STAT3 et l’inhibition des HDACs qui 

entraînent une augmentation de l’expression de l’interleukine (IL)-10RA, important pour la fonction 

barrière puisqu’elle réprime l’expression de la claudine-2, une protéine de jonction formant des pores 

para-cellulaires (Zheng et al., 2017). Le butyrate favorise aussi la barrière épithéliale dans des cellules 

T84 via l’inhibition de HDAC1, qui restaure l’expression de Trek1, un canal potassique, dans les CEIs 

(H. Huang et al., 2016). En outre, HDAC5 serait impliquée dans la régulation de la barrière intestinale. 

En effet, il a été observé que les patients souffrant d’une septicémie présentaient un niveau d’expression 

de HDAC5 plus élevé comparativement aux individus sains et le niveau d’expression de HDAC5 

corrélait positivement avec l’expression de cytokines pro-inflammatoires, l’apoptose des cellules 

intestinales et avec l’expression de IFABP, un marqueur du dysfonctionnement de la barrière intestinale, 

suggérant qu’une forte expression de HDAC5 altère la fonction barrière de l’intestin (B. Li et al., 2021). 

Aussi, dans un modèle in vivo de septicémie, le ciblage spécifique de HDAC5 via son « silencing » ou 

via son inhibition avec l’inhibiteur spécifique LMK-235 améliorait la survie des souris et réduisait la 

perméabilité intestinale ainsi que les dommages induits au niveau de l’épithélium intestinal. 

c. HDACs et régulation des rythmes circadiens 
Il a très récemment été montré l’implication des HDACs dans les rythmes circadiens intestinaux, 

ces rythmes régulant notamment l’absorption des nutriments, la prolifération des entérocytes et le 

métabolisme (Hussain & Pan, 2009; Scheving, 2000). Les AGCC altèrent l’expression de gènes 

impliqués dans les rythmes circadiens au niveau de l’épithélium intestinal via un mécanisme dépendant 

de leur activité HDACi (Fawad et al., 2022). En effet, le traitement d’organoïdes avec des AGCC ou 

des HDACi entraînait des retards de phase importants de l’expression de Per2, un gène clé de la 

régulation circadienne des gènes dont l’expression varie de manière cyclique. De plus, les retards de 
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phase n’étaient plus observés dans des organoïdes traités avec du butyrate et n’exprimant plus HDAC3, 

faisant de HDAC3 une HDAC d’intérêt dans le contrôle des rythmes circadiens au niveau intestinal. 

L’ensemble des fonctions des HDACs décrites ci-dessus montre clairement que les HDACs ont 

des rôles extrêmement variés dans de nombreux processus et plus particulièrement au niveau intestinal 

(Figure 15). Les HDACs ont particulièrement été étudiées pour leurs nombreux rôles dans le contrôle 

de la réponse inflammatoire dans le but de proposer leur ciblage à des fins thérapeutiques.   

5. Rôles des HDACs dans la régulation de l’inflammation  

De nombreuses études ont montré que les HDACs étaient impliquées dans l’immunité innée et 

adaptative en régulant les voies de signalisation des TLRs (« Toll-Like Receptor »), de l’interféron (IFN) 

mais également via la régulation du développement de lymphocytes B et T et la présentation des 

antigènes (Shakespear et al., 2011; Sweet et al., 2012).  

a. Rôle des HDACs dans les cellules immunitaires 

L’observation que les HDACi présentaient des effets anti-inflammatoires a laissé penser que les 

HDACs pouvait être impliquées dans les mécanismes associés au développement de l’inflammation. 

Les effets anti-inflammatoires des HDACi ont commencé à être décrits il y a plusieurs années 

maintenant. Par exemple, il a été montré que l’inhibition des HDACs réduisait la production de 

cytokines pro-inflammatoires dans des cellules mononuclées du sang et réduisait l’inflammation 

systémique in vivo (Leoni et al., 2005). L’effet anti-inflammatoire des HDACi a également été démontré 

avec les AGCC (Parada Venegas et al., 2019). Le butyrate contribue à la réduction de l’inflammation 

en induisant l’expression de I�Bα ce qui mène à l’inhibition de la voie NF-�B, en inhibant la voie IFN-

	/STAT1 et en activant la fonction anti-inflammatoire de PPAR	 (Couto et al., 2020). Aussi, le butyrate 

inhibe, via son activité HDACi, l’expression et la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires comme 

NO, IL-6 ou IL-12 in vitro suite à la stimulation de macrophages dérivés de la moelle osseuse avec du 

LPS. De la même manière, le butyrate bloque l’expression de médiateurs pro-inflammatoires dans des 

macrophages issus du côlon de souris et stimulés avec du LPS ainsi que dans des macrophages issus du 

côlon de souris traitées avec du butyrate (Chang et al., 2014). Le butyrate induit également la 

différentiation monocyte-macrophage et favorise l’activité antimicrobienne des macrophages via 

l’inhibition de HDAC3, et induit la polarisation des macrophages vers le phénotype anti-inflammatoire 

M2 (Ji et al., 2016; Schulthess et al., 2019). Les AGCC favorisent la différentiation des lymphocytes T 

régulateurs, qui sont des acteurs importants pour limiter les réponses inflammatoires, via l’augmentation 

de l’expression de Foxp3 (Arpaia et al., 2013; Furusawa et al., 2013). Il a également été démontré que 

les AGCC favorisaient la génération de lymphocytes B régulateurs et producteurs d’IL-10 via leur 

activité HDACi, qui active la voie de signalisation MAPK (Zou et al., 2021). Le butyrate limite 

également les fonctions des neutrophiles. En effet, grâce à son activité HDACi, le butyrate entraîne une 
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réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires par les neutrophiles issus de patients 

souffrant de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) et améliore la sévérité de la colite 

chez des souris sous DSS via l’inhibition de la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et la 

production de NETs (« Neutrophil Extracellular Traps ») (Li et al., 2021). Toutefois, les HDACi peuvent 

entraîner des effets à la fois pro- et anti-inflammatoires. Par exemple, il a été démontré que le traitement 

de macrophages avec le MS-275 résultait en une augmentation de l’expression de cytokines pro-

inflammatoires (IL-1�, TNF-�, IL-12) mais également de cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-

10, l’augmentation de l’IL-10 étant liée à une augmentation de l’activité de NF-�B, de son acétylation, 

de sa translocation nucléaire et de sa fixation au promoteur de l’IL-10 dans les macrophages (Leus et 

al., 2017). Ainsi, l’ensemble de ces données montre la complexité de la régulation de l’inflammation 

par les HDACs dans les cellules immunitaires, les effets étant dépendants du type cellulaire ou de 

l’inhibiteur utilisé.  

b. Rôles des HDACs dans les maladies inflammatoires 

i. Arthrite rhumatoïde (AR) 
Des effets bénéfiques des HDACi ont été observés dans des maladies inflammatoires, 

démontrant l’implication des HDACs dans ces pathologies. Dans le contexte de l’arthrite rhumatoïde 

(AR), il a été mis en évidence que l’inhibition des HDACs bloquait la production d’IL-6 et de TNF-α 

par les macrophages issus des articulations enflammées de patients souffrant d’AR et induisait 

également leur apoptose (Grabiec et al., 2010). Une réduction de la production de cytokines pro-

inflammatoire a également été observée dans des biopsies synoviales de patients souffrant d’AR traitées 

avec des HDACi. Grabiec et collaborateurs ont aussi mis en évidence dans une autre étude que le 

traitement de synoviocytes avec des HDACi inhibait la production d’IL-6 via la réduction de la stabilité 

de l’ARNm (Grabiec et al., 2011). Aussi, l’activité HDAC était augmentée dans des cellules 

mononucléaires du sang périphérique (PBMCs) issus de patients atteints de AR et le traitement des 

PBMCs des patients atteints de AR avec des HDACi réduisait la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-6 et le TNF (Gillespie et al., 2012). In vivo, l’utilisation de HDACi dans 

différents modèles d’arthrite améliorait la sévérité de l’arthrite en limitant l’inflammation des 

articulations et la destruction du cartilage et des os (Joosten et al., 2011). De la même manière, des effets 

bénéfiques d’inhibiteurs spécifiques des HDACs de classe I sur l’inflammation et la perte osseuse ont 

été rapportés dans un modèle d’arthrite (Cantley et al., 2015). HDAC6 semble particulièrement 

impliquée dans l’AR. Dans une étude récente, l’inhibition spécifique de HDAC6 diminuait la production 

de cytokines et de métalloprotéinases par les synoviocytes issues de patients atteints de AR et inhibait 

leur migration. De manière intéressante, dans un modèle d’arthrite in vivo, l’inhibition de HDAC6 

réduisait l’inflammation synoviale et la destruction des articulations, améliorant globalement l’arthrite 

d’un point de vue clinique (J. K. Park et al., 2021). 
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ii. Spondylarthrite ankylosante (SA) 

Les HDACs seraient également impliquées dans la spondylarthrite ankylosante (SA). En effet, 

l’expression de HDAC3 est augmentée dans les PBMCs issus de patients atteints de SA et il a été 

démontré que HDAC3 se fixait au niveau du promoteur du gène codant pour le miARN-130a, ce qui 

inhibe son expression et l’empêche de réprimer l’expression de TNF-1� dans les PBMCs (Jiang & 

Wang, 2016). Aussi, une autre étude a montré que HDAC1, plus exprimé chez les patients atteints de 

SA, favorisait la prolifération, la réponse inflammatoire et la différentiation ostéogénique dans des 

fibroblastes issus de patients atteints de SA (Zeng et al., 2010). Ces résultats pointent vers un rôle 

prédominant des HDACs de classe I dans la physiopathologie de la SA.  

Ainsi, ces travaux montrent que les HDAC sont impliquées dans divers processus 

inflammatoires pathologiques et que de nombreuses études visent à comprendre les mécanismes mis en 

jeu pour déterminer l’intérêt thérapeutique de certains HDACi.   

c. Rôle des HDACs dans l’inflammation intestinale 
Il a été démontré dans différentes études que les HDACi pouvaient limiter l’inflammation 

intestinale. Dans une première étude menée par Glauben et collaborateurs, l’inhibition des HDACs 

(SAHA et acide valproïque) résultait en une diminution de la production des cytokines in vitro dans des 

monocytes et lymphocytes T stimulés avec du LPS, et de manière plus intéressante, ces inhibiteurs 

réduisaient la sévérité de la colite dans deux modèles différents d’inflammation intestinale, suite à la 

réduction des cytokines pro-inflammatoires et l’induction de l’apoptose (Glauben et al., 2006). De 

manière similaire, il a été observé que le givinostat et le SAHA diminuaient l’activité clinique de la 

colite induite au DSS chez les souris en réduisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et en 

augmentant la production d’IL-10 ou en diminuant l’accumulation de cellules inflammatoires au niveau 

intestinal (Ali et al., 2018; Glauben et al., 2008). D’autres études ont montré l’effet bénéfique de 

l’inhibition des HDACs dans différents modèles d’inflammation intestinale. Par exemple, le butyrate de 

sodium ou des dérivés du butyrate inhibe la désacétylation de H3, la signalisation NF-�B et réduit le 

recrutement de neutrophiles dans le côlon de souris, atténuant la colite (C. Lee et al., 2017; Simeoli et 

al., 2017). Il a été observé une diminution de la sévérité de la colite induite au DSS caractérisée par une 

réduction de l’apoptose et de l’inflammation dépendante de NF-�B ainsi qu’une amélioration de la 

fonction barrière chez des souris traitées avec un inhibiteur des HDACs de classe I, le MS-275 (C. Li et 

al., 2020). D’une manière un peu différente, il a été démontré qu’une inhibition globale des HDACs 

avec le SAHA ou la TSA réduisait la colite en augmentant le nombre et la fonction des lymphocytes T 

régulateurs via l’acétylation de Foxp3 (De Zoeten et al., 2010; Tao et al., 2007). Ces résultats n’ont pas 

été obtenus avec le MS-275 qui inhibe seulement les HDACs de classe I, démontrant un potentiel rôle 

des HDACs de classe II dans le contrôle de l’inflammation (De Zoeten et al., 2010). Notamment, 

HDAC9 serait en cause puisque les souris HDAC9-/- présentaient une résistance face à la colite induite 
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au DSS. Aussi, il semblerait que HDAC6 joue un rôle important dans la régulation de l’inflammation 

intestinale puisque plusieurs études ont montré que son inhibition spécifique avait un effet protecteur 

dans différents modèles de colite via l’augmentation de l’activité suppressive des lymphocytes T 

régulateurs, le blocage de la signalisation NF-�B ou l’inhibition de l’infiltration de lymphocytes B 

(de Zoeten et al., 2011; Do et al., 2017; J. W. Lee et al., 2020; T. Liu, Wang, et al., 2017).  

De manière plus spécifique, les souris déficientes pour Hdac1/Hdac2 dans les CEIs présentaient 

une altération de la fonction barrière ainsi qu’une inflammation intestinale chronique de bas grade 

(Turgeon et al., 2013). Aussi, ces souris étaient plus sensibles à une colite induite au DSS 

comparativement aux souris sauvages avec une augmentation de la perméabilité intestinale et de 

l’expression de gènes pro-inflammatoires tandis que la seule perte de Hdac2 au niveau des CEIs 

protégeait contre la colite et n’induisait pas d’altérations de l’homéostasie intestinale (Turgeon et al., 

2014). Ces résultats suggèrent que HDAC1 et HDAC2 régulent la réponse inflammatoire au niveau des 

CEIs, avec des rôles à la fois redondants et spécifiques. Gonneaud et collaborateurs ont montré que 

HDAC1 était un régulateur majeur de la réponse inflammatoire dépendante de IL-1� dans les CEIs, via 

la régulation transcriptionnelle spécifiques des gènes (Gonneaud et al., 2014). La restriction de la 

réponse inflammatoire médiée par HDAC1 pourrait passer par la régulation de p65 puisque la déplétion 

de HDAC1 dans des CEIs conduit à la localisation nucléaire prolongée de p65 suite à une induction par 

l’IL-1�. Cependant, dans des monocytes stimulés avec du TNF, l’inhibition de HDAC1 et HDAC2 

entraîne une diminution significative de l’expression de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1� 

et le TNF, démontrant que HDAC1 et HDAC2 peuvent également avoir un rôle pro-inflammatoire en 

fonction du type cellulaire (Algate et al., 2020). Concernant HDAC3, il semblerait qu’elle ait un rôle 

protecteur. Par exemple, dans un modèle d’infection par Citrobacter rodentium, HDAC3 protège les 

souris en régulant positivement l’expression d’IL-18 par les CEIs. L’IL-18 va, quant à elle, permettre la 

sécrétion d’IFN-	 par des lymphocytes intraépithéliaux afin de protéger l’hôte contre l’infection (Navabi 

et al., 2017). De plus, des souris déficientes pour HDAC3 spécifiquement dans les macrophages sont 

plus susceptibles à une infection par Pseudomonas aeruginosa, car l’absence de HDAC3 entraîne, entre 

autres, une augmentation de l’acétylation au niveau du promoteur de la cathepsine B augmentant son 

expression et inhibant à terme l’activation de NF-�B (L. Yang et al., 2022).  

Il est important de noter que les résultats obtenus avec des inhibiteurs de HDACs et avec des 

délétions génétiques de HDACs sont le plus souvent opposés. En effet, la plupart des études s’accordent 

pour conclure sur le rôle anti-inflammatoire des HDACi alors que la délétion des HDACs mène à une 

susceptibilité augmentée ou diminuée des animaux à l’inflammation intestinale. Ceci pourrait 

s’expliquer par le fait que, le plus souvent, les inhibiteurs utilisés dans les études ne ciblent pas 

spécifiquement une HDAC ni un seul type cellulaire. À la vue des rôles multiples de chacune des 

HDACs ainsi que leur spécificité de fonction organe-dépendant, seule l’approche de délétion génétique 
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peut permettre de conclure sur le rôle de chacune des HDACs dans un tissu particulier. Cependant, les 

études faisant intervenir des inhibiteurs de HDACs seront plus facilement transposables chez les patients 

que les études réalisées sur des animaux génétiquement modifiés. 

En plus de l’implication des HDACs dans diverses pathologies telles que les cancers ou les 

maladies inflammatoires comme présenté dans cette partie, les HDACs sont également mises en cause 

dans d’autres pathologies chroniques comme le diabète, l’obésité, l’asthme ou la fibrose pulmonaire 

idiopathique (Bhavsar et al., 2008; Dewanjee et al., 2021; Gatla et al., 2019; Korfei et al., 2022; 

Nijhawan et al., 2020).  

 

L’ensemble de ces travaux montre à quel point les HDACs sont des acteurs importants dans le 

maintien de l’homéostasie et que leur dérégulation peut participer au développement/maintien de 

maladies, faisant de ces régulateurs épigénétiques des cibles thérapeutiques intéressantes.  
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Deuxième partie : 

Modulations des marques épigénétiques 
 

I. Impact de l’environnement sur les marques épigénétiques 
Au cours de sa vie, l’Homme est exposé à de nombreux facteurs environnementaux, qui forment 

ce que l’on appelle l’exposome, et qui peuvent impacter les marques épigénétiques. Dans cette partie, 

nous allons décrire les facteurs environnementaux identifiés comme capables de moduler les marques 

épigénétiques et présenter les mécanismes associés.  

1. Régime alimentaire  

a. Chez les abeilles 
Un exemple bien connu de l’influence de la nutrition sur les marques épigénétiques et caractérisé 

depuis de nombreuses années, est le processus de développement et de différentiation de castes 

« reine/ouvrière » chez les abeilles. Les abeilles ouvrières et reines sont différentes que ce soit au niveau 

de la morphologie, de la capacité de reproduction, du comportement ou de la durée vie malgré le partage 

d’un patrimoine génétique identique. Durant les 72h suivant l’éclosion, les larves d’abeilles reçoivent 

de la gelée royale. Cependant, le régime des larves destinées à être des abeilles ouvrières va être modifié 

pour du pollen et du nectar tandis que les larves destinées à être reines continueront à être nourries avec 

de la gelée royale (Figure 16A) (W. Mao et al., 2015; Y. Wang et al., 2016). Les différences de 

phénotype observée sont dues à des modifications épigénétiques induites par ce régime alimentaire 

différent. Effectivement, la composition nutritionnelle de la gelée royale affecte le processus de 

méthylation de l’ADN durant le développement des abeilles. Notamment, les abeilles ouvrières 

présentent un profil de méthylation unique au niveau du cerveau, plus de 80% de gènes 

différentiellement méthylés étant hyperméthylés chez les larves d’abeilles futures ouvrières. De plus, il 

a été montré que le « silencing » de DNMT3 dans les larves nouvellement écloses avait le même effet 

qu’un régime exclusif avec de la gelée royale résultant en une forte proportion d’abeilles reines avec des 

ovaires totalement développés (Kucharski et al., 2008). Concernant les modification post-

traductionnelles des histones, il a été révélé qu’un composé présent dans la gelée royale (10-HDA) 

possédait une activité inhibitrice vis-à-vis des HDACs et que les larves d’abeilles présentaient des 

différences caste-spécifiques au niveau de l’enrichissement en certaines modifications post-

traductionnelles des histones, corrélant avec une expression différentielle des gènes (Spannhoff et al., 

2011; Wojciechowski et al., 2018). Pour finir, un miRNA enrichi dans la nourriture des abeilles 

ouvrières, miR-162a, retarde le développement et diminue la taille du corps et des ovaires chez les 

abeilles, induisant le développement des abeilles ouvrières et évitant la différentiation en abeille reine 

(Zhu et al., 2017). L’ensemble de ces études montrent que de multiples mécanismes épigénétiques sont 
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influencés par le régime alimentaire et participent à la différentiation de castes chez les abeilles (Figure 

16B).  

b. Le régime enrichi en graisses 

i. Effets sur la méthylation de l’ADN 
Il a été montré dans la littérature que la consommation d’un régime enrichi en graisses (« High 

Fat », HF) entraînait des modifications des marques épigénétiques dans différents types cellulaires. 

Concernant la méthylation de l’ADN, il a été démontré chez l’Homme que la consommation d’un régime 

enrichi en graisses sur une courte durée altérait le profil de méthylation de l’ADN au niveau du muscle 

squelettique et que ces altérations n’étaient que partiellement inversées 6-8 semaines après l’arrêt du 

régime (Jacobsen et al., 2012). Ces observations ont également été réalisées dans des modèles murins. 

À titre d’exemple, 232 régions différentiellement méthylées ont été identifiées dans le tissu adipeux de 

souris sous régime HF comparativement à des souris sous régime contrôle (Multhaup et al., 2015). 

Aussi, chez des rats, la consommation d’un régime HF résultait en une diminution de l’expression de 

Dnmt1 dans les testicules et en une diminution du niveau global de méthylation de l’ADN dans les 

spermatozoïdes, les gènes différentiellement méthylés appartenant à des voies impliquées dans le 

développement embryonnaires comme Wnt, Hedgehog ou Notch (Deshpande et al., 2020). Une 

hyperméthylation et une plus faible expression du gène Phlda1 impliqué dans l’homéostasie des lipides 

au niveau hépatique ont été observées, la dérégulation de ce gène participant à la physiopathologie de 

l’obésité (P. Zhang et al., 2017). Il a aussi été démontré que le régime HF induisait une hyperméthylation 

au niveau des promoteurs des gènes codant pour la leptine et Pparg2 dans le tissu adipeux gonadique 

(Zwamborn et al., 2017). De plus, il a été mis en évidence qu’un régime enrichi en graisses de type 

oméga 6 modulait les niveaux de méthylation de certains gènes dans la muqueuse colique des souris 

menant à une accumulation de facteurs pro-inflammatoires et prolifératifs, qui augmenteraient le risque 

d’inflammation et de cancer du côlon (Romagnolo et al., 2019).  

ii. Effets sur les modifications post-traductionnelles des histones 

Une diminution de l’accumulation de HDAC1 ainsi qu’une augmentation de l’acétylation de 

l’histone H3 ont été observées dans la muqueuse colique des souris nourries avec le régime enrichi en 

graisses de type oméga 6 (Romagnolo et al., 2019). De plus, des modifications de l’accessibilité de la 

chromatine au niveau hépatique chez des souris soumises à un régime HF comparativement à des souris 

sous régime contrôle ont été observées. De façon intéressante, une partie de ces changements persistait 

malgré le retour à un régime conventionnel (Leung et al., 2016). Les sites qui restaient moins accessibles 

présentaient un enrichissement pour la marque H3K9me2, suggérant un rôle de cette modification post-

traductionnelle dans le maintien des modifications de l’accessibilité de la chromatine. Une autre étude 

a identifié des changements au niveau de l’enrichissement de 15 modifications post-traductionnelles des 

histones dans le foie de souris soumis à un régime HF comparativement aux souris sous régime contrôle 
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(Nie et al., 2017). D’autres travaux ont montré que la consommation d’un régime HF résultait en une 

forte diminution de l’expression du gène Acly, codant pour l’ATP citrate-lyase qui permet de synthétiser 

l’acétyl-CoA, le substrat utilisé pour l’acétylation des histones, dans le foie et le tissue adipeux blanc 

gonadique (Carrer et al., 2017). Une diminution du niveau d’acétyl-CoA a également été observée dans 

le foie, le tissu adipeux gonadique et le pancréas tout comme des modifications du niveau d’acétylation 

des histones dans le pancréas et le tissu adipeux gonadique, l’acétylation de H3K23 étant 

significativement diminuée chez les souris sous régime HF. Aussi, la consommation d’un régime enrichi 

en graisses pouvait diminuer l’acétylation des histones et augmenter leur dégradation au niveau 

hépatique dans un modèle murin de stéatose hépatique non alcoolique (Arias-Alvarado et al., 2021).  

iii. Effets sur les miARNs 

Le régime HF peut également impacter l’expression de miARNs. En effet, une diminution de 

l’expression de miR-26a a été mise en évidence au niveau hépatique chez des souris sous régime HF, ce 

miARN étant impliqué dans la régulation de la sensibilité à l’insuline et le métabolisme des lipides et 

du glucose (Fu et al., 2015). Aussi, il a été montré que la consommation d’un régime occidentalisé 

enrichi en graisses pouvait réduire l’expression des miARNs miR-143 et miR145a dans la muqueuse 

colique de souris, ces 2 miARNs étant importants pour réduire la colite induite par le DSS et la 

tumorigenèse colique (Dougherty et al., 2021). De plus, il a été montré chez des souris que le régime 

HF modifiait le profil des miARNs dans les exosomes sécrétés par le tissu adipeux viscéral, en 

augmentant notamment les miARNs pro-inflammatoires, comme miR-155. Ces exosomes 

inflammatoires, en circulant efficacement dans la lamina propria, favorisaient la polarisation des 

macrophages vers le phénotype inflammatoire M1 prédisposant ainsi l’intestin à l’inflammation et 

expliquant l’exacerbation de la colite induite au DSS observée chez les souris sous régime HF (Figure 

17) (Wei et al., 2020). Le régime HF entraîne également une dérégulation de l’expression des miARNs 

dans différents tissus de hamster, démontrant que les effets du HF ne sont pas espèces spécifiques 

(Barbalata et al., 2020).  

Ainsi, l’ensemble de ces travaux montre que la consommation d’un régime enrichi en graisses 

peut avoir des répercussions sur les diverses régulations épigénétiques, pouvant ainsi prédisposer des 

individus à développer des pathologies. 

c. Les donneurs de groupements méthyles 
Une méthylation aberrante de l’ADN chez l’adulte est liée au vieillissement et est impliquée 

dans diverses maladies comme le cancer (Dor & Cedar, 2018; Horvath & Raj, 2018). La méthylation de 

l’ADN et des histones est dépendante de la disponibilité en donneurs de groupements méthyles dérivés 

du régime alimentaire comme le folate, la choline, la bétaïne ou la méthionine. De nombreuses études 

se sont intéressées à l’impact d’un régime alimentaire déplété ou enrichi en donneurs de groupements 
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méthyles sur les marques épigénétiques (Anderson et al., 2012; Ideraabdullah & Zeisel, 2018; Mahmoud 

& Ali, 2019). Par exemple, il a été observé chez des patients présentant des polypes adénomateux qu’une 

supplémentation en acide folique durant 6 mois permettait d’inverser l’hypométhylation globale de 

l’ADN dans le côlon (O’Reilly et al., 2016). De plus, les résultats d’une méta-analyse d’essais cliniques 

ont montré que la supplémentation en acide folique seul ou en combinaison avec la vitamine B12 

résultait en une augmentation de la méthylation globale de l’ADN même si aucun n’impact sur la 

méthylation de l’ADN n’a pu être observé dans certaines études (Amenyah et al., 2020). 

Denizot et collaborateurs ont observé chez des souris nourries avec un régime appauvri en 

donneurs de groupements méthyles, une hypométhylation du promoteur du gène CEACAM6, important 

dans la maladie de Crohn, menant à une expression anormale de ce gène dans les cellules épithéliales 

coliques des souris (Denizot et al., 2015). De manière complémentaire, une hyperméthylation du 

promoteur du gène CEACAM6 associée à une diminution de son expression a été rapportée chez des 

souris sous un régime enrichi en groupements de donneurs méthyles (Gimier et al., 2020). De plus, de 

nombreux autres gènes ont vu leur expression dérégulée suite à la consommation d’un régime enrichi 

en donneurs de groupements méthyles. 

d.  Autres facteurs alimentaires 

i. La restriction calorique 
La malnutrition en général peut avoir des impacts au niveau épigénétique. Une étude a démontré 

que la malnutrition durant la première année de vie chez l’Homme résultait en des modifications du 

profil de méthylation de l’ADN au niveau sanguin à l’âge adulte avec l’identification de 134 régions 

génomiques différentiellement méthylées, incluant des gènes clés impliqués dans le développement 

neurologique et neuropsychiatrique (Peter et al., 2016). La restriction calorique altère également 

l’expression des miARNs et des HDACs. En effet, la restriction calorique est capable d’inverser les 

altérations d’expression de miARNs induits par le vieillissement dans le muscle squelettiques de 

primates (Mercken et al., 2013). Aussi, la restriction calorique permet de limiter l’augmentation de la 

protéine HDAC2 au niveau de l’hippocampe de souris induite par le vieillissement (Chouliaras et al., 

2013). Ces résultats suggèrent des effets bénéfiques de la restriction calorique au cours du vieillissement.   

ii. Les polyphénols 

Les polyphénols, présents principalement dans les fruits et les légumes, sont des molécules 

complexes aux propriétés antioxydantes capables de piéger les radicaux libres. Ils peuvent réduire le 

risque d’inflammation intestinale en modifiant le profil des miARNs ou en inhibant les HDACs 

(Vieujean et al., 2022). Notamment, le resvératrol atténue la sévérité de la colite induite chimiquement 

et augmente la proportion de lymphocytes T régulateurs. Cet effet positif sur la colite serait dû à la 

diminution de l’expression de plusieurs miARNs (notamment les miR-31, let-7a et miR-132) dans les 
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ganglions mésentériques des souris traitées avec du resvératrol. En effet, ces miARNs ciblent des 

cytokines et facteurs de transcription impliqués dans la réponse anti-inflammatoire régulée par les 

lymphocytes T, miR-31 inhibant spécifiquement l’expression de Foxp3, le facteur de transcription clé 

des lymphocytes T régulateurs (Alrafas, Busbee, Nagarkatti, et al., 2020). Une autre étude menée par la 

même équipe a démontré que le resvératrol était aussi capable de diminuer l’expression des HDACs 

dans les ganglions mésentériques de souris traitées avec le polyphénol et que cette diminution était 

corrélée avec l’induction des lymphocytes T régulateurs dans un modèle murin de cancer colorectal 

(Alrafas, Busbee, Chitrala, et al., 2020). Ces résultats suggèrent que l’inhibition des HDACs serait un 

des mécanismes par lequel le resvératrol régule la réponse immunitaire et prévient le développement du 

cancer colorectal.  

iii. L’alcool 

La consommation d’alcool impacte également l’épigénome (Habash et al., 2022; L. Wu et al., 

2021). Par exemple, la consommation d’alcool altére les profils de méthylation de l’ADN durant 

l’hépatocarcinogenèse et est liée à l’hypométhylation de LINE1 dans certaines tumeurs (Hlady et al., 

2014; Schernhammer et al., 2010). Aussi, une consommation excessive d’alcool par des souris entraîne 

une dérégulation de l’expression des HDACs, associée au développement d’une stéatose et de lésions 

hépatiques (Kirpich et al., 2012). Il a également été démontré qu’une consommation excessive 

chronique ou aiguë d’alcool par des souris résultait en un enrichissement en la marque H3K9ac au niveau 

du promoteur de PNPLA3 menant à une augmentation de son expression dans le foie (Restrepo et al., 

2017). Au niveau intestinal, il a été observé que l’exposition chronique à de l’éthanol augmentait 

l’expression du miARN miR-122a, ce qui entraînait une diminution de l’expression de l’occludine 

menant à une augmentation de la perméabilité intestinale (H. Zhao et al., 2015). De plus, l’expression 

de miR-155 est également augmentée dans l’intestin grêle de souris consommant chroniquement de 

l’alcool. Les souris déficientes pour miR-155 sont protégées de l’augmentation d’endotoxines dans le 

sérum et de l’activation de TNF-� et NF-�B induites par l’alcool, démontrant que miR-155 est impliqué 

dans l’inflammation intestinale et la dysfonction de la barrière consécutives à la consommation 

chronique d’alcool (Lippai et al., 2014). 

 

Ainsi, le régime alimentaire dans sa globalité ou certains composants spécifiques peuvent 

impacter l’épigénome entraînant des effets plus ou moins bénéfiques pour l’homéostasie et la santé. 

Toutefois, l’Homme est également exposé à d’autres facteurs présents dans notre environnement qui 

peuvent eux aussi altérer les marques épigénétiques.   
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2. Le tabac 

a. Effets sur la méthylation de l’ADN 
L’impact du tabac au niveau épigénétique a été largement étudié. Plusieurs études ont montré 

que le tabagisme entraînait des altérations au niveau des profils de méthylation de l’ADN et que ces 

modifications étaient associées avec la quantité et la durée de l’exposition à la cigarette. De plus, il a été 

observé que la méthylation au niveau de certains loci génétiques était réversible suite à l’arrêt du 

tabagisme tandis que d’autres modifications peuvent perdurer même plusieurs décennies après l’arrêt de 

la cigarette, ce qui suggère que les modifications épigénétiques induites par la cigarette pourraient 

exposer les anciens fumeurs à des risques néfastes pour leur santé sur le long-terme (Ambatipudi et al., 

2016; Joehanes et al., 2016; Kaur et al., 2019; S. Li et al., 2018; McCartney et al., 2018; Wan et al., 

2012; Wilson et al., 2017; D. Zong et al., 2019). En effet, il a été montré que presque un tiers des gènes 

humains connus étaient différentiellement méthylés dans les cellules sanguines de fumeurs 

comparativement à des personnes n’ayant jamais fumé. La majorité des sites différentiellement méthylés 

étaient revenus à des niveaux comparables aux non-fumeurs dans les 5 ans suivant l’arrêt de la cigarette 

tandis que certains gènes méthylés ne sont jamais revenus au niveau des non-fumeurs, même 30 années 

après l’arrêt du tabac (Joehanes et al., 2016).  

b. Effets sur les modifications post-traductionnelles des histones 
Des altérations au niveau des modifications post-traductionnelles des histones (acétylation, 

méthylation ou phosphorylation) sont également induites par le tabac (Kaur et al., 2019; D. Zong et al., 

2019). Une augmentation de l’acétylation de l’histone H4 a été observée dans des tissus pulmonaires de 

fumeurs comparativement à des non-fumeurs ou des anciens fumeurs tandis que les anciens fumeurs 

présentaient une augmentation de l’acétylation de H3 comparativement à des non-fumeurs et des 

fumeurs (Szulakowski et al., 2006). Il a aussi été observé une réduction de l’activité HDAC globale dans 

des cellules sanguines issues de fumeurs comparativement à des non-fumeurs (Y. Chen et al., 2012). De 

plus, chez des rats, l’exposition à de la fumée de cigarette augmentait l’acétylation de H3K9 associée à 

une diminution de l’expression de HDAC1 au niveau pulmonaire, l’enrichissement en la marque 

H3K9ac entraînant l’augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires (X. Chen et al., 

2015). Une augmentation de l’expression de Hdac2, Hdac4 mais également de Hat1, Dnmt1, Dnmt3a 

et Dnmt3b a également été mise en évidence dans des poumons de souris exposées à de la fumée de 

cigarette durant 3 jours comparativement à des souris non exposées, ces dérégulations étaient associées 

à une augmentation de l’acétylation de H3K56 (Sundar & Rahman, 2016). Toutefois, d’autres études 

sont nécessaires pour comprendre l’impact des modifications d’acétylation des histones et de 

l’expression des HDACs au niveau pulmonaire. Aussi, in vitro et dans le poumon des souris exposées à 

de la fumée de cigarette, un enrichissement en la marque activatrice H3K4me3 et une diminution des 

marques répressives H3K9me3 et H4K20me3 ont été observés au niveau du promoteur du gène Nlrp10, 



Étude bibliographique 
 

33 
 
 

augmentant son expression. Ainsi, ces modifications post-traductionnelles des histones expliqueraient 

l’induction de la réponse inflammatoire régulée par Nlrp10 dans les poumons des souris en réponse à 

l’exposition à la fumée de cigarette (Kaur et al., 2018).  

c. Effets sur l’expression des miARNs 

Le profil d’expression des miARNs est aussi altéré par le tabagisme (Kaur et al., 2019; Vrijens 

et al., 2015; D. Zong et al., 2019). Willinger et collaborateurs ont notamment caractérisé une signature 

de 6 miARNs associés au tabagisme dans les cellules sanguines de fumeurs, les miARNs identifiés étant 

associés avec des marqueurs inflammatoires systémiques et à une fonction pulmonaire réduite 

(Willinger et al., 2017). De plus, une diminution de l’expression des miARNs a été mise en évidence 

dans les macrophages alvéolaires de fumeurs comparativement à des non-fumeurs. Cet effet serait dû à 

la SUMOylation de DICER induite par la fumée de cigarette, ce qui réduirait son activité ribonucléase 

altérant ainsi la synthèse des miARNs (Gross et al., 2014). Il a également été démontré que parmi les 

miARNs dérégulés suite au tabagisme, le miR-149-3p était significativement sous-exprimé et qu’une 

réduction du niveau de ce miARN pouvait participer à la réponse inflammatoire chez les patients 

souffrant de bronchopneumopathie chronique obstructive via l’activation de la voie de signalisation 

TLR4-NF-�B (Shen et al., 2017). De manière intéressante, il a été observé que 3 mois après l’arrêt de 

la cigarette, 22 des 34 miARNs différentiellement exprimés chez les fumeurs comparativement aux non-

fumeurs retournaient à un niveau normal contrairement aux 12 autres qui sont associés avec la 

carcinogenèse et avec les maladies respiratoires chroniques (G. Wang et al., 2015). Ces résultats 

suggèrent que les modifications persistantes dans l’expression des miARNs induits par le tabagisme 

pourraient contribuer au développement de maladies affectant les poumons même après l’arrêt de la 

cigarette. 

3. La pollution atmosphérique 
La pollution atmosphérique est une combinaison des différents composés comme les particules 

fines, l’ozone, le dioxyde de nitrogène ou encore le monoxyde de carbone, le benzène ou le dioxyde de 

soufre. Ces différents composés peuvent induire des modifications épigénétiques que ce soit au niveau 

de la méthylation de l’ADN, des modifications des histones ou de l’expression de miARNs (Mukherjee 

et al., 2021). Notamment, il a été démontré chez des enfants que l’exposition à des particules fines, 

l’ozone, le dioxyde d’azote ou le monoxyde de carbone était associée avec la méthylation de gènes 

immunorégulateurs comme Foxp3, IL-4, IL-10 et IFN-	, altérant la réponse immune. De plus, des 

changements de méthylation au niveau du promoteur de Foxp3 et de l’IL-10 étaient durables et 

significativement associés avec la pathogenèse de l’asthme (Prunicki et al., 2018, 2021). Dans ce sens-

là, il a préalablement été montré qu’une exposition augmentée des enfants à la pollution de l’air ambiant 

était associée à l’hyperméthylation du locus Foxp3, altérant la fonction des lymphocytes T régulateurs 

et augmentant la morbidité liée à l’asthme (Hew et al., 2015; Nadeau et al., 2010). Aussi, il a été observé 
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que la pollution de l’air liée au trafic pouvait altérer la méthylation de l’ADN et l’acétylation de H3K9 

dans les cellules sanguines et les poumons de rats (R. Ding et al., 2017). Les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques induisent également des modifications des marques histones chez les souris. En effet, il a 

été révélé que l’exposition de souris durant 7 jours dès leur naissance à un hydrocarbure aromatique 

polycyclique, le benzopyrène, diminuait l’acétylation de H3K14 au niveau du promoteur du gène StAR, 

qui persistait même au stade adulte menant à une réduction de la production de testostérone (Liang et 

al., 2012). Ces résultats suggèrent que la pollution pourrait entraîner des altérations épigénétiques qui 

perdureraient sur le long-terme. De plus, plusieurs études ont montré une dérégulation de l’expression 

des miARNs suite à l’exposition à des polluants atmosphériques et il a été suggéré que 5 miARNs 

spécifiques pourraient servir de biomarqueurs pour évaluer le risque de développer un cancer des 

poumons chez les individus exposés à la pollution atmosphérique (Sima et al., 2021). Aussi, une 

exposition de 2h à de l’ozone est suffisante pour induire l’augmentation de l’expression de 10 miARNs 

6h post-exposition dans des échantillons d’expectorations, ces miARNs étant impliqués dans les 

réponses inflammatoires et immunitaires (Fry et al., 2014).  

Ainsi, les données présentées ici montrent que l’environnement dans lequel évolue un hôte est 

important puisqu’il peut entraîner des modifications plus ou moins réversibles, qui vont avoir des 

impacts bénéfiques ou délétères sur différentes fonctions physiologiques pouvant favoriser l’apparition 

et le maintien de maladies. Toutefois, les facteurs présentés ici ne sont pas les seuls qui peuvent avoir 

des impacts au niveau épigénétique, il en existe d’autres comme l’activité physique dont les 

changements épigénétiques induits par sa pratique semblent varier en fonction de type d’exercice réalisé, 

de sa fréquence, de son intensité et de sa durée mais aussi en fonction de l’âge, du sexe et de la 

composition corporelle de l’individu (Barrón-Cabrera et al., 2019; Tarnowski et al., 2021). 

4. Transmission à la descendance de marques épigénétiques 

Certaines modifications épigénétiques peuvent affecter la lignée germinale et peuvent ne pas 

être effacées durant la reprogrammation épigénétique après la fécondation permettant un transfert 

transgénérationnel.  

a. Transmission maternelle 
Les études menées sur le modèle de souris Agouti ont participé à montrer que des modifications 

épigénétiques pouvaient éventuellement être transmises à la descendance. Dans ce modèle, les souris 

portant une mutation dominante dans le gène agouti ont une insertion d’une séquence IAP 

« Intracisternal A particle » régulée épigénétiquement. Lorsque la séquence IAP est hypométhylée, 

l’allèle muté est exprimé résultant en des souris obèses avec le pelage jaune et présentant une 

hyperinsulinémie. Lorsque IAP est hyperméthylée, l’allèle non muté est exprimé, les souris sont minces 

et marrons. Il a été observé que lorsque les mères étaient nourries avec un régime riche en donneurs de 
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groupements méthyles (méthionine, choline, bétaïne, vitamine B12, folate), leur progéniture présentait 

une hyperméthylation de la séquence IAP et était plus susceptible d’être mince et marron, montrant que 

la composition du régime alimentaire de la mère permet de réguler l’expression des gènes dans la 

descendance (Figure 18) (Cropley et al., 2006; Wolff et al., 1998). Il a aussi été démontré des 

modifications au niveau des marques histones : les histones H3 et H4 étaient davantage acétylées chez 

les souris au pelage jaune tandis que les souris au pelage brun présentaient un enrichissement de la 

marque H4K20me3 (Dolinoy et al., 2010).  

Depuis, de nombreuses études ont montré que le mode de vie de la mère pouvait impacter la 

descendance via des modifications épigénétiques (Ideraabdullah & Zeisel, 2018; Kaspar et al., 2020; 

Rasmussen et al., 2021). Par exemple, il a été observé des différences au niveau de la méthylation de 

l’ADN d’enfants conçus durant une période où le régime alimentaire de la mère était pauvre en 

nutriments comparativement aux enfants dont l’apport nutritionnel de la mère était plus riche (Waterland 

et al., 2010). Aussi, il a été montré qu’une supplémentation en donneurs de groupements méthyles chez 

des souris femelles avant, durant et après la gestation augmentait la susceptibilité des descendants à une 

colite induite au DSS. Cette susceptibilité augmentée était associée avec des altérations au niveau de la 

méthylation de l’ADN et de l’expression de gènes impliqués dans l’inflammation intestinale (Schaible 

et al., 2011). Une autre étude a montré dans un modèle murin que la modulation du ratio folate/vitamine 

B12 dans le régime alimentaire de la mère entraînait des altérations au niveau de la méthylation de 

l’ADN et de l’expression de miARNs chez les descendants (Mahajan et al., 2019). La consommation 

d’un régime enrichi en graisses par les mères résultait également en des modifications au niveau de la 

méthylation de l’ADN et de l’expression des gènes chez les descendants, les prédisposant au diabète (Q. 

Zhang et al., 2019). Le tabagisme maternel peut également avoir des impacts épigénétiques chez la 

descendance (Kaur et al., 2019; D. Zong et al., 2019). En effet, Howe et collaborateurs ont analysé le 

méthylome dans des cellules issus du cordon ombilical d’enfants nés de mères fumeuses ou non et ils 

ont identifié plus de 10 000 sites CpG et 557 régions différentiellement méthylés dans des régions 

régulatrices clés du génome suite à l’exposition à la fumée de cigarette et (Howe et al., 2019).  

Le bisphénol A est un perturbateur endocrinien très répandu qui peut également entraîner des 

perturbations épigénétiques transgénérationnelles. L’exposition in utero à du bisphénol A entraîne des 

modifications sexe-spécifiques au niveau de la méthylation de l’ADN dans des amniocytes humains 

avec l’identification de plusieurs dizaines de régions différentiellement méthylées (Bansal et al., 2019). 

Des modifications de l’expression de gènes dans des voies associées à des maladies métaboliques ont 

également été identifiées dans les amniocytes suite à une exposition au bisphénol A. Aussi, des rats nés 

de mères traitées avec du bisphénol A durant la gestation et la lactation présentaient des altérations de 

la méthylation de l’ADN au niveau hépatique ainsi qu’une augmentation de l’expression de Dnmt3b, 

ces modifications précédant le développement d’une insulinorésistance (Y. Ma et al., 2013).  
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b. Transmission paternelle 

Une transmission d’altérations épigénétiques d’origine paternelle est également possible. En 

effet, une étude a montré qu’une colite induite au DSS chez des souris mâles affectait le profil de 

méthylation de l’ADN dans leurs spermatozoïdes mais également dans ceux de leurs descendants. De 

plus, l’héritage transgénérationnel de ces modifications était associé avec des altérations du 

transcriptome et du méthylome dans les cellules épithéliales intestinales chez les descendants issus des 

mâles traités au DSS, menant à des dérégulations de gènes impliqués dans le métabolisme énergétique. 

Aussi, d’un point de vue phénotypique, les progénitures des mâles sous DSS avaient un poids plus faible 

et étaient plus sensibles à une colite induite au DSS comparativement aux descendants des souris n’ayant 

pas été traitées avec du DSS, démontrant qu’une colite paternelle entraîne une hérédité épigénétique de 

la susceptibilité à la colite (Tschurtschenthaler et al., 2016). Il a également été démontré que le régime 

HF reprogrammait le profil de méthylation de l’ADN dans la lignée germinale de souris mâles, 

dérégulant l’expression de gènes impliqués dans le développement embryonnaire. Une partie de ces 

gènes dérégulés l’était également dans des embryons des souris engendrés par les mâles sous régime 

HF, démontrant que les défauts de méthylation étaient partiellement transmis aux embryons (Deshpande 

et al., 2020). Un régime HF altérait également le profil d’expression d’ARNs non codants au niveau des 

spermatozoïdes, conférant des désordres métaboliques à la génération suivante comme une 

insulinorésistance ainsi qu’une altération de l’expression des gènes (Q. Chen et al., 2016). Chez 

l’Homme et dans un modèle murin, l’exposition à la fumée de cigarette augmentait le niveau global de 

méthylation dans les spermatozoïdes. Il a également été noté une altération de la méthylation au niveau 

du gène Dlk1 dans les spermatozoïdes des hommes et souris mâles soumis à la fumée de cigarette mais 

également dans le foie des descendants qui présentaient des désordres métaboliques tels qu’un 

métabolisme anormal du glucose et des lipides et une accumulation de gras dans le foie. Ainsi, 

l’exposition paternelle à la fumée de cigarette altère la méthylation du gène Dlk1 qui est transmise à la 

descendance, résultant en une dérégulation de son expression et altérant le métabolisme des descendants 

(Y. Liu et al., 2022). 

 

Ainsi, l’environnement, en plus d’avoir des effets directs sur l’hôte, peut générer des altérations 

épigénétiques potentiellement transmissibles à la descendance. La période embryonnaire ainsi que le 

développement fœtal semblent être des périodes particulièrement sensibles aux changements 

environnementaux. Toutefois, la plupart des études s’intéressent principalement aux modifications de 

méthylation de l’ADN et du profil d’expression des miARNs dans une moindre mesure. Il serait 

intéressant d’étudier l’impact des divers facteurs sur les modifications post-traductionnelles des histones 

afin de mieux comprendre comment l’environnement module les marques épigénétiques.  
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Il a été démontré que l’exposition aux facteurs environnementaux cités ci-dessus entraînait des 

modifications de la composition du microbiote intestinal. Par conséquent, il est probable que les 

phénotypes observés suite à l’exposition à ces facteurs soient la conséquence de la modulation du 

microbiote intestinal plutôt qu’à un effet direct sur les marques épigénétiques. Dans ce sens, nous allons 

maintenant présenter les données de la littérature qui ont montré l’impact du microbiote intestinal sur 

les marques épigénétiques de l’hôte.  

II. Microbiote intestinal et épigénétique 
1. Microbiote intestinal 
Le corps humain est composé d’autant de cellules eucaryotes que de cellules microbiennes 

(Sender et al., 2016). Le microbiote intestinal est majoritairement constitué de bactéries mais on retrouve 

également des champignons, des archées et des virus. L’abondance et la composition du microbiote 

intestinal varie en fonction de la région anatomique, le côlon hébergeant la plus grande partie des micro-

organismes avec une densité de 1011 à 1012 bactéries/g de contenu luminal (Figure 19) (Dave et al., 

2012; Jandhyala et al., 2015). 

Le microbiote bactérien est le plus étudié, permettant la mise en évidence régulière de nouvelles 

espèces. Une récente étude a notamment créé un « set » de référence du microbiote intestinal humain 

incluant 3594 espèces bactériennes et il est estimé que le microbiome total, correspondant au 

métagénome, contiendrait environ 150 fois plus de gènes que le génome de l’Homme (Leviatan et al., 

2022; Prakash et al., 2011). Les phyla majoritaires du microbiote intestinal sont les Firmicutes, les 

Bacteroidetes, les Actinobacteria et les Proteobacteria, qui représentent à eux quatre plus de 93,5% de 

la totalité du microbiote intestinal (Figure 20) (Arumugam et al., 2011; Hugon et al., 2015; J. Li et al., 

2014). La taxonomie établie par le National Center for Biotechnology Information (NCBI) a récemment 

fait l’objet de plusieurs modifications (Schoch et al., 2020). Par exemple, les Firmicutes s’appellent 

maintenant Bacillota, les Bacteroidetes, Bacteroidota et les Proteobacteria sont dorénavant appelées 

Pseudomonadota. Cependant, l’ancienne nomenclature de la taxonomie des phyla dont la dernière 

version date de 2012 sera utilisée dans ce manuscrit pour une meilleure compréhension.  

Il est maintenant bien connu et décrit que le microbiote intestinal joue un rôle clé dans la 

physiologie humaine. En effet, le microbiote est un acteur central dans le maintien de l’intégrité de la 

barrière intestinale et de la structure du tractus gastro-intestinal. Il participe aussi à la production de 

vitamines non synthétisables par l’hôte (vitamines K et B), au métabolisme du tryptophane, à la 

génération d’acides biliaires secondaires, ou encore à la fermentation des fibres alimentaires non 

digestibles menant, notamment, à la production d’acides gras à chaînes courtes (AGCC) qui constituent 

une source d’énergie pour les cellules épithéliales du côlon (Agus & Sokol, 2019; Deleu et al., 2021; 

LeBlanc et al., 2011; Long et al., 2017; M. Sun et al., 2017). Le microbiote est également indispensable 
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au développement et à la maturation du système immunitaire, pour la tolérance vis-à-vis des micro-

organismes commensaux, et pour la protection contre les pathogènes (Figure 21) (Jandhyala et al., 

2015; Nishida et al., 2018). De plus, le microbiote intestinal est complexe et dynamique, il évolue en 

fonction des stimuli externes auxquels il est confronté (âge, régime alimentaire, médicaments, 

environnement, tabagisme…), et l’équilibre fragile qu’il forme avec l’hôte peut être rompu favorisant 

la survenue de maladies (Figure 22) (Gajendran et al., 2018).  

2. Impact du microbiote intestinal sur les marques épigénétiques 

a. Effet de la colonisation intestinale sur les marques épigénétiques 

i. Microbiote intestinal et méthylation de l’ADN 
Il existe un lien entre le microbiote intestinal et les processus épigénétiques. D’un point du vue 

global, Poupeau et collaborateurs ont montré une hyperméthylation de l’ADN dans les CEIs coliques de 

souris axéniques comparativement à des souris élevées de manière conventionnelle (possédant un 

microbiote) et cette hyperméthylation était associée à une forte diminution de l’activité des enzymes 

TETs dans les colonocytes des souris axéniques. Ils ont également identifié que les régions 

différentiellement méthylées étaient proches de gènes contrôlant l’activation des lymphocytes « Natural 

Killer » (NK) et qu’il y avait une réduction de l’infiltration de lymphocytes NK dans l’épithélium des 

souris axéniques, démontrant que le remodelage épigénétique dans les CEIs altérait leur communication 

avec les cellules NK (Poupeau et al., 2019). De la même manière, des différences de méthylation de 

l’ADN ont été observées dans les CEIs de souris axéniques comparativement à celles de souris 

conventionnelles. La méthylation au niveau de régions régulatrices était réduite chez les souris 

conventionnelles, dépendante de TET2/3, et résultait en une activation de gènes impliqués dans la 

réponse anti-inflammatoire et antibactérienne nécessaires au maintien de l’homéostasie intestinale 

(Ansari et al., 2020). Aussi, des souris axéniques ayant subies une transplantation fécale présentaient 

une diminution du niveau de méthylation au niveau de régions précédemment identifiées, confirmant le 

rôle du microbiote dans la programmation épigénétique au niveau intestinal. Une autre étude a montré 

que la présence d’un microbiote modifiait le profil de méthylation de l’ADN ainsi que le transcriptome 

au niveau de 126 loci génomiques dans les CEIs (Pan et al., 2018). De plus, ils ont observé que la plupart 

des effets dépendants du microbiote sur la méthylation de l’ADN étaient détectés précocement après la 

naissance tandis que les effets sur le transcriptome apparaissaient plus tard et augmentaient au cours du 

temps, indiquant que le développement postnatal constitue une fenêtre de développement critique pour 

l’empreinte induite par le microbiote intestinal.  

De manière plus spécifique, l’enrichissement en certains groupes bactériens au sein du 

microbiote intestinal ou certains composants bactériens peuvent aussi entraîner des modifications 

épigénétiques. Notamment, il a été rapporté que les promoteurs de 568 gènes et 245 gènes étaient 

respectivement plus et moins méthylés chez des femmes enceintes présentant plus de Firmicutes au sein 
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de leur microbiote que chez les femmes avec plus de Bacteroidetes et de Proteobacteria (Kumar et al., 

2014). Aussi, chez des sujets obèses, le méthylome dans le sang et le tissu adipeux était différent en 

fonction du ratio Bacteroidetes/Firmicutes observés chez les individus, avec la mise en évidence de 258 

gènes différentiellement méthylés entre les individus avec un fort ou faible ratio, suggérant que la 

méthylation de l’ADN est associée avec la composition du microbiote chez les sujets obèses (Ramos-

Molina et al., 2019).  

ii. Microbiote intestinal et modifications post-traductionnelles des histones 
Des altérations au niveau des modifications post-traductionnelles des histones microbiote-

dépendantes ont été observées. En effet, des altérations au niveau de la marque H3K4me3 ont été mises 

en évidence dans des cellules épithéliales iléales de souris axéniques comparativement à des cellules de 

souris conventionnelles, les cibles épigénétiques sensibles au microbiote comprenant notamment des 

gènes impliqués dans la réponse antimicrobienne (D. Kelly et al., 2018). Krautkramer et collaborateurs 

ont démontré que le microbiote intestinal induisait des modifications des niveaux d’acétylation et de 

méthylation globaux des histones au niveau du côlon mais aussi dans le foie et dans le tissu adipeux. Le 

niveau d’acétylation des histones H3 et H4 était notamment augmenté chez les souris colonisées avec 

un microbiote intestinal comparativement à des souris axéniques (Krautkramer et al., 2016). Aussi, 

l’accessibilité de la chromatine, en particulier au niveau des « enhancers » de diverses cellules 

intestinales, est modifiée par le microbiote intestinal (Ansari et al., 2020; Gury-BenAri et al., 2016). Il 

a été montré que le microbiote intestinal induisait l’expression de HDAC3 dans les CEIs, permettant son 

recrutement de manière cyclique au niveau de la chromatine où il produisait des oscillations diurnes 

synchronisées de l’acétylation des histones et de l’expression de gènes métaboliques, cette régulation 

cyclique étant perdue chez des souris axéniques (Kuang et al., 2019). Comme décrit précédemment 

(Partie 1, III. 4. a.), HDAC3 peut intégrer des signaux du microbiote intestinal pour réguler 

l’homéostasie intestinale (Alenghat et al., 2013). De plus, une relation entre microbiote intestinal et 

HDAC3 a été mise en évidence. En effet, il a été identifié que le microbiote était capable d’entraîner le 

recrutement de HDAC3 au niveau du gène Clec2e codant pour une glycoprotéine de type lectine. Ce 

recrutement induisait une diminution de l’acétylation et une réduction de l’expression de ce gène, ce qui 

permettait de limiter l’adhésion de bactéries pathogènes, telles que Citrobacter rodentium, aux CEIs (V. 

Woo et al., 2019).  

D’autres études ont montré que le microbiote intestinal pouvait réguler l’expression de miARNs 

au niveau des CEIs et des cellules dendritiques, permettant notamment de contribuer à l’homéostasie et 

au maintien de la fonction barrière intestinale (Dalmasso et al., 2011; Nakata et al., 2017; N. Singh et 

al., 2011; X. Xue et al., 2011, 2014). En effet, la présence de bactéries commensales induit l’expression 

de miR-21-5-p dans les CEIs, résultant en une augmentation de la perméabilité intestinale via 

l’augmentation de l’expression de ARF4 (Nakata et al., 2017). Ce résultat suggère que des interventions 
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ciblant le microbiote intestinal pourraient contribuer à limiter ou à contrôler des dysfonctions au niveau 

de la barrière épithéliale. 

iii. Facteurs bactériens modulant les marques épigénétiques : exemple du 

LPS 
Le LPS, un composant majeur de la membrane externe des bactéries à paroi Gram négative, est 

capable de modifier l’expression de certains miARNs. Par exemple, il peut diminuer l’expression de 

miR-19b, miR-497 ou augmenter celle de miR-215 respectivement dans des CEIs, des macrophages ou 

des fibroblastes, ce qui va promouvoir l’activation de NF-�B et la réponse pro-inflammatoire (Qiao et 

al., 2018; B. Sun et al., 2020; M. Zhang et al., 2021). Aussi, il est connu que la cascade de signalisation 

induite suite à la détection du LPS entraîne des modifications de l’acétylation et de la phosphorylation 

des histones nécessaires à une activation transcriptionnelle totale, notamment avec l’acétylation de 

H3/H4 et la phosphorylation de H3S10, facilitant l’accès des facteurs de transcription à la chromatine 

et l’expression de gènes pro-inflammatoires (Dong & Hamon, 2020). Aussi, il a été observé que le LPS 

induisait une augmentation des marques histones H3K4me1/3 et H3K27ac au niveau de gènes associés 

à la réponse inflammatoire dans des macrophages murins (Simon et al., 2016). Le LPS peut également 

moduler la méthylation de l’ADN. En effet, in vitro il a été observé que la stimulation de cellules 

endométriales bovines par du LPS résultait en une augmentation de l’expression des DNMTs et 

diminuait la méthylation au niveau des promoteurs des gènes codant pour l’IL-6 et l’IL-8, favorisant 

leur expression (J. Wang, Yan, et al., 2018). Aussi, une diminution de l’expression de miR-506 associée 

à une augmentation de l’expression de DNMT1 dans des CEIs en culture traitées avec du LPS ont été 

observées (Kempinska-Podhorodecka et al., 2021).  

Ainsi, le recours à des animaux axéniques dépourvus de microbiote intestinal a permis de révéler 

que les micro-organismes présents au niveau intestinal étaient importants pour réguler l’épigénome de 

l’hôte au niveau intestinal (Figure 23). Toutefois, ces travaux ont seulement permis d’établir un lien 

entre présence des micro-organismes et modulations épigénétiques. Des études plus approfondies ont 

permis de mettre en évidence les molécules bactériennes (métabolites) impliquées dans la régulation des 

marques épigénétiques des cellules hôtes.   

b. Effets induits par des métabolites produits par le microbiote 

i. Sur la méthylation de l’ADN 
Les effets du microbiote intestinal sur les marques épigénétiques peuvent passer par la synthèse 

de métabolites spécifiques qu’il produit (Figure 24). Notamment, le microbiote intestinal est capable de 

dégrader les fibres alimentaires non digestibles ce qui va produire les AGCC, dont le rôle d’inhibiteurs 

de HDACs et leurs effets bénéfiques sur l’inflammation ont été déjà été présentés dans ce manuscrit. 

Les AGCC synthétisés par le microbiote peuvent moduler la méthylation de l’ADN. Le butyrate induit 
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notamment la phosphorylation de ERK, résultant en l’inhibition de DNMT1 et en la déméthylation 

conséquente de gènes suppresseurs de tumeurs (Sarkar et al., 2011). Il a été démontré que les niveaux 

d’expression réduits de l’adiponectine et de la résistine dans le tissu adipeux épididymal de souris 

nourries avec un régime HF étaient significativement inversés par une supplémentation alimentaire en 

AGCC (acétate, propionate et butyrate seuls ou mélangés). La modification de l’expression était 

associée à une diminution de la méthylation de l’ADN au niveau des promoteurs de ces gènes chez les 

souris supplémentées en AGCC ainsi qu’à une diminution de l’expression et de la fixation de DNMT1, 

DNMT3a et DNMT3b et MBD2 au niveau des promoteurs de l’adiponectine et de la résistine. Ces 

résultats démontrent que les AGCC pourraient corriger l’expression aberrante de certains gènes via des 

modulations de la méthylation de l’ADN (Y. Lu et al., 2018). Une étude récente a également mis en 

évidence que le propionate pouvait induire l’hyperméthylation d’un locus particulier inhibant 

l’expression du gène cible DAB1 qui serait impliqué dans le développement du diabète (W. Guo et al., 

2022). Toutefois, le mécanisme sous-jacent n’a pas été identifié. 

De nombreuses espèces de Lactobacillus et Bifidobacterium peuvent synthétiser du folate au 

niveau intestinal. Après absorption par l’intestin ou d’autres organes, le folate est catalysé en 5-méthyl 

tétrahydrofolate, qui est nécessaire pour la génération de SAM, le principal donneur de groupement 

méthyl pour les DNMTs et les HMTs (Figure 3). Sur cette base, le folate participe à la méthylation de 

l’ADN dans l’intestin et les autres organes (D’Aquila et al., 2020; Paul et al., 2015; J. Wu et al., 2022). 

Il a notamment été montré que le folate permettait de maintenir une méthylation cellulaire adéquate pour 

réduire le risque de cancer colorectal et assurer un développement normal de l’intestin (Farias et al., 

2015; C.-Z. Huang et al., 2015; Kok et al., 2018, 2020). Ainsi, des modifications au niveau de la 

composition du microbiote peuvent influencer la disponibilité en SAM et ainsi modifier le statut de 

méthylation de l’ADN ou des histones chez l’hôte. Aussi, Lactobacillus reuteri produit une nouvelle 

forme de folate qui peut transférer 2 carbones sur l’homocystéine résultant en la synthèse d’un acide 

aminé non conventionnel, l’éthionine. Une analyse par spectrométrie de masse a révélé que les cellules 

THP-1 utilisaient l’éthionine en l’incorporant, au lieu de la méthionine, dans les protéines et que 

l’éthionine supprimait la méthylation des histones et menait à la formation d’une nouvelle modification 

post-traductionnelle des histones, l’éthylation. De plus, l’éthionine a un effet immunosuppresseur sur 

les macrophages THP-1 stimulées avec du LPS en bloquant l’activation de NF-�B et l’expression du 

TNF-� (Röth et al., 2019).  

ii. Sur les modifications post-traductionnelles des histones 
En plus de modifier l’acétylation des histones, les AGCC peuvent également impacter la 

crotonylation. En effet, il a été montré que la crotonylation des histones était réduite au niveau colique 

suite à un traitement des souris avec des antibiotiques, cet effet étant notamment dû à l’augmentation de 

l’expression de HDAC2 associée à une forte diminution de la concentration en butyrate (Fellows et al., 
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2018). Krautkramer et collaborateurs ont démontré que la régulation des modifications post-

traductionnelles des histones par le microbiote était sensible au régime alimentaire. En effet, la 

consommation d’un régime occidentalisé enrichi en graisses, en plus d’induire des modifications de la 

composition du microbiote intestinal, limitait la production d’AGCC et supprimait les effets du 

microbiote sur l’état de la chromatine (Krautkramer et al., 2016). De manière intéressante, ils ont montré 

qu’une supplémentation en AGCC chez des souris axéniques était suffisante pour reproduire les effets 

de la colonisation par le microbiote sur les modifications post-traductionnelles des histones. Ainsi, ces 

résultats suggèrent que la composition du microbiote intestinal et la production d’AGCC correspondante 

sont des facteurs importants et dépendants du régime alimentaire pour la régulation de l’épigénome, 

connectant le régime alimentaire, le microbiote et l’état de modification de la chromatine.  

D’autres travaux ont montré que l’activité de HDAC3 était supérieure dans les CEIs de souris 

présentant un microbiote comparativement aux souris élevées en condition axénique. Ils ont démontré 

que cela était dû à la production d’inositol triphosphate issu de la dégradation du phytate par les bactéries 

commensales du microbiote, et notamment les Escherichia coli (S. Wu et al., 2020). De plus, 

l’exposition intestinale à de l’inositol triphosphate ou l’ingestion de phytate favorisait la cicatrisation de 

l’épithélium suite à des dommages intestinaux. Ainsi, ces résultats confirment que HDAC3 est impliqué 

dans le maintien de l’homéostasie intestinale via sa régulation par des métabolites dérivés du microbiote 

(Figure 25). 

D’autres métabolites produits par le microbiote intestinal peuvent impacter l’épigénome. Par 

exemple, il a été démontré, dans des lymphocytes T régulateurs, qu’un dérivé de l’acide lithocholique, 

un acide biliaire, augmentait significativement le recrutement de la HAT P300 et l’accumulation de 

H3K27ac au niveau de la région promotrice du gène Foxp3, favorisant son expression et la 

différentiation des lymphocytes T régulateurs (Hang et al., 2019). Cela suggère que les acides biliaires 

participeraient au maintien de la fonction immune intestinale en modulation l’acétylation des histones. 

Aussi, il a été montré que l’acide gallique, un polyphénol, régulait la marque H3K4me3 au niveau des 

promoteurs Wnt dans un modèle murin de cancer colorectal (Kadosh et al., 2020).  

 

L’ensemble des travaux présentés ici a démontré que le microbiote intestinal et les divers 

métabolites qu’il produit interagissaient avec l’épigénome de l’hôte, cette interaction jouant un rôle 

important dans le développement intestinal et son homéostasie. Toutefois, du fait de cette relation 

microbiote-métabolite-épigénome, il est désormais évident que des altérations de la composition du 

microbiote peuvent avoir des effets délétères sur l’homéostasie de l’hôte. 
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III. Modulation des marques épigénétiques par des bactéries pathogènes 

Comme cela a été mentionné précédemment, certaines bactéries commensales du microbiote 

peuvent induire des modifications épigénétiques (Rajeev et al., 2021). Cependant, des bactéries 

pathogènes sont également capables de remodeler l’épigénome de l’hôte à leur avantage afin d’échapper 

au système immunitaire et de favoriser leur colonisation (Figure 26). Ainsi, cette partie se concentrera 

sur les altérations des marques épigénétiques induites par certaines bactéries pathogènes, et plus 

particulièrement sur la modulation de la méthylation de l’ADN et des marques histones induites suite à 

l’infection (M. Connor et al., 2019; Dong & Hamon, 2020; Grabiec & Potempa, 2018; Qin et al., 2021). 

1. Modulation de la méthylation de l’ADN par les bactéries 

a. Helicobacter pylori 
Helicobacter pylori est une bactérie à paroi Gram négative pathogène associée au 

développement du cancer gastrique. Plusieurs études ont montré des modifications au niveau de la 

méthylation de l’ADN dans la muqueuse gastrique de l’Homme suite à l’infection par H. pylori  

(Maekita et al., 2006; Muhammad et al., 2019; Pero et al., 2011; Shin et al., 2010, 2011; H. D. Woo et 

al., 2018; Y. Zhang et al., 2016). En effet, H. pylori induit une hyperméthylation de l’ADN au niveau 

d’îlots CpG localisés dans des régions promotrices des gènes. Les modifications de méthylation 

impactent de nombreux gènes comme des gènes suppresseurs de tumeurs, des gènes impliqués dans la 

réparation des dommages à l’ADN, la régulation du cycle cellulaire ou encore des gènes de 

l’inflammation, suggérant que l’accumulation de telles modifications épigénétiques dans la muqueuse 

gastrique infectée prédispose au développement de cancer de l’estomac (Muhammad et al., 2019). De 

manière intéressante, il a été observé in vivo que le développement de cancer gastrique pouvait être 

limité en inhibant la méthylation de l’ADN induite par l’infection avec H. pylori (Niwa et al., 2013). 

Une étude in vitro a montré une augmentation de l’expression de DNMT1 et DNMT3 dans des cellules 

gastriques en culture infectées avec H. pylori, suggérant un potentiel rôle de ces DNMTs dans 

l’hyperméthylation induite par l’infection (Yan et al., 2011). Concernant les facteurs de virulence de H. 

pylori, l’îlot de pathogénicité cag code pour un système de sécrétion de type IV qui peut transférer des 

macromolécules telles que CagA à l’intérieur de la cellule hôte (Necchi et al., 2019). Il a été démontré 

que l’infection de muqueuse gastrique de patients avec des souches de H. pylori exprimant CagA était 

significativement associée avec la méthylation du gène MGMT impliqué dans la réparation de l’ADN 

comparativement à l’infection avec des souches négatives pour CagA (Sepulveda et al., 2010). Aussi, 

la surexpression in vitro de CagA diminuait l’expression de PTEN en augmentant le niveau de 

méthylation de son promoteur. Les mêmes modifications ont été observées dans des tissus de cancer 

gastrique exprimant CagA comparativement à des tissus dans lesquels CagA n’est pas exprimé, ce qui 

suggère que ce facteur de virulence serait impliqué dans l’hyperméthylation de l’ADN induite par H. 

pylori (B. Zhang et al., 2019). Plusieurs îlots CpG ayant subi une méthylation de l’ADN restaient 
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méthylés même après l’élimination du pathogène, démontrant une persistance à long-terme des 

altérations épigénétiques induite par l’infection (Muhammad et al., 2019; Niwa et al., 2010; Shin et al., 

2010; H. D. Woo et al., 2018; Y. Zhang et al., 2016). Il a également été suggéré que l’inflammation 

causée par l’infection pouvait amplifier les modifications de méthylation de l’ADN (M. Maeda et al., 

2017; Muhammad et al., 2019; Niwa et al., 2010). Ainsi d’autres études sont nécessaires pour mieux 

comprendre les mécanismes moléculaires conduisant à l’altération de la méthylation de l’ADN suite à 

l’infection par H. pylori.  

b. Mycobacterium tuberculosis 
Il est connu que l’infection par Mycobacterium tuberculosis, la bactérie responsable de la 

tuberculose chez l’Homme, résulte en des modifications de la méthylation de l’ADN in vitro et in vivo 

(Tarashi et al., 2020). In vitro, des cellules dendritiques humaines dérivées de monocytes infectées par 

M. tuberculosis présentaient une déméthylation de l’ADN au niveau d’« enhancers » régulant 

l’activation de facteurs de transcription immunitaires associée à une expression différentielle des gènes 

(Pacis et al., 2015). Cette déméthylation était également associée à un gain de marques histones 

activatrices et à une accessibilité augmentée de la chromatine. Sharma et collaborateurs ont, quant à eux, 

montré que l’infection de macrophages THP-1 par M. tuberculosis résultait en une modification du profil 

de méthylation de l’ADN, la majorité des loci génomiques affectés étant hyperméthylés et les régions 

différentiellement méthylées étaient enrichies dans les gènes impliqués dans la réponse immunitaire et 

la réorganisation de la chromatine. De plus, il semblerait que la protéine bactérienne Rv2966c, qui a une 

activité ADN méthyltransférase, soit responsable des modifications de méthylation de l’ADN observées 

(G. Sharma et al., 2015, 2016). Les macrophages isolés de patients infectés par M. tuberculosis 

montraient des profils de méthylation de l’ADN altérés au niveau des séquences promotrices de gènes 

codant pour des cytokines et leurs récepteurs (Zheng et al., 2016). Aussi, dans des cellules mononuclées 

du sang issues de patients infectés par M. tuberculosis, une hyperméthylation de l’ADN dans des gènes 

impliqués dans la réponse immune a été détectée menant à une diminution de la réponse immunitaire 

caractérisée par une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires (DiNardo et al., 2020). 

Il a également été observé une méthylation aberrante au niveau du promoteur du gène TLR2, régulant 

négativement l’expression de TLR2, dans les cellules NK et les monocytes de patients souffrant du 

tuberculose et corrélant avec la charge bactérienne et l’activité de la maladie (Y.-C. Chen et al., 2014). 

Ainsi, ces résultats montrent que les altérations de la méthylation de l’ADN induite par l’infection par 

M. tuberculosis impactent négativement la réponse immune de l’hôte, favorisant l’infection de l’hôte 

par ce pathogène. 
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2. Modulation des marques histones par les bactéries  

a. Listeria monocytogenes 
Listeria monocytogenes, responsable de la listériose, possède une toxine, la listériolysine O 

(LLO) appartenant à la famille des cytolysines dépendantes du cholestérol, qui forme des pores dans la 

membrane des cellules. Il a été montré que la LLO induisait la déphosphorylation de H3S10 ainsi que 

la désacétylation de H4 dans des cellules épithéliales humaines, via un efflux d’ions K+. Ces 

modifications ont notamment été détectées au niveau du site d’initiation de la transcription de gènes 

impliqués dans la réponse immunitaire innée, la désacétylation et la déphosphorylation menant à leur 

répression (Figure 27A-B) (Hamon et al., 2007, 2012; Hamon & Cossart, 2011). Plus récemment, il a 

été observé que la LLO pouvait également induire la déphosphorylation de H3S10, nécessaire pour une 

infection efficace, via la déphosphorylation et l’activation conséquente de la protéine phosphatase PP1 

(Dong et al., 2020). De plus, L. monocytogenes produit une protéine de surface, InlB, qui interagit avec 

le récepteur cellulaire c-Met. Cette interaction induit l’internalisation de la bactérie et l’activation de la 

voie PI3K-Akt/PKB, ce qui va mener à la relocalisation de la désacétylase SIRT2 du cytoplasme vers le 

noyau. SIRT2 va alors s’associer à la chromatine au niveau des sites d’initiation de la transcription des 

gènes qu’elle régule et désacétyler H3K18, entraînant une répression des gènes et favorisant à terme 

l’invasion et la survie de la bactérie (Figure 27B) (Bierne & Cossart, 2002; Eskandarian et al., 2013). 

Aussi, il a récemment été montré que SIRT2 interagissait avec la protéine TDP-43 pour son recrutement 

au niveau de la chromatine et que la désacétylation de H3K18 permettait de protéger les cellules des 

dommages à l’ADN induits par l’infection afin de favoriser la viabilité de la cellule hôte, permettant 

ainsi une infection plus efficace par L. mononcytogenes (Eldridge & Hamon, 2021). Concernant la 

relocalisation de SIRT2, il a été observé que suite à l’infection, 2 phosphatases, PPM1A et PPM1B, 

déphosphorylaient et se complexaient avec SIRT2, permettant sa translocation dans le noyau (Pereira et 

al., 2018). De plus, L. monocytogenes sécrète une nucléomoduline, LntA, qui agit au niveau nucléaire. 

BAHD1, associé avec HDAC1/2, réprime l’expression des gènes stimulés par l’interféron (ISGs) dans 

des cellules épithéliales infectées par L. monocytogenes. Quand la bactérie produit la nucléomoduline 

LntA, le recrutement de BAHD1-HDAC au niveau des promoteurs des ISGs est inhibé, entraînant 

l’acétylation de H3K9, l’ouverture de la chromatine et l’expression de ces gènes (Figure 27C-D) 

(Bierne & Hamon, 2020; Lebreton et al., 2011). Ce processus est étroitement régulé par le pathogène, 

l’expression constitutive ou l’absence de LntA étant néfaste à l’infection. Ainsi, Listeria monocytogenes 

est capable de moduler l’épigénome de l’hôte à son avantage via différents mécanismes.  

b. Shigella flexneri 

Shigella flexneri est une bactérie pathogène à paroi Gram négative qui provoque la dysenterie 

bacillaire chez l’Homme en envahissant les cellules épithéliales intestinales. Cette bactérie sécrète ses 

facteurs de virulence via le système de sécrétion de type III. Il a été démontré que l’un d’entre eux, 
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OspF, transloquait dans le noyau des cellules épithéliales, où grâce à son activité phosphothréonine 

lyase, il éliminylait MAPK (modification chimique empêchant toute phosphorylation future de MAPK), 

l’inactivant ainsi de manière irréversible (Meijer et al., 2017). Cette inactivation inhibait la 

phosphorylation de H3S10 au niveau de promoteurs de gènes de l’immunité innée comme l’IL-8, 

favorisant la condensation de la chromatine et inhibant la fixation de NF-�B et l’expression de gènes 

pro-inflammatoires (Figure 28) (Arbibe et al., 2007; H. Li et al., 2007). Conformément à cela, 

l’infection avec un mutant de Shigella flexneri n’exprimant plus OspF induisait une forte production 

d’IL-8 et une altération de la muqueuse menant à une augmentation du recrutement de neutrophiles dans 

un modèle d’anses iléales chez le lapin (Arbibe et al., 2007). Il a également été montré que OspF 

entraînait la déphosphorylation de la protéine « reader » de la chromatine HP1, via l’inactivation de la 

kinase MSK1, menant à la répression de la transcription de gènes de l’immunité comme l’IL-8 (Harouz 

et al., 2014). De plus, il a été révélé que la translocation nucléaire de OspF était notamment facilitée par 

sa SUMOylation au sein de la cellule hôte (Jo et al., 2017). Les modifications de la chromatine et la 

répression de l’expression des gènes induites par OspF sont spécifiques et ciblent des gènes impliqués 

dans la réponse inflammatoire, montrant que S. flexneri reprogramme la réponse transcriptionnelle de 

l’hôte à son avantage. 

c. Mycobacterium tuberculosis 

Plusieurs études ont montré que l’infection par M. tuberculosis entraînait des modifications au 

niveau des marques histones ou des HDACs (Tarashi et al., 2020). L’infection de macrophages par M. 

tuberculosis résulte en une diminution de l’expression de gènes induits par l’interféron comme le 

transactivateur transcriptionnel CIITA qui régule le complexe majeur d’histocompatibilité. Cet effet 

passerait par l’augmentation du recrutement du complexe protéique Sin3 contenant des HDACs, menant 

à la désacétylation des histones, notamment au niveau des promoteurs des gènes CIITA, HLA-DR� et 

HLA-DR� et à leur répression. La lipoprotéine de 19kDa de M. tuberculosis serait particulièrement 

impliquée dans ce mécanisme (Pennini et al., 2006; Y. Wang et al., 2005). M. tuberculosis sécrète 

également la protéine Rv1988 qui transloque dans le noyau de la cellule hôte et fonctionne comme une 

histone méthyltransférase ciblant spécifiquement H3R42. Il a été démontré que Rv1988 était nécessaire 

pour la virulence de M. tuberculosis. Cette protéine se lie sélectivement au niveau de régions 

promotrices où elle favorise la triméthylation de H3R42 et réprime l’expression des gènes impliqués 

dans la réponse immune comme les gènes régulant la production de ROS, favorisant la survie des 

bactéries dans les macrophages (Yaseen et al., 2015). De plus, l’expression de Rv1988 est suffisante 

pour rendre virulente une souche non pathogène de M. smegmatis in vitro et in vivo, soulignant 

l’importance de cet effecteur. Une autre protéine effectrice de M. tuberculosis a été identifiée. Il s’agit 

de la protéine Rv3423.1 qui a une activité histone acétyltransférase et qui est capable d’acétyler l’histone 

H3 (Jose et al., 2016). Toutefois, même si son expression favorise la réplication intracellulaire de la 
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souche non pathogène M. smegmatis, d’autres études sont nécessaires pour comprendre si les 

modifications induites modulent la réponse immune de l’hôte. Aussi, l’infection de macrophages dérivés 

de monocytes humains par M. tuberculosis diminue l’expression des HDACs de classe I et augmente 

l’expression de HDAC4 (Moores et al., 2017). De plus, il a été observé que l’infection de macrophages 

par M. tuberculosis induisait l’expression et le recrutement de HDAC1 au niveau du promoteur d’IL-

12B et que l’hypoacétylation conséquente de H3 supprimait l’expression de ce gène impliqué dans 

l’initiation de la réponse inflammatoire Th1 (Lymphocyte T helper 1). Aussi, le « silencing » de HDAC1 

dans les macrophages limitait la survie intracellulaire des bactéries indiquant que les modifications 

épigénétiques induites par M. tuberculosis réduisent la réponse immune afin de favoriser la survie et la 

réplication de la bactérie chez l’hôte (Chandran et al., 2015). Wang et collaborateurs ont montré que 

l’infection par M. tuberculosis entraînait une augmentation de l’expression de HDAC6 associée à une 

diminution de l’accumulation de HDAC11. HDAC6 était recrutée au niveau du promoteur de l’IL-10, 

ce qui induisait sa surexpression, et illustre la capacité de M. tuberculosis à atténuer la réponse immune 

de l’hôte (X. Wang, Wu, et al., 2018). Dans une récente étude, il a été démontré que la 

phosphoribosyltransférase de M. tuberculosis (MtbPRT) induisait l’hyperméthylation de H3K9 et 

H3K27 au niveau des promoteurs des gènes Atg5 et Atg7 via l’activation de la méthyltransférase 

EHMT2/G9a et de la voie de signalisation P38-MAPK. Cela inhibait l’autophagie dans des 

macrophages, favorisant la survie intracellulaire des bactéries. De plus, MtbPRT entraînait la 

désacétylation de H3K9 et H3K27 via la surexpression de HDAC3 (Sengupta et al., 2021). Ainsi, M. 

tuberculosis est capable par différents effecteurs d’induire des modifications épigénétiques qui vont 

favoriser sa persistance et sa survie dans les cellules de l’hôte.  

d. Legionella pneumophila 

La bactérie à paroi Gram négative Legionella pneumophila utilise le système de sécrétion de 

type IV (T4SS) pour injecter la protéine effectrice RomA, une méthyltransférase contenant un domaine 

SET. Une fois dans la cellule, RomA va agir au niveau nucléaire en induisant la triméthylation de H3K14 

et en bloquant de manière conséquente l’acétylation de ce résidu ce qui entraîne le remplacement d’une 

marque activatrice par une marque répressive et donc une répression des gènes. Suite à l’infection de 

cellules THP-1, il a été observé que 4 870 régions promotrices étaient ciblées avec la marque H3K14me3 

et réprimées, incluant des gènes de l’immunité innée comme des cytokines ou chémokines (Figure 29) 

(Rolando et al., 2013). Ainsi, RomA reprogramme l’épigénome de l’hôte pour réprimer les gènes de 

défense et favoriser une réplication intracellulaire efficace. Aussi, une autre souche de L. pneumophila 

sécrète via son T4SS un effecteur similaire à RomA, LegAS4, qui possède également une activité 

méthyltransférase grâce à son domaine SET. Il a été observé que LegAS4, qui catalyse particulièrement 

la méthylation de H3K4, interagissait avec la protéine HP1�/	 lui permettant de cibler la chromatine au 
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niveau des promoteurs et régions intergéniques des gènes codant pour les ARN ribosomaux et d’activer 

leur transcription (T. Li et al., 2013).  

e. Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa, une bactérie à paroi Gram négative, libère une molécule de quorum 

sensing, le 2-aminoacétophénone (2-AA). Il a été observé que le pré-traitement de cellules THP-1 ou de 

souris infectées avec le 2-AA diminuait l’activité des HATs tandis qu’il augmentait celle des HDACs. 

Plus spécifiquement, le pré-traitement induisait l’accumulation de HDAC1 résultant en une 

désacétylation de H3K18 au niveau des promoteurs de gènes pro-inflammatoires, tels que le TNF-���in 

vitro et in vivo (Bandyopadhaya et al., 2016). De manière intéressante, l’inhibition de HDAC1 

bloquaient les effets immunomodulateurs induits par le 2-AA, démontrant son rôle crucial dans ce 

mécanisme. Ainsi, le 2-AA régule l’épigénome de l’hôte ce qui atténue la réponse immune et permet à 

la bactérie de persister. Dans une autre étude, l’infection par Pseudomonas aeruginosa induisait la 

déphosphorylation et la désacétylation de H3 d’une manière dépendante du système de sécrétion de type 

III. Ces modifications étaient dues à l’insertion du translocon PopB-PopD dans la membrane de la cellule 

hôte, créant un pore dans la membrane, qui persiste après le départ de la bactérie. Cela entraîne un efflux 

d’ion K+ responsable des modifications des histones, de manière similaire à ce qui a été observé avec 

la LLO de Listeria (Dortet et al., 2018). Ce résultat suggère que la déphosphorylation de H3 pourrait 

représenter une réponse universelle de l’hôte suite à un dommage au niveau de la membrane plasmique 

induit par des bactéries. 

f. Autres bactéries modulant les marques histones 
La bactérie intracellulaire à paroi Gram négative Anaplasma phagocytophylum est également 

capable de moduler HDAC1 à son avantage. En effet, il a été démontré que l’infection de cellules THP-

1 par A. phagocytophylum entraînait une surexpression de HDAC1 augmentant l’activité HDAC 

globale. De plus, la molécule effectrice ankyrin-A produite par la bactérie recrute HDAC1 au niveau 

des promoteurs de gènes de défense de l’hôte, ce qui entraîne une désacétylation de l’histone H3 et 

l’inhibition de l’expression des gènes de l’immunité, favorisant la survie de la bactérie dans les cellules 

hôtes (Figure 29) (Garcia-Garcia, Barat, et al., 2009; Garcia-Garcia, Rennoll-Bankert, et al., 2009; 

Rennoll-Bankert et al., 2015).  

Streptococcus pneumoniae est une bactérie extracellulaire à paroi Gram positive. Il a été montré 

que l’infection de cellules épithéliales respiratoires avec S. pneumoniae résultait en une 

déphosphorylation de H3S10, nécessaire pour une infection efficace. D’un point de vue mécanistique, 

la production de la toxine pneumolysine (PLY) et d’H2O2 par S. pneumoniae induit la déphosphorylation 

et l’activation conséquente de la phosphatase PP1, cette enzyme étant responsable de la 

déphosphorylation de H3S10 (Figure 30) (Dong et al., 2020). S. pneumoniae entraîne également un 
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remodelage de la chromatine dans un modèle de cellules épithéliales de manière dépendante de l’histone 

déméthylase KDM6B, permettant de réguler la réponse de l’hôte à l’infection (M. G. Connor et al., 

2021). Aussi, l’infection de macrophages avec S. pneumoniae induit des changements globaux au niveau 

des modifications post-traductionnelles des histones, ces modifications étant dépendantes de PLY et 

associées avec une diminution de l’expression de gènes impliqués dans la réponse inflammatoire tels 

que TNF-� et IL-6�(Cole et al., 2021). De plus, l’inhibition des HDACs avec du SAHA permettait de 

reproduire l’inhibition de TNF-α, suggérant que les effets de PLY passeraient par la régulation de 

l’acétylation des histones. 

Les Escherichia coli entéropathogènes et entérohémorragiques, quant à elles, sécrètent la 

protéine effectrice NleC via leur système de sécrétion de type III. NleC est une métalloprotéase 

dégradant la HAT P300 dans les cellules infectées, menant à une diminution de la production d’IL-8, un 

effet qui peut être restauré avec la surexpression de P300 (Figure 29) (Shames et al., 2011). Aussi, il a 

été observé que l’infection par des E. coli uropathogènes (UPEC) induisait une inhibition hémolysine-

dépendante de l’enzyme ACLY, responsable de la production d’acétyl-CoA, résultant en une diminution 

des niveaux d’acétyl-CoA intracellulaires et en une désacétylation aberrante des histones. Cela entraînait 

une diminution de la fixation de NF-�B au niveau des promoteurs de gènes codant pour des cytokines 

et chémokines pro-inflammatoires, notamment l’IL-8. De manière intéressante, ces effets étaient 

améliorés in vitro et in vivo par une supplémentation en acétate (Figure 31) (Z. Zhang et al., 2021). 

 

 

Les bactéries pathogènes utilisent différents mécanismes pour moduler l’épigénome de l’hôte 

que ce soit via la formation de pores, via la production de molécules effectrices modulant des cascades 

de signalisation ou régulant l’expression/l’activité d’acteurs épigénétiques de l’hôte ou encore via la 

production d’effecteurs bactériens capables d’induire eux-mêmes des modifications post-

traductionnelles des histones. Ces modulations épigénétiques leur permettent notamment d’échapper au 

système immunitaire et favorise le processus d’infection. Toutefois, d’autres études sont nécessaires 

pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires induisant ces effets. Ces observations suggèrent 

également qu’il serait intéressant d’étudier le lien entre épigénétique et bactéries dans d’autres contextes 

comme dans des maladies multifactorielles, où des facteurs microbiens entrent en jeu à l’instar de la 

maladie de Crohn. 
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Troisième partie : 

La maladie de Crohn 
 

I. La barrière intestinale 
1. Structure et fonctions de la barrière intestinale 

L’épithélium intestinal est une barrière interactive et dynamique qui permet de limiter l’accès 

des micro-organismes aux tissus de l’hôte. Cet épithélium est composé d’entérocytes responsables de la 

fonction d’absorption de l’intestin, de cellules caliciformes sécrétant le mucus, des cellules de Paneth 

sécrétant des peptides antimicrobiens, des cellules M responsables du passage d’antigènes de la lumière 

intestinale vers les cellules immunitaires sous-jacentes ou bien encore des cellules Tuft qui produisent 

des médiateurs immunitaires et des cellules entéro-endocrines qui produisent des hormones digestives 

(Allaire et al., 2018). Les cellules épithéliales forment une monocouche de cellules polarisées reposant 

sur la lamina propria via leur pôle basolatéral. L’épithélium est organisé en villosités permettant 

d’augmenter la surface de contact entre l’intestin et la lumière intestinale et en cryptes de Lieberkühn, 

où l’on retrouve les cellules souches intestinales assurant le renouvellement des cellules de l’épithélium 

et, en fonction du segment intestinal, les cellules de Paneth (Figure 32).  

L’épithélium digestif constitue une barrière intestinale protectrice. En effet, la muqueuse 

intestinale est constamment exposée à des antigènes, qu’ils soient d’origine alimentaire ou bactériens, 

susceptibles d’induire des réactions allergiques.  

Cette barrière intestinale est à la fois physique, grâce à la cohésion des cellules épithéliales et à 

leurs interactions avec le tissu conjonctif sous-jacent, chimique, grâce à la sécrétion de mucus et de 

substances défensives et protectrices contre de potentiels micro-organismes pathogènes telles que les 

peptides antimicrobiens, et immunitaire grâce à la participation de cellules épithéliales à l’immunité 

innée et à leurs interactions avec le système lymphoïde associé au tube digestif, et à la sécrétion 

d’immunoglobulines (Ig) A. 

Brièvement, le mucus est produit de façon continue par les cellules caliciformes présentes au 

sein de l’épithélium intestinal et est principalement composé d’eau et de glycoprotéines ramifiées, les 

mucines, MUC2 étant la mucine principale. L’intestin grêle est recouvert d’une fine couche de mucus 

concentrant les peptides antimicrobiens et les IgA, ce qui permet de maintenir les bactéries à distance 

de l’épithélium. Deux couches de mucus sont présentes au niveau du côlon distal, une première couche 

interne adhérente et généralement stérile et une seconde couche externe peu adhérente et hébergeant des 

bactéries commensales (Figure 33) (Herath et al., 2020).  

Les IgA sécrétoires sont produites par les plasmocytes en réponse à des antigènes alimentaires 

ou microbiens. Elles participent à la défense de l’épithélium en neutralisant des toxines ou en se fixant 

à des bactéries ce qui permet leur rétention dans la lumière intestinale, limitant leur accès à l’épithélium 
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et favorisant leur élimination. Les IgA sécrétoires peuvent aussi immobiliser des bactéries en ciblant 

leurs flagelles ou en modulant l’expression de gènes bactériens via le ciblage de protéines de surface 

(Pietrzak et al., 2020).  

Les peptides antimicrobiens sont majoritairement sécrétés par les cellules de Paneth et les 

entérocytes mais les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes de la lamina propria 

peuvent également synthétiser ces peptides. Les trois principaux types de peptides antimicrobiens 

retrouvés au niveau intestinal incluent les défensines, qui créent des pores dans les membranes des 

bactéries, les cathélicidines, qui perturbent également la membrane cellulaire des bactéries et Reg3�/�/	 

(« Regenerating islet-derived protein 3 �/�/	 »)��des lectines solubles interagissant avec des composants 

de la surface bactérienne (X. Zong et al., 2020). Ces peptides antimicrobiens peuvent être exprimés de 

manière constitutive comme la �-défensine ou en réponse à des stimuli bactériens via l’activation des 

récepteurs Toll-like, comme Reg3	.  

Le système immunitaire intestinal est important pour la tolérance vis-à-vis du microbiote 

intestinal. Différentes cellules immunitaires sont présentes au niveau de la lamina propria comme des 

macrophages assurant la phagocytose et l’élimination des bactéries, ou des cellules dendritiques qui 

coordonnent la réponse immunitaire adaptative via la présentation d’antigènes. Les plaques de Peyer 

sont des organes lymphoïdes secondaires impliquées dans l’échantillonnage d’antigènes via les cellules 

M pour la présentation au système immunitaire sous-jacent (Cerf-Bensussan & Gaboriau-Routhiau, 

2010; Mörbe et al., 2021).  

2. Intégrité de l’épithélium intestinal 
La barrière physique formée par l’épithélium intestinal doit être efficace pour limiter le passage 

des micro-organismes et des antigènes de la lumière intestinale vers la sous-muqueuse. Cependant, elle 

doit également être perméable à l’eau et aux ions pour permettre des échanges entre milieu extérieur et 

intérieur. Ainsi, les jonctions serrées, en régulant finement la perméabilité intestinale paracellulaire, sont 

les déterminants majeurs de la barrière intestinale physique. On trouve également les jonctions 

adhérentes et les desmosomes sous les jonctions serrées, qui régulent aussi la perméabilité paracellulaire. 

Les jonctions serrées constituent un réseau de protéines situées à l’apex de la membrane latérale 

des cellules épithéliales comprenant principalement les protéines transmembranaires claudines, 

occludine et JAM (« Junctional Adhesion Molecules ») ainsi que des protéines d’échafaudage 

intracellulaires telles que ZO (Zonula occludens) (Figure 34) (Barbara et al., 2021; Peterson & Artis, 

2014; J. R. Turner, 2009). Brièvement, ZO-1, ZO-2 et ZO-3 sont des protéines d’échafaudage 

cytoplasmique permettant de lier les jonctions serrées avec le cytosquelette, ZO-1 interagissant 

notamment avec les claudines, l’occludine et les protéines JAM. Il existe 2 classes de claudines 

fonctionnellement différentes au niveau intestinal : les claudines « barrier-forming » responsables de 

l’étanchéité et les claudines « pore-forming » formant des pores entre les cellules de l’épithélium 
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intestinal. Par exemple, les claudines-1, -3, -4, -5, -7, -8, -11, -14, -18 et -19 font parties des claudines 

« barrier-forming » tandis que les claudines-2, -10a/-10b, -15, -16 et -17 font parties de claudines 

formant des pores (Barbara et al., 2021; Günzel & Yu, 2013). L’occludine est une protéine 

transmembranaire dont le domaine carboxy-terminal cytoplasmique contient le site de fixation pour ZO-

1. C’est aussi une protéine dont la phosphorylation est corrélée avec la localisation des jonctions serrées. 

Les protéines transmembranaires JAM appartiennent à la famille des immunoglobulines, elles 

interagissent avec ZO-1 via leur domaine C-terminal, JAM-A étant la plus caractérisée pour la régulation 

de la fonction barrière des jonctions serrées. 

Il est important de noter que les cytokines pro-inflammatoires, incluant le TNF-�, l’IL-1�, l’IL-

6 et l’IFN-	, entraînent une augmentation de la perméabilité intestinale via la dérégulation des jonctions 

serrées permettant la pénétration d’antigène luminaux dans le tissu sous-jacent et favorisant donc 

l’inflammation (R. Al-Sadi et al., 2009, 2016; R. M. Al-Sadi & Ma, 2007; Bruewer et al., 2003; S. H. 

Lee, 2015; T. Y. Ma et al., 2005). A contrario, l’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, a un rôle 

protecteur, maintenant la fonction barrière (Albert-Bayo et al., 2019; Oshima et al., 2001). 

II. Généralités sur la maladie de Crohn 
1. Définition et épidémiologie 
La maladie de Crohn (MC) fait partie des maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

(MICI), au même titre que la rectocolite hémorragique (RCH). La MC, décrite pour la première fois par 

le médecin Burrill B. Crohn, évolue par poussées inflammatoires entrecoupées de périodes de rémission 

cliniques (Crohn et al., 1932). Elle se caractérise par des lésions intestinales segmentaires, discontinues 

(respectant des zones de muqueuses intestinales saines) et transmurales qui peuvent atteindre l’ensemble 

du tractus digestif, avec une atteinte préférentielle de l’iléon terminal et du côlon (Figure 35) (35-45% 

des cas) (Torres et al., 2017; Roda et al., 2020). La MC se déclare le plus souvent chez le jeune adulte 

(20-30 ans) avec un plus petit pic d’incidence observé chez les personnes de 50-60 ans et sans qu’il n’y 

ait de distribution sexe-spécifique. De plus, les patients atteints de MC colique présentent un risque plus 

élevé de développer un cancer colorectal que les sujets sains (Olén et al., 2020; Stidham & Higgins, 

2018). 

Affectant davantage les pays développés au 20ème siècle, la maladie de Crohn est maintenant 

une maladie mondiale, bien que l’incidence et la prévalence de la MC soient inégales en fonction des 

zones géographiques. La prévalence est supérieure dans les pays à mode de vie occidental 

comparativement aux pays en voie de développement. Les plus fortes prévalences de la maladie entre 

1990 et 2016 ont notamment été observées en Europe du Nord (Allemagne : 322 cas pour 100 000 

habitants) et en Amérique du Nord (Canada : 319 cas pour 100 000) (Ng et al., 2017). Concernant 

l’incidence, les pays d’Amérique du Nord, d’Europe et l’Australie présentent la plus forte incidence 

pour 100 000 habitants sur la période 1990-2016 (Figure 36A) (Ng et al., 2017). Toutefois, même si 
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l’incidence est plus élevée dans ces pays industrialisés à mode de vie occidental, elle est stable voir en 

baisse tandis qu’elle est en augmentation dans les pays nouvellement industrialisés d’Afrique, d’Asie, 

et d’Amérique du Sud, faisant craindre une forte augmentation de la prévalence de la maladie dans ces 

pays dans les prochaines années (Figure 36B). Selon le registre français EPIMAD, l’incidence de la 

MC a augmenté de 30% entre 1988 et 2008. Le nombre de personnes atteints de MC s’élèverait à 

200 000 en France et 2,5 millions en Europe. 

2. Physiopathologie de la MC 

a. Perméabilité intestinale et MC 

De nombreuses études ont montré une augmentation de la perméabilité intestinale chez les 

patients atteints de MC en phase active de la maladie ainsi qu’une restauration de cette perméabilité au 

cours des phases de rémission (Adenis et al., 1992; J. Benjamin et al., 2008; Hollander et al., 1986; 

Jenkins et al., 1987, 1988; Sanderson et al., 1987; Vivinus-Nébot et al., 2014; Wyatt et al., 1997). Un 

traitement à base d’anticorps anti-TNF-� est capable de normaliser la perméabilité intestinale chez les 

patients renforçant l’impact négatif de cette cytokine pro-inflammatoire dans la MC (Suenaert et al., 

2002; Zeissig et al., 2004). Une corrélation entre l’augmentation de la perméabilité intestinale et le 

risque de rechute a également été observé indiquant que l’augmentation de la perméabilité intestinale 

jouerait un rôle sur la progression de la maladie et serait prédictive des rechutes (Arnott et al., 2000; 

D’Incà et al., 1999; Hilsden et al., 1999; Wyatt et al., 1993).  

Plusieurs études ont noté une augmentation de la perméabilité intestinale chez des parents du 

premier degré de patients atteints de MC, qui était associée avec un développement ultérieur de la MC. 

Cette association restait significative même quand le test de perméabilité intestinale était réalisé 3 ans 

avant le déclenchement de la MC (Buhner, 2006; Fries et al., 2005; Hollander et al., 1986; Irvine & 

Marshall, 2000; Turpin et al., 2020). Ces résultats suggèrent donc qu’une altération de la barrière 

intestinale précéderait le développement de la MC et participerait à la pathogenèse de la maladie. 

D’un point de vue mécanistique, des analyses en microscopie électronique à transmission ont 

révélé une structure anormale des jonctions serrées chez les patients atteints de MC (Zeissig et al., 2007). 

De plus, une diminution de l’expression de l’occludine et des claudines « barrier-forming » -5 et -8 

associée à une augmentation de l’expression de la claudine « pore-forming » claudine-2 ont été 

observées chez des patients atteints de MC en phase active (Zeissig et al., 2007). Une diminution de 

l’expression de JAM-A et de ZO-1 au niveau des cellules épithéliales de patients atteints de MC a 

également été décrite (Vetrano et al., 2008; Vivinus-Nébot et al., 2014).   

L'augmentation de la perméabilité intestinale favorise la translocation bactérienne de la lumière 

intestinale vers la lamina propria entraînant une stimulation anormale du système immunitaire sous-

jacent. Une étude récente a montré qu’une augmentation des IgG systémiques spécifiques de bactéries 

commensales était observée suite à la translocation de bactéries chez la souris et l’Homme et qu’il était 
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possible d’identifier les bactéries ayant transloquées via l’analyse du répertoire d’IgG (Vujkovic-Cvijin 

et al., 2022). De manière intéressante, il a été observé que le profil de IgG dirigés contre le microbiote 

était différent chez les patients atteints de MC comparativement aux contrôles avec notamment une 

réponse systémique IgG accrue contre plusieurs genres bactériens, dont Bifidobacterium, Collinsella, 

Faecalibacterium et Blautia, ce qui suggère une translocation préférentielle de ces genres chez les 

patients.   

b.  Dérégulations de la réponse immunitaire 
La MC est caractérisée par une inflammation intestinale chronique qui serait la conséquence 

d’une dérégulation de la réponse immunitaire innée et adaptative au niveau de la muqueuse intestinale 

(Roda et al., 2020; Torres et al., 2017). L’augmentation de la perméabilité intestinale dans le contexte 

de la MC permet l’entrée d’antigènes de la lumière intestinale vers la lamina propria déclenchant une 

réponse immunitaire exacerbée (Figure 37). 

Au niveau de l’immunité innée, les neutrophiles peuvent phagocyter les microorganismes 

pathogènes pour maintenir l’homéostasie mais leur accumulation au sein de l’épithélium intestinal peut 

altérer la fonction barrière et mener à la production de médiateurs pro-inflammatoires qui vont entretenir 

l’inflammation intestinale (de Souza & Fiocchi, 2016). Aussi, chez les patients atteints de MC, il a été 

observé une augmentation de l’expression de TLR2 et TLR4, qui sont des récepteurs de l’immunité innée 

capables de reconnaître des molécules bactériennes, et de molécules de co-stimulation au sein des 

cellules dendritiques, ce qui contribuent à l’inflammation intestinale via l’induction de la production de 

cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-�, l’IL-1�, l’IL-6 et l’IL-18 (Hart et al., 2005; Middel et 

al., 2006). Une augmentation du nombre de macrophages, notamment des macrophages M1 pro-

inflammatoires, au niveau de la muqueuse intestinale a été rapportée chez les patients atteints de MC, 

ces macrophages sécrétant des cytokines pro-inflammatoires, IL-6, IL-23 et TNF, suite à leur stimulation 

(Chapuy et al., 2019; Demetter et al., 2005; Franzè et al., 2013; Kamada et al., 2008). Les cellules 

lymphoïdes innées (ILCs) sont également impliquées dans la pathogenèse de la MC. En effet, davantage 

d’ILCs 1 et 3 sont retrouvés au niveau des iléons et côlons enflammés de patients atteints de MC 

(Geremia & Arancibia-Cárcamo, 2017). Aussi, les ILCs 1 sont plus abondants dans l’iléon de patients 

atteints de MC comparativement aux patients sans inflammation iléale (Geremia et al., 2011). La 

libération de cytokines solubles et d’autres médiateurs de l’inflammation contribuent à l’état 

inflammatoire et au recrutement d’autres cellules immunitaires responsables de lésions tissulaires. 

La MC est caractérisée par une réponse Th1 et Th17 excessive vis-à-vis de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-12, IL-18 et IL-23 produites par les cellules dendritiques et les 

macrophages. En réponse à cela, les lymphocytes Th1 et Th17 vont sécréter des cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-17, IFN-	�et TNF, qui vont maintenir l’inflammation (Ahluwalia et al., 
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2018; Uhlig & Powrie, 2018). De plus, un contrôle insuffisant par les lymphocytes T régulateurs (Treg), 

qui ont une fonction suppressive, est également associé à la pathogenèse de la MC. Ce serait la 

dérégulation du rapport lymphocytes effecteurs/Treg plutôt que le nombre absolu de Treg qui jouerait 

un rôle dans la dérégulation de la réponse inflammatoire (Ahluwalia et al., 2018). 

3. Diagnostic de la maladie de Crohn  
Le diagnostic de la MC est difficile car aucun test ne permet à lui seul de l’établir. Le diagnostic 

repose ainsi sur l’observation de manifestations cliniques ainsi que sur l’identification et la 

caractérisation de lésions intestinales par des examens endoscopiques, radiologiques et anatomo-

pathologiques. Une fois la MC diagnostiquée et les atteintes/lésions caractérisées, la classification de 

Montréal est utilisée pour distinguer les malades en fonction de la localisation de la maladie et de son 

phénotype (Table 1 et Figure 38).  

a. Symptômes et signes cliniques  

Les symptômes de la MC, peu spécifiques, dépendent de la localisation, de la sévérité et du 

phénotype de la maladie. Les symptômes les plus fréquents sont des douleurs abdominales (quadrant 

inférieur droit), une diarrhée chronique, de la fatigue, une perte de poids, de la fièvre et de l’anémie. Des 

fistules ou des ulcères/fissures périanaux sont également observables. Les patients avec une atteinte 

colique peuvent également présenter des rectorragies ainsi qu’une diarrhée glairo-sanglante (Roda et al., 

2020). De plus, des manifestations extra-intestinales sont observées chez 43% des patients (Vavricka et 

al., 2011). Ces atteintes peuvent être oculaires, dermatologiques, vasculaires, respiratoires, 

hépatobiliaires, inflammatoires ou encore de l’arthropathie. 

b. Examens endoscopiques et radiologiques  

L’examen de référence pour le diagnostic de la MC est l’iléocoloscopie avec biopsie. Elle 

permet la détection de lésions inflammatoires qui sont réparties inégalement avec des intervalles de 

muqueuse saine au niveau de l’iléon ou du côlon. Ces lésions peuvent être des érosions aphteuses ou 

des ulcères plus ou moins profonds. L’examen endoscopique permet également d’évaluer le pronostic, 

la réponse au traitement ou de surveiller l’apparition d’une éventuelle dysplasie. Dans le cas où 

l’iléocoloscopie s’avère normale mais qu’une MC est toujours soupçonnée, la vidéocapsule 

endoscopique ou l’endoscopie simple ballon est mise en place afin de détecter des lésions qui seraient 

présentes plus haut dans le tractus digestif, au niveau de l’intestin grêle (Figure 39) (Pennazio et al., 

2015; Roda et al., 2020). L’endoscopie simple ballon permet également de mieux caractériser les lésions 

au niveau de l’intestin grêle (Takenaka et al., 2020).  

Afin d’évaluer au mieux l’étendue des lésions, de détecter d’éventuelles complications (sténose, 

fistule ou abcès), ou d’évaluer la réponse aux traitements, des examens d’imagerie complémentaires 

sont réalisés. Il s’agit de l’entéroscanner, l’entéro-IRM et de l’échographie digestive (Figure 39). Même 
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si l’échographie digestive n’a pas recours à des radiations et qu’il s’agit d’un examen non-invasif et peu 

coûteux, l’entéroscanner et l’entéro-IRM, du fait de leur plus haute sensibilité et spécificité sont les plus 

utilisées (Takenaka et al., 2020). 

c. Analyse histologique 

À partir de la biopsie réalisée lors de l’endoscopie, un examen histologique est effectué afin de 

confirmer le diagnostic de la MC ou de réaliser un diagnostic différentiel. L’observation d’inflammation 

focale, d’une distorsion discontinue des cryptes intestinales, d’une architecture irrégulière des villosités 

intestinales de l’iléon ou de granulome épithélioïde permet de confirmer la maladie, le granulome 

épithélioïde étant la lésion histologique la plus significative pour confirmer le diagnostic d’une MC 

(Roda et al., 2020; K. Turner et al., 2014).   

La présence de « creeping fat » est aussi une caractéristique de la MC. Il s’agit d’une extension 

du tissu adipeux viscéral, métaboliquement active, recouvrant les intestins et qui joue un rôle important 

de la régulation de l’inflammation intestinale (R. Mao et al., 2019). 

d. Biomarqueurs 

Des biomarqueurs sériques ou fécaux, plus ou moins spécifiques de la MC, sont utilisés pour 

suivre l’activité et la progression de la maladie. La protéine C réactive (CRP) est un biomarqueur sérique 

de l’inflammation aiguë non spécifique du tractus digestif. Même si elle peut être utilisée pour évaluer 

l’activité de la maladie, un tiers des patients ne présente pas d’élévation de la CRP, même en cas de 

poussées inflammatoires et la corrélation entre le taux de CRP et l’activité endoscopique observée chez 

les patients est modérée et variable selon les études (P. Chen et al., 2020; Mosli et al., 2015; Solem et 

al., 2005). Des anticorps peuvent également être utilisés pour affiner la fiabilité du diagnostic et 

différencier MC et RCH. Les anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCAs) sont des anticorps de 

type IgA ou IgG reconnaissant des résidus mannoses présents au niveau de la paroi de la levure S. 

cerevisiae, d’autres micro-organismes ou au niveau de protéines de l’hôte. Cependant, l’implication de 

S. cerevisiae dans l’induction de la synthèse de ces anticorps n’a pas été clairement démontrée. La 

prévalence des ASCAs est de 60-70% chez les patients atteints de MC, 10-15% chez les patients 

souffrant de RCH et de moins de 5% chez les sujets négatifs pour une MICI (Mitsuyama et al., 2016). 

Les auto-anticorps pANCAs (« Perinuclear Antineutrophil Cytoplasmic Antibodies ») reconnaissent des 

antigènes présents dans le cytoplasme des polynucléaires neutrophiles. Les pANCAs sont détectés dans 

10-15% des cas de MC, 60-70% des cas de RCH et moins de 5% dans la population contrôle (Mitsuyama 

et al., 2016). 

 La calprotectine fécale est une protéine formée par un hétérocomplexe des protéines S100A8 et 

S100A9, produite par les polynucléaires neutrophiles et sécrétée en cas d’inflammation intestinale. Il a 

été démontré que le taux de calprotectine fécale corrélait avec l’activité de la maladie évaluée par 
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endoscopie (Sipponen et al., 2008; D’Haens et al., 2012; Sipponen & Kolho, 2015; Vernia et al., 2020). 

Ce biomarqueur est également efficace pour prédire la réponse à un traitement, une rechute ou une 

récurrence post-opératoire (Boschetti, Garnero, et al., 2015; Boschetti, Laidet, et al., 2015; Vernia et al., 

2020). Ainsi, la calprotectine fécale est considérée comme le biomarqueur de référence pour évaluer la 

MC. 

Le potentiel d’autres biomarqueurs fécaux non-invasifs a également été étudié (Di Ruscio et al., 

2018). C’est par exemple le cas de la protéine CHI3L1 (« Chitinase 3-like-1 »), qui présente une forte 

affinité pour la chitine et est exprimée par une grande variété de cellules comme les macrophages ou les 

neutrophiles. Il a été démontré que les niveaux fécaux de CHI3L1 corrélaient avec l’activité 

endoscopique de la MC et qu’une valeur seuil de 13,7 ng/g de CHI3L1 était prédictive de lésions actives 

chez les patients atteints de MICI (Aomatsu et al., 2011). Plus récemment, Buisson et collaborateurs ont 

montré que CHI3L1 corrélait avec l’activité endoscopique de la maladie et qu’une valeur seuil de 

CHI3L1 supérieure à 15 ng/g permettait de détecter des ulcérations endoscopiques (Buisson et al., 

2016). Ainsi, CHI3L1 apparaît être un biomarqueur fiable pour la détection de l’activité endoscopique 

dans la MC. 

III. Prise en charge thérapeutique de la MC 
À l’heure actuelle, la prise en charge thérapeutique a pour objectif d’atteindre une rémission 

clinique, résolution des douleurs abdominales et de la diarrhée, et une rémission endoscopique 

caractérisée par une absence d’ulcérations à l’iléocoloscopie (Peyrin-Biroulet et al., 2015). Cette 

cicatrisation de la muqueuse est en effet prédictive d’un moindre risque de rechute clinique, 

d’hospitalisation, de progression de la destruction intestinale et de recours à la chirurgie (Peyrin-Biroulet 

et al., 2011; Pineton de Chambrun et al., 2010). Il est à noter que les traitements actuels ne sont pas 

curatifs, ils visent seulement à soulager les symptômes et cicatriser la muqueuse.  

Les traitements disponibles actuellement comprennent les 5-aminosalicylés, les corticoïdes, les 

immunosuppresseurs avec les thiopurines (incluant l’azathioprine et la 6-mercaptopurine) et le 

méthotrexate utilisés pour le maintien de la rémission, les biothérapies avec les anticorps anti-TNF-

��(infliximab, adalimumab, certolizumab pegol), anti-intégrines comme le védolizumab, qui cible 

l’intégrine �4�7 impliquée dans la migration des lymphocytes vers le tractus digestif, ou les anticorps 

ciblant la sous-unité p40 commune aux interleukines 12 et 23 (ustekinumab) (Gomollón et al., 2017). 

Des molécules inhibant les Janus Kinases (anti-JAK) devraient être disponibles prochainement. Les anti-

TNF-� représentent la classe thérapeutique la plus efficace dans la MC à l’heure actuelle, induisant et 

maintenant une cicatrisation de la muqueuse, notamment chez les patients ayant une forme modérée à 

sévère de la MC (Adegbola et al., 2018). La chirurgie est également envisagée chez les patients 

développant des complications comme des abcès et/ou qui ne tolèrent pas les traitements. Il est estimé 
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que près de la moitié des patients subiront une opération chirurgicale dans les 10 ans suivant leur 

diagnostic. Toutefois, les récidives post-opératoires sont fréquentes. En effet, dans l’année suivant 

l’opération, une récurrence endoscopique est observée chez 35 à 85% des patients tandis que 10 à 38% 

des patients présentent une récidive clinique (Buisson et al., 2012). 

Il existe 2 stratégies thérapeutiques : la stratégie conventionnelle, en escalier dite « Step-up » et 

la stratégie descendante dite « Top-down » (Figure 40). La stratégie « Step-up » a pour but de contrôler 

les symptômes en adaptant progressivement les traitements en fonction de la sévérité et de l’évolution 

de la maladie : recours aux 5-aminosalicylés, puis aux corticoïdes, aux immunosuppresseurs et aux 

biothérapies (anti-TNF-�� anti-intégrines, anti-IL-12/23). Cette stratégie est réservée aux formes légères 

sans facteur de mauvais pronostic ni complication. La stratégie descendante repose sur l’instauration 

précoce de traitements plus agressifs, une biothérapie (anti-TNF-�), associée à un immunosuppresseur, 

chez des patients à risque de maladie sévère et évolutive (Q.-Q. Chen et al., 2014). Des études cliniques 

ayant cherché à déterminer l’efficacité de ces 2 stratégies dans le contrôle des symptômes, la 

cicatrisation endoscopique et la rémission des patients atteints de MC ont montré des résultats 

conflictuels. En effet, la stratégie « Top down » semble plus efficace que la stratégie « Step up » dans 

certaines études alors que dans d’autres, l’efficacité est similaire avec les 2 stratégies quant à la rémission 

(D’Haens et al., 2008; Khanna et al., 2015; Tsui & Huynh, 2018).  

Le rôle du microbiote intestinal dans la pathogenèse de la MC est désormais bien connu et décrit 

(voir section IV. 2. a.), ce qui a mené au développement de stratégies ciblant le microbiote intestinal 

telles que les antibiotiques. Ils peuvent être utilisés pour traiter les patients en phase active de la maladie 

mais aussi pour traiter les complications septiques (abcès, infections post-opératoires) (Nitzan et al., 

2016). Les antibiotiques les plus utilisés sont la ciprofloxacine, la clarithromycine, le métronidazole et 

la rifaximine. Plusieurs méta-analyses ont avancé l’efficacité des antibiotiques (en monothérapie ou en 

combinaison avec d’autres traitements) sur l’amélioration des symptômes cliniques et la rémission de la 

MC (Khan et al., 2011; Patterson, 2021; J. W. Su et al., 2015; S.-L. Wang et al., 2012). En effet, dans 

une méta-analyse, la prise d’antibiotiques était associée à une amélioration clinique de la maladie de 

56,1% chez les patients du groupe traité contre 37,9% chez les patients du groupe placebo (S.-L. Wang 

et al., 2012). D’autres études ont montré que les antibiotiques pouvaient maintenir les rémissions 

cliniques et prévenir la récurrence post-opérative (Jigaranu et al., 2014; Khan et al., 2011; Rutgeerts et 

al., 1995). 

Toutefois, l’efficacité des antibiotiques n’a pas été démontré dans d’autres études et du fait des 

effets secondaires associés à la prise d’antibiotiques (infection à Clostridium difficile, résistance aux 

antibiotiques, altérations du microbiote, augmentation de la concentration bactérienne quand arrêt du 

traitement), leur utilisation n’est recommandé qu’en traitement de seconde ligne, dans le cas où les 
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patients présentent des complications septiques (Gomollón et al., 2017; Lichtenstein et al., 2018; Mowat 

et al., 2011). 

IV. Étiologie de la MC 
Concernant l’étiologie de la MC, il est admis qu’elle résulte de l’interaction complexe entre des 

prédispositions génétiques, des facteurs environnementaux et des altérations du microbiote intestinal 

menant à des dérégulations de la réponse immunitaire (Figure 41). 

1. Facteurs génétiques  
L’implication de la génétique dans le développement de la MC repose sur les études réalisées 

sur des groupes ethniques différents, sur l’observation de cas groupés familiaux ou encore sur des 

analyses réalisées sur des jumeaux. Par exemple, les populations juives ashkénazes ont un risque 3 à 4 

fois plus élevé de développer la MC comparativement aux populations non-juives (Bernstein et al., 

2006; Ananthakrishnan, 2015). Concernant les cas familiaux, il a été démontré que 2-14% des patients 

atteints de MC rapportent une histoire familiale de MICI et le risque de développer la MC est augmenté 

si une personne de la famille est atteinte. Notamment, un tiers des enfants développera une MICI avant 

l’âge de 30 ans, si les deux parents en sont atteints tandis que pour un parent du premier degré d’une 

personne souffrant de la MC, le risque de développer la maladie est 7,8 à 35 fois plus élevé que dans la 

population générale (Halme et al., 2006; Laharie et al., 2001; Moller et al., 2015; Santos et al., 2018). 

De plus, une méta-analyse regroupant 6 études sur les jumeaux a rapporté un taux de concordance de la 

MC de 30,3% pour les jumeaux monozygotes contre 3,6% pour les jumeaux dizygotes (Brant, 2011). 

La génétique inverse utilisant des marqueurs génétiques de polymorphismes dont la localisation 

est connue sur le génome, et plus récemment, les études d’association à l’échelle du génome (GWAS, 

« genome-wide association study) ont permis d’identifier plus de 240 loci de susceptibilité associés avec 

les MICI, 170 d’entre eux étant associés à la MC (Jostins et al., 2012; J. Z. Liu et al., 2015; de Lange et 

al., 2017). L’étude de ces loci a permis de mettre en évidence de nombreux polymorphismes génétiques 

(SNP, « Single Nucleotide Polymorphism ») associés à un risque accru de développer la MC. Les gènes 

de susceptibilité identifiés sont impliqués dans l’immunité innée avec la reconnaissance et la prise en 

charge des micro-organismes, l’immunité adaptative, l’autophagie, le stress du réticulum endoplasmique 

ou la fonction barrière (Figure 42) (Graham & Xavier, 2020). À ce jour, les gènes codant pour les 

protéines NOD2, ATG16L1 et IRGM sont les plus étudiés. 

a. « NOD-like receptors » (NLRs) 
Les NLRs sont des récepteurs de l’immunité innée de type PRRs (« Pattern Recognition 

Receptors »). Chez l’Homme, 22 NLRs ont été identifiés. Les NLRs sont capables de reconnaître 

différents ligands tels que les molécules associées aux pathogènes (PAMPs) et les molécules associées 

aux dommages cellulaires (DAMPs) ce qui va déclencher la réponse inflammatoire via l’activation de 
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l’inflammasome, la transduction du signal, l’activation de la transcription ou de l’autophagie (Figure 

43) (Y. K. Kim et al., 2016). 

i. NOD2 

Depuis 2001, il est connu que des polymorphismes dans le gène NOD2 (« Nucleotide-binding 

Oligomerization Domain-2 »), également appelé CARD15, sont associés à la MC et que ce gène 

représente le plus grand facteur de risque génétique de MC iléale (J. P. Hugot et al., 2001; Ogura et al., 

2001).  

Dans l’intestin, NOD2 est exprimé dans les lymphocytes, les cellules dendritiques et les 

macrophages, ainsi que dans les cellules de Paneth, les cellules souches, les cellules de caliciformes et 

dans les entérocytes (Al Nabhani et al., 2017; Ferrand et al., 2018). NOD2 reconnaît le muramyl 

dipeptide (MDP), qui est un constituant du peptidoglycane retrouvé dans les bactéries à paroi Gram 

positive et Gram négative, et cela va mener à l’activation de NF-�B et de la voie MAPK aboutissant à 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, de molécules antimicrobiennes et de mucines (Al Nabhani 

et al., 2017; de Bruyn & Vermeire, 2017).  

3 Polymorphismes dans le gène NOD2 associés à la MC 
Actuellement, trois polymorphismes principaux ont été directement associés à la MC. La 

première mutation de NOD2, Leu1007insC, entraîne un décalage du cadre de lecture aboutissant à une 

forme tronquée de la protéine ne reconnaissant plus le MDP et conduisant à une altération de l’activation 

de NF-�B (J. P. Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). Les 2 autres polymorphismes sont des variants 

non-sens qui altèrent également la reconnaissance du MDP. Il est important de souligner que ces 3 

mutations sont majoritairement retrouvées dans les populations européennes, d’autres variants étant 

observés chez les patients asiatiques par exemple (de Bruyn & Vermeire, 2017; Sc et al., 2012). De 

manière intéressante, il a été estimé que les sujets hétérozygotes pour une mutation de NOD2 avait un 

risque 2 à 4 fois plus élevé de développer la MC tandis que pour les sujets homozygotes ou hétérozygotes 

composites (2 allèles à risque différents), le risque était 17,1 à 40 fois plus élevé (de Bruyn & Vermeire, 

2017; Economou et al., 2004; J. P. Hugot et al., 2001; J.-P. Hugot et al., 2007; Ogura et al., 2001). Des 

études ont également démontré que les mutations dans le gène NOD2 augmentaient le risque de 

complications de la maladie. Par exemple, le risque de voir la maladie évoluer vers un phénotype 

fistulant ou sténosant est augmenté de 8% chez les hétérozygotes et de 41% chez les homozygotes ou 

les hétérozygotes composites et le risque de chirurgie est 58% plus élevé chez les porteurs d’une 

mutation (Adler et al., 2011). 

3 Conséquences des polymorphismes dans le gène NOD2 

La perte de reconnaissance du MDP va aboutir à une altération de l’induction de NF-�B ce qui 

semble paradoxal dans le contexte de la MC. Cependant, dans des souris transgéniques exprimant la 
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variant Leu1007insC, une activation plus forte de NF-�B en réponse à du MDP a été observée rendant 

les souris plus sensibles à une colite induite au DSS (S. Maeda et al., 2005). Cela pourrait être expliqué 

par le lien entre NOD2 et TLRs. En effet, l’administration de MDP protège des souris d’une colite 

induite au DSS via la régulation négative de la réponse des TLRs, et dans des souris déficientes pour 

NOD2, une augmentation de l’activation de NF-�B TLR2-dépendante a été observée après stimulation 

avec du MDP (Watanabe et al., 2004, 2008). Ces résultats suggèrent que l’activation de NOD2 régule 

négativement la signalisation TLR et que le contrôle négatif de cette voie est levé en présence d’une 

mutation de NOD2 aboutissant à une réponse inflammatoire accrue (Figure 44). 

NOD2 joue également un rôle important dans la fonction barrière de l’intestin. En effet, une 

augmentation de la perméabilité intestinale a été associée avec la présence de mutation dans NOD2 chez 

des parents de premier degré (Buhner, 2006). Aussi, une diminution de la production d’�-défensines par 

les cellules de Paneth ainsi qu’une morphologie anormale de ces cellules ont été observées chez des 

patients atteints de MC présentant une mutation de NOD2 (Bevins et al., 2009; VanDussen et al., 2014; 

Wehkamp et al., 2004). L’implication de NOD2 dans la synthèse de peptides antimicrobiens a été 

confirmée lors d’une étude de Petnicki-Ocwieja et collaborateurs qui a démontré que des cryptes 

intestinales isolées de l’iléon de souris déficientes pour NOD2 présentaient un pouvoir bactéricide 

diminué altérant la composition du microbiote (Petnicki-Ocwieja et al., 2009). Cependant, de manière 

contradictoire, aucune association entre la baisse d’expression des défensines et l’altération de NOD2 

dans des tissus iléaux de patients atteints de MC n’a été trouvée dans une autre étude (Simms et al., 

2008). Des altérations dans la formation des cellules caliciformes ainsi qu’une diminution de leur 

nombre et de la sécrétion de mucines ont été observées dans des modèles murins déficients pour Nod2 

(Figure 44) (Al Nabhani et al., 2016; Ramanan et al., 2014). Un développement anormal des plaques 

de Peyer, avec un excès des cellules M, caractérisé par une perméabilité paracellulaire augmentée et une 

réponse immunitaire excessive a aussi été décrit chez des souris déficientes pour Nod2 (Barreau et al., 

2007).  

Comme NOD2 joue un rôle important dans la reconnaissance des bactéries, son implication dans 

le maintien du microbiote intestinal a largement été étudié. Chez l’Homme, il a été montré des 

associations entre mutations de NOD2 et altérations du microbiote, notamment avec une augmentation 

des bactéries Escherichia coli et une diminution des bactéries Clostridia ou du genre Firmicutes (Frank 

et al., 2011; Knights et al., 2014; E. Li et al., 2012). Des modèles in vivo ont également démontré le rôle 

clé de NOD2 dans la régulation du microbiote intestinal avec l’observation de dysbiose chez des souris 

déficientes pour NOD2 (Al Nabhani et al., 2016; Mondot et al., 2012; Petnicki-Ocwieja et al., 2009; 

Ramanan et al., 2014; Rehman et al., 2011). Plus spécifiquement, NOD2 est aussi impliqué dans le 

contrôle de bactéries pathogènes telles que Yersinia pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Listeria 

mononcytogenes, Pseudomonas fluorescens, E. coli, Citrobacter rodentium ou Campylobacter jejuni, la 
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susceptibilité à l’infection dans des modèles murins déficient pour NOD2 étant augmentée ou diminuée 

en fonction de l’agent pathogène testé (Al Nabhani et al., 2017). 

ii. CARD9 

CARD9 est un autre NLR pour lequel des variants associés à la MC ont été découverts au fil des 

années. Les variants rs10870077, rs4077515 et rs10781499 ont été identifiés comme des facteurs de 

risque dans le développement de la MC (Zhernakova et al., 2008; Y. H. Lee & Song, 2012; Imhann et 

al., 2018). En revanche, les variants rs141992399 et rs200735402 ont été identifiés comme des variants 

protecteurs pour la MC (Rivas et al., 2011; Hong et al., 2016). Les effets opposés de ces variants 

reposent sur des changements dans la structure ou la fonction de la protéine. En effet, les variants qui 

prédisposent à la MC ont été associés à une expression plus élevée de CARD9 et à une activation de la 

réponse immunitaire contre les pathogènes tandis que pour le variant rs141992399, la mutation au 

niveau du site d’épissage mène à la production d’une protéine CARD9 tronquée qui ne sera plus capable 

d’exercer sa fonction biologique, réduisant la réponse immunitaire à l’infection (Cao et al., 2015; 

Zhernakova et al., 2008). Des modèles in vivo ont confirmé que CARD9 pouvait jouer un rôle important 

dans la pathogenèse de la MC. En effet, des souris déficientes pour CARD9 sont plus sensibles à une 

colite induite au DSS et leur guérison est altérée due à une réponse immunitaire perturbée avec une 

diminution de l’expression d’IL-6, d’IL-17A, IL-22 et de Reg3	  (Lamas et al., 2016; Sokol et al., 2013). 

b. Gènes impliqués dans l’autophagie 

L’autophagie est un processus des cellules eucaryotes conservé au cours de l’évolution qui 

permet de maintenir l’homéostasie cellulaire en condition physiologique et de stress via la dégradation 

lysosomale d’éléments cytoplasmiques, comme des organites cellulaires endommagés, des agrégats 

protéiques ou encore des pathogènes intracellulaires (Figure 45) (Larabi et al., 2019).  

Parmi les polymorphismes associés à la MC, plusieurs gènes impliqués dans le processus 

autophagique ont été identifiés tels que ATG16L1 (« Autophagy-related gene 16-like-1 »), IRGM 

(« Immunity related GTPase M »), ULK1 (« Unc-51 like autophagy activating kinase 1 »), LRRK2 

(« Leucine-rich repeat kinase 2 ») ou encore PTPN2 (« Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 

2 »). Cependant, concernant les gènes ULK1, LRRK2 et PTPN2, leurs rôles et fonctions ne seront pas 

détaillés ici (Henderson & Stevens, 2012; Spalinger et al., 2016). 

i. ATG16L1 

Au total, 9 variants génétiques de ATG16L1 ont été associés à la MC. Toutefois, le variant de 

risque le plus commun est rs2241880, identifié en 2007 (Hampe et al., 2007). Ce polymorphisme conduit 

au remplacement d’une thréonine par une alanine (T300A) et son association avec la MC a été confirmée 

par de nombreuses études menées dans populations européennes (Brest et al., 2010; Hampe et al., 2007; 

Lacher et al., 2009; Prescott et al., 2007; Rioux et al., 2007; Salem et al., 2015). Même si cette 
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association n’a pas été retrouvée dans des populations chinoises, japonaises ou brésiliennes, elle l’a 

récemment été dans des populations iranienne, algérienne ou grecque (Aida et al., 2018; Brest et al., 

2010; Teimoori-Toolabi et al., 2018; Tsianos et al., 2020). De plus, ces études ont montré que ATG16L1 

est plus particulièrement associé à la forme iléale de la MC, forme la plus courante de la MC pour 

laquelle il est observé une présence anormale d’E. coli associés à la muqueuse. 

ATG16L1 est une protéine cruciale dans le processus autophagique puisqu’elle participe à 

l’élongation de la membrane de l’autophagosome avant fusion de ce dernier avec le lysosome. Dans des 

cellules humaines exprimant le variant ATG16L1T300A, il a été observé un défaut d’élimination par 

autophagie de bactéries telles que Salmonella Thypimurium ou certaines souches d’Escherichia coli 

associées à la MC (Kuballa et al., 2008; Lapaquette et al., 2010; Sadaghian Sadabad et al., 2015). En 

plus d’une autophagie déficiente, il a aussi été observé une altération de la morphologie des cellules 

caliciformes et une augmentation de la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-1� dans des 

cellules myéloïdes dans un modèle de souris « knock-in » exprimant le variant (Lassen et al., 2014). 

D’autres travaux ont observé des anormalités de structure dans les cellules de Paneth issues de patients 

homozygotes pour le variant ATG16L1T300A ou de souris exprimant le variant de risque T300A (Figure 

46A-B) (Cadwell et al., 2008; Lassen et al., 2014). Une persistance accrue des Escherichia coli associées 

à la MC a également été décrite chez les patients porteurs du polymorphisme et présentant des altérations 

des cellules de Paneth (Deuring et al., 2014).  

Les mécanismes potentiels pouvant lier le variant ATG16L1 à une autophagie déficiente n’ont 

que récemment été découverts. Il a été montré que le variant ATG16L1T300A serait plus sensible à la 

dégradation dépendante de la caspase 3 en réponse à un stress comparativement à la forme sauvage 

d’ATG16L1 (Lassen et al., 2014; Murthy et al., 2014). De plus, ce variant altère la capacité de ATG16L1 

à interagir avec la protéine TMEM59, protéine qui permet d’activer ATG16L1 et l’autophagie en 

réponse à l’infection (Boada-Romero et al., 2016).   

Il est aussi important de souligner qu’il existe un lien entre NOD2 et autophagie. En effet, NOD2 

permet le recrutement de ATG16L1 au niveau du site d’entrée des bactéries permettant l’activation de 

l’autophagie et l’élimination des bactéries intracellulaires, ces effets étant perdus lorsque ATG16L1 est 

muté mais aussi lorsque NOD2 est muté (Figure 46C-D) (Homer et al., 2010; Travassos et al., 2010). 

D’autres travaux ont aussi montré un défaut d’activation de l’autophagie qui ne permet plus l’élimination 

des bactéries ainsi qu’un défaut de présentation des antigènes par le complexe majeur 

d’histocompatibilité  de classe II dans des cellules dendritiques exprimant le variant NOD2 Leu1007insC 

ou ATG16L1T300A (Cooney et al., 2010). Ces données confirment l’étroite relation entre NOD2 et 

autophagie et soulignent l’importance de la prise en charge des bactéries intracellulaires dans le contexte 

de la MC. 
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ii. IRGM 

IRGM est le second gène impliqué dans le processus autophagique à avoir été identifié comme 

associé à la MC (Burton et al., 2007; Parkes et al., 2007). Comme pour ATG16L1, les polymorphismes 

dans le gène IRGM semblent plus spécifiquement associés à la MC iléale et ils ont été retrouvés dans 

des cohortes indépendantes d’Amérique du Nord, d’Europe, de Nouvelle-Zélande et de Corée (Brest et 

al., 2010; Moon et al., 2013; Palomino-Morales et al., 2009; Parkes et al., 2007; R. L. Roberts et al., 

2008). IRGM joue un rôle clé dans la formation et l’activation du complexe d’initiation de l’autophagie, 

avec ULK1 et BECN1, tout en se couplant physiquement avec NOD2 et ATG16L1, ce qui est crucial 

pour les fonctions antimicrobiennes et anti-inflammatoires de l’autophagie (Chauhan et al., 2015).  

Une étude réalisée par Rufini et collaborateurs a mis en évidence que le SNP rs13361189 était 

associé à un risque augmenté d’avoir une MC avec une atteinte iléale ou périanale, d’avoir un phénotype 

sténosant ou encore de subir une résection intestinale (Rufini et al., 2015). Il a aussi récemment été mis 

en évidence que les porteurs de ce polymorphisme présentaient une expression de IRGM diminuée au 

niveau sanguin et dans l’iléon terminal et que cette baisse d’expression était associée avec une altération 

de l’expression de gènes liés à l’autophagie ou à la colite (Ajayi et al., 2019). Parmi les autres 

polymorphismes de IRGM, deux ont particulièrement été associés avec le risque de développer la MC, 

l’un étant un SNP synonyme dans la région codante (c.313T) (rs10065172), l’autre correspondant à une 

délétion de 20kb en amont du gène IRGM (Y. Lu et al., 2014; McCarroll et al., 2008; Parkes et al., 2007; 

Prescott et al., 2010). La délétion dans la région promotrice de IRGM impacterait le niveau d’expression 

d’IRGM, cependant, dans des cellules hétérozygotes, les allèles de IRGM sont exprimés en proportions 

variables en fonction de la lignée cellulaire.  

Grâce à des modèles in vitro et in vivo, il a été observé que IRGM diminue l’activité de 

l’inflammasome NLRP3 ce qui protège de la mort cellulaire induite par l’inflammation et de la colite 

induite au DSS, démontrant le rôle anti-inflammatoire de IRGM (Mehto et al., 2019). Dans des études 

utilisant des modèles Irgm déficients, il a été mis en évidence que IRGM était impliqué dans 

l’élimination de bactéries intracellulaires telles que L. monocytogenes, Salmonella spp, ou 

Mycobacterium tuberculosis (S. Kim et al., 2019). 

 

Les polymorphismes dans le gène NOD2 ou dans les gènes de l’autophagie conduisent à une 

altération de la reconnaissance des bactéries intracellulaires et de leur contrôle par l’autophagie et 

aboutissent à une altération de la composition du microbiote ce qui renforce l’hypothèse d’un rôle 

prépondérant du microbiote intestinal et de certains agents bactériens dans la pathogenèse de la MC. 
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Pour conclure sur les facteurs génétiques, les études à l’échelle du génome ont permis 

d’identifier de nombreux loci de prédisposition à la MC et des corrélations entre mutations et phénotypes 

iléaux de la MC ont été établies pour plusieurs gènes. Toutefois, malgré la part non négligeable jouée 

par la génétique dans le développement de la MC, d’autres facteurs sont impliqués dans la pathogenèse 

de cette maladie, comme des altérations de la composition du microbiote intestinal. 

 

2. Facteurs microbiens 

Plusieurs études menées dans des modèles in vivo ont appuyé le rôle du microbiote et de son 

déséquilibre (dysbiose) dans le développement de la MC. Par exemple, dans des modèles murins 

transgéniques développant spontanément une colite ou dans des modèles murins pour lesquels la colite 

est chimiquement induite, les animaux élevés en condition axénique sont protégés (Contractor et al., 

1998; Matsumoto et al., 1998; Tlaskalová-Hogenová et al., 2005). D’autres études ont aussi démontré 

qu’il était possible de transférer les signes de la MC suite à une transplantation de microbiote fécal d’un 

donneur atteint de MC à des souris axéniques. De plus, la transplantation de microbiote fécal d’un 

donneur atteint de MC, ou d’un microbiote simplifié associé à la MC, participe au développement et/ou 

à l’exacerbation de l’inflammation intestinale chez des souris receveuses axéniques (Britton et al., 2019; 

Eun et al., 2014; Nagao-Kitamoto et al., 2016; Schaubeck et al., 2016). 

De plus, la MC se localise préférentiellement au niveau de l’iléon terminal et du côlon, segments 

du tractus digestif les plus colonisés par des bactéries, renforçant l’implication du microbiote dans 

l’étiologie de la MC. 

a. Dysbiose chez les patients 

Chez les patients atteints de MC, une dysbiose, ce qui correspond à une altération de la 

composition et de la diversité du microbiote intestinal, est observée. Diverses études ont fait état d’une 

diminution de l’abondance mais aussi de modifications de la diversité du microbiote intestinal chez les 

patients (Alam et al., 2020; Frank et al., 2007; Gevers et al., 2014; Manichanh et al., 2006; Pascal et al., 

2017; Walker et al., 2011). Il a été montré qu’au sein d’un même patient atteint de la MC, la diversité 

microbienne était réduite dans un tissu enflammé vs un tissu non enflammé (Sepehri et al., 2007). De 

plus, environ un tiers des espèces dominantes chez les patients atteints de MC appartiennent à des 

groupes phylogénétiques non dominants dans le microbiote des individus sains (Seksik et al., 2003). Au 

cours de cette étude, il a également été observé que le microbiote des patients atteints de MC était 

instable au cours du temps comparativement à celui des individus sains (Seksik et al., 2003). De manière 

générale, il résulte une abondance plus forte des Protéobactéries associée à une plus faible proportion 

de certains Firmicutes (Frank et al., 2007; Walker et al., 2011; Wright et al., 2015).  
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Concernant le phylum des Firmicutes, la diminution est principalement due à une réduction de 

l’abondance de Blautia faecis ou Roseburia inulinivorans ainsi que de Faecalibacterium prausnitzii, F. 

prausnitzii étant connue pour ses propriétés anti-inflammatoires (Fujimoto et al., 2013; Joossens et al., 

2011; Lopez-Siles et al., 2014; Prosberg et al., 2016; Sokol et al., 2008; Takahashi et al., 2016). De 

plus, une plus faible proportion de F. prausnitzii au niveau iléal est associée à un risque accru de récidive 

endoscopique 6 mois post-chirurgie (Sokol et al., 2008). Il a aussi été démontré que les patients avec la 

plus faible abondance de F. prausnitzii sont les patients présentant une atteinte iléale (Lopez-Siles et al., 

2014). Une méta-analyse regroupant un total de 231 patients a révélé que l’abondance de F. prausnitzii 

était diminuée chez les patients en phase active de la MC comparativement aux patients en rémission, 

suggérant que F. prausnitzii pourrait être un marqueur de l’activité de la MC (Prosberg et al., 2016).  

À l’inverse, une augmentation de l’abondance des Protéobactéries, a été observée chez les 

patients (Baumgart et al., 2007; Darfeuille-Michaud et al., 1998; Kotlowski et al., 2007; Morgan et al., 

2012; Sasaki et al., 2007). L’expansion des Protéobactéries est principalement caractérisée par 

l’augmentation des bactéries Escherichia coli, qui peuvent représenter jusqu’à 100% de microbiote aéro-

anaérobie facultatif, et plus particulièrement par l’expansion des E. coli adhérentes et invasives 

(« Adherent-Invasive E. coli », AIEC) (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004). Ces bactéries, associées 

à, ou ayant envahies la muqueuse iléale, sont retrouvées, chez 21 à 62% des patients atteints de MC 

contre seulement 0-19% des contrôles (Baumgart et al., 2007; Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004; 

Martinez-Medina et al., 2009; Palmela et al., 2018; Raso et al., 2011). Des espèces bactériennes connues 

pour avoir un rôle néfaste pour l’homéostasie intestinale, telles que Ruminococcus gnavus et 

Ruminococcus torques, sont aussi trouvées en plus grande abondance chez les patients atteints de MC 

(Joossens et al., 2011; Png et al., 2010). Ce sont des bactéries mucolytiques, capables de dégrader le 

mucus. Leur augmentation pourrait expliquer le fait que davantage de bactéries sont retrouvées dans le 

mucus des patients atteints de MC (Png et al., 2010; Schultsz et al., 1999). À l’inverse, Akkermansia 

muciniphila, autre bactérie mucolytique, est diminuée chez les patients atteints de MC comparativement 

aux sujets contrôles (Png et al., 2010).  

Récemment, Pascal et collaborateurs ont proposé une signature microbienne qui pourraient 

permettre de détecter la MC : une diminution de l’abondance des bactéries Faecalibacterium, 

Peptostreptococcaceae, Anaerostipes, Methanobrevibacter, Christensenellaceae, Collinsella, associée 

à une augmentation de l’abondance de Fusobacterium et Escherichia (Pascal et al., 2017). De plus, une 

autre étude a montré qu’une composition spécifique du microbiote iléal au moment de la chirurgie 

pouvait être prédictif de la récidive endoscopique (Sokol et al., 2020).  

Du fait de ses fonctions, il faut également prendre en compte que les perturbations du microbiote 

intestinal résultent en des modifications métaboliques. En effet, 12% des voies métaboliques sont 

modifiées chez les patients atteints de MICI comparativement aux sujets sains (Morgan et al., 2012). Il 
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est donc important d’étudier le métabolome associé au microbiote intestinal chez les patients atteints de 

MC pour mieux comprendre la maladie et développer de nouveaux traitements. Les données actuelles 

montrent une diminution de la production d’AGCC, d’acides aminés et d’acides biliaires secondaires 

ainsi qu’une augmentation du stress oxydant ou du transport des acides aminés et du sulfate chez les 

patients atteints de MICI (M. Li et al., 2022; Zuo & Ng, 2018). 

b. Le microbiote fongique  
La détection d’anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae dans le sérum des patients atteints de 

MC a conduit à suggérer un rôle du microbiote fongique dans la pathogenèse de la MC (Halfvarson et 

al., 2005; McKenzie et al., 1990; Vermeire et al., 2001). Les Ascomycètes et les Basidiomycètes 

représentent les taxa les plus importants au sein du microbiote. La plupart des études ont observé que le 

ratio Basidiomycètes/Ascomycètes était augmenté chez les patients atteints de MC malgré une analyse 

inverse de Nelson et collaborateurs (Limon et al., 2019; Mukhopadhya et al., 2015; Nelson et al., 2021; 

Sokol et al., 2017). De manière plus spécifique, plusieurs études ont montré une diminution de 

Saccharomyces cerevisiae ainsi qu’une plus forte abondance de Candida albicans, C. tropicalis et 

d’autres taxa de Candida chez les patients atteints de MC (Chehoud et al., 2015; Hoarau et al., 2016; Q. 

Li et al., 2014; X. V. Li et al., 2019; Liguori et al., 2016; Sokol et al., 2017). Ainsi, ces résultats 

suggèrent un rôle de Candida dans la pathogenèse de la MC. Une augmentation de l’abondance de 

Malassezia restricta a aussi été observée chez les patients atteints de MC comparativement à des sujets 

sains, et cette augmentation d’abondance est liée à la présence d’un polymorphisme dans le gène CARD9 

(Limon et al., 2019). Au cours de ces études, il a été démontré des corrélations entre les modifications 

du microbiote bactérien et fongique, suggérant l’existence d’altérations inter-règnes spécifiques à la MC 

(Hoarau et al., 2016; Sokol et al., 2017). Dans cette idée, une étude a identifié que la présence de S. 

cerevisiae était associée avec un environnement intestinal favorable pour le développement de bactéries 

bénéfiques telle que Faecalibacterium, tandis que l’absence de levures ou la présence d’autres espèces 

de levures était associée avec la présence de bactéries pathogènes potentielles (Di Paola et al., 2020).  

Il est important de noter qu’en fonction des études, les résultats peuvent être contradictoires, ce 

qui seraient potentiellement dû aux différentes méthodes d’extraction d’ADN fongique utilisées 

(Mahmoudi et al., 2021).  

c. Le microbiote viral 
Concernant le microbiote viral, il est majoritairement composé des bactériophages Caudovirales 

et Microviridae (Minot et al., 2013; Reyes et al., 2010). Le microbiote viral des patients atteints de MC 

présente une plus faible diversité mais une plus grande variabilité comparativement à celui des contrôles 

(Pérez-Brocal et al., 2013). Une augmentation de la richesse en bactériophages, avec une expansion 

significative des Caudovirales, associée à une réduction de la richesse et diversité bactérienne a été 
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révélée chez les patients atteints de MC comparé aux contrôles (Norman et al., 2015). En utilisant les 

données de Norman et collaborateurs, une autre étude a montré que les patients atteints de MC 

présentaient une altération de la composition du viriome, le core de phages virulents étant remplacé par 

des bactériophages dits tempérés (phages s’intégrant au génome bactérien, au cycle lysogénique) 

(Clooney et al., 2019). Davantage de Caudovirales ont été retrouvés dans les tissus, les lavages 

intestinaux et les fèces de patients pédiatriques atteints de MC comparativement à des contrôles 

(Fernandes et al., 2019; Wagner et al., 2013). Des phages spécifiques de Lactococcus, Enterococcus et 

Lactobacillus ont été retrouvés dans les fèces de patients japonais atteints de MC (Imai et al., 2022). 

Comme dans les travaux de Norman et collaborateurs, ces modifications du viriome sont associées à des 

altérations du microbiote intestinal, notamment à une diminution de Faecalibacterium, Roseburia et 

Ruminococcus et une augmentation des Enterobacteriaceae, suggérant une nouvelle fois des altérations 

inter-règnes (Imai et al., 2022) 

Concernant les virus eucaryotes, une plus forte abondance de Hepeviridae et un niveau plus 

faible de Virgaviridae ont été observés au niveau des muqueuses de patients atteints de MC n’ayant reçu 

aucun traitement, comparativement aux sujets contrôles, suggérant que certains virus eucaryotes 

pourraient participer au développement de l’inflammation intestinale (F. Ungaro et al., 2018). Des 

études dans des modèles murins transgéniques vont également dans ce sens puisqu’ils ont démontré que 

l’infection avec le virus eucaryote Norovirus contribuait au développement de l’inflammation intestinale 

(Basic et al., 2014; Cadwell et al., 2010).   

d. Bactéries impliquées dans la MC 

i. Yersinia et Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis  

Dans les années 2000, il a été proposé que les espèces du genre Yersinia pourraient contribuer 

à l’apparition et la persistance de l’inflammation intestinale chez les patients souffrant de la MC (J.-P. 

Hugot et al., 2003). La Yersiniose et la MC sont des pathologies qui se ressemblent, partagent des 

aspects communs, tels qu’une inflammation intestinale qui se concentre initialement autour de 

l’épithélium associé au follicule et qui peut progresser en ulcères plus profonds et plus diffus (Fujimura 

et al., 1996; Grützkau et al., 1990; Krauss et al., 2012; Naddei et al., 2017). Au cours des années, 

plusieurs études ont montré la présence d’espèces de Yersinia au niveau intestinal chez les patients 

atteints de MC mais également chez des individus contrôles (Chiodini et al., 2013; Kallinowski et al., 

1998; Knösel et al., 2009; Lamps et al., 2003; Leu et al., 2013). L’étude la plus récente en date étudiant 

la présence de Yersinia dans 470 échantillons a révélé sa présence dans 7,6% des échantillons iléaux de 

patients atteints de MC contre 7,9% des échantillons de contrôles (Le Baut et al., 2018). Ainsi, les 

espèces de Yersinia sont normalement et peu présentes au niveau de l’iléon humain, que ce soit chez des 

individus contrôles ou malades. Malgré l’observation que NOD2 jouait un rôle critique dans la réponse 

de l’hôte lors de l’infection par Y. pseudotuberculosis, d’autres études sont nécessaires pour étudier la 
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réponse immunitaire intestinale contre Yersinia afin de déterminer si ce genre bactérien pourrait être 

impliqué dans la MC (Al Nabhani et al., 2017; Meinzer et al., 2008, 2012). 

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) a également été suspecté dans 

l’étiologie de la MC. L’ADN de MAP a été détecté dans plusieurs types d’échantillons (biopsies, sang 

périphérique, granulomes), de manière plus fréquente chez les patients atteints de MC que chez les sujets 

sains (Autschbach et al., 2005; Hulten et al., 2001; Naser et al., 2004; Nazareth et al., 2015; Schwartz 

et al., 2000; Zamani et al., 2017; Zarei-Kordshouli et al., 2019). L’association entre MAP et MC a aussi 

été démontrée grâce à des méta-analyses (Abubakar et al., 2008; Feller et al., 2007). Toutefois, il est 

important de noter que d’autres études n’ont pas permis de mettre en évidence cette association (Naser 

et al., 2014). Des études cliniques ont montré que l’administration de nitroimidazoles ou macrolides 

ainsi qu’une combinaison d’antibiotiques anti-mycobactéries pouvaient induire une rémission chez les 

patients avec une MC active (Feller et al., 2010; Khan et al., 2011). L’administration en combinaison 

de clarithromycine, clofazimine et rifabutine permet d’obtenir des rémissions cliniques et histologiques 

chez les patients atteints de MC avec une forme active (Borody et al., 2002, 2007; Selby et al., 2007; 

Shafran et al., 2002). Toutefois, concernant l’étude de Selby et collaborateurs, même si 66% des patients 

étaient en rémission après 16 semaines de traitement, aucune différence n’est observée entre le groupe 

traité et le groupe placebo au bout de 2 ans de traitement concernant la récidive, remettant en cause le 

rôle de MAP dans la pathogenèse de la MC (Selby et al., 2007). Plus récemment, la nouvelle thérapie 

RHB-104 (RedHill Biopharma®) combinant les 3 antibiotiques mentionnés précédemment 

(clarithromycine, clofazimine et rifabutine) est en cours d’étude chez des patients présentant une MC 

modérée à sévère. Jusqu’à présent les résultats sont prometteurs, davantage de patients comparativement 

au groupe placebo étant en rémission clinique après 16 et 24 semaines de traitement (Honap et al., 2020). 

Il ne faut toutefois pas oublier que ces antibiotiques destinés à éliminer les mycobactéries sont 

également actifs sur d’autres espèces bactériennes du microbiote intestinal. Ainsi, ils pourraient cibler 

des espèces bactériennes néfastes, ce qui pourrait mener à une amélioration des symptômes, sans valider 

le rôle causal de MAP dans l’étiologie de la MC.  

ii. Escherichia coli adhérents et invasifs : AIEC 

; Présentation du pathovar 
Les capacités des souches d’E. coli particulièrement retrouvées chez les patients atteints de MC, 

à adhérer à et envahir les cellules épithéliales intestinales (CEIs), à survivre et se répliquer en 

macrophages ainsi qu’à induire la libération de TNF-� par les macrophages infectés, a conduit, il y a 25 

ans, à la définition du pathovar AIEC pour Escherichia coli adhérents et invasifs (Boudeau et al., 1999; 

Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004; Glasser et al., 2001). La prévalence des AIEC varie de 21 à 62% 

chez les patients atteints de MC contre 0 à 19% chez les contrôles et ces bactéries sont plus fréquemment 
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associées à l’iléon qu’au côlon (Baumgart et al., 2007; Darfeuille-Michaud et al., 2004; Martinez-

Medina et al., 2009; Palmela et al., 2018; Raso et al., 2011). Deux récentes méta-analyses ont montré 

que la prévalence des AIEC chez les patients atteints de MC était de 29% contre 9% chez les sujets sains 

(Kamali Dolatabadi et al., 2021; Nadalian et al., 2021). De plus, il a été démontré que la présence 

d’AIEC au niveau de la pièce opératoire des patients atteints de MC était prédictive de la récurrence 

endoscopique 6 mois post-chirurgie. Aussi, la présence des bactéries AIEC au niveau de l’iléon terminal 

des patients 6 mois post-chirurgie était associée aux formes précoces de lésions iléales démontrant un 

rôle causal des AIEC dans la MC (Buisson et al., 2022). Il n’existe pas de gène ou de marqueur 

moléculaire spécifique et commun aux AIEC, rendant difficile l’identification des patients porteurs de 

ces bactéries (O’Brien et al., 2017). Un algorithme pouvant prédire le phénotype des AIEC avec 84% 

de précision a été élaboré. Cependant, cet algorithme n’a pas fait ses preuves sur d’autres collections de 

souches AIEC, la précision de la prédiction du phénotype des AIEC sur des souches issues de différentes 

cohortes diminuant à 61% (Camprubí-Font et al., 2018, 2020). Une récente étude caractérisant les OMPs 

(« Outer Membrane Protein ») des AIEC et d’une souche commensale d’E. coli a permis d’identifier 3 

gènes, chuA, eefC et fitA, qui pourraient constituer de potentiels biomarqueurs des AIEC (Saitz et al., 

2022). Toutefois, d’autres études sont nécessaires pour valider ces marqueurs dans d’autres collections 

de souches AIEC issues de différentes régions géographiques. Ainsi, le seul moyen d’identifier les AIEC 

à ce jour repose toujours sur l’étude de la capacité des souches d’E. coli à adhérer à et envahir les CEIs 

ainsi qu’à survivre et se répliquer au sein des macrophages in vitro (Figure 47). La souche d’E. coli 

LF82 (pour Lille-France), isolée au niveau d’une lésion iléale chronique chez un patient atteint de MC, 

est la souche AIEC de référence du laboratoire qui est particulièrement étudiée (Darfeuille-Michaud et 

al., 1998, 2004). Les AIEC ne sont pas des pathogènes stricts mais des pathobiontes capables de tirer 

avantage d’un polymorphisme génétique et/ou d’un environnement intestinal spécifique pour coloniser 

la muqueuse iléale et induire l’inflammation intestinale. En effet, les bactéries AIEC sont connues pour 

jouer un rôle dans l’induction et/ou le maintien de l’inflammation intestinale dans des modèles 

précliniques de MC, renforçant leur implication dans l’étiologie de la maladie (Carvalho et al., 2009; 

Chassaing et al., 2014; Schmitz et al., 2019). 

; Interaction des AIEC avec l’épithélium intestinal 
De nombreuses études ont porté sur les bactéries AIEC afin de comprendre leur rôle dans la 

MC. Ainsi, différents facteurs de virulence leur permettant par exemple, d’accéder à l’épithélium 

intestinal (vat-AIEC, fliC, arlA, arlC), d’adhérer et d’envahir les CEIs (fimH, chiA, yfgL, ompA, ibeA) 

de survivre en macrophages (htrA, dsbA, gipA) ou qui leur procurent un avantage compétitif dans 

l’environnement intestinal (pduC, chuA) ont été identifiés (Palmela et al., 2018).  

Les AIEC possèdent la mucinase Vat-AIEC, dont l’expression est régulée par les acides biliaires 

et les mucines, qui leur permet de dégrader et traverser le mucus afin d’accéder à et de coloniser 
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l’épithélium intestinal (Gibold et al., 2016). Les travaux de Sevrin et collaborateurs ont montré que les 

AIEC étaient capables de réguler finement la production de leurs flagelles dans l’environnement 

intestinal, le mucus et les acides biliaires induisant l’expression du gène fliC contrairement au contact 

avec l’épithélium qui la réprime, ce qui évite une hyper-activation du système immunitaire et favorise 

leur persistance à long-terme dans le tractus digestif (Sevrin et al., 2020).  

Les bactéries AIEC utilisent différentes stratégies pour interagir avec les CEIs et les envahir. 

Une des interactions les mieux caractérisées est l’interaction CEACAM6 (« Carcinoembryonic antigen-

related cell adhesion molecule 6 ») – FimH. FimH est l’adhésine présente à l’extrémité des pili de type 

I qui permet l’adhésion des bactéries aux CEIs et qui est également importante pour l’invasion des 

cellules de l’hôte (Boudeau et al., 2001). Des mutations patho-adaptatives dans le gène fimH augmentent 

la capacité des AIEC à adhérer aux CEIs (Dreux et al., 2013). Les AIEC vont ainsi interagir via FimH 

avec les résidus mannosylés présents sur CEACAM6 (Figure 48). Ce récepteur est fortement exprimé 

dans la muqueuse iléale des patients atteints de MC, alors qu’il ne l’est pas en conditions physiologiques 

(Barnich et al., 2007). Récemment, 2 glycanes mannosylés sur la protéine CEACAM6 qui pourraient 

être de potentiels récepteurs pour l’adhésine FimH ont été identifiés. Il a aussi été révélé lors de cette 

étude que les AIEC étaient capables d’interagir avec les résidus mannoses exposés sur les cellules en 

début d’apoptose ce qui favoriserait la propagation des bactéries dans les espaces intercellulaires 

(Dumych et al., 2018). Les AIEC peuvent également adhérer aux CEIs via la protéine CHI3L1, qui est 

surexprimée par les CEIs et les macrophages de la lamina propria lors d’une inflammation intestinale 

(C.-C. Chen et al., 2011; Mizoguchi, 2006). De plus, la surexpression de CHI3L1 favorise l’adhésion et 

l’internalisation des bactéries dans les CEIs, exacerbant la colite chez la souris (Mizoguchi, 2006). Cette 

interaction se fait via le domaine de liaison à la chitine bactérien de ChiA qui reconnaît un résidu 

glycosylé de CHI3L1 (Low et al., 2013). L’interaction hôte-AIEC peut aussi se produire au niveau de 

plaques de Peyer, où sont localisées les cellules M, via les « Long Polar Fimbriae » des AIEC, dont 

l’expression est régulée par la concentration en acides biliaires. Cette interaction va favoriser la 

translocation des AIEC via les cellules M (Chassaing et al., 2011, 2013; Keita et al., 2020).  

Les « Outer Membrane Vesicles » (OMVs), dont la production est dépendante du gène yfgl, sont 

impliquées dans la capacité d’invasion des souches AIEC via la libération d’effecteurs bactériens dans 

les cellules hôtes (Rolhion et al., 2005). La protéine de surface des OMVs, OmpA, se lie à la protéine 

Gp96 surexprimée à la surface apicale des CEIs de l’iléon des patients atteints de MC. L’interaction 

OmpA-Gp96 favorise la fusion des OMVs avec les CEIs ainsi que l’entrée des AIEC via la libération 

dans la cellule hôte de protéines et molécules qui restent à identifier (Rolhion et al., 2010, 2011). 
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; Conséquences de l’interaction des AIEC avec l’épithélium 

L’effet de l’infection par les AIEC sur la fonction barrière intestinale a été étudié dans différents 

modèles. In vitro, l’infection par les bactéries AIEC diminue la résistance électrique transépithéliale 

d’une monocouche de CEIs et induit la délocalisation des protéines ZO-1 et E-cadherin ainsi que la 

désorganisation de la F-actine, ce qui suggère que les AIEC pourraient être impliquées dans l’altération 

de la fonction barrière observée chez les patients (Sasaki et al., 2007; Wine et al., 2009). Dans le modèle 

murin CEABAC10 mimant la susceptibilité à développer la MC (souris surexprimant CEACAM6 

humain au niveau colique), l’infection par les AIEC mène à une augmentation, dépendante des pili de 

type I, de la perméabilité intestinale et à l’induction de l’expression de la protéine claudine-2 dans les 

CEIs. Au cours de cette étude, il a également été démontré une surexpression de la claudine-2 et de 

CEACAM6 chez les patients atteints de MC, qu’ils soient en phase active ou non. Il est important de 

prendre en compte que dans ce modèle, la surexpression des gènes CEACAMs est associée à une 

augmentation anormale de la perméabilité intestinale sans signe d’inflammation, et que les souris sont 

plus sensibles à une colite induite au DSS, suggérant que la surexpression de CEACAM6 observée dans 

la muqueuse iléale des patients pourrait altérer l’intégrité de la barrière intestinale (Denizot et al., 2012). 

L’interaction des AIEC avec l’épithélium intestinal résulte aussi en l’induction de la réponse 

inflammatoire. En effet, l’infection par la souche AIEC LF82 aggrave une colite induite au DSS chez 

les souris, caractérisée par d’importantes altérations histologiques et une augmentation de l’expression 

de l’IL-1� et de l’IL-6 (Carvalho et al., 2008). Chez les souris CEABAC10, les bactéries AIEC persistent 

au niveau intestinal et induisent une colite sévère caractérisée par des zones d’érosion de l’épithélium, 

une inflammation de la muqueuse et une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

(Carvalho et al., 2009). Guo et collaborateurs ont aussi démontré que l’infection de souris IL-10 KO par 

la souche AIEC LF82 exacerbait la colite, avec une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (IL-6, IL-8, TNF-�) (Z. Guo et al., 2018). Aussi, les macrophages infectés sécrètent de 

grande quantité de TNF-�� ce qui favorise la réplication intracellulaire des AIEC in vitro, alors que 

l’incubation avec des anticorps anti-TNF-� bloque cette réplication intracellulaire (Bringer et al., 2012). 

Récemment, il a été montré que les anticorps anti-TNF étaient capables de limiter la réplication 

intracellulaire des AIEC dans les macrophages issus de patients atteints de MC en modulant l’expression 

de la Flotillin-1 et de CHI3L1 (Douadi et al., 2022). Les cytokines pro-inflammatoires sont connues 

pour moduler l’expression et la localisation des protéines de jonction, altérant la fonction barrière (R. 

Al-Sadi et al., 2009). Ainsi, l’effet de l’infection par les AIEC sur la barrière intestinale peut résulter 

soit d’un effet direct, ou indirect via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les cellules 

infectées.  
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; Contrôle de la prolifération des bactéries AIEC 

L’autophagie joue un rôle important dans le contrôle de la réplication intracellulaire des AIEC. 

En effet, l’infection par les AIEC active l’autophagie, notamment via le sidérophore yersiniabactine, 

limitant la réplication intracellulaire des AIEC tandis que dans des cellules où l’expression de ATG16L1 

ou IRGM est inhibée, ou si les cellules expriment le variant ATG16L1T300A, l’autophagie n’est plus 

fonctionnelle et les AIEC se répliquent au niveau intracellulaire (Dalmasso et al., 2021; Lapaquette et 

al., 2010). Aussi, il a été montré que les monocytes issus de patients atteints de MC porteurs du variant 

ATG16L1T300A ne parvenaient pas à éliminer les bactéries AIEC comparativement aux monocytes issus 

de patients portant l’allèle sauvage, renforçant l’importance d’ATG16L1 dans le contrôle intracellulaire 

des AIEC (Sadaghian Sadabad et al., 2015). L’infection par les AIEC active aussi une autre voie de 

l’autophagie EIF2AK4-EIF2A-ATF4 menant à l’élimination des bactéries et à une réponse 

inflammatoire contrôlée (Bretin et al., 2016). Cette voie est diminuée dans des biopsies iléales de 

patients en phase active comparé à des biopsies de patients en phase quiescente. De plus, les souris 

déficientes pour eif2ak4-/- n’arrivent pas à activer l’autophagie dans les CEIs résultant en une 

colonisation intestinale par les AIEC et en une réponse inflammatoire augmentées chez ces animaux 

comparé aux souris sauvages (Bretin et al., 2016). 

Comme mentionnée précédemment, NOD2 va recruter ATG16L1 au niveau du site d’entrée des 

bactéries ce qui permet d’activer l’autophagie et d’éliminer les bactéries intracellulaires. Lorsque 

ATG16L1 ou NOD2 sont mutés, ces effets sont perdus (Homer et al., 2010; Travassos et al., 2010). Dans 

des cellules surexprimant NOD2, l’infection par les AIEC mène à une plus forte expression de 

ATG16L1 associée à une diminution de la survie des AIEC et de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires comparé aux cellules sauvages, soulignant l’étroite relation entre NOD2 et ATG16L1 

(Negroni et al., 2016). Il a aussi été montré que l’infection par la souche AIEC LF82 dans des 

macrophages THP-1 activait l’autophagie, limitant ainsi la réplication intracellulaire des AIEC. 

Cependant, une altération de l’expression de ATG16L1 ou IRGM dans des THP-1 ou de NOD2 dans des 

macrophages péritonéaux issus de souris déficientes pour NOD2 mène à une réplication intracellulaire 

des AIEC augmentée ainsi qu’à une augmentation de la sécrétion de TNF-� et IL-6 après infection avec 

les AIEC (Lapaquette et al., 2012). Aussi, il est connu que l’incapacité des macrophages issus de patients 

à contrôler la réplication intracellulaire des AIEC est liée à des polymorphismes dans les gènes ULK-1 

et IRGM (Buisson et al., 2019; Elliott et al., 2015; Vazeille et al., 2015). Ainsi, chez les patients atteints 

de MC, les AIEC pourraient tirer avantage d’une autophagie non fonctionnelle pour se répliquer au sein 

des macrophages et persister, favorisant la réponse inflammatoire. 

Chez des souris déficientes pour Ptpn2, un gène impliqué dans l’autophagie connu pour réguler 

la réponse inflammatoire, la fonction barrière ainsi que les réponses immunitaires innées et adaptatives, 

une augmentation de l’abondance d’une nouvelle souche murine d’AIEC a été identifiée montrant que 
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PTPN2 est important pour limiter l’expansion des AIEC (Scharl et al., 2009; Shawki et al., 2020; 

Spalinger et al., 2016, 2018). Aussi, il a été démontré que PTPN2 était nécessaire pour l’élimination des 

AIEC, la perte de PTPN2 résultant en une augmentation de l’entrée des bactéries dans les macrophages 

et en une autophagie défectueuse couplée avec une acidification lysosomale anormale. De plus, les 

souris n’exprimant plus Ptpn2 dans les cellules myéloïdes sont plus sensibles à l’infection par les AIEC 

(Spalinger et al., 2022).  

Les polymorphismes dans les gènes ATG16L1 et NOD2 associés à la MC entraînent chez les 

patients des défauts au niveau de l’assemblage et de la sécrétion des peptides antimicrobiens dans les 

cellules de Paneth, avec notamment une réduction de la sécrétion de défensines (Cadwell et al., 2008, 

2010; Stappenbeck & McGovern, 2017; Wehkamp et al., 2004, 2005). Chez les souris, des observations 

similaires ont été faites, des altérations dans les gènes Atg16l1, Nod2, Lrrk2 ou Irgm1 résultant en une 

réduction de l’expression et de la sécrétion de peptides antimicrobiens (Stappenbeck & McGovern, 

2017). Il a été observé que les patients atteints de MC exprimaient moins l’�-défensine 5 (HD5). Il a 

également été mis en évidence dans un modèle ex vivo que la translocation de la souche AIEC LF82 

était augmentée au niveau de l’épithélium associé au follicule des patients atteints de MC comparé aux 

contrôles (Alkaissi et al., 2020). L’incubation des tissus avec HD5 réduisait la translocation des AIEC 

démontrant que les défensines sont importantes pour réguler la colonisation intestinale par les AIEC. 

Toutefois, il faut noter que certaines souches AIEC sont résistantes aux peptides anti-microbiens grâce 

aux gènes arlA et arlC, ce qui leur permet de survivre au niveau intestinal (Cho et al., 2022; McPhee et 

al., 2014).  

; Impact d’une infection par les AIEC sur le microbiote 

Les bactéries AIEC peuvent négativement impacter le microbiote intestinal. Dans le modèle 

TLR5 KO (souris déficientes pour le récepteur Toll-like 5, reconnaissant la flagelline bactérienne), des 

souris axéniques ont été infectées avec la souche AIEC de référence LF82 avant d’être placées dans un 

environnement classique permettant l’implantation d’un microbiote complexe. L’infection des souris 

résultait en une inflammation intestinale chronique associée à une altération de la composition du 

microbiote intestinal, caractérisée notamment par une baisse de la diversité des espèces et par une 

augmentation de son potentiel pro-inflammatoire (Chassaing et al., 2014). De même, chez des souris 

TLR5 KO possédant le microbiote restreint « Altered Schaedler Flora », l’infection avec des AIEC 

entraînait des altérations de la composition du microbiote associées à des niveaux plus élevés de LPS et 

de flagelline (Chassaing & Gewirtz, 2018). De plus, des altérations de la composition du microbiote ont 

aussi été observées suite à une infection par les AIEC chez des souris eif2ak4-/- (Bretin et al., 2018). 

Dans une étude récente, il a été démontré que chez des souris avec une colite induite au DSS, l’infection 

avec les AIEC exacerbait la dysbiose et rendait les souris résistantes à la restauration du microbiote suite 

à une transplantation fécale (Zhilu et al., 2021). De plus, dans une cohorte chinoise, la présence des 
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AIEC au niveau iléal était corrélée avec une dysbiose plus sévère du microbiote associé à la muqueuse 

chez les patients atteints de MC, avec notamment une diminution de la diversité et une plus faible 

abondance des Firmicutes (Zhilu et al., 2021). Il a récemment été montré que chez les patients atteints 

de MC, la colonisation par les AIEC était associée avec une signature spécifique du microbiote, 

caractérisée par une augmentation de l’abondance de Ruminococcus gnavus (Buisson et al., 2022). 

L’ensemble de ces observations montre que la colonisation intestinale par les bactéries AIEC peut avoir 

un effet sur la composition globale du microbiote intestinal et pourrait participer au développement et 

au maintien de la MC.  

� Modèles d’étude des AIEC dans la physiopathologie de la MC in vivo 
Pour pouvoir étudier le rôle des AIEC dans la physiopathologie de la MC in vivo, il faut pouvoir 

obtenir une colonisation intestinale par ces bactéries. Il faut ainsi utiliser des modèles murins particuliers 

pour obtenir cette colonisation, les AIEC ne persistant qu’à un faible niveau dans l’intestin de souris 

sauvages non traitées par des antibiotiques ou par du DSS. Parmi les modèles d’études, le modèle 

CEABAC10 est le plus couramment utilisé, notamment au laboratoire M2iSH. Le génome murin ne 

possède pas d’orthologue au gène humain CEACAM6 ce qui empêche de reproduire l’interaction 

AIEC/CEACAM6 in vivo. Le modèle CEABAC10 (« Carcinoembryonic antigen bacterial artificial 

chromosome 10 ») a ainsi été développé il y a plusieurs années (Chan & Stanners, 2004). Dans ce 

modèle, les souris portent un transgène codant pour 4 gènes appartenant à la famille CEACAM, dont 

CEACAM6. Le transgène utilisé, présent en 10 copies, est sous le contrôle du promoteur humain, menant 

à une expression de CEACAM6 uniquement au niveau du côlon, où CEACAM6 est exprimé 

physiologiquement chez l’Homme. Dans ce modèle, il a été démontré que les AIEC étaient capables de 

coloniser la muqueuse des souris, via l’interaction CEACAM6/FimH, et également d’induire une 

réponse inflammatoire (Carvalho et al., 2009). 

D’autres modèles murins permettent d’étudier l’interaction des AIEC avec la muqueuse 

intestinale, certains ayant été cités précédemment comme le modèle DSS ou IL-10 KO (Table 2). En 

plus des modèles murins, de nouveaux modèles d’infection sont maintenant disponibles, ces modèles 

faisant appel à des organismes tels que Caenorhabditis elegans ou le zebrafish. 

Même s’il ne s’agit pas d’un mammifère et que son système immunitaire plus simple ne 

comprend que des mécanismes innés, C. elegans est un organisme simple qui se multiplie rapidement 

faisant de lui un modèle intéressant. Simonsen et collaborateurs ont été les premiers à étudier l’effet de 

l’infection par la souche AIEC LF82 sur C. elegans. Comparé à la souche non pathogène d’E. coli OP50, 

l’exposition à la souche AIEC LF82 résultait en une réduction de près de 50% de la durée de vie médiane 

des nématodes, ce phénotype étant dépendant du gène hfq de la souche LF82 (Simonsen et al., 2011). 

Dans une étude récente, la virulence des souches AIEC comparativement à des souches d’Escherichia 
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coli non-AIEC a été étudiée dans le modèle C. elegans. Il a été observé que l’infection avec les 

différentes souches d’E. coli impactait la survie de C. elegans d’une manière souche spécifique. 

Cependant, ils n’ont pas réussi à démontrer de corrélation entre la durée de vie des nématodes infectés 

et la virulence ou la capacité des AIEC à envahir des cellules épithéliales intestinales. Il est suggéré que 

ce modèle pourrait être relevant pour le criblage de molécules anti-adhésives et de probiotiques limitant 

l’invasion (de Sousa Figueiredo et al., 2021).  

Un modèle zebrafish a récemment été développé pour étudier l’infection par les AIEC. Dans ce 

modèle, les AIEC sont incubés dans l’eau avec les poissons. Les AIEC colonisent l’intestin des poissons 

induisant des lésions intestinales ainsi qu’une inflammation intestinale. Il a également été démontré que 

la souche probiotique E. coli Nissle 1917 permettait de réduire la colonisation par les AIEC, les lésions 

tissulaires ainsi que la réponse pro-inflammatoire observée chez les zebrafish infectés (Nag et al., 2022). 

Même si c’est un modèle facile à utiliser et à mettre en œuvre, les principales limitations sont que 

l’intestin du zebrafish présente des différences anatomiques avec celui de l’Homme, et qu’il est difficile 

de collecter les échantillons de fèces et d’étudier les protéines sécrétées dans l’eau.  

 

Toutes ces études explorant le rôle du microbiote intestinal et de certaines bactéries dans la MC 

montrent qu’il ne s’agit pas d’une maladie infectieuse à proprement parler, il n’y a pas de micro-

organisme pathogène spécifiquement associée à la MC. L’implication des facteurs microbiens est plus 

complexe et implique des bactéries pathobiontes telles que les AIEC. Les AIEC n’impactent pas 

négativement l’hôte en condition homéostasique, des sujets sains étant porteurs de ces bactéries. 

Toutefois, elles vont pouvoir profiter d’une modification de l’environnement intestinal comme d’une 

dysbiose par exemple, pour induire/exacerber l’inflammation intestinale.  

 

 

Au cours de ma thèse, nous avons écrit une revue portant sur les AIEC. Elle détaille notamment 

les interactions entre les AIEC et les cellules épithéliales intestinales et immunitaires, présente les 

facteurs environnementaux et génétiques qui favorisent leur implantation intestinale et décrit le mode 

de vie de ces bactéries dans la lumière intestinale. Vous trouverez cette revue de la littérature dans le 

manuscrit, à la fin de la partie « Étude bibliographique » (Chervy et al., 2020). 
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3. Facteurs environnementaux impliqués dans l’étiologie de la MC 

Le rôle de l’environnement dans l’étiologie de la MC est supporté par plusieurs arguments 

épidémiologiques : (i) une augmentation de l’incidence de la MC dans différents pays nouvellement 

industrialisés et qui ont adoptés un mode de vie occidental, avec notamment une alimentation enrichie 

en sucres, en gras et appauvrie en fibres, (ii) une augmentation de l’incidence de la MC en une ou deux 

générations chez les migrants ayant quittés une région avec une faible prévalence de MC pour rejoindre 

une région avec une forte prévalence (Fiorino et al., 2021; Kaplan & Ng, 2016; Ng et al., 2017; Tsironi 

et al., 2004). De plus, l’étude menée sur les jumeaux monozygotes a montré que la concordance pour la 

MC était seulement comprise entre 20 et 50%, indiquant que d’autres facteurs, comme des facteurs 

environnementaux, étaient impliqués dans le développement de la MC (Halfvarson et al., 2003; Orholm 

et al., 2000; Thompson et al., 1996). 

a. Le tabac 
Le tabagisme a été le premier facteur de risque environnemental associé à la MC. En effet, 

plusieurs études ont montré l’association positive entre tabagisme et MC (Hlavaty et al., 2013; Mahid 

et al., 2006). Aussi, chez les patients atteints de MC, les fumeurs ont plus de complications intestinales, 

subissent plus de rechutes cliniques et d’opérations chirurgicales et présentent une moindre réponse aux 

traitements que les patients non-fumeurs (Cosnes, 2010; Picco & Bayless, 2003; Sutherland et al., 1990; 

To et al., 2016). En plus d’augmenter le risque de développer la MC, des études ont montré que le 

tabagisme favorisait la progression de la MC d’un phénotype B1 inflammatoire vers un phénotype 

B2/B3 sténosant/pénétrant (Lakatos et al., 2013; Nunes et al., 2013). La réduction de la fréquence de 

tabagisme n’impacte pas les signes cliniques. Toutefois, il a été démontré que les patients arrêtant de 

fumer pendant plus d’un an présentaient une maladie moins sévère que ceux n’ayant pas arrêté et l’arrêt 

de la cigarette est associé à un moindre risque de rechute (Cosnes et al., 2001; Higuchi et al., 2012; 

Seksik et al., 2009). Le mécanisme privilégié serait lié à des changements au niveau du microbiote 

intestinal et du système immunitaire induits par le tabagisme (Bergeron et al., 2012; Verschuere et al., 

2011). En effet, une diminution de la diversité bactérienne a été observée chez les fumeurs comparé aux 

non-fumeurs (Shanahan et al., 2018). Les espèces Bacteroides-Prevotella et F. prausnitzii étaient 

respectivement plus et moins retrouvées chez les fumeurs vs les non-fumeurs (J. L. Benjamin et al., 

2012). Une étude récente a révélé un lien entre le tabagisme et le variant ATG16L1 T300A dans 

l’altération de la fonction des cellules de Paneth chez les patients atteints de MC ainsi que dans un 

modèle murin possédant la mutation, l’interaction entre ces 2 facteurs favorisant les défauts dans les 

cellules de Paneth (T.-C. Liu et al., 2018). 
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b. Régime alimentaire 

i. Régime riche en graisses, en sucres et pauvres en fibres 
Un des principaux facteurs environnementaux impliqué dans l’étiologie de la MC est le régime 

alimentaire, et plus particulièrement, la consommation d’un régime de type occidental. Ce « Western 

diet », riche en graisses, en acides gras polyinsaturés n-6, en sucres, en protéines animales et appauvri 

en fibres, favoriserait la survenue de la MC (Chiba et al., 2019; Gill et al., 2022; Lo et al., 2020). En 

effet, une étude récente a montré que ce type de régime était associé avec un risque accru de développer 

la MC (Peters et al., 2022). Les fruits et les légumes joueraient un rôle protecteur dans le développement 

de la MC via les fibres qu’ils contiennent. Une étude prospective a montré que la consommation sur le 

long terme de fibres (particulièrement issues de fruits) était associée à un risque plus faible de développer 

la MC (Ananthakrishnan et al., 2013). Cela serait dû à la métabolisation des fibres par le microbiote 

intestinal, menant à la production d’AGCC, connus pour avoir des effets anti-inflammatoires et 

renforçant la barrière intestinale (C. J. Kelly et al., 2015; Z. Zhang et al., 2022).  

La consommation d’un régime « Western diet » augmente la perméabilité intestinale et favorise 

le développement d’une inflammation intestinale à bas bruit ce qui pourrait expliquer son impact négatif 

sur le développement de la MC (Christ et al., 2019; Malesza et al., 2021; Rohr et al., 2020). De plus, la 

consommation d’un régime alimentaire occidentalisé impacte le microbiote. Une étude a montré 

l’impact d’un changement de régime alimentaire et de style de vie sur le microbiote intestinal. Des 

individus en provenance de Thaïlande (pays non occidentalisé) ayant migrés vers les États-Unis 

présentaient un microbiote moins divers et fonctionnellement impacté, avec un remplacement des 

souches Prevotella par des souches Bacteroides, comparativement aux individus vivant en Thaïlande 

(Vangay et al., 2018). Aussi, une étude comparant le microbiote intestinal d’enfants européens 

consommant un régime occidentalisé avec celui d’enfants africains dont le régime est majoritairement 

végétarien et riche en fibres, a montré que le microbiote des 2 populations était différent : le microbiote 

des enfants africains était enrichi en bactéries du genre Prevotella et Xylanibacter alors que celui des 

européens était enrichi en Enterobacteriaceae (De Filippo et al., 2010). De plus, le microbiote des 

personnes suivant un régime enrichi en protéines animales présentait une augmentation de l’abondance 

en bactéries résistantes aux acides biliaires telles que Alistipes, Bilophila et Bacteroides ainsi qu’une 

réduction d’espèces appartenant aux Firmicutes métabolisant les fibres, comparativement au microbiote 

des personnes suivant un régime enrichi en fruits, légumes et fibres (David et al., 2014).  

Des modèles animaux ont permis de révéler l’influence d’une nourriture riche en sucres et en 

graisses sur la composition du microbiote intestinal, avec notamment une augmentation du ratio 

Firmicutes/Bacteroidetes et des Protéobactéries (Bisanz et al., 2019; Hildebrandt et al., 2009; R. P. 

Singh et al., 2020; Taira et al., 2015; Turnbaugh et al., 2009). Une modification de la composition du 

microbiote chez ces animaux entraîne une légère inflammation intestinale associée à une augmentation 
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de la perméabilité intestinale et certains troubles métaboliques (Cani et al., 2008; A. M. F. Johnson et 

al., 2015). Aussi, différentes études ont montré qu’un régime alimentaire riche en graisses et en sucres 

induisait une inflammation, l’exacerbant dans le modèle de souris présentant une iléite, conséquence 

d’une augmentation de la perméabilité intestinale caractérisée par une diminution de l’expression de la 

protéine de jonction occludine (Gruber et al., 2013; K.-A. Kim et al., 2012). De plus, l’apport accru en 

graisses animales saturées engendre une augmentation de la production et de la sécrétion de 

taurocholate, acide biliaire augmentant la disponibilité en sulfate utilisable par Bilophila wadsworthia. 

Il a été démontré que la multiplication exagérée de cette bactérie dans le tube digestif était associée au 

développement d’une colite chez des animaux IL-10 KO (Devkota et al., 2012; Sartor, 2012). Dans le 

modèle CEABAC10, la consommation d’un régime enrichi en graisses et en sucres (HF/HS) par les 

souris augmente la perméabilité intestinale, diminue l’épaisseur de la couche de mucus et induit une 

dysbiose caractérisée par une augmentation de la population de E. coli, ainsi qu’une diminution de la 

production d’AGCC. En plus d’induire une inflammation intestinale de bas grade, le régime HF/HS 

favorise la colonisation intestinale par les AIEC d’une manière microbiote-dépendante (Figure 49) 

(Agus et al., 2016; Martinez-Medina et al., 2014). Les altérations du microbiote engendrées par le 

« Western diet » altèrent aussi la fonction des cellules de Paneth avec un diminution de l’expression de 

peptides antimicrobiens, diminuent la formation de la couche de mucus et augmentent sa pénétrabilité 

(c’est-à-dire que les bactéries peuvent entrer dans la couche de mucus) (X. Guo et al., 2017; T.-C. Liu 

et al., 2021; B. O. Schroeder et al., 2018). Chez des souris colonisées par un microbiote humain, un 

régime pauvre en fibres favorise l’expansion de bactéries dégradant le mucus menant à l’érosion de la 

couche de mucus protectrice et augmentant la susceptibilité à l’infection par des pathogènes (Desai et 

al., 2016). 

Ainsi, des interventions nutritionnelles pourraient être bénéfiques pour la prise en charge des 

patients atteints de MC. Les résultats d’une récente étude appuient cette hypothèse puisque des patients 

atteints de MICI ayant suivi un régime alimentaire pauvre en sucres fermentescibles durant 4 semaines 

ont montré un soulagement de leurs symptômes intestinaux améliorant leur qualité de vie (Cox et al., 

2020).  

ii. Additifs alimentaires 
Des produits transformés sont présents dans le « Western diet », et leur consommation est 

positivement associée à un risque de développer la MC (Narula et al., 2021). Ils contiennent de 

nombreux additifs alimentaires comme les émulsifiants alimentaires ou la maltodextrine. Des 

corrélations positives ont été démontrées entre la consommation d’émulsifiants et l’incidence de la MC 

en Europe, Amérique du Nord et au Japon (C. L. Roberts et al., 2013). Notamment, le 

carboxymethylcellulose (CMC) et le polysorbate 80 (P80), émulsifiants alimentaires fréquemment 

retrouvés dans les produits transformés pour améliorer la texture et prolonger leur durée de conservation, 
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induisent des altérations de la composition du microbiote intestinal humain ex vivo et in vivo (Chassaing 

et al., 2017, 2022; Naimi et al., 2021). Chassaing et collaborateurs a démontré que l’administration de 

CMC ou de P80 à des souris entraînait une invasion de la couche de mucus par le microbiote intestinal 

ainsi que des altérations de la composition du microbiote, caractérisées par une augmentation de son 

potentiel pro-inflammatoire (Figure 50). De plus, les animaux traités avec les émulsifiants 

développaient une inflammation intestinale, de bas grade chez des souris sauvages ou sévère chez des 

souris prédisposées génétiquement (Chassaing et al., 2015; Viennois & Chassaing, 2018). Concernant 

l’impact de la consommation du CMC chez l’Homme, des individus sains ont soit suivi un régime 

alimentaire dépourvu d’émulsifiants, soit un régime enrichi en CMC (15g/jour) durant 11 jours. 

Comparativement aux sujets contrôles, la consommation de CMC résultait en une perturbation de la 

composition du microbiote intestinal et entraînait des modifications du métabolome fécal avec une 

réduction de métabolites bénéfiques pour la santé tels que les AGCC et les acides aminés libres. De plus, 

2 individus sous régime enrichi en CMC présentaient une invasion du mucus par le microbiote intestinal 

(Chassaing et al., 2022). De manière intéressante, il a été montré que le CMC et le P80 pouvaient 

directement impacter le comportement des AIEC, l’exposition des bactéries aux émulsifiants induisant 

l’expression de gènes de virulence et augmentant leur motilité et leur capacité à adhérer à des cellules 

épithéliales en culture (Viennois et al., 2020).  

Concernant la maltodextrine, son rôle négatif dans la défense antimicrobienne au sein de 

l’intestin est connu (Nickerson et al., 2015). Notamment, il a été démontré dans un modèle murin que 

cet épaississant augmentait le stress du réticulum endoplasmique dans les cellules épithéliales de 

l’intestin, induisant une réduction de la production de mucus et augmentant la susceptibilité à la colite 

(Laudisi et al., 2019). De plus, in vitro, il a été observé que l’exposition des AIEC à la maltodextrine 

induisait l’expression des pili de type I, favorisant la formation de biofilm par la souche AIEC LF82 et 

l’adhésion bactérienne aux CEIs en culture (Nickerson & McDonald, 2012). Ainsi la consommation 

d’additifs alimentaires pourrait promouvoir un environnement intestinal pro-inflammatoire via des 

altérations du microbiote intestinal et au niveau de la couche de mucus, favorisant ainsi la colonisation 

intestinale par des espèces pro-inflammatoires telles que les AIEC. 

c. Autres facteurs environnementaux  

i. Activité physique 

Les patients diagnostiqués sont généralement physiquement moins actifs que la population 

générale (Gatt et al., 2019; van Langenberg et al., 2015). D’après une étude de Khalili et collaborateurs, 

les femmes actives voient leur risque de développer la MC diminué de 44% comparativement aux 

femmes sédentaires (Khalili et al., 2013). En plus d’améliorer la qualité de vie, la santé psychologique, 

le statut nutritionnel ou la densité osseuse, la pratique d’une activité physique serait bénéfique pour les 

patients car elle participe à la réduction de l’inflammation (Bilski et al., 2014; Khalafi & Symonds, 
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2020). Dans des modèles in vivo d’inflammation, il a été observé un effet anti-inflammatoire de l’activité 

physique (Bilski et al., 2015; Mazur-Bialy et al., 2017; Saxena et al., 2012). Dans le modèle 

CEABAC10 infecté avec les bactéries AIEC, il a été montré que l’activité physique spontanée 

augmentait l’expression des protéines de jonctions serrées, modulait positivement le microbiote 

intestinal et augmentait le production d’AGCC, ce qui réduirait l’inflammation intestinale (Maillard et 

al., 2019). Une autre étude a montré que l’association de l’activité physique avec de l’huile de lin avait 

aussi des impacts positifs sur la composition du microbiote et la production de butyrate (Plissonneau et 

al., 2022). Il est à noter que les patients avec une maladie peu active sont ceux pratiquant une plus forte 

activité physique (Lamers et al., 2021). Ainsi, la mise en place de programmes d’activité physique 

apparaît comme une stratégie thérapeutique complémentaire attractive pour maximiser les périodes de 

rémissions et améliorer la qualité de vie chez les patients atteints de MC.  

ii. La vitamine D  

Une association entre des polymorphismes dans le gène codant pour le récepteur de la vitamine 

D (VDR) et la susceptibilité de développer la MC a été démontrée (L.-N. Xue et al., 2013). Une étude 

prospective de grande envergure a conclu à une diminution du risque de développer la MC chez les 

femmes présentant un haut niveau plasmatique de 25-hydroxy vitamin D. De plus, des patients avec une 

forme active de la MC présentaient des niveaux sériques de vitamines D plus faibles comparé aux 

patients en rémission (Ananthakrishnan et al., 2012; Ham et al., 2014). La vitamine D jouerait un rôle 

anti-inflammatoire (Cantorna, 2010; Kamen & Tangpricha, 2010). En effet, une exacerbation de la colite 

induite au DSS a été observée chez des souris déficientes pour VDR ou présentant une déficience en 

vitamine D (Froicu & Cantorna, 2007; Lagishetty et al., 2010). Une autre étude a montré qu’une 

déficience en vitamine D prédisposait à la dysfonction de la barrière intestinale induite par les AIEC 

(Assa et al., 2015).   

iii. Autres facteurs environnementaux 
Enfin, il semblerait que d’autres facteurs environnementaux tels que la prise d’antibiotiques 

dans les premières années de vie, l’allaitement, la pollution atmosphérique ou encore le stress 

psychologique via l’axe cerveau-intestin-microbiote soient impliqués dans le développement et/ou la 

progression de la MC (S. Ding et al., 2022; Kaplan et al., 2010; Kronman et al., 2012; Sgambato et al., 

2017; R. Ungaro et al., 2014).  
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Plusieurs facteurs environnementaux semblent impliqués dans la pathogenèse de la MC. 

Cependant, les mécanismes sous-jacents ne sont pas toujours clairement identifiés démontrant que 

d’autres études sont nécessaires pour comprendre au mieux l’impact de l’environnement sur le 

développement/le maintien de la MC. Les facteurs environnementaux peuvent aussi interagir avec des 

facteurs génétiques, épigénétiques et microbiens chez l’Homme rendant difficiles les études qui 

pourraient valider le rôle causal de chacun de ces facteurs.  

 

4. Épigénétique et maladie de Crohn 
L’épigénétique est devenue un domaine prometteur pour la recherche de nouveaux 

biomarqueurs, pour améliorer le diagnostic, le pronostic et la réponse aux traitements dans les maladies. 

Ainsi, une attention nouvelle est maintenant portée sur les facteurs épigénétiques afin de mieux 

comprendre les modifications de l’expression des gènes et les mécanismes moléculaires impliqués dans 

la MC. 

a. ARNs non codants et maladie de Crohn 

i. Expression des miARNs chez les patients atteints de MC 
Une première étude a montré une expression modifiée (augmentée ou diminuée) de miARNs 

dans la muqueuse colique de patients atteints de MC vs des individus sains (Fasseu et al., 2010). Lors 

de leur analyse, ils ont également observé que l’expression des miARNs variait en fonction de l’activité 

de la MC. Une modification de l’expression de miARNs a aussi été observée dans des biopsies iléales 

ou coliques ainsi que dans des cellules sanguines issues de patients atteints de MC comparativement à 

des échantillons d’individus contrôles (F. Wu et al., 2010, 2011). Depuis, plusieurs études se sont 

intéressées à l’expression des miARNs chez des patients atteints de MC identifiant de nombreux 

miARNs dérégulés (James et al., 2020). Par exemple, il a été observé que l’expression de miR-233 était 

significativement augmentée dans la muqueuse colique des patients atteints de MC et son niveau 

d’expression corrèlait avec l’activité de la maladie (H. Wang, Zhang, et al., 2016). De manière 

intéressante, parmi les 190 miARNs identifiés comme associés à la MC, 26 d’entre eux régulaient 

spécifiquement l’expression d’enzymes impliquées dans les modifications épigénétiques, les miARNs 

hsa-miR-192-5p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-1, hsa-miR-101-3p et hsa-miR-375 étant par exemple 

impliqués dans la régulation de l’expression des gènes DNMT3A et DNMT3B qui contrôlent la 

méthylation de l’ADN (Fernández-Ponce et al., 2021). 

D’un point de vue fonctionnel, les miARNs régulent la barrière intestinale, l’inflammation ou 

encore l’autophagie, ce qui en fait des acteurs importants dans la physiopathologie de la MC (H. Jung 

et al., 2021; Kalla et al., 2015). Par exemple, miR-223, surexprimé chez les patients atteints de MC, 

cible la claudine-8, altérant la fonction barrière de l’intestin tandis que miR-155, également surexprimé 
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chez les patients, altère l’expression de SHIP-1 favorisant la colite induite au DSS chez les souris (Béres 

et al., 2016; Z.-J. Lu et al., 2017; Svrcek et al., 2013; H. Wang, Chao, et al., 2016). Aussi, la mutation 

associée à la MC présente en 3’UTR de l’ARNm codant pour l’IL-23R entraîne une perte de fixation 

des miARNs let-7e et let-7f ce qui expliquerait l’expression augmentée de ce gène chez les patients 

porteurs de la mutation (Zwiers et al., 2012).  

La MC est difficile à diagnostiquer, à caractériser et il peut parfois être compliqué de la 

distinguer de la RCH. Ainsi, des miARNs spécifiquement associés à la MC pourraient servir de 

biomarqueurs comme cela a été suggéré par plusieurs études (H. Jung et al., 2021; Peck et al., 2015; 

Schaefer et al., 2015; Thorlacius-Ussing et al., 2017). 

ii. miARNs et AIEC 
Le miR-196 est surexprimé dans l’épithélium intestinal des patients atteints de MC. Ce miARN 

diminue l’expression de IRGM mais pas celle du variant à risque (c.313T) car le SNP est localisé dans 

la région de l’ARNm qui interagit avec le miARN. Cette perte de la régulation fine de l’expression de 

IRGM mènerait à un dysfonctionnement de l’autophagie favorisant la persistance et la multiplication de 

bactéries AIEC (Figure 51) (Brest et al., 2011). Il a été démontré in vitro que les miARNs miR-106b et 

miR-93 diminuaient l’expression de ATG16L1 inhibant l’autophagie et bloquant l’élimination des AIEC 

(C. Lu et al., 2014). Une autre étude a montré qu’in vitro, l’infection par les AIEC induisait la 

surexpression des miR-30c et miR-130a via l’activation de NF-�B. Ces miARNs ciblent respectivement 

ATG5 et ATG16L1 menant à l’inhibition de l’autophagie et à l’augmentation de la réplication 

intracellulaire des AIEC. Une augmentation de l’expression de ces miARNs a également été constatée 

chez des souris CEABAC10 infectées avec la souche AIEC LF82. Dans des cellules en culture et des 

entérocytes murins, l’inhibition des miARNs restaurait l’expression de ATG5 et ATG16L1 et donc 

l’autophagie, menant à l’élimination des AIEC (Nguyen et al., 2014). Dans les 2 études présentées, une 

corrélation inverse entre les niveaux d’expression de ATG16L1 et miR-106b et entre ATG5/ATG16L1 

et miR-30c/miR-130a était observée dans la muqueuse des patients atteints de MC, renforçant le lien 

entre autophagie et miARNs (C. Lu et al., 2014; Nguyen et al., 2014). Ainsi, il semblerait que les 

bactéries AIEC puissent inhiber l’autophagie via des modifications de l’expression des miARNs afin de 

favoriser leur survie intracellulaire. Une étude récente a confirmé que l’infection par les AIEC entraînait 

des dérégulations de l’expression des miARNs in vitro (Larabi et al., 2020). Aussi, l’exacerbation de la 

colite induite avec l’infection par les AIEC chez les souris IL-10 KO observé par Guo et collaborateurs 

serait liée à l’expression du miARN let-7b. In vitro, l’infection par les AIEC entraîne une diminution de 

l’expression de let-7b associée à une augmentation de l’expression de TLR4. La surexpression de let-

7b améliore la sévérité de la colite chez les souris IL-10 KO infectées et réduit la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires in vitro (Z. Guo et al., 2018).  
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iii. Expression des lncARNs chez les patients atteints de MC 

Depuis peu, un intérêt grandissant se porte sur le rôle de lncARNs dans la pathogenèse de la 

MC. Les lncARNs sont des transcrits de plus de 200 nucléotides qui peuvent notamment réguler 

l’expression et la traduction des gènes codant pour des protéines, la stabilité des ARNm ou encore la 

localisation et la stabilité des protéines (Reisacher & Arbibe, 2019; Yarani et al., 2018). Des 

modifications dans le profil d’expression de lncARNs ont été observées chez les patients atteints de MC 

(Yarani et al., 2018). Par exemple, plus de 1200 et plus de 700 lncARNs, respectivement sur- et sous-

exprimés, ont été mis en évidence dans le plasma de patients atteints de MC comparativement aux 

échantillons des individus contrôles (D. Chen et al., 2016). Dans une autre étude, il a été observé que 

les niveaux d’expression des lncARNs KIF9-AS1 et LINC01272 étaient plus élevés tandis que 

l’expression de DIO3OS était plus faible dans les échantillons de côlon et de plasma des patients atteints 

de MC comparativement aux contrôles. De plus, la valeur diagnostique de ces lncARNs a été démontrée 

suggérant qu’ils pouvaient représenter d’éventuels biomarqueurs de la MC (S. Wang, Hou, et al., 2018). 

Cependant d’autres études sont nécessaires pour confirmer ces résultats et caractériser le rôle fonctionnel 

de ces lncARNs. 

b. Méthylation de l’ADN et maladie de Crohn 

Des études d’association génétique ont montré que le gène DNMT3A, codant pour une DNMT, 

portait une mutation beaucoup plus fréquemment associée aux patients atteints de MC que chez les 

sujets sains (Franke et al., 2010). DNMT3A est une enzyme responsable de la méthylation de l’ADN de 

novo et joue un rôle central dans le contrôle de la réponse immunitaire. Cependant, aucune étude ne s’est 

intéressée aux conséquences fonctionnelles d’une telle mutation dans le gène DNMT3A, que ce soit au 

niveau de son activité ou de son implication dans la méthylation anormale de gènes dans le contexte de 

la MC. 

i. Études de la méthylation de l’ADN sur cellules sanguines 

Les études de méthylation ADN sur des échantillons de sang provenant de patients atteints de 

MC avec une maladie active ou non sont diverses et incluent des analyses sur des échantillons de sang 

total, des cellules sanguines périphériques, les leucocytes, les PBMCs, le sérum, les lymphocytes B, T 

et les monocytes (Figure 52) (Hornschuh et al., 2021). Plusieurs de ces études réalisées sur des 

échantillons de sang ont montré des altérations des profils de méthylation de l’ADN chez les patients 

atteints de MC, principalement dans des gènes impliqués dans des voies liées à l’immunité telles la 

réponse immunitaire ou la réponse de défense aux bactéries (Li Yim et al., 2016, 2020; Z. Lin et al., 

2012; Moret-Tatay et al., 2019; Nimmo et al., 2012; Ventham et al., 2016). Notamment, à partir 

d’échantillons de sang total, un profil de méthylation caractéristique a été mis en évidence chez les 

patients atteints de MC iléale comparativement à des sujets sains avec 50 sites différentiellement 

méthylés de manière significative, ces sites incluant des gènes impliqués dans la réponse immunitaire 
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(Nimmo et al., 2012). Toutefois, les analyses sur cellules sanguines ont révélé des profils de méthylation 

cellules spécifiques chez les patients atteints de MC dans les différentes sous-populations de cellules 

sanguines, limitant la validité de ces analyses. Par exemple, une étude menée par Harris et collaborateurs 

n’a pas montré de profils de méthylations particuliers dans des échantillons de sang total de patients 

atteints de MC vs contrôles tandis qu’ils ont observé une hyperméthylation spécifique associée à la MC 

du gène TEPP à partir de PBMCs de patients pédiatriques nouvellement diagnostiqués (Harris et al., 

2012). De manière intéressante, l’hyperméthylation de TEPP n’a pas été retrouvée chez les patients 

pédiatriques sous traitement, suggérant que le statut de méthylation est associé à l’activité de la maladie 

(Harris et al., 2012). Cela a été confirmé par les résultats des études sur les PBMCs, où l’expression de 

gènes identifiés comme différemment méthylés était différente entre les patients avec une MC active ou 

les patients en rémission (Serena et al., 2020). Aussi, le gène HDAC4 a été identifié comme hypométhylé 

dans les monocytes des patients atteints de MC comparativement aux contrôles, les conséquences 

fonctionnelles de cette hypométhylation n’ont cependant pas été étudiées à ce jour (Ventham et al., 

2016). 

ii. Études de la méthylation de l’ADN sur biopsies 
Les profils de méthylation de l’ADN sont également étudiés à partir de biopsies intestinales ou 

à partir de cellules isolées et cultivées issues de biopsies intestinales (Hornschuh et al., 2021). Des 

analyses sur des CEIs isolées de patients pédiatriques atteints de MC ont révélé des différences de 

méthylation de l’ADN au niveau de l’iléon terminal et du côlon des patients comparativement aux 

contrôles (Howell et al., 2018). Aussi, il a été révélé un profil de méthylation particulier dans des CEIs 

d’enfants souffrant de MICI comparativement aux contrôles, ces altérations de la méthylation se 

produisant dans des sites identifiés comme subissant des changements de méthylation durant le 

développement gastro-intestinal (Kraiczy et al., 2016). Une des complications de la MC est la sténose 

associée à la fibrose et il semble qu’elle soit corrélée à des profils spécifiques de méthylation. En effet, 

des régions différentiellement méthylées ont été observées lors de la comparaison de fibroblastes issus 

de muqueuses fibrotiques présentant des sténoses comparativement à des cellules issues de muqueuses 

non enflammées (Li Yim et al., 2018; Sadler et al., 2016).  

iii. Études de la méthylation de l’ADN des cellules souches 

En plus des échantillons dérivés de l’intestin, une étude récente a étudié le statut de méthylation 

dans des cellules souches adipeuses humaines (hASCs) issues de patients atteints de MC. Il a été 

rapporté des différences de méthylation au niveau de 18 253 CpG entre les hASCs des patients atteints 

de MC et celles des contrôles, entraînant des changements dans l’expression des gènes différentiellement 

méthylés impliqués dans la réponse immunitaire, le métabolisme, la différenciation cellulaire et les 

processus de développement (Serena et al., 2020).  
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iv. Rôle des molécules donneuses de groupements méthyles 

Aux vues des modifications des profils de méthylation de l’ADN observés chez les patients, des 

études se sont intéressées aux molécules donneuses de groupements méthyles. Il a été démontré que des 

déficiences en vitamine B12 et en folate sont fréquemment rapportées chez les patients atteints de MC 

(Bermejo et al., 2013; S. Huang et al., 2017; Madanchi et al., 2018; Yakut et al., 2010). Des régimes 

alimentaires enrichis ou déficients en groupements de donneurs méthyles ont été testés dans différentes 

études. Il a été montré que chez des souris CEABAC10 nourries avec un régime appauvri en donneurs 

de groupements méthyles, le promoteur du gène CEACAM6 était hypométhylé ce qui menait à une 

expression anormale de CEACAM6 favorisant la colonisation intestinale par les bactéries AIEC et 

l’inflammation associée (Denizot et al., 2015). Dans une étude de la même équipe, le promoteur du gène 

CEACAM6 était hyperméthylé dans les cellules épithéliales intestinales des souris CEABAC10 nourries 

avec un régime enrichi en donneurs de groupements méhyles, menant à une diminution de l’expression 

de CEACAM6 et à une limitation de la colonisation intestinale par les bactéries AIEC (Gimier et al., 

2020). Ainsi, ces résultats suggèrent qu’une supplémentation en donneurs de groupements méthyles 

pourraient être envisagée pour réguler le niveau de méthylation dans les cellules et ainsi contrôler 

l’expression de gènes clés influant sur la susceptibilité à être colonisé par les AIEC. 

L’ensemble de ces travaux suggère fortement que des défauts de méthylation de l’ADN 

pourraient être impliqués dans la physiopathologie de la MC. Toutefois, d’autres études sont nécessaires 

pour mieux comprendre comment ces profils de méthylation spécifiques contribuent à la 

physiopathologie de la MC. 

c. Modifications des marques histones, HDACs et maladie de Crohn 

i. Modifications post-traductionnelles des histones dans la MC 
Les modifications post-traductionnelles des histones dans le contexte de la MC ont été 

relativement moins étudiées que la méthylation de l’ADN. Il a été mis en évidence une signature 

particulière H3K4me3 dans des cellules épithéliales intestinales isolées de l’iléon terminal de patients 

nouvellement diagnostiqués, les gènes présentant un enrichissement en cette marque permissive ayant 

été identifiés comme impliqués dans la réponse immunitaire de la cellule face à des facteurs bactériens 

(D. Kelly et al., 2018). Aussi, parmi une partie des gènes présentant des altérations de H3K4me3, il 

existait une corrélation entre les niveaux de H3K4me3 et la sévérité de l’inflammation intestinale malgré 

l’absence d’une expression significativement différente de ces gènes entre les patients atteints de MC et 

les contrôles (D. Kelly et al., 2018). Un niveau d’acétylation global de l’histone H4 plus élevé a été 

observé dans des biopsies enflammées et dans des plaques de Peyer issues de patients atteints de MC 

comparativement à des tissus contrôles d’individus sains et des tissus non enflammés issus de patients, 

suggérant une association entre acétylation des histones et inflammation intestinale dans la MC 

(Tsaprouni et al., 2011). Cette étude a également montré dans 2 modèles de colite in vivo que l’histone 
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H4 était significativement plus acétylée dans les tissus enflammés des animaux présentant une colite 

comparativement aux animaux contrôles (Tsaprouni et al., 2011). Une autre étude a montré une 

augmentation de H3K27ac au niveau de promoteurs et « enhancers » spécifiques dans le côlon de souris 

sous DSS comparativement aux souris contrôles, ce qui renforce le lien entre acétylation des histones et 

inflammation intestinale (M. Chen et al., 2019). Ils ont également identifié 56 gènes comme étant 

différentiellement exprimés et associés à l’augmentation de H3K27ac au niveau des « enhancers » dans 

le côlon des souris suite à un traitement au DSS. Toutefois, Felice et collaborateurs ont observé une 

diminution de l’acétylation de H3K27 dans le côlon de souris présentant une colite induite au DSS, 

l’acétylation augmentant après l’arrêt du DSS (Felice et al., 2020). Dans une autre étude, il a été observé 

une perte de la mono-ubiquitination de H2B (H2Bub1) dans les tissus enflammés de patients atteints de 

MICI, ce qui favoriserait l’inflammation intestinale. En effet, dans un modèle murin n’exprimant plus 

les ubiquitines ligases Rnf20 ou Rnf40 dans les CEIs, les animaux présentaient une perte de H2Bub1 et 

développaient une inflammation colorectale spontanée (Kosinsky et al., 2021). 

ii. Acteurs épigénétiques dans la MC 
Une diminution globale de l’expression de 8 HDACs classiques (sur 11) a été observée dans des 

CEIs isolées de biopsies coliques de patients en situation de poussées inflammatoires comparativement 

à des sujets sains (Friedrich et al., 2019). Une diminution de l’expression de HDAC3 au niveau de l’iléon 

terminal de patients atteints de MC a aussi été rapportée dans une autre étude (Alenghat et al., 2013). 

Ces variations d’expression pourraient expliquer les modifications d’acétylation observées au niveau 

intestinal chez les patients. L’expression de SETD8, une histone méthyltransférase, était diminuée dans 

la muqueuse colique des patients atteints de MC comparativement aux contrôles. SETD8 est un 

régulateur important de l’inflammation, l’inhibition de SETD8 aggravant la colite chez des souris sous 

DSS (P. Chen et al., 2021). Aussi, il a été révélé que la lysine acétyltransférase 2B (KAT2B) était 

significativement moins exprimée dans les tissus enflammés de patients atteints de MC 

comparativement aux individus contrôles sains tout comme l’IL-10 (Bai et al., 2016). In vitro, 

l’inhibition de KAT2B réduisait le niveau d’acétylation de H4K5 au niveau du promoteur de l’IL-10, 

suggérant que la diminution de l’expression de KAT2B chez les patients atteints de MC participerait à 

la pathogenèse de la MC en réprimant l’expression de la cytokine anti-inflammatoire IL-10. De plus, la 

protéine arginine méthyltransférase 2 (PRMT2) est fortement exprimée chez les patients atteints de MC. 

La surexpression de PRMT2 aggrave la colite induite au DSS chez les animaux en augmentant la 

méthylation de H3R8me2a, ce qui conduit à la répression de SOCS3 et l’activation de la voie NF-�B (J. 

Li et al., 2022). 

 De plus, d’autres acteurs épigénétiques sont liés à la MC. C’est notamment le cas de la protéine 

« reader » SP140 (« Speckled Protein 140 »), qui contient des domaine PHD et un bromodomaine, dont 

le polymorphisme est associé à la MC, les patients porteurs du SNP présentant des niveaux réduits de la 
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protéine SP140 (Jostins et al., 2012; Mehta et al., 2017). Il a été démontré que SP140 était nécessaire 

pour la réponse antibactérienne des macrophages et que cette protéine limitait l’expansion des 

Protéobactéries chez les souris et l’Homme (Fraschilla et al., 2022). Aussi, le microbiote pro-

inflammatoire des souris déficientes pour Sp140 était transférable à des souris WT et exacerbait la colite 

induite au DSS. Une très récente étude a démontré que SP140 était un répresseur des topoisomérases 

qui permettait le maintien de l’hétérochromatine et de la fonction des macrophages. En effet, la perte de 

SP140 résultait en une activité incontrôlée des topoisomérases, en une dérépression de gènes 

normalement réprimés et en une fonction altérée des macrophages qui n’étaient plus capables d’éliminer 

les bactéries (Amatullah et al., 2022). Ainsi, SP140 est crucial pour maintenir la fonction des 

macrophages. Toutefois, son expression peut également être dérégulée. En effet, une étude très récente 

a démontré que SP140 était fortement exprimée dans les macrophages issus de la muqueuse intestinale 

des patients atteints de MC ainsi que dans des macrophages inflammatoires polarisés in vitro. 

L’inhibition de SP140 avec un inhibiteur permettait de réduire la différenciation des monocytes en 

macrophages inflammatoires et l’expression de cytokines pro-inflammatoires, démontrant qu’une fine 

régulation de SP140 est requise dans les macrophages pour contrôler leur fonction dans le contexte de 

la MC (Ghiboub et al., 2022).  

 

Ainsi, l’ensemble de ces travaux montre que les altérations épigénétiques existent chez les 

patients atteints de MC, que ce soit au niveau de l’expression de miARNs, de la méthylation de l’ADN 

ou encore au niveau des modifications post-traductionnelles des histones et de l’expression des HDACs, 

renforçant le fait qu’il ne faut pas négliger l’implication des facteurs épigénétiques dans la 

physiopathologie de la MC (Figure 53).
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Abstract: Besides genetic polymorphisms and environmental factors, the intestinal microbiota is an
important factor in the etiology of Crohn’s disease (CD). Among microbiota alterations, a particular
pathotype of Escherichia coli involved in the pathogenesis of CD abnormally colonizes the intestinal
mucosa of patients: the adherent-invasive Escherichia coli (AIEC) pathobiont bacteria, which have
the abilities to adhere to and to invade intestinal epithelial cells (IECs), as well as to survive and
replicate within macrophages. AIEC have been the subject of many studies in recent years to unveil
some genes linked to AIEC virulence and to understand the impact of AIEC infection on the gut and
consequently their involvement in CD. In this review, we describe the lifestyle of AIEC bacteria within
the intestine, from the interaction with intestinal epithelial and immune cells with an emphasis on
environmental and genetic factors favoring their implantation, to their lifestyle in the intestinal lumen.
Finally, we discuss AIEC-targeting strategies such as the use of FimH antagonists, bacteriophages,
or antibiotics, which could constitute therapeutic options to prevent and limit AIEC colonization in
CD patients.

Keywords: Crohn’s disease; adherent-invasive Escherichia coli; AIEC-host interaction; virulence gene;
intestinal environment; AIEC-targeting therapy; microbiota

1. Introduction

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are inflammatory bowel disease (IBD)
characterized by chronic inflammatory disorders of the gastrointestinal (GI) tract. CD, first described in
1932 by the doctor Burill B. Crohn [1], is an inflammatory disease of the intestinal mucosa developing
preferentially in the young adult and evolving in a relapsing and remitting manner. It can affect all the
segments of the GI tract with preferential localization in the terminal ileum and the colon. To date,
no curative treatment exists for CD patients, only symptomatic treatments are proposed to limit the
frequency and the intensity of the inflammatory flare [2].

The etiology of CD is multifactorial, resulting from the interplay between genetic susceptibility,
environmental factors, and abnormal intestinal microbiota composition. Several genetic polymorphisms
increase the risk of developing CD. As examples, three polymorphisms in the gene NOD2, involved
in the intracellular recognition of bacterial muramyl dipeptide (MDP), have been highly associated
to a higher risk to develop CD in many cohorts of patients [3,4]. Genes involved in the autophagy
pathway, important for the elimination of intracellular bacteria, such as ATG16L1 and IRGM, have
also been found mutated in CD patients [5–7]. CD is, however, not a genetic disease as many studies
observed discordances in monozygotic twins [8–10], indicating the involvement of other factors in
its etiology. Talking in regards with the environmental factors, smoking has been identified as a
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risk factor for the development of CD, and consumption of Western diet (low-fiber diet enriched in
total fat and sugar) and dietary emulsifiers (present in processed foods) are together associated with
a higher susceptibility to develop CD [11–14]. The role of microbial composition of the intestinal
microbiota has also been largely studied for its implication in the etiology of CD. Dysbiosis has been
observed in CD patients characterized by a reduction of the global microbial diversity and, more
specifically, a decrease in beneficial bacteria such as those of the Firmicutes phylum and an increase of
the Bacteroidetes and Proteobacteria phyla [15–20]. Enterobacteria, members of the Proteobacteria phylum,
can represent up to 100% of the aeroanaerobic microbiota associated to the ileal mucosa in CD, and
particular adherent strains of Escherichia coli have been identified in the inflamed ileal and colonic
mucosa of CD patients [21–27]. Both abilities of these strains to adhere to and to invade intestinal
epithelial cells (IECs) as to survive and to replicate within macrophages led to the definition of a new
pathogenic group: the adherent-invasive E. coli (AIEC) [21,22,28]. Preclinical models of CD suggest
an important role of these bacteria in the induction and/or maintenance of intestinal inflammation
in CD patients [29–31]. In this review, we describe the lifestyle of AIEC bacteria within the intestine,
from the interaction with intestinal epithelial and immune cells with an emphasis on environmental
and genetic factors favoring their implantation, to their lifestyle in the intestinal lumen. Based on the
recent literature, this review will also discuss the new therapeutic strategies which could be developed
to limit AIEC overgrowth in CD patients and ongoing clinical trials targeting AIEC bacteria.

2. The Challenging Identification of AIEC Bacteria in CD Patients

The prevalence of AIEC bacteria in the mucosa ranges from 21% to 62% in CD patients versus
0% to 19% in healthy controls, AIEC being found more frequently associated to the ileum than to the
colon [22,24,32]. AIEC bacteria are also detected in healthy controls, at a lower rate than in CD patients,
without inducing CD-specific symptoms. These bacteria occur not to be strict pathogens, as defined by
the Koch’s postulate, but to be pathobiont bacteria which take advantage of host genetic alterations
and/or take advantage of a specific environment to favor their implantation in ileal mucosa to induce
intestinal inflammation in CD patients.

Despite some metabolic abilities (use of propanediol and iron uptake), different transcriptomic
profiles of AIEC vs. commensal E. coli, and enrichment in specific polymorphisms in virulence genes,
no specific gene for all AIEC strains has been detected, nor molecular markers common to all AIEC,
making it difficult to identify AIEC-positive patients [33]. A study involving CD patients called
“MOlecular BIomarkers and Adherent and Invasive Escherichia coli (AIEC) Detection Study in Crohn’s
Disease Patients” (MOBIDIC) was performed to evaluate the relationship between noninvasive
biomarkers and AIEC detection in intestinal biopsies. The objective was to develop a predictive
algorithm of AIEC carriage, but the results of this trial have yet to be released (NCT02882841). In a
recent study, Camprubí-Font et al. identified three AIEC-associated single nucleotide polymorphisms
(SNP), and they elaborated from these SNP an algorithm able to predict AIEC phenotype with high
accuracy (84%), showing that these SNP could be used to predict the carriage of AIEC [34]. However,
it has recently been demonstrated that this prediction of AIEC phenotype was not reproducible with
E. coli strains from different cohorts meaning that it is not a robust method to identify AIEC [35]. Hence,
to date, the only way to identify AIEC strains is to evaluate the ability of mucosa-associated E. coli to
invade IECs and to survive within macrophages in vitro.

Many research groups now focus their work to better understand how AIEC bacteria evolved
from commensal E. coli strain, how AIEC bacteria interact with the complex microenvironment
of the digestive tract, how they take advantage of specific environmental conditions, how they
interact with IECs, and how they subvert host defense to colonize intestinal mucosa of CD patients.
The common efforts should lead to get a better grasp of the physiology of these bacteria to propose
new diagnostic approaches to identify CD patients colonized by AIEC bacteria easily and should lead
to the development of new therapeutic approaches to eliminate AIEC bacteria.
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3. Access to the Mucosa

3.1. Mucus Crossing

A protective mucus layer covers the surface of the intestinal epithelium and is composed of
gel-forming glycoproteins called mucins, secreted by specialized goblet cells [36]. The mucus layer is
central in the protection against many intestinal pathogens, such as Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica,
and Salmonella enterica [37,38]. Carbohydrate structures on mucins are targeted by pathogenic bacteria
for their attachment to intestinal mucosa, avoiding their elimination through the natural transit [39].
In CD patients, the mucus layer is essentially continuous and comparable to healthy mucosa, although
abnormal expression and glycosylation of the mucins have been noticed, which renders the mucus
layer more penetrable by commensal and pathogenic bacteria [40–44]. Interestingly, a study using
IECs lines revealed that AIEC strain LF82 (one of the AIEC reference strains isolated from CD
patients) infection decreased the expression of MUC2 and MUC5A [45]. Pathogenic bacteria, such as
Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC), Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC), or Shigella flexneri
possess mucinase activity allowing the degradation of mucins to facilitate their passage through
the protective layer. A study by Gibold et al. revealed that AIEC bacteria strain LF82 exhibited a
mucinolytic activity mediated by the bile salt- and mucin-mediated upregulation of vat-AIEC gene
expression. The expression of this protease by AIEC bacteria conferred a better ability to colonize the
digestive tract of genetically susceptible CEABAC10 mice overexpressing human CEACAMs molecules,
mimicking CD susceptibility [29,46]. Their study also described the role of Vat-AIEC mucinase in the
spread of AIEC in the mucus, by decreasing the viscosity of the mucus, and, as a consequence, in the
access to epithelial cells (Figure 1). These data show that the mucinase Vat-AIEC contributes to the
virulence of AIEC at the first step of infection as it favors the penetration of AIEC through the mucus
layer and their adhesion to IECs.

3.2. Flagellum Regulation

AIEC bacteria flagella, which are filamentous organelles that allow locomotion, bacterial mobility,
encoded by the fliC gene coding for FliC protein being the major component of flagellum, plays a central
role in the adhesion process of the bacteria to IECs directly, via motility and indirectly, by maintaining
the expression of type 1 pili [47,48]. Moreover, flagellum expression is directly involved in the induction
of intestinal inflammatory response, through its binding to Toll-like receptor 5 (TLR5), an activator of
the innate immunity (see below).

A recent study noteworthy identified the hypermotile phenotype as selected during evolution
of AIEC under gastrointestinal conditions. The passage of an ancestor AIEC strain in the digestive
tract of mice and the natural transmission between mice led to the selection of AIEC strains with
a hypermotile phenotype and an increased fitness in vivo (Figure 1). Genome sequencing revealed
that the hypermotility of selected strains was due to the integration of a mobile insertion sequence
upstream of the master flagellar regulator, flhDC, which enhanced AIEC invasion and promoted the
establishment of a mucosal niche [49].

Importantly, flagellin is also expressed by commensal bacteria without inducing uncontrolled
inflammation suggesting specific regulation of flagellin expression in AIEC bacteria during the
colonization process. A recent paper from Sevrin et al. uncovered an interesting regulation mechanism
of fliC gene expression in AIEC bacteria. A different regulation of fliC gene expression was noticed in
response to intestinal microenvironment components between AIEC bacteria and commensal E. coli HS
strain. Indeed, a gene reporter system was used to reveal that fliC gene was upregulated in response
to bile salts and mucus in AIEC bacteria but not in commensal strains. Thus, these specific features
would then confer a selective advantage to AIEC pathobiont for the colonization of ileal mucosa of
CD patients. To highlight the effect of fliC gene expression during intestinal colonization, the authors
created an AIEC strain constitutively overexpressing fliC, through the deletion of the negative regulator
flgM gene, and observed that this strain induced uncontrolled inflammatory response in the mice
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leading to its rapid clearance from the intestine, unlike the wild-type strain. From these facts, we would
conclude that AIEC bacteria are able to regulate finely flagellum production to avoid overactivation of
the immune system, allowing their long-term persistence in the gut [50].

Figure 1. Access to the mucosa and impact of luminal molecules on adherent-invasive Escherichia
coli (AIEC) virulence and colonization. In the lumen, bile salts and mucus favor the expression of
several AIEC virulence genes such as lfp, fliC, and vat-AIEC promoting mucus crossing. Bile salts
also induce ethanolamine metabolism in AIEC conferring a competitive advantage over commensal
bacteria (1). AIEC strains presenting hypermotile phenotype and able to use acetate are selected
under gastrointestinal conditions, while the short-chain fatty acids (SCFA), propionic acid, exacerbates
AIEC phenotype with increased abilities to form biofilms, to adhere to and invade intestinal epithelial
cells (IECs). Conditions promoting AIEC survival and replication within macrophages (2) as well as
ChiA-CHI3L1 interaction and AIEC resistance to antimicrobial peptides are also represented. DC,
dendritic cell; GC, goblet cell; IECs, intestinal epithelial cells; IEL, intraepithelial lymphocytes; IL-6,
interleukin 6; ISC, intestinal stem cell; PC, Paneth cell; TNF-α, tumor necrosis factor alpha.

3.3. Resistance to Antimicrobial Peptides

Paneth cells, found in the crypt of the small intestine, secrete antimicrobial peptides (defensins)
such as α- and β-defensins, cathelicidins, RegIII family antimicrobial lectins, and lysozyme which
diffuse, following a concentration gradient, within the mucus layer [51]. These defensins are involved
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in the maintenance of host–microorganisms homeostasis through the killing of bacteria [52]. In this
context, AIEC bacteria must either take advantage of deficiencies in defensins secretion in CD patients
or develop resistance to antimicrobial peptides (Figure 1). A paper from McPhee et al. identified
2 genes involved in the antibacterial peptides resistance in AIEC strain NRG857c isolated from a CD
patient. They observed that the plasmid carried by this specific AIEC strain (pO83) comprises genomic
island containing two genes involved in resistance to cationic antimicrobial peptides: arlA and arlC.
arlA encodes a Mig-14 family protein implicated in defensin resistance, whereas arlC encodes an OmpT
family outer membrane protease. The authors nicely confirmed the role of these genes in the resistance
of AIEC strain NRG857c and other strains from CD patients to antimicrobial peptide using in vitro
and in vivo approaches [53].

Thus, through diverse virulence factors, AIEC bacteria are able to cross the mucus layer and to
regulate finely their flagella expression to reach the intestinal epithelium where they will use different
strategies to favor their encroachment to the intestinal mucosa.

4. Interaction with the Intestinal Epithelium: Adhesion to IECs

4.1. Type 1 pili-CEACAM6 Interaction

Once in contact with IECs, AIEC bacteria use different strategies to interact with the cell and
to invade it. One of the best-characterized interactions is the Carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 6 (CEACAM6)-FimH interaction. FimH is an adhesin located at the tip of type 1
pili highly expressed by AIEC bacteria and coregulated with flagella expression. Type 1 pili mediate
bacterial adhesion to IECs and also play an important role in the ability of AIEC to invade IECs [54].
Some recently acquired mutations in fimH gene have been identified as conferring AIEC bacteria
a significantly higher ability to adhere to IECs, strains harboring these mutations mostly belong to
the B2 phylogroup, which regroups the most pathogenic E. coli strains. These data show that the
important ability of AIEC to adhere to IECs could be the consequence of pathoadaptive mutations
acquired during evolution and selected by gastrointestinal environment [55]. A work from Barnich et al.
identified the highly mannosylated glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored protein CEACAM6
as a receptor for AIEC bacteria. Indeed, the authors observed that mannose addition to the medium or
fimH mutation in AIEC bacteria inhibited the adhesion of AIEC bacteria to human enterocytes from CD
patients. Moreover, antibodies directed against CEACAM6 protein also prevented the interaction [56].
A more recent study better characterized CEACAM6-FimH interaction. Dumych et al. showed that
oligomannose glycans exposed on early apoptotic cells are the binding targets of AIEC, which would
mean that apoptotic cells could serve as potential entry points for bacteria into the epithelial cell layer
before propagating literally in the intercellular spaces. The authors also identified two oligomannosidic
glycans (Asn-197 and Asn-224) in CEACAM6 protein which could be potential receptors for the FimH
adhesin [57].

These data obviously showed that AIEC bacteria bind to the CEACAM6 molecule and that this
interaction depends on FimH adhesin expression and mannose residues on CEACAM6. Interestingly,
in physiological conditions, CEACAM6 is not expressed by ileal epithelial cells but this protein has
been found expressed at an important level in ileal mucosa of CD patients [56,58]. In vitro, AIEC
bacterial infection of IECs led to the induction of CEACAM6 gene expression, due to hypoxia-inducible
factor-1 (HIF-1) stabilization, implying that these bacteria can favor their own colonization in CD
patients by activating signaling pathways in the host cell [59,60].

4.2. ChiA-Chitinase 3-Like-1 Interaction

AIEC can also adhere to IECs through other host factors such as the Chitinase 3-like-1 (CHI3L1).
CHI3L1, belonging to the glycohydrolase 18 family of chitinases, contains chitin-binding domain
(CBD) and was reported to be upregulated during intestinal inflammation, predominately on IECs
and lamina propria (LP) macrophages [61,62]. Interestingly, an acute colitis can be exacerbated via
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CHI3L1 overexpression favoring bacterial adhesion and internalization into IECs [61]. The bacterial
chiA gene was identified in AIEC bacteria as involved in the interaction with IECs, and five conserved
polymorphisms within the chiA gene were identified in pathogenic E. coli strains compared to
nonpathogenic E. coli strains notifying that these polymorphisms may have been selected and could
be associated to the virulence of AIEC bacteria. The interaction is mediated by the CBD of the AIEC
chitinase ChiA that recognizes CHI3L1, and, more specifically, the N-glycosylation of asparagine 68
residue in mouse CHI3L1, this specific interaction promoting pathogenic effects of AIEC in mice with
colitis [63].

4.3. AIEC-M-cells Interaction

Host-AIEC interaction can also occur through the follicle-associated epithelium (FAE) overlying
Peyer’s Patches (PP), where M-cells are located, via Long Polar Fimbriae (LPF) expression by the bacteria.
Indeed, a lpf -negative AIEC mutant was highly impaired in its ability to interact with mouse and human
PP and to translocate across monolayers of M-cells (specialized cells of FAE), demonstrating that LPF,
whose expression is dependent of bile salts concentration is a key factor for AIEC-PP interaction [64–66].
AIEC could also bind M-cells via the interaction between the FimH adhesin and the glycoprotein 2
(GP2), expressed on the apical membrane of M-cells promoting mucosal immune response to AIEC [67].
Deficiency of host GP2 altered transcytosis of type 1-piliated bacteria through M-cells and reduced the
immune response in PP demonstrating that GP2 serves as a transcytotic receptor. In addition, colonic
M cells express the highly glycosylated CEA and CEACAM1 molecules at their apical surface which
could potentially play the role of receptors through a FimH-CEACAM interaction [68].

4.4. Invasion of IECs by AIEC Bacteria

Outer membrane vesicles (OMV), whose production is dependent on the yfgl gene, are involved
in the invasive ability of AIEC LF82, by delivering bacterial effectors to host cells [69]. The major
protein on the surface of OMV, OmpA, binds to the ER-localized stress response protein Gp96. Gp96
is overexpressed on the apical surface of ileal IECs in CD patients, and the OmpA-Gp96 interaction
favors the fusion of OMV with IECs and promotes AIEC invasion through the delivery of proteins and
different molecules within the host cell [70,71].

The pathogenic role of ibeA gene has been reported in many pathogenic bacteria. Of note, different
strains of AIEC bacteria carry this gene (NRG857c, LF82, UM146, and KD-1) suggesting a potential
role of this gene in the virulence of AIEC bacteria. A study revealed the role of ibeA gene in the
interaction of AIEC with IECs. In vitro, an ibeA-deleted mutant AIEC strain was impaired in its ability
to invade IECs, M-like cells, and to survive within macrophages, but was not impaired in its adhesion
ability, supporting the fact that IbeA protein is involved in the AIEC invasion process. Finally, in vivo
experiments revealed that ibeA was involved in the inflammatory response induced during intestinal
colonization of AIEC [72].

In order to prevent AIEC entry in host cells, it seems necessary to identify new bacterial invasins
and human proteins needed for the invasion process of IECs by AIEC. The genes coding for invasins
could be identified using a transposon mutagenesis coupled with next-generation sequencing (Tn-seq)
approach, which is based on the generation of a transposon insertion library and the identification
of mutants unable to invade host cells. The lost mutants might harbor the transposon in either
an essential gene for bacterial growth or in genes necessary for AIEC adhesion and/or invasion.
Transposon-disrupted genes can be identified through next-generation sequencing of the flanking
regions of the transposon insertion in recovered bacteria [73]. This strategy could be relevant to
determine new virulence factors in AIEC bacteria not only for interaction with host cells but also for its
fitness in vivo.
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5. Consequences of AIEC Interaction with Epithelial Layer

5.1. Effects of AIEC on Epithelial Barrier Function

The epithelial cells from the intestine are interconnected by tight junctions (TJ) and adherent
junction proteins, forming the apical junctional complex (AJC) to create a selectively permeable barrier
necessary to protect the host against pathogenic bacteria and their toxins [74,75]. Deficient barrier
function is frequently observed in CD patients and is predictive of relapses in CD [76]. The effect of
AIEC infection on barrier function has been studied in different models. Several studies demonstrated
in vitro that infection with AIEC decreased transepithelial resistance of an IECs monolayer and induced
the delocalization of the tight junction adaptor protein ZO-1 and E-cadherin and the disorganization of
F-actin. AIEC might then be involved in the defective barrier function observed in CD patients [77,78].
AIEC infection of CEABAC10 mice led to an increase in intestinal permeability, in a type-1 pili-dependent
manner, and to the induction of pore-forming claudin-2 expression in IECs. Co-overexpression of
claudin-2 and CEACAM6 was reported in quiescent and active phases CD patients, although the
presence of AIEC bacteria associated to the mucosa has not been defined in this study [79].

Many factors have been suggested as favoring the ability of AIEC to colonize the intestinal
epithelium and altering barrier function. Remarkably, the overexpression of CEACAMs genes in the
mouse model of CD (CEABAC10 mouse model) was associated to an abnormally increased intestinal
permeability, without signs of inflammation in the colonic mucosa, pointing that abnormal expression
of CEACAMs genes, as notified in ileal mucosa of CD patients, could alter the integrity of the epithelial
layer by itself. Importantly, the CEABAC10 mice are highly sensitive to dextran sulfate sodium
(DSS)-induced colitis, confirming a barrier defect at a steady state upon CEACAMs overexpression [79].
High-fat diet and vitamin D deficiency have also been associated to altered barrier function. Of note,
high-fat/high-sugar (HF/HS) diet favors AIEC colonization and vitamin D deficiency predisposes to
AIEC-induced barrier dysfunction [80,81].

All these experimental data prove that AIEC bacteria can increase intestinal permeability in
CD patients but also take advantage of already altered intestinal barrier by environmental factors or
genetic susceptibility.

5.2. Effects of AIEC on Host Glycosylation

Glycobiology, which consists in the study of functional roles of sugar in the cell, has emerged
as potentially interesting to bring to the notice of the etiology of CD and to identify new therapeutic
targets [82]. In a recent study, Sun et al. showed that level of O-Linked β-N-acetylglucosamine
(O-GlcNAc) is increased in intestinal tissue of CD patients when compared to healthy controls [83].
Intestinal epithelial cells from mice and human cell lines infected with the AIEC reference strain LF82
presented a striking increase in the level of UDP-GlcNAc, a donor glucosamine for glycosylation,
which was associated to an increase in O-GlcNac. As a consequence, O-GlcNac on NF-κB facilitated
its nuclear translocation and the transactivation of NF-κB targeted inflammatory genes and limited
autophagy-mediated elimination of intracellular AIEC bacteria. The authors managed to reverse the
effect by using an inhibitor leading to depletion of O-GlcNAc in IECs and observed an overactivation of
autophagy and anti-inflammatory effect in mice treated with the inhibitor, infected with AIEC bacteria,
and treated with DSS.

This study is preliminary in the field of glycobiology and AIEC bacteria as many other cellular
pathways might be modulated by AIEC bacteria in a glycosylation-dependent manner, opening new
research avenues for therapeutic targets for CD patients.

5.3. Induction of Fibrosis by AIEC

Tissue fibrosis is often detected in CD patients due to chronic inflammation and it leads to
extensive local intestinal fibrosis and mechanical bowel obstruction that may require surgical resection
and endoscopic dilation [84]. Small et al. demonstrated that chronic AIEC infection triggered intestinal
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inflammation and fibrosis, the factors leading to the establishment of fibrosis remaining unknown [85].
In a mouse model of IBD, the IL-10 KO mice model developing spontaneous colitis, germ-free mice
infected with yersiniabactin-producing AIEC developed fibrosis. Infection with a ΔfyuA mutant,
unable to import the Ybt siderophore, resulted in increased expression of profibrogenic genes, enhanced
subepithelial invasion, and exacerbated fibrosis compared to infection with wild-type (WT) strain.
In contrast, mice infected with the isogenic mutant Δirp1, unable to synthesize Ybt, as well as with
the ΔfyuAΔirp1 mutant presented reduced fibrosis incidence demonstrating that fibrosis development
depends on the biosynthesis of Ybt, which creates a profibrotic environment when not associated with
its receptor [86]. In a mouse model of AIEC infection followed by acute inflammatory trigger (DSS or
Salmonella infection), AIEC bacteria stably colonized the inflamed gut, leading to massive deposits of
collagen and consequently fibrosis, which was not observed in nonpathogenic E. coli-infected mice [87].
This work revealed that AIEC induce fibrosis through the activation of the IL-33-ST2 signaling, through
the flagellin-induced expression of IL-33 receptor ST2. The binding of IL-33 to its receptor ST2 leads to
the activation of NF-κB and MAPK pathways and to the production of pro-inflammatory cytokines
that promote TGF-β and collagen deposition in the extracellular matrix [88,89]. These results show
that AIEC can induce fibrosis upon chronic intestinal colonization and inflammation, via flagellin or
the biosynthesis of siderophore.

5.4. Induction of Inflammation during AIEC Colonization

5.4.1. Through the TLR Pathway

Once the AIEC–host interaction is established, host response sets up like induction of an
inflammatory response characteristic of CD. Flagellum expression is directly involved in intestinal
inflammatory response. Indeed, flagellin is a microbe-associated molecular pattern (MAMP) recognized
by innate immune system receptors: the transmembrane TLR5 and the cytoplasmic receptor NLR
family CARD domain-containing protein 4 (NLRC4) [30,90,91]. The pro-inflammatory role of flagellin
has been confirmed in a mouse model of infection with AIEC bacteria where Carvalho et al. observed
that AIEC strain LF82 infection increased expression of TLR5 and NLRC4 and aggravated DSS-induced
colitis in mice characterized by severe histopathological damage and increased expression of IL-1β and
IL-6 in a flagellin expression-dependent manner [92].

Lipopolysaccharide (LPS) is also a MAMP that can activate TLR4 receptor and elicits intestinal
inflammation. However, under healthy conditions, IECs down-regulate TLR4 expression to limit its
activation and uncontrolled inflammatory response [93]. MicroRNAs (miRNAs), small noncoding RNA
that post-transcriptionally regulate genes expression, are involved in various processes such as cellular
proliferation/differentiation and immune response to pathogens. Misregulation of miRNAs has been
associated with several disorders including IBD [94,95]. Guo et al. demonstrated in IL-10 KO mice that
AIEC LF82 infection exacerbated colitis and, unlike non-infected mice, AIEC-infected mice presented
decreased miRNA let7b, increased TLR4 expression, and increased secretion of pro-inflammatory
cytokines (IL-6, IL-8, and tumor necrosis factor alpha (TNF-α)) in colonic epithelial cells. In vitro,
in T84 cells, overexpression of TLR4 and consequently the release of pro-inflammatory cytokines was
due to the reduced expression of let-7b caused by AIEC infection [96]. These effects were reversed
in vivo and in vitro with the overexpression of let-7b. Furthermore, inhibition of let-7b led to increased
pro-inflammatory cytokines release in nonpathogenic E. coli K-12-infected cells suggesting that through
the inhibition of let-7b, AIEC induce the overexpression of TLR4 that triggers an excessive inflammatory
response to AIEC and to nonpathogenic bacteria.

5.4.2. Through Survival and Replication within Macrophages

Macrophages are key cells of the innate immune system, they can recognize MAMP (LPS, flagella,
and peptidoglycan) through pattern recognition receptors (PRR) such as TLRs. The interaction between
TLR and MAMP activates the NF-κB, MAPK, and IRF pathways leading to the expression of genes coding
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for pro-inflammatory cytokines such as TNF-α or IL-6. Macrophages also limit bacterial dissemination
through phagocytosis and through presentation of antigens to activate adaptive immune cells [97].
Macrophages are found in greater numbers in inflamed tissue in CD patients [98], and as mentioned
above, AIEC bacteria are able to survive and to replicate within J774 macrophages, in phagolysosomes,
without inducing cell death [99] through the induction of the stress gene htrA, the oxidoreductase dsbA
gene, and gipA gene in the phagocytic vacuole. Interestingly, the induction of these genes was not
observed in a nonpathogenic E. coli bacteria, demonstrating that the AIEC LF82 genetic background
is crucial for induction of these genes transcription during phagocytosis [100–102]. Moreover, AIEC
subjected to severe stresses within macrophages show heterogenous stress responses. Indeed, AIEC
LF82 either survived in phagolysosomes or underwent phenotypic switches, these responses requiring
the induction of SOS responses. Phenotypic switches generated a population of nongrowing bacteria
of which a portion presented antibiotic tolerance, demonstrating that intracellular stresses can create
phenotypic heterogeneity within AIEC LF82 promoting the production of persister [103]. Therefore,
these data demonstrate that AIEC bacteria have evolved to survive and replicate within macrophages
through the acquisition of specific regulation of essential genes and essential stress responses for their
survival under phagolysosomal conditions.

AIEC-infected macrophages release a large amount of TNF-α and do not undergo cell death [99].
In vitro, the treatment of macrophages with TNF-α promoted the intracellular replication of
AIEC, whereas incubation of macrophages with an anti-TNF-α antibody impaired the intracellular
replication [104]. Hence, depending on the quantity of intracellular AIEC, infected macrophages secrete
different amounts of TNF-α, which in turn increase the intracellular replication of AIEC, demonstrating
that targeting TNF-α could be an effective strategy to control the TNF-α-dependent AIEC replication
within macrophages (Figure 1).

Briefly, AIEC survive and replicate within macrophages because they develop mechanisms to
resist to phagolysosomal conditions and promote their own replication through the stimulation of
TNF-α secretion by macrophages.

5.4.3. Through the Release of Exosomes

Exosomes are small membrane vesicles with size ranging from 50 to 100 nm which are freed
upon fusion of multivesicular bodies, containing intraluminal vesicles, with the plasma membrane.
They are released from many cell types including IECs and immune cells and function in cell-to-cell
communication by transferring genetic material such as noncoding RNA and proteins from a donor
cell to a recipient cell [105]. Exosomes play a role in immune regulation as they participate in antigen
presentation, T-cell activation, and immune suppression, and they have already been involved in
infectious diseases [106,107]. Indeed, macrophages infected with intracellular pathogens such as
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhimurium, or Toxoplasma gondii release exosomes containing
MAMP which stimulate a pro-inflammatory response when exposed to uninfected macrophages
in vitro and in vivo [108]. Carrière et al. studied AIEC-infected IECs and macrophages-released
exosomes and the impact of these exosomes on naive cells. In vitro, AIEC infection of human IECs
(T84 cells) induced the release of a larger number of exosomes compared to uninfected cells and cells
infected with a nonpathogenic E. coli. These exosomes from AIEC-infected cells were able to induce a
pro-inflammatory response in naive T84 cells and naive THP-1 macrophages through the activation
of the NF-κB and the MAPK pathways and the production of pro-inflammatory cytokines [109]
(Figure 1). Thus, we see that upon AIEC infection, IECs let exosomes loose that can trigger, in a
paracrine effect, a pro-inflammatory response in neighboring IECs but also in macrophages. A similar
pro-inflammatory response was observed when naive THP-1 macrophages were exposed to exosomes
freed from AIEC-LF82-infected THP-1 cells. Moreover, exosomes released from infected cells can affect
AIEC LF82 intracellular replication. Naive T84 or THP-1 cells stimulated with exosomes released from
uninfected IECs or macrophages presented decreased AIEC LF82 intracellular replication, whereas
the intracellular replication of AIEC LF82 was increased in naive cells stimulated with exosomes
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released from infected T84 or THP-1 cells. Exosomes released in the ileal lumen of AIEC LF82-infected
CEABAC10 mice were able to trigger a pro-inflammatory response in naive recipient macrophages.
These results suggest that AIEC are able to hijack the exosomes release to promote their own replication
and to promote a pro-inflammatory response in neighboring cells.

AIEC bacteria can, in this manner, induce a pro-inflammatory response in host cells through the
activation of different receptors and pathways leading to the secretion of pro-inflammatory cytokines,
such as TNF-α, promoting their intracellular replication within macrophages.

5.5. Control of AIEC Intracellular Replication

5.5.1. Role of Autophagy in the Control of AIEC Replication

Autophagy is a process, conserved in eukaryotes, leading to the degradation of cytoplasmic
materials inside lysosome. Autophagy can be induced under stress conditions like starvation to
overcome nutrient deficiency by recycling some components of the cell but it can also be induced
to degrade aggregated proteins, damaged mitochondria, or invading pathogens in nonstarved cells.
Accordingly, by defending the host against intracellular pathogens, autophagy contributes to the
maintenance of the intestinal homeostasis [110]. Autophagy has been involved in IBD etiology
following the discovery of susceptibility polymorphisms in autophagy-associated genes. In mouse
embryonic fibroblasts (MEFs) and epithelial cell lines, AIEC infection induced autophagy leading
to the capture of AIEC by the autophagy machinery and consequently, to the limitation of AIEC
intracellular replication [111]. However, in cells knockdown for ATG16L1, protein required for the
formation of autophagosome, or IRGM, necessary for the initiation of autophagy, autophagy was
impaired and AIEC LF82 replicated intracellularly. The same results were observed in cells expressing
the ATG16L1 CD-associated allele. Moreover, the replication and survival of other E. coli strains
were not impacted in autophagy-deficient cells (Atg5−/−). These results demonstrate that autophagy
specifically limits AIEC survival and intracellular replication in epithelial cells and that CD-associated
variant impairs this regulation leading to the persistence of AIEC (Figure 1). The activation of the
EIF2AK4-EIF2A-ATF4 autophagy pathway by AIEC infection led to the binding of ATF4 to the
promoters of several autophagy genes and to the induction of their expression leading to bacterial
clearance and controlled inflammatory response [112].In vivo, following AIEC infection, eif2ak4−/−
mice did not activate autophagy in IECs and presented increased AIEC intestinal colonization and
inflammation compared to WT mice. This pathway was observed as downregulated in ileal biopsies of
inflamed patients compared to noninflamed CD patients demonstrating that activation of this pathway
and thus, autophagy contributes to controlling the AIEC intracellular replication, while defects in the
activation of this pathway could contribute to the active disease.

NOD2, a gene associated with CD, is a cytoplasmic PRR recognizing muramyl dipeptide of
bacteria which has been linked to autophagy since it recruits ATG16L1 to the plasma membrane at the
site of bacterial entry, leading to the activation of autophagy [113,114]. CD-associated NOD2 variants
impair this response. In NOD2 overexpressing Caco-2 cells, AIEC infection led to a stronger increase
in ATG16L1 protein expression associated with a decrease in AIEC survival and of pro-inflammatory
cytokines release compared to WT Caco-2 cells [115]. These results highlight the important role of
NOD2 in the activation of autophagy and consequently in the promotion of AIEC clearance. Another
protein important in the regulation of NOD2 and autophagy is the intermediate filament protein
vimentin expressed on the surface of mesenchymal cells. This protein is an important regulator
of NOD2 as vimentin interacts with NOD2 through the leucin-rich repeat (LRR) domain of NOD2
allowing its recruitment to the plasma membrane. This interaction is disrupted with CD-associated
variants of NOD2 which leads to a cytosolic mislocalization of NOD2 associated with the inhibition of
NOD2-dependent autophagy, favoring AIEC survival in vitro [116,117].

Monocyte-derived macrophages (MDM) from CD patients present higher levels of internalized
AIEC and are unable to restrict AIEC intracellular replication, leading to disordered inflammatory
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response compared to MDM from ulcerative colitis patients or healthy controls [118,119]. In THP-1
macrophages, AIEC LF82 infection induced the recruitment of the autophagy machinery at the site of
entry of the bacteria and functional autophagy limited AIEC replication [120]. However, impaired
expression of CD-associated genes ATG16L1 or IRGM in THP-1 macrophages and NOD2 in NOD2−/−
murine peritoneal macrophages led to an increased AIEC intracellular replication and to the secretion of
IL-6 and TNF-α upon AIEC LF82 infection [120]. A more recent study demonstrated that macrophage
defect to control intracellular AIEC in CD was linked to autophagy-related polymorphisms in IRGM
and ULK-1 genes [121]. Therefore, in CD patients, AIEC might take advantage of autophagy deficiency
to persist and replicate in macrophages leading to increased pro-inflammatory response.

5.5.2. Role of micro-RNAs in the Control of AIEC Replication

It is recognized that miRNAs can play a role in CD susceptibility, and subsets of dysregulated
miRNAs have been identified in non-inflamed colonic mucosa of IBD patients suggesting their potential
involvement in CD, in the onset or relapse of inflammation [94,122]. Brest et al. demonstrated that the
miR-196 was overexpressed in inflammatory intestinal epithelium of CD patients and correlated with
decreased expression of IRGM. In vitro, this miRNA downregulated IRGM but not the risk-associated
variant, demonstrating the allele specificity of miR-196 [123]. Lu et al. demonstrated that, in vitro,
the miRNAs MIR106B and MIR93 downregulated ATG16L1 leading to the inhibition of autophagy
and to an impairment in the removal of AIEC in epithelial cells, whereas miRNAs inhibitors rescued
the expression of ATG16L1 and autophagy [124]. Another study demonstrated that AIEC infection
upregulated levels of miR-30c and miR-130a in T84 cell line through the activation of the NF-κB
pathway. miR-30c and miR-130a, respectively, targeted ATG5 and ATG16L1 that led to the inhibition
of autophagy and increased AIEC intracellular replication [125]. In CEABAC10 mice, AIEC infection
induced the same effects, and the inhibition of murine miR-30c and miR-130a restored the expression
of ATG5 and ATG16L1 leading to efficient autophagy and reduced AIEC intracellular replication
and pro-inflammatory response. This study suggests that AIEC could reduce autophagy in host
cells through the manipulation of miRNAs pathway to favor their intracellular survival (Figure 1).
Moreover, in both studies, an inverse correlation between the levels of MIR160B and ATG16L1 [124] and
between miR-30c, miR-130a, and ATG5, ATG16L1 [125] in the mucosa of CD patients has been observed
strengthening the link between miRNAs and autophagy. Furthermore, a recent study analyzed
the content of exosomes to better understand the increase in AIEC replication in cells receiving
exosomes released from AIEC-infected cells. This work demonstrated that the miRNAs miR-30c and
miR-130a, inhibiting autophagy, were increased in the exosomes released from AIEC LF82-infected
cells compared to exosomes released from uninfected cells. These miRNAs were transferred via
exosomes to recipient cells and targeted ATG5 and ATG16L1 inhibiting autophagy and promoting
AIEC intracellular replication [126]. Hence, AIEC could also inhibit autophagy in neighboring cells
through exosomes-dependent transfer of miRNAs from infected to recipient cells.

5.5.3. Role of SUMOylation in the Control of AIEC Replication

AIEC can also modulate autophagy by impairing SUMOylation, a post-translational modification in
which ubiquitin-like polypeptides of 10 kDa, SUMOs, are linked to target proteins [127]. SUMOylation
of protein seems to be necessary to control intracellular survival of pathogens such as Shigella flexneri
and Listeria monocytogenes [128–130]. A recent study investigated whether AIEC infection impacted
SUMOylation of IECs. In vitro, inhibition of SUMOylation inhibited autophagy leading to an increased
AIEC intracellular replication and AIEC-induced inflammation demonstrating the important role
of SUMOylation to control intracellular AIEC via autophagy. AIEC infection induced a decrease in
the levels of SUMO-conjugated proteins in T84 cells and in IECs of CEABAC10 mice through the
upregulation, upon infection, of miR-18 that targeted PIAS mRNA encoding a protein involved in
SUMOylation [131]. The inhibition of this miRNA restored the expression of PIAS and limited the AIEC
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intracellular replication demonstrating that AIEC bacteria are able to manipulate host SUMOylation to
inhibit autophagy in order to favor their intracellular replication.

In conclusion, autophagy is an important player in the control of AIEC colonization by preventing
intracellular replication. Genetic polymorphisms as well as AIEC themselves, through the upregulation
of miRNAs or the manipulation of host SUMOylation, can impact its efficacy and promote AIEC
persistence in the gut of CD patients.

6. AIEC in the Lumen

As mentioned above, the presence of AIEC in healthy controls implies that a specific environment
is necessary to favor AIEC implantation within ileal mucosa of CD patients. In the lumen, AIEC are
not only in contact with the gut microbiota but also with diverse nutrients and molecules, creating a
specific intestinal environment that can impact the intestinal microbiota and favors AIEC virulence
and colonization.

6.1. Intestinal Environment Favoring AIEC Virulence and Colonization

6.1.1. Regulation of Virulence Genes by Luminal Molecules

The expression of the virulence gene lpf coding for LPF and the expression of the gipA gene
are promoted by the presence of bile salts in the growth medium facilitating the interaction of the
bacteria with PP [66,102]. Moreover, it has been demonstrated that the presence of bile salts induced
ethanolamine metabolism in AIEC LF82 strain and that the bacteria was able to use ethanolamine as a
nitrogen source conferring a competitive advantage for AIEC strains in the intestinal environment [132,133]
(Figure 1). Duboc et al. demonstrated a fecal dysmetabolism of bile acids in IBD patients linked to
dysbiosis. IBD-associated microbiota presented impaired activities of deconjugation, transformation,
and desulfation leading to increased levels of primary conjugated bile acids and decreased levels of
secondary bile acids, the latter presenting anti-inflammatory effects in vitro [134]. Hence, bile salts
seem to constitute environmental signals that might be used by AIEC to promote their colonization
and seem to represent a selective advantage increasing AIEC fitness in the gut. Based on the work of
Duboc et al., we can hypothesize that these signals might be mediated by primary bile acids following
dysmetabolism in CD patients.

Bacteria of the intestinal microbiota can produce short-chain fatty acids (SCFA) through the
degradation of undigested polysaccharides and resistant starches. The major SCFA produced are
butyrate, acetate, and propionate and are known for their anti-inflammatory effects [135,136]. Besides,
propionic acid (PA) is commonly used in agriculture because of its antimicrobial properties [137,138].
Yet, a recent study demonstrated that exposure of AIEC to PA in vitro and in vivo (through PA
supplementation in drinking water of mice) exacerbated the AIEC phenotype (increased ability to
adhere to, to invade IECs, and to form biofilms) and promoted AIEC colonization and long-term
persistence in vivo (Figure 1). RNA-seq analysis revealed that PA induced a specific transcriptomic
program, with induction of genes involved in biofilm formation, stress responses, metabolism,
membrane integrity, and transport of alternative carbon sources. Interestingly, the virulence phenotype
induced by PA was reversed after the removal of PA. These results not only highlight the potential risks
of the use of PA as antimicrobial, especially in the context of AIEC colonization, but also show that
AIEC evolved to take advantage of the molecules found in GI tract to outcompete with microorganisms
of the microbiota [139].

6.1.2. Influence of the Diet on the Ability of AIEC to Colonize in Intestinal Mucosa

The gut environment can also be impacted by the diet, especially in people living in developed
countries having a Western lifestyle. Western diet, enriched in total fat, animal proteins, n-6
polyunsaturated fatty acids, and refined sugars, have been associated with a high risk to develop
CD [12–14]. The object of several studies was to better catch the impacts of a HF/HS diet on the intestinal
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microenvironment composition and on AIEC infection. In CEABAC10 mice, a HF/HS diet (used as a
Western diet) induced dysbiosis with a distinctive enrichment in E. coli population. Moreover, this diet
increased intestinal permeability, decreased mucus layer thickness, and decreased SCFA concentration
and SCFA receptor GPR43 expression. Hence, the HF/HS diet induced a low-grade inflammation
and facilitated colonization of the gut mucosa by AIEC in a microbiota-dependent manner [81,140]
(Figure 2).

Figure 2. Impact of the diet and intestinal inflammation on AIEC virulence and colonization. Western
diet consumption induces dysbiosis, decreases the mucus layer thickness, and increases intestinal
permeability favoring bacterial translocation across the epithelial layer. All these effects create
a low-grade intestinal inflammation and favor AIEC colonization. In addition, a diet deficient in
methyl-donor molecules leads to hypomethylation of the carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 6 (CEACAM6) promoter and its abnormal expression promoting AIEC gut implantation (1).
The catabolism of L-serine, whose concentration depends on dietary intake, is promoted in inflamed
gut increasing AIEC competitive fitness (2). DC, dendritic cell; GC, goblet cell; IECs, intestinal epithelial
cells; IEL, intraepithelial lymphocytes; IL-6, interleukin 6; TNF-α, tumor necrosis factor alpha.



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 3734 14 of 34

CD patients frequently present deficiencies in methyl-donor molecules such as folate (vitamin
B9) and vitamin B12. As we identified the AIEC receptor gene CEACAM6 as regulated in a DNA
methylation-dependent manner, we suggested that methyl-deficient diet could favor its expression
and AIEC intestinal colonization. CEACAM6 promoter was hypomethylated in CEABAC10 transgenic
mice colonic mucosa fed a low methyl diet leading to an abnormal gut expression of the CEACAM6
receptor favoring AIEC colonization [60] (Figure 2). These observations show that the diet composition
can modulate key gene expression in the host, favoring the encroachment of AIEC bacteria to
intestinal mucosa.

6.1.3. Influence of the Nutrients and Carbon Sources on the Fitness of AIEC

Kitamoto and colleagues recently reported that inflammation-induced blooms of E. coli pathobionts
was significantly blunted when amino acids, particularly L-serine, were removed from the diet.
The authors reported that the metabolism of AIEC shifted toward the catabolism of L-serine in the
inflamed gut so as to maximize AIEC growth potential and to outcompete with commensal bacteria,
which was not observed in noninflammatory condition [141] (Figure 2). Interestingly, Elhenawy et al.
assessed the adaptive evolution of AIEC in a murine model of chronic colonization across multiple
hosts and transmission events. In this model, an ancestor AIEC strain was transited in the gut of
different mice to study its evolution under gastrointestinal conditions, and it led to the selection of
isolates able to use acetate, a SCFA, as a carbon source. This isolate presented a faster generation time
and outcompeted the ancestor strain in co-infected mice demonstrating that the use of acetate increases
AIEC fitnessin vivo [49] (Figure 1). Moreover, improved acetate utilization is more common among
E. coli isolates from CD patients compared to healthy controls suggesting that within the host, AIEC
evolved differently than commensal strains and acquired metabolic advantage.

As regards all these observations, the effect of diet on intestinal homeostasis and on AIEC virulence
shows that dietary intervention, modifying the availability of luminal nutrients, could be used, along
with pharmacological treatments, to limit AIEC overgrowth and implantation in intestinal mucosa
of CD patients. At this time, exacerbation of AIEC phenotype has only been demonstrated with
PA, but similar effects might be observed with other dietary molecules, notably polluting molecules
such as titanium dioxide, TiO2, or dietary emulsifiers. To study the effect of these compounds on
AIEC virulence would be noteworthy, as they appear to be largely present in processed food and
knowing that some detrimental effects of emulsifiers on the intestinal microbiota have already been
described [142,143].

6.2. Impact of AIEC Infection on Microbiota Composition

AIEC can take advantage of the presence of a dysbiosis to colonize. For example, the use of
antibiotics, leading to dysbiosis, in a mouse model mimicking CD susceptibility is needed to obtain
AIEC colonizationin vivo [29]. Moreover,in vivo, prior AIEC colonization worsened the inflammatory
response and disease outcome following Salmonella Typhimurium infection. Interestingly, this was
related with the expansion of the AIEC population and a delay in the recovery, which indicates that
people carrying AIEC might be at a greater risk to develop CD in case of an acute gastroenteritis [144].

AIEC can also detrimentally impact the intestinal microbiota. As an example, TLR5-deficient
(T5KO) mice developed spontaneous colitis in part due to the inability to manage proteobacteria [145,146].
In this genetically predisposed mouse model, infection of germ-free mice with the AIEC reference
strain LF82 drove chronic gut inflammation associated with alterations in gut microbiota composition
including a loss in species diversity. Moreover, increased levels of flagellin and LPS in the feces have
been noticed compared to WT and uninfected T5KO mice, flagellin and LPS having a great potential
to activate innate immune response [30]. These microbiota modifications seemed independent of
intestinal inflammation suggesting that AIEC might instigate colitis in T5KO mice following alterations
of microbiota composition that increase its pro-inflammatory potential. To improve the understanding
of how microbiota alterations might trigger colitis, Chassaing et al. used WT and T5KO mice harboring
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the “Altered Schaedler Flora” (ASF) microbiota, a community of eight microorganisms devoid of
pathogenic/pathobiont bacteria that coexist in the gut and favor the development of normal intestinal
immune system [147]. Unlike WT ASF mice, AIEC-infected T5KO ASF mice presented alterations in
microbiota composition associated with elevated levels of LPS and flagellin, and these mice developed
only a modest low-grade inflammation compared to the previous study [148]. This result confirms the
fact that AIEC can alter microbiota composition but suggests that a complex dysbiotic microbiota is
necessary for the development of robust inflammation.

Another mouse model exhibiting autophagy defects (Tg/eif2ak4–/–) presented an alteration of
microbiota composition. In this model, AIEC infection resulted in modifications of microbiota
composition and development of gut inflammation [149]. However, alterations of the microbiota
composition preceded the development of the gut inflammation demonstrating that in genetically
predisposed hosts, AIEC infection and colonization may alter microbiota composition favoring the
development of intestinal inflammation.

Thence, the intestinal environment, modulated by luminal molecules and by the diet, is an
important actor during AIEC colonization. It can promote the implantation of AIEC directly by driving
the expression of different virulence factors or indirectly by impacting the composition of the intestinal
microbiota, not to mention that AIEC themselves can detrimentally alter the intestinal microbiota.
All these factors promote the persistence of AIEC in the intestinal lumen.

7. Targeting AIEC

The last part of this review will focus on presenting and discussing recent therapeutic strategies,
aiming at preventing AIEC implantation/persistence, which have shown beneficial effects in preclinical
models of CD or which are currently tested in clinical trials.

7.1. Inhibition of AIEC–IECs Interaction

7.1.1. Probiotics

Probiotics are living microorganisms having a beneficial impact on the health when administered
in adequate amounts, whereas prebiotics are dietary compounds inducing the growth or activity of
beneficial microorganisms. AIEC survival and growth were decreased upon coculture with Lactobacillus
rhamnosus GG, L. reuteri 1063, and the prebiotic inulin, whereas the prebiotic arabinoxylans lowered
AIEC adhesion to mucinin vitro [150]. In the simulated mucosal environment (M-SHIME), two
compartments exist: a luminal compartment and a mucosal compartment due to the addition of
mucin-covered microcosms in the suspension, and in this way, generating a luminal and mucosal
microbiota. L. reuteri 1063, arabinoxylans, and inulin decreased the colonization of AIEC in the mucus,
whereas AIEC numbers in the luminal environment were unchanged. These results were associated
with some changes in the microbiota composition of the mucus. Thence, the mucosal microbiota might
be modulated by pro- and prebiotic in vitro to decrease AIEC colonization in the mucus and thus
possibly limiting AIEC interaction with host cells. However, further studies should be performed to
determine if similar results are obtained in in vivo models and if administration of such prebiotic or
probiotic strains in CD patients might be a suitable therapeutic approach.

Probiotics able to inhibit the interaction between AIEC and host cells might represent a good
therapeutic option for AIEC-positive CD patients. Preincubation of Intestine-407 cells with the probiotic
strain E. coli Nissle 1917 prior to infection with AIEC strains or coincubation of E. coli Nissle 1917
with AIEC strains strongly inhibited the ability of AIEC to adhere to and to invade Intestine-407 cells,
highlighting that E. coli Nissle 1917 could be efficient in patients with CD to prevent or limit AIEC
colonization [151]. Sivignon et al. studied the probiotic effect of the yeast Saccharomyces cerevisiae
CNCM I-3856 on AIEC ability to interact with IECs. Yeasts present a high content of mannose residues
on their cell wall that can be recognized by type 1 pili of bacteria. S. cerevisiae CNCM I-3856 strongly
inhibited adhesion of AIEC LF82 to IECs in culture and to isolated enterocytes from CD patients,
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through the type-1 pili-mediated agglutination of AIEC bacteria to the yeast [152]. In CEABAC10
mice infected with AIEC LF82, S. cerevisiae CNCM I-3856 and yeast derivatives decreased AIEC gut
colonization and prevented the increase of intestinal permeability and the release of pro-inflammatory
cytokines. These results demonstrate that S. cerevisiae CNCM I-3856 presents beneficial effects which are
not dependent of its viability but which are possibly driven by the inhibition of the FimH/CEACAM6
interaction (Figure 3). Hence, S. cerevisiae could be a good therapeutic option for CD patients already
colonized or susceptible to be colonized by AIEC.

Figure 3. Strategies to prevent AIEC colonization in CD patients. Anti-adhesive molecules inhibiting
the FimH adhesin (1) or a probiotic strain such as Saccharomyces cerevisiae containing mannose residues
in its cell wall (2) can inhibit the FimH–CEACAM6 interaction through competition by binding to
bacterial FimH. Meprin-producing probiotic strain could limit AIEC interaction with IECs through the
meprin-mediated cleavage of AIEC type I pili (3). Other strategies are also suggested as interesting to
prevent AIEC colonization such as the use of Gp96 antagonist to block the OmpA-Gp96 interaction or
the use of a mucinase inhibitor to prevent mucus degradation and AIEC encroachment. * Star shows
the AIEC targeting approach currently under investigation in a clinical trial. DC, dendritic cell; GC,
goblet cell; IECs, intestinal epithelial cells; IEL, intraepithelial lymphocytes.

7.1.2. Inhibition of AIEC Adhesion Using Chemical Compounds

The FimH-CEACAM6 interaction, in which the FimH adhesin interacts with the mannose residues
of the CEACAM6 receptor expressed at the surface of IECs, is one of the most studied since it favors
AIEC gut implantation. Therefore, researches focused on the development of antiadhesive molecules
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to saturate the carbohydrate recognition domain of FimH and thus inhibiting this interaction to limit
AIEC colonization. For example, thiazolylaminomannosides and n-heptyl α-D-mannose (HM)-based
glycopolymers presented high affinity for FimH and were 102 and 104–106 times more potent than HM
and D-mannose (well-known antagonists of FimH), respectively, to inhibit AIEC LF82 adhesion to IECs
in vitro. Ex vivo, these compounds also prevented AIEC LF82 adhesion to colonic tissue of CEABAC10
at very low concentrations demonstrating their strong antiadhesive potential [153–155]. Sivignon et al.
additionally demonstrated that heptylmannoside derivatives strongly impaired the ability of adhesion
of AIEC LF82 to T84 cells and reduced the amount of AIEC in feces and associated to the mucosa
in AIEC LF82-infected CEABAC10 mice. Moreover, treatment with these compounds decreased the
severity of colitis and intestinal inflammation induced by AIEC LF82 in these mice. Heptylmannoside
derivatives are shown as presenting strong antiadhesive effects in vitro and protect in vivo against
colitis implying that they could be interesting compounds to treat AIEC-colonized CD patients [156].
Similar results were obtained with other analogues of HM and heptylmannoside grafted on cellulose
nanofibers [157,158]. Targeting FimH with antiadhesive molecules is consequently a promising method
to limit AIEC adhesion to IECs (Figure 3). This strategy is currently under evaluation in a clinical trial
using the FimH blocker EB8018/TAK-018 molecule to evaluate its effect on postoperative endoscopic
recurrence in 96 postoperative participants with CD (phase 2a, NCT03943446).

7.1.3. Other Strategies

IECs express several types of endo- and exoproteases to protect the host against bacterial
colonization. Particularly, meprin induced the proteolytic cleavage of type 1 pili of AIEC LF82 bacteria
that impaired their ability to bind mannosylated residue, like those present on host receptors, explaining
the reduced abilities of AIEC LF82 strain pretreated with meprin to adhere to and to invade T84
cells [159]. Moreover, levels of meprin are decreased in patients with ileal CD. The increase of the level
of meprin in CD patients through the administration of purified meprin or through meprin-producing
probiotic strains could then be an interesting strategy to disrupt the FimH-CEACAM6 interaction to
limit AIEC adhesion to IECs and gut colonization (Figure 3).

Moreover, the OmpA-Gp96 interaction promotes AIEC invasion through the delivery of proteins
into the host cells [70,71]. A good therapeutic option to inhibit AIEC colonization could be in this way
to block this interaction. An antagonist of Gp96 exists, the synthetic peptide Gp96-II, and protected
mice against intestinal inflammation in vitro and in vivo [160]. It could be interesting to test this
antagonist in a context of AIEC infection to determine if it leads to the disruption of OmpA-Gp96
interaction and to the inhibition of AIEC colonization in vitro and in vivo while seeking for new Gp96
antagonists at the same time (Figure 3).

In intestinal mucosa of CD patients, increase in relative abundance of well-known mucus
degraders, particularly Ruminococcus gnavus, which secretes glycosidases, is frequently observed [161].
In CEABAC10 mice, Western diet induced a dysbiosis, comparable with what is observed in CD
patients, with an increase in the mucin-degrading bacterium Ruminococcus, allowing AIEC bacteria
to better colonize the gut mucosa [81]. Therefore, mucins degradation in the gut may rely on the
cooperative action of several microbial species characterized as “mucin-degraders.” Interestingly,
AIEC secrete a serine mucin-protease, Vat-AIEC, which is more frequently found in AIEC than in
non-AIEC strains and promotes AIEC encroachment in the gut, leading in this manner to dysbiosis and
chronic inflammation [46]. It turns out that developing new antivirulence strategies, such as mucinase
inhibitors, could also represent an effective therapeutic option to better manage CD patients colonized
by AIEC (Figure 3).

7.2. Elimination of AIEC

7.2.1. Antibiotics

Antibiotics appear like the first logical approach to manipulate the microbiota of CD patients
and eliminate AIEC, and several antibiotics have been tested to treat CD such as ciprofloxacin,
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aminoglycosides, or rifaximin [162,163] (Figure 4). A study revealed in an interesting way that rifaximin
reduced the adhesion and invasion abilities of AIEC strains to colonic T84 epithelial cells and limited
the pro-inflammatory cytokine IL-8 secretion, through regulation of virulence gene expression and
motility, independently of its antimicrobial effect [164]. Based on these preclinical data, a double-blind
randomized clinical trial (THEOREM, phase 2, NCT02620007) aiming at evaluating the effect of
a 12-week treatment with ciprofloxacin and rifaximin on endoscopic remission in AIEC-colonized
patients with ileal CD is currently ongoing.

Figure 4. Strategies to eliminate AIEC in Crohn’s disease (CD) patients. AIEC bacteria could be killed by
some antibiotics but they could also be eliminated by colicin-producing probiotic strain or bacteriophages
specifically targeting AIEC. Some strategies of bacterial predation are also under study where AIEC
would be specifically targeted by predator bacteria (1), T6SS-harboring bacteria, or by bacteria harboring
the conjugative clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/Cas9 machinery
with a RNA guide specific of AIEC (2). Activation of autophagy with pharmacological drugs in
CD patients are also studied to promote AIEC clearance. Finally, a vaccination approach based on
flagellin administration might be a mean to neutralize AIEC bacteria via the production of anti-flagellin
IgA. * Stars show the AIEC targeting approaches currently under investigation in clinical trials. DC,
dendritic cell; GC, goblet cell; IECs, intestinal epithelial cells; IEL, intraepithelial lymphocytes; IgA,
immunoglobulin A; LB, lymphocyte B; LT, lymphocyte T; T6SS, type VI secretion system.
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7.2.2. Use of Colicin

Colicins are the best-characterized family of bacteriocins, namely, highly selective species-specific
antibiotics. Colicins are produced by Gram-negative bacteria such as Escherichia coli strains carrying
a colicinogenic plasmid. These colicins are able to kill other bacteria through a nuclease activity,
pore-forming activity, or through the inhibition of cell wall synthesis [165–167]. Purified colicin E1 and
E9 as well as a commensal E. coli strain naturally producing E1 colicin presented killing activity against
AIEC LF82 biofilms. These E1 and E9 colicins also induced the killing of AIEC bacteria adhering to
IECs and of intramacrophagic bacteria in vitro without inducing cell toxicity. The intramacrophagic
effect was due to the fact that colicins have access to AIEC-containing compartments within infected
macrophages through actin-mediated endocytosis [168]. Hence, colicins might represent a good
therapeutic approach to selectively target AIEC in CD. They could be delivered as a purified protein
or through a colicin-producing probiotic, an E. coli Nissle 1917 strain producing colicin already
existing [169] (Figure 4).

7.2.3. Phagotherapy

Bacteriophages are viruses able to infect bacteria and are found in diverse environments including
the human gastrointestinal tract [170,171]. Bacteriophages are highly specific; they only target a
limited number of bacterial strains within given species which limits their impact on the composition
of the intestinal microbiota and so far, no evidence that phage therapy causes adverse effects have
been reported [172,173]. From three bacteriophages isolated from waste water and able to infect
AIEC in vitro and ex vivo, Galtier et al. investigated their potential to decrease AIEC intestinal
colonization in vivo (Figure 4). A single-dose bacteriophage cocktail reduced the gut colonization
of AIEC LF82 in CEABAC10 mice and in DSS-treated WT mice, bacteriophage treatment reduced
the ileal and colonic colonization of AIEC LF82 and decreased the symptoms of DSS-induced colitis
over a 2-week period. Lastly, bacteriophages were able to replicate ex vivo on ileal biopsies from CD
patients infected with AIEC LF82 demonstrating their potential efficacy on intestinal mucosa [174].
The results from an ongoing clinical trial targeting AIEC bacteria in CD patients are expected in June
2021. This phase 2, double-blind, placebo-controlled clinical trial aims at studying the effect of an
AIEC-specific bacteriophage cocktail (EcoActive) on disease activity, inflammatory markers (CRP and
fecal calprotectin), and AIEC load in a cohort of 30 CD patients (NCT03808103).

7.2.4. Bacterial Predation/Competition

Bacterial Predation

Bdellovibrio bacteriovorus bacterium is a predator of Gram-negative bacteria playing the role of
“ecological balancer” in several habitats, and it highly colonizes the intestinal mucosa, especially
duodenum and ileum, of healthy human subjects compared to IBD patients [175,176]. In fact,
B. bacteriovorus migrates and encounters prey bacteria through its long flagellum, then invades the
periplasmic space of the prey and replicates through a complex cycle leading to the death of the prey
and the release of its progeny [177,178]. B. bacteriovorus demonstrated predatory activity against AIEC
LF82, in planktonic culture and on preformed and developing biofilms, and decreased AIEC LF82
adhesion to and invasion of Caco-2 cells (Figure 4).In vivo, larvae of Galleria mellonella presented an
increased survival rate upon AIEC LF82 infection pre-exposed to B. bacteriovorus demonstrating that
B. bacteriovorus limits pathogenicity of AIEC or the host susceptibility to be colonized by AIEC [179].
Therefore, B. bacteriovorus, bacterium present in healthy subjects, could represent an interesting
therapeutic strategy to limit AIEC overgrowth in CD patients by exploiting a natural process. However,
it remains necessary to identify the consequences of the presence of B. bacteriovorus on global
microbiota composition, especially on Gram-negative bacteria. Indeed, this bacterium could also
broadly target Gram-negative bacteria, which may actually open an ecological niche further for AIEC
bacteria colonization.
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Type VI Secretion System

The type VI secretion system (T6SS) is a nanoweapon used by Gram-negative bacteria to inject toxic
effectors directly into eukaryotic cells or bacteria. T6SS resembles a bacteriophage tail-like structure
that is anchored to the bacterial cell envelope through a membrane-associated complex. Effectors are
delivered in a one-step contact-dependent manner upon contraction of a sheath propelling a syringe
puncturing the target cell [180,181]. Some enteric pathogens use T6SS to kill commensal bacteria and
colonize the gut, such as Salmonella Typhimurium that killed Klebsiella oxytoca favoring its implantation
in the gut of mice [182]. On another note, T6SS can also be used by commensal bacteria, notably,
Bacteroides fragilis used T6SS to antagonize commensal Bacteroidales species and to kill enterotoxigenic
B. fragilis strainsin vivo in mice [183,184]. The pathogen Shigella sonnei specifically outcompeted
Escherichia coli in vitro andin vivo in mice in a T6SS-dependant manner [185], whereas a recent study
demonstrated that it is possible to manipulate the type VI secretion system of Pseudomonas aeruginosa to
shuttle chosen proteins, different of canonical effectors [186]. Hence, it would be interesting to discover
if some commensal bacteria are able to target AIEC in T6SS-dependent manner in order to develop a
highly specific and safe therapeutic option for CD patients. In addition, from the work of Anderson et
al. and Wettstadt and Filloux, a hypothesis could be to manipulate the T6SS of a commensal bacterium
to deliver toxins specific of AIEC in order to safely eliminate these pathobiont bacteria (Figure 4).
As specified above, the use of this strategy should rely on the fact that T6SS specifically targets AIEC
bacteria, and not all the Gram-negative bacteria in an unspecific manner, to avoid the bloom of AIEC
due to the opening of an ecological niche favorable to AIEC growth. This suggests that the development
of strategies specifically targeting AIEC should be encouraged, as proposed below.

Conjugative Bacteria and CRISPR

Conjugation is one of the most efficient horizontal gene transfer mechanisms used by bacteria
to spread pathogenicity islands and antibiotic-resistant genes to neighboring bacteria. A conjugative
plasmid has been successfully used to transfer the clustered regularly interspaced short palindromic
repeat (CRISPR) nuclease machinery (Cas9 enzyme + sgRNA) from E. coli to Salmonella enterica, leading
to Salmonella killing [187]. This strategy has also been used to selectively remove antibiotic-resistant
genes in Enterococcus faecalis in vitro andin vivo [188]. These results clearly show that a conjugative
probiotic strain could be used to deliver the CRISPR-Cas9 system to pathobiont bacteria through the
use of a RNA guide targeting specific gene of E. coli or more specifically, targeting polymorphisms
highly prevalent in AIEC strains (FimH pathoadaptive mutations for example). Our hypothesis is that
the use of probiotic bacteria, harboring a conjugative plasmid encoding for CRISPR machinery, and
specific RNA guide would lead to the specific and controlled killing of AIEC bacteria without altering
other members of the microbiota. This would lead to a precise engineering of complex microbiota with
the elimination of very specific strains within a multibacterial environment (Figure 4).

7.3. Activation of Autophagy

Upon AIEC infection, autophagy is induced and enables to limit intracellular replication of
AIEC and therefore their persistence. But, as described earlier, CD-associated variants exist in
autophagy-related genes such as ATG16L1, IRGM, or NOD2 impairing autophagy and favoring
AIEC intracellular replication and persistence in the gut. Lapaquette et al. demonstrated that
physiological (starvation) and pharmacological (rapamycin) induction of autophagy prevented AIEC
intracellular replication and pro-inflammatory cytokines release in NOD2–/– murine macrophages [120].
Azathioprine, a current IBD drug, activated autophagy in THP-1 macrophages in vitro enhancing
the clearance of intracellular AIEC and reduced the pro-inflammatory response. This drug activated
also autophagy in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from pediatric patients even in
PBMC presenting a CD-associated variant for ATG16L1 [189]. Hence, in CD patients presenting
polymorphisms in autophagy-associated genes, activation of autophagy with pharmacological drugs



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 3734 21 of 34

might be an interesting therapeutic solution to limit AIEC persistence and inflammation. In addition,
a recent study revealed that resveratrol, a micronutrient present in grapes and wine, boosted autophagy
favoring autophagy-dependent clearance of AIEC in vitro in IECs. That would imply that such
compound might be also used in CD patients to stimulate autophagy and promote AIEC clearance [190]
(Figure 4). On the other hand, it seems important to evaluate the efficacy of pharmacological activation
of autophagy in CD patients harboring polymorphisms in autophagy genes before proposing a clinical
trial based on this strategy, since these autophagy-activating treatments might not be effective for
patients with genetic autophagy defects.

7.4. Nutritional Interventions

In this review, we described many environmental factors favoring the encroachment of AIEC
bacteria to the intestinal epithelium. Nutritional interventions are of great interest to limit the
colonization of AIEC bacteria and to favor the expansion of beneficial bacteria in the microbiota of CD
patients. We previously revealed that a methyl-donor-deficient diet (deficient in folate and vitamin B12)
led to an overexpression of CEACAM6 favoring AIEC intestinal colonization. Moreover, Kitamoto
and colleagues revealed that the metabolism of AIEC shifted toward the catabolism of L-serine in
the inflamed gut in order to maximize AIEC growth, and outcompete with commensal bacteria, and
that depletion of the serine from the diet limited AIEC overgrowth under inflammatory conditions.
In addition, polysaccharides are commonly added to processed foods to improve palatability, and it
has been demonstrated that AIEC exposure to maltodextrin, a polysaccharide derived from starch
hydrolysis, induced the expression of type I pili enhancing AIEC LF82 biofilm formation and bacterial
adhesion to IECs in vitro [191].

Based on these observations, one dietary strategy could be to supplement the diet of CD patients
harboring AIEC bacteria with methyl donor molecules, to prevent CEACAM6 abnormal expression,
and to limit the intake in serine and maltodextrin, to prevent the blooming and gut colonization of
AIEC. Prebiotics could also be offered to CD patients to favor the growth and activity of protective
bacteria which would limit the implantation of AIEC pathobionts; this therapeutic option being
supported by the fact that two prebiotics, arabinoxylans and inulin, can repress AIEC from mucus in
mucosa-comprising gut model [150].

7.5. Flagellin Vaccination

As already mentioned, increased levels of flagellin in feces are observed upon AIEC infection in
genetically predisposed T5KO mice [30]. Flagellin is a known trigger of intestinal inflammatory response
through the activation of TLR5 and NLRC4. In this way, stimulating adaptive immunity against
flagellin could be a means to reduce AIEC persistence within the gut and to limit the inflammation.
Weekly administration of flagellin to WT mice resulted in increased levels of anti-flagellin IgA in
the serum and the feces and altered the composition of the gut microbiota associated with increased
IgA-coated bacteria, reduced levels of fecal flagellin, and decreased microbiota encroachment [192].
Thus, flagellin administration decreased the pro-inflammatory potential of the microbiota and the
presence of flagellated bacteria. Moreover, flagellin administration protected WT mice against a colitis
induced by immune dysregulation (injection of IL-10 receptor-neutralizing antibody). Based on these
data, it would be interesting to test if the strong anti-flagellin IgA response following administration
of flagellin promotes the elimination of AIEC and reduces the inflammatory response in vivo upon
AIEC infection (Figure 4). Of note, AIEC bacteria have been shown as highly targeted by IgA in
CD-associated spondyloarthritis patients’ microbiota, reinforcing the hypothesis that such a flagellin
vaccine-based strategy could benefit CD patients [193].

In conclusion, several promising therapeutic approaches exist whose efficacy has been
demonstrated in in vitro and in vivo models and some of them are currently under validation
in ongoing clinical trials. Further studies need to be conducted to deepen the achieved results and to
check the safety of such treatments while new strategies are further proceeded.
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8. Future Directions

Many studies have clearly shown the association between the abnormal prevalence of AIEC
bacteria in CD patients and the onset of the disease, mostly in industrialized countries. In contrast,
very few studies highlighted the presence of these pathobiont bacteria in “in-development” countries
such as in South East Asia and Middle East countries, despite the huge increase in the incidence of IBD
during the last 10 years. It seems important to evaluate whether AIEC bacteria are common actors in
CD all around the world.

One important point in the study of AIEC is the phenotypical characterization of these bacteria.
To date, this characterization is not well-standardized in all the laboratories around the world. An effort
should be done to standardize the experiments aiming at characterizing these strains to obtain robust
prevalence test of AIEC in CD population. The phenotypical characterization is a long process and
requires time-consuming experiments before concluding whether the isolated bacteria are AIEC or
not. Hence, it seems necessary to develop new tool for a simplified and standardized identification
of AIEC bacteria. Instead of studying the bacteria itself, AIEC-specific biomarkers expressed by host
cells could be identified (which is one of the aims of the MOBIDIC clinical trial). As an example,
immune-dominant antigens expressed by AIEC, leading to an important humoral response, could be
identified and could help the development of serological assay predictive of the carriage of AIEC in
CD patients. In the case a humoral response specific to AIEC bacteria would exist, future researches
could focus on the development of vaccinal therapies to prevent AIEC overgrowth.

Finally, preclinical models of CD confirmed the causal or contributing role of AIEC bacteria to
the development of CD. However, showing that specifically removing AIEC from intestinal mucosa
(as performed in many ongoing clinical trials described above) in CD patients limits the symptoms and
relapses of the disease is necessary to validate the role of these bacteria in CD and to propose AIEC
targeting as a relevant therapy in CD.

To conclude, efforts to better understand the physiology of these bacteria and to elucidate their
exact role in CD need to be pursued. It will not only improve diagnostic approaches but will also
offer new therapeutic arsenal to propose personal therapies to CD patients colonized by pathobiont
AIEC bacteria.
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Abbreviations

AIEC Adherent-invasive Escherichia coli
AJC Apical junctional complex
ASF Altered Schaedler Flora
ATG16L1 Autophagy Related 16 Like 1
CBD Chitin-binding domain
CD Crohn’s disease
CEABAC10 Carcinoembryonic antigen bacterial artificial chromosome 10
CEACAM6 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6
CHI3L1 Chitinase 3-like-1
CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeat
DSS Dextran sulfate sodium
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EAEC Enteroaggregative Escherichia coli
ETEC Enterotoxigenic Escherichia coli
FAE Follicle-associated epithelium
GI Gastrointestinal tract
GP2 Glycoprotein 2
GPI Glycosylphosphatidylinositol
HF/HS High-fat/high sugar
HIF-1 Hypoxia-inducible factor-1
HM n-Heptyl α-D-mannose
IBD Inflammatory bowel disease
IECs Intestinal epithelial cells
IL Interleukin
IRGM Immunity-related GTPase family M
LP Lamina propria
LPF Long polar fimbriae
LPS Lipopolysaccharide
LRR Leucin rich repeat
MAMP Microbe-associated molecular pattern
MAPK Mitogen-activated protein kinase
MDM Monocyte-derived macrophages
MDP Muramyl dipeptide
MEF Mouse embryonic fibroblasts
miRNAs MicroRNAs

MOBIDIC
MOlecular BIomarkers and Adherent and Invasive Escherichia coli
(AIEC) Detection Study in Crohn’s Disease Patients

NF-κB Nuclear factor-kappa B
NLR NOD-like receptor
NLRC4 NLR family CARD domain-containing protein 4
NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain 2
O-GlcNAc O-linked β-N-acetylglucosamine
OMV Outer membrane vesicles
PA Propionic acid
PBMC Peripheral blood mononuclear cells
PP Peyer’s patches
PRR Pattern recognition receptors
SCFA Short-chain fatty acids
SNP Single nucleotide polymorphisms
T5KO Toll-like receptor 5-deficient
T6SS Type IV secretion system
TGF-β Transforming growth factor beta
TJ Tight junctions
TLR Toll-like receptor
TNF-α Tumor necrosis factor alpha
Tnseq Transposon mutagenesis coupled with next-generation sequencing
UC Ulcerative colitis
WT Wild-type
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Objectifs du travail de recherche 
 

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de l’intestin (MICI) qui se 

caractérise par une inflammation chronique du système digestif. Cette maladie, incurable à ce jour, 

évolue par poussées inflammatoires entrecoupées de période de rémission clinique (Roda et al., 2020; 

Torres et al., 2017). L’étiologie de la MC est complexe impliquant des prédispositions génétiques, des 

facteurs environnementaux ainsi que des altérations du microbiote intestinal. Notamment, les bactéries 

pathobiontes Escherichia coli adhérentes et invasives (AIEC) sont particulièrement trouvées au niveau 

de la muqueuse iléale des patients atteints de MC comparativement à des sujets contrôles (Darfeuille-

Michaud et al., 1998, 2004; Palmela et al., 2018). Cependant, les mécanismes menant à cette 

colonisation anormale n’ont pour le moment pas été totalement caractérisés. Depuis quelques années, 

l’implication des facteurs épigénétiques dans la pathogenèse de la MC est étudiée. Des altérations 

épigénétiques ont notamment été observées chez les patients, telles que des modifications des niveaux 

d’acétylation des histones ou une diminution de l’expression des HDACs (Friedrich et al., 2019; 

Tsaprouni et al., 2011). 

L’ensemble des travaux réalisés au cours de ma thèse a eu pour objectif principal de mieux 

comprendre l’interaction entre les bactéries AIEC et l’épithélium intestinal. Pour répondre à cet objectif, 

mon travail de recherche s’est articulé autour de 2 axes principaux : i) identifier les facteurs 

épigénétiques et environnementaux contrôlant l’implantation des bactéries AIEC chez les patients, et ii) 

développer un nouveau modèle murin pour l’étude de l’interaction AIEC-épithélium intestinal.  

- Identification d’acteurs épigénétiques impliqués dans le contrôle de l’infection des 

cellules épithéliales intestinales par les AIEC. Ce premier axe a été structuré en 3 parties :  

� Étude du rôle des HDACs dans le mécanisme d’infection des cellules épithéliales 

intestinales par les bactéries AIEC.  

Pour cela, l’activité et l’expression des HDACs ont été inhibées in vitro et dans le modèle murin 

CEABAC10, permettant d’identifier HDAC1 et HDAC5 comme des acteurs centraux et antagonistes de 

la régulation de l’entrée des AIEC au sein des CEIs. Aussi, à partir d’une large cohorte de patients 

atteints de MC, il a pu être démontré que l’expression de HDAC1 et HDAC5 corrélait avec la quantité 

d’Entérobactéries associées à la muqueuse iléale de patients et qu’il y avait une dérégulation de 

l’expression de ces deux HDACs chez les patients porteurs de bactéries AIEC. L’effet d’un régime 

alimentaire enrichi en graisses (HF) a également été étudié afin de déterminer s’il pouvait être à l’origine 

du déséquilibre de l’expression des HDACs observé chez les patients. Les résultats ont révélé que le 

régime HF créerait un microenvironnement spécifique dans l’intestin favorisant l’accès des AIEC aux 

CEIs, où elles peuvent moduler l’épigénome de l’hôte à leur avantage afin de coloniser. Ces travaux 
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seront présentés sous forme d’article scientifique, récemment publié dans le journal « Gut Microbes » 

(Chervy et al., 2022). 

� Identification des mécanismes moléculaires sous-jacents de la régulation HDAC-

dépendante de la colonisation intestinale par les AIEC.  

Le but de ce travail de recherche était de mieux comprendre comment HDAC1 et HDAC5 contrôlaient 

la colonisation intestinale par les AIEC. Pour cela, nous avons identifié les gènes et les voies cellulaires 

régulés par ces HDACs grâce à une analyse transcriptomique des cellules Caco-2 transfectées avec des 

siARNs dirigés contre HDAC1 et HDAC5. Cela a permis de mettre en évidence que HDAC1 régulait 

l’expression de gènes impliqués dans la formation du cytosquelette d’actine, mais également les voies 

de signalisation associées à la synthèse de cytokines, tandis que HDAC5 était impliqué dans la régulation 

de l’organisation des jonctions cellulaires. De manière plus spécifique, GCNT1 a été identifié comme 

un gène cible de HDAC1 et HDAC5 impliqué dans la régulation de la colonisation intestinale par les 

Entérobactéries. Enfin, l’analyse du transcriptome a également été réalisée sur des cellules transfectées 

avec les siARNs et infectées avec la souche AIEC LF82, révélant notamment que HDAC1 tempérait la 

réponse inflammatoire induite par l’infection. Ces résultats seront présentés ici sous forme de résultats 

complémentaires, ils feront l’objet d’une publication après une validation fonctionnelle des phénotypes 

observés. 

� Effets du régime occidental sur les marques épigénétiques et l’expression des gènes au 

niveau iléal. 

L’activité HDAC a été étudiée dans des cellules épithéliales intestinales d’iléon de souris, révélant que 

la consommation d’un régime HF enrichi en graisses diminuait l’activité enzymatique globale au niveau 

iléal. Afin d’étudier l’effet du régime sur l’expression des gènes, une analyse transcriptomique a été 

réalisée sur des échantillons d’iléon de ces souris sous régime HF. Nous avons constaté que le régime 

induisait une diminution de l’expression de HDAC5 et du ratio HDAC1/HDAC5, conditions favorisant 

la colonisation intestinale par les AIEC, et qu’il réprimait aussi l’expression de gènes impliqués dans la 

reconnaissance et la prise en charge des bactéries. En étudiant les mêmes gènes en condition d’infection, 

nous avons observé un effet similaire entre infection et régime HF, sans effet cumulatif, l’effet du régime 

semblant plus important. Il apparaît ainsi que le régime HF créerait un microenvironnement spécifique 

au niveau de l’iléon, qui serait favorable à l’implantation des bactéries pathobiontes AIEC au niveau de 

la muqueuse. Ces résultats seront présentés ici sous forme de résultats complémentaires, ils feront l’objet 

d’une publication après une validation fonctionnelle des phénotypes observés. 
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- Mise au point d’un nouveau modèle murin pour l’étude de l’interaction AIEC-épithélium 

intestinal.  

Au cours de ce travail, le modèle murin transgénique « Vill-hCC6 » a été généré et caractérisé. 

Dans ce modèle, l’expression du gène humain CEACAM6 est contrôlée par le promoteur du gène murin 

Villin, permettant de reproduire la surexpression anormale de CEACAM6 au niveau de l’intestin grêle 

des animaux. Il a été démontré ex vivo que la surexpression de CEACAM6 par les entérocytes de 

l’intestin grêle corrélait avec un haut niveau de glycosylation de la muqueuse intestinale, favorisant 

l’adhésion des bactéries AIEC. In vivo, les bactéries AIEC persistaient davantage, d’une manière FimH-

dépendante, dans la muqueuse iléale des souris transgéniques comparativement aux souris sauvages, 

validant ce nouveau modèle qui pourra désormais être utilisé comme modèle d’étude de l’infection par 

les AIEC in vivo. Ce travail sera présenté ici sous forme d’article scientifique, récemment publié dans 

le journal « Disease Models & Mechanisms » (Sivignon et al., 2022).  
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Introduction de la publication n°1 
 

Un des principaux facteurs environnementaux mis en cause dans la pathogenèse de la MC est le 

régime alimentaire, et plus précisément la consommation d’un régime alimentaire dit « occidentalisé ». 

Ce type de régime, enrichi en sucres, en graisses, en aliments transformés et pauvres en fibres est associé 

à un risque accru de développer la MC (Chiba et al., 2019; Gill et al., 2022; Lo et al., 2020; Narula et 

al., 2021). De plus, les patients atteints de la MC présentent une dysbiose caractérisée par une diminution 

de l’abondance et des modifications de la diversité microbienne, avec notamment une expansion des 

Protéobactéries (Alam et al., 2020; Frank et al., 2007; Gevers et al., 2014; Manichanh et al., 2006; 

Pascal et al., 2017; Walker et al., 2011; Wright et al., 2015). De manière plus spécifique, un pathotype 

particulier d’Escherichia coli, les Escherichia coli adhérents et invasifs (AIEC), colonise anormalement 

la muqueuse iléale des patients, la prévalence des AIEC variant de 21 à 62% chez les patients atteints 

de MC contre 0 à 19% chez les contrôles (Baumgart et al., 2007; Darfeuille-Michaud et al., 2004; 

Martinez-Medina et al., 2009; Nadalian et al., 2021; Palmela et al., 2018; Raso et al., 2011). Il a été 

démontré, dans des modèles murins de susceptibilité, que l’infection par ces bactéries pathobiontes 

induisait la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et augmentait la perméabilité intestinale, 

suggérant que ces bactéries participeraient au déclenchement et/ou au maintien de la MC (Carvalho et 

al., 2009; Denizot et al., 2012). Enfin, il a été révélé que le régime de type occidental augmentait 

fortement la capacité des bactéries AIEC à coloniser la muqueuse intestinale in vivo (Agus et al., 2016; 

Martinez-Medina et al., 2014). 

Depuis quelques années, une attention nouvelle est portée sur les facteurs épigénétiques et leurs 

rôles dans la pathogenèse de la MC. La plupart des études se sont intéressées aux modifications des 

profils de méthylation de l’ADN dans le contexte de la MC (Hornschuh et al., 2021; Howell et al., 2018; 

Moret-Tatay et al., 2019; Serena et al., 2020; Somineni et al., 2019; Ventham et al., 2016). Cependant, 

peu de travaux se sont concentrés sur les modifications post-traductionnelles des histones (Hornschuh 

et al., 2021). Comme décrit dans l’introduction bibliographique, il a été montré dans des modèles in vivo 

d’inflammation intestinale que l’histone H4 était significativement plus acétylée dans les tissus 

enflammés des animaux présentant une colite comparativement aux animaux contrôles. Le niveau 

d’acétylation global de H4 était également plus élevé dans des biopsies enflammées et au niveau des 

plaques de Peyer issues de patients atteints de MC comparativement à des tissus contrôles d’individus 

sains et des tissus non enflammés issus de patients souffrant de MC, ce qui suggère une association entre 

l’acétylation des histones et l’inflammation intestinale dans la MC (Tsaprouni et al., 2011). Concernant 

les HDACs, une diminution globale de l’expression de 8 HDACs a été observée dans des cellules 

épithéliales intestinales (CEIs) isolées de biopsies coliques de patients en situation de poussées 

inflammatoires comparativement à des sujets sains, ce qui pourrait potentiellement expliquer 
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l’augmentation du niveau d’acétylation des histones observée par Tsaprouni et collaborateurs (Friedrich 

et al., 2019). 

À ce jour, les mécanismes conduisant à la colonisation anormale de la muqueuse iléale par les 

Entérobactéries et plus spécifiquement par les bactéries pathobiontes AIEC chez les patients atteints de 

MC n’ont pas été entièrement caractérisés. Ainsi, les objectifs principaux de cette étude ont été : (1) 

d’étudier l’acétylation des histones chez les patients atteints de MC et porteurs d’AIEC, (2) de 

déterminer le rôle des HDACs dans la colonisation des CEIs par les AIEC dans des modèles in vitro et 

in vivo et de valider les données dans une cohorte de patients, et (3) d’étudier l’implication du régime 

alimentaire de type occidental dans la régulation de l’acétylation des histones et des HDACs in vivo. 
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Epigenetic master regulators HDAC1 and HDAC5 control pathobiont 
Enterobacteria colonization in ileal mucosa of Crohn’s disease patients
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ABSTRACT
Adherent-invasive Escherichia coli (AIEC), which abnormally colonize the ileal mucosa of Crohn’s 
disease (CD) patients, are known to contribute to the etiopathogenesis of CD. Molecular mechan-
isms favoring AIEC ileal colonization have not been completely characterized yet. The aim of this 
study was to investigate whether epigenetic regulators histone deacetylases (HDAC) expression in 
intestinal epithelial cells of CD patients regulate Enterobacteria and AIEC encroachment to intest-
inal mucosa. HDAC were inhibited in vitro and in CEABAC10 mice to decipher their involvement in 
the entry of AIEC within host cells. CD ileal samples from the REMIND cohort were used to study the 
relationship between HDAC expression level and Enterobacteria/AIEC colonization in patients. Mice 
were fed a westernized diet and orally challenged with AIEC to determine the impact of diet on 
HDAC expression. Global level of acetylated histone H3 is higher in patients colonized by AIEC 
bacteria compared to patients non-colonized by Enterobacteria and HDAC inhibition-mediated H3 
hyperacetylation promotes the entry of AIEC bacteria within intestinal epithelial cells. HDAC1 and 
HDAC5 are central and antagonistic in the regulation of AIEC entry within host cells in vitro, in 
mouse models and in ileal mucosa of CD patients. In mice fed a western-type diet, AIEC infection 
decreases HDAC1 expression, inducing H3 hyperacetylation to favor their own colonization. CD 
patients under a western diet are more prone to be colonized by AIEC bacteria as such a diet affects 
intestinal homeostasis, enables AIEC access to intestinal mucosa where they then manipulate host- 
epigenome to their advantage.
Abbreviations: AIEC Adherent-Invasive Escherichia coli; BSA Bovine serum albumin; CD Crohn’s 
disease; CEABAC10 Carcinoembryonic antigen bacterial artificial chromosome 10; CEACAM 
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule; FBS Fetal bovine serum; IBD 
Inflammatory Bowel Disease; HAT Histone acetyltransferase; HDAC Histone deacetylase; kDa 
KiloDalton; SAHA Suberoylanilide Hydroxamic Acid; Scr Scramble
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Introduction

Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel 
disease (IBD) characterized by chronic inflamma-
tory disorders of the gastrointestinal (GI) tract 
affecting preferentially the young adult. No curative 
treatment exists for this debilitating and life-long 
disease which evolves in a relapsing and remitting 
manner. Only symptomatic treatments are avail-
able to limit the frequency and intensity of the 

inflammatory flares.1 Different factors are involved 
in the development of the disease such as genetic 
susceptibilities, environmental factors, and micro-
biota composition.

The incidence of this disease severely increased 
over the last few decades, industrialized countries 
with westernized lifestyle (North America, Europe, 
Australia . . .) presenting higher incidences than in 
in-development countries.2 One of the major 
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environmental factor involved in the etiology of CD 
is the type of diet, and more particularly the con-
sumption of a “western diet” in industrialized 
countries. This diet, characterized by a high intake 
of fats, sugar and processed foods and a reduced 
quantity of fibers, is associated with a higher risk to 
develop CD.3–7 Talking in regards with microbiota, 
most of patients present a dysbiosis with 
a reduction of the global microbial diversity, and 
an increase of the Proteobacteria phylum compared 
to healthy controls.8–10 Enterobacteria, members of 
the Proteobacteria phylum can represent up to 
100% of the aero-anaerobic microbiota associated 
with the ileal mucosa in CD and particular patho-
biont invasive strains of Escherichia coli, designated 
as the pathotype adherent-invasive E. coli (AIEC), 
have been found in higher prevalence in CD 
patients compared to healthy controls (21–63% vs 
0–19%).11–13 These pathobiont bacteria can parti-
cipate in the onset/maintenance of CD by inducing 
the secretion of pro-inflammatory cytokines and 
increasing intestinal permeability as demonstrated 
in genetically susceptible mouse model.14,15 In 
CEABAC10 transgenic mice model mimicking 
CD, animals fed a high-fat diet (HF diet, enriched 
in fats) presented dysbiosis with an increase in 
E. coli population as well as increased intestinal 
permeability. Thus, this diet induced low-grade 
intestinal inflammation and promoted AIEC intest-
inal colonization.16,17

In addition, CD patients present Paneth cells 
abnormalities with a reduced expression of 
defensins.18–20 In the work of Alkaissi et al.,21 CD 
patients expressed less human α-defensin 5 (HD5) 
and AIEC strain LF82 translocation was increased 
in follicle-associated epithelium (FAE) of CD 
patients compared to non-IBD controls. Tissue 
incubation with HD5 reduced AIEC LF82 bacterial 
passage, demonstrating that defensins are impor-
tant to regulate AIEC gut colonization. However, 
considering that some AIEC strains are resistant to 
these host defense peptides, a better characteriza-
tion of the molecular mechanisms promoting AIEC 
gut establishment in CD patients is required to 
develop specific therapeutic strategies.22

Recently, a renewed focus has been carried on 
the role of epigenetic marks in the pathogenesis of 
CD. Epigenetic modifications include DNA methy-
lation and histones post-translational modifications 

(HPTM) which control gene expression through 
the modulation of the structure of chromatin 
(formed by DNA and histones proteins) and acces-
sibility of transcription factors to DNA. Most of 
researches investigated DNA methylation modifi-
cations in CD.23–28 In contrast, only few studies 
focused on HPTM in the context of CD.29 Among 
HPTM, histones acetylation, mediated by histones 
acetyltransferases (HAT/KAT), loosens chromatin 
structure favoring binding of transcription factors 
and hence gene expression, whereas deacetylation 
of histones compacts chromatin limiting gene 
expression. Histones deacetylases (HDAC) catalyze 
the removal of acetyl group from histones and non- 
histones proteins. In humans, 18 HDAC exist 
divided into two families based on their depen-
dence on specific cofactors and the presence of 
a conserved deacetylase domain: the histone deace-
tylase (HDAC) family and the sirtuin family. The 
deacetylase family includes three classes: class 
I HDAC (HDAC1, 2, 3, 8), class II HDAC (subclass 
IIa: HDAC4, 5, 7, 9 and subclass IIb: HDAC6 and 
10), and class IV HDAC (HDAC11).30,31 HDAC, 
especially class I HDAC, are crucial in the regula-
tion of intestinal epithelial cell differentiation, and 
intestinal homeostasis since HDAC1 and HDAC2 
intestinal epithelial cells (IEC)-depleted mice pre-
sent tissue architecture defects with Paneth cell loss, 
altered barrier function and chronic basal 
inflammation.32–35 HDAC3ΔIEC mice also develop 
Paneth cell loss as well as impaired IEC functions 
and dysbiosis.36 Furthermore, in two animal mod-
els of intestinal inflammation, histone H4 was sig-
nificantly more acetylated in the inflamed tissue of 
animals with colitis compared to controls 
animals.37 Also, global acetylation level of histone 
H4 was significantly increased in inflamed biopsies 
and Peyer’s patches from CD patients compared to 
non-inflamed CD patients and controls demon-
strating an association between histone acetylation 
and intestinal inflammation in CD.37 Concerning 
HDAC, a global decrease of the expression of 8 
HDAC has been observed in human colonic epithe-
lial cells of CD patients with active disease com-
pared to controls.38 These misregulations of HDAC 
expression could explain the increased acetylation 
level in histones observed by Tsaprouni et al.37

Mechanisms leading to an abnormal coloniza-
tion of the ileal mucosa by Enterobacteria and more 
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specifically by E. coli pathobiont bacteria in CD 
patients have not been completely characterized 
yet. We hypothesize that in intestinal epithelial 
cells, there could be a deregulation of the activity 
or expression of HDAC. Since HDAC are respon-
sible for the deacetylation of histone and non- 
histone proteins such as transcription factors, 
their alteration would lead to the misregulation of 
genes, and some of them might be involved in the 
control of the entry of AIEC bacteria within cells. 
Hence, the resulting abnormal genes expression 
following HDAC alterations could facilitate 
Enterobacteria and hence AIEC bacteria encroach-
ment to intestinal mucosa. In this work, we show 
that patients colonized by AIEC bacteria present 
a higher level of acetylated histone H3 compared 
to patients non-colonized by AIEC bacteria. Using 
cellular and animal models, we reveal that HDAC1 
expression is central to prevent AIEC colonization 
of intestinal mucosa and that, in contrast, HDAC5 
expression favors AIEC encroachment. These 
results were confirmed in a large cohort of CD 
patients, in which we observed imbalanced 
HDAC1 and HDAC5 expression in AIEC-positive 
patients. Moreover, HDAC1 expression negatively 
correlated, whereas HDAC5 positively correlated, 
with Enterobacteria load associated with ileal 
mucosa in CD patients. We also observed that 
AIEC bacteria were able to modulate the host epi-
genome to their advantage in order to colonize the 
gut but only in mice fed a high fat diet, which 
present a specific gut micro-environment. Hence, 
our results identified HDAC1 and HDAC5 as cru-
cial regulators of pathobiont Enterobacteria coloni-
zation of ileal mucosa in CD patients and revealed 
that targeting HDAC5 could represent an interest-
ing therapeutic strategy to prevent AIEC coloniza-
tion as well as a food rebalancing.

Results

AIEC bacteria are preferentially associated with 

hyperacetylated histone H3 intestinal epithelium

The link existing between epigenetic modifications 
and pathobiont colonization remains unknown. In 
this context, we aimed to determine whether CD 
patients colonized by AIEC bacteria presented his-
tone acetylation alterations in intestinal epithelial 

cells. To this aim, the French multicentric 
REMIND cohort of CD ileal samples was used 
(Table S1). AIEC bacteria were identified by phe-
notypical characterization, and Enterobacteria load 
was quantified from ileal mucosa samples.39 The 
global acetylation level of the histone H3 was stu-
died by immunohistochemical staining using high 
dilution of primary antibody allowing only the 
detection of highly acetylated H3 nucleus. H3ac- 
positive and H3ac-negative epithelial cells were 
manually counted on mucosa samples from 
patients which were split into three groups: non- 
colonized by Enterobacteria (Enterobact -, n = 8), 
colonized by mucosa-associated E. coli (MAEC +, 
n = 10), and colonized by AIEC bacteria (AIEC +, 
n = 9). We observed that global H3 acetylation level 
was increased in MAEC + patients compared to 
patients non-colonized by Enterobacteria (median 
Enterobact -: 39.09% vs MAEC +: 53.02%). 
However, this increase did not reach significance. 
In contrast, we observed a significant increase of 
global H3 acetylation level in AIEC-carrier patients 
compared to patients non-colonized by 
Enterobacteria (median Enterobact -: 39.09% vs 
median AIEC +: 59.45%, p < .01) and compared 
to patients colonized by MAEC bacteria (median 
MAEC +: 53.02% vs median AIEC +: 59.45%, 
p < .05). Also, the percentage of H3ac-positive 
cells positively and significantly correlated with 
Enterobacteria load associated with the mucosa of 
patients (**p = .0093), demonstrating that H3 
hyperacetylation is associated with AIEC coloniza-
tion in ileal mucosa of CD patients (Figure 1 
andFigure S1).

HDAC inhibition favors the ability of AIEC bacteria 

to invade IECs in culture

As H3 acetylation is mostly regulated by 
HDAC, we hypothesize that HDAC could be 
central in the control of AIEC colonization. In 
order to understand whether HDAC regulate 
the entry of AIEC bacteria within host cells, 
Caco-2 IECs were pre-treated with a global 
HDAC inhibitor (class I and II inhibitor), sub-
eroylanilide hydroxamic acid (SAHA) at differ-
ent concentrations before infection with the 
AIEC reference strain LF82. Efficacy and safety 
of the HDAC inhibitor were confirmed through 
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Figure 1. AIEC bacteria are preferentially associated with hyperacetylated histone H3 intestinal epithelium. a: Immunohistochemical 
staining of pan-H3 acetylation mark on mucosa samples from patients non-colonized by Enterobacteria (Enterobacteria -) and 
colonized by AIEC bacteria (AIEC +). b: Percentage of H3ac positive cells in samples of patients non-colonized by Enterobacteria 
(n = 8), colonized by mucosa-associated E. coli (MAEC +, n = 10) or colonized by AIEC bacteria (AIEC +, n = 9). Bars represent medians. 
Mann-Whitney test, *p < .05, **p < .01. c: Correlation between the percentage of H3ac positive cells and Enterobacteria load in patients 
non-colonized by Enterobacteria (n = 8) and colonized by AIEC bacteria (n = 9). Correlation existing between two variables was 
assessed by a Spearman test. H3ac: acetylated H3.
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Figure 2. HDAC1 and HDAC5 oppositely control the entry of AIEC bacteria within host cell. a-b: Caco-2 cells were treated with 
increasing concentrations of HDAC inhibitor SAHA for 24 h before infection with the AIEC strain LF82 at MOI 100. Adhesive ability of 
AIEC strain LF82 was evaluated at 3 h post-infection (a) and a gentamicin protection assay was performed to evaluate invasive ability of 
the strain in the different conditions (b) (n = 4). c-f: Caco-2 cells transfected with control siRNA (siScr) or siRNAs directed against the 
different HDAC were infected with AIEC strain LF82 at MOI 100. Adherent (c,d) and invasive (e,f) bacteria were numbered at 3 h and 4 h 
post-infection respectively (n = 5). The results are the mean ± SD. One-way ANOVA, *p < .05, ***p < .001, ****p < .0001. MOI: 
multiplicity of infection, Lipof: lipofectamine, NT: untreated, Scr: scramble.

GUT MICROBES e2127444-5



the observation of a dose-dependent accumula-
tion of H3K9ac mark by western blot and of 
a cell viability between 78.9% and 95.9%, 
respectively (Figure S2A, B). At 3 h post- 
infection, adherent bacteria were numbered 
and no significant differences between condi-
tions were observed, demonstrating that HDAC 
are not involved in the AIEC adhesion process 
to IECs (Figure 2a). In contrast, a gentamicin 
protection assay revealed a significantly 
enhanced invasion ability of AIEC bacteria in 
SAHA-pretreated cells compared to DMSO 
control (vehicle) condition, with a dose- 
dependent effect (Figure 2b). Similar results 
were obtained in another cell line (T84) 
(Figure S3A-B). Hence, global HDAC inhibi-
tion increases the ability of AIEC bacteria to 
invade IECs, indicating that a physiological 
HDAC activity is essential to limit the entry 
of AIEC pathobiont bacteria within IECs.

HDAC1 and HDAC5 oppositely control the entry of 

AIEC bacteria within host cell

SAHA treatment leads to a global HDAC inhi-
bition. Hence, to identify which HDAC are 
specifically involved in the regulation of inva-
sion process, Caco-2 cells were transfected with 
siRNAs directed against the different classical 
HDAC (class I: HDAC1, 2, 3, 8 and class II: 
HDAC4, 5, 6, 7) to knock-down their expres-
sion. Efficacy of siRNAs was ensured by wes-
tern blot (Figure S2C). Cells were infected 
with AIEC 48 h after transfection, and no dif-
ference in the adhesion ability was observed 
following the knock-down of the different 
HDAC, confirming that HDAC do not regulate 
AIEC adhesion to IECs (Figure 2c, d). 
However, we observed that significantly more 
bacteria invaded IECs following the silencing of 
HDAC1 compared to the control condition 
siScr (mean siScr: 1.09 × 105 CFU/wells vs 
mean siHDAC1: 1.90 × 105 CFU/wells, 
p < .001) (Figure 2e). In contrast, less invasive 
AIEC LF82 bacteria were numbered in cells 
with silenced HDAC5 compared to control 
condition (mean siScr: 1.09 × 105 CFU/wells 
vs mean siHDAC5: 6.54 × 104 CFU/wells, 
p < .05) (figure 2f). We obtained equivalent 

results in T84 cell line (Figure S3C). These 
results demonstrate that HDAC1 and HDAC5 
control the entry of AIEC bacteria within host 
cells but in opposite ways: HDAC1 limits AIEC 
entry within host cells, whereas HDAC5 pro-
motes the invasion process. Similar results were 
obtained with three others AIEC strains, sug-
gesting that HDAC-mediated control of AIEC 
invasion is a common mechanism to AIEC 
pathobionts (Figure S4).

Class I HDAC inhibition favors AIEC colonization but 

HDAC5 inhibition limits AIEC colonization in vivo

To confirm our in vitro data, CEABAC10 trans-
genic mice, overexpressing the human CEACAM6 
gene used by AIEC to bind IECs,40,41 were daily 
intraperitoneally injected with MS-275, a class 
I HDAC inhibitor, during 5 days to inhibit 
HDAC1. MS-275 treatment efficacy in colonic 
epithelium was confirmed by analysis of global 
acetylation level of histone H3 by western blot 
(Figure S5). Mice were then infected with the 
AIEC strain LF82 and intestinal colonization was 
followed up (Figure 3a). From day 3 post-infection 
until the end of the experimentation, significantly 
more bacteria were present in the stools from MS- 
275-treated mice compared to feces from control 
mice receiving only the vehicle of the inhibitor 
(Figure 3b). Moreover, significantly more AIEC 
bacteria associated with the colonic mucosa were 
numbered in MS-275-treated mice compared to 
control mice for which no AIEC bacteria were 
associated with the colonic mucosa 7 days post- 
infection (median Vehicle + LF82: 1.00 CFU/g of 
tissue vs median MS-275 + LF82: 1.11 × 104 CFU/g 
of tissue, p < .05) (Figure 3c). These results show 
that MS-275-treated mice are more susceptible to 
AIEC infection than mice treated with the vehicle. 
Thus, class I HDAC activity is required to prevent 
AIEC intestinal colonization in vivo.

A similar experiment was conducted in 
CEABAC10 mice which were daily intraperitone-
ally injected with LMK-235, a selective inhibitor of 
HDAC4 and HDAC5, during the whole experiment 
in order to block HDAC5 activity. Mice were 
infected after 5 days of treatment with the AIEC 
strain LF82 and intestinal colonization was studied 
(Figure 3a). At day 4 post-infection, significantly 
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Figure 3. Class I HDAC activity prevents AIEC colonization whereas HDAC4/5 activity favors AIEC colonization in vivo. a: Experimental 
protocols of treatment and infection used in the study. b-e: AIEC LF82 load in feces at different days post-infection (b, d) and AIEC LF82 
bacteria associated with colonic mucosa 7 days (c) or 4 days post-infection (e) were quantified on selective agar plates (n = 7 or 8). Bars 
represent medians. Mann-Whitney test, *p < .05, **p < .01, ***p < .001.
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less AIEC bacteria were present in the feces of 
LMK-235-treated mice compared to feces of vehi-
cle-treated mice (median Vehicle + LF82: 4.12 × 106 

CFU/g of feces vs median MS-275 + LF82: 
1.44 × 105 CFU/g of feces, p < .05) (Figure 3d). 
Also, significantly less bacteria associated with the 
colonic mucosa in LMK-235-treated mice were 
numbered at day 4 post-infection, compared to 
control mice (median Vehicle + LF82: 1.01.104 

CFU/g of feces vs median MS-275 + LF82: 1.00 
CFU/g of feces, p < .05) (Figure 3e). These results 
demonstrate that LMK-235 inhibitor favors AIEC 
clearance reducing mice susceptibility to AIEC 
infection. Hence, in vivo, HDAC5 activity promotes 
AIEC intestinal colonization. Therefore, these 
experiments demonstrate the opposite role of class 
I HDAC, HDAC1 particularly, and HDAC5 in the 
regulation of AIEC intestinal colonization with 
a protective role of HDAC1, and a detrimental 
part of HDAC5 confirming our observations in 
cellular model.

HDAC1 and HDAC5 expression correlate with 

Enterobacteria load associated with ileal mucosa in 

CD patients

As we identified the roles of HDAC1 and HDAC5 in 
the control of the entry of AIEC bacteria within host 
cells, we then addressed the relationship existing 
between HDAC1, HDAC5 expression and 
Enterobacteria in CD patients’ ileal mucosa. To this 
aim, REMIND cohort transcriptomic analysis was 
used to determine HDAC1 and HDAC5 expression 
levels in ileal mucosa42 as well as quantification of 
Enterobacteria load from ileal mucosa samples from 
each 171 samples (Table S1 and Figure S6). CD 
patients colonized by Enterobacteria (MAEC + and 
AIEC +) were split into two groups based on their 
HDAC1 expression level (50% of patients with high 
HDAC1 expression and 50% of patients with low 
HDAC1 expression, the cutoff value used was the 
median of HDAC1 expression level). Interestingly, 
we observed that patients having HDAC1 low 
expression were significantly more colonized by 
Enterobacteria compared to patients with high 
HDAC1 expression (median HDAC1 low: 73 846 
CFU/g vs median HDAC1 high: 6 154 CFU/g, 
p < .05) (Figure 4a). Moreover, HDAC1 expression 
negatively correlated with Enterobacteria load 

associated with inflamed ileal mucosa although the 
correlation did not reach significance (p = .0621) 
(Figure 4b). The same analysis was performed 
using HDAC5 expression levels. We observed an 
increase in Enterobacteria load in inflamed ileal 
mucosa of CD patients expressing high level of 
HDAC5, compared to patients’ mucosa with low 
HDAC5 expression level (Figure 4c). Interestingly, 
a statistically significant positive correlation was 
observed between HDAC5 expression level and 
Enterobacteria load associated with ileal mucosa 
(p = .031) (Figure 4d). These results support our 
in vitro data and further confirm that HDAC1 and 
HDAC5 expression levels are involved in the control 
of the load of Enterobacteria associated with ileal 
mucosa in CD patients.

AIEC bacteria were identified by phenotypical 
characterization in CD patients’ ileal samples 
from the REMIND cohort and patients were split 
into three groups: Enterobact -: patients non- 
colonized by Enterobacteria (n = 95), MAEC +: 
patients colonized by mucosa-associated E. coli 
(MAEC) (n = 51), AIEC +: patients colonized by 
AIEC (n = 25). HDAC5 expression level was stu-
died by immunostaining. We observed that the 
intensity of HDAC5 signal was higher in AIEC + 
patients compared to MAEC + patients and 
patients non-colonized by Enterobacteria 
(Enterobact -: 44.4% of samples with signal inten-
sity ≥2, MAEC +: 55.6% of samples with signal 
intensity ≥2 vs AIEC +: 88.9% of samples with 
signal intensity ≥2), demonstrating an association 
between HDAC5 high expression and AIEC colo-
nization (Figure 4e and Figure S7). Interestingly, 
the HDAC1/HDAC5 ratio expression was signifi-
cantly lower in AIEC-carrier CD patients compared 
to MAEC+ CD patients and patients non-colonized 
by Enterobacteria (figure 4f). These observations 
suggest that low HDAC1 expression and high 
HDAC5 expression could favor AIEC selection 
and colonization in CD patients and that imbalance 
between HDAC1 and HDAC5 expression could 
predispose CD patients to be colonized by AIEC 
bacteria. Also, the HDAC1/HDAC5 ratio expres-
sion negatively correlated with Enterobacteria load 
associated with inflamed ileal mucosa (p = .0315), 
suggesting that HDAC1/HDAC5 ratio expression 
could be predictive of the Enterobacteria load and 
AIEC colonization in CD patients (Figure 4g).
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Figure 4. HDAC1 and HDAC5 expression is correlated with Enterobacteria load associated with ileal mucosa. HDAC1 and 
HDAC5 expression levels and Enterobacteria load were quantified in mucosa samples of CD patients from the REMIND cohort. 
a: CD patients’ ileal samples were split into two groups based on HDAC1 expression level (50% in HDAC1 low expression group 
and 50% in HDAC1 high expression group). The load of Enterobacteria associated with ileal mucosa in each group is plotted on 
the graph. The results are median. Mann-Whitney test, *p < .05. b: Correlation between HDAC1 expression level and 
Enterobacteria load associated with ileal mucosa. c: CD patients’ ileal samples were split into two groups based on HDAC5 
expression level (50% in HDAC5 low expression group and 50% in HDAC5 high expression group). The load of Enterobacteria 
associated with ileal mucosa in each group is plotted on the graph. d: Correlation between HDAC5 expression level and 
Enterobacteria load associated with ileal mucosa. e: Immunohistochemical staining of HDAC5 on mucosa samples from patients 
non-colonized by Enterobacteria (Enterobact -), colonized by mucosa-associated E. coli (MAEC +) and colonized by AIEC bacteria 
(AIEC +). The intensity of the signal in samples was rated as following: 0- no signal, 1- low intensity signal, 2- high intensity 
signal, 3- very strong intensity signal (n = 9 samples/group) f: HDAC1/HDAC5 ratio expression in ileal mucosa of CD patients 
based on the absence of Enterobacteria associated with the mucosa (Enterobact -), the presence of mucosa-associated E. coli 
(MAEC +) and the presence of AIEC (AIEC +). Bars represent medians. Mann-Whitney test, *p < .05. g: Correlation between 
HDAC1/HDAC5 ratio expression and Enterobacteria load associated with ileal mucosa. Correlation existing between two 
variables was assessed by a Spearman test (one-tailed).
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AIEC infection alters host epigenome in HF-fed mice, 

enhancing AIEC intestinal colonization

So far, we demonstrated that the levels expression 
of HDAC1 and HDAC5 control the ability of 
pathobiont Enterobacteria to interact with the 
intestinal mucosa. However, we now need to 
understand the causes of the disequilibrium of 
HDAC expression in CD patients. It is known 
that the consumption of a diet enriched in fats, 
sugar with a reduced proportion of fibers is an 
environmental factor associated with a higher risk 
to develop CD.3–7 We hypothesize that diet could 
be responsible for the deregulation of HDAC1 and 
HDAC5 expression. Hence, we fed mice with 
a high-fat (HF) diet enriched in fats during 
4 weeks and studied HDAC1 and HDAC5 expres-
sion as well as the global acetylation level of the 
histone H3 by western blot. A light but significant 
increase in global acetylation level of H3 in colonic 
mucosa of HF-fed mice compared to mice fed 
a standard diet (Chow diet) was observed (median 
Chow: 1.381 vs median HF: 1.918, p < .05), whereas 
no significant change in HDAC expression was 
noticed between the two groups of mice 
(Figure 5). Since HF diet alters the intestinal barrier 
function allowing bacteria to reach the 
epithelium,16,17 we assessed the effect of a HF diet 
on the ability of AIEC bacteria to modulate histone 
acetylation in vivo. The infection with AIEC bac-
teria did neither induce significant modulations of 

HDAC1 and HDAC5 expression nor modification 
of H3 global acetylation in colonic mucosa of 
Chow-fed mice (Figure 6a-f). In contrast, in colonic 
mucosa of HF-fed mice, AIEC bacteria infection led 
to a significant decrease in HDAC1 expression 
(median HF: 0.738 vs median HF + LF82: 0.332, 
p < .01) and to a significantly reduced HDAC1/ 
HDAC5 ratio (median HF: 1.925 vs median HF + 
LF82: 0.904, p < .01), associated with a significant 
H3 hyperacetylation, which are the conditions we 
identified as promoting AIEC gut colonization 
(Figure 6g-k). Interestingly, we observed a positive 
correlation between H3 acetylation level and the 
load of AIEC bacteria associated with the colonic 
mucosa of HF-fed mice, similar to what we 
observed in CD patients (Figure 6l). Hence, these 
results indicate that HF diet creates a specific 
micro-environment in the gut allowing AIEC bac-
teria to reach intestinal epithelial cells and to mod-
ulate the host epigenome to its advantage, enabling 
invasion of host cells. We then confirmed the 
requirement of a HF-altered gut environment to 
allow AIEC-induced epigenetic alterations. Under 
infection with AIEC bacteria, a significant decrease 
in HDAC1 expression (median Chow + LF82: 0.759 
vs median HF + LF82: 0.456, p < .05), an increase in 
HDAC5 expression as well as a significantly 
reduced HDAC1/HDAC5 ratio (median Chow + 
LF82: 6.016 vs median HF + LF82: 2.682, p < .01) 
associated with H3 hyperacetylation were observed 

Figure 5. High-fat diet alters histone H3 acetylation in mice. a: Western blot targeting HDAC1, HDAC5 expression and H3ac 
mark in colonic mucosa of mice fed Chow or High-fat (HF) diet. b: Quantification of protein expression was performed by 
assessing band intensities using the Image Lab software (n = 7 mice/per group). Bars represent medians. Mann-Whitney test, 
*p < .05. H3ac: acetylated H3.
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in colonic mucosa of HF-fed mice compared to 
Chow-fed mice (Figure S8).

Discussion

CD patients are abnormally colonized by AIEC 
bacteria in ileal mucosa but the molecular mechan-
isms responsible for this increased susceptibility to 

carry AIEC bacteria are incompletely characterized. 
In this study, we first observed that H3 histone was 
more acetylated in patients colonized by AIEC bac-
teria compared to patients non-colonized by 
Enterobacteria or by MAEC bacteria. This observa-
tion led us to focus our study on the role of acetyla-
tion epigenetic regulators, such as histone 
deacetylases or HDAC, to determine whether 

Figure 6. AIEC infection alters host epigenome in HF-fed mice, enhancing AIEC colonization. a: Western blot targeting HDAC1, HDAC5 
and H3ac expression in colonic mucosa of Chow-fed mice uninfected or infected with AIEC strain LF82. G: HDAC1, HDAC5 and H3ac 
accumulation in colonic mucosa of HF-fed mice uninfected or infected with AIEC strain LF82 analyzed by western blot. b-e, h-k: 
Quantification of protein expression was performed by assessing band intensities using the Image Lab software (n = 7 mice/per group). 
Bars represent medians. Mann-Whitney test, **p < .01. f, l: Correlation between AIEC LF82 load associated with the colonic mucosa of 
Chow-fed mice (f) or HF-fed mice (l) and global H3 acetylation level. Correlation existing between two variables was assessed by 
a Spearman test. H3ac: acetylated H3.
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these players could have a role in the susceptibility 
of IECs to be colonized by Enterobacteria and more 
specifically by AIEC pathobiont bacteria. We 
observed that global HDAC inhibition favored the 
entry of AIEC within intestinal cells, demonstrating 
that HDAC activity limits the AIEC invasion pro-
cess within host cells. In the literature, Eskandrian 
et al33 demonstrated that HeLa cells treated with 
a global HDAC inhibitor, Trichostatin A, were 
more prone to be infected by the invasive bacteria 
L. monocytogenes than untreated cells,43 suggesting 
that regulation of infection by HDAC could be 
a common mechanism to invasive bacteria. In the 
work of Mombelli et al,44 global HDAC inhibition 
altered antibacterial defense of macrophages by 
reducing the phagocytosis and the killing of 
Escherichia coli and Staphylococcus aureus by 
mouse bone marrow-derived macrophages. 
Moreover, HDAC inhibition resulted in 
a decreased bacteria-induced production of reactive 
oxygen and nitrogen species by macrophages. 
Similarly, Corrêa et al45 showed that short-chain 
fatty acids and SAHA/MS-275 treatment altered 
phagocytic and killing bacteria capacities of neu-
trophils in mice infected with a pathogenic bacteria. 
These results strengthen the crucial role of HDAC 
in the control of infection by pathogens in different 
cell types.

The silencing of the different HDAC showed 
that two HDAC in particular, HDAC1 and 
HDAC5, regulate bacterial invasion process: 
while HDAC1 limits the AIEC entry within 
host cells, HDAC5 favors it. In the REMIND 
cohort of CD patients, we observed that in 
inflamed ileal mucosa, patients with low level 
of HDAC1 and high level of HDAC5 were 
more colonized by Enterobacteria and carried 
AIEC. Interestingly, a lower HDAC1/HDAC5 
ratio expression was associated with the pre-
sence of AIEC in the subgroup of 
Enterobacteria-colonized patients. Since no 
transgenic mouse model mimicking AIEC ileal 
colonization are currently available, the trans-
genic CEABAC10 mice model, which repro-
duces the AIEC colonic colonization, was used 
in this study. In this in vivo model, we demon-
strated that mice treated with MS-275 were 
more prone to AIEC infection compared to 
untreated mice, whereas LMK-235-treated 

mice were less susceptible to infection com-
pared to control mice confirming the role of 
class I HDAC and HDAC5 in AIEC intestinal 
colonization. Hence, it appears that HDAC1/ 
HDAC5 balance expression regulates host sus-
ceptibility to be colonized by Enterobacteria. 
Through promotion of intestinal inflammation, 
Enterobacteria colonization enhances the risk 
to select AIEC bacteria, the presence of these 
pathobiont bacteria associated with the 
patients’ ileal mucosa increasing the risk of 
relapse 6-month post-surgery as recently 
demonstrated by Buisson et al.39,46,47

Based on our data, two potential therapeutic 
strategies to limit Enterobacteria, and more 
specifically AIEC bacteria colonization could 
be to (1) activate HDAC1 expression/activity 
in intestinal epithelial cells or to (2) limit 
HDAC5 activity. However, the latter strategy 
seems more realistic than the former, as speci-
fic HDAC5 inhibitors have already been devel-
oped and used in different studies. Indeed, 
specific targeting of HDAC5 with HDAC5 
silencing or a specific HDAC5 inhibitor 
(LMK-235) was used in an in vivo sepsis 
model and it resulted in improved mice survi-
val and intestinal permeability, and in 
a reduced intestinal dysfunction.48 These data 
strengthen the hypothesis that HDAC5 inhibi-
tion could represent an interesting therapeutic 
alternative in the treatment of intestinal dis-
eases. Short-chain fatty acids (SCFA), mainly 
acetate, propionate and butyrate, are known 
microbiota-derived HDAC inhibitors and play 
an important role in the regulation of intestinal 
inflammation.49 However, the molecular 
mechanism leading to the protective effect of 
butyrate is not completely understood yet. It 
was demonstrated that butyrate induces disrup-
tion of the subcellular nuclear localization of 
HDAC5 while in another study, it was shown 
that butyrate attenuates angiotensin II–induced 
cardiac hypertrophy I in rats through the inhi-
bition of HDAC5.50,51 Hence, these studies 
clearly highlighted that butyrate can have an 
effect on HDAC5 activity and suggest that the 
beneficial effect of butyrate in IBD could be 
mediated through HDAC5 inhibition. It is 
also important to keep in mind that HDAC 
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are global regulators of genes expression and 
modulating such proteins activities could even-
tually lead to uncontrolled adverse effects. 
Therefore, it appears important to perform 
transcriptomic analysis to try to identify speci-
fic genes which could be involved in the con-
trol of AIEC entry within host cells in order to 
better understand the link between HDAC and 
AIEC colonization and to discover new poten-
tial target genes.

The higher incidence of CD in industrialized 
countries, where people are more exposed to 
smoking, westernized diet, air pollution or 
chronic stress, than in in-development countries 
directed us to consider that some environmental 
factor could alter HDAC1/HDAC5 expression. 
We focused the study on the effect of the con-
sumption of a western diet enriched in fats and 
sugar due to its association with a higher risk to 
develop CD and its detrimental effect on the 
intestinal barrier function and microbiota pro-
moting AIEC gut colonization.16 We demon-
strated that mice-fed a HF diet presented an 
increase in global H3 acetylation level although 
no significant change in HDAC1 and HDAC5 
expression was observed. This increased acetyla-
tion level can be the result of a decreased expres-
sion of others HDAC or the consequence of 
a reduced HDAC activity in HF-fed mice unde-
tectable by western blot. AIEC infection resulted 
in a decreased HDAC1/HDAC5 ratio associated 
with H3 hyperacetylation only in mice fed a HF 
diet. These misregulations were not observed in 
Chow-fed mice. Hence, consumption of 
a western diet impairs the gut homeostasis, creat-
ing a specific intestinal environment. This 
enables AIEC bacteria to reach the intestinal 
epithelium where they can alter the expression 
of epigenetic master regulators HDAC1 and 
HDAC5 to promote their entry within the host 
and to favor their colonization.

In this work, we highlighted the central role 
of chromatin global regulators, HDAC, in the 
interaction between Enterobacteria and intest-
inal epithelial cells in ileal mucosa of CD 
patients. Indeed, the balance between HDAC1 
and HDAC5 expression levels controls the abil-
ity of pathobiont Enterobacteria to interact 

with intestinal mucosa. We also demonstrated 
that HF diet creates a specific micro- 
environment within the gut which favors 
AIEC access to the epithelium where they can 
modulate the host epigenome to their advan-
tage in order to colonize (Figure 7). With these 
results, a food rebalancing toward 
a Mediterranean diet, which includes high- 
fiber foods associated with a reduced consump-
tion of fats and sugar, could limit AIEC gut 
colonization by restricting intestinal deregula-
tions promoting AIEC access to the epithelium 
and subsequent AIEC-induced HDAC imbal-
ance. We could also imagine combining 
HDAC5 targeting strategies with this healthier 
diet in order to increase the chances to limit 
Enterobacteria and AIEC colonization of the 
ileal mucosa in CD patients and prevent 
relapses.

Materials and methods

In vitro experiments

Intestinal epithelial cells culture and inhibitor 
treatment
Intestinal epithelial cells Caco-2, TC7 clone, were 
cultivated in DMEM medium supplemented with 
20% heat-inactivated fetal calf serum (FCS, 
Dutscher), 2 mM of glutamine (Gibco), vitamins 
(1%, Dutscher), amino acids (1%, Fisher) and anti-
biotics cocktail (penicillin, streptomycin, 
Amphotericin B, 1%, HyClone). Intestinal epithe-
lial cells T84 were cultivated in DMEM/F12 med-
ium supplemented with 10% heat-inactivated fetal 
calf serum (FCS, Dutscher), 2 mM of glutamine 
(Gibco), vitamins (1%, Dutscher), 10 mM of 
Hepes (Dutscher) and antibiotics cocktail (penicil-
lin, streptomycin, Amphotericin B, 1%, HyClone). 
Cells were seeded into 24-well culture plates at 
a density of 1.105 cells/well (Caco-2) or 4.105 cells/ 
well (T84) in a medium depleted of antibiotics and 
were incubated at 37°C in a humidified 5% CO2 
atmosphere for 24 h. Cells were treated with sub-
eroylanilide hydroxamic acid (SAHA, Sigma), 
a global HDAC inhibitor, prepared in DMSO at 
different doses (0.4/0.8/1.6/3.125/6.25/12.5 μM) 
during 24 h.
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Viability assay
SAHA cytotoxicity was assessed with a XTT 
Cell Viability Kit (30007, Biotium®) after 
a 24 h-treatment according to the 

manufacturer’s instructions. Briefly, 100 μL of 
activated XTT solution were added on each 
well. After 5 h of incubation, absorbance was 
measured at 450 nm and 630 nm.

Figure 7. HDAC1 and HDAC5 control Enterobacteria colonization in ileal mucosa of CD patients. The HDAC1/HDAC5 expression balance 
is crucial in the control of the interaction between Enterobacteria and intestinal epithelial cells in ileal mucosa of CD patients, a reduced 
HDAC1 expression associated with an increased expression of HDAC5 being conditions favoring Enterobacteria and AIEC gut 
colonization. Consumption of a high-fat diet leads to alterations of global H3 acetylation level and creates a specific micro- 
environment that allows AIEC bacteria to reach intestinal epithelium. In this environment, AIEC bacteria are able to imbalance 
HDAC1 and HDAC5 expressions to their advantage to colonize the gut mucosa. Targeting HDAC5 could represent an interesting 
approach to prevent AIEC colonization in CD patients. Ac: acetylation.
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siRNA transfection
Cells were seeded into 24-well culture plates at 
a density of 3.5 × 104 cells/well (Caco-2) or 
2.105 cells/well (T84) in a medium depleted of 
antibiotics 24 h before transfection. For each 
condition, siRNA and Lipofectamine® 2000 
(Caco-2) or RNAiMAX (T84) (Invitrogen) 
were separately diluted in Opti-MEM Reduced 
Serum Media (Gibco) and incubated 5 min at 
room temperature before mixing (V/V, final 
concentration = 10 nM). After 20 min of incu-
bation at room temperature, medium in each 
well was replaced with 200 μL of the mix and 
cells were incubated during 6 h at 37°C/CO2 
5%. Transfection was stopped by addition of 
800 μL/well of medium and cells were incu-
bated 48 h at 37°C/CO2 5%.

Bacterial strains, adhesion-invasion assays on IECs
AIEC strain LF82 used for all the experiments was 
isolated from a chronic ileal lesion of a patient with 
CD11 as well as the AIEC strains CEA614S, CEA618U 
and CEA212U.52 The day of infection, cells were 
washed twice with PBS before infection with the 
AIEC strains at a multiplicity of infection (MOI) of 
100 bacteria per cell. At 3 h post-infection, cells were 
washed twice with PBS and lysed with Triton 1X and 
serial dilutions of the lysates were plated on LB gelosis 
to number adhesive bacteria. For invasion assay, 
a gentamicin protection assay was performed to num-
ber invasive bacteria. Briefly, medium was replaced at 
3 h post-infection with medium supplemented with 
gentamicin (100 μg/mL) to kill extracellular bacteria. 
After 1 h of incubation, cells were lysed and invasive 
bacteria were numbered after dilution and plating of 
the lysates on LB gelosis.

In vivo experiments

Mice treatments
FVB/N female wild-type (WT) and CEABAC10 
transgenic mice40 were maintained in our animal 
care facilities at the University Clermont Auvergne 
(Clermont-Ferrand, France).

CEABAC10 mice were daily intraperitoneally- 
injected with MS-275 (5 months, 20 mg/kg, 
Selleckchem) during 5 days (n = 7) or with LMK- 
235 (6 weeks, 6 mg/kg, Sigma) during 8 days (n = 8). 

Mice used as controls only received the vehicle of the 
inhibitor (MS-275: 4% DMSO, 30% PEG300, distilled 
water (n = 7); LMK-235: 3.2% DMSO, 30% PEG300, 
5% Tween 80, distilled water, n = 8) (Figure 3a).

WT mice (8 weeks) were fed either a standard 
diet (Chow diet, A04, SAFE®) or a high-fat diet (HF 
diet) enriched in fats (U8957 Version 1, SAFE®) 
during 4 weeks. At the end of the 4 weeks, one 
half of mice were sacrificed and colon was collected.

All infected mice received either the inhibitor 
or the vehicle, the broad-spectrum antibiotic 
streptomycin in drinking water (2.5 g/L) during 
2 days to disrupt normal resident bacteria of 
intestinal microbiota and were orally challenged 
24 h later with 1.109 AIEC LF82 bacteria cul-
tured overnight in LB medium. Mice were sacri-
ficed 7 (MS-275), 4 (LMK-235) or 8 (HF diet) 
days after infection.

Follow-up of intestinal colonization by AIEC
AIEC LF82 in stools were counted regularly post- 
infection by homogenization in PBS and numera-
tion on selective agar plates containing Ampicillin 
(100 μg/mL) and Erythromycin (20 μg/mL). 
The day of sacrifice, colons were collected and 
washed in PBS. One centimeter was homogenized 
in 1 mL of PBS and serial dilutions were plated on 
selective agar plates to count mucosa-associated 
bacteria. Results are expressed in colony forming 
unit (CFU)/g of feces or CFU/g of tissue.

Analysis on CD patients: the REMIND cohort

Description of the REMIND cohort
Patients data are from a multicenter prospective 
study (9 centers) conducted by the REMIND 
group (REcherche sur les Maladies 
INflammatoires Digestives) which aimed to 
identify predictors of early post-operative endo-
scopic recurrence.53 Briefly, CD’s patients older 
than 18 years old, presenting ileal or ileocolonic 
CD and undergoing CD-related ileocolonic 
resection in absence of intestinal dysplasia or 
cancer were enrolled (Table S1). Mucosal sam-
ples were collected from the ileal side of the 
surgical specimen in the macroscopically 
inflamed area. All samples were stored at 
−80°C, at Nice Hospital Biobank (BB-0033- 
00025), University Côte d’Azur, France.
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Numbering of E. coli associated with ileal mucosa of 
CD patients
Samples collected during surgery were washed in 
phosphate-buffered saline (PBS), crushed (Ultra- 
Turrax, IKA) and incubated for 15 minutes on 
a tube rotator at room temperature in the presence 
of Triton 0.1X. Serial dilutions were then plated on 
the CPS differential medium (on which E. coli is 
pink, Klebsiella blue) or on selective Drigalski agar 
medium to quantify all the cultivable Gram- 
negative bacilli (mainly Enterobacteria). Results 
are expressed in CFU/g of ileal mucosa. E. coli 
identification was validated by mass spectrometry.

Identification of AIEC bacteria in ileal biopsies of CD 
patients
First, a pre-screening test was conducted on 45 
E. coli strains previously isolated from ileal biopsies. 
After mixing, the global abilities of these strains to 
invade intestine-407 epithelial cells (I-407, ATCC) 
were assessed. Briefly, a maximum of 45 strains per 
sample were equitably and extemporaneously 
mixed prior infection of I-407 cells at a MOI of 
100 bacteria/cell. After 3 h of infection, a 1 h- 
treatment with gentamicin (100 μg/mL) was per-
formed to kill extracellular bacteria. Cells were then 
lysed using Triton 1X and internalized E. coli of 
each mixture were numbered on agar plates. The 
E. coli K-12 strain (non-AIEC strain) was used as 
negative control whereas the AIEC reference strain 
LF82 served as positive control. AIEC bacteria from 
samples with an invasion rate greater than 0.1% of 
the original inoculum were characterized. AIEC 
characterization consisted in the analysis of the 
abilities of at least 4 E. coli strains per patients to 
adhere to and to invade intestinal epithelial cells as 
well as to survive and replicate within macro-
phages. Hence, gentamicin protection assays were 
conducted on I-407 epithelial cell line and THP-1 
macrophages (ATCC) as previously described.11

Immunohistochemical staining
Mucosal samples were embedded into paraffin and 
5 μm sections were cut with a microtome. After 
unwaxing and rehydratation of tissues, antigens 
retrieval was performed with citrate buffer 
(10 mM, pH 6). Endogenous peroxidases were 
blocked in PBS with H2O2 0.3% during 30 min 
and unspecific sites were blocked using PBS with 

BSA 1% for 1 h. Polyclonal rabbit pan-H3ac anti-
body (1/1000, #61637, Active Motif) or HDAC5 
antibody (1/500, #sc-133106, Santa Cruz 
Biotechnology) were diluted in PBS with BSA 
0.1% and incubated overnight at room tempera-
ture. Tissues were incubated 1 h at room tempera-
ture with a biotinylated secondary antibody diluted 
in PBS with BSA 0.1% before 30 min of incubation 
with peroxidase-conjugated streptavidin. For reve-
lation, Novared revelation kit (SK-4800, Vector) 
was used and tissues were counterstained with 
Mayer’s hematoxylin. Tissue were then dehydrated 
and slides were mounted using CytosealTM 60. 
Slides were scanned with Zeiss AxioScan Z1 (Carl 
Zeiss) and H3ac-positive (staining, brown nuclei) 
and H3ac-negative (unstained, blue nuclei) cells 
were counted manually. For HDAC5 staining, the 
intensity of the signal was rated as following: 0- no 
signal, 1- low intensity signal, 2- high intensity 
signal, 3- very strong intensity signal (Figure S7).

Microarray experiments for measurement of gene 
expression in ileal mucosa of CD patients
Total RNA was extracted using TRizol reagent and 
purified using RNeasy micro kit (Qiagen) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Using 
a NanoDrop 2000 Spectrophotometer 
(ThermoFisher Scientific), absorbance at 260 nm 
and 280 nm was measured to determine the quan-
tity and purity of total extracted RNA. Quality of 
samples was then checked with the Caliper 
LabChip GX High-Throughput Bioanalyzer (Life 
Sciences). Microarray data were generated using 
the Affymetrix GeneChip Human Genome U133 
Plus 2.0 Arrays, which comprise 54 675 probe sets 
as described.42 The microarray raw data were pre-
processed to obtain log2 expression value and nor-
malized using robust multi-array average (RMA) 
method as implemented in the affy R package. 
Batch effect removal was performed using SVA 
R package to correct for technical batch effects.

Western blot and antibodies

Proteins of treated Caco-2 cells were extracted with 
the addition of 300 μL/well of lysis buffer (60 mM 
Tris HCl pH 6.8, SDS 2% (v/v), glycerol 10%, DTT 
(w/v) 0.3%, bromophenol blue). Whole cell extracts 
were sonicated (ON: 15s; OFF: 15s; 3 cycles) and 
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proteins were boiled 10 min at 98°C. For colonic 
protein, one centimeter of mucosa was extracted 
and suspended in cell lysis buffer (60 mM Tris HCl 
pH 6.8, SDS 2% (v/v), glycerol 10%) supplemented 
with protease inhibitor (cOmpleteTM Protease 
Inhibitor Cocktail, Roche). Whole cell extracts 
were sonicated as previously and Laemmli buffer 
was added to proteins (1:4) before boiling (5 min 
at 98°C).

Proteins were loaded in a 12% SDS-PAGE gel for 
electrophoresis migration and were transferred to 
a nitrocellulose membrane (Trans-Blot® Transfer 
System, Bio-Rad). After 1 h of incubation in block-
ing buffer (PBS-Tween 20 0.05%, 5% BSA), mem-
branes were blotted with the primary antibodies 
anti-H3K9ac, anti-H3ac (1/3000, #61251, #61637, 
Active Motif), anti-HDAC1, anti-HDAC2, anti- 
HDAC3, anti-HDAC4, anti-HDAC6, anti-HDAC7 
(1/2000, #5356, #2540, #3949, #15164, #7612, 
#33418, Cell Signaling Technologies), anti-HDAC5 
(1/2000, #20458, Cell Signaling Technologies (only 
in Figure S2) or 1/500, #sc-133106, Santa Cruz 
Biotechnology), anti-HDAC8 (1/2000, #ab187139, 
Abcam) and anti-GAPDH (1/5000, #5174, Cell 
Signaling Technologies) overnight at 4°C. 
Membranes were washed 3 times with PBS-Tween 
20 0.05% and then incubated with appropriate HRP- 
conjugated secondary antibodies diluted in blocking 
buffer (1/10000) for 1 h at room temperature. 
Membranes were washed 3 times and proteins 
were detected using ECL substrate (Enhanced 
ChemiLuminescence, ClarityTM Western ECL 
Substrate, Bio-Rad). Bands intensities were quanti-
fied using Image Lab software (Bio-Rad).

Statistics

Values are expressed as the mean ± SD of ‘n’ num-
ber of experiments or median. Statistical analysis 
was performed using GraphPad Prism 6 for 
Windows version 6.07 (GraphPad Software, San 
Diego, CA, USA) software package for PC. 
Unpaired Mann-Whitney test was realized for sin-
gle comparisons. Ordinary one-way ANOVA cor-
rected with Tukey’s test was performed for multiple 
comparisons. A value of p < .05 was considered as 
statistically significant. Spearman test was used for 
correlations analysis.

Study approval

Animal protocols were approved by the Committee 
for Research and Ethical Issues of the C2E2A 
(“Comité d’éthique pour l’expérimentation animale 
Auvergne” N°002, APAFIS#18723-20190130215 
42445 and #33490-2021101815102774). All experi-
ments were carried out in accordance with relevant 
guidelines and regulations.

The study was performed in accordance with the 
Declaration of Helsinki, Good Clinical Practice and 
applicable regulatory requirements including patient 
informed consent. The human study was approved 
by the local Ethics Committees “Comité de protec-
tion des personnes Île-de-France IV-CPP 2009/17”.
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Commentaire de la publication n°1 
 

Au cours de ce travail, il a tout d’abord été démontré que les patients colonisés par les bactéries 

AIEC présentaient un niveau d’acétylation de l’histone H3 plus élevé comparativement aux patients 

non-colonisés par des Entérobactéries ou colonisés par des MAEC (pour « Mucosa-Associated E. 

coli »). Aussi, grâce à des modèles in vitro et in vivo, nous avons démontré que l’expression de HDAC1 

limitait la colonisation de la muqueuse intestinale par les AIEC alors que l’expression de HDAC5 la 

favorisait. D’une manière intéressante, ces résultats ont pu être confirmés dans une large cohorte de 

patients atteints de MC. En effet, les expressions de HDAC1 et de HDAC5 corrélaient, respectivement, 

négativement et positivement avec la quantité d’Entérobactéries associées à la muqueuse iléale des 

patients atteints de MC. Nous avons aussi observé une dérégulation de l’expression de HDAC1 et 

HDAC5 chez les patients porteurs d’AIEC comparativement aux patients non colonisés par des 

Entérobactéries ou colonisés par des MAEC. À la fin de l’étude, il a été mis en évidence que les bactéries 

AIEC étaient capables de moduler l’épigénome de l’hôte afin de promouvoir leur colonisation 

intestinale, mais principalement chez des souris ayant été nourries avec un régime alimentaire enrichi 

en graisses, présentant un micro-environnement intestinal spécifique. Ainsi, cette étude a permis 

d’identifier HDAC1 et HDAC5 comme des régulateurs centraux et antagonistes de la colonisation de la 

muqueuse iléale par les Entérobactéries chez les patients. Le ciblage de HDAC5 apparaît désormais 

comme une stratégie intéressante pour limiter la colonisation intestinale par les AIEC. 

Toutefois, pour confirmer les résultats obtenus, d’autres expériences sont envisageables. Tout 

d’abord, in vitro, des cellules spécifiquement délétées pour les gènes HDAC1 ou HDAC5 grâce au 

système CRISPR/Cas9, pourraient être utilisées pour étudier la capacité d’invasion des CEIs par les 

AIEC afin confirmer le rôle de HDAC1 et HDAC5 dans le contrôle de l’entrée des AIEC dans les 

cellules de l’hôte. En effet, la transfection de siARNs permet de diminuer l’expression des gènes ciblés 

mais il s’agit seulement d’un « knock-down », une expression résiduelle des gènes subsiste toujours. On 

pourrait également envisager de surexprimer les HDACs via la transfection de plasmides contenant les 

gènes HDAC1 ou HDAC5 et déterminer si on obtient des phénotypes inverses à ceux observés suite au 

« knock-down » des HDACs. Des essais dans ce sens ont été réalisés au cours de ma thèse, mais il s’est 

avéré que la transfection d’un plasmide portant la région codante du gène HDAC1 sous le contrôle du 

promoteur CMV menait à la mort des cellules transfectées. Il est probable qu’une expression trop 

importante de HDAC1 soit délétère pour la cellule. Un promoteur moins fort ou inductible sera utilisé 

pour les futures manipulations. 

In vivo, nous avons traité les animaux avec des inhibiteurs de HDACs. Toutefois, le MS-275 est 

un inhibiteur des HDACs de classe I et le LMK-235 est également capable d’inhiber HDAC4. Ainsi, il 

serait intéressant de valider nos résultats en réalisant nos expérimentations sur des souris n’exprimant 
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plus HDAC1 ou HDAC5 dans les CEIs. Il n’est pas possible d’utiliser des souris présentant un « knock-

out » (KO) total de HDAC1 ou HDAC5 puisque ces souris sont, respectivement, non viables ou 

présentent des défauts cardiaques. Il faudrait avoir recours à des souris déficientes pour HDAC1 ou 

HDAC5 spécifiquement dans les CEIs (KO conditionnel) en croisant des souris floxées pour HDAC1 

ou HDAC5 (modèles murins existant) avec des souris portant le gène codant pour la recombinase Cre 

sous le contrôle du promoteur du gène Villin, permettant la délétion spécifique des gènes d’intérêt dans 

les CEIs. La capacité des AIEC à coloniser ces souris serait ensuite étudiée afin de valider ou non les 

résultats obtenus avec les inhibiteurs. 

En termes de perspectives, il est aussi envisagé d’étudier l’effet combiné entre le régime 

alimentaire enrichi en graisses et l’inhibition/la délétion de HDAC1 ou HDAC5 sur la colonisation 

intestinale par les AIEC. Cela permettrait de déterminer s’il existe un effet cumulatif entre le régime et 

la perte de HDAC1 qui rendrait les souris encore plus susceptibles à l’infection, ou si l’inhibition de 

HDAC5 serait suffisante pour bloquer l’effet délétère du régime HF sur la colonisation.  

Grâce aux échantillons de muqueuses prélevés chez les patients de la cohorte REMIND, des 

analyses transcriptomiques ont pu être réalisées permettant d’étudier les niveaux d’expression des 

HDACs d’intérêt. Il aurait été intéressant d’étudier l’activité enzymatique des HDACs chez les patients, 

malheureusement pour cela, l’extraction nucléaire doit être réalisée sur des tissus frais ce qui est 

compliqué à mettre en place sachant qu’il s’agit d’une étude multicentrique.  

 

Ce premier article présente le rôle des HDACs dans le contrôle de la colonisation intestinale par 

les bactéries AIEC et démontre l’impact d’un régime alimentaire de type occidental au niveau intestinal. 

Pour aller plus loin et comprendre les phénotypes observés dans cette étude, d’autres travaux ont été 

menés afin d’identifier les gènes et voies régulés par HDAC1 et HDAC5 dans l’optique de caractériser 

les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la régulation de la colonisation intestinale par les HDACs 

d’intérêt. Aussi, une étude complémentaire a été réalisée afin d’apprécier, dans l’iléon des animaux, les 

mécanismes facilitant la colonisation intestinale par les AIEC suite à la consommation d’un régime 

occidental. Les résultats obtenus sont présentés ici sous forme de résultats complémentaires. 
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Résultats complémentaires de la publication n°1 
 

I. Contexte 
Les résultats obtenus précédemment ont identifié HDAC1 et HDAC5 comme des acteurs 

épigénétiques centraux contrôlant la colonisation intestinale par les Entérobactéries et les AIEC. Ainsi, 

la prochaine étape est l’identification des gènes et voies régulés par ces deux HDACs afin de caractériser 

les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la régulation de l’implantation des bactéries AIEC dans 

la muqueuse intestinale par HDAC1 et HDAC5. 

Dans la littérature, il a été montré que dans le modèle transgénique CEABAC10, les animaux 

nourris avec un régime enrichi en graisses (HF) présentaient une dysbiose, caractérisée par une 

expansion de la population des E. coli, ainsi qu’une augmentation de la perméabilité intestinale. De plus, 

ce régime induisait une inflammation intestinale de bas grade et favorisait la colonisation colique par 

les AIEC (Agus et al., 2016; Martinez-Medina et al., 2014). Suite à ces études et à nos résultats, nous 

avons cherché à comprendre comment le régime HF favorisait la colonisation intestinale en nous 

intéressant particulièrement à l’effet du régime HF au niveau de la muqueuse iléale, étant donné que les 

AIEC sont anormalement présentes au niveau de l’iléon des patients atteints de MC (Palmela et al., 

2018). Les résultats complémentaires présentés ici permettent de mieux comprendre les mécanismes 

pouvant mener à une colonisation intestinale augmentée des AIEC dans l’iléon des patients atteints de 

MC ayant un mode de vie occidental. De plus, ces travaux préliminaires ouvrent la voie à de futures 

études pour l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.  

II. Matériel et méthodes associées aux résultats complémentaires 
1. Analyse des marques épigénétiques modulées par les AIEC 

Les cellules Caco-2 clone TC7 ont été ensemencées en plaque 6 puits à une densité de 1.106 

cellules/puits dans du milieu dépourvu d’antibiotiques 24h avant l’infection. Le lendemain, les cellules 

ont été lavées 2 fois avec du PBS avant d’être infectées avec la souche AIEC LF82 à une MOI de 100 

bactéries/cellules durant 3h. De la gentamicine (100 µg/ml) a ensuite été ajoutée pendant 1h ou 3h. À la 

fin des temps d’infection, les cellules ont été lavées 3 fois avec du PBS froid et congelées à sec à -80°C 

avant d’être envoyées au prestataire « Active Motif » qui a réalisé les quantifications de différentes 

marques épigénétiques par approche Luminex®. 

2. Évaluation de l’activité HDAC in vitro 

L’activité HDAC globale des cellules Caco-2 infectées a été mesurée à l’aide du kit “HDAC 

Fluorimetric Cellular Activity Assay” (BML-AK503, Enzo Life Sciences). Brièvement, les cellules ont 

été ensemencées en plaque 96 puits à une densité de 1,7.104 cellules/puits dans du milieu sans 

antibiotique. Après 24h d’incubation à 37°C/CO2 5%, les cellules ont été lavées avec du milieu sans 
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antibiotique avant d’être infectées avec la souche AIEC LF82 à une MOI de 100 durant différents temps. 

À la fin de l’infection, les cellules ont été lavées avec du milieu Ham’s F12 dépourvu de rouge de phénol 

(Pan Biotech) et incubées avec le substrat acétylé Fluor de Lys® durant 2h à 37°C. Ensuite, les cellules 

ont été lysées et une solution de développement a été ajoutée afin de générer un signal lumineux. Après 

15 min d’incubation à 37°C, la fluorescence a été mesurée à l’aide d’un lecteur de plaque à une longueur 

d’onde d’excitation de 360 nm et une longueur d’onde d’émission de 460 nm. 

3. Évaluation de l’activité HDAC dans les CEIs de l’iléon 
À la fin de 4 semaines de régime enrichi en graisses, les animaux ont été sacrifiés et 2 cm d’iléon 

ont été prélevés. Les tissus intestinaux ont été incubés 20 min à 37°C dans du PBS supplémenté avec de 

l’EDTA à 1 mM, du DTT à 1 mM et 5% de sérum de veau fœtal. Après agitation, les cellules épithéliales 

ont été isolées par filtration grâce à un tamis cellulaire de 100 µm et le contenu nucléaire a été extrait à 

l’aide du kit « Nuclear Extract » (40010, Active Motif). L’activité HDAC a ensuite été mesurée sur les 

extraits nucléaires en utilisant le kit « HDAC assay » (56200, Active Motif) selon les instructions du 

fabricant. Brièvement, 8 μg d’extrait nucléaire ont été incubés avec un substrat des HDACs durant 1h à 

37°C. La Trichostatine A (TSA), un inhibiteur de HDACs, a été utilisé comme contrôle négatif. La 

réaction de désacétylation a été stoppée par ajout d’une solution de développement. Après 15 min 

d’incubation à température ambiante, la fluorescence générée a été mesurée à l’aide d’un lecteur de 

plaques à une longueur d’onde d’excitation de 360 nm et une longueur d’onde d’émission de 460 nm. 

4. Séquençage des ARNm et analyse bio-informatique 

Les ARNs totaux des cellules Caco-2 transfectées (+/- infectées) ou des échantillons d’iléon ont 

été extraits à l’aide du kit « RNeasy Mini kit » (Qiagen). Les ARNs ont été purifiés et les librairies ont 

été générées à partir de 500 ng d’ARN total (cellules Caco-2 : RIN 8,1-10,0 ; iléon : RIN 7,7-9,5) à 

l’aide des réactifs « NEBNext® UltraTM II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina » et 

« NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina » (New England Biolabs). Le séquençage a été réalisé sur 

le séquenceur « NextSeq500 » (séquençage de 75 pb en simple lecture). Les « reads » ont ensuite été 

alignés contre les génomes de référence humain et murin (respectivement, GRCh38 et GRCm38, version 

102) à l’aide du logiciel « STAR » (https://github.com/alexdobin/STAR). La qualité des séquences a été 

évaluée grâce au logiciel Trimmomatic, 95-97% des « reads » dépassaient le seuil de qualité. Les 

« reads » uniques ont ensuite été analysés avec le logiciel SeqMonk version 1.44.0. Le nombre de 

« reads » a été quantifié sur les exons des transcrits fusionnés à l’aide de la pipeline « SeqMonk RNA-

seq quantitation pipeline » (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/). Les gènes 

différentiellement exprimés entre les conditions ont été identifiés grâce à l’algorithme DeSeq2 corrigés 

par des tests multiples. Une analyse « Gene Ontology » des gènes dérégulés a ensuite été réalisée via le 

logiciel disponible en ligne WebGestalt (WEB-based GEne Set AnaLysis Tool kiT ; Zhang, B) (online 

software (http://www.webgestalt.org/). 
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5. ELISA 

L’IL-8 a été dosée à partir des surnageants des cellules T84 traitées avec le MS-275 et infectées 

durant 3h avec la souche AIEC LF82. La lipocaline 2, Lcn2, a été quantifiée dans les fèces des animaux 

comme cela a été décrit précédemment (Chassaing et al., 2012). Les dosages ELISA ont été réalisés à 

l’aide de kits commerciaux, selon les instructions du fournisseur (R&D Systems, IL-8/CXCL8 : DY208, 

Lcn2 : DY1857). 

III. Résultats 
1. Identification des gènes et voies régulés par HDAC1 et HDAC5 

a. Identification des gènes régulés par HDAC1 et HDAC5 dans les cellules 

épithéliales intestinales 

Les HDACs sont impliquées dans la régulation de l’expression des gènes de par leur rôle dans 

la désacétylation des protéines histones et non histones. Ainsi, afin d’identifier les gènes régulés par 

HDAC1 et HDAC5 et de déterminer si certains d’entre eux pourraient être impliqués dans le contrôle 

du processus d’invasion des CEIs par les AIEC, une analyse ARN-seq a été réalisée sur des cellules 

Caco-2 transfectées avec des siARNs dirigés contre HDAC1 ou HDAC5. L’analyse statistique DeSeq2 

a identifié 1955 gènes significativement surexprimés et 2352 gènes significativement sous-exprimés 

suite au « silencing » de HDAC1 comparativement à la condition contrôle siScr (p<0,01, n=3) (Figure 

54A). Le « knock-down » de HDAC5 a entraîné la surexpression de 1206 gènes et la sous-expression 

de 1328 gènes comparativement à la condition contrôle siScr (p<0,01, n=3) (Figure 54B). Nos résultats 

précédents ont montré que le « silencing » de HDAC1 conduisait à une entrée facilitée des AIEC dans 

les CEIs, contrairement au « silencing » de HDAC5. Par conséquent, nous émettons l’hypothèse que des 

gènes dont l’expression est augmentée avec siHDAC1, ou diminuée avec siHDAC5, pourraient favoriser 

l’invasion des CEIs par les AIEC. Afin d’identifier ces gènes d’intérêt, la liste des gènes surexprimés 

dans la condition siHDAC1 a été croisée avec celle des gènes réprimés dans la condition siHDAC5 

menant à l’identification de 41 gènes candidats communs aux deux listes. Pour affiner cette liste, il 

faudrait étudier plus précisément la fonction de ces gènes pour n’en sélectionner que certains, afin 

d’évaluer expérimentalement leur potentielle implication dans le contrôle du processus d’invasion des 

CEIs par les AIEC. Toutefois, nous avons utilisé une autre approche pour limiter le nombre de gènes 

candidats. Le croisement des 2 listes a été réalisé une nouvelle fois mais en ne conservant que les gènes 

surexprimés avec un Log2 fold change supérieur à 0,45 suite au « silencing » de HDAC1 et les gènes 

sous-exprimés avec siHDAC5 présentant un Log2 fold change inférieur à -0,45. Grâce à cette stratégie, 

la liste des gènes cibles potentiels a été réduite à 7 gènes seulement (GCNT1, SI, C5, KDELR3, RAB12, 

COL5A2 et TM7SF2) (Figure 54C-D).  
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b. GCNT1 contrôle le processus d’invasion des CEIs par les AIEC 

Afin de déterminer si les gènes candidats sont impliqués dans le processus d’invasion des AIEC, 

leur expression a été diminuée grâce à la transfection de siARNs. L’efficacité et l’innocuité des siARNs 

ont été vérifiées pour chaque siARN, à l’exception du siKDELR3, dont l’efficacité n’a pu être validée 

(données non présentées). Comme précédemment, les cellules ont été infectées 48h après transfection 

et la capacité d’invasion de la souche AIEC LF82 a été évaluée. Significativement moins de bactéries 

ont envahi les cellules silencées pour GCNT1 comparativement à la condition contrôle siScr (siScr : 

100% vs mean siGCNT1 : 54.9%, *p<0,05) (Figure 54E). Ainsi, ces résultats démontrent que GCNT1 

favorise l’entrée des bactéries AIEC au sein des cellules hôtes, ce gène codant pour la glucosaminyl (N-

acétyl) transférase 1, une enzyme impliquée dans la synthèse de la ramification core 2 des O-glycanes. 

Pour confirmer ce résultat, la relation entre le niveau d’expression de GCNT1 et la colonisation 

intestinale par les Entérobactéries chez les patients de la cohorte REMIND a été étudiée. Nous n’avons 

pas noté de différence de colonisation par les Entérobactéries entre les patients présentant un fort niveau 

d’expression de GCNT1 vs ceux présentant un faible niveau d’expression (Figure 54F). Concernant 

l’expression de GCNT1 en fonction du statut de colonisation, les patients colonisés par les MAEC 

présentent un plus fort niveau d’expression de GCNT1 comparativement aux patients non colonisés par 

les Entérobactéries (médiane Enterobact - : 255,7 vs médiane MAEC + : 294,7, *p<0,05), démontrant 

que la colonisation par les Entérobactéries est associée avec une plus forte expression de GCNT1. 

Cependant, une plus faible expression de GCNT1 a été observée chez les patients colonisés par les AIEC 

comparativement aux patients colonisés par les MAEC (médiane MAEC + : 294,7 vs médiane AIEC + : 

216,9, **p<0,01) et comparativement aux patients non colonisés par les Entérobactéries même si cette 

différence n’est pas significative (Figure 54G). De plus, aucune corrélation entre le niveau d’expression 

de GCNT1 et la quantité d’Entérobactéries associées à la muqueuse iléale des patients n’a été observée 

(Figure 54H). Aux vues des résultats obtenus in vitro, il était attendu une corrélation positive entre 

l’expression de ce gène et la colonisation iléale. Cependant, les échantillons utilisés pour cette analyse 

provenaient de patients en phase active de la maladie. C’est pourquoi, nous avons réalisé une analyse 

complémentaire sur des échantillons prélevés 6 mois post-chirurgie. En effet, la résection iléocolique 

permet d’éliminer les segments trop impactés par la MC, entraînant une « remise à zéro » artificielle de 

la maladie. En étudiant la récidive post-opératoire à 6 mois post-chirurgie, cela permet en réalité 

d’analyser les phases précoces de la MC. Ainsi, une analyse transcriptomique a été réalisée sur des 

échantillons de muqueuse iléale prélevés à 6 mois post-chirurgie chez des patients ne présentant pas 

(Score de Rutgeerts i0) ou présentant des formes précoces de lésions iléales (Score de Rutgeerts i1). Le 

niveau d’expression de GCNT1 a pu être quantifié dans ces échantillons en fonction du statut de 

colonisation des patients (Figure 54I). Nous avons observé que l’expression de GCNT1 était plus élevée 

chez les patients colonisés par les MAEC comparativement aux patients non colonisés par les 

Entérobactéries (médiane Enterobact - : 278,0 vs médiane MAEC + : 410,9, p=0,0584). Cependant, les 
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patients colonisés par des bactéries AIEC ne présentaient de niveau d’expression plus important de 

GCNT1 comparativement aux patients non colonisés par des Entérobactéries (donnée non présentée). 

Ce résultat suggère qu’une plus forte expression de GCNT1 favoriserait l’implantation des 

Entérobactéries dans la muqueuse iléale sans spécificité vis-à-vis des AIEC. Pour confirmer les résultats 

obtenus in vitro, des marquages immunohistochimiques pourraient être réalisés sur des échantillons du 

muqueuse iléale pour déterminer si les patients porteurs d’AIEC présentent un plus fort marquage de 

GCNT1. On pourrait aussi envisager d’inhiber in vivo GCNT1 ou d’utiliser des animaux déficients pour 

ce gène. Cela permettra de déterminer si GCNT1 pourrait représenter une cible intéressante pour limiter 

la colonisation intestinale par les AIEC chez les patients atteints de la MC. 

c. Identification des voies régulées par HDAC1 

Une étude de « Gene Ontology » (GO) a été réalisée sur les gènes dérégulés afin d’identifier des 

voies métaboliques altérées, suite au « silencing » des HDACs d’intérêt, qui pourraient potentiellement 

expliquer comment HDAC1 et HDAC5 régulent l’entrée des AIEC dans les CEIs. Les gènes dont 

l’expression est augmentée suite au « silencing » de HDAC1 sont principalement impliqués dans la 

régulation du cytosquelette d’actine (Figure 55A-C). La dérégulation de cette voie suggère que le 

« silencing » de HDAC1 modifierait la structure de la cellule, la rendant potentiellement plus permissive 

à l’infection. Il est connu que les AIEC interagissent préférentiellement avec les résidus mannoses 

exposés sur les cellules en début d’apoptose, ce qui suggère que ces pathobiontes peuvent tirer profit 

d’une modification de la morphologie des cellules au niveau de l’épithélium pour coloniser (Dumych et 

al., 2018). Ainsi, il serait intéressant d’étudier la morphologie des cellules Caco-2 transfectées avec un 

siHDAC1 en réalisant des marquages du cytosquelette d’actine ou des gènes/protéines, tels que WASL, 

RDX, RAC3 ou LIMK1, impliqués dans la régulation du cytosquelette afin de confirmer l’implication de 

HDAC1 dans le contrôle de la structure cellulaire. L’analyse par GO a également mis en évidence un 

enrichissement en gènes impliqués dans la voie de signalisation contrôlée par les cytokines parmi les 

gènes surexprimés en condition siHDAC1 (Figure 55A, D). Notamment, les gènes IL1B et CX3CL1 

codant pour des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires ou encore le gène codant pour le récepteur 

de l’IL-6 (IL6R) voient leur expression induite par le « silencing » de HDAC1 (Figure 55E). Ces 

résultats suggèrent que la baisse d’expression de HDAC1 induirait une inflammation de bas grade et 

que le rôle de HDAC1 serait de réprimer l’inflammation basale. Pour confirmer ces résultats, il semble 

important de quantifier des cytokines pro-inflammatoires par ELISA dans le surnageant de cellules 

transfectées avec siHDAC1 ou mesurer l’expression de gènes pro-inflammatoires par RT-qPCR dans 

les cellules transfectées. 
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d. Identification des voies régulées par HDAC5 

De la même manière, une analyse par GO a été réalisée sur les gènes dérégulés suite au 

« silencing » de HDAC5, permettant notamment d’identifier que les gènes surexprimés dans cette 

condition étaient majoritairement impliqués dans des voies contrôlant les jonctions cellulaires (Figure 

56A, B). Parmi les gènes dont l’expression est induite, on retrouve des gènes impliqués dans la formation 

des jonctions serrées (CLDN4, TJP3) ou adhérentes (CTNNB1), ou codant pour des protéines d’adhésion 

cellulaire (ITGA5, ITGB5, CDH3) (Figure 56C). La surexpression des gènes de cette voie suggère que 

les jonctions entre cellules seraient renforcées avec le « silencing » de HDAC5, ce qui, en cas 

d’infection, limiterait l’interaction des AIEC avec les CEIs et expliquerait la diminution de l’entrée des 

bactéries dans les cellules transfectées avec siHDAC5. Des études futures viseront à valider le rôle de 

HDAC5 dans le contrôle de la perméabilité paracellulaire.   

2. Étude de l’épigénome et du rôle des HDACs d’intérêt en contexte infectieux 

a. Effet de l’infection par les bactéries AIEC sur les marques épigénétiques 

Les résultats obtenus précédemment ont montré que les bactéries AIEC étaient capables de 

moduler l’épigénome des souris, seulement lorsque ces dernières étaient soumises à un régime HF, afin 

de promouvoir leur colonisation intestinale. Ainsi, nous avons voulu étudier l’effet de l’infection par les 

bactéries AIEC sur les marques épigénétiques dans les CEIs in vitro. Pour cela, plusieurs modifications 

post-traductionnelles des histones ont été analysées grâce à une approche Luminex® dans des cellules 

Caco-2 infectées avec la souche AIEC LF82 durant 4h ou 6h. Aucune modification des marques de 

méthylation n’a été observée suite à l’infection tandis qu’une augmentation de l’acétylation du résidu 

H3K9 et de l’acétylation globale de l’histone H3 a été démontrée à 4h et 6h post-infection 

comparativement à la condition non infectée (Figure 57A). L’analyse transcriptomique a également été 

réalisée sur les ARNm des cellules Caco-2 infectées avec la souche AIEC LF82, permettant d’étudier le 

niveau d’expression des différentes HDACs dans les cellules infectées ou non. Aucune différence 

significative d’expression pour les différentes HDACs n’a été observée entre les conditions non infectée 

et infectée, à l’exception de HDAC5 qui voit son expression être induite suite à l’infection avec la souche 

AIEC LF82 (moyenne HDAC5 : 7,21 ± 0,15 vs moyenne HDAC + AIEC : 10,22 ± 1,17, ****p<0,0001) 

(Figure 57B). Ces résultats montrent que les bactéries AIEC sont capables d’induire l’expression de 

HDAC5, condition que nous avons identifiée comme favorisant la colonisation intestinale par les AIEC. 

Nous avons également observé que les HDAC1, 2 et 3 sont les plus exprimées dans les cellules Caco-2. 

Afin de déterminer si l’infection pouvait impacter l’expression protéique de ces HDACs, leur 

accumulation a été étudiée dans des cellules Caco-2 infectées durant différents temps par western blot. 

Aucune variation de l’accumulation des 3 HDACs n’a été observée suite à l’infection (Figure 57C). 

Cependant, une augmentation de l’acétylation de H3K9 a été observée à 3h post-infection 

comparativement à la condition non infectée confirmant les résultats obtenus avec l’analyse par 
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approche Luminex ® (Figure 57C). Afin de caractériser si l’hyperacétylation de H3K9 induite par 

l’infection était liée à une altération de l’activité des HDACs, celle-ci a été évaluée dans les cellules 

Caco-2 infectées avec la souche AIEC LF82 durant différents temps. Une diminution significative de 

l’activité enzymatique a été observée dans les cellules dès 30 min d’infection comparativement à la 

condition contrôle non infectée (NI : 14,80 ± 1,91 µM vs 30 min : 9,73 ± 2,49 µM, *p<0,05), cette 

diminution s’accentuant fortement au cours de l’infection, l’inhibition étant maximale à 4h post-

infection (NI : 14,80 ± 1,91 µM vs 4h : 3,86 ± 0,13 µM, ****p<0,0001) (Figure 57D). Ainsi l’infection 

par les bactéries AIEC in vitro induit une nette diminution de l’activité HDAC globale qui expliquerait 

l’augmentation d’acétylation précédemment mise en évidence ainsi que l’hyperacétylation de H3 

observée chez les souris sous régime HF et infectées par les bactéries AIEC. 

b. Effet de l’infection par les bactéries AIEC sur l’expression des gènes 

Au niveau transcriptomique, l’analyse DeSeq2 a identifié 1342 gènes (3,5 % des gènes) 

significativement surexprimés et 445 gènes (1,2 % des gènes) significativement réprimés (p<0,01, n=3) 

suite à l’infection des cellules par les bactéries AIEC (Figure 57E). Nous avons observé, grâce à 

l’analyse par GO, que les gènes impliqués dans les voies de signalisation du TNF et de NK-�B sont 

significativement surexprimés en condition d’infection (Figure 57F-G). Ces voies étant impliquées 

dans la réponse pro-inflammatoire, leur activation en réaction à l’infection semble donc être une réponse 

logique de la cellule hôte. 

c. Rôle de HDAC1 en condition d’infection 

Les ARNm des cellules Caco-2 transfectées avec siHDAC1 et siHDAC5 et infectées avec la 

souche AIEC LF82 ont été séquencés afin de déterminer le rôle de HDAC1 et HDAC5 lors de 

l’infection. Tout d’abord, l’analyse DeSeq2 a révélé, qu’en contexte d’infection, 2009 gènes étaient 

significativement surexprimés tandis que 2064 gènes étaient significativement sous-exprimés lorsque 

HDAC1 était réprimé (p<0,01, n=3) (Figure 58A). Les gènes particulièrement induits dans la condition 

siScr + AIEC vs siHDAC1 + AIEC appartiennent comme précédemment aux voies de signalisation du 

TNF et de NF-�B, des voies de l’inflammation (Figure 58B-C). Sur la « heatmap » illustrant le niveau 

d’expression des gènes dérégulés appartenant à ces voies, 2 « clusters » de gènes se distinguent. 

Concernant le « cluster » du haut, les gènes des voies de l’inflammation dont l’expression est induite 

par l’infection (comparaison conditions siScr vs siScr + AIEC) sont encore plus surexprimés lorsque 

HDAC1 est silencé (comparaison conditions siScr + AIEC vs siHDAC1 + AIEC). Sur le « cluster » du 

bas, les gènes ne semblent pas activés par l’infection (comparaison conditions siScr vs siScr + AIEC) 

mais sont induits dans les cellules infectées et silencées pour HDAC1 (comparaison conditions siScr + 

AIEC vs siHDAC1 + AIEC) (Figure 58C). Ces résultats suggèrent que HDAC1 limiterait la réponse 

inflammatoire en contexte infectieux et réprimeraient aussi d’autres gènes de l’inflammation non induits 
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par l’infection. La perte de HDAC1 pourrait conduire à une réponse inflammatoire aberrante en contexte 

infectieux.  

Parmi les gènes induits par l’infection, nous avons cherché à identifier ceux qui sont contrôlés 

par HDAC1. Pour cela, l’expression de ces gènes en absence de HDAC1 a été étudiée. En croisant la 

liste des gènes induits par l’infection (condition siScr vs siScr + AIEC) avec celle des gènes dérégulés 

par le « silencing » de HDAC1 en contexte d’infection (condition siScr + AIEC vs siHDAC1 + AIEC), 

nous avons identifié 546 gènes dont l’expression est activée par l’exposition aux bactéries AIEC mais 

est également contrôlée par HDAC1, ce qui représente 41% des gènes significativement surexprimés 

suite à l’infection (Figure 58D). Une analyse par GO a une nouvelle fois révélé que ces gènes étaient 

majoritairement impliqués dans les voies de signalisation du TNF, de l’IL-17 et de NF-�B, comme les 

gènes CXCL8, TNF, IL1B et CCL20 codant pour des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, IL1A 

codant pour un médiateur de la réponse immune ou encore RELA qui code pour une sous-unité de NF-

�B (Figure 58E-F). L’expression de ces gènes, induite par l’infection, est encore plus forte en condition 

de « silencing » ce qui renforce le fait que HDAC1 est central dans le contrôle de la réponse 

inflammatoire de la cellule en contexte d’infection par les bactéries AIEC. 

Afin de valider le rôle de HDAC1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire en contexte 

d’infection par les AIEC, la cytokine pro-inflammatoire IL-8 a été dosée dans le surnageant de culture 

des cellules T84 traitées avec du MS-275, un inhibiteur des HDACs de classe I, et infectées ou non avec 

la souche AIEC LF82. Dans les cellules non infectées, la sécrétion d’IL-8 est induite suite au traitement 

avec les plus fortes doses d’inhibiteurs (moyenne DMSO : 13,43 ± 15,62 pg/mL vs moyenne 5 µM : 

56,25 ± 6,85 pg/mL et moyenne 10 µM : 119,83 ± 49,63 pg/mL, $p<0,05, $$$$p<0,0001) (Figure 59A). 

Cela confirme les résultats précédents où il a été observé que le « silencing » de HDAC1 induisait 

l’expression de gènes de l’inflammation en absence d’infection (Figure 55D-E). Pour chaque condition, 

la sécrétion d’IL-8 était plus forte lorsque les cellules étaient infectées avec la souche AIEC LF82 

comparativement à la condition non infectée, confirmant que l’infection avec les bactéries AIEC induit 

une réponse pro-inflammatoire (Figure 57F-G et Figure 59A). De manière intéressante, nous avons 

observé que l’inhibition des HDACs de classe I avec les plus fortes doses menait à une production 

incontrôlée de l’IL-8 en condition d’infection (moyenne DMSO + AIEC : 142, 68 ± 31,86 pg/mL vs 5 

µM + AIEC : 821,12 ± 321,98 pg/mL et 10 µM + AIEC : 1311,56 ± 298,76 pg/mL, *p<0,05, 

****p<0,0001). Aussi, significativement plus de Lcn2, un marqueur d’inflammation intestinale, a été 

quantifiée dans les fèces des souris traitées avec le MS-275 et infectées avec la souche AIEC LF82 à 7 

jours post-infection comparativement aux souris non traitées (Figure 59B). Ces résultats sont 

concordants avec ce qui a été observé lors de l’analyse transcriptomique, confirmant que HDAC1 aurait 

un rôle anti-inflammatoire, et limiterait l’inflammation induite par l’infection bactérienne. 
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d. Rôle de HDAC5 en condition d’infection 

Une stratégie similaire a été mise en place pour identifier le rôle de HDAC5 au cours de 

l’infection. L’analyse statistique DeSeq2 a permis d’identifier 949 gènes significativement surexprimés 

et 945 gènes significativement sous-exprimés lorsque l’on compare les conditions siScr + AIEC vs 

siHDAC5 + AIEC (p<0,01, n=3) (Figure 60A). En présence de bactéries AIEC, les gènes impliqués 

dans l’organisation des jonctions cellulaires et dans la formation des jonctions adhérentes étaient 

particulièrement surexprimés lorsque HDAC5 était silencé (Figure 60B). Aussi, nous avons observé 

que la plupart des gènes impliqués dans l’organisation des jonctions cellulaires ne sont pas induits par 

l’infection seule, mais uniquement par le « silencing » de HDAC5 en condition d’infection, ce qui 

pourrait expliquer l’entrée limitée des AIEC dans les cellules silencées pour HDAC5 (Figure 60C).  

Comme précédemment, la liste des gènes surexprimés suite à l’infection a été croisée avec la 

liste des gènes dérégulés suite au « silencing » de HDAC5 en condition d’infection menant à 

l’identification de 190 gènes dont l’expression, activée par la présence des bactéries (14% des gènes), 

est également contrôlée par HDAC5 (Figure 60D). Ces gènes sont impliqués dans la constitution des 

jonctions adhérentes et d’ancrage, comme PLEC ou DSP qui codent respectivement pour la plectine et 

la desmoplakine, ces protéines participant notamment à l’ancrage des filaments intermédiaires du 

cytosquelette aux desmosomes (Figure 60E-F). Ainsi, ces résultats montrent qu’une déficience pour 

HDAC5 induit l’expression de gènes codant pour des constituants des jonctions cellulaires en condition 

d’infection ou non. Une augmentation de l’expression de ces gènes renforcerait l’adhésion intercellulaire 

et expliquerait la diminution de l’entrée des AIEC dans les cellules transfectées avec siHDAC5. Il serait 

intéressant d’étudier la perméabilité paracellulaire en condition d’infection pour voir si le renforcement 

des jonctions cellulaires attendu avec siHDAC5 bloque le passage des bactéries et l’invasion cellulaire. 

Une mesure de la perméabilité intestinale chez des souris traitées avec du LMK-235 et infectées avec la 

souche AIEC LF82 permettraient également de confirmer les résultats obtenus suite à l’analyse 

transcriptomique et de pouvoir conclure sur le rôle de HDAC5 sur la barrière épithéliale. 

3. Effets du régime occidental sur les marques épigénétiques et l’expression des 

gènes au niveau iléal 

a. Impact du régime HF sur l’activité HDAC dans l’iléon 
Dans un premier temps, l’activité HDAC globale dans l’iléon a été étudiée chez les souris 

nourries avec un régime conventionnel ou HF durant 4 semaines. Une diminution significative de 

l’activité HDAC globale a été observée dans l’iléon des souris sous régime HF comparativement aux 

souris sous régime conventionnel (moyenne iléon Chow : 261,2 pmol/min/mg vs moyenne iléon HF : 

093,19 pmol/min/mg, **p<0,01) (Figure 61A). Malgré cette baisse d’activité, aucune différence 

significative concernant le niveau global d’acétylation de H3 n’a été observée dans la muqueuse iléale 

des souris (Figure 61B). Toutefois, cela ne signifie pas que l’acétylation au niveau de gènes spécifiques 
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n’est pas modifiée. Il serait intéressant de réaliser des expériences de ChIP-seq ciblant des marques 

d’acétylation spécifiques (comme H3K9ac) ou bien HDAC1 ou 5, pour déterminer quels gènes 

présentent un enrichissement en marques histones acétylées, ou les gènes sur lesquels se fixent les 

HDACs d’intérêt, suite à la consommation du régime HF chez les souris. Cela permettrait d’identifier 

des gènes directement contrôlés par les HDACs et qui pourraient potentiellement être impliqués dans le 

contrôle de l’entrée des AIEC dans les CEIs. 

b. Impact du régime HF sur l’expression des gènes dans l’iléon : analyse 

globale 

Une analyse transcriptomique a été réalisée sur les ARNm extraits de l’iléon des souris soumises 

au régime conventionnel ou HF. Cela a permis d’étudier les niveaux d’expression des différentes 

HDACs. Aucune différence significative de l’expression de HDAC1 n’a été observée entre les groupes 

Chow vs HF tandis que la consommation d’un régime HF entraîne une augmentation significative de 

l’expression de HDAC5 dans l’iléon des souris (moyenne Chow : 24,55 ± 4,26 vs moyenne HF : 42,54 

± 6,12, ****p<0,0001) (Figure 61C). Concernant le ratio HDAC1/HDAC5, il est significativement plus 

faible dans l’iléon des souris nourries avec le régime HF comparativement aux souris sous régime 

conventionnel (moyenne Chow : 1,34 ± 0,24 vs moyenne HF : 0,74 ± 0,13, *p<0,05) (Figure 61D). Ces 

résultats démontrent qu’au niveau iléal, le régime HF est capable de déréguler l’expression de HDAC5, 

entraînant une baisse du ratio HDAC1/HDAC5, conditions que nous avons identifiées comme favorisant 

la colonisation intestinale par les Entérobactéries et les AIEC. Concernant les autres HDACs, leur 

expression n’est pas modifiée suite à la consommation d’un régime enrichi en graisses, seule 

l’expression de HDAC11 est augmentée de manière significative dans l’iléon des souris HF 

comparativement aux souris Chow (Figure 61C). Il serait intéressant, à plus long terme, d’approfondir 

l’étude du rôle de HDAC11, notamment dans la colonisation intestinale par les AIEC suite à son 

inhibition dans des modèles de cellules en culture ou dans des souris déficientes pour HDAC11, mais 

aussi de déterminer les gènes dérégulés suite à son inhibition.  

D’une manière plus globale, l’analyse statistique DeSeq2 a permis d’identifier 2304 gènes 

significativement surexprimés (6,5 % des gènes) et 2172 gènes significativement sous-exprimés (6,1% 

des gènes) dans l’iléon des souris sous régime HF comparativement aux souris contrôles (p<0,01, n=4 

échantillons/groupe) (Figure 62A). Une étude par GO a ensuite été réalisée afin d’identifier les voies 

cellulaires dérégulées. Nous avons observé que des gènes impliqués dans le catabolisme des lipides et 

dans la voie de signalisation de PPAR, voie activée par les acides gras, sont significativement 

surexprimés suite à la consommation du régime HF (Figure 62B). Ainsi, l’activation de ces voies 

semble logique aux vues du régime alimentaire enrichi en graisses administré aux souris. Concernant 

les gènes dont l’expression est réprimée, nous avons observé un enrichissement de gènes impliqués dans 

les mécanismes de défense de l’hôte (Figure 62B-C). Notamment, les gènes Tlr1, Tlr2, Nlrc5 et Card9, 
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codant pour des récepteurs de l’immunité innée, voient leur expression fortement diminuée chez les 

souris sous régime HF comparativement aux souris contrôles. Ces observations ouvrent la voie à des 

études plus approfondies des voies de signalisation activées par ces TLRs afin de valider leur perte de 

fonctionnalité en contexte de régime enrichi en graisses. Des gènes codant pour des peptides 

antimicrobiens ou des gènes impliqués dans le processus autophagique sont également réprimés chez 

les souris du groupe HF vs Chow (Figure 62D). Ces résultats suggèrent que la consommation d’un 

régime enrichi en graisses pourrait inhiber la reconnaissance et la prise en charge des bactéries facilitant 

leur implantation et empêchant ainsi leur élimination. Il serait intéressant de déterminer l’effet 

bactéricide de cryptes intestinales de souris nourries avec et sans régime HF vis-à-vis des AIEC afin de 

valider, d’un point de vue fonctionnel, l’effet néfaste du régime HF sur le contrôle de la prolifération 

des bactéries AIEC dans la muqueuse iléale. Toutefois, ces travaux préliminaires ne montrent pas 

l’éventuelle implication de HDAC1/HDAC5 dans le contrôle de l’expression de ces gènes en condition 

de régime enrichi. Des souris déficientes pour HDAC1 ou HDAC5 spécifiquement dans les CEIs 

pourraient être utilisées afin de déterminer si les gènes identifiés sont directement régulés par ces 

enzymes et si l’effet du régime alimentaire enrichi est toujours observé malgré l’absence de ces HDACs. 

c. Impact du régime HF et de l’infection par la souche AIEC LF82 sur 

l’expression des gènes dans l’iléon : analyse globale 

En condition d’infection, il a été observé une légère baisse non significative de l’expression de 

HDAC1 ainsi qu’une augmentation significative de l’expression de HDAC5 chez les souris sous régime 

HF vs Chow (moyenne Chow + LF82 : 34,60 ± 2,50 vs moyenne HF + LF82 : 47,05 ± 7,20, 

****p<0,0001) (Figure 63A-B). De plus, l’infection induit une diminution du ratio d’expression 

HDAC1/HDAC5 en condition Chow (moyenne Chow : 1,34 ± 0,24 vs moyenne Chow + LF82 : 0,96 ± 

0,14, *p<0,05), ce ratio étant encore plus diminué en contexte HF + LF82 (moyenne Chow + LF82 : 

0,96 ± 0,14 vs moyenne HF + LF82 : 0,61 ± 0,08, *p<0,05) (Figure 63C). Une corrélation 

significativement négative a également été observée entre le ratio HDAC1/HDAC5 et la quantité de 

bactéries AIEC associées à la muqueuse iléale, montrant qu’un faible ratio HDAC1/HDAC5 est associé 

à une colonisation intestinale par les AIEC augmentée. Ceci suggère également que ce ratio pourrait être 

prédictif de la colonisation iléale par les AIEC (Figure 63D). Aussi, l’infection seule par les bactéries 

AIEC induisait une augmentation de l’expression de HDAC5 (moyenne Chow : 24,55 ± 4,26 vs 

moyenne Chow + LF82 : 34,60 ± 2,50, ***p<0,001) ainsi qu’une diminution du ratio HDAC1/HDAC5 

(Figure 63B-C). Au contraire, aucune modification de l’expression de HDAC5 ou du ratio n’est 

observée entre les conditions HF et HF + AIEC LF82 (Figure 63B-C). Ceci pourrait s’expliquer par le 

fait que le régime alimentaire enrichi a déjà profondément altéré ce ratio et que l’infection n’aggrave 

pas ce déséquilibre.  
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Concernant les gènes impliqués dans la défense de l’hôte présentés précédemment, en condition 

d’infection, une baisse significative de l’expression de la plupart des gènes a été observée chez les souris 

sous régime HF vs Chow (condition Chow + LF82 vs HF + LF82). De plus, l’infection seule entraîne 

une baisse de leur expression, bien que cette diminution ne soit pas significative pour chaque gène 

(condition Chow vs Chow + LF82) (Figure 64A-G). Comme précédemment, il n’y a pas de différence 

d’expression de ces gènes lorsque l’on compare les conditions HF vs HF + AIEC LF82. Ces résultats 

suggèrent que l’infection et le régime impacteraient de manière similaire l’expression de HDAC5 et des 

gènes impliqués dans la défense de l’hôte, mais sans effet cumulatif. De plus, l’effet du régime HF 

semble plus important que l’effet de l’infection seule. Toutefois, concernant le gène Reg4, il a été 

observé une augmentation significative de son expression suite à l’infection des souris contrôles 

comparativement aux souris contrôles non infectées (moyenne Chow : 64,60 ± 8,20 vs moyenne Chow 

+ LF82 : 144,80 ± 38,50, ****p<0,0001). Ceci pourrait représenter un mécanisme de défense de l’hôte 

en condition d’infection. Cependant, cette induction due à l’infection est totalement perdue lorsque les 

animaux sont nourris avec un régime enrichi, ce qui pourrait expliquer l’implantation facilitée des AIEC 

dans la muqueuse des animaux sous régime occidental (Figure 64E). 

 

 Pour conclure, cette première étude ainsi que les résultats complémentaires présentés ici ont 

permis de révéler le rôle clé de HDAC1 et HDAC5 dans la colonisation intestinale par les 

Entérobactéries et les AIEC. Nous avons également mis en évidence le rôle de HDAC1 dans le contrôle 

de la réponse inflammatoire ainsi que celui de HDAC5 dans la perméabilité paracellulaire. Aussi, la 

consommation d’un régime enrichi en graisses a des effets délétères au niveau iléal en diminuant 

l’activité HDAC globale, en induisant l’expression de HDAC5 et en réprimant l’expression de gènes 

importants pour la reconnaissance et la prise en charge des bactéries. Ainsi, les résultats obtenus 

montrent que le régime HF créerait un microenvironnement spécifique au niveau de l’iléon, qui serait 

favorable à l’implantation des bactéries au niveau de la muqueuse. Les données obtenues confirment 

également que le ciblage de HDAC5 pourrait être une stratégie intéressante, tout comme un 

rééquilibrage alimentaire, afin de limiter la colonisation intestinale par les bactéries AIEC chez les 

patients atteints de maladie de Crohn.  
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Introduction de la publication n°2 
 

À ce jour, il n’existe pas de traitement curatif de la maladie de Crohn. Les thérapies disponibles 

actuellement permettent seulement de soulager les symptômes des patients et ont pour but d’augmenter 

la durée des rémissions cliniques. Une meilleure compréhension de cette maladie est nécessaire pour 

développer des thérapies plus spécifiques et personnalisées pour les patients. La MC résulte de 

l’interaction complexe entre des facteurs génétiques, environnementaux et microbiens. Comme 

mentionné précédemment, les bactéries AIEC, que l’on trouve avec une plus forte prévalence au niveau 

des lésions iléales des patients atteints de MC comparativement aux contrôles, semblent particulièrement 

impliquées dans l’étiologie de la maladie (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004; Nadalian et al., 2021; 

Palmela et al., 2018). En effet, elles sont capables d’adhérer et d’envahir les CEIs, d’altérer la fonction 

barrière de l’épithélium intestinal et sont également capables de survivre et de se répliquer au sein des 

macrophages, via l’induction de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-� 

(Boudeau et al., 1999; Chervy et al., 2020; Darfeuille-Michaud et al., 1998; Denizot et al., 2012; Glasser 

et al., 2001). 

La capacité d’adhésion des AIEC avec les CEIs repose principalement sur l’interaction de 

l’adhésine bactérienne FimH, une lectine localisée à l’extrémité des pili de type I, avec la glycoprotéine 

CEACAM6, qui est anormalement exprimée dans la muqueuse iléale des patients atteints de MC et qui 

présente des résidus mannoses pouvant être reconnus par FimH (Barnich et al., 2007). Le ciblage 

spécifique des AIEC apparaît donc être une stratégie intéressante chez les patients atteints de MC et 

porteurs de ces bactéries pathobiontes. Différentes approches ciblant les AIEC sont actuellement 

évaluées dans des modèles précliniques ou cliniques pour limiter l’invasion de la muqueuse intestinale 

par les AIEC. On peut par exemple citer les études évaluant l’efficacité de la phagothérapie pour éliminer 

les AIEC ou celle évaluant le potentiel de molécules antagonistes de FimH pour réduire la colonisation 

intestinale par les AIEC (Galtier et al., 2017; Sivignon, Yan, et al., 2015). Toutefois, un modèle 

préclinique robuste reproduisant au mieux la MC est requis pour valider de nouveaux agents 

thérapeutiques. Actuellement, pour obtenir une colonisation intestinale par les AIEC, les modèles 

murins utilisés sont soit traités avec des antibiotiques, soit génétiquement modifiés ou soit traités avec 

du DSS pour induire une micro-inflammation intestinale et favoriser l’implantation des AIEC (Table 2) 

(Bretin et al., 2016; Carvalho et al., 2008; Small et al., 2013; Spalinger et al., 2022). Il n’est pas possible 

de reproduire l’interaction AIEC/CEACAM6 in vivo du fait de l’absence de gène orthologue à 

CEACAM6 dans le génome murin. Dans le modèle CEABAC10 utilisé dans plusieurs études, les souris 

portent un transgène codant pour 4 gènes appartenant à la famille CEACAM, dont CEACAM6, sous le 

contrôle du promoteur humain. Cela permet l’expression de CEACAM6 préférentiellement au niveau du 

côlon, où CEACAM6 est exprimé chez l’Homme en condition physiologique. Dans ce modèle, il a été 
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démontré que les AIEC étaient capables de coloniser la muqueuse des souris, via l’interaction 

CEACAM6/FimH, et d’induire une réponse inflammatoire (Carvalho et al., 2009). Toutefois, les 

patients atteints de MC présentent une expression anormale de CEACAM6 au niveau de l’iléon faisant 

du modèle CEABAC10, un modèle sous-optimal pour reproduire la colonisation iléale par les AIEC. 

Ainsi, un nouveau modèle murin transgénique a été développé afin de reproduire au mieux la 

physiopathologie de la MC iléale. Dans ce modèle « Vill-hCC6 », l’expression du gène humain 

CEACAM6 est contrôlée par le promoteur du gène murin Villin, permettant de reproduire l’expression 

anormale de CEACAM6 au niveau de l’intestin grêle. L’objectif de ce travail était de caractériser ce 

nouveau modèle en (1) analysant l’expression et la glycosylation de CEACAM6 au niveau intestinal, 

(2) évaluant ex vivo l’interaction AIEC-entérocyte et en (3) étudiant in vivo la colonisation intestinale 

par les AIEC chez les animaux transgéniques. 
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An adherent-invasive Escherichia coli-colonized mouse model to
evaluate microbiota-targeting strategies in Crohn’s disease
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ABSTRACT
Adherent-invasive Escherichia coli (AIEC) were investigated for their
involvement in the induction/chronicity of intestinal inflammation
in Crohn’s disease (CD). AIEC gut establishment is favoured by
overexpression of the glycoprotein CEACAM6 in the ileal epithelium.
We generated a transgenic mouse model, named ‘Vill-hCC6’,
in which the human CEACAM6 gene was under the control of the
villin promoter, conditioning expression in the small intestine. We
demonstrated that CEACAM6 is strongly expressed in the small
intestine mucosa and is correlated with numerous glycosylations
displayed at the brush border of enterocytes. Ex vivo, the AIEC–
enterocyte interaction was enhanced by CEACAM6 expression and
necessitated the presence of the bacterial adhesive factor FimH.
Finally, AIEC bacteria preferentially persisted in a FimH-dependent
manner in the ileal mucosa of Vill-hCC6 mice compared to wild-
type mice. This preclinical model opens new perspectives in the
mechanistic study of the AIEC pathobiont and represents a valuable
tool to evaluate the efficacy of new strategies to eliminate AIEC
implanted in the ileal mucosa, such as phages, inhibitory and/or anti-
virulence molecules, or CRISPR-based strategies targeting virulence
or fitness factors of AIEC bacteria.

KEY WORDS: AIEC, Ileal colonization, Mouse model, Crohn’s
disease, CEACAM6

INTRODUCTION
Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel disease
characterized by an abnormal immune response of the intestinal
mucosa to environmental and bacterial triggers. To date, no curative
treatment exists for CD patients, and current therapies only control
the symptoms of the disease and aim to increase the time between
relapses. It is therefore essential to identify the causes of the disease
to develop more specific and personalized therapies. To date, the
aetiology of CD is only partially understood, but it is clear that it
results from complex interactions between environmental, genetic
and microbial factors. Among the microbial factors identified as

taking part in the onset and maintenance of the disease, a specific
pathotype of Escherichia coli has been implicated, adherent-
invasive Escherichia coli (AIEC) pathobiont bacteria, which are
highly prevalent in ileal lesions of CD patients (Darfeuille-Michaud
et al., 2004; Nadalian et al., 2021). We recently reported that AIEC
encroachment to the ileal mucosa of CD patients is predictive of
endoscopic postoperative recurrence at 6 months postsurgery,
suggesting that AIEC-targeting therapeutic strategies could be of
interest in the management of CD (Buisson et al., 2022). The
adhesion ability of AIEC to intestinal epithelial cells (IECs) mainly
relies on FimH adhesin, a mannose-binding lectin located at the tip
of type 1 pili (Dreux et al., 2013; Boudeau et al., 2001). In the ileal
mucosa of CD patients, carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 6 (CEACAM6) glycoprotein is abnormally
expressed and harbours mannose residues recognized by bacterial
FimH, thus favouring AIEC adhesion to IECs (Barnich et al., 2007).
These bacteria play an important role in the induction and/or
maintenance of intestinal inflammation through invasion of
IECs, alteration of epithelial barrier integrity, and their ability to
survive and replicate within macrophages, inducing secretion
of proinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-α
(TNF-α) (Chervy et al., 2020; Denizot et al., 2012; Sasaki et al.,
2007; Douadi et al., 2022).

Based on these studies, many AIEC-targeting strategies are
currently under investigation in preclinical models and in clinical
trials to limit AIEC blooming and invasion of ileal mucosa. For
example, the efficacy of antibiotics (TEOREM, NCT02620007)
or phagotherapy (Galtier et al., 2017) (EcoActive, NCT03808103)
to kill AIEC, or FimH antagonists (Sivignon et al., 2015b)
(Sibofimloc, NCT03943446) and yeast probiotics (Sivignon
et al., 2015a, 2021) to decrease AIEC gut colonization, are
currently under study. However, a well-established and validated
preclinical model closely mimicking AIEC-induced CD
pathogenesis is required to validate new therapeutic agents
targeting AIEC bacteria. To date, most published studies have used
antibiotic-treated mice, dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis
or genetically susceptible mouse models to reach AIEC colonic
colonization (Spalinger et al., 2022; Carvalho et al., 2008; Bretin
et al., 2018). The mouse genome lacks a human CEACAM6 gene
orthologue, making it difficult to reproduce the AIEC–CEACAM6
interaction in vivo. In previous studies, we used the humanized
carcinoembryonic antigen bacterial artificial chromosome 10
(CEABAC10) mouse model, in which we showed that AIEC
bacteria are able to colonize the colonic mucosa of mice
in a CEACAM6/FimH-dependent manner and to induce an
inflammatory response (Chan and Stanners, 2004; Carvalho et al.,
2009; Lucchini et al., 2021; Sivignon et al., 2021). CEABAC10 mice
carry a transgene encoding four genes of the CEACAM family
members, including the CEACAM6 gene. Of note, the transgene used
in this mouse model is under the control of the human promoter,
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directing the expression ofCEACAM6 to colonic epithelial cells only,
in which CEACAM6 is physiologically expressed in humans.
However, CD patients abnormally express CEACAM6 in the ileal
mucosa, making CEABAC10 a suboptimal model for studying AIEC
encroachment to the ileum (Barnich et al., 2007). These observations
led us to drive human CEACAM6 gene expression in small intestinal
IECs to develop a new humanized mouse model that closely mimics
the physiopathology of ileal CD.
In this work, we describe a new mouse model named

‘Vill-hCC6’, in which CEACAM6 expression is driven by the
mouse villin [also known as villin 1 (Vil1)] gene promoter,
reproducing abnormal overexpression of the mannosylated human
receptor CEACAM6 in the small intestine and allowing ileal
colonization by AIEC bacteria, as observed in CD patients. Here,
we present ex vivo and in vivo AIEC–enterocyte interaction
tests and show that CEACAM6 overexpression in small intestine
enterocytes correlates with high glycosylation of intestinal mucosa,
favouring AIEC adhesion. We also validated our model using a type
1 pili-deficient AIEC strain, which shows decreased AIEC
interaction with IECs. This model will be useful for screening and
evaluating innovative strategies targeting the gut microbiota and,
more specifically, the AIEC pathobiont, one possible trigger
of intestinal inflammation.

RESULTS
Human CEACAM6 is highly expressed in the mucosa of the
small intestine in Vill-hCC6 mice
A novel model of transgenic mice expressing the human
CEACAM6 protein in the ileal mucosa was generated as
described in Fig. 1. The human CEACAM6 transgene under the
control of the mouse villin gene promoter was introduced into
the murine Hprt locus to generate the knock-in mouse model ‘Vill-
hCC6’. Heterozygous female mice are viable, fertile, reproduce
normally and can nurse their litter naturally. Hemizygous males
were obtained by breeding heterozygous females with wild-type
(WT) C57BL/6 males (Fig. 2). Knock-in mice do not show evident
morphological and developmental alterations or signs of abnormal
behaviour.

Mucosal CEACAM6 expression at different localizations of the
intestine of Vill-hCC6 hemizygous males was assessed by reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
(Fig. 3A) and western blotting (Fig. 3B; Fig. S4). As expected, the
expression of CEACAM6, which is under the control of the villin
promoter, is high in the small intestine of Vill-hCC6 mice, from the
duodenum to the ileum. The CEACAM6 pattern of expression along
the gastrointestinal tract was evaluated by immunohistochemical
analyses performed on formalin-fixed paraffin-embedded intestinal

Fig. 1. Generation of a Vill-hCC6 knock-in mouse model harbouring the human CEACAM6 gene under the control of the villin promoter at the Hprt
locus. The solid lines represent intronic sequences. In the targeting vector, hatched black and red boxes represent murine and human Hprt exons,
respectively. Neomycin and loxP sites are represented by a grey arrow and blue triangles, respectively, and the red box depicts hGHpolyA. In recombined
E14Tg2a (E14) embryo-derived stem (ES) cells, the Hprt gene was reconstituted by introduction of the human promoter (pink box) and exons 1 and 2.
Orange and green boxes represent human CEACAM6 cDNA and the villin promoter, respectively. Recombined ES cell clones were injected into blastocysts
to generate chimeric animals. Heterozygous females were obtained following the breeding of the chimeras with wild-type (WT) females. Yellow boxes with
red crosses and hatched black boxes represent the knock-in allele and the WT allele, respectively.
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tissues (Fig. 3C; Fig. S5). The small intestine was divided into three
equivalent sections corresponding to the duodenum, jejunum and
ileum segments. Strong and specific expression of CEACAM6 was
detected in the mucosa of the small intestine of Vill-hCC6 mice.
Concerning duodenum and jejunum segments, CEACAM6 staining
was homogeneous along the villi, and expression was decreased in
the crypts. In the ileum, CEACAM6 was concentrated at the apex of
the villi, and specific staining appeared in close contact with the
epithelium. Expression was faint in the colon of transgenic mice and
totally absent in WT mice.

CEACAM6 overexpression correlates with strong
glycosylation at the brush border of enterocytes in
Vill-hCC6 mice
In ileal tissues from CD patients, overexpression of CEACAM6
correlated with high concanavalin A (ConA) lectin staining at
the brush border of isolated enterocytes (Barnich et al., 2007).
This lectin recognizes D-glucose/D-mannose residues, and one
hypothesis is that CEACAM6 may contribute to the high amount of
mannose residues exposed at the enterocyte brush border in these
patients, which could facilitate AIEC attachment. Fluorescein
isothiocyanate (FITC)-labelled ConA staining was performed on
isolated enterocytes from the intestine of Vill-hCC6 mice and WT
littermates. ConA preferentially bound to ileal enterocytes from
Vill-hCC6 mice compared to WT mice, and fluorescence was
focused at the brush border of enterocytes (Fig. 4A). By quantifying
the intensity of fluorescence localized at the brush border of
enterocytes, we observed that glycosylation was significantly
increased in the ileum of Vill-hCC6 mice [260.5±16.6 arbitrary
units (AU)] compared to WT mice (173.7±22.4 AU, P<0.0001),
and that difference remained significant for colonic enterocytes
(Fig. 4B). Hence, the CEACAM6 expression level in Vill-hCC6mice
correlated with the abnormal glycosylation pattern of enterocytes.

AIEC bacteria preferentially adhere to enterocytes from
Vill-hCC6 mice in a mannose-dependent manner
Fresh enterocytes isolated from the ileal mucosa of Vill-hCC6 mice
or their WT littermates were incubated with GFP-expressing AIEC

LF82 bacteria for 2 h. LF82 bacteria firmly adhered to the brush
border of ileal enterocytes from Vill-hCC6 mice (Fig. 5A).
Adhesion ability of bacteria to enterocytes was quantified using
an adhesion index, corresponding to the mean number of bacteria
adhering to the brush border per enterocyte. Although the adhesion
index to ileal enterocytes from WT mice was relatively low
(0.046±0.018 bacteria/enterocyte), it was notably and significantly
higher in the Vill-hCC6 background (0.415±0.056 bacteria/
enterocyte, P<0.0001) (Fig. 5B). As type 1 pili are the main
adhesion factor of the AIEC pathobiont, the ability of an AIEC
LF82 mutant deleted for the FimH adhesin-encoding gene (LF82-
ΔfimH) to adhere to enterocytes was investigated (Fig. 5C). The
adhesion index of LF82-ΔfimH was drastically decreased compared
to that of the WT strain (0.040±0.018 bacteria/enterocyte and 0.363
±0.042 bacteria/enterocyte, respectively, P<0.0001). Furthermore,
the addition of mannose nearly abrogated the bacterial adhesion of
the AIEC LF82 WT strain to the brush border (0.010±0.007
bacteria/enterocyte, P<0.0001). Thus, CEACAM6 and type 1 pili
play a crucial role in the ability of AIEC LF82 to adhere to intestinal
mucosa in the Vill-hCC6 mouse model.

AIEC bacteria preferentially persist in the gut of Vill-hCC6
mice
The transgenic mouse model Vill-hCC6 expressing CEACAM6 in
ileal epithelial cells represents an interesting new preclinical model
to analyse ileal tropism of AIEC and therefore to assess promising
anti-AIEC strategies. To investigate the role of the FimH adhesin in
the intestinal encroachment of the AIEC pathobiont, Vill-hCC6
mice were challenged with the AIEC LF82 WT strain or with the
LF82-ΔfimH mutant. Faecal AIEC bacteria, reflecting the gut
persistence of the pathobiont, were assessed for 10 days. At 10 days
postinfection (10 dpi), the bacterial load was significantly decreased
in the faeces of mice receiving the nonpiliated mutant, whereas the
levels of WT LF82 bacteria remained high [2.61×106 colony-
forming units (CFU)/g and 1.39×108 CFU/g, respectively]
(Fig. 6A). Furthermore, the LF82-ΔfimH mutant was less able to
adhere to the ileal mucosa and induced fewer clinical signs of
disease, as reflected by the disease activity index (DAI) score

Fig. 2. Global strategy for the generation of hemizygous male
mice. Yellow boxes with red crosses and hatched black boxes
represent the knock-in allele and the WT allele, respectively. The
asterisks represent the X chromosome carrying the human CEACAM6
transgene under the control of the villin promoter.
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assessment (Fig. 6B,C). In conclusion, gut establishment of the
AIEC pathobiont in Vill-hCC6 mice involves the bacterial FimH
adhesin.
The experiment was then performed with other clinical strains of

AIEC recently isolated from ileal biopsies of CD patients. Mice
were challenged with a mix of four AIEC strains (CEA614S,

CEA618U, CEA212U, CEA304S). Bacteria were quantified in
the faeces for 21 days as the bacterial load was still high in the
faeces of both groups at 14 dpi, and mucosa-associated bacteria
were numbered at euthanasia. Although the AIEC bacterial
load remained high and stable for 21 days in the Vill-hCC6 mice
(2.12×109 CFU/g of faeces at 21 dpi), it decreased in WT mice at

Fig. 3. Mucosal CEACAM6 expression in the intestine of Vill-hCC6 mice. (A) Segments of the gastrointestinal tract from Vill-hCC6 mice were opened and
washed with cold PBS, and mucosa were collected by scraping with a glass slide. Total RNA was extracted and used for mRNA analysis. The graph shows
the RT-qPCR analysis for mRNA expression levels of CEACAM6 relative to Rps26 (26S), n=3 mice. Data are presented as mean±s.e.m., *P<0.05 (Kruskal–
Wallis test). (B) Total proteins were extracted from mucosa collected from the gastrointestinal tract of WT or Vill-hCC6 mice. CEACAM6 accumulation was
assessed by western blotting using a monoclonal antibody raised against CEACAM6. Quantification of CEACAM6 expression relative to GAPDH was
performed for Vill-hCC6 mice by assessing band intensities (n=4 mice) using the Image Lab software. Data are presented as mean±s.e.m., *P<0.05
(Kruskal–Wallis test). (C) CEACAM6 immunohistochemical staining of intestinal sections of WT or Vill-hCC6 mice. Slides were scanned and assessed with
an AxioScan Z1 using Zen 2.3 Pro software.
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21 dpi (6.53×107 CFU/g of faeces) (Fig. 7A). Moreover,
significantly more AIEC bacteria were associated with the jejunal
and ileal mucosa of transgenic mice compared to those of WT
mice (Fig. 7B). Taken together, these data show that AIEC gut
colonization is favoured in the Vill-hCC6 transgenic model.

DISCUSSION
Future investigations of AIEC pathogenicity and of suitable
therapeutic strategies targeting this pathobiont depend on robust
animal models and preclinical experimental data. Previous studies
demonstrated the key role of CEACAM6 in the ability of AIEC
bacteria to colonize intestinal mucosa. Although CEACAM6 is
highly present in the human colonic mucosa, the expression of this
glycoprotein is very low and even absent in the ileal segment.
However, in more than 35% of CD patients, abnormal expression
of CEACAM6 is observed, and this overexpression favours AIEC
attachment to the epithelium (Barnich et al., 2007). A transgenic
mouse model named CEABAC10 and carrying several human
CEACAM genes (integrated into a 187-kb bacterial artificial
chromosome, among which CEACAM6) is already available
(Chan and Stanners, 2004). CEABAC10 mice allowed us to better
appreciate the role of AIEC bacteria in inflammatory bowel diseases
by demonstrating the involvement of the CEACAM6 glycoprotein

in the ability of AIEC strains to adhere to the intestinal epithelium
(Carvalho et al., 2009), and to better understand how this
colonization modulated intestinal permeability, in particular by
inducing the expression of pore-forming claudin 2 (Denizot et al.,
2012). They also enabled us to reveal how environmental factors,
such as a Western-style diet, favour the gut encroachment of
AIEC bacteria (Martinez-Medina et al., 2014; Agus et al., 2014).
Furthermore, this model has highlighted in preclinical studies
the efficacy of various anti-AIEC strategies, i.e. phage cocktail
(EcoActive), various synthetic molecules based on mannose to
block the interaction of FimH with CEACAM6, or yeast probiotics
such as Saccharomyces cerevisiae (whole yeast or yeast extracts) to
prevent the implantation of, or to eliminate, AIEC bacteria from the
gut (Galtier et al., 2017; Sivignon et al., 2015a,b, 2021). However,
the limitation of this model relies on the fact that CEACAM6
expression is mainly located in the colon, whereas it remains very
low in the small intestine. Thus, the mechanisms of AIEC–intestinal
epithelium interactions as well as the ability of anti-AIEC strategies
to limit/eliminate bacteria have only been investigated at the colon
level in this model.

In gnotobiotic mice monocolonized with AIEC bacteria, the
results showed that AIEC bacteria require flagellar mobility to
cross the mucus layer and to reach the surface of the epithelium

Fig. 4. Analysis of glycosylation at the brush
border of enterocytes isolated from intestinal
mucosa of Vill-hCC6 or WT mice. Sections (3 cm)
of distal ileum or colon were collected from WT or
Vill-hCC6 mice, and isolated enterocytes were
prepared as described in the Materials and Methods
section. (A) Enterocytes of WT or Vill-hCC6 mice
were incubated for 1 h with FITC-labelled
concanavalin A at 50 μg/ml in PBS and visualized
using phase-contrast microscopy and fluorescence
(400×, immersion oil, Axio Observer, Zeiss). (B) The
graph shows average fluorescence intensities
(intensity/μm2) at the brush border of ileal or colonic
enterocytes from WT or Vill-hCC6 mice
(25-30 enterocytes/mouse; three mice/group).
Values represent mean±s.e.m., ****P<0.0001
(Kruskal–Wallis test).
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(Sevrin et al., 2020). Various mouse models also highlighted that
mucosal metabolites support the general growth of AIEC in the gut,
with a selective effect of ethanolamine or serine on AIEC blooming
(Zhang et al., 2022; Kitamoto et al., 2020). Another work performed
in mice with simplified microbiota (altered Schaedler flora) showed
that the addition of AIEC to this ecosystem disrupted microbiota
composition and increased levels of bioactive lipopolysaccharide
and flagellin, but only modestly promoted some parameters of
intestinal inflammation (Chassaing and Gewirtz, 2018). Moreover,
genetically susceptible mice with normal microbiota, such as
Eif2ak4−/− mice, exhibiting autophagy defects in response to AIEC
infection, demonstrated that AIEC implantation can induce chronic
intestinal inflammation via modulation of the composition of the gut
microbiota (Bretin et al., 2018). Finally, mouse models in which
intestinal inflammation is chemically induced (DSS) or induced
by environmental factors (such as a high-fat diet or dietary
emulsifiers) indicated that AIEC bacteria can aggravate a pre-
existing inflammatory state at the intestinal level (Carvalho et al.,
2008; Martinez-Medina et al., 2014; Viennois et al., 2020).
Although these models have driven progress in understanding the
role of AIEC bacteria in the pathophysiology of inflammatory bowel
disease, they do not mimic the ileal AIEC colonization observed in
CD patients with ileal involvement.
This limitation led us to develop a new animal model. The

original work of our research group showed that AIEC strains were
found only in colonic specimens of 3.7% of CD patients versus
1.9% of controls (Darfeuille-Michaud et al., 2004). However, AIEC
are especially associated with the ileal mucosa. Indeed, AIEC were
found in 21.7% of CD chronic ileal lesions versus in 6.2% of
controls, and, in neoterminal ileal specimens, they were found in
36.4% of CD early lesions. Since then, these results have been
confirmed by other teams around the world (Kamali Dolatabadi
et al., 2021; Nadalian et al., 2021; Palmela et al., 2018).
More recently, we investigated the role of AIEC bacteria in CD,

taking advantage of a large prospective cohort of patients
with CD undergoing ileocolonic resection. We observed a
twofold higher prevalence of AIEC bacteria within biopsies from
the neoterminal ileum at 6 months postsurgery compared with
surgical specimens (ileal side); moreover, ileal colonization was
associated with the early phase of ileal CD recurrence (Buisson
et al., 2022).

Thus, to deeply investigate the pathogenicity of the AIEC
pathobiont in relation to its attachment to CEACAM6, a novel
mouse model was generated, named ‘Vill-hCC6’, with strong
CEACAM6 expression in the ileal mucosa. Interestingly, AIEC
bacteria were able to highly persist in the gut of mice for up
to 21 days after a unique infection, with a significant higher
quantity of bacteria associated with jejunal and ileal mucosa in
transgenic mice expressing CEACAM6 compared to WT mice.
Bacterial attachment to mucosa is associated with a high
glycosylation state of CEACAM6-expressing epithelial cells that
could thus be targeted by the FimH bacterial adhesin. Indeed, an
AIEC mutant deleted from fimH was less able to adhere to the ileal
mucosa of Vill-hCC6 mice. These data clearly support our
hypothesis that CEACAM6 favours AIEC attachment to small
intestine mucosa and that FimH plays a crucial role in this
interaction. Thus, AIEC-infected Vill-hCC6 mice, modelling ileal
CD patients colonized by AIEC pathobionts, could be used in the
future as a more appropriate animal model to evaluate, over one or
more generations, preventive strategies to limit AIEC ileal
colonization, such as the use of natural extracts incorporated in
the diet or the use of various probiotics and/or protective
microorganisms. Furthermore, the efficacy of new strategies to
eliminate AIEC bacteria associated with the ileal mucosa will also
be tested in this model, such as phage treatment, inhibitory and/or
antivirulence molecules, faecal microbiota transplantation or, as
an example, CRISPR-based strategies targeting virulence or
fitness factors of AIEC bacteria.

Fig. 5. Assessment of the ability of the adherent-invasive Escherichia coli (AIEC) LF82 bacterial strain to adhere to the brush border of ileal
enterocytes of Vill-hCC6. Sections (3 cm) of distal ileum were collected from WT or Vill-hCC6 mice, and enterocytes were prepared as described in the
Materials and Methods section. Enterocytes were infected for 2 h with bacteria (∼10 bacteria/enterocyte) in cell culture medium without antibiotics then
were washed in PBS to eliminate nonadherent bacteria. (A) Adhesion of GFP-expressing AIEC LF82 bacteria to the brush border of an ileal enterocyte
from a Vill-hCC6 mouse (phase-contrast/fluorescence microscopy, 400×, immersion oil, Axio Observer, Zeiss). (B) Adhesion index of GFP-expressing
AIEC LF82 bacteria to ileal enterocytes, according to the mouse genotype (total enterocytes counted: 197 for WT mice, 236 for Vill-hCC6 mice).
(C) Adhesion index to ileal enterocytes from Vill-hCC6 mice of a nonpiliated LF82-ΔfimH mutant or LF82 WT in the absence or presence of 2%
D-mannose (total enterocytes counted: 245 for LF82 WT, 125 for LF82-ΔfimH and 192 for LF82+D-mannose). Adhesion index was expressed as
the mean number of bacteria adhering to the brush border of one enterocyte±s.e.m. Three independent experiments were performed. ****P<0.0001
(B, Mann–Whitney test; C, Kruskal–Wallis test).
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MATERIALS AND METHODS
Generation of the Vill-hCC6 knock-in mouse model
Vill-hCC6 knock-in mice were generated by genOway (Lyon, France). The
human CEACAM6 cDNA (NM_002483) under the control of the villin
promoter was introduced into the hypoxanthine phosphoribosyltransferase
(Hprt) locus by homologous recombination (Fig. 1). The knock-in mice were
developed using E14Tg2a [embryonic day (E)14] embryo-derived stem (ES)
cells from the 129P2/OlaHsd mouse strain. The targeted insertion repairs the
Hprt gene deletion in E14 ES cells and rescues the expression of the
endogenous Hprt gene. After transfection, E14 ES cells with a functional
Hprt gene were selected using neomycin positive selection (a neomycin
cassette flanked by loxP sites was added to the targeting vector) and HAT
medium containing hypoxanthine, aminopterin and thymidine substrates to
enrich for ES cell clones showing the correct targeting event. Southern blot
analyses were performed to confirm the presence of the recombined allele
(Fig. S1). ES cell clones were then injected into C57BL/6 blastocysts and
implanted into OF-1 pseudopregnant females. Highly chimeric males were

selected for breeding with WT C57BL/6 Cre Deleter females to excise the
neomycin selection cassette and to generate heterozygous females carrying
the neo-excised knock-in allele. This resulting F1 generation of heterozygous
mice was genotyped by PCR to confirm the presence of the transgene
(conditions and results are detailed in Table S1 and Fig. S2).

Because the Hprt knock-in locus is localized on the X chromosome, it is
preferable to analyse the expression of the CEACAM6 transgene in males
(hemizygous) or homozygous females to avoid dealing with the allelic
inactivation described for the X chromosome (Lyon, 1961). Hemizygous
males were produced from the second generation F2 by breeding WT
C57BL/6 males with PCR-validated heterozygous females (Fig. 2).
The integrity of the Hprt knock-in locus containing the CEACAM6 gene
was further verified by DNA sequencing (Fig. S3). The Vill-hCC6 mouse
model was crossed in specific pathogen-free conditions at least nine times
with the C57BL/6 strain (Charles River Laboratories, France) to ensure a
complete C57BL/6 genetic background and then to maintain the established
transgenic model.

Fig. 6. Ability of the AIEC LF82 WT strain or of the nonpiliated LF82-ΔfimH mutant to colonize Vill-hCC6 mice. Vill-hCC6 mice were treated with
streptomycin for 2 days (day −3) and then received water (day −1) for 24 h. Mice were orally administered (day 0) 109 colony-forming units (CFU) of AIEC
LF82 or LF82-ΔfimH bacteria and were killed at 10 days postinfection (dpi). (A) Quantification of AIEC bacteria in the faeces at 3, 5, 7 and 10 dpi (CFU/g of
faeces). (B) Quantification of AIEC bacteria associated with the ileal mucosa at 10 dpi (CFU/g of tissue). (C) Disease activity index (DAI) score assessment
at 3, 7 and 10 dpi. n=6 per group. Values represent median with interquartile range, *P<0.05, **P<0.01 (Mann–Whitney test).
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Animals and ethics
This study was carried out in strict accordance with the recommendations of
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of Clermont
Auvergne University (Clermont-Ferrand, France). The animal protocol was
approved by the Committee for Research and Ethical Issues of the
Department of Auvergne (CEMEA Auvergne; Permit Number: CEMEAA,
2018031914539228).

Mice were housed in a temperature-controlled room (21-22°C) with a
12:12-h light–dark cycle in individually ventilated polysulfone cages with
an internal area of 500 cm2 and 18.0 cm depth, wood bedding and
appropriate enrichments. Up to a maximum of five animals were housed per
cage, with access to food and water ad libitum, in the animal facility of
Clermont Auvergne University.

Bacterial strains and culture conditions
The AIEC strains LF82, CEA614S, CEA618U, CEA212U and CEA304S
used in this study were isolated from the ileal mucosa of CD patients
requiring ileocolonoscopy (Darfeuille-Michaud et al., 2004; Buisson et al.,
2021). AIEC LF82 is naturally resistant to ampicillin and erythromycin. For
CEA614S, CEA618U, CEA212U and CEA304S, streptomycin-resistant
mutants (AIEC-StpR) were constructed by insertion of the streptomycin
resistance-encoding gene on the chromosome using a mobilizable mini-
Tn7-based vector (pUC18R6KT-mini-Tn7T-km-Stp). Mini-Tn7 delivery
was accomplished by three parental matings involving E. coli MFDpir46
harbouring the respective mini-Tn7 delivery plasmid, the AIEC recipient
strain, and E. coli MFDpir/pTNS3 encoding the tnsABCD genes necessary
for the transposition of mini-Tn7 at the attTn7 insertion site (Ferrier̀es
et al., 2010). The LF82-GFP strain was constructed using this method
and the pUC18R6KT-mini-Tn7T-km-GFP plasmid. A nonpiliated
chromosomal mutant, LF82-ΔfimH, was used as a control (Dreux et al.,
2013). The bacterial strains were grown in Luria Bertani (LB) broth under
static and aerobic conditions overnight at 37°C. For in vivo experiments,
overnight bacterial cultures of AIEC were harvested by centrifugation at
4500 g for 10 min. Bacterial pellets were resuspended in PBS to reach a
concentration of 5×109 bacteria/ml.

RNA extraction and RT-qPCR
Total RNA from the mucosa of different sections of the intestine
was extracted using an RNeasy Mini Kit (Qiagen, France) following
the manufacturer’s instructions. RNA quality was assessed by a
NanoPhotometer® (Implen, Germany). Reverse transcription was
performed on 500 ng RNA using a PrimeScript™ RT Reagent Kit
(TaKaRa, France). cDNA was diluted (1/10), and 3 μl was used for qPCR
quantification (iTaq Universal SYBR Green Supermix, Bio-Rad, France).
CEACAM6 relative expression compared to that of the housekeeping gene

Rps26 (ribosomal protein S26, mRNA) was determined using the 2−ΔCt

method. The primer sequences used were as follows: CEACAM6 Forward,
5′-GAATGAAGAAGCAACCGGAC-3′; CEACAM6 Reverse, 5′-CAGG-
TAGGTTGTGTTCTGAAC-3′; Rps26 Forward, 5′-TGTCATTCGGAA-
CATTGTAG-3′; Rps26 Reverse, 5′-GGCTTTGGTGGAGGTC-3′.

Protein extraction and western blotting
Mucosa from different sections of the gastrointestinal tract (stomach,
duodenum, jejunum, ileum, caecum and colon) of Vill-hCC6 and WT
mice were scraped with a glass slide and suspended in 300 μl lysis buffer
(25 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 5 mM EGTA pH 8.0, 1 mM
MgCl2, 1% NP-40, 10% glycerol and 150 mM NaCl). After vortexing, the
samples were incubated for 10 min on ice, disrupted for 10 min and
centrifuged at 19,000 g for 10 min at 4°C. Supernatants were collected, and
total protein contents were assayed with a DC Protein Assay (Bio-Rad).
Laemmli buffer was added to the protein extracts (1:4) before boiling (5 min
at 99°C). Protein extracts were loaded in a 12% SDS-PAGE gel for
electrophoresis migration before transfer to a nitrocellulose membrane
(Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad). Membranes were
incubated for 1 h in blocking buffer (PBS-0.05% Tween 20, 5% bovine
serum albumin) and then blotted with the primary antibodies anti-
CEACAM6 (1:5000, 9A6 clone, Genovac GmbH, Germany) and anti-
GAPDH (1:5000, Cell Signaling Technology, USA) overnight at 4°C. After
three washes with PBS-0.05% Tween 20, the membranes were incubated
for 1 h at room temperature (RT) with horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodies diluted in blocking buffer (1:10,000).
Membranes were washed three times, and proteins were detected using
Enhanced Chemiluminescence substrate (Clarity™Western ECL substrate,
Bio-Rad). Quantification of CEACAM6 expression relative to GAPDH was
performed for Vill-hCC6 mice by assessing band intensities (n=4 mice)
using Image Lab software 6.1.0 (Bio-Rad Laboratories Inc.)

Analysis of CEACAM6 expression by immunohistochemistry
Duodenum, jejunum, ileum or colon samples from WT or Vill-hCC6 mice
were fixed in formalin solution (neutral buffered, 10%, Sigma-Aldrich,
France) and embedded in paraffin. Slides of intestinal tissues (5 μm)
underwent unwaxing, rehydration, and antigen retrieval with citrate buffer,
and were incubated with 0.3% hydrogen peroxide (H2O2) for 30 min to
inactivate endogenous peroxidase activity. The sections were blocked using
PBS with 1.5% normal goat serum for 1 h at RT and incubated with anti-
CEACAM6 antibody (1:500, 9A6 clone, GM-0509, Genovac GmbH)
diluted in PBS with goat serum 1.5% overnight at 4°C. Then, tissues were
incubated with an anti-mouse biotinylated secondary antibody (1:500,
Interchim, France) for 1 h at RT before incubation with peroxidase-
conjugated streptavidin (Jackson ImmunoResearch, UK) for 30 min at RT.

Fig. 7. AIEC gut colonization after an oral challenge with a mix of four AIEC strains (CEA614S, CEA618U, CEA212U and CEA304S) in Vill-hCC6 or
WT mice. Vill-hCC6 or WT mice were treated with streptomycin for 2 days (day −3) and then received water (day −1) for 24 h. Mice were orally administered
(day 0) 109 CFU of AIEC bacterial mix (CEA614S, CEA618U, CEA212U and CEA304S) and were killed at day 21 after administration. (A) Quantification of
AIEC bacteria in the faeces at 1, 7, 14 and 21 dpi (CFU/g of faeces). (B) Quantification of AIEC bacteria associated with the intestinal mucosa at 21 dpi
(CFU/g of tissue). WT mice, n=6; Vill-hCC6 mice, n=7. Values represent median with interquartile range, *P<0.05 (Mann–Whitney test).
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For visualization, a Vector® NovaRED® Substrate Kit (Vector Laboratories,
USA) was used, and tissues were counterstained with Mayer’s
Haematoxylin. Tissues were then dehydrated, and slides were mounted
using Cytoseal™ 60. Slides were scanned with an AxioScan Z1 (Zeiss) and
analysed using Zen 2.3 Pro software.

ConA staining and infection experiments on isolated
enterocytes from mice
Enterocytes were isolated from ileal and colonic sections from WT or
Vill-hCC6 mice. Briefly, intestinal sections were longitudinally
opened and washed in PBS, and mucosa were scraped with a glass slide.
Mucosal suspensions were washed three times in PBS and then incubated
in Hanks’ balanced salt solution (HBSS)-EDTA 2 mM (Merck, Germany)
for 15 min with orbital shaking. Enterocytes were then incubated for 1 h
at RT with FITC-labelled ConA (Vector Laboratories, USA) at 50 μg/ml
in PBS. After two successive washes, enterocytes were visualized
using phase-contrast microscopy and brush borders areas were manually
bounded. Glycosylation levels at the brush border of enterocytes were
assessed by measuring the average fluorescence intensities (intensity/μm2)
in brush border areas using Zen Pro 3.3 software (Axio Observer, Zeiss,
France).

For AIEC infection assays, fresh enterocytes isolated from the ileum of
WT or Vill-hCC6 mice were prepared as previously described. Enterocytes
(∼4×106 cells) were infected for 2 h at RT with 4×107 AIEC bacteria in
minimum essential medium supplemented with 10% heat-inactivated foetal
calf serum in the presence or absence of 2% D-mannose (Merck, Germany).
Nonadherent bacteria were eliminated with two washes with PBS. Adhering
bacteria were visualized using phase-contrast/fluorescence microscopy. The
adhesion index was determined by counting the mean number of AIEC
bacteria associated with the brush border of enterocytes using phase-contrast
microscopy (Axio Observer, Zeiss).

Mouse infection protocol
Vill-hCC6 or WT male mice (6-8 weeks old) were orally pretreated for
2 days with streptomycin (2.5 g/l) in drinking water to disrupt normal
resident (bacterial) intestinal microbiota. Twenty-four hours later, the mice
were challenged with 109 AIEC bacteria (in 0.2 ml of PBS). Body weight
was monitored throughout the experiment. Fresh faecal pellets (≈100 mg)
were collected at different dpi and homogenized in PBS. Bacteria were
numbered by plating appropriate dilutions on LB agar medium containing
the appropriate antibiotics to select and isolate AIEC bacteria (LF82WT and
LF82-ΔfimH, 100 μg/ml ampicillin/20 μg/ml erythromycin; AIEC-StpR

strains, 100 μg/ml streptomycin) and incubated overnight at 37°C. The
severity of colitis was assessed by the DAI score, which ranges from 0
(healthy) to 12 (high colitis activity) as previously described (Sivignon
et al., 2015b; Table S2). At 10 or 21 dpi, the mice were anesthetized with
isoflurane and killed by cervical dislocation. Intestinal tissues were
collected, washed and homogenized in PBS before plating onto
antibiotic-selective culture media to count AIEC bacteria associated with
the tissue.

Statistical analysis
Values are expressed as the mean±s.e.m. or as the median. Statistical
analyses were performed using Prism 9 (version 9.3.1, GraphPad Software,
USA). An unpaired Mann–Whitney test was performed for single
comparisons, and the Kruskal–Wallis test was performed for multiple
comparisons. P<0.05 was considered statistically significant.
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l’Enseignement supérieur, de la Recherche et de l’Innovation (MESRI), Institut
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Fig. S1. Southern blot confirmation of homologous recombination events in HAT-

resistant E14 embryo-derived stem (ES) cells. A. Schematic representation of the wild-type 

Hprt allele and of the recombined allele with the relevant restriction sites is shown (related to 

figure 1). The strategy for the 5’ Southern blot analysis is indicated. B. The genomic DNA of 

the tested ES cell clones was compared with wild-type DNA (C57BL/6). The digested DNA 

was blotted on a nylon membrane and hybridized with the 5’ probe D to detect the AvrII 

fragment. C. Schematic representation of the wild-type Hprt allele and the recombined allele 

with the relevant restriction sites is shown (related to figure 1). The strategy for the 3’ 

Southern blot analysis is indicated. D. The genomic DNA of the tested ES cell clones was 

compared with wild-type DNA (C57BL/6). The digested DNA was blotted on a nylon 

membrane and hybridized with the 3’ probe A to detect the BamHI fragment. 
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Fig. S2. Representative PCR results of the heterozygous females of interest. A. Schematic 

representation of the wild-type and neo-deleted knock-in Hprt loci (related to figure 1). 

Arrows indicate the primer binding sites. The primer sets and the size of the amplification 

products are indicated. B. The left panel shows the results obtained using the primer set to 

detect the neo-excised recombined Hprt allele with a 0.5 kb amplification product, and the 

right panel shows the results obtained using the primer set to detect the wild-type Hprt allele 

with a 0.1 kb amplification product. Samples containing wild-type genomic DNA (WT) or no 

DNA (H20) served as positive and negative controls, respectively. PCR fragments were 

separated by capillary electrophoresis using an AATI ZAGTM Fragment Analyzer and were

analysed using PROSize 2.0 analytical software. 
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Fig. S3. Sequence analysis of the identified animals. Schematic representation of the 

sequenced knock-in locus, as well as a minimum of 1 kb downstream and upstream of both 

homology arms. SA: 5’ short arm; LA: 3’ long arm. Hatched black and red boxes represent 

murine and human Hprt exons, respectively. The human CEACAM6 cDNA is depicted as an 

orange box. Green box represents the villin promoter and pink box represents the human Hprt 

promoter. The red box depicts hGHpolyA. 
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Fig. S4. CEACAM6 expression in the intestinal mucosa of WT or Vill-hCC6 mice. 

Uncropped western blots related to figure 3B from Vill-hCC6 and WT intestinal mucosa (n=4 

for Vill-hCC6 and n=2 for WT mice). �

�������������� �%�����

�(
��

��
�

 �
&�
!

�(
��

��
�

 �
&�
!

�(
��

��
�

 �
&�
!

�(
��

��
�

 �
&�
!

�(
��

��
�

 �
&�
!

�(
��

��
�

 �
&�
!

����� �
���������
	
�������
�
������
�
����
�
�����
�
��������������
�
������������

���������	
�����������������
	����������
����������������������������	�����	�

�
��
��

��
��
	

�

��
��
��
�

��
��
��

��
��
�
��

��
��

��
��
��
���
�	
��

��
�	
�



�
�

  

Fig. S5. Histological examinations of the intestinal mucosa of wild-type or Vill-hCC6 

mice. Slides were scanned and assessed with an AxioScan Z1 using Zen 2.3 Pro software. 
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Table S1. Primers and PCR conditions for Vill-hCC6 mice genotyping 

Primers sequences 5'-3' bp PCR conditions 
Hprt wild-type allele   

94°C 120s;  
(94°C 30s, 65°C 30s, 

68°C 300s) x30; 
68°C 480s 
Accuprime 
(Invitrogen) 

204650cre-BAN1b: 
TGTAACTTAGAACGTCAGTAGTCATAGGAACTGC 176 204651cre-BAN1b:  
AAAGAATCAATGCTTCCAGTGCTACCA 
Hprt Knock-in allele  

204650cre-BAN1b: 
TGTAACTTAGAACGTCAGTAGTCATAGGAACTGC 425 204652cre-BAN1b:  
GTGGGACATTTGAGTTGCTTGCTTG 

 
 
 

Table S2. Score DAI (Disease Activity Index) 
 

Symptoms/score Characteristics 

Body weight loss  
0 No loss 
1 1-5 % loss of body weight 
2 5-10 % loss of body weight 
3 10-20 % loss of body weight 
4 >20 % loss of body weight 

Stool consistency  
0 Normal faeces 
1 Loose stool 
2 Watery diarrhea 
3 Slimy diarrhea, little blood 
4 Severe watery diarrhea with blood 

Blood in stool  
0 No blood 
2 Presence of blood 
4 Visible bleeding 
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Commentaire de la publication n°2 
 

Dans cette étude, l’objectif était de caractériser le nouveau modèle transgénique « Vill-hCC6 ». 

Dans un premier temps, nous avons démontré que l’expression de CEACAM6, absente chez les souris 

sauvages, était forte et majoritairement localisée au niveau de l’intestin grêle chez les souris Vill-hCC6. 

De plus, le niveau de glycosylation était significativement plus élevé au niveau de la bordure en brosse 

des entérocytes iléaux issus des souris Vill-hCC6 comparativement aux souris sauvages, démontrant 

une corrélation entre la surexpression de CEACAM6 et le niveau de glycosylation. Dans un second 

temps, il a été démontré ex vivo que l’interaction entre les AIEC et les entérocytes iléaux était 

significativement augmentée lorsque CEACAM6 était exprimé et que la présence de l’adhésine 

bactérienne FimH était nécessaire à cette interaction. In vivo, significativement plus de bactéries AIEC 

étaient associées à la muqueuse intestinale des souris Vill-hCC6 comparativement aux souris sauvages, 

ce qui signifie que la colonisation intestinale par les AIEC est favorisée dans le modèle transgénique 

Vill-hCC6. De plus, significativement moins de bactéries AIEC LF82�fimH ont été retrouvées dans les 

fèces ou associées à la muqueuse iléale des souris Vill-hCC6 comparativement à la souche AIEC LF82 

sauvage, démontrant que l’implantation intestinale des bactéries AIEC implique l’adhésine FimH dans 

ce modèle. Ainsi, ce nouveau modèle préclinique représente un outil précieux qui permettra de 

progresser dans l’étude mécanistique de l’interaction AIEC-épithélium intestinal au niveau iléal mais 

également d’évaluer l’efficacité de nouvelles stratégies ciblant le microbiote intestinal, et plus 

particulièrement les bactéries AIEC. 

Il serait intéressant de refaire une expérience d’infection de souris Vill-hCC6 et sauvages avec 

la souche AIEC LF82 ou la souche AIEC LF82�fimH en augmentant la durée du suivi de la colonisation 

dans les fèces. En effet, dans l’expérience présentée dans l’article, les souris ont été sacrifiées à 10 jours 

post-infection car la colonisation dans les fèces chutait pour les souris infectées avec la souche mutante. 

Un arrêt plus tardif n’aurait pas permis la détection des bactéries associées à la muqueuse iléale. Ainsi, 

augmenter la durée de suivi permettrait d’évaluer la colonisation intestinale à long-terme par la souche 

AIEC LF82 dans les animaux transgéniques afin de déterminer si le modèle Vill-hCC6 pourrait mimer 

une infection chronique par les AIEC. Cela permettrait également de confirmer que les bactéries 

persistent préférentiellement dans l’intestin des animaux transgéniques comparativement aux souris 

sauvages et permettrait de déterminer à partir de quel moment il y a élimination complète de la souche 

mutante. De plus, le nombre d’animaux pourrait éventuellement être augmenté afin d’observer des effets 

potentiellement plus marqués.  

Il serait aussi envisageable d’infecter des souris transgéniques et sauvages avec un « mix » 

d’AIEC en augmentant le nombre d’animaux pour obtenir des différences significatives au niveau de la 

colonisation dans les fèces entre les génotypes et confirmer que les AIEC persistent préférentiellement 
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chez les souris Vill-hCC6. De plus, prolonger l’expérience de quelques jours permettrait potentiellement 

d’observer une chute plus marquée de la colonisation par les AIEC dans les fèces des animaux sauvages. 

Toutefois, il ne faut pas oublier que la quantification des AIEC dans les fèces reflète davantage la charge 

bactérienne associée au côlon qu’à l’iléon, seule la quantification des bactéries associée à la muqueuse 

donne une indication précise du niveau de colonisation intestinale.  

Bien que significativement plus de bactéries AIEC étaient associées à la muqueuse iléale des 

souris Vill-hCC6 comparativement aux souris sauvages, la différence de charge bactérienne n’est pas si 

importante que ce à quoi on aurait pu s’attendre. Une hypothèse serait que le gène CEACAM6 est 

tellement exprimé dans ce modèle, que la protéine se retrouve sécrétée en forte concentration dans la 

lumière intestinale, où elle pourrait neutraliser les bactéries avant qu’elles n’atteignent la surface de 

l’épithélium. Il serait intéressant, dans une prochaine expérience, de traiter les animaux avec du PEG 

afin d’éliminer le contenu luminal avant l’infection et de déterminer si cela permet d’obtenir une 

différence plus grande au niveau de la quantité de bactéries associées à la muqueuse iléale entre les 2 

génotypes. 

 En termes de perspectives, ce modèle Vill-hCC6 permettra d’étudier l’effet de l’infection et de 

la colonisation iléale par les AIEC sur la perméabilité intestinale mais aussi sur la réponse inflammatoire, 

via des approches de cytométrie en flux ou des dosages ELISA, afin de mieux comprendre comment ces 

bactéries pathobiontes sont impliquées dans la pathogenèse de la MC. Il serait également intéressant de 

réaliser des immunomarquages sur des échantillons de muqueuse iléale ou dans les macrophages de la 

lamina propria afin d’observer la présence des bactéries AIEC au sein des cellules de l’hôte in vivo, ce 

qui n’a jamais été vu auparavant.  

La MC étant une pathologie multifactorielle résultant de l’interaction de facteurs génétiques, 

environnementaux et microbiens, on pourrait croiser des animaux Vill-hCC6 avec des souris portant des 

mutations dans des gènes de susceptibilité de la MC ou impliqués dans le contrôle de la multiplication 

intracellulaire des bactéries tels que les gènes Nod2 ou Atg16l1. Cela permettrait de générer un modèle 

murin se rapprochant encore plus de la MC en cumulant plusieurs facteurs et d’étudier le rôle de ces 

déficiences génétiques sur l’implantation des AIEC dans l’iléon. De la même manière, on pourrait 

soumettre les souris Vill-hCC6 à un régime enrichi en graisses de type HF afin d’étudier l’impact de ce 

facteur environnemental sur la colonisation iléale par les AIEC.  
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Pour conclure, cette deuxième étude a permis de caractériser un nouveau modèle préclinique, le 

modèle Vill-hCC6 qui permet de reproduire l’expression anormale de CEACAM6 au niveau de l’iléon, 

comme cela a été décrit chez les patients atteints de MC. Il a été démontré que les AIEC persistaient 

préférentiellement chez les animaux transgéniques faisant du modèle Vill-hCC6 un bon modèle 

préclinique de MC iléale. Ce modèle permettra à l’avenir de mieux comprendre le rôle des bactéries 

AIEC dans la MC et de développer et de tester de nouvelles molécules/stratégies ciblant spécifiquement 

les bactéries AIEC implantées dans la muqueuse iléale. 
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Les bactéries AIEC sont plus fréquemment trouvées associées à la muqueuse iléale des patients 

atteints de MC comparativement aux individus contrôles, mais les mécanismes impliqués dans cette 

colonisation n’ont pour le moment pas été totalement caractérisés (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 

2004; Palmela et al., 2018). Les objectifs principaux de ce travail de thèse étaient d’identifier des 

facteurs épigénétiques et environnementaux impliqués dans la colonisation des bactéries AIEC au sein 

de l’épithélium intestinal des patients, ainsi que de caractériser un nouveau model murin de colonisation 

iléale par les AIEC, afin de mieux comprendre le rôle de ces bactéries dans la physiopathologie de la 

MC. 

Au cours de notre première étude, nous avons identifié HDAC1 et HDAC5 comme des 

régulateurs épigénétiques centraux et antagonistes de la colonisation intestinale par les Entérobactéries 

et par les bactéries AIEC. Nous avons également montré l’implication de HDAC1 dans la régulation de 

la réponse inflammatoire et celle de HDAC5 dans la perméabilité paracellulaire. Concernant le régime 

HF, nous avons observé que sa consommation entraînait des modifications épigénétiques (diminution 

de l’activité HDAC globale et induction de l’expression de HDAC5) et transcriptionnelles qui 

favoriseraient l’implantation des bactéries AIEC au sein de la muqueuse intestinale. Nous avons 

également étudié les conséquences de l’infection sur l’épigénome de l’hôte en mettant en évidence que 

les bactéries AIEC étaient capables d’altérer l’activité HDAC globale et l’expression de HDAC5 mais 

également de moduler l’expression de HDAC1 en contexte HF. Les données générées par ce travail 

ouvrent de nombreuses perspectives à court, moyen et long terme pour de futures études, perspectives 

que nous allons discuter dans cette partie dans l’ordre suivant :  

� Impact de l’infection et du régime HF sur l’épigénome et conséquences sur la cellule hôte 

� Nouveau modèle d’étude de l’interaction AIEC-épithélium intestinal, Vill-hCC6 : 

utilisations futures et évolution 

� Validation des cibles thérapeutiques en clinique 
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I. Impact de l’infection et du régime HF sur l’épigénome et conséquences sur 

la cellule hôte 
1. Comment les bactéries AIEC et le régime occidental altèrent l’activité HDAC des 

cellules hôtes ? 

a. Lien de causalité entre acétylation des histones et colonisation par les AIEC ? 
Il a été démontré que le niveau d’acétylation globale de H4 était plus élevé dans des biopsies 

enflammées de patients atteints de MC comparativement à des tissus contrôles d’individus sains et des 

tissus non enflammés de patients (Tsaprouni et al., 2011). Aussi, nous avons observé que la présence 

des bactéries AIEC au niveau iléal chez les patients était associée à l’hyperacétylation de l’histone H3. 

Ces données suggèrent qu’il existerait un lien entre hyperacétylation des histones, inflammation et 

AIEC. Aux vues de nos résultats in vitro et in vivo, il semblerait que l’hyperacétylation des histones 

favorise l’implantation des bactéries AIEC. En effet, que ce soit dans le modèle de cellules en culture 

ou chez les souris CEABAC10, l’administration des inhibiteurs se faisait toujours avant l’infection et 

résultait en une hyperacétylation de H3. Ainsi, une muqueuse intestinale présentant une hyperacétylation 

des histones serait plus susceptible à être colonisée par des bactéries AIEC, qui tireraient un avantage 

de la réponse transcriptionnelle altérée dans ces cellules. Une fois installées, les bactéries AIEC 

pourraient modifier de façon plus importante l’épigénome de l’hôte, que ce soit en inhibant l’activité 

HDAC ou en induisant l’expression de HDAC5 comme nous l’avons observé, de façon à contrôler la 

réponse inflammatoire et à favoriser leur persistance.  

b. Effet de l’infection sur l’activité HDAC  
Il est intéressant d’observer que contrairement à l’infection par des bactéries pathogènes strictes 

qui induit majoritairement une réduction du niveau d’acétylation des histones, l’infection par les 

bactéries pathobiontes AIEC résulte en une hyperacétylation de H3 (Bandyopadhaya et al., 2016; 

Garcia-Garcia, Barat, et al., 2009; Hamon et al., 2007; Rennoll-Bankert et al., 2015). Cela suggère que 

les bactéries AIEC utiliseraient des mécanismes spécifiques lors de l’infection de leurs cellules hôtes. 

Dans les résultats complémentaires, nous avons observé que l’infection de CEIs en culture par la souche 

AIEC LF82 entraînait une forte diminution de l’activité HDAC, associée à une hyperacétylation de H3, 

cet effet ne passant pas par une baisse de l’expression ou de l’accumulation des différentes HDACs. Il 

apparaît important de réitérer la mesure de l’activité HDAC globale en testant d’autres souches AIEC, 

des souches d’E. coli commensales mais également des bactéries invasives telles Listeria, afin de 

déterminer si la diminution d’activité est spécifique des AIEC ou seulement due à un stress cellulaire. Il 

serait aussi intéressant, à court terme, de confirmer l’inhibition de l’activité HDAC induite par 

l’infection in vivo. Pour cela, les souris transgéniques Vill-hCC6 pourraient être utilisées et infectées, 

afin de reproduire la colonisation iléale anormale par les bactéries AIEC observées chez les patients, et 

l’activité enzymatique des HDACs serait étudiée à partir des CEIs de l’iléon. Il est à noter que l’approche 
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utilisée dans notre étude mesure l’activité HDAC globale des cellules. Afin de déterminer si l’infection 

altère spécifiquement l’activité d’une ou plusieurs HDACs, il sera nécessaire de réaliser des 

immunoprécipitations de chacune des HDACs, individuellement, et mesurer par la suite l’activité 

HDAC des protéines précipitées. De cette manière, la ou les HDAC(s) dont l’activité est modifiée par 

l’infection seront identifiées avec précision, permettant de mieux orienter les études futures.  

Les mécanismes impliqués dans la diminution de l’activité HDAC par les AIEC ou par le régime 

HF n’ont pas été identifiés à ce jour. Nous proposons ici, sur la base de nos résultats et des données de 

la littérature, des hypothèses de travail pour identifier les mécanismes impliqués.  

c. Identification de facteurs bactériens impliqués dans la modulation de 

l’épigénome 

Une première hypothèse serait que l’inhibition des HDACs passerait par la capacité des 

bactéries AIEC à diminuer la concentration intracellulaire en zinc en captant ce métal essentiel à 

l’activité des HDACs, via un transporteur particulier comme un transporteur à ATP-binding cassette 

(ABC transporter) tel que ZnuABC (Patzer & Hantke, 1998, 2000; Yatsunyk et al., 2008). Le zinc est 

un oligo-élément essentiel à la fois pour l’hôte mais aussi pour les bactéries pathogènes, et certaines 

d’entre elles ont développé des stratégies pour capter le zinc (Gammoh & Rink, 2017). C’est notamment 

le cas de Yersinia pestis ou Salmonella enterica Typhimurium qui sont capables de capter du zinc grâce 

à l’expression du transporteur ZnuABC, nécessaire pour leur croissance et leur virulence (Bobrov et al., 

2014; J. Z. Liu et al., 2012). L’étude du génome de la souche AIEC LF82 a mis en évidence la présence 

de ce type de transporteur. À moyen terme, il pourrait être intéressant d’étudier son rôle dans la 

modulation de l’épigénome de l’hôte grâce à la génération d’un mutant n’exprimant plus ce transporteur. 

On pourrait également examiner si cet opéron est induit dans l’environnement digestif iléal, d’une façon 

indépendante de leur contact avec les CEIs, en utilisant un modèle de digestion in vitro (TIM), qui 

permet de reproduire les différentes conditions retrouvées dans l’intestin grêle (Minekus, 2015; Minekus 

et al., 1995).    

La diminution de l’activité HDAC était associée à une augmentation de l’acétylation de H3. 

Afin d’identifier les gènes des bactéries AIEC impliqués dans la modulation de l’épigénome, il serait 

intéressant de créer une banque de mutants via l’insertion d’un transposon de manière aléatoire dans le 

génome bactérien. Cela permettra de générer de nombreux clones présentant un site d’insertion unique 

du transposon et la capacité des mutants à moduler l’épigénome sera criblée in vitro par une approche 

d’immunofluorescence ciblant une marque d’acétylation des histones. Les mutants qui ne seront plus 

capables de moduler les marques épigénétiques seront séquencés afin d’identifier le(s) gène(s) 

invalidé(s) par l’insertion du transposon potentiellement responsable(s) du phénotype étudié. Cette 

approche pourrait permettre d’identifier des gènes bactériens codant pour des protéines capables de 
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moduler les marques épigénétiques de l’hôte directement (nucléomodulines) ou indirectement (via 

l’altération de voies de signalisation cellulaires).  

d. Régulation de l’activité HDAC via le microbiote intestinal ?  

Comme il est connu qu’un régime alimentaire enrichi en sucres et en graisses peut impacter le 

microbiote intestinal, il apparaît important de déterminer si l’effet délétère du régime HF sur l’activité 

HDAC est dépendant du microbiote ou non (Agus et al., 2016; Martinez-Medina et al., 2014; R. P. 

Singh et al., 2020; Taira et al., 2015). Pour cela, il serait intéressant de réaliser des expériences de 

transplantation de microbiote fécal. Le microbiote fécal de souris soumises à un régime Chow ou HF 

durant 4 semaines sera transféré à des souris axéniques avant d’évaluer l’activité HDAC au niveau de 

l’iléon à différents temps post-transplantation. Si l’on observe une baisse de l’activité HDAC chez les 

souris ayant reçu le microbiote des animaux sous régime HF, cela signifiera que l’effet est dépendant de 

la composition du microbiote intestinal. Si tel est le cas, il faudra par la suite déterminer quelles 

populations bactériennes ou quels métabolites dérivés de ce microbiote sont à l’origine de cet effet. De 

plus, bien que compliqué à mettre en place, un objectif à long terme serait de déterminer les 

conséquences d’une transplantation de microbiote fécal humain de patients atteints de MC sur l’activité 

HDAC de souris axéniques. En effet, si la diminution de l’activité HDAC est liée à des composants du 

microbiote intestinal (métabolites, bactéries…) et que ceux-ci sont enrichis chez les patients, l’activité 

HDAC de la muqueuse intestinale devrait être diminuée, comparativement à ce qui serait observé chez 

des souris recevant un microbiote de sujet contrôle. Si tel est le cas, nous pourrions ensuite envisager 

d’infecter les animaux avec des souches AIEC afin d’évaluer leur capacité à s’implanter, et corréler ceci 

à l’activité HDAC des cellules épithéliales intestinales. Ce travail permettrait de montrer que le 

microbiote de patients atteints de MC inhibe l’activité HDAC et mène à l’implantation facilitée des 

AIEC. Enfin, si le phénotype n’est pas transférable par le microbiote, des souris axéniques seront 

soumises au régime HF afin de déterminer si le régime alimentaire impacte directement l’activité HDAC 

indépendamment du microbiote intestinal, via un mécanisme qu’il restera à déterminer.  

e. Effet du régime HF et de l’infection sur les modifications post-

traductionnelles des HDACs 

L’activité enzymatique des HDACs peut être régulée par leur état de phosphorylation. En effet, 

des protéines kinases comme CK2 peuvent phosphoryler les HDAC1, 2 et 3 augmentant leur activité 

enzymatique tandis que la phosphorylation des HDACs de classe IIa favorise leur interaction avec la 

protéine chaperonne 14-3-3 menant à leur export nucléaire (Pflum et al., 2001; Seto & Yang, 2010; Tsai 

& Seto, 2002; X. Zhang et al., 2005). Ainsi, il serait intéressant d’étudier, à court terme, l’état de 

phosphorylation des HDACs ainsi que leur localisation cellulaire que ce soit suite à l’infection avec les 

bactéries AIEC in vitro ou dans les CEIs issues de l’iléon de souris sous régime HF. Aussi, si des 

altérations de leur niveau de phosphorylation sont observées, le niveau d’expression des kinases 
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responsables de la phosphorylation et des phosphatases responsables de la déphosphorylation sera 

étudié. S. pneumoniae induit, via sa déphosphorylation, l’activation de la phosphatase PP1 qui est 

responsable de la déphosphorylation de H3S10 nécessaire pour un infection efficace (Dong et al., 2020). 

PP1 est également responsable de la déphosphorylation des HDACs. Ainsi, si les bactéries AIEC sont 

aussi capables d’activer PP1, et de déphosphoryler les HDACs, cela pourrait expliquer la baisse 

d’activité HDAC observée in vitro suite à l’infection.  

f. Conséquences de la diminution de l’activité HDAC sur l’activité de NF-��B ? 

Les HDACs désacétylent majoritairement des protéines histones, mais également des protéines 

non histones comme des facteurs de transcription et notamment le facteur de transcription NF-�B, 

médiateur important de la réponse inflammatoire (T. Liu, Zhang, et al., 2017). Il est donc possible que 

la diminution de l’activité HDAC induite par le HF et par l’infection impacte l’acétylation de facteurs 

de transcription ce qui peut modifier leur activité transcriptionnelle et donc entraîner des modifications 

de l’expression des gènes. Par exemple, sept sites d’acétylation ont été identifiés sur la sous-unité p65 

de NF-�B, qui peuvent mener à son activation ou sa désactivation. L’acétylation sur les lysines 122 et 

123 diminue sa fixation à l’ADN, alors que l’acétylation des lysines 218 et 221 l’augmente en altérant 

son association avec I�B�. Aussi l’acétylation de la lysine 310 est cruciale pour son activité 

transcriptionnelle. Pour finir, l’acétylation sur les résidus Lys314 et Lys315 régule différentiellement 

l’expression de gènes cibles spécifiques en réponse à une stimulation avec du TNF-�. Ainsi la 

désacétylation des divers résidus aboutira à des effets différents sur l’activité de NF-�B : la 

désacétylation des résidus lysine 122, 123, 314 et 315 va entraîner une augmentation de l’expression de 

gènes inflammatoires tandis que la désacétylation de Lys218 et Lys221 favorise la fixation de p65 avec 

I�B� menant à la désactivation de NF-�B (Calao et al., 2008; Giridharan & Srinivasan, 2018; B. Huang 

et al., 2010). Il serait donc judicieux d’étudier l’état d’acétylation de NF-�B en contexte HF mais 

également en contexte d’infection, ou suite au « silencing » de HDAC1 où il a été observé une 

dérégulation de l’expression des gènes de l’inflammation, afin de déterminer son activité 

transcriptionnelle. 

g. Rôle des HATs au cours de l’infection ?  
Enfin, l’observation de l’inhibition de l’activité HDAC qui favorise l’entrée des bactéries AIEC 

au sein des CEIs in vitro nous amène à penser qu’il serait intéressant d’étudier les enzymes responsables 

de l’action opposée des HDACs, les HATs et de déterminer si elles sont également impliquées dans le 

processus d’invasion des CEIs par les bactéries AIEC. En effet, comme pour les HDACs, leur expression 

n’est pas modifiée in vitro avec l’infection (données non présentées) ce qui n’exclut pas une modulation 

de leur accumulation ou de leur activité enzymatique en contexte infectieux. De plus, les Escherichia 

coli entéropathogènes et entérohémorragiques sont capables de sécréter une métalloprotéase NleC 
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capable de dégrader la HAT P300, entraînant une diminution de l’expression de l’IL-8 (Shames et al., 

2011). On peut imaginer qu’il s’agit d’un mécanisme commun partagé par les E. coli pathogènes et 

pathobiontes comme les AIEC. Aussi, afin de déterminer si les HATs sont impliquées dans le processus 

d’entrée des AIEC au sein des cellules hôtes, dans un premier temps, des tests de protection à la 

gentamycine pourraient être réalisés sur des cellules traitées avec des inhibiteurs de HATs. En fonction 

des résultats obtenus, des expériences similaires à celles réalisées avec les HDACs pourraient être 

envisagées afin de caractériser leurs rôles. 

2. Comment le régime occidental agit sur l’épigénome et sur l’expression des 

gènes ? 

a. Régime HF et expression de peptides antimicrobiens 
Il est connu que la consommation d’un régime HF entraîne une dysbiose chez les animaux 

caractérisée par une augmentation de la population des E. coli, favorisant la colonisation intestinale par 

les AIEC (Agus et al., 2016; Martinez-Medina et al., 2014). De manière intéressante, il a été observé 

que la consommation d’un régime HF sur quelques jours, en plus d’entraîner des modifications de la 

composition du microbiote intestinal, augmentait la susceptibilité des souris à l’infection par L. 

monocytogenes, cette susceptibilité augmentée étant associée à une réduction de l’expression de Reg3	 

(Las Heras et al., 2019). Suite à l’analyse transcriptomique, nous avons observé que la consommation 

du régime HF inhibait l’expression des gènes impliqués dans la défense de l’hôte comme les gènes 

codant pour des peptides antimicrobiens. Il est donc envisageable que la réduction de l’expression de 

ces gènes puisse conduire à une diminution de la production de peptides antimicrobiens ce qui pourrait 

moduler le microbiote intestinal en ne contrôlant plus certaines populations bactériennes, notamment la 

population d’E. coli et expliquerait la prédisposition à la colonisation intestinale par les AIEC. La 

répression de gènes impliqués dans le processus autophagique (Irgm1) suggère également une mauvaise 

prise en charge des bactéries invasives en contexte HF, qui pourrait favoriser la persistance des bactéries 

AIEC et leur prolifération au sein de la muqueuse intestinale. 

De manière intéressante, nous avons constaté une baisse de l’activité HDAC globale dans l’iléon 

de souris soumises à un régime HF comparativement aux souris sous le régime contrôle, suggérant un 

rôle similaire de l’infection et du régime alimentaire enrichi en graisses sur l’activité enzymatique des 

HDACs. Il serait intéressant de réaliser des expériences de ChIP-seq en ciblant des marques 

d’acétylation spécifiques afin d’identifier quels gènes présentent un enrichissement en ces marques et 

de déterminer s’ils pourraient être impliqués dans le contrôle de l’entrée des AIEC dans les CEIs. À la 

vue de nos résultats de transcriptomique, il est probable que nous observions une diminution de 

l’acétylation des gènes codant pour les peptides antimicrobiens ainsi que dans des gènes impliqués dans 

l’autophagie (formation de chromatine compactée). Cette analyse révèlera sûrement des régions 

génomiques fortement acétylées portant des gènes surexprimés en contexte HF.  
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b. Régime HF et perméabilité intestinale 

Le régime HF est également connu pour augmenter la perméabilité intestinale et réprimer 

l’expression des gènes codant pour des protéines de jonction (Christ et al., 2019; Las Heras et al., 2019; 

Malesza et al., 2021; Rohr et al., 2020). D’un point de vue mécanistique, il se pourrait que HDAC5 soit, 

en partie, responsable de ces phénotypes. En effet, suite à l’analyse RNA-seq, nous avons mis en 

évidence une augmentation de l’expression de HDAC5 dans l’iléon des souris sous régime HF ainsi 

qu’une diminution du ratio HDAC1/HDAC5, qui sont des conditions que nous avons identifiées comme 

favorisant l’implantation des AIEC dans l’intestin. Aussi, nous avons montré que HDAC5 jouait un rôle 

dans la perméabilité paracellulaire, son « silencing » induisant l’expression de gènes impliqués dans la 

formation des jonctions cellulaires (données à valider). Ainsi, on peut imaginer que la surexpression de 

HDAC5 en condition HF affaiblirait les jonctions entre cellules, dérégulant la fonction barrière de 

l’intestin et augmentant ainsi la perméabilité intestinale. Cela favoriserait le passage d’antigènes 

bactériens et le développement d’une inflammation intestinale ce qui pourrait aboutir à la sélection des 

bactéries AIEC. Une récente étude appuie cette hypothèse puisqu’il été démontré dans un modèle murin 

de septicémie intestinale, une augmentation de l’expression de HDAC5 dans la muqueuse intestinale 

qui était associée à des lésions au niveau de l’intestin ainsi qu’à des altérations du complexe jonctionnel 

intercellulaire et à une augmentation de la perméabilité intestinale. Le « silencing » de HDAC5 ou son 

inhibition avec le LMK-235 réduisaient la dysfonction intestinale et la perméabilité intestinale chez les 

souris atteintes de septicémie (B. Li et al., 2021). Ainsi, une perspective à court terme sera d’étudier la 

perméabilité intestinale chez des souris soumises à un régime HF et traitées ou non avec le LMK-235 

afin de déterminer si l’augmentation de la perméabilité intestinale avec le régime HF est dépendante de 

l’expression augmentée de HDAC5. 

c. Effets à long terme du régime HF sur l’épigénome 
Le régime HF entraîne des modifications épigénétiques avec l’observation d’une activité HDAC 

altérée, d’une augmentation de l’expression de HDAC5 et d’une réduction du ratio HDAC1/HDAC5. 

Sur le long terme, il serait intéressant de déterminer si ces altérations épigénétiques sont réversibles ou 

non afin de déterminer si un rééquilibrage alimentaire serait potentiellement envisageable et bénéfique 

chez les patients. En effet, dans certaines études, des modifications épigénétiques persistaient malgré 

l’arrêt de l’exposition au facteur causal (Jacobsen et al., 2012; Joehanes et al., 2016; Leung et al., 2016). 

Pour cela, des souris seraient soumises à un régime enrichi en graisses durant 4 semaines avant un retour 

à un régime conventionnel. L’activité ainsi que l’expression des HDACs seraient étudiées à différents 

temps suite à l’arrêt du régime HF afin de d’évaluer si les altérations persistent ou non. De plus, plusieurs 

études ont montré que la consommation d’un régime enrichi en graisses par le mâle ou la femelle 

pouvaient entraîner des modifications épigénétiques chez les descendants notamment au niveau des 

profils de méthylation (Q. Chen et al., 2016; Deshpande et al., 2020; Q. Zhang et al., 2019). Ainsi, pour 
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voir si le régime HF peut induire des altérations épigénétiques transgénérationnelles, des souris femelles 

seront soumises à un régime HF durant un mois afin de couvrir la gestation et le sevrage des souriceaux. 

Les descendants seront ensuite nourris avec un régime conventionnel jusqu’à l’âge adulte, période à 

laquelle l’activité et l’expression des HDACs seront analysées. La susceptibilité des descendants à être 

colonisés par les bactéries AIEC sera également étudiée. Cette étude pourrait permettre de montrer 

l’importance de l’épigénétique dans la prédisposition à la colonisation par les AIEC et pourrait, en partie, 

expliquer l’incidence forte de la MC dans les pays industrialisés.  

3. Quels sont les gènes et/ou voies cellulaires régulées par les HDACs d’intérêt 

impliqués dans le processus d’entrée des bactéries AIEC ? 

a. Rôle de GCNT1 dans la colonisation intestinale par les AIEC 
Grâce à une analyse transcriptomique sur des cellules Caco-2 « silencées » pour HDAC1 ou 

HDAC5, le gène GCNT1 a pu être identifié comme régulé par ces 2 HDACs et impliqué dans le 

processus d’entrée des bactéries AIEC dans les CEIs in vitro. GCNT1 code pour la glucosaminyl (N-

acétyl) transférase 1, impliquée dans la synthèse de la ramification core 2 des O-glycanes de type 

mucines. Des modifications du niveau d’expression de cette enzyme pourraient altérer la composition 

du mucus mais également des glycosylations associées à des protéines ciblées par les Entérobactéries. 

Nous avons observé que les patients colonisés par les MAEC présentaient un plus fort niveau 

d’expression de GCNT1 comparativement aux patients non colonisés par les Entérobactéries, que ce soit 

au moment de la chirurgie ou 6 mois après la résection iléocolique, confirmant les données in vitro et 

suggérant qu’un plus fort niveau d’expression de GCNT1 favoriserait l’implantation des Entérobactéries 

au niveau de la muqueuse iléale des patients. Toutefois, les patients colonisés par des bactéries AIEC 

présentaient un niveau plus faible d’expression de GCNT1 comparativement aux autres patients et nous 

avons observé, in vitro, que le niveau d’expression de GCNT1 diminuait suite à l’infection par la souche 

AIEC LF82 (donnée non présentée). Il est à noter que nos résultats proviennent d’analyses 

transcriptomiques et qu’ils devront être validés par la quantification de la protéine GCNT1 via des 

analyses par western blot et des immunomarquages. Dans le cas où ces observations seraient validées, 

il serait probable que l’expression augmentée de GCNT1 pourrait être favorable à l’implantation des 

Entérobactéries, mais qu’une fois implantées, l’infection par les bactéries AIEC diminuerait son 

expression, ce qui pourrait leur conférer un potentiel avantage qui resterait à identifier. 

Des altérations de glycosylation des mucines formant la couche de mucus protectrice ont été 

liées au développement de l’inflammation intestinale et des souris déficientes pour Gcnt1 sont plus 

sensibles à une colite induite au DSS (Kudelka et al., 2020; Morosi et al., 2021). L’utilisation de souris 

déficientes pour Gcnt1 pourrait nous permettre de valider nos hypothèses et de déterminer si la capacité 

d’implantation de souches d’Entérobactéries non pathogènes est plus importante que la capacité 

d’implantation de souches AIEC dans ce modèle murin. De plus, il serait particulièrement intéressant 
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d’étudier l’état de glycosylation des mucines chez les patients colonisés ou non par des Entérobactéries 

et/ou par des AIEC et de mettre ces données en regard du niveau d’expression de GCNT1. Dans le cas 

où la faible expression de GCNT1 serait associée à une diminution de la capacité d’implantation des 

Entérobactéries, le développement d’un inhibiteur de l’activité enzymatique de GCNT1 pourrait être 

envisagé. D’un point de vue clinique, il serait particulièrement intéressant d’utiliser cet inhibiteur chez 

les patients après la première chirurgie afin de limiter l’implantation d’Entérobactéries sur des régions 

saines de la muqueuse iléale. Cependant, de nombreuses études sont à mener afin de valider l’intérêt 

thérapeutique de cibler GCNT1 chez les patients atteints de MC. De plus, l’identification de cette cible 

potentielle repose sur un croisement de listes de gènes. En effet, la liste des gènes surexprimés suite au 

« silencing » de HDAC1 a été croisée à celle des gènes sous-exprimés suite au « silencing » de HDAC5. 

Même si cela a permis de mettre en évidence un gène d’intérêt particulier, nous avons décidé d’élargir 

l’étude via une approche de « Gene Ontology » afin d’identifier des voies cellulaires dérégulées suite au 

« silencing » de HDAC1 ou HDAC5 qui pourraient expliquer les phénotypes observés.   

b. Identification de voies cellulaires impliquées dans l’entrée des AIEC dans 

les CEIs : analyse par « Gene Ontology » (GO) 

L’analyse par GO nous a permis d’identifier des voies ainsi que des gènes qui pourraient être 

impliqués dans le processus d’invasion des AIEC. Cependant, il est important de noter que des gènes 

clés pourraient ne pas être identifiés par cette approche. En effet, elle repose sur l’enrichissement de 

gènes impliqués dans des voies cellulaires, l’enrichissement étant uniquement identifié lorsque plusieurs 

gènes d’une même voie sont anormalement régulés. Dans le cas où un gène extrêmement important pour 

l’entrée des AIEC serait surexprimé, sans que les autres gènes de la même voie cellulaire ne le soient, il 

ne pourra pas être identifié par cette approche de GO. C’est pourquoi une étude plus approfondie des 

gènes dérégulés est requise dans le futur. Cependant, cette analyse nous a tout de même permis 

d’identifier des voies cellulaires d’intérêt qu’il semble important d’étudier. En effet, nous avons pu 

identifier le rôle de HDAC1 dans la régulation du cytosquelette d’actine mais également dans le contrôle 

de la réponse inflammatoire ainsi que le rôle de HDAC5 dans la régulation de l’expression de gènes 

impliqués dans le maintien de la perméabilité intestinale. 

Le rôle de HDAC1 dans la régulation du cytosquelette d’actine a déjà été observé 

précédemment. En effet, il a été mis en évidence que le « silencing » de HDAC1 dans des cellules 

cancéreuses gastriques dérégulait l’expression et l’activation de protéines impliquées dans 

l’organisation de la tubuline et du cytosquelette. De manière plus globale, cela résultait en des altérations 

des microfilaments d’actine et des microtubules conduisant à un changement de morphologie des 

cellules, qui devenaient rondes, associée à une perte de pseudopodes (L. Lin et al., 2015). Il semble donc 

important, à court terme, d’étudier la morphologie des cellules silencées pour HDAC1. Un 

arrondissement des cellules au niveau de l’épithélium pourrait altérer la cohésion intercellulaire et 
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favoriser l’implantation des bactéries AIEC. De plus, le changement de morphologie des cellules 

intestinales pourrait permettre d’exposer des protéines cellulaires, non identifiées à ce jour, favorisant 

l’attachement des bactéries (Dumych et al., 2018). Concernant le rôle de HDAC1 dans la réponse 

inflammatoire, cela est cohérent avec de précédentes études où il a été observé in vitro, que HDAC1 

était un régulateur de la réponse inflammatoire dépendante de IL-1� et que la délétion spécifique de 

Hdac1 et Hdac2 dans les CEIs in vivo résultait en une inflammation intestinale de bas grade avec une 

augmentation de l’expression de gènes pro-inflammatoires (Gonneaud et al., 2014; Turgeon et al., 2013, 

2014).  

L’implication de HDAC5 dans le contrôle de la perméabilité intestinale a déjà été suggérée. En 

effet, une augmentation de l’expression de HDAC5 dans la muqueuse intestinale était associé à une 

augmentation de la perméabilité intestinale dans un modèle in vivo de septicémie (B. Li et al., 2021). 

Pour confirmer que HDAC5 est impliqué dans la fonction barrière de l’intestin, la résistance électrique 

transépithéliale (TEER) ou la diffusion d’une molécule fluorescente pourraient être évaluées dans un 

système « Transwell » où les cellules formant la monocouche auraient été traitées avec du LMK-235 ou 

spécifiquement délétées pour HDAC5 grâce au système CRISPR/Cas9. Aussi, à partir de tissus issus 

d’animaux spécifiquement délétés pour HDAC5 dans les CEIs ou traitées avec du LMK-235, la 

perméabilité intestinale sera évaluée ex vivo en mesurant le passage d’une molécule fluorescente à 

travers la muqueuse intestinale grâce au système des chambres de Ussing. Une vérification in vivo est 

également envisageable. Des souris seront traitées avec du LMK-235, un inhibiteur de HDAC5, par 

injection intrapéritonéale durant 5 jours. La perméabilité intestinale sera évaluée après administration 

par voie orale de Dextran 4kDa-FITC et mesure de la fluorescence dans le sang des animaux. 

4. Quel est le rôle des HDACs dans la régulation de l’inflammation intestinale ? 

De nombreuses études ont montré l’effet anti-inflammatoire des inhibiteurs de HDACs (Ali et 

al., 2018; Glauben et al., 2006, 2008; C. Lee et al., 2017; Simeoli et al., 2017). Cependant, nos travaux 

montrent que l’inhibition des HDACs de classe I favorise l’implantation des bactéries AIEC ainsi que 

la réponse inflammatoire, ce qui semble contradictoire. Les inhibiteurs de HDACs ne ciblent pas qu’une 

seule HDAC en particulier, ils ciblent le plus souvent toutes les HDACs. Ceci pourrait expliquer que 

l’inhibition spécifique des HDACs de classe I mène à une augmentation de l’inflammation en contexte 

infectieux, ce qui ne serait probablement pas le cas avec un inhibiteur global des HDACs (SAHA ou 

TSA). Le rôle individuel de chacune des HDACs dans le contrôle de l’inflammation pourrait être étudié 

via le « silencing » des différentes HDACs suivi d’une analyse transcriptomique, qui permettra 

d’identifier d’éventuelles dérégulations des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire. Enfin, il est 

important de garder en tête que l’effet anti-inflammatoire de l’inhibition des HDACs peut passer par la 

régulation de l’acétylation de protéines non histones comme des facteurs de transcription tels que NF-

�B. 
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Il est connu que le butyrate a un effet protecteur sur l’inflammation via son activité d’inhibiteur 

des HDACs (Chang et al., 2014; G. Li et al., 2021; Parada Venegas et al., 2019). Toutefois, le 

mécanisme moléculaire menant à l’effet protecteur du butyrate n’a pas été totalement caractérisé. Nous 

avons observé que le « silencing » de HDAC1 menait à une dérégulation de l’expression de gènes de 

l’inflammation suggérant que son inhibition favoriserait la réponse inflammatoire, ce qui semble 

contradictoire avec l’effet bénéfique du butyrate sur l’inflammation. Il a été démontré que le butyrate 

perturbait la localisation nucléaire de HDAC5 tandis qu’une autre étude a montré que le butyrate 

atténuait l’hypertrophie cardiaque induite par l’angiotensine II chez le rat via l’inhibition de HDAC5  

(Downes et al., 2000; L. Zhang et al., 2019). Ces données mettent en évidence que le butyrate peut 

directement impacter l’activité de HDAC5 et suggèrent que l’effet protecteur du butyrate sur 

l’inflammation pourrait potentiellement passer par l’inhibition de HDAC5. Pour mieux comprendre 

comment le butyrate régule l’inflammation, il serait intéressant, à moyen terme, de comparer l’effet du 

butyrate, qui est un inhibiteur global des HDACs, avec celui du MS-275, qui inhibe seulement les 

HDACs de classe I, sur la réponse inflammatoire en contexte infectieux in vitro et in vivo. Si l’effet anti-

inflammatoire obtenu avec le butyrate n’est pas retrouvé avec le MS-275, cela signifiera que l’effet ne 

passe pas par les HDACs de classe I mais par les autres HDACs et potentiellement les HDACs de classe 

IIa. Enfin, il serait intéressant de déterminer si le butyrate montre toujours un effet anti-inflammatoire 

chez des souris déficientes pour Hdac5 dans les CEIs, ce qui validerait le rôle crucial de HDAC5 dans 

le contrôle de l’inflammation par le butyrate in vivo.  

5. Par quels mécanismes l’inhibition des HDACs de classe I prédispose-t-elle à la 

colonisation intestinale par les bactéries AIEC ? 
Nous avons observé que les souris traitées avec l’inhibiteur des HDACs de classe I MS-275 

étaient plus susceptibles à l’infection par les bactéries AIEC. Dans un premier temps, il semble 

nécessaire de réitérer cette expérience avec des souris spécifiquement déficientes pour Hdac1 dans les 

CEIs afin de valider que l’effet du MS-275 passe bien par l’inhibition de HDAC1 et non par l’inhibition 

des autres HDACs de classe I (HDAC2, HDAC3 et HDAC8). Le traitement inhibiteur étant administré 

avant l’infection, on peut imaginer que cela induise l’expression des gènes impliqués dans la régulation 

du cytosquelette d’actine comme cela a été observé suite au « silencing » de HDAC1 dans nos cellules 

en culture, rendant les cellules plus permissives à l’infection et favorisant donc l’implantation des 

bactéries AIEC. Aussi, nous avons identifié GCNT1 comme un gène cible de HDAC1 qui favorise 

l’entrée des bactéries AIEC dans les cellules en culture. Il apparaît donc nécessaire d’étudier le niveau 

d’expression des gènes impliqués dans la régulation du cytosquelette et GCNT1 chez les souris traitées 

avec le MS-275 afin de valider s’ils sont également dérégulés in vivo avec le MS-275. Cependant, 

d’autres études devront être menées afin d’identifier les mécanismes menant à la susceptibilité 

augmentée des animaux à la colonisation par les AIEC suite au traitement par le MS-275. 
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a. Induction d’une inflammation de bas grade par le MS-275 ? 

Une hypothèse serait que l’inhibiteur de HDACs de classe I induit une inflammation de bas 

grade favorable à l’implantation des AIEC. En effet, notre analyse transcriptomique a montré que 

l’inhibition de HDAC1 menait à la dérégulation de l’expression des gènes impliqués dans la réponse 

inflammatoire créant une inflammation intestinale de bas grade. Il a été démontré dans des modèles in 

vivo qu’une inflammation iléale de bas grade favorisait l’expansion des Protéobactéries au sein du 

microbiote intestinal et la prolifération des AIEC au niveau de la muqueuse (Craven et al., 2012). De 

plus, les Entérobactéries participent au maintien de l’inflammation intestinale et les AIEC peuvent 

utiliser des métabolites associés à l’inflammation (comme l’éthanolamine) ou modifier leur capacité 

métabolique en condition d’inflammation (en dégradant notamment la L-sérine), ce qui leur confèrent 

un avantage compétitif au sein du microbiote intestinal et favorise leur virulence (Baldelli et al., 2021; 

Delmas et al., 2019; Kitamoto et al., 2020; Ormsby et al., 2019; S. Zhang et al., 2022). Ainsi, cela laisse 

supposer que l’inhibition de HDAC1 déclencherait une inflammation intestinale de bas grade, ce qui 

pourrait altérer la fonction barrière de l’intestin, et par conséquent favoriser l’implantation des 

Entérobactéries, ces effets pouvant potentiellement privilégier la sélection et le développement des 

bactéries AIEC. Une fois installées au niveau de la muqueuse, ces bactéries pathobiontes induiraient 

elles-mêmes des altérations de l’épigénome afin de favoriser leur propre colonisation et leur persistance.   

b. Altération de la prolifération de l’épithélium intestinal par le MS-275 ? 

Il est connu que HDAC1 contrôle le cycle cellulaire et que la perte ou l’inhibition de HDAC1 

le bloque (Senese et al., 2007; Yamaguchi et al., 2010; Zupkovitz et al., 2010). Aussi, la perte de Hdac1 

et Hdac2 au niveau intestinal chez des souris entraînait une perte des marqueurs des cellules souches in 

vivo (Zimberlin et al., 2015). Ainsi, le traitement des souris avec du MS-275 pourrait ralentir le 

renouvellement de l’épithélium intestinal ce qui limiterait l’élimination des bactéries AIEC qui auraient 

adhérées ou envahies les CEIs. Les souris traitées ou non avec le MS-275 pourraient recevoir du BrdU 

(Bromodeoxyuridine) afin de déterminer si le renouvellement cellulaire est impacté par l’inhibiteur. 

Aussi, il serait intéressant d’évaluer l’apoptose in vitro dans des cellules traitées avec du MS-275 et chez 

les souris traitées avec l’inhibiteur des HDACs de classe I. En effet, il a été démontré que les bactéries 

AIEC se fixaient préférentiellement aux résidus mannoses exposés à la surface des cellules apoptotiques, 

ce qui pourrait potentiellement constituer un point d’entrée dans l’épithélium intestinal pour les bactéries 

AIEC (Dumych et al., 2018).  

Des altérations de la différentiation cellulaire caractérisées par une réduction du nombre de 

cellules de Paneth et caliciformes ont été rapportées chez des souris déficientes pour Hdac1 et Hdac2 

spécifiquement dans les CEIs (Turgeon et al., 2013). On pourrait imaginer que l’inhibition de HDAC1 

induite par le traitement avec le MS-275 chez les souris impacterait la capacité de sécrétion de peptides 

antimicrobiens ou la formation de la couche de mucus ce qui favoriserait la colonisation intestinale par 
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les bactéries AIEC. Pour vérifier cela, en plus d’étudier le nombre de cellules de Paneth et caliciformes 

par immunomarquage, des marquages du mucus (Muc2) ou de peptides antimicrobiens tels que Reg3� 

ou Reg3	 pourraient également être réalisés sur des coupes de côlon de souris traitées ou non avec du 

MS-275. Le pouvoir bactéricide de cryptes intestinales issues des souris traitées avec l’inhibiteur 

pourrait également être évalué afin de déterminer si l’inhibition in vivo de HDAC1 via le MS-275 altère 

le contrôle de la prolifération des bactéries AIEC. 

6. Par quels mécanismes l’inhibition de HDAC5 limite-t-elle la colonisation 

intestinale par les bactéries AIEC ? 
Nous avons observé que le traitement des souris avec du LMK-235 favorisait l’élimination des 

bactéries AIEC rendant les animaux moins susceptibles à l’infection, ce qui démontre que l’activité de 

HDAC5 in vivo favorise la colonisation intestinale. Concernant les mécanismes moléculaires sous-

jacents, l’analyse transcriptomique a révélé que HDAC5 régulait l’expression de gènes impliqués dans 

la formation des jonctions cellulaires. Ainsi, il est possible que l’inhibition de HDAC5 avec le traitement 

LMK-235 induise l’expression de ces gènes renforçant la perméabilité intestinale ce qui limiterait 

l’implantation des bactéries AIEC au niveau intestinal. Après avoir validé dans un premier temps la 

réduction de la susceptibilité à l’infection chez des souris spécifiquement délétées de Hdac5 dans les 

CEIs, l’expression des gènes impliqués dans les jonctions cellulaires ainsi que la perméabilité intestinale 

seront étudiées chez ces mêmes souris ou chez des souris traitées avec du LMK-235.  

HDAC5 est une HDAC de classe IIa qui transite en fonction de son état de phosphorylation 

entre le noyau et le cytoplasme des cellules (Mathias et al., 2015; Seto & Yang, 2010). De plus, la 

régulation de l’expression des gènes par les HDACs de classe IIa se fait essentiellement via leur 

association au niveau nucléaire avec des complexes co-répresseurs comme SMRT/NCoR/HDAC3 ou 

avec des facteurs de transcription (Clocchiatti et al., 2011; Fischle et al., 2002; Hudson et al., 2015). 

Ainsi, il serait intéressant d’étudier la localisation cellulaire de HDAC5 ainsi que son interaction avec 

ses partenaires protéiques suite au traitement de cellules ou d’animaux avec du LMK-235 afin de 

déterminer si l’effet bénéfique du LMK-235 dépend de la délocalisation cellulaire de HDAC5 ou par 

une inhibition de son interaction avec ses partenaires protéiques.  

Le lien HDAC5/HIF-1�/CEACAM6 pourrait également être étudié. En effet, HDAC5 contribue 

à la stabilisation et l’activité transcriptionnelle de HIF-1��(S. Chen et al., 2015; Seo et al., 2009)��Il a 

été montré in vitro et in vivo que�HIF-1��activait l’expression du gène CEACAM6, le récepteur avec 

lequel les bactéries AIEC interagissent préférentiellement (Denizot et al., 2015). Ainsi, il serait judicieux 

d’analyser le niveau d’expression du gène CEACAM6 dans l’intestin des souris CEABAC10 traitées 

avec le LMK-235. En effet, une hypothèse serait que l’inhibition de HDAC5 induirait une perte de HIF-
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1� menant à une plus faible expression de CEACAM6. Cela pourrait expliquer la plus faible colonisation 

intestinale par les bactéries AIEC chez les souris traitées.  

Le régime HF entraîne une diminution de l’activité HDAC globale, induit l’expression de 

HDAC5 et favorise la colonisation intestinale par les bactéries AIEC (Agus et al., 2016; Martinez-

Medina et al., 2014). Grâce aux données que nous avons obtenues, il apparaît que le ciblage de HDAC5 

représenterait une stratégie intéressante pour limiter la colonisation intestinale par les bactéries AIEC 

chez les patients atteints de MC. Pour confirmer le potentiel bénéfice de son blocage, il serait intéressant, 

à court terme, de réaliser une nouvelle étude in vivo où des souris seraient soumises à un régime 

conventionnel ou HF durant 4 semaines avant d’être traitées avec le LMK-235 et infectées avec la 

souche AIEC LF82. Avec cette expérience, nous espérons confirmer que le LMK-235 protège de 

l’infection les animaux nourris avec le régime contrôle. Par ailleurs, cette expérience permettrait 

également de déterminer si l’inhibition de HDAC5 serait suffisante pour contrer les effets néfastes du 

régime HF sur la colonisation intestinale.  

II. Nouveau modèle d’étude de l’interaction AIEC-épithélium intestinal, 

Vill-hCC6 : utilisations futures et évolution 
Au cours de la deuxième étude, le modèle Vill-hCC6 a été caractérisé. Ce modèle permet de 

reproduire l’expression anormale de CEACAM6 au niveau iléal, comme cela a été constaté chez les 

patients atteints de MC (Barnich et al., 2007). Nous avons montré qu’il constituait un bon modèle 

préclinique de MC iléale grâce à la persistance augmentée des bactéries AIEC au niveau iléal chez les 

animaux transgéniques. En termes de perspectives, ce modèle permettra de mieux comprendre 

l’interaction AIEC-épithélium ainsi que le rôle des bactéries AIEC et de leur colonisation intestinale 

dans la physiopathologie de la MC. En effet, en plus de permettre d’étudier l’effet de l’infection et de la 

colonisation iléale sur la perméabilité intestinale et la réponse inflammatoire, ce modèle pourra 

également être utilisé, à moyen et long terme, dans les expériences in vivo que nous souhaitons réaliser 

pour confirmer et approfondir les résultats de la première étude. Aussi, des animaux transgéniques 

d’âges différents pourront être infectés avec la souche AIEC LF82 afin de déterminer s’il existe une 

fenêtre temporelle préférentielle pour l’implantation intestinale des bactéries AIEC. Les animaux 

transgéniques pourraient également être infectés avec une souche d’AIEC bioluminescente afin 

d’étudier le comportement des bactéries AIEC au sein du tractus digestif des animaux en temps réel et 

de manière non invasive. Il est envisagé d’analyser le microbiote intestinal des souris Vill-hCC6 afin de 

déterminer si la surexpression de CEACAM6 au niveau iléal impacte la composition générale du 

microbiote. De plus, il a été observé chez les souris CEABAC10 que la consommation d’un régime HF 

induisait une dysbiose, particulièrement caractérisée par un enrichissement en bactéries E. coli 

comparativement aux souris sauvages soumis au même régime (Martinez-Medina et al., 2014). Ainsi, il 
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serait intéressant de réaliser les mêmes analyses de microbiote chez les souris Vill-hCC6 nourries avec 

le régime HF afin de voir si on observe les mêmes altérations. Si un enrichissement en E. coli est 

retrouvé, des caractérisations phénotypiques pourront être menées afin de déterminer si certaines 

souches présentent des caractéristiques d’adhésion et d’invasion propres aux AIEC, dans le but de mieux 

comprendre comment les AIEC ont été sélectionnés chez les patients atteints de MC.  

Il serait également intéressant de faire évoluer ce modèle en générant des animaux transgéniques 

qui présenteraient un microbiote simplifié dont l’ensemble des espèces le constituant seraient connues, 

comme le microbiote « Altered Schaedler flora » composé de seulement 8 espèces bactériennes ou le 

microbiote Oligo-Mouse-Microbiota 12, comprenant 12 souches bactériennes (Brugiroux et al., 2016; 

Wymore Brand et al., 2015). En effet, la présence d’un microbiote restreint et totalement défini facilitera 

l’étude de l’interaction entre bactéries-hôte mais aussi l’interaction inter-bactéries ce qui permettra 

d’étudier et de comprendre le comportement des bactéries AIEC au sein du microbiote intestinal.  

Des organoïdes intestinaux, représentant un modèle extrêmement intéressant pour l’étude des 

relations hôte-pathogène, pourront être dérivés des cryptes des souris Vill-hCC6. En effet, les différents 

types cellulaires présents dans l’épithélium intestinal in vivo sont présents dans les organoïdes et 

l’absence de cellules immunitaires facilite l’étude de l’interaction bactérie-épithélium. HDAC1 ou 

HDAC5 pourrait être inhibée dans les organoïdes et le niveau d’expression des gènes cibles 

précédemment identifiés pourra être analysé afin de confirmer nos résultats. Toutefois, une des 

limitations des organoïdes est que la lumière « intestinale » et le pôle apical des cellules sont localisés à 

l’intérieur de l’organoïde. Ainsi, l’infection des organoïdes est réalisée via des micro-injections de 

bactéries dans la lumière, cette technique étant très délicate à réaliser. Cependant, il a été démontré qu’en 

absence de matrice, la polarité des organoïdes pouvait s’inverser, exposant le pôle apical des cellules 

vers l’extérieur (Co et al., 2019). Il est également possible de générer, à partir d’organoïdes en 3D, des 

monocouches d’organoïdes en 2D contenant l’ensemble des cellules différenciées de l’épithélium 

intestinal (Rahmani et al., 2019). Ainsi, il est envisagé d’infecter des organoïdes présentant soit le pôle 

apical, soit le pôle basolatéral vers l’extérieur, ainsi que des monocouches d’organoïdes avec des 

bactéries AIEC. Grâce à des approches de microscopie confocale, cela permettra d’identifier le pôle 

cellulaire ainsi que les types cellulaires préférentiellement ciblés par les bactéries AIEC. On pourrait 

également envisager de traiter les organoïdes avec les inhibiteurs de HDACs afin de confirmer les 

phénotypes précédemment observés dans les autres modèles quant à l’entrée des AIEC dans les CEIs. 

Le potentiel de molécules inhibant l’adhésion et/ou l’invasion des bactéries AIEC à l’épithélium pourra 

également être évalué dans ce modèle d’organoïdes. 
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III. Validation des cibles thérapeutiques en clinique 
1. Validation des données grâce à des études observationnelles chez les patients  
Au cours de notre étude, nous avons eu la chance de pouvoir confirmer nos résultats avec des 

échantillons de muqueuse iléale issus des patients de la cohorte REMIND et de déterminer que le ratio 

d’expression HDAC1/HDAC5 pourrait être prédictif de la colonisation intestinale par les 

Entérobactéries et les bactéries AIEC. Toutefois, concernant ce ratio, son utilisation semble 

difficilement envisageable en clinique pour identifier des patients avec une susceptibilité accrue à être 

colonisés par les bactéries AIEC. En effet, en plus d’avoir accès à des biopsies iléales, il faudrait 

standardiser la valeur du ratio afin de déterminer l’amplitude de différence qui serait associée à un risque 

augmenté d’être porteur de bactéries AIEC. Pour cela, il faudrait travailler sur d’autres échantillons 

humains afin de confirmer le rôle du ratio et de déterminer sa valeur potentiellement prédictive. 

Chez les patients, la résection iléocolique permet d’éliminer les segments trop impactés par la 

MC, entraînant une « remise à zéro » artificielle de la maladie. En étudiant la récidive post-opératoire à 

6 mois post-chirurgie, cela permet en réalité d’analyser les phases précoces de la MC. Ainsi, nous avons 

étudié le niveau d’expression de GCNT1 chez des patients ne présentant pas ou présentant des formes 

précoces de lésions iléales 6 mois post-chirurgie. De manière intéressante, nous avons observé que 

GCNT1 avait tendance à être plus exprimé chez les patients colonisés par des bactéries MAEC 

comparativement aux patients non colonisés par des Entérobactéries suggérant que GCNT1 favoriserait 

l’implantation des Entérobactéries dans la muqueuse iléale. Il serait intéressant de suivre les patients à 

plus long terme, au-delà de 6 mois post-chirurgie. En effet, cela permettrait de pouvoir conclure plus 

clairement sur le lien entre expression de GCNT1 et colonisation par les Entérobactéries et de voir si, 

sur une période plus longue, l’expression de GCNT1 pourrait être liée à l’implantation des AIEC. Aussi, 

cela permettrait d’observer si les patients exprimant GCNT1 à un plus fort niveau et présentant une plus 

forte charge d’Entérobactéries associées à la muqueuse iléale sont ceux qui rechutent le plus d’un point 

de vue endoscopique et clinique. Si tel est le cas, il pourrait être intéressant de développer des inhibiteurs 

spécifiques de GCNT1 pour de futures thérapies ciblées destinées aux patients porteurs d’AIEC.  

Actuellement, les stratégies thérapeutiques envisagées et évaluées pour limiter ou prévenir 

l’invasion de la muqueuse intestinale par les AIEC reposent sur l’utilisation d’antibiotiques (TEOREM, 

NCT02620007), la phagothérapie (EcoActive, NCT03808103), ou sur le recours à des molécules 

antagonistes de l’adhésine bactérienne FimH (Sibofimloc, NCT03943446) et à des levures probiotiques 

(Galtier et al., 2017; Sivignon, de Vallée, et al., 2015; Sivignon et al., 2021; Sivignon, Yan, et al., 2015). 

Les données expérimentales obtenues au cours de nos travaux suggèrent que le ciblage de HDAC5 ainsi 

qu’un rééquilibrage alimentaire pourraient être des approches intéressantes afin de limiter la colonisation 

intestinale par les bactéries AIEC chez les patients atteints de MC. Cependant, avant que ces stratégies 

ne soient proposées aux patients, de nombreuses validations in vitro et in vivo sont nécessaires comme 
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cela l’a été proposé dans cette discussion. Concernant le ciblage de HDAC5, son bénéfice a déjà été 

démontré in vivo. En effet, son inhibition, via le LMK-235 ou son « silencing » via l’injection 

intraveineuse d’adénovirus codant pour un shARN-HDAC5, chez des souris souffrant de septicémie 

améliorait la survie des animaux, la perméabilité intestinale et réduisait la dysfonction intestinale (B. Li 

et al., 2021). Toutefois, à terme, du fait des vastes rôles joués par les HDACs, il apparaît moins risqué 

de cibler un gène spécifiquement régulé par HDAC1 ou HDAC5, dont le rôle dans la colonisation 

intestinale aura été démontré. 

2. Proposition de protocole clinique interventionnel chez les patients pour limiter 

la colonisation intestinale par les AIEC 

Sur le long terme, la mise en place d’un nouveau protocole clinique semble également pertinente 

pour étudier le potentiel d’un rééquilibrage alimentaire. Pour des raisons éthiques, les effets délétères 

d’un régime enrichi en graisses ne peuvent pas être vérifiés chez des patients. Ainsi, l’idée serait 

d’inclure des patients atteints de MC iléale qui doivent subir une résection iléocolique et dont le régime 

alimentaire est occidentalisé et enrichi en graisses. Après la chirurgie, une partie des patients ne verrait 

pas son régime alimentaire être modifié (groupe contrôle), contrairement à l’autre partie des patients, 

dont le régime évoluerait vers un régime de type Méditerranéen (aliments riches en fibres associés à une 

réduction de la consommation de sucres et de produits transformés) durant plusieurs semaines afin 

d’étudier l’impact de ce régime sur la colonisation intestinale par les Entérobactéries et les AIEC ainsi 

que sur les modifications épigénétiques. Lors de la chirurgie, un échantillon de muqueuse iléale serait 

prélevé à partir de la pièce opératoire. À la fin de l’intervention alimentaire, les patients subiraient une 

iléocoloscopie durant laquelle les lésions intestinales seraient évaluées et une biopsie serait réalisée au 

niveau iléal (Figure 65). À partir des échantillons de muqueuse, la colonisation par les Entérobactéries 

et la présence des bactéries AIEC seraient étudiées. Nous souhaiterions déterminer si les patients du 

groupe contrôle sont davantage colonisés par les Entérobactéries et les AIEC comparativement aux 

patients qui auront subi le rééquilibrage alimentaire. De plus, nous souhaiterions évaluer dans le groupe 

« régime Méditerranéen », l’évolution de la colonisation par les Entérobactéries entre le moment de la 

chirurgie et la fin de l’étude, et déterminer si les patients qui étaient porteurs d’AIEC au moment de la 

résection, le sont toujours suite au changement d’alimentation. Aussi, la rechute clinique et 

endoscopique sera analysée chez les patients afin de déterminer si elle corrèle avec la colonisation 

intestinale. L’impact du régime Méditerranéen sur l’épigénome serait également étudié afin de révéler 

si d’éventuelles modulations sont associées avec la colonisation intestinale par les Entérobactéries et les 

AIEC. Ainsi, l’activité HDAC globale serait évaluée dans les échantillons. Toutefois, pour cela, 

l’extraction nucléaire doit être réalisée sur des tissus frais. Il faudra ainsi prendre en compte cette 

contrainte et mettre au point une méthode standardisée pour extraire les noyaux directement après le 

prélèvement de la muqueuse afin de pouvoir mesurer ultérieurement l’activité enzymatique chez les 
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patients. Une analyse transcriptomique serait réalisée sur ces échantillons afin d’analyser les niveaux 

d’expression de HDAC1, HDAC5, GCNT1 et des autres gènes impliqués dans les voies régulées par les 

HDACs d’intérêt. Si une modification de l’activité HDAC était observée, il serait aussi intéressant 

d’étudier l’état de phosphorylation des HDACs ainsi que l’expression des protéines phosphatases sur 

les échantillons de muqueuse.  

Ce protocole clinique permettrait d’identifier un potentiel bénéfice d’un rééquilibrage 

alimentaire vers un régime Méditerranéen et de déterminer si l’éventuelle limitation de la colonisation 

intestinale par les Entérobactéries et les AIEC passe par des modifications épigénétiques. Ainsi, si 

l’étude est concluante, il serait judicieux de stratifier les patients atteints de MC en fonction de leur statut 

de colonisation par les bactéries AIEC et de proposer un rééquilibrage alimentaire aux porteurs de ces 

bactéries pathobiontes afin de limiter la colonisation intestinale par les AIEC post-chirurgie et 

d’éventuelles rechutes. À terme, il semblerait également intéressant d’évaluer l’effet d’un rééquilibrage 

alimentaire associé au ciblage d’un gène cible sur l’épigénome et la colonisation intestinale par les 

Entérobactéries et les AIEC.   

 

Ainsi, l’ensemble des travaux réalisés ouvre de nombreuses perspectives quant à l’identification 

de nouvelles cibles thérapeutiques pour limiter la colonisation intestinale par les bactéries AIEC. Même 

si de nombreuses études complémentaires restent encore à mener pour valider l’ensemble des résultats 

et des hypothèses, nous espérons qu’à plus long terme, ce travail contribuera à proposer des thérapies 

personnalisées aux patients porteurs d’AIEC.  
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Conclusion générale 
 

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis de progresser dans la 

compréhension de l’interaction AIEC-épithélium intestinal en identifiant les régulateurs épigénétiques 

HDAC1 et HDAC5 comme des acteurs clés de la régulation de la colonisation intestinale par les 

Entérobactéries et les AIEC.  

En effet, grâce à des modèles in vitro et in vivo, il a été observé que HDAC1 limitait la 

colonisation de la muqueuse intestinale par les AIEC tandis que HDAC5 la favorisait. Ces résultats ont 

pu être confirmés dans une large cohorte de patients, où il a été constaté que les niveaux d’expression 

de HDAC1 et HDAC5 étaient dérégulés, le ratio d’expression HDAC1/HDAC5 pouvant potentiellement 

être prédictif de la quantité d’Entérobactéries associées à la muqueuse iléale et du portage des AIEC. 

Concernant les mécanismes moléculaires sous-jacents de la régulation HDAC-dépendante de la 

colonisation intestinale par les AIEC, les analyses transcriptomiques ont révélé l’implication de HDAC1 

dans le contrôle de la réponse inflammatoire et dans la régulation du cytosquelette d’actine ainsi que le 

rôle de HDAC5 dans la perméabilité paracellulaire. Nos résultats suggèrent également que le régime HF 

créerait un environnement propice à l’implantation des bactéries AIEC au sein de la muqueuse 

intestinale. En plus d’inhiber l’activité HDAC globale et d’induire l’expression de HDAC5, qui sont des 

conditions favorisant l’entrée des AIEC dans les CEIs, la consommation d’un régime HF inhibe 

l’expression de gènes impliqués dans la défense de l’hôte. De plus, nous avons observé que les AIEC, 

une fois implantées, pouvaient favoriser leur propre colonisation en inhibant l’activité HDAC globale 

ou en modulant l’expression de HDAC1 et HDAC5 (Figure 66). 

La meilleure compréhension de la régulation de la colonisation intestinale par les 

Entérobactéries et les bactéries AIEC semblent orienter le développement de nouvelles stratégies 

thérapeutiques vers un ciblage spécifique de HDAC5 et/ou un rééquilibrage alimentaire pour les patients 

atteints de MC porteurs d’AIEC. 

Pour finir, les analyses complémentaires qui feront suite à ces travaux pourront être réalisées 

dans le modèle Vill-hCC6, que nous avons récemment caractérisé au laboratoire. En effet, en 

reproduisant l’expression iléale anormale de CEACAM6, comme cela a été observé chez les patients, ce 

modèle constitue un bon modèle préclinique de MC iléale.  
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ABSTRACT
Crohn’s disease (CD) is a chronic and disabling inflammatory disorder of the gut that is profoundly 
influenced by intestinal microbiota composition, host genetics and environmental factors. Several 
groups worldwide have described an imbalance of the gut microbiome composition, called 
dysbiosis, in CD patients, with an increase in Proteobacteria and Bacteroidetes and a decrease in 
Firmicutes. A high prevalence of adherent-invasive Escherichia coli (AIEC) pathobionts has been 
identified in the intestinal mucosa of CD patients. A significant loss in the bacteria that produce 
short-chain fatty acids (SCFAs) with anti-inflammatory properties, such as propionate, is also 
a consequence of dysbiosis in CD patients. Here, the AIEC reference strain LF82 was able to degrade 
propionate in the gut, which was sufficient to counteract the anti-inflammatory effect of propionate 
both in in vitro models and in mice with DSS-induced colitis. The consumption of propionate by 
AIEC pathobionts leads to an increase in TNF-α production by macrophages upon infection through 
the bacterial methyl-citrate pathway. To induce the protective effects of SCFAs on the inflamed gut, 
we used a G-protein-coupled receptor 43 agonist (GPR43 agonist) that is not metabolizable by 
intestinal bacteria. Interestingly, this agonist showed anti-inflammatory properties and decreased 
the severity of colitis in AIEC-infected mice, as assessed by an improvement in the disease activity 
index (DAI) and a decrease in AIEC pathobiont encroachment. Taken together, these results high-
light the effectiveness of GPR43 agonist treatment in the control of gut inflammation and improved 
our understanding of the ability of AIEC to modulate propionate availability to create an infectious 
niche to its advantage.
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Introduction

The gut microbiota influences health and the nutri-
tional stage via multiple mechanisms, and a large 
amount of evidence has shown that microbial 
metabolites have a major effect on host physiology. 
Short-chain fatty acids (SCFAs), predominantly 
acetate, propionate, and butyrate, are produced in 
the human large intestine by anaerobic fermenta-
tion of undigested carbohydrates, crude fibers, and 
polysaccharides.1 Depending on diet and gut 
microbiota composition, the intestinal SCFAs con-
centration can range from 60 to 150 mmol/L,2 with 
butyrate, propionate, and acetate present at a nearly 

constant molar ratio of 15:25:60.3 SCFAs have var-
ious beneficial roles in the gastrointestinal tract: 
they provide energy to the gut epithelium, promote 
intestinal epithelial integrity and are involved in the 
regulation of immune and inflammatory 
responses.4–7 Propionate has potent immunomo-
dulatory effects and reduces the colonic expression 
of proinflammatory factors in mice with DSS- 
induced colitis.8 Most effects on intestinal inflam-
mation are achieved through activation of the 
G protein-coupled receptor 43 (GPR43) SCFAs 
receptor,9 which is predominantly expressed in 
the colonic epithelium, adipose tissue and immune 
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cells.10–12 Contradictory findings have been 
reported in GPR43-/- mice regarding inflammatory 
phenotypes, leading to a lack of consensus.13 

Confirming the role of this SCFAs receptor in 
human physiology is necessary to better under-
stand the implications for intestinal inflammation, 
especially in the context of Crohn’s disease (CD). 
Recently, a fascinating study highlighted the role of 
Reg3-mucosal lectins, gut microbiota-derived pro-
pionate and its GPR43 receptor as a crucial media-
tor axis for gut epithelial regeneration in colitis.14

Acetate and propionate serve as the most potent 
activators of the GPR43 receptor, followed by buty-
rate and other SCFAs.6 In contrast to acetate, pro-
pionate levels have been reported to be markedly 
decreased in patients with CD compared with 
healthy individuals.15 Nevertheless, a recent study 
observed no significant differences in fecal concen-
trations of SCFAs in CD patients.16 Thus, these 
variations in SCFAs concentrations in CD patients 
could depend on the cohort and be the conse-
quence of a specific treatment, such as exclusive 
enteral nutrition (EEN) or specific diet therapy.17

The abundance of propionate-producing bacterial 
species, such as Veillonella and Bacteroides fragilis, 
decreases in CD patients with low propionate 
levels.15 The decrease in the abundance of 
Bacteroidetes is a feature regularly found in CD 
patients and could contribute to inflammation18 

since some bacteria belonging to this phylum, such 
as Bacteroides fragilis, have also been shown to exhi-
bit protective effects in a mouse model of colitis.19–21 

These results support the notion that the metabolism 
of propionate may play an important role in the 
pathogenesis of CD. It has also been consistently 
reported that CD patients have relatively high 
amounts of Escherichia coli, particularly the adher-
ent-invasive E. coli (AIEC) pathobionts.22–26 These 
bacteria strongly adhere to and invade intestinal 
epithelial cells (IECs), survive within macrophages, 
move into deep tissues and activate immune cells, 
inducing inflammatory cytokines secretion.27 We 
have previously identified various pathways, includ-
ing serine and ethanolamine catabolism and propio-
nyl-CoA utilization, that may help in the metabolic 
adaptation of AIEC strains to their 
environments.28,29 In E. coli, propionate is converted 
to propionyl-CoA, which is a coenzyme A derivative 
of propionic acid, is transformed into 2-methyl- 

citrate by the methyl-citrate synthase (encoding by 
the prpC gene) and then into pyruvate and succinate. 
If the prpC gene is deleted, the methyl-citrate cycle 
will not occur. We found that genes involved in this 
pathway, such as prpC, were strongly upregulated in 
the AIEC strain LF82 under intestinal conditions (in 
the presence of bile and mucins).28 The aim of this 
study was to determine whether AIEC pathobionts 
are able to degrade propionate in the intestinal tract 
of CD patients and to evaluate the effect of propio-
nate catabolism on host responses to AIEC infection.

Results

The fecal abundance of E. coli in CD patients 

colonized by AIEC is inversely correlated with 

propionate concentration in the gut

A prospective and multicenter study including CD 
patients was conducted in our unit, and the abun-
dance and global invasive ability of E. coli were 
analyzed in stool samples and in ileal specimens of 
CD patients colonized by ileal AIEC (CD AIEC+) or 
non-AIEC (CD AIEC-) strains. We quantified the 
acetate and propionate concentrations in stool sam-
ples from patients colonized or not colonized with 
AIEC bacteria. The acetate concentration in stools 
was negatively correlated with the fecal abundance 
of E. coli in CD AIEC+ (r = −0.6416, p = 0.0058; 
Figure S1), while no correlation was observed 
between the acetate concentration in stools and 
ileal abundance of E. coli (r = −0.3077, p = 0.1531). 
Interestingly, the propionate concentration in stools 
was negatively correlated with both the ileal and 
fecal abundances of E. coli for CD AIEC+ 
(r = −0.4945, p = 0.0444; r = −0.5237, p = 0.0237, 
respectively) but not for CD AIEC- (r = −0.06951, 
p = 0.3329; r = −0.1500, p = 0.3755) (Figure 1). This 
decreased level of propionate might be due to 
decreased abundance of propionate-producing bac-
teria and/or an increase in propionate degradation 
by the gut microbiota of AIEC-colonized CD 
patients and possibly by the AIEC themselves.

The AIEC LF82 strain counteracts the 

anti-inflammatory effect of propionate in vitro

To evaluate the ability of the AIEC LF82 strain to 
utilize propionate as the sole source of carbon, 
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propionate was added to a minimal medium. As 
shown in Figure 2a, the AIEC LF82 strain replicated 
extremely poorly in minimal medium (M9 or M9 
containing propionate). To determine whether the 
AIEC strain LF82 catabolizes propionate, the AIEC 
strain LF82, the LF82ΔprpC isogenic mutant and the 
corresponding trans-complemented mutant 
LF82ΔprpC:prpC were grown in minimal medium 
supplemented with 30 mM propionate. After 24 h of 

incubation, the propionate concentration was signifi-
cantly lower in medium incubated with the LF82 
strain and the LF82ΔprpC:prpC mutant than in mini-
mal medium incubated with the LF82ΔprpC mutant 
(Figure 2b). This result indicates that the AIEC strain 
LF82 is able to degrade propionate through the 
methyl-citrate pathway. It has been reported that 
propionate reduces the production of proinflamma-
tory factors, including TNF-α.30,31 To determine 

Figure 1. Inverse correlation between the fecal level of propionate and the number of E. coli in the stool samples and ileal mucosa of 
Crohn’s disease patients. Correlation between the level of propionate and the number of E. coli bacteria associated with the ileal 
mucosa (a, c) and present in the stool samples (b, d) from Crohn’s disease patients; AIEC+ (a, b) and AIEC- (c, d). Spearman correlation 
analysis was performed between propionate concentration and the number of E. coli in pairwise comparisons (CFU: colony-forming 
unit).
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whether the degradation of propionate by AIEC LF82 
can have an impact on the production of proinflam-
matory cytokines, murine macrophage RAW264.7 
cells were used. First, these cells were incubated with 
or without propionate for 30 min before a short per-
iod of infection with AIEC LF82 (MOI 10). As 
expected, propionate decreased the production of 
TNF-α by 54% (Figure 3a). Then, the AIEC LF82 
strain, the LF82ΔprpC mutant and the trans-comple-
mented LF82ΔprpC:prpC strain were preincubated 

with propionate for 24 h. A medium with propionate 
preincubated without addition of bacteria was used as 
control. The RAW264.7 cells were incubated with this 
conditioned medium, and then the cells were infected 
or not with the LF82 strain (Figure 3b).

TNF-α levels were significantly reduced in cells 
incubated with propionate pretreated with the 
mutant LF82ΔprpC compared to the levels in cells 
incubated with propionate pretreated with the LF82 
or LF82ΔprpC:prpC strain (Figure 3c). In addition, 

Figure 2. The AIEC strain LF82 catabolizes propionate. (a) Bacterial growth curves of the LF82 strain in M9 supplemented with 30 mM 
propionate or 10 mM glucose. (b) The AIEC strain LF82, the AIEC LF82ΔprpC isogenic mutant and the corresponding trans- 
complemented mutant LF82ΔprpC:prpC were grown in minimal medium supplemented with 30 mM propionate. After 24 h of 
incubation, the propionate concentration was measured. The experiment was performed in duplicate with n = 3 at each time. The 
results are the mean ± SEM. Statistical comparisons were carried out by one-way ANOVA with the Bonferroni post hoc test (*p < 0.05, 
**p < 0.01) after normality testing using the Kolmogorov-Smirnov test.
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no significant difference was observed between cells 
incubated with propionate pretreated with the 
mutant LF82ΔprpC and cells incubated with pro-
pionate but not pretreated with bacteria.

These results suggest that propionate degrada-
tion by AIEC pathobionts could participate in the 
uncontrolled production of proinflammatory med-
iators in AIEC-positive CD patients.

The AIEC LF82 strain decreases the propionate 

concentration in vivo

CEABAC10 mice were orally challenged with the 
AIEC LF82 strain or the LF82ΔprpC isogenic 

mutant. Quantification of bacteria in stool samples 
or of bacteria associated with the intestinal mucosa 
showed no difference in colonization between the 
wild-type and mutant strains, suggesting that pro-
pionate metabolism is not essential for AIEC LF82 
colonization (Figure S2). The fecal samples of each 
mouse were pooled before and after infection. The 
mean concentration of propionate before infection 
was normalized as 100% (95 ± 19 or 80 ± 22 μg/g 
fecal propionate in mice infected with LF82 or 
LF82ΔprpC, respectively). The results showed 
a 40% decrease in propionate concentration in 
mice infected with the AIEC LF82 strain 
(63 ± 18 μg/g propionate), while no overall decrease 

Figure 3. The AIEC LF82 strain counteracts the anti-inflammatory effect of propionate in vitro. (a) Secreted TNF-α amounts, quantified 
by ELISA, in supernatants of murine macrophage RAW264.7 cells incubated or not with propionate (30 mM) for 30 min before a short 
period of infection with AIEC LF82 (MOI 10). (b) The AIEC LF82 strain, the LF82ΔprpC mutant and trans-complemented LF82ΔprpC:prpC 
were preincubated with propionate for 24 h. The RAW264.7 cells were incubated with this incubation medium before infection with 
the LF82 strain. Secreted TNF-α levels in supernatants of murine RAW264.7 macrophages were measured. (c) Secreted TNF-α amounts 
in supernatants of murine macrophage RAW264.7 cells incubated with LF82, LF82ΔprpC or LF82ΔprpC:prpC (MOI 10) pretreated with 
propionate (propionate +) before incubation with cells and then infected or not with AIEC LF82 (n = 3). The results are the mean ± SEM 
of three experiments. Statistical analysis was carried out by normality testing using the Kolmogorov-Smirnov test and subsequent two- 
tailed Student’s t-test (A) or a one-way ANOVA with the Bonferroni post hoc test (c) (*p < .05, **p < .01, ****p < .0001).
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was observed in mice infected with LF82ΔprpC 
(73 ± 17 μg/g propionate, Figure 4a). The decrease 
in the propionate concentration was not associated 
with increased secretion of the proinflammatory 
chemokine KC (keratinocyte-derived chemokine, 
Figure 4b) or cytokine IL-6 (Figure 4c). However, it 
has been previously described that AIEC requires 
a particular context to participate in the inflamma-
tory process, such as colitis or antibiotic treatment.32

The AIEC LF82 strain counteracts the 

anti-inflammatory effect of propionate in mice

Pathobiont AIEC LF82 bacteria exacerbate colitis in 
DSS-treated mice,33 and it has been reported that 

oral administration of propionate could ameliorate 
DSS-induced colitis mainly by reducing 
inflammation.8 Mice treated with DSS and supple-
mented with propionate were infected with LF82 
strain. The effect of propionate supplementation on 
colonic inflammation was evaluated by determin-
ing the disease activity index (DAI) score and by 
detecting the release of proinflammatory cytokines 
by colonic tissues. No significant difference in dis-
ease activity index and the release of KC and IL-6 
was observed between mice treated or not with 
propionate. No statistically significant difference 
of ileal colonization by LF82 was also observed 
after propionate supplementation (Figure S3). 
The lack of a significant anti-inflammatory effect 

Figure 4. AIEC LF82 decreases the propionate concentration in vivo. CEABAC10 mice (n = 8 for each group) were pretreated with 
fosfomycin (2 g/L) for 4 days and orally infected with the LF82 strain or the isogenic mutant LF82ΔprpC. (a) Propionate concentrations 
in fecal samples of mice collected after infection with LF82 or LF82ΔprpC. For each mouse, fecal samples collected before infection with 
the LF82 strain were pooled, and the concentration of propionate was determined as 100%. (b) Secreted KC chemokine and (c) IL-6 
cytokine amounts from colonic tissue of infected mice 2 days post infection. The results are presented as the median. Statistical 
comparisons were carried out by normality testing using Kolmogorov-Smirnov tests and a subsequent two-tailed Student’s t-test 
(*p < .05).

e1839318-6 A. AGUS ET AL.



of propionate may be related to its degradation by 
AIEC bacteria. To test this hypothesis, mice treated 
with DSS and supplemented with propionate were 
infected with LF82 or the LF82ΔprpC mutant. The 
DAI score of mice infected with AIEC LF82 bac-
teria was significantly higher than that of mice 
infected with the LF82ΔprpC mutant or uninfected 
mice (control mice, Figure 5a). The released levels 
of the proinflammatory chemokine KC (keratino-
cyte-derived chemokine), cytokines IL-6 and TNF- 
α were very low in the control mice (Figure 5b– 
Figure 5d), probably because propionate decreased 
DSS-induced inflammation. In contrast, the levels 
of these cytokines were increased in mice infected 

with E. coli strains, and they were significantly 
higher in mice infected with LF82 bacteria than in 
mice infected with LF82ΔprpC. These results reveal 
that the LF82 strain can counteract the anti- 
inflammatory effect of propionate in transgenic 
mice and suggest that the methyl-citrate pathway 
is involved in the virulence of the AIEC LF82 strain. 
Quantification of bacteria in stool samples or asso-
ciated with the intestinal mucosa showed no differ-
ence in colonization between the wild-type and 
mutant strains (Figure S4). To determine whether 
inflammation was associated with a decrease in 
propionate levels in the mouse gut, fresh fecal sam-
ples were collected before and after infection for 

Figure 5. The AIEC LF82 strain counteracts the anti-inflammatory effect of propionate in mice. CEABAC10 mice (n = 9, two independent 
experiments pooled) were pretreated with an antibiotic cocktail containing 500 mg/L metronidazole, 1 g/L streptomycin, 1 g/L 
neomycin and 1 g/L ampicillin. Mice received 1% DSS and, when needed, 0.6% calcium propionate in their drinking water in parallel 
with antibiotic treatment. On day 5, the antibiotic treatment was stopped; 0.25% DSS and 0.6% propionate were maintained in the 
drinking water. On day 6, mice were orally infected with AIEC LF82, the isogenic mutant LF82ΔprpC, or PBS as a control. (a) Disease 
activity index of mice. (b–d) Secreted KC chemokine, IL-6 and TNF-α cytokines amounts from colonic tissue of mice. (E) Propionate 
concentrations from fecal samples of mice before and after infection. The results are presented as the median values. Statistical 
comparisons were carried out by normality testing using Kolmogorov-Smirnov tests, and a subsequent one-way ANOVA with 
Bonferroni post hoc test was performed (a–d). A nonparametric Friedman test was applied to assess differences in propionate 
concentration before and after infection (e) (*p < .05, **p < .01, ***p < .001).
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each mouse. The propionate concentration was 
significantly decreased in mice infected with the 
LF82 strain compared to the basal level 
(p = 0.045), in contrast to the level in mice infected 
with the LF82ΔprpC mutant (p > .999) (Figure 5e). 
In the control group, this propionate concentration 
did not vary (p > .999). Overall, these results sug-
gest that AIEC pathobionts may be able to decrease 
the propionate concentration in the intestine, 
which would impair the control of inflammation 
by this SCFA.

The GPR43 agonist decreases the severity of colitis 

in AIEC LF82-infected mice

The anti-inflammatory effect of propionate is 
mediated by activation of the GPR43 receptor. We 
tested the efficiency of an agonist of the GPR43 
receptor that cannot be metabolized by intestinal 
bacteria to control the inflammation induced by the 
AIEC pathobiont. Thus, we evaluated the impact of 
GPR43 agonist administration on gut inflammation 
in AIEC LF82-infected mice. The DAI score indi-
cated that the GPR43 agonist was effective in 
decreasing the signs of colitis induced by AIEC 
colonization from day 10 post infection (Figure 
6a). The release of the proinflammatory cytokines 
KC and IL-6 in mice treated with the GPR43 ago-
nist was significantly lower than that in mice receiv-
ing the vehicle only (5.5- and 4.3-fold decrease, 
respectively, Figure 6b,Figure 6c). Moreover, the 
GPR43 agonist led to decreased fecal levels of lipo-
calin-2, which is a sensitive biomarker for intestinal 
inflammation (Figure 6d). Thus, we demonstrated 
the anti-inflammatory effect of GPR43 receptor 
agonists in the context of AIEC encroachment. In 
addition, the GPR43 agonist seems to be very effec-
tive in eliminating AIEC bacteria from the gut, as 
observed by quantification in the fecal samples and 
in the intestinal tissues. Indeed, 2-days post infec-
tion, a significant decrease in the AIEC LF82 bac-
terial load in feces was observed for mice treated 
with the GPR43 agonist compared to mice receiv-
ing the vehicle only (Figure 7a). In addition, in mice 
treated with the GPR43 agonist, the number of 
bacteria associated with colonic and ileal tissues 
was significantly reduced (Figure 7b,Figure 6c). 
These results demonstrate that GPR43 agonist 
treatment effectively decreases AIEC LF82 

colonization in the gut of transgenic mice. 
Propionate treatment has been shown to upregulate 
the expression of Reg3β and -γ, which are antimi-
crobial peptides at mucosal surfaces of the gut, in 
the colon of DSS-treated mice.14 Therefore, we 
analyzed Reg3 mRNA expression in mice treated 
or not with the GPR43 agonist and observed 
a significant increase of Reg3β and Reg3γ levels in 
mice treated with the GPR43 agonist compared to 
untreated mice (Figure 7d,Figure 6e). These obser-
vations reinforce the hypothesis that GPR43 ago-
nist supplementation could participate in the 
protection of mice against AIEC LF82 bacterial 
infection. Interestingly, Park et al. demonstrated 
that SCFAs could restore the turnover of IECs in 
antibiotic-treated mice.34 In our study, the GPR43 
agonist treatment does not modify the colonic 
expression level of genes implicated in epithelial 
differentiation (Olfm4, Hes1, Atoh1 and Muc2) 
and IEC proliferation (Pcna, CyclinD1 and 
CyclinA). Additionally, we did not observe any 
change in expression of colonic crypt length mea-
surements, suggesting that the protection mediated 
by the GPR43 agonist seems to be more targeted 
toward an anti-inflammatory phenotype 
(Figure S5).

Discussion

In the present study, we showed that the AIEC 
LF82 strain counteracts the anti-inflammatory 
effect of propionate in a mouse model of DSS- 
induced colitis. First, we found that propionate 
reduced inflammation in the colonic tissues of 
mice, which is consistent with other studies.8,35 

Oral administration of propionate has beneficial 
effects on the intestinal epithelium by improving 
intestinal barrier function, inhibiting inflamma-
tion, and modulating oxidative stress in mice 
with DSS-induced colitis.8 Propionate also regu-
lates the size and function of the colonic Treg pool 
and protects against colitis in a GPR43-dependent 
manner in mice.35 AIEC exacerbate intestinal 
inflammation in mice treated with DSS.36 In the 
present study, we revealed that colonic inflamma-
tion induced by AIEC pathobionts in transgenic 
mice is not prevented by propionate administra-
tion but is prevented by a nonmetabolizable 
GPR43 receptor agonist. We showed here that 
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AIEC bacteria are able to degrade propionate 
in vitro. In contrast, a mutant with 
a nonfunctional prpC gene cannot catabolize pro-
pionate through the methyl-citrate pathway. This 
AIECΔprpC mutant failed to induce an 

inflammatory response in mice. These results sug-
gest that AIEC pathobionts counteract the anti- 
inflammatory effect of propionate in mice by 
degrading this compound. This hypothesis is rein-
forced by the decreased propionate concentration 

Figure 6. The GPR43 agonist decreases the severity of colitis in AIEC LF82-infected mice. CEABAC10 mice (n = 8 for each group) were 
pretreated with an antibiotic cocktail containing 500 mg/L metronidazole, 1 g/L streptomycin, 1 g/L neomycin and 1 g/L ampicillin. 
Mice were orally challenged for 7 days with 109 CFU of AIEC LF82 bacteria and with 5 mg/kg/day GPR43 agonist. Simultaneously, the 
drinking water of the mice was supplemented with 0.25% DSS. (a) Disease activity index (DAI) of AIEC LF82-exposed mice on day 10. (b, 
c) Secreted KC and IL-6 cytokines in colonic tissue culture supernatant. (d) Secreted lipocalin-2 (Lcn-2) in the feces of mice treated with 
the GPR43 agonist and of untreated mice. The results are presented as the median values. Statistical comparisons were carried out by 
normality testing using Kolmogorov-Smirnov tests, and a subsequent two-tailed Student’s test (b,c) or Mann–Whitney U-test (a–d) was 
performed (*p < .05, **p < .01, ***p < .001).
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in fecal samples in mice infected with AIEC patho-
bionts. Additionally, we found a negative correla-
tion between the propionate concentration and the 
fecal abundance of E. coli in stool samples of CD 
patients colonized by AIEC pathobiont strains. 
Our results thus support the idea that a high rate 
of colonization by AIEC pathobionts causes 
a decrease in propionate concentration, which 

may be associated with impaired regulation of 
intestinal inflammation in CD patients.15,37 

However, the high abundance of E. coli in the 
gut of CD patients could also be associated with 
decreased SCFAs production since butyrate- 
producing bacterial species, such as 
Faecalibacterium, and propionate-producing bac-
terial species, such as Veillonella and Bacteroides 

Figure 7. The GPR43 agonist displays anti-adhesive properties in AIEC LF82-infected mice. CEABAC10 mice were infected with AIEC 
LF82 and treated orally by gavage with 5 mg/kg/d GPR43 agonist or vehicle only. (a) AIEC LF82 quantification in the feces of mice 
treated with the GPR43 agonist compared to mice treated with vehicle 2 days post infection (n = 8 for each group). (b,c) Colonic and 
ileum-associated E. coli bacteria from infected CEABAC10 mice 2 days post infection (n = 23, three independent experiments pooled). 
(d,e) Reg3β and Reg3γ mRNA were quantified by RT-qPCR in colonic mucosa of mice (n = 8 for each group). Each symbol represents an 
individual mouse, and lines show medians (a–c). The results of mRNA expression are the mean ± SEM (d,e). Statistical comparisons 
were carried out by normality testing using Kolmogorov-Smirnov tests, and a subsequent two-tailed Student’s test (a) or Mann– 
Whitney U-test (b,c) or non-parametric one-tailed Mann-Whitney U-test (D-E) was performed (*p < .05, ****p < .0001).
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fragilis, are decreased in CD patients. The decrease 
in the abundance of Faecalibacterium and 
Bacteroidetes is a feature regularly found in CD 
patients.36 Hence, it could conceivably be hypothe-
sized that the decrease in propionate observed in 
CD patients is due to the low abundance of pro-
pionate-producing bacteria combined with the 
high abundance of E. coli strains such as AIEC 
pathobionts that are able to degrade propionate.

Prior studies have noted the importance of 
SCFAs for constant repair of the intestinal epithe-
lium, suggesting that propionic and butyric acid 
could be useful in the treatment of inflammatory 
disorders, including CD.38,39 However, contradic-
tory effects of SCFAs on intestinal inflammation in 
patients with colitis and in murine models have 
been reported.40–42 The variable abundance of pro-
pionate-degrading bacteria, such as AIEC, could 
explain these inconsistent effects to a certain extent. 
It has recently been shown that AIEC pathobionts 
adapt to prolonged exposure to propionate, result-
ing in an increase in virulence. Indeed, upon expo-
sure to propionic acid, highly virulent AIEC 
variants having enhanced AIEC phenotype emerge 
(increase in adhesion, invasion and biofilm 
formation).43 We completed this data analysis to 
reveal that AIEC degrade propionate through the 
methyl-citrate pathway and counteract the anti- 
inflammatory effect of propionate. We have pre-
viously shown that in the presence of bile, an inter-
action among ethanolamine utilization, 1,2 
propanediol degradation and the methyl-citrate 
pathway provides an energetic advantage to the 
AIEC LF82 strain.28 A study by Ormsby et al.44 

reinforced the link between these pathways by 
showing that propionate stimulates AIEC- 
mediated degradation of ethanolamine. 
Additionally, ethanolamine utilization confers 
a competitive advantage to AIEC strains in gut 
colonization.28 Intestinal ethanolamine is readily 
available during periods of intestinal 
inflammation.44 In summary, it can be suggested 
that dietary supplementation with propionate may 
be inefficient, if not harmful, for CD patients colo-
nized by AIEC bacteria.

Thus, one of the possible strategies to restore the 
beneficial effects of SCFAs or fermentable dietary 
fibers would be to use nonmetabolizable SCFAs- 
G-protein-coupled receptor agonists. In the present 

study, we evaluated the efficacy of a G-protein- 
coupled receptor 43 agonist against gut inflamma-
tion induced by AIEC pathobiont infection in 
a mouse model and showed that the GPR43 recep-
tor agonist significantly decreased the severity of 
colitis in the presence of AIEC pathobionts in the 
gut. It has been reported that activation of the 
GPR43 receptor has a protective effect against coli-
tis by favoring the differentiation and function of 
colonic Tregs.35,45,46 One unanticipated finding was 
that GPR43 agonist administration to mice coun-
teracted the intestinal colonization by AIEC patho-
bionts. This result may be explained by the overall 
decrease in inflammation. Indeed, although it is 
recognized that AIEC pathobionts may be consid-
ered an initiating factor for inflammation in CD, it 
has been previously reported that persistent colo-
nization by AIEC pathobionts is also favored in an 
inflammatory context,32,47 and overgrowth of the 
AIEC population may be related to a metabolic 
shift to catabolize L-serine in the inflamed gut.29 

Moreover, activation of the GPR43 receptor is asso-
ciated with neutrophil chemotaxis, T cell differen-
tiation, activation and subsequent cytokines 
production.6 The role of the SCFAs/GPR43 axis 
was demonstrated in the maintenance of epithelial 
integrity, inducing mucosal healing and suppres-
sing inflammation.7 In a previous study, we 
demonstrated that downregulation of SCFAs- 
sensitive GPR43 is associated with gut inflamma-
tion, a phenomenon restored by GPR43 agonist 
treatment of DSS-induced colitis.48 Recently, pro-
pionate induces Reg3 in intestinal organoids and in 
gnotobiotic mice colonized with a defined micro-
biota-producing SCFAs.14 Reg3β has bactericidal 
activity against Gram-negative bacteria. Moreover, 
Park et al. demonstrate that Gram-positive com-
mensal bacteria are a major determinant of IEC 
turnover, and that their stimulatory effect seems 
to be mediated by SCFAs.34 In our study, the 
GPR43 agonist seems to induce Reg3β and Reg3γ 
genes expression that probably could contribute to 
the decrease of AIEC LF82 colonization. No induc-
tion of epithelial differentiation and proliferation 
mechanisms was observed, that could suggest that 
the effects of the GPR43 agonist are more targeted 
toward an anti-inflammatory phenotype.

Interestingly, we demonstrate here the efficiency 
of this GPR43 agonist in AIEC LF82-infected 
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transgenic CEABAC10 mice. Therefore, as GPR43 
regulates the colonization and/or encroachment 
abilities of the AIEC pathobiont, it could be rele-
vant as a therapeutic approach for AIEC-colonized 
CD patients.

In summary, our study identified a new mechan-
ism that improves our understanding of the proin-
flammatory potential of AIEC pathobionts in the 
context of CD. Indeed, AIEC pathobiont bacteria 
seem to be able to impair the anti-inflammatory 
effects of propionate by creating an infectious 
niche, leading to gut inflammation. Importantly, 
these results are relevant to humans since low pro-
pionate concentrations were also reported in CD 
patients colonized by AIEC pathobionts. In addi-
tion, by providing key evidence of the importance 
of SCFAs in intestinal protection, this work lays the 
groundwork for further studies aiming to correct 
SCFAs deficiency in CD patients by GPR43 agonist 
supplementation. In conclusion, our data provide 
insights for new preventive or curative treatments 
for CD.

Methods

Mice and ethics statement

Mice were maintained under specific-pathogen- 
free conditions (21–22°C, 12:12-h light-dark cycle) 
in the animal care facility of the University 
Clermont Auvergne (Clermont-Ferrand, France). 
C57BL/6 female mice were purchased from 
Charles River Laboratories France for reproduction 
with heterozygotic transgenic CEABAC10 males49. 
Littermates of the >10th backcross were used for 
experimentation. All transgenic CEABAC10 mice 
used in this study were 5 to 6 weeks old. Animal 
experiments were performed according to the insti-
tutional guidelines approved by the CEMEA 
Auvergne committee for ethical issues (00730.02).

Bacterial strain and media

The E. coli AIEC strain LF82 was isolated from 
a chronic ileal lesion of a patient with CD and 
belongs to E. coli serotype O83:H1.50 E. coli LF82 
was grown overnight at 37°C in Lysogeny Broth 
(LB). Amoxicillin (32 mg/L), kanamycin (50 mg/ 
L) and chloramphenicol (25 mg/L) (Sigma- 

Aldrich) were added when required. The ability of 
E. coli LF82 to grow with propionate (calcium pro-
pionate, Sigma-Aldrich) was tested on minimal 
medium M9 containing Na2HPO4 (48 mM), KH2 
PO4 (22 mM), NH4Cl (20 mM), MgSO4 (1 mM), 
CaCl2 (0.1 mM), vitamin B12 (cyanocobalamin) 
(150 nM), vitamin B1 (5 mg/L), and trace metals 
(0.1 μM ZnSO4, 0.045 μM FeSO4, 0.2 μM Na2Se2O3, 
0.2 μM Na2MoO4, 2 μM MnSO4, 0.1 μM CuSO4, 
3 μM CoCl2 and 0.1 μM NiSO4) (2 mL/L). To study 
the ability of E. coli LF82 to degrade propionate 
(calcium propionate, Sigma-Aldrich), a pre-culture 
was performed by growing E. coli in M9 medium 
supplemented with 20% LB and 1% bile salts. Cells 
taken from the pre-culture (108 cells per ml) were 
incubated on minimal medium supplemented with 
30 mM propionate and 10 mM glucose (0.025%).

Construction and transcomplementation of isogenic 

mutants

E. coli LF82 was transformed with pKOBEG, 
a plasmid encoding the Red proteins that protect 
linear DNA from degradation in bacteria. The plas-
mid was maintained in bacteria at 30°C with 25 mg/ 
L chloramphenicol and 1 mM L-arabinose. The Flp 
recognition target-flanked cassette harboring the 
kanamycin resistance cassette was generated by 
PCR from E. coli BW25141 with d-prpC-F/ 
d-prpC-R primers (Table S1) and high-fidelity 
Platinum Taq polymerase (Invitrogen) according 
to the manufacturer’s instructions. The PCR pro-
ducts were electroporated in E. coli LF82 cells pre-
viously washed with glycerol. The resulting 
LF82ΔprpC isogenic mutant (KmR) was selected 
on Mueller-Hinton agar containing 50 mg/L kana-
mycin. The replacement of the prpC gene by the 
kanamycin resistance cassette was confirmed by 
PCR (Table S1). The kanamycin resistance cassette 
was then removed from LF82ΔprpC bacteria by 
transient expression of the Flp recombinase from 
the pCP20 plasmid, creating the LF82ΔprpC (KmS) 
strain.

The prpC gene was amplified by PCR from E. coli 
LF82 genomic DNA by using the NdeIprpC-F and 
EcoRIprpC-R primers (Table S1). The amplified 
DNA was purified with a NucleoSpin extraction 
kit (Macherey-Nagel), digested with NdeI and 
EcoRI (New England Biolabs), and ligated to the 
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NdeI-EcoRI-digested expression vector pBK-CMV 
(Agilent Technologies). This construct was electro-
porated into LF82ΔprpC (KmS) electrocompetent 
strain and selected on Mueller-Hinton agar con-
taining 50 mg/L kanamycin. The presence of the 
prpC gene was confirmed by PCR (LF82ΔprpC: 
prpc). The construct was checked by double- 
stranded DNA sequencing (GATC biotech, 
Germany).

Mouse infection

Several experiments were performed in this 
study. First, sixteen C57BL/6 transgenic 
CEABAC10 mice (body weight ≈19–24 g) 
were pretreated by oral administration of fos-
fomycin in drinking water (2 g/L) for four days 
to eliminate commensal E. coli. Seven days 
after stopping antibiotic treatment, the animals 
were orally challenged with 109 LF82 or 
LF82ΔprpC cells for four consecutive days. 
For experimentation with dextran sodium sul-
fate-induced colitis, transgenic CEABAC10 
mice were provided drinking water with an 
antibiotic cocktail containing 500 mg/L metro-
nidazole (Sigma-Aldrich), 1 g/L streptomycin 
(Euromedex), 1 g/L neomycin (Sigma-Aldrich) 
, and 1 g/L ampicillin (Euromedex) for four 
days to disrupt the normal resident bacterial 
microbiota in the intestinal tract and to favor 
the implantation of the LF82 or LF82ΔprpC 
strain. The mice received 1% (wt/vol) DSS 
(molecular mass, 36,000 to 50,000 Da; MP 
Biomedicals) and, when needed, 0.6% calcium 
propionate (Sigma-Aldrich) in their drinking 
water together with the antibiotics. On day 5, 
the antibiotic treatment was stopped; 0.25% 
DSS and 0.6% propionate were maintained in 
the drinking water. On day 6, the mice were 
orally challenged with 109 CFUs of the LF82 or 
LF82ΔprpC strain or with PBS for four conse-
cutive days.

For GPR43 agonist administration, transgenic 
CEABAC10 mice received the same antibiotic 
cocktail in drinking water for 7 days, as described 
previously. The mice were then continuously 
exposed to 0.25% (wt/vol) DSS (molecular mass, 
36,000 to 50,000 Da; MP Biomedicals) and simul-
taneously orally infected for 7 days with 109 CFUs 

of AIEC LF82 bacteria and with 5 mg/kg/day 
GPR43 agonist (Calbiochem, Millipore) dissolved 
in 50% (1:2) dimethyl sulfoxide (DMSO) or vehicle 
(50% DMSO).

Mice were weighed daily. Fresh fecal samples 
(100–200 mg) were collected from individual mice 
2 days before and after gavage for determination of 
propionate level. Fecal samples were collected 
2-days post gavage, suspended in phosphate- 
buffered saline (PBS; Gibco) and plated onto 
Lysogeny Broth (LB; Conda) agar plates containing 
ampicillin (100 μg/mL; Euromedex) to isolate LF82 
bacteria or on LB agar plates containing 50 μg/mL 
kanamycin (Euromedex) to isolate LF82ΔprpC and 
incubated at 37°C overnight. Antibiotic susceptibil-
ity testing was performed on bacteria in a random 
manner to confirm whether the isolates were LF82 
or LF82ΔprpC. Two days post infection, mice were 
euthanized by cervical dislocation. To quantify 
AIEC bacteria associated with colonic and ileal 
tissues, intestinal tissues were cut longitudinally, 
washed in PBS, homogenized in 1 mL of PBS, and 
plated onto LB agar plates containing 100 μg/mL 
ampicillin or 50 μg/mL kanamycin. The severity of 
colitis was assessed by the disease activity index 
(DAI) score, which ranges from 0 (healthy) to 12 
(high colitic activity) (Table S2).33

Cell culture

The murine macrophage RAW264.7 cells were 
maintained at 37°C in a humidified atmosphere 
of 5% CO2 in DMEM supplemented with 100 U/ 
mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, and 10% 
fetal bovine serum (DMEMS). For experimental 
purposes, the cells were harvested in log phase and 
plated at a density of 5 × 105 cells/mL of medium 
in a 24-well sterile plate. Then, the cells were 
pretreated for 30 min with incubation medium 
that was previously filtered (0.45 then 0.22 μm) 
before infection with the LF82 strain (MOI 10).51 

After a 30-min incubation period at 37°C with 5% 
CO2, the medium was replaced with 1 mL of 
DMEMS medium containing 16 μg/mL ciproflox-
acin. The next day, cytokines were quantified in 
the supernatant using an ELISA kit from R&D 
Systems according to the manufacturer’s 
instructions.
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Quantification of proinflammatory cytokine release

Intestinal tissues (1 cm) were placed in RPMI 
(Gibco) supplemented with antibiotics (50 μg/mL 
gentamicin (Euromedex) and 1% antibiotic and 
antimycotic solution X-100 (10,000 U of penicillin, 
10 mg of streptomycin and 0.25 mg of amphoter-
icin B per milliliter, PAA)) overnight in a 24-well 
culture plate in an atmosphere containing 5% CO2 
at 37°C. All collected supernatants were filtered at 
0.22 μm and frozen at −80°C until processing. 
Proinflammatory mouse cytokines released (IL-6 
and KC) were quantified in the filtered culture 
supernatant by ELISA using kits from R&D systems 
following the manufacturer’s instructions.

Quantification of fecal lipocalin-2 (Lcn-2)

Frozen fecal samples were reconstituted in PBS con-
taining 0.1% Tween 20 (100 mg/mL; Euromedex) 
and vortexed to obtain a homogenous fecal suspen-
sion. These samples were centrifuged for 5 min at 
10000 × g and 4°C. Supernatants were collected and 
stored at −80°C until analysis. ELISAs were per-
formed by using DuoSet® ELISA Development 
Systems for Lcn-2 from R&D Systems according to 
the manufacturer’s instructions.

Microbiological analyses of ileal biopsies and stool 

samples of CD patients

Stool samples of CD patients were obtained from 
a prospective multicenter study. This study was 
performed in accordance with the Declaration of 
Helsinki, good clinical practice guidelines and 
applicable regulatory requirements. The study was 
approved by the French ethical committee, the so- 
called “Comité de Protection des Personnes (CPP) 
Sud-Est 6” – France [AU 904]. In this prospective 
multicenter study (8 centers), all patients required 
ileocolonoscopy, regardless of the indication, and 
were consecutively included between 
September 2015 and September 2016. In addition 
to patient characteristics, clinical and endoscopic 
data were gathered (Table S3). Stool samples of CD 
patients were collected on the day of colonoscopy. 
Biopsies were taken from the ileum of the patients, 
focusing on either macroscopically normal or 
ulcerated areas.

Determination of total E. coli number associated with 
ileal mucosa and in stools
Ileal biopsies were washed in phosphate-buffered 
saline (PBS), crushed (Ultra-Turrax, IKA) and 
incubated for 15 minutes on a tube rotator at 
room temperature in the presence of Triton 0.1X. 
Ten-fold dilutions of the lysate were then plated on 
Drigalski agar to number total E. coli colonies after 
24 hours of incubation at 37°C. Results are given in 
colony-forming unit (cfu)/ileal biopsy. Ileal biop-
sies were carried out using calibrated biopsy forceps 
to obtain 94 mg of tissue and the number of E. coli 
cfu was determined on the whole biopsy. The stool 
samples, stored at −80°C in 15% glycerol Minimum 
Essential Medium (MEM), were crushed in physio-
logical water. Ten-fold dilutions of the homogenate 
were then plated on Drigalski agar to number total 
E. coli colonies after 24 hours of incubation at 37°C. 
Results are given in colony-forming unit (cfu)/mg. 
A random selection of E. coli strains was performed 
on Drigalski plate followed by E. coli identification 
by mass spectrometry.

Phenotypical assays to identify AIEC bacteria
The AIEC characterization was carried out by ana-
lyzing their abilities to adhere to and invade intest-
inal epithelial cell lines, as well as survive and 
replicate within macrophage cell lines, by conduct-
ing gentamicin protection assays with intestine-407 
epithelial cells (ATCC, CCL-6) and THP-1 macro-
phages (ATCC, TIB-202), as previously 
described.23

Extraction of propionate from fecal samples

Mouse fecal samples were frozen at −20°C imme-
diately after collection. For each mouse, fecal sam-
ples collected over 2 days before or after gavage 
with E. coli strains were pooled. Stool samples of 
CD patients from the previously described prospec-
tive multicenter study were used. Human and 
mouse samples were weighed and suspended in 
1 mL of water with 0.5% phosphoric acid per 0.5 g 
of sample. Fecal suspensions were homogenized 
with vortexing for approximately 2 min and cen-
trifuged for 10 min at 10000 × g.

The extraction procedure for short-chain fatty 
acids was adapted from the method previously been 
validated by Hoving et al.52 and García-Villalba 
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et al.53 Simultaneous analyses of acetate and propio-
nate were prepared by spiking 125 μL of internal 
standard (4-methylvaleric acid (MVA) at 200 mg/L) 
into 300 μL of biological sample. Derivatization of 
short-chain fatty acids was performed with 
2,3,4,5,6-pentafluorobenzylbromide (PFBBr) at pH 
6.8 with phosphate buffer for 1 hour at 60°C. Then, 
sample solutions were extracted with 200 μL of hex-
ane. The upper organic layer was collected and trans-
ferred directly into chromatography vials for 
injection prior to analysis by gas chromatography.

Quantification of propionate by gas 

chromatography and mass spectrometry

Analyses were performed on an HP5973 MS 
with an HP6890 series GC (Agilent 
Technologies, Atlanta, GA, USA). Automatic 
injections were performed using an HP6890 
autosampler. The temperatures of the injector 
and the transfer line detector were 180°C and 
280°C, respectively. The GC was operated in 
splitless injection mode with a constant flow of 
1 ml/min of helium through the HP-5 MS col-
umn (30 m × 0.25 mm i.d. with 0.25 μm film 
thickness (J&W, Folsom, CA)). The GC oven 
temperature was programmed to start at 70°C, 
increasing first to 150°C at 20°C/min and then 
to 290°C at 30°C/min. The retention times were 
3.39 min, 3.93 min and 5.35 min for acetate, 
propionate and MVA, respectively. Ions were 
detected by selective ion monitoring (SIM) for 
quantification (Q) and confirmation (q): m/z 
240 (Q), 197 and 181 (q) for acetate; m/z 254 
(Q), 197 and 181 (q) for propionate; and m/z 97 
(Q), 57 and 115 (q) for MVA. Identification of 
the target compound was carried out by com-
paring the retention time and m/z ratio with 
those of the standards. HP Chemstation soft-
ware was used to control the equipment and 
carry out the data processing. The concentra-
tions of acetate and propionate in the biological 
samples were determined based on their area 
ratios to that of the IS using a weighted quad-
ratic fit. The lower limit of quantification 
(LLOQ) for each compound was 5 mg/L, and 
the upper limit of quantification (ULOQ) was 
1000 mg/L in biological samples without 
dilution.

RNA-extraction and RT-qPCR

Total RNA from CEABAC10 colonic mucosa was 
extracted using Trizol reagent following the manu-
facturer’s instructions. Briefly, 1 cm of colonic 
mucosa was homogenized in liquid nitrogen using 
mortar and pestle. The resulting powder was sus-
pended in 1 ml Trizol reagent (Life Technologies) 
and 200 μL of chloroform were added. The tubes 
were vortexed and spin at 12,000 g for 10 min at 4° 
C. The aqueous phase was transferred into a new 
tube and 500 μL of isopropanol were added for 
30 min at RT for RNA precipitation. The tubes 
were spun at 12,000 g for 10 min at 4°C and the 
pellet containing RNA was washed twice with 70% 
ethanol. The pellet was suspended in 50 μL RNase- 
free water. The RNA quality was assessed by bioa-
nalyzer and their concentration was determined by 
fluorimeter Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) for 
RT-qPCR or mRNA-sequencing. mRNA were 
reverse transcribed using PrimeScript RT Reagent 
kit (Takara) following the manufacturer’s instruc-
tions. After cDNA dilution (1/10), 1 μL of cDNA 
was used as a template for qPCR quantification 
(iTaq Universal SYBR Green Supermix, Bio-Rad). 
Hprt gene (hypoxanthine phosphoribosyltransfer-
ase) was used as an endogenous control to normal-
ize the target gene expression. For analysis, the fold 
change for the target gene was calculated using the 
2− ΔΔCT method after normalization to controls. 
Specific primer sequences used are listed in 
Supplementary Table S1 and each primer pair was 
designed on two different exons to span a large 
intronic region.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the 
GraphPad Prism V.7.0 (GraphPad Software, San 
Diego, CA, USA) software package for PC. For all 
data displayed in graphs, values are expressed as the 
mean ± SEM or median. Data comparisons 
between two groups were performed using a two- 
tailed Student’s t-test analysis or a Mann–Whitney 
U-test depending on the normality test using the 
Kolmogorov–Smirnov test. A non-parametric 
Friedman test was applied to assess differences in 
propionate concentration before and after infec-
tion. When appropriate, a one-way ANOVA with 
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the Bonferroni post hoc test was performed. 
Spearman correlation analysis was performed 
between the propionate concentration and number 
of E. coli in pairwise comparisons. Differences cor-
responding to P values ≤ 0.05 were considered 
statistically significant.
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Abbreviations
AIEC  Adherent-Invasive Escherichia coli
BSA  Bovine serum albumin
CD  Crohn’s disease
CDEIS  Crohn’s disease endoscopic index of severity
CEABAC10  Carcinoembryonic antigen bacterial artificial chromosome 10
CEACAM  Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
FBS  Fetal bovine serum
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FITC  Isothiocyanate fluorescein
IBD  Inflammatory Bowel Disease
IL-6  Interleukin-6
KC  Keratinocyte Chemoattractant
kDa  KiloDalton
KEGG  Kyoto encyclopedia of genes and genomes
Lcn-2  Lipocalin-2
MS diet  Methyl-supplemented diet
SIgA  Secretory Immunoglobulin A
WT  Wild type

Crohn’s Disease (CD), an Inflammatory Bowel Disease (IBD), is a chronic inflammatory disorder of the gastro-
intestinal tract, affecting 2 million people in Europe with a rising incidence in newly industrialized  countries1. 
Its etiology involves environmental factors, like the western lifestyle, genetic and microbial factors, leading to 
abnormal immune response of intestinal  mucosa2,3. Recently, studies have highlighted alteration of DNA meth-
ylation in CD patients, which could be one of the missing links between intestinal inflammatory phenotype in 
CD patients and environmental factors. During the last decade, specific attention was given to the study of DNA 
methylation in IBD patients’ blood cells and intestinal epithelial cells, all showing differentially methylated CpG 
sites in CD patients, when compared to  controls4–13. DNA methylation occurs within the one-carbon metabolism 
pathway and is dependent on several enzymes (dihydrofolate reductase, methylene-tetrahydrofolate reductase, 
methionine synthase) and on the availability of micronutrients used as cofactors such as folate (B9 vitamin), B12 
vitamin (methionine synthase cofactor), methionine, choline and betaine. Folate enters the one-carbon metabo-
lism cycle where it is converted, as a result of many enzymatic reactions, into S-adenosyl-methionine used as a 
methyl-donor by DNA Methyltransferase (DNMT) enzymes to catalyze the DNA methylation  reaction14. The 
level of folate and other methyl-donor molecules intake through the diet were associated to the regulation of 
DNA methylation. Even more significantly, serum B12 and folate (B9) deficiencies have frequently been noticed 
in different cohorts of IBD  patients14–20. Based on the known roles of these molecules in one-carbon metabolism, 
epigenetic modifications such as DNA methylation profiles and modified genes expression observed in CD 
patients could be the result, in part, of methyl-donor molecules deficiencies.

A high prevalence of invasive Escherichia coli strains (21–63% of CD patients), designated as the patho-
type Adherent-Invasive E. coli (AIEC), has been detected in the ileal mucosa of CD patients in many studies 
 worldwide21–26. These bacteria induce secretion of pro-inflammatory cytokines and intestinal inflammation 
in a genetically susceptible mouse  model27. AIEC can adhere to and invade intestinal epithelial cells (IECs), 
through the interaction with the abnormally over-expressed mannosylated CEACAM6 protein in IECs of CD 
 patients28,29. We used the CEABAC10 mouse model to study AIEC intestinal colonization in vivo. This transgenic 
mouse model carries 4 human CEACAMs genes (CEACAM3, CEACAM5, CEACAM6 and CEACAM7) under the 
control of their human promoter. As previously described by our group, AIEC bacteria highly colonize the gut 
mucosa of these mice in comparison to WT mice, showing that this mouse model is appropriate to mimic AIEC 
colonization in  CD27,30. We previously highlighted a DNA methylation-dependent regulation of CEACAM6 gene 
transcription. Methylation of a specific CpG within the CEACAM6 gene promoter impairs HIF-1 transcription 
factor binding, controlling the transcription of the  gene31. As CD patients frequently present defects in methyl-
donor molecules and in DNA methylation pattern, one strategy to limit AIEC colonization could be to restore the 
methylation pattern of CEACAM6 (and other misregulated genes) to decrease its expression through diet-based 
strategy by increasing intake in methyl-donor molecules. Our hypothesis is that methyl-donor supplementation, 
such as folate and B12 vitamin could modulate gene expression in IECs, decrease CEACAM6 gene expression 
and, therefore, prevent AIEC colonization and subsequent inflammation.

Methyl-donor enriched or deficient diets have been used in many research contexts. These studies have genu-
inely demonstrated that maternal-methyl-donor supplementation increases DNA methylation in the offspring 
and sensitivity of mice to DSS-induced  colitis32–35. In contrast, methyl-donor deficiency leads to a decrease in 
DNA methylation associated to a weaker intestinal barrier function and also leads to an increase in the sen-
sitivity of rats to DSS-induced colitis, suggesting a central role of methyl-donor molecules during the course 
of  inflammation36–38. However, no studies have analyzed the effect of a methyl-supplemented diet during CD-
associated pathobiont bacterial challenge. Our hypothesis is that a methyl-donor supplementation through the 
diet could limit AIEC bacteria intestinal colonization in the well-established CEABAC10 mouse model of CD 
through the modulation of DNA methylation. This study establishes a relationship between methyl-donor mol-
ecules and intestinal inflammation in the context of AIEC colonization and in a cohort of CD patients.


������
�CC:>:D;�DH�=7>?@ABCD;DE�=DA79FA7<�:;�>?7�C:7>�C79E7I<7<�	��	�
3�L7;7�7XRE7<<:D;S� Adher-
ent-Invasive E. coli are frequently found in ileal lesions in CD patients and use CEACAM6 as a receptor for their 
adhesion and entry within IECs. CEACAM6 was previously identified as a gene regulated by DNA methylation 
on a specific CpG site (named CpG5) within a Hypoxia Inductible Factor (HIF)-1 Responsive  Element31. Mice 
were fed a diet enriched in methyl-donor molecules [Methyl-donor Supplemented diet (MS diet)] to increase 
global DNA methylation in intestinal epithelial cells, as previously  described32,33. As expected, we observed a 
significant increase in the proportion of methylated cytosine on LINE (Long Interspersed Nuclear Element) 
in colonic mucosa from mice fed an MS diet, compared to mice fed the control diet (CTR diet) (CTR: 10.68%; 
MS diet: 12.48% p = 0.0488, n = 5) (Fig. 1a). Then, we specifically assessed the effect of MS diet on CEACAM6 
promoter methylation and gene expression in intestinal mucosa of mice receiving a control diet or an MS diet 
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Figure 1.  Methyl-donor supplementation decreases CEACAM6 expression through hypermethylation of its promoter 
in intestinal epithelial cells in vivo. (a) Cytosine methylation levels on LINE elements from colonic mucosa of mice 
fed a control (CTR) or Methyl-Supplemented diet (MS diet). (b) Methylation level of CpG5 (within HIF-1 responsive 
element) within CEACAM6 promoter was measured on purified enterocytes from mice fed a control diet (CTR) 
(n = 12) and MS diet (n = 10) using Bisulfite-SnapShot. (c) CEACAM6 mRNA was quantified by RT-qPCR in ileal and 
colonic mucosa (n = 4). (d) Western blot performed on colonic mucosa of CEABAC10 mice fed a CTR or MS diet 
for quantification of CEACAM6 expression (n = 7 and 6 respectively). The two signals were obtained from the same 
gel migration. The membrane was cropped as the anti-CEACAM6 antibody was made in mice; hence the secondary 
antibody recognizes the heavy and light chains of endogenous IgG, masking the CEACAM6 signal. Uncropped 
membranes are shown in Supplementary Figure S1. (e) CEACAMs genes expression encoded by the CEABAC 
transgene was measured in colonic mucosa from mice fed a control diet (CTR) (n = 4 biological replicates) and MS 
diet (n = 4 biological replicates) by RNA-seq. Insert: Screen-shot of quantified CEACAM6 reads from RNA-seq data. 
Mann–Whitney test. ns non-significant. *p < 0.05; **p < 0.01.
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by Bisulfite-SnapShot, RT-qPCR, western blot and RNA-seq. We observed an increase in CpG5 methylation 
level (which is found in a binding site for HIF-1 transcription  factor31) in colonic mucosa of mice fed an MS diet 
when compared to mice fed a control diet (p = 0.010) (Fig. 1b). RT-qPCR analysis showed a significant decrease 
in CEACAM6 mRNA level in colonic mucosa of CEABAC10 mice fed an MS diet, compared to mice fed a con-
trol diet (mean CTR: 114.4, n = 5; mean MS diet: 49.15, n = 6 ANOVA, p < 0.05) (Fig. 1c). This observation was 
confirmed by western blot (Fig. 1d and Supplementary Figure S1). Interestingly, RNA-seq analysis revealed no 
change in the expression levels of three of the genes encoded by the transgene (humans CEACAM3, CEACAM5 
and CEACAM7) in intestinal mucosa from CEABAC10 mice fed an MS diet. A significant 1.72-fold decrease 
in CEACAM6 expression in intestinal mucosa of mice fed an MS diet was observed, compared to mice fed the 
conventional diet (p = 0.029) (Fig. 1e). Taken together, these observations reveal that methyl-donor molecules 
supplementation in the diet could decrease CEACAM6 gene expression in vivo, which could be of interest in the 
treatment of Enterobacteria-colonized CD patients.

���B<7M� I;IA@<:<� :;C:9I>7<� I� RED>79>:J7� L7;7� 7XRE7<<:D;� RED8A7� FRD;� 
�� C:7>� H77C:;L� :;�
�������	������P	 To assess global changes in gene expression in response to MS diet, we performed RNA-
seq analysis on colonic mucosa from mice fed a control diet and mice fed an MS diet. DeSeq2 statistical analysis 
identified 135 genes as significantly down-regulated and 366 genes as significantly up-regulated in mice fed an 
MS diet compared to mice fed a control diet (p < 0.05, n = 4) (Fig. 2a, b). Interestingly, among the 135 down-reg-
ulated genes, 73.3% (99 genes) are known as regulated by a CpG island in their promoter whereas among the 366 
up-regulated, 53.3% of them are regulated by a CpG island in their promoter (Fig. 2c). These data suggest that 
MS diet preferentially leads to a decrease in expression of genes harboring a CpG island within their promoter, as 
expected. Among the 135 down-regulated genes, gene ontology analysis associated these genes to two pathways 
as sphingolipid metabolism and mannose-O-glycan biosynthesis (Fut4, B3Gat1), which could lead to modifica-
tions of glycosylation of intestinal mucosal surface (Fig. 2d, e and Supplementary Tables S1 and S3). A down-
regulation of Calprotectin subunits S100a8 and S100a9 (markers of inflammation) appeared in mice fed an MS 
diet though, which confirms an obvious relationship between methyl-donor molecules and the regulation of 
pro-inflammatory markers expression (Fig. 2b, e). In contrast, among the 366 up-regulated genes, antibacterial 
genes such as Lyz1 and Lyz2 were identified, suggesting a potential better ability of intestinal mucosa to counter-
act bacterial infection (Fig. 2b, e and Supplementary Tables S2 and S3). Interestingly, we observed an increased 
expression of heat-shock protein genes HSPA1A and HSPA1B, members of HSP70 family, upon MS diet feeding 
(Supplementary Table S2). These genes have clearly been shown as protective against intestinal inflammation in 
different models (see discussion section). It is worth to note that 15 of the up-regulated genes were associated 
to “Intestinal immune network for Secretory IgA (SIgA) production” (p value = 5.11 × 10–15, enrichment = 20.2) 
(Fig. 2d). RNA-seq revealed a 1.55 fold increase in the J chain gene expression (p = 9.52 × 10–5), which contributes 
to the formation and secretion of Secretory Immunoglobulin A (SIgA), in mice fed an MS diet. A higher secre-
tion of SIgA within colonic lumen of MS diet-fed mice could therefore modify intestinal microbiota composition 
and could favor elimination of pathogenic/pathobiont bacteria, such as AIEC in CD patients.

�	����	�������	�)"	�������������	��	���	�����P	 To analyze the relevance of RNA-seq data, we quan-
tified the SIgA concentration in the stools of mice fed a control diet and an MS diet. In contrast to what we 
expected, based on RNA-seq data, we observed a huge decrease in SIgA quantity in the stools of CEABAC10 
mice fed an MS diet (CTR: 203.20 ng/g; MS diet: 10.50 ng/g, p = 0.022, n = 6) (Fig. 3a). Then, we analyzed the 
proportion of SIgA-coated bacteria in the stools of mice fed the control or the MS diet using flow cytometry. 
SIgA-coated bacteria were stained with an anti-SIgA antibody coupled to PE fluorochrome. We observed a sig-
nificant decrease in the proportion of SIgA-coated bacteria in mice fed an MS diet compared to control diet 
(CTR mean: 33.36% vs MS diet 19.49%; p = 0.004) (Fig. 3b). These data suggest that MS diet leads to a fewer 
number of SIgA-coated bacteria in the microbiota, which could be a response to drastic changes in microbiota 
composition upon MS diet feeding.

�	����	��������	���������	��������DJ7ELEDT>?�:;�9DAD;:9�=F9D<IS� As we observed a decrease in 
glycosylation pathways (essential for bacterial growth and attachment), and a decrease in SIgA secretion upon 
MS diet feeding, we analyzed the fecal E. coli load in mice fed a control diet or an MS diet. qPCR approach 
revealed a 3.3 × 103-fold decrease in E. coli population in mice fed an MS diet when compared to mice fed a 
control diet (p < 0.001) (Fig. 3c). These molecular data were confirmed by cultural approach by quantification of 
Enterobacteria on Drigalsky agar plate (selective for Gram negative bacteria) where we observed a 5.8 × 103-fold 
decrease in Enterobacteria load in mice fed an MS diet (p = 0.003), independently of the genotype of the mice 
(Fig.  3d). Immunostaining on colonic section confirmed these observations. Very few E. coli were observed 
associated to colonic mucosa or in the lumen of MS diet-fed mice whereas E. coli population was abundant in 
control diet-fed mice (Fig. 3e).

�	����	��������	�)�����	�����!����	"���	��#������	��	����P	 As we observed that MS diet decreases 
commensal E. coli bacteria in the gut microbiota, and decreases AIEC receptor CEACAM6 gene expression, we 
hypothesized that MS diet could prevent pathobiont AIEC bacteria encroachment and subsequent inflammation 
by inducing a specific intestinal micro-environment. To test this hypothesis, control or MS diet–fed CEABAC10 
mice were orally challenged by AIEC reference strain LF82 (Fig. 4a). AIEC LF82 count in the stools did not 
reveal any differences between the both groups at day 1 post-infection. In contrast, we observed a significant 
2.55-fold (p = 0.031) and a 2.57-fold (p = 0.009) decrease in AIEC load in MS diet-fed mice compared to control 
diet-fed ones 2 and 3 days post infection, respectively (Fig. 4b). Nevertheless, no difference was observed in the 
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Figure 2.  Transcriptomic profile of colonic mucosa upon MS diet feeding. mRNA-seq was performed on RNA 
from colonic mucosa (n = 4 for CTR, n = 4 for MS diet). (a) Heat-map showing the differentially expressed 
genes between the both groups (DeSeq2 stat, p < 0.05). (b) Volcano plot showing the significantly misregulated 
genes in MS diet, compared to control diet. (c) Number of misregulated genes harboring CpG islands within 
their promoter. (d) KEGG pathways analysis of up- and down-regulated genes in MS diet group, compared 
to control diet-fed group. (e) Quantification of expression levels of 5 genes of interest: chitinase like 3, S100A8 
(Calprotectin subunit), Fut4, B3gat1 and Lyz2 genes. Mann–Whitney test. *p < 0.05.
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number of ileum-associated AIEC LF82 between the groups (Fig. 4c). These data agree with the due attention 
that CEACAM6 gene is not expressed in ileal mucosa in this model (Fig. 1c). Nonetheless, a 11.51-fold decrease 
was noted in the number of bacteria associated to colonic mucosa of mice from the group fed MS diet compared 
to mice fed a control diet (p < 0.001) (Fig. 4d). These data show that the micro-environment established by MS 
diet is not favorable for AIEC bacteria attachment and long-term colonization.

To better characterize the inflammatory response induced during the course of infection, we quantified the 
micro-inflammatory marker lipocalin-2 (Lcn-2) in the stools, during infection. We observed a significant increase 
in Lcn-2 levels, throughout the infection study, in mice fed control diet (from day 1 to day 3 post-infection). In 
contrast, no changes in Lcn-2 levels were measured in MS diet-fed mice during the course of infection (Fig. 4e). 
Lcn-2 level was 23.85 times lower in MS diet-fed mice compared to control diet-fed mice at day 3 post infec-
tion (p = 0.0159). The analysis of pro-inflammatory cytokines release from colonic tissues showed a significant 
decrease in Keratinocyte Chemoattractant protein (KC) (p = 0.048) and in IL-6 secretion (p = 0.008) in mice fed 
an MS diet compared to mice fed a control diet (Fig. 4f–g). These data support the protective role of MS diet in 
the context of AIEC infection.

Figure 3.  MS diet decreases SIgA secretion and E. coli load in mice stools. (a) ELISA quantification of SIgA 
in fecal pellet of mice fed a control or MS diet (n = 6). (b) SIgA-coated bacteria were quantified in the stools of 
mice using flow cytometry. Anti-SIgA-PE antibody was used to detect IgA + bacteria. The data represent the 
percentage of IgA + bacteria in control diet (CTR) and MS diet groups, over the total number of events detected 
(n = 10 for each group). (c) qPCR relative quantification of E. coli in stools, standardized to the total copy 
number of 16S in mice fed CTR (n = 16) and MS diet (n = 16). (d) Quantification of Gram negative bacilli count 
on Drigalsky agar plate in stools from mice fed CTR (n = 16) and MS diet (n = 16). (e) Immunofluorescence 
staining of E. coli associated to colonic mucosa. E. coli bacteria were stained in green, DNA was stained in blue. 
White arrows indicate E. coli bacteria. Mann–Whitney test. ns non-significant. **p < 0.01; ****p < 0.0001.
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Figure 4.  MS diet protects mice from AIEC intestinal colonization and inflammation. (a) Experimental 
protocol of infection used in the study. (b–d) AIEC LF82 load in (b) the stools at days 1, 2 and 3 post-infection, 
(c) associated to ileum and (d) associated to colonic mucosa was quantified on selective medium (CTR group: 
n = 11, MS diet: n = 13–15, two independent experiments pooled). (e) Micro-inflammation marker Lcn-2 was 
quantified in the stools, at days 1, 2 and 3 post-infection by ELISA (CTR group: n = 5, MS diet: n = 5). (f–g) Pro-
inflammatory cytokines KC (Keratinocyte Chemoattractant) (f) and IL-6 (g) were quantified in colonic mucosa 
release medium by ELISA (n = 5 for each group). Mann–Whitney test. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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�7EF=��Z�J:>I=:;[�DAI>7�9D;97;>EI>:D;� :<� :;J7E<7A@�9DEE7AI>7C�>D� :;>7<>:;IA� :;VI==I>:D;� :;�
�6	��������P	 CD patients frequently present deficiencies in B9 (folate) and B12 vitamins. However, the 
interconnection between serum folate levels and intestinal inflammation in CD patients remains unclear. To 
answer this question, we used a previously established CD patients’ cohort in the laboratory to quantify folate 
(B9 vitamin) and B12 vitamin in the serum (Table 1). The levels of folate ranged from 1.49 to 23.99 ng/ml, with a 
median of 9.01 ng/ml. Six patients out of 28 presented low folate levels (under 4.00 ng/ml), representing 21.43% 
of patients from our cohort. We determined whether correlation between folate levels and disease parameters 
exist. No correlation between folate levels and CDAI, disease location nor active smoking was identified in 
our cohort. Interestingly though, a significant inverse correlation between Crohn’s disease endoscopic index of 
severity (CDEIS) and folate (n = 28 pairs, Spearman r = − 0.515, p = 0.0048) was uncovered (Fig. 5a). This find-
ing suggests that a link could exist between folate level and endoscopic score in CD. To better characterize the 
relationship between folate and inflammation, Chitinase 3-Like 1 (Chi3-L1) and Calprotectin, two fecal inflam-
matory markers, were also quantified in the feces from the same  patients39. It appeared that folate levels were 
clearly inversely correlated to Chitinase 3-Like 1 concentration in CD patients’ feces (n = 21 pairs, Spearman 
r = − 0.749; p < 0.0001) (Fig. 5b). Folate levels were also inversely correlated to fecal Calprotectin concentration 
in CD patient’s feces (n = 21 pairs, Spearman r = − 0.483; p = 0.026) (Fig. 5c). The patients presenting high levels 
of folate show the lowest levels of inflammatory markers in feces. In contrast, no significant inverse correlation 
was found between B12 vitamin concentrations and the inflammatory parameters we analyzed (Fig. 5d–f). These 
data imply that folate, a major methyl-donor molecule, could be predictive of endoscopic lesions and could play 
a role in the control of intestinal inflammation in CD patients. 

6���������
Patients with Crohn’s disease frequently present vitamin deficiencies such as vitamin B9 (Folate) and vitamin 
B12, as reported in many studies around the  world15–19 and recently confirmed in a review of meta-analyses by 
Piovani et al.40. Folate deficiencies in patients were associated with greater disease activity in a Spanish  cohort19. 
Moreover, metabolomic study of serum samples from pediatric CD patients revealed amino acid metabolism, 
folate biosynthesis and signaling pathways as profoundly  altered41.

Folate and other methyl-donor molecules play a crucial role in the maintenance of epigenetic marks such as 
DNA methylation. The importance of the epigenetic component in the etiology of CD has recently been illustrated 
by the demonstration of modified DNA methylation profiles in patients compared to healthy  subjects5,7,9,12,42. 
Furthermore, polymorphisms in the DNMT3a gene (involved in the establishment of de novo DNA methylation 

Table 1.  Baseline characteristics of the 28 patients with CD enrolled in the study. SD standard deviation, n 
number, CD Crohn’s disease, CDAI Crohn Disease Activity Index, CDEIS Crohn’s disease endoscopic index of 
severity, 5-ASA acide 5-aminosalicylique.

Overall population
n = 28

Age at inclusion (years), mean ± SD 38.07 ± 13.1
Female gender, n (%) 19 (67.9%)
Active smokers, n (%) 7 (25.0%)
Montreal classification
CD location
L1, n (%) 10 (35.7%)
L2, n (%) 3 (10.7%)
L3, n (%) 14 (50.0%)
CD behaviour
B1, n (%) 21 (75.0%)
B2, n (%) 4 (14.3%)
B3, n (%) 2 (7.1%)
Current medications
5-ASA 2 (7.1%)
Corticoids 1 (3.6%)
Thipurines 4 (14.3%)
Methotrexate 1 (3.6%)
Infliximab 2 (7.1%)
Adalimumab 4 (14.3%)
Vedolizumab 0 (0.0%)
CDAI, mean ± SD 105.0 ± 80.95
CDEIS, mean ± SD 2.3 ± 2.9
Calprotectin, mean (μg/g) ± SD 154.81 ± 286.16
Chitinase 3-Like 1, mean (ng/g) ± SD 40.96 ± 56.95
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marks) were previously associated to an increased risk to develop CD, suggesting an important role of DNA 
methylation in the inflammatory  process43. As previously reported, the CEACAM6 gene that promotes the adhe-
sion of AIEC bacteria to the intestinal epithelium, is a key gene in CD regulated in a methylation-dependent 
 manner27,31. These data from the literature led the study moving on the hypothesis that a diet supplemented in 
methyl-donor molecules (MS diet) could be used to favor methylation of the CEACAM6 promoter gene (among 
others). If so, this could lead to the decrease of CEACAM6 expression in IECs, thereby limiting susceptibility of 
CD patients to be colonized by pathobiont bacteria, such as AIEC. To determine whether enrichment in methyl-
donor molecules in the diet could modulate the expression of the CEACAM6 gene, mice either received a control 
diet or an MS diet during the pregnancy. The analysis was carried out on the offspring, as previously reported 
in many studies interested in the effect of the diet on the establishment of DNA methylation  marks32,35,44,45. 
The contribution of methyl-donor molecules group is attested here by the downregulation of CEACAM6 gene 
expression in intestinal epithelial cells in vitro and in vivo. Note that in our transgenic mouse model, the human 
CEACAMs genes are under the control of their own human promoter, allowing the study of their regulation 
in vivo30. The supplementation of methyl-donor molecules by the diet is sufficient to methylate the CEACAM6 
gene promoter and to limit its expression. This was confirmed and demonstrated in vivo by an increase in the 
methylation of the HIF-1 transcription factor binding site, known to participate in gene transcription  activation31. 
It is interesting to note that the expression of the other CEACAMs genes on the transgene, and in the genome, did 
not show any modification of their expression in response to the MS diet, suggesting methylation-independent 
regulation mechanisms for these genes. However, RNA-seq analysis has highlighted many genes regulated by the 
MS diet. The KEGG pathway analysis revealed several significantly modified biological pathways in response to 
the MS diet. As an example, genes involved in the “Mannose-O-type glycan biosynthesis” pathway B3gat1 and 

Figure 5.  Serum folate level, but not B12 level, is inversely correlated to Crohn’s disease endoscopic index 
of severity (CDEIS) and to fecal markers of inflammation. B9 (folate) and B12 vitamins were quantified in 
the sera of CD patients (n = 28 patients). (a, d) Correlation between CDEIS and serum vitamins level at time 
of endoscopy in CD patients. (b, e) Correlation between fecal Chitinase 3-Like 1 level and serum vitamins 
concentration in CD patients (n = 21 pairs). (c, f) Correlation between fecal Calprotectin level and serum 
vitamins concentration in CD patients (n = 21 pairs). Spearman test was used to assess the correlation existing 
between the two variables tested.
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Fut4 were down-regulated in the MS diet group. Glycosylation mechanisms are indeed important in the context 
of adhesion of AIEC bacteria to the intestinal epithelium as the bacterial FimH adhesin recognizes mannose 
residues attached on CEACAM6 protein, thus allowing the adhesion of the bacterium. AIEC also bind to the 
intestinal epithelium through the interaction between bacterial ChiA and intestinal N-glycosylated Chitinase 
3-Like 1  protein28,46,47. Hence, decreasing glycosylation at the surface of the intestinal epithelium may be relevant 
to limit colonization by AIEC bacteria. The study of glycosylation of proteins in response to the MS diet deserves 
attention in future studies. The RNA-seq analysis also revealed an increase in the synthesis of Lyzozyme 1 and 
2, which are antimicrobial  peptides48, as well as a decrease in the expression of the two inflammatory markers 
Chi3-L1 and Calprotectin (S100a8)39. Moreover, we observed an increase in Hspa1a and Hspa1b gene expres-
sion, two members of HSP70 family. Ohkawara et al.49,50 have shown that mice expressing high levels of HSP70 
and HSP40, could resist to DSS-induced colitis. In contrast, inhibition of HSPs led to the opposite phenotype 
and resulted in the development of colitis. These observations suggest that methyl-donor molecules instigate a 
potential anti-bacterial transcriptomic program in colonic mucosa.

We have demonstrated here that the specific intestinal context induced by MS diet limited intestinal colo-
nization by AIEC bacteria and controlled the inflammation induced during the course of the infection. One 
explanation could be that MS diet induces many changes in gene expression in intestinal mucosa, rendering the 
host more prone to counteract specific infectious agents. We observed an increase in the expression of genes 
involved in the synthesis pathway of SIgA. SIgA are dimeric immunoglobulins secreted in the mucus and known 
to limit the accession of bacteria to the intestinal  epithelium51,52. It has been observed in murine models that 
SIgA preferentially target bacteria with colitogenic  potential53. Despite the increased expression of these genes, 
fewer bacteria were coated with these antibodies in MS diet group, suggesting a less colitogenic microbiota in 
MS diet group compared to control group. Viladomiu et al.54 observed a selective enrichment in IgA-coated 
Adherent-Invasive E. coli in patients with CD-associated spondylarthritis compared to CD alone without spon-
dylarthritis. This observation suggests that AIEC bacteria can be targeted by SIgA in an inflammatory context 
and that stimulating this pathway could lead to a decrease AIEC load in CD patients. The levels of soluble IgA and 
the percentage of IgA-coated bacteria strikingly increases in feces of IBD patients and correlates with the disease 
 activity55–57. This could be related to an over-activation of IgA-producing mucosal B-cells in response to bacterial 
stimulus of the adaptive immune system. In our study, the MS diet limited the proportion of bacteria coated with 
IgA, which was associated with a sharp decrease in E. coli population. It is likely that the micro-environment 
induced by the diet is unfavorable to the development of E. coli bacteria or favorable to their elimination and 
that such an environment could benefit to CD patients highly colonized by AIEC bacteria.

Finally, all the experiments presented here did not identify the methyl-donor molecule involved in the pro-
tective phenotype observed as this was not the main objective of this study. It is not clear whether the pool of 
methyl-donor molecules used is necessary to reach a protection against AIEC colonization or whether only one 
molecule is sufficient. This will be tested in a future study. Based on the literature, one of the most promising 
molecules is the zinc. Zinc deficiency is frequently observed in IBD patients with a prevalence ranging from 15 to 
40%58–60. Pre-clinical studies highlighted that decreased zinc concentration in the serum is associated to increased 
inflammation through alteration of epithelial barrier function and increased pro-inflammatory cytokines IL1-β 
and IL-6 in response to LPS stimulation, through promoter demethylation (for  review60  and61). However, it is 
likely that other molecules from the MS diet (betaine, folate, B12 vitamin, biotin, and methionine) all play a 
role in the regulation of genes expression and protection against AIEC through different but complementary 
mechanisms. Interestingly, in our study, we revealed for the first time, a statistically significant inverse correlation 
between serum folate and CDEIS. Besides, serum folate levels were inversely correlated with the concentration 
of inflammatory markers in the feces (Chitinase 3-Like 1 and Calprotectin). These data point out that the level 
of serum folate could be used, with the markers already described, as a biomarker of the disease activity.

To conclude, we have demonstrated that methyl-donor molecules enrichment in the diet modulates the 
expression of genes within intestinal mucosa, with induction of anti-microbial and anti-inflammatory genes and 
decrease in CEACAM6 and genes involved in glycosylation pathway. MS diet feeding limits intestinal coloniza-
tion by pathobiont, such as AIEC bacteria, by setting up an intestinal micro-environment unfavorable to their 
implantation (Fig. 6). Moreover, we demonstrated an inverse correlation between the endoscopic activity of the 
disease and the amount of serum folate in patients. These data suggest that it seems important to normalize folate 
level in CD patients colonized by pathobiont AIEC bacteria. However, further investigations are necessary to 
identify the better combination of molecules and the doses of methyl-donor molecules to treat Enterobacteria-
colonized CD patients and to address possible long-term effects of methyl-donor molecules enrichment.

������
�����$�	�������	��������P	 Overall, 28 CD patients were prospectively and consecutively enrolled between 
September 2015 and September 2016. Clinical parameters including disease location and Crohn’s disease endo-
scopic index of severity (CDEIS) are detailed in Table 1. Blood samples were taken prior to the endoscopy and 
sera were used to measure folate (B9 vitamin) concentration with an Advia Centaur folate kit (Chemilumines-
cence and competition test) using XPT-Centaur analyzer (Siemens, Tarrytown, USA). Samples presenting a 
maximal rate of 40 ng/ml of folate were included in the study. The samples above this value were considered as 
outliers and were removed from the study, based on the data from the  literature17,19. Stools were collected in the 
morning the day before the endoscopy to reduce intra-individual variations, and were used to measure Calpro-
tectin and Chi3-L1 by chemiluminescence DiaSorin LIAISON Calprotectin assay and Human Chitinase 3-Like 
1 ELISA kit (R&D systems; Minneapolis, MN, USA) respectively, according to the manufacturer’s instructions.
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���	)���������'	�����	���	��#������P	 All mice were housed in the animal care facility at the University 
Clermont Auvergne (Clermont-Ferrand, France). FVB/N WT mice were purchased from Charles River Labo-
ratories and CEABAC10 transgenic mice  (heterozygote30) were maintained in our animal facilities. WT and 
CEABAC10 mice were mated to obtain 50% WT mice and 50% CEABAC10 mice. Littermates were used for 
experimentation.

Two weeks before pregnancy, WT females were fed either standard food (Control diet), or a Methyl-Sup-
plemented diet (MS diet) with enrichment in B12 vitamin, folate, methionine, betaine, zinc sulfate and choline 
(U8978 version 22, Special Diet Service, Saint Gratien, France) (Supplementary Table S4). The females were bred 
with transgenic CEABAC10 males. The pups were fed the same diet as their mother until sacrifice (6–8 weeks 
of age). Four weeks after birth, the offspring were sexed and genotyped.

For infection, mice were pretreated by oral administration of the broad-spectrum antibiotic streptomycin 
(10 mg intragastric per mouse) to disrupt normal resident bacterial flora in the intestinal tract and were orally 
challenged 24 h later with 5.109 AIEC LF82 bacteria cultured overnight in LB medium. AIEC LF82 in stools were 
counted at days 1, 2 and 3 post-infection by homogenization in PBS and numeration on agar plate containing 
Ampicillin (50 μg/ml) and Erythromycin (20 μg/ml). Three days after infection, mice were sacrificed and ileums 
and colons were extracted and washed in PBS. One cm was homogenized in 1 ml of physiologic water and serial 

Figure 6.  Methyl-donor supplementation in the diet prevents intestinal colonization by AIEC pathobiont. 
(a) In CEABAC10 mice fed a conventional diet, CEACAM6 promoter is hypomethylated in IECs, which leads 
to a high expression of CEACAM6 (insert 1) and, as a consequence, to a great ability of AIEC bacteria to 
colonize the intestinal mucosa and to induce a pro-inflammatory response (IL-6, KC, Chi3-L1, Calprotectin 
and Lcn-2). Numerous bacteria are also coated by SIgA in this specific context. (b) In CEABAC10 mice fed 
a methyl-donor-supplemented diet, CEACAM6 gene promoter is hypermethylated in IECs, which leads to a 
decrease in its expression level (insert 2) and, as a consequence, to a lower intestinal colonization of the mucosa 
by AIEC bacteria and to a controlled inflammatory response. Of note, the load of commensal Enterobacteria 
is profoundly affected by the diet, which is associated to a lower IgA secretion in the lumen. Chi3-L1 Chitinase 
3-Like 1, DC dendritic cells, GC goblet cells, IECs intestinal epithelial cells, IEL intraepithelial lymphocytes, 
IL-6 interleukin 6, KC keratinocyte chemoattractant, Lcn-2 Lipocalin-2, SIgA Secretory Immunoglobulin 
A. This figure was created using Servier Medical Art templates, which are licensed under a Creative Commons 
Attribution 3.0 Unported License; https ://smart .servi er.com.
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dilutions were plated on agar plates to count mucosa-associated bacteria and 1 cm was placed in DMEM medium 
with antibiotics (Gentamicin 50 μg/ml and antibiotic cocktail, PAA) for cytokine release measurement.

���B7X>EI9>:D;�I;C���BM�	�S� Total RNA from CEABAC10 colonic mucosa was extracted using Trizol 
reagent following the manufacturer’s instructions. Briefly, 1 cm of colonic mucosa was homogenized in liquid 
nitrogen using mortar and pestle. The resulting powder was suspended in 1 ml Trizol reagent (Life Technolo-
gies) and 200 μL of chloroform were added. The tubes were vortexed and spin at 12,000 g for 10 min at 4 °C. The 
aqueous phase was transferred into a new tube and 500 μL of isopropanol were added for 30 min at RT for RNA 
precipitation. The tubes were spun at 12,000 g for 10 min at 4 °C and the pellet containing RNA was washed 
twice with 70% ethanol. The pellet was suspended in 50 μL RNase-free water. The RNA quality was assessed by 
bioanalyzer and their concentration was determined by fluorimeter Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) for 
RT-qPCR or mRNA-sequencing. mRNA were reverse transcribed using PrimeScript RT Reagent kit (Takara) 
following the manufacturer’s instructions. After cDNA dilution (1/10), 1 μL of cDNA was used as a template 
for qPCR quantification (iTaq Universal SYBR Green Supermix, Bio-Rad) and  2−ΔCt was applied to determine 
CEACAM6 relative expression compared to the housekeeping gene GAPDH. Specific primer sequences used 
are listed in Supplementary Table S5 and each primer pair was designed on two different exons to span a large 
intronic region.

=���B<7MF7;9:;L�I;C�N:D:;HDE=I>:9�I;IA@<:<S� Libraries were generated from 500 ng of total RNA 
(RIN 7.40–9.40) as input according to TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation, after Poly(A) mRNA puri-
fication. Sequencing was performed using NextSeq500, 75 bp Single-read sequencing. Sequenced reads were 
aligned against the reference genome GRCm38, release 84, using bowtie software (https ://bowti e-bio.sourc 
eforg e.net) and TopHat (https ://ccb.jhu.edu/softw are/topha t). The 4 human CEACAMs genes (CEACAM3, 
CEACAM5, CEACAM6 and CEACAM7) were added to the reference genome to assess the expression of human 
CEACAMs in the colon. The quality of the sequences was evaluated using Sequencing Analysis Viewer 1.8.37 
(Illumina). 85% of reads were over the quality threshold (between 42,734,837 and 77,593,935 good quality reads 
were obtained). Uniquely mapped RNA-seq data were analyzed with SeqMonk version 1.44.0. Read counts were 
quantified over exons of merged transcripts using the SeqMonk RNA-seq quantitation pipeline. Differentially 
expressed genes were identified based on the raw read count quantitation over merged transcript isoforms with 
the multiple testing corrected DeSeq2 algorithms in SeqMonk. KEGG pathway analysis of misregulated genes 
was performed using WebGestalt (WEB-based GEne Set AnaLysis Toll kiT; Zhang, B) online software (https ://
www.webge stalt .org/).

�7<>7E;�NAD>S� One cm of colonic mucosa was homogenized in liquid nitrogen using mortar and pestle. The 
powder was suspended in cell lysis buffer [60 mM Tris HCl pH 6.8; SDS 10% v/v, protease inhibitor (miniCom-
plete, Roche)]. The suspension was sonicated (3 cycles of 15 s). Proteins concentration was determined using 
DC Protein Assay (Bio-Rad). All the samples were adjusted to an equivalent concentration in lysis buffer and 
the same volume as the sample of denaturation buffer was added [60 mM Tris–HCl pH 6.8, SDS 10% v/v, DTT 
0.6% (w/v), Glycerol 20% and bromophenol blue]. The proteins were boiled 10 min at 95 °C before loading 6 μg 
in a 12% SDS-PAGE gel for electrophoresis migration and transfer to a nitrocellulose membrane (Amersham). 
After 1 h incubation in blocking buffer (PBS-Tween 20 0.05%, 5% BSA), membranes were blotted with the pri-
mary antibodies anti-CEACAM6 (1/2,000) (9A6 clone, Genovac) and anti-GAPDH (1/5,000, Cell Signaling) 
overnight at 4 °C. Membranes were washed with PBS-T and then incubated with appropriate HRP-conjugated 
secondary antibodies for 1 h at room temperature. Proteins were detected using ECL (Thermo).

��������:==F;DVFDE7<97;97S� This protocol was adapted  from62. Snap frozen colon were embedded into 
optimal cutting temperature (OCT) medium and stored at − 80 °C. Eight micrometers of frozen colon were cut 
in a cryostat. Colonic sections were fixed in 1% PFA for 20 min, washed in PBS and permeabilization was per-
formed using 0.5X Triton X-100 in PBS for 20 min. Unspecific sites were blocked using PBS with 5% FBS and 
2% BSA for 1 h. Goat anti-E. coli antibody (Serotec) was diluted in blocking buffer (1/150) and incubated over-
night at 4 °C. After 3 PBS washes, tissues were incubated for 90 min with a donkey anti-goat-A488-conjugated 
secondary antibody diluted in PBS-FBS 5% supplemented with Hoechst. Slides were mounted using Mountex-
mounting medium (CellPath). Tissues were visualized using a confocal microscope Zeiss LSM 510 Meta (Carl 
Zeiss, Inc).

	@>DU:;7�MFI;>:89I>:D;S� For cytokine release, 1  cm of colonic mucosa was placed in 1  ml of DMEM 
medium containing 20 μg/ml gentamicin, 200 U penicillin, 50 mg streptomycin per liter, 0.25 mg amphotericin 
B per liter, for 24 h and was maintained in an atmosphere containing 5%  CO2 at 37 °C. The tissues were weighted 
for standardization. The medium was centrifuged and the supernatant was used for cytokines quantification by 
ELISA. Lipocalin-2 was quantified in weighted stools as previously  described63. ELISA experiments were per-
formed using 50 μl of medium-containing released cytokines with kits from R&D systems (KC/CXCL1:DY453, 
IL-6: DY406, Lcn-2: DY1857) following manufacturer’s instructions.

,�	��������	������P	 Gram negative bacteria were quantified in stools of mice using Drigaslky gelosis. 
Briefly, stools were weighted and homogenized in 1 ml of PBS for 10 min. The suspension was serially diluted 
in PBS and 25 μl of each dilution were plated onto Drigalsky gelosis. Colonies were numbered 24 h later and the 
data were expressed as CFU/g of stool.
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�@�=DA79FAIE�MFI;>:89I>:D;S� Genomic DNA was extracted from mice stools using Nucleospin Soil kit 
(MACHEREY–NAGEL) following the manufacturer’s instructions. The 16S rDNA was targeted by qPCR for 
quantification of E. coli by TaqMan approach using Dream Taq Master Mix (Thermo Fischer Scientific). The 
data are expressed as the quantity of 16S E. coli relative to total 16S Eubacteria. Primers used and PCR mix are 
specified in Supplementary Table S5.

�ADT�9@>D=7>E@�HDE���L�B9DI>7C�NI9>7E:I�MFI;>:89I>:D;S� SIgA were quantified in weighted feces 
supernatant using a commercially available kit. SIgA-coated bacteria were quantified in the stools of mice as 
previously  described53 with minor changes. Briefly, frozen fecal pellets were suspended in ice cold PBS at a con-
centration of 50 mg/ml and incubated 1 h on ice before incubation for 15 min in disruptor. Samples were spun 
for 15 min at a speed of 500 g (4 °C). The supernatant, containing bacteria, was collected in a fresh tube and 
spun for 5 min at a speed of 8,000 g to pellet bacteria. The pellet was suspended in 1 ml staining buffer (1% BSA 
diluted in PBS) and spun as previously. Pellets were suspended in 100 μL blocking buffer (composed of staining 
buffer containing 20% FBS), and were incubated on ice for 20 min. One hundred μL of PE-conjugated mouse 
anti-IgA (IgA Monoclonal Antibody (11-44-2), PE, eBioscience; diluted 1/12.5 in staining buffer) were added 
to each tube and staining was performed on ice for 30 min. Three washes were performed with staining buffer 
before analysis on a BD LSRII. Data were then analyzed with BD Facs Diva and FlowJo. The PE positive gate was 
placed according to isotype control staining.

����������	 ����������	 �����	 ����������P	 CEACAM6 specific CpG methylation level was measured on 
enriched-IECs from colonic mucosa. Colons were flushed and washed 3 times with ice-cold PBS. 0.5 cm colonic 
sections were incubated in PBS-EDTA 2 mM for 1 h at 4 °C with slow agitation. PBS-EDTA was removed and 
the colonic sections were washed 3 times with PBS before release of colonic crypts by 1 min hand shaking. The 
suspension was filtered throughout a 70 μm cell strainer and spun down at 300 g for 10 min. The pellets contain-
ing crypts were washed 1 time with PBS and were stored at − 80 °C until DNA extraction.

�ADNIA�����=7>?@AI>:D;�MFI;>:89I>:D;S� Genomic DNA was extracted from intestinal epithelial cells 
using NucleoSpin Tissue (Macherey–Nagel) following manufacturer’s instructions. Methylation level of LINE-1 
was quantified using Global DNA Methylation LINE-1 Kit (Active Motif) following manufacturer’s instructions.

�:<FA8>7�=DC:89I>:D;�I;C��;IR�?D>�I;IA@<:<S� DNA from IECs was extracted using Nucleospin Tis-
sue extract kit (Macherey–Nagel) following the manufacturer’s instructions. One μg of DNA was subjected to 
bisulfite modification using CpGenome Fast DNA modification Kit (Millipore) in accordance with the manu-
facturer’s instructions and as previously  described31. CEACAM6 promoter region of interest was amplified using 
primers described in Supplementary Table S5 (CEACAM6 promoter modified by bisulfite). Thirty cycles of PCR 
were performed to amplify the CpG5-containing region of CEACAM6 promoter, as follows: 1 min 95 °C, 1 min 
52 °C and 3 min 72 °C (primers used in Supplementary Table S5). Purification of PCR products was performed 
using AMPure XP (Beckmann-Coulter, USA). Purified PCR products were then analyzed using a primer exten-
sion method   (SnapShot). Extension primers annealed to the amplified DNA template immediately adjacent 
to CpG5 (Supplementary Table  S5). Single nucleotide primer extension was performed in a final volume of 
10 μl with 6 μl of purified PCR products, 3 μl of SnapShot reaction mix (Applied Biosystems, Evry, France) and 
0.17 μM of a specific primer related to CpG5. Thermocycling conditions were: 94 °C for 5 min followed by 35 
cycles of 94 °C for 10 s, 54 °C for 5 s and 60 °C for 10 s. The extended primers labelled with different fluorescent 
dyes were run on an ABI 3,500 capillary electrophoresis instrument and analyzed with GeneMapper software 
(Applied Biosystems, Evry, France). Peak area ratios were calculated to measure the relative percentage of meth-
ylation. This protocol was adapted  from31.

�����������	 ��������P	 Values are expressed as the mean ± SEM of ‘n’ number of experiments or median. 
Statistical analysis were performed using GraphPad Prism 6 for Windows version 6.07 (GraphPad Software, San 
Diego, CA, USA) software package for PC. Single comparisons were performed by unpaired Mann–Whitney. 
One way ANOVA was used when specified. A value of p < 0.05 was considered as statistically significant. Two-
sided Spearman test was used for correlations analysis.

�������	��������������P	 The study was performed in accordance with the Declaration of Helsinki, Good 
Clinical Practice and applicable regulatory requirements. The study was approved by IRB “Comité de Protection 
des Personnes (CPP) Sud-Est 6”—France [approval number AU 904]. All the patients involved in the study have 
signed a written informed consent. All research was performed in accordance with relevant guidelines. Animal 
protocols were approved by the Committee for Research and Ethical Issues of the C2E2A (“Comité d’éthique 
pour l’expérimentation animale Auvergne” N°002, APAFIS#6,448-2017092216023907v1). All experiments were 
performed in accordance with relevant guidelines and regulations.

6���	������!�����
The datasets generated during the current study are available in the SRA repository, Bio Project PRJNA641769.
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Résumé 
 

 

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de l’intestin (MICI), très invalidante, 

évoluant par poussées d’intensités et de localisations variables entrecoupées de périodes de rémission clinique. Cette 

maladie est incurable, seuls des traitements symptomatiques sont disponibles à ce jour pour soulager les patients. 

Concernant l’étiologie de la MC, elle est multifactorielle, résultant de l’interaction complexe entre des 

prédispositions génétiques, des facteurs environnementaux et des altérations de la composition du microbiote. Le 

régime alimentaire de type occidental, enrichi en sucres, en graisses, en aliments transformés et pauvre en fibres, 

est un des principaux facteurs de l’environnement mis en cause dans le développement de la MC. De plus, des 

souches particulières d’Escherichia coli, les E. coli adhérents et invasifs (AIEC), colonisent anormalement la 

muqueuse iléale des patients atteints de MC via des mécanismes qui n’ont pas été totalement caractérisés. Depuis 

quelques années, un intérêt nouveau s’est porté sur l’implication des facteurs épigénétiques dans la pathogenèse de 

la MC. Des altérations des niveaux d’acétylation des histones ou encore une diminution de l’expression des histones 

désacétylases (HDACs) ont notamment été rapportées chez les patients atteints de MC. Ainsi, l’objectif principal 

de cette thèse était de mieux comprendre l’interaction AIEC-épithélium intestinal en se concentrant sur des facteurs 

épigénétiques et environnementaux.  

Grâce à des études in vitro ainsi qu’à des validations in vivo et dans une large cohorte de patients atteints 

de MC, HDAC1 et HDAC5 ont été identifiées comme des acteurs centraux et antagonistes de la régulation de la 

colonisation intestinale par les Entérobactéries et les AIEC. Des analyses transcriptomiques réalisées sur des cellules 

transfectées avec des siARNs dirigés contre HDAC1 et HDAC5 ont révélé le rôle de HDAC1 dans le contrôle de 

la réponse inflammatoire et dans la formation du cytosquelette d’actine ainsi que celui de HDAC5 dans la 

perméabilité paracellulaire. Suite à la consommation d’un régime enrichi en graisses (HF), il a été observé une 

diminution de l’activité HDAC globale et une augmentation de l’expression de HDAC5, qui sont des conditions 

favorisant l’entrée des AIEC dans les cellules épithéliales intestinales. Aussi, suite à une nouvelle analyse 

transcriptomique, une répression des gènes impliqués dans la reconnaissance et la prise en charge des bactéries a 

été mise en évidence chez les souris nourries avec le régime enrichi, suggérant que le régime HF créerait un 

microenvironnement spécifique favorable à l’implantation des bactéries AIEC au niveau de la muqueuse iléale. Il 

a également été montré que les bactéries AIEC étaient capables, dans ce contexte, de moduler l’épigénome à leur 

avantage, afin de promouvoir leur propre colonisation. Ainsi, l’ensemble des données obtenues suggèrent que le 

ciblage de HDAC5, tout comme un rééquilibrage alimentaire, pourraient être des stratégies intéressantes pour 

limiter la colonisation intestinale par les bactéries AIEC chez les patients atteints de MC. 

Au cours de ma thèse, j’ai également travaillé sur la mise au point d’un nouveau modèle murin pour l’étude 

de l’interaction AIEC-épithélium intestinal : le modèle Vill-hCC6, qui permet de reproduire l’expression iléale 

anormale du récepteur CEACAM6, sur lequel les AIEC se fixent majoritairement. Grâce notamment à l’observation 

que les bactéries AIEC persistaient préférentiellement dans l’intestin des animaux transgéniques, nous avons montré 

que le modèle Vill-hCC6 pouvait constituer un bon modèle préclinique de MC iléale. À l’avenir, il pourra permettre 

de mieux comprendre le rôle des AIEC dans la MC mais également de développer et tester de nouvelles molécules 

et stratégies pour le ciblage spécifique des bactéries AIEC implantées dans la muqueuse iléale des patients.  


