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Introduction générale

Le recours a la transplantation d’organe est parfois proposé aux patients pour la prise
en charge de certaines pathologies terminales. En France, en 2021, 5 901 greffes d’organes
solides ont pu étre réalisées [1]. La survie a court terme des greffons s'est considérablement
améliorée ces derniéres années (environ 90% de survie a 1 an) mais le taux de survie a long
terme n'a pas bénéficié des mémes améliorations (environ 60% de survie a 10 ans) [1].
Cependant, les approches diagnostiques actuelles n’ont ni la sensibilité et ni la spécificité
nécessaires pour identifier suffisamment t6t les épisodes de rejet de greffe. De plus, la
confirmation d’'un épisode de rejet nécessite des biopsies invasives, colteuses, et dont
l'interprétation reste parfois difficile et subjective [2]. Actuellement, I'un des défis majeurs dans
le domaine de la transplantation est de trouver de nouveaux biomarqueurs, idéalement non
invasifs et disposant d’une forte valeur prédictive pour permettre une amélioration de la prise
en charge et de la qualité de vie des patients et surtout permettant d’augmenter la durée de
vie du greffon [3].

Les traitements immunosuppresseurs sont actuellement I'un des piliers de la prise en
charge des ftransplantés. Différents protocoles combinant plusieurs médicaments
immunosuppresseurs a visée synergique ont été mis en place afin d’'inhiber efficacement la
réponse immunitaire du transplanté et dont le but est de minimiser le risque de rejet [4].
Malheureusement, ce protocole d'immunosuppression est associé a une augmentation du
risque d’infections fongiques, bactériennes et virales, d’atteintes tumorales, et expose les
patients a une forte iatrogénie médicamenteuse [5].

Dans une perspective de médecine de précision en transplantation, il est important de
maitriser les facteurs de variabilité de la réponse thérapeutique aux immunosuppresseurs. De
récentes avancées dans I'étude du microbiote digestif (Human Microbiome Project [6])
soulignent le role fondamental de ce microbiote dans la maintenance de I'homéostasie
digestive ainsi que dans la régulation du systéme immunitaire [7]. En effet, les espéces
microbiennes (bactéries, champignons, virus) au sein du tube digestif permettent le maintien
de I'hnoméostasie par contact direct avec les cellules de I'héte ou par communication indirecte
via des métabolites [8]. La barriére intestinale intacte représente la premiére ligne de défense
contre l'invasion des pathogenes et les processus inflammatoires, grace a un microbiote sain
et des jonctions intercellulaires jointives [9]. Lorsque la barriére intestinale est endommagée,
les bactéries et leurs toxines peuvent transiter a travers les jonctions intercellulaires serrées
endommageées afin de rejoindre la circulation systémique entrainant une endotoxémie pouvant
mener a une inflammation chronique de bas grade [10].

Le microbiote digestif est également étroitement lié aux autres organes de I'héte et va

exercer ses actions pour le maintien de 'hnoméostasie grace a la synthése de métabolites
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ayant divers roles, et regroupés sous le terme « co-métabolome » (Figure 1) [11]. Parmi ces
métabolites, nous retrouvons les acides gras a chaine courte (short-chain fatty acids, SCFA)
dont les représentants majeurs sont I'acétate, le propionate et le butyrate, produits a partir des
fibres alimentaires non digérées. Les SCFA participent a 'homéostasie de la barriere
intestinale [12], améliorent le métabolisme du glucose et des lipides [13], régule le systéme
immunitaire et les réponses inflammatoires [7]. Les acides biliaires primaires issus du foie sont
également métabolisés par le microbiote digestif en acides biliaires secondaires ayant un role
dans 'immunomodulation [14]. Les micro-organismes du tractus digestif participent également
a la synthése des acides aminés ramifiés (i.e., valine, isoleucine et leucine) qui régulent la
synthése des protéines, le métabolisme du glucose et des lipides, la résistance a l'insuline, la
prolifération des hépatocytes et I'immunité [15]. Les métabolites du tryptophane produits par
certaines espéces bactériennes renforcent I'intégrité de la barriére intestinale et améliorent le
métabolisme du glucose [16]. Enfin, le microbiote intestinal peut synthétiser des
triméthylamines qui seront convertis en triméthylamine-N-oxyde (TMAQ) pouvant entrainer

des désordres cardiovasculaires [17].

Régime Microbiote digestif « Barriére épithéliale intestinale
o-;:) - Acid 3
| ] cides gras a — . Mé 5 s e
( ‘ , + 2 ) - —> éhains coufte > Métabolisme glucidique et lipidique
' \ « Immunomodulation &
Acides biliaires Microbiote digestif
primaires & o
+ o= e — A::’;iz‘;'ii‘::s cee=p * Immunomodulation * ©
- fasiog
» Synthese protéique g
Y p q 2
Microbiote digestif « Métabolisme glucidique et lipidique
) ™ — Acidesaminés  ..__) . Résistance a l'insuline
S o ramifiés
« Prolifération des hépatocytes '
« Immunomodulation
Régime Microbiote digestif
@) - " « Barriére épithéliale intestinale
= - Métabolites du s
+ | e™9 — >
- @@ tryptophane « Métabolisme glucidique
E——
Régime Microbiote digestif
S
‘Q‘ + 0% B —> Triméthylamine
R — - G

!

Triméthylamine- ; ) )
N-oxyde -===P  « Désordres cardiovasculaires

Figure 1 — Métabolites issus du microbiote digestif ou co-métabolome et leurs fonctions
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Des relations étroites ont été démontrées entre la dysbiose (perturbations du
microbiote) et la survenue de nombreuses pathologies (pathologies cardio-vasculaires,
diabéte, asthme, cancers) [7,18]. L'incidence de I'hypertension artérielle chez les patients
transplantés est augmentée de plus de 50% en fonction de I'organe transplanté, et augmente
le risque de rejet du greffon [19,20]. Des études suggérent que le microbiote digestif joue un
rble essentiel dans la régulation de la pression artérielle [21]. En effet, la composition
microbienne est retrouvée altérée chez des patients présentant une hypertension artérielle
[22,23]. Le diabéte post-transplantation est également I'une des co-morbidités les plus
courantes aprés une transplantation d’'organe dont l'incidence varie en fonction de I'organe
transplanté de 10 a 40% [24]. Des altérations dans la composition du microbiote intestinal sont
retrouvées chez des patients diabétiques montrant le réle de ce microbiote dans la
physiopathologie du diabéte [25,26]. Enfin, I'altération de la barriére épithéliale intestinale ainsi
gu’'une endotoxémie, résultant d’'une dysbiose, ont été mises en évidence dans un modéle
pré-clinique de diabéte ainsi que chez des patients souffrant de désordres cardiovasculaires
[27,28]. Ce microbiote représenterait donc, une cible intéressante pour optimiser d’'une part la
tolérance immunitaire chez les patients transplantés et d’autre part pour la prise en charge des
co-morbidités ainsi que la survie du greffon.

Cela nous questionne sur le réle du microbiote digestif et de l'intégrité de la barriére
épithéliale digestive dans 'immunomodulation au cours de la transplantation d’organes. Les
objectifs de cette these sont donc de comprendre les altérations de la barriére intestinale lors
d’'un traitement immunosuppresseur ainsi que d’étudier les effets immunomodulateurs des
produits du microbiote digestif. A la suite de cette introduction générale, nous présenterons
dans un premier chapitre, quelques arguments bibliographiques sur I'implication du microbiote
digestif en transplantation. Un deuxiéme chapitre sera consacré a la présentation des travaux
réalisés au cours de cette thése pour évaluer I'impact du protocole d'immunosuppression sur
'homéostasie de la barriére intestinale et du microbiote digestif. Un troisieme chapitre
abordera I'étude du co-métabolome et plus précisément des acides gras a chaine courte dans
la tolérance immunitaire et la survie du greffon. Un quatrieme chapitre sera consacré aux
perspectives qui découlent de nos observations en vue d’'une médecine de précision en

transplantation.
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Chapitre I. Microbiote digestif et transplantation

Overview on graft rejection mechanisms and potential
immunomodulatory properties of gut microbiota-derived
short-chain fatty acids

Jardou Manon', Brossier Clarisse’, Marquet Pierre’, Picard Nicolas', Lawson Roland'
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Abstract

Transplantation is the treatment of choice for end-stage failure of several organs since it could
considerably improve patients’ survival and quality of life. However, graft maintenance requires
a complex and life-long immunosuppressive strategy. Immunosuppressive protocols have
been linked to alterations of the gut microbiome affecting short-chain fatty acids (SCFA)
production. SCFA play a key immunomodulatory role in normal conditions and their impairment
in transplant patients could affect the immune system homeostasis and activate deleterious
pathways leading to graft rejection. Herein, we detailed the mechanisms of graft rejection and
alterations of gut microbiota in transplant patients and depicted the potential role of gut
microbiota-derived SCFA as pro-resolving mediators in graft rejection. Modulation of the gut

microbiota appears as a potential therapeutic opportunity for improving graft maintenance.
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Introduction

Transplantation is the treatment of choice for end-stage failure of several organs. In
2020, according to the Global Observatory on Donation and Transplantation, kidneys were the
most common transplanted organ worldwide with more than 60% of transplant recipients
followed by liver with 25% [1]. Organ transplantation improves not only patients survival but
also their quality of life [2,3]. Over the past 40 years, graft survival rate following solid organ
transplantation have improved considerably due to advances in immunosuppressive therapy.
In fact, short-term graft survival has improved significantly and was estimated around 91% at
one-year post-transplantation in 2021 [4]. However, the long-term survival rate has not
benefited from the same impressive improvement, with a ten-year survival rate of 78% [5].
Indeed, post-transplant recipients are subjected to episodes of rejection that can lead to graft
loss. In the context of precision medicine in transplantation, it is important to control the factors
that contribute to variability in the therapeutic response to immunosuppressants. Recent
advances in the study of the digestive microbiota have highlighted the fundamental role played

by this microbiota in regulating the immune system [6].

Overview on graft rejection mechanisms

Both innate and adaptive immune systems play critical roles in allograft rejection [7].
Several types of rejection processes are described depending on histopathology and
immunological characteristics as well as the time course of rejection [8]. Main actors involved
in episodes of graft rejection are polynuclear cells, T and B lymphocytes and cytokines [7].
This review will present an overview on the major types of rejection including hyperacute,

acute, and chronic rejections.

Hyperacute rejection

The hyperacute rejection episode occurs in the first minutes to hours after
transplantation and is due to a preformed antibody that reacts with alloantigen (e.g., ABO blood
type antigens, human leukocyte antigens) leading to accumulation in capillaries and thus to
endothelial damage and capillary thrombosis [9]. Indeed, anti-donor antibodies pre-existing in
the recipient, induce complement system activation and leads to graft necrosis, thrombosis
and ischemia [10] (Figure 1). Nowadays, this type of graft rejection is a very rare event due to

a prior examination of the tissue compatibility of the donor and the recipient [11].
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Figure 1 — Hyperacute rejection mechanism

Donor-specific antibodies (DSAs) present on the endothelial cells of the grafted organ vessels induce
complement system activation. Neutrophils are also recruited through alloantigens in endothelial cells. All
these processes could contribute to endothelial damage, thrombosis, and graft necrosis. Arrows show
neutrophil activation.

Acute rejection

During the first weeks or months after transplantation, the graft can undergo acute
rejection episodes. Acute graft rejection relies on two distinct mechanisms: a B-cell dependent
pathway that represents the antibody mediated rejection (ABMR) also known as humoral
response referring to the microvascular inflammation following B-cell activation, plasma cell
differentiation and antibodies production targeting donor endothelium; and/or a T-cell
dependent pathway that corresponds to T-cell mediated rejection (TCMR) referring to
tubulointerstitial inflammation following T-cell activation and migration into the allograft [8,12].
For kidney transplants, ABMR and TCMR are diagnosed on histological analysis of a graft
biopsy according to an international classification system, the Banff classification, the latest

meeting report was in 2019 [9,12].

Antibody mediated rejection (ABMR)

For ABMR, 3 criteria must be met for diagnosis including histologic evidence of acute
injury, evidence of current or recent antibody interaction with vascular endothelium and
serologic evidence of circulating donor-specific antibodies (DSAs) [12]. During ABMR,
alloantigens from damaged allograft tissue activate antigen-presenting cells (APCs) which in
turn present antigens to activate naive T lymphocytes through major histocompatibility
complex (MHC) recognition [13]. Thus, as helper T lymphocyte (Th), they provide a co-
stimulatory signal to activate naive B lymphocytes. These B-cells can also cognate
alloantigens through their B-cell receptor (BCR) [14]. Activated B-cells either differentiate in
short-lived plasmablasts that produce low-affinity antibodies or migrate into the germinal centre
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(GC). Through follicular Th (fTh) and co-stimulation, B-cells undergo somatic hypermutation
(variable region of immunoglobulin genes), immunoglobulin class switching as well as memory
and long-lived plasma cell generation that secrete high-affinity antibodies [15]. Generate DSAs
target graft endothelium and induce tissue-damaging, complement activation as well as

neutrophil recruitment (Figure 2) [16,17].
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Figure 2 — Antibody mediated rejection mechanism
(A) Alloantigens from damaged allograft tissue, activate APCs which in turn present antigens to activate
naive T lymphocytes through MHC recognition. (B) Naive T lymphocyte differentiate into Th lymphocyte
and present the co-stimulatory signal to activate naive B lymphocytes. Activated B-cells either differentiate
in short-lived plasmablasts that produce low-affinity antibodies (C) or migrate into the germinal centre (D).
Through fTh and co-stimulation, B lymphocytes undergo somatic hypermutation, immunoglobulin class
switching and memory (E) and long-lived plasma cell generation that secrete high-affinity antibodies against

graft endothelial cells (F).
APCs, antigen-presenting cells; MHC, major histocompatibility complex; Th, helper T lymphocyte; fTh, follicular T helper.

T-cell mediated rejection (TCMR)

Pathologically, TCMR is characterized by the accumulation of mononuclear cells,
mostly Th and cytotoxic T lymphocytes (Tc), in the interstitial space leading to interstitial
inflammation combined with inflammation of the tubules and the arteries [12]. For TCMR,
lymphocytes infiltrate and proliferate into the interstitial space and these lymphocytes can
induce cytotoxic effects on graft epithelial cells thus causing inflammation of tubules. Moreover,
lymphocytes can infiltrate arteries and therefore leading to inflammation and blood necrosis
[18]. During TCMR, naive T cells could infiltrate the interstitial space to be activated by APCs,

which present alloantigens through MHC recognition. Afterwards, these T-cells proliferate and
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differentiate in type 1 Th (Th1) and produce interferon-y (IFNy), a pro-inflammatory cytokine,
that activates APCs [19]. IFNy promotes macrophage recruitment and their polarization in a
proinflammatory phenotype (M1). M1 Macrophages secrete abundant amount of
proinflammatory cytokines (i.e., interleukin (IL)-1, IL-12, IL-6), tumour necrosis factor a (TNFa),
and IFNy [20,21]. Thus, macrophages play also a role in antigen presentation through MHC
expression on their surface and release reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species to
impair graft function and intensify TCMR [22]. Moreover, Th1 promotes Tc differentiation that
may cause apoptosis by releasing cytolytic granules containing perforin, granzyme A and B

and by inducing Fas/FasL cytolytic pathway [18,23] (Figure 3).

Graft endothelial cells

Interstitial space

$s 5 Perforin
® o % o Granzyme A and B
o%oice > Fas/FasL cytolytic pathway

Graft epithelial cells

Figure 3 — T-cell mediated rejection mechanism

(A) Naive T lymphocytes infiltrate the interstitial space to be (B) activated by APCs, which presents
alloantigens through MHC recognition. (C) These T lymphocytes proliferate and differentiate into Th1 and
produce IFNy, a pro-inflammatory cytokine that activates APCs. (D) INFy promotes macrophage recruitment
and their polarization in a proinflammatory phenotype (M1) that secrete abundant amount of
proinflammatory molecules as well as ROS and RNS. (E) Th1 also promotes Tc differentiation that may
cause apoptosis by releasing cytolytic granules.

APCs, antigen-presenting cells; MHC, major histocompatibility complex; Th1, type 1 T helper; IFNy, interferon-y; ROS,
reactive oxygen species; RNS, reactive nitrogen species, Tc, cytotoxic T lymphocyte.

Chronic rejection

Unlike acute rejection, which occurs rapidly after transplantation, chronic rejection
develops slowly and progressively over a period of several months or years and is the major

cause of long-term graft loss [8]. According to the Banff classification, characteristic lesions of
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chronic rejection are constituted by evidence of chronic injury (e.g., transplant glomerulopathy,
arterial intima fibrosis), antibody action (e.g., C4d) and antibody reactive to the donor in the
circulation [12,18,24]. The underlying mechanisms of chronic rejection are complex and
involve both adaptive and innate immune responses, as well as failure to maintain sufficient
immunosuppression and other factors (e.g., age, overweight, hypertension) [25]. This type of
rejection can either be chronic ABMR mainly related to the presence of DSA, or chronic TCMR,

which is less common [7].

Immunosuppressive therapy to manage graft rejection

Immunosuppressive drugs are used to mitigate this immune response in solid organ
transplantation. The major classes of available immunosuppressive drugs are calcineurin
inhibitors  (cyclosporine and tacrolimus), glucocorticoids (prednisolone), biological
immunosuppressive agents (belatacept and basiliximab), mammalian target of rapamycin
(mTOR) inhibitors (sirolimus and everolimus) and antiproliferative or antimetabolic agents
(azathioprine and mycophenolic acid) (Figure 4) [26]. To prevent graft rejection and promote
graft tolerance, a multidrug approach is commonly used. There are three phases in
immunosuppressive therapy: induction, maintenance, and treatment of rejection episodes. The
induction phase serves to eliminate alloreactive lymphocytes following transplantation and
includes a combined therapy with a calcineurin inhibitor, an anti-proliferative agent, a
glucocorticoid and an anti-lymphocytes antibody. The maintenance phase provides continuous
prophylaxis against rejection with different combinations of calcineurin inhibitors, anti-
proliferative agents, mTOR inhibitors and anti-lymphocyte antibodies, with or without
glucocorticoids [26—30]. The treatment of established graft rejection usually consists of the use
of agents directed against T cells with a pulse therapy of glucocorticoids and anti-lymphocyte
antibodies and other drugs in the case of acute cellular rejection [31]. This protocol is often

supplemented with antibiotic, antiviral and antifungal agents to avoid infections [32].
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Figure 4 — Main immunosuppressive drugs and their sites of action

The major classes of immunosuppressive drugs available are (A) calcineurin inhibitors (cyclosporine and
tacrolimus), (B) glucocorticoids (prednisolone) that inhibit IL-2 biosynthesis, (C and D) biological
immunosuppressive agents (belatacept and basiliximab), (E) mammalian target of rapamycin (mTOR)
inhibitors (sirolimus and everolimus) and (F) antiproliferative or antimetabolic agents (azathioprine and
mycophenolic acid).

Post-transplant complications

The use of these antirejection agents may lead to opportunistic infections, reactivation
of latent organisms, and post-surgery complications. The pattern of common infections after
solid organ transplantation varies according to the immunosuppressive therapy and the
environmental exposure [33-35]. These infections include bacterial (e.g., Clostridium spp.,
Enterobacteriaceae, Streptococcus pneumoniae), viral (e.g., cytomegalovirus, Epstein-Barr
virus, respiratory viruses), and fungal (e.g., Aspergillus species, Candida species,
Pneumocystis spp.) species [36,37]. The immune system inhibition may also induce
malignancies. Indeed, a population-based study of transplant recipients observed a 2-fold
overall increased risk of cancers ranging from non-Hodgkin lymphoma to transplant-related
cancer (kidney, liver, and lung) [38]. Furthermore, a recent study showed that kidney transplant
recipients are at a higher risk in developing post-transplant lymphoproliferative disorder and
renal cell carcinoma in an ultra-long-term survival of over 20 years [39]. Among drug-related
adverse effects, tacrolimus has been widely reported to cause acute nephrotoxicity in

transplant patients with an overall incidence as high as 44% [40,41]. There is also a large
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spectrum of cardiovascular diseases observed after transplantation including heart failure,
coronary artery disease, hypertension, and post-transplant diabetes mellitus. Moreover,
cyclosporine and sirolimus have been associated with hypertension in a rat model [42].
Immunosuppressive drugs such as corticosteroids, calcineurin and mTOR inhibitors are also

related to the onset of post-transplant diabetes mellitus [43—46].

Mycophenolic acid, a widely used immunosuppressant following solid organ
transplantation, has been frequently associated with gastro-intestinal disorders such as
nausea, vomiting and diarrhoea [47]. Indeed, cell apoptosis and architectural remodelling of
lower gastro-intestinal tract are seen in mycophenolic acid-treated patients exhibiting a colitis-
like or inflammatory bowel disease-like patterns [48]. Furthermore, the development of an
enteric-coated and gastro-resistant formulation of mycophenolic acid also induced gastro-
intestinal injuries [49]. In addition, immunosuppressive drugs as well as antimicrobial agents
have been widely associated with gut microbiota modifications [50-53]. Herein, we detail the
changes occurring in gut microbiota after transplantation and focus on the potential role of gut

microbiota metabolites as pro-resolving mediators in graft rejection.

Gut microbial community in transplantation

Description of the gut microbiota

The gut microbiota is composed of a diverse and complex microbial community, which
contributes to human health. This community of microorganisms includes are bacteria,
archaea, viruses and fungi that are distributed throughout the gastro-intestinal tract [54].
Among the bacterial species, four main phyla represent 98% of the gut microbiota in healthy
adults (i.e., Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria and Actinobacteria) from which Firmicutes
(60-80%) and Bacteroides (15-25%) are the dominant bacterial phyla [6,55]. The diversity of
the gut microbiota is continuously modified by various demographic, environmental, clinical,
dietary, genetic and medication parameters, as well as disease phenotypes [56-58]. The gut
microbiota exerts important effects on host homeostasis including the maintenance of the
intestinal barrier integrity, the stimulation and homeostasis of the immune system, the support
for the digestion of dietary fibre, and the synthesis of essential vitamins [59—63]. Gut microbiota
is also involved in drug metabolism that can lead to the activation, inactivation or toxicity of the

molecules [64].

Some divergence in terms of composition and function can occur from the ‘normal’

microbiota composition in lot of pathological conditions such as chronic gastro-intestinal
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disease, metabolic disorders, asthma, neurological disorders and carcinogenesis. These

modifications are generally termed gut microbiota dysbiosis [65-67].

Gut microbiota dysbiosis after solid organ transplantation

In the field of transplantation medicine, gut microbiota dysbiosis has been associated
with pre- and post-transplant complications. Indeed, a study reported alterations in the diversity
of the gut microbiota in pre-liver transplant patients linked with multi-drug resistant bacteria
that remain the leading cause of morbidity and mortality after liver transplantation [68].
Moreover, changes in bacterial species (e.g., Bifidobacterium and Enterococcus) contribute to
the progression of end-stage liver disease correlated with the risk of death in patients awaiting
liver transplantation [69]. These modifications are also associated with post-transplant survival
[70]. In another study, liver transplant patients with TCMR present a lower diversity index in
the post-transplant than in the pre-transplant period. At the phylum level, an increase in
Proteobacteria and Actinobacteria and a decrease in Firmicutes were observed in TCMR
patients [71]. In addition, the gut microbiota of renal transplant recipients is significantly
different than healthy people one-year post-transplantation with more Proteobacteria and
fewer Actinobacteria. This study also demonstrates a loss of butyrate-producing bacteria, a
short-chain fatty acid produced by the gut microbiota important for host homeostasis [72]. In
this context, we herein discuss potential strategies to improve transplant outcomes through
immune system modulation. We will focus on the role of short-chain fatty acids (SCFAs), which

are gut microbiota metabolites with immunomodulatory properties.

Potential role of short-chain fatty acids in resolving the inflammatory

pathways associated to graft rejection

Intestinal short-chain fatty acids production

Members of the gut microbiota are able to generate carbon and energy source from
fermentable carbohydrates that resist to the digestion by host metabolic enzymes. This
process is termed “prebiosis” [73]. These fermentable carbohydrates are metabolised in the
colon by the microbiota via two main pathways: glycolytic (deoxy-hexoses and hexoses such
as starch, cellulose, and fructans) and pentose phosphate (pentoses such as xylans and
pectins) pathways [74—76]. Mains SCFAs produced by the gut microbiota are acetate (C2),
propionate (C3) and butyrate (C4), in an approximate proportion of 60:20:20 respectively [77].
Although they are formate (C1), valerate (C5), caproate (C6) and branched-chain fatty acids
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(e.g., isobutyrate, 2-methyl-butyrate, and isovalerate) that can also be produced by the gut
microbiota [75,78].

As previously mentioned, Bacteroidetes and Firmicutes are the most abundant phyla
in the gastro-intestinal tract. Bacteroidetes and Firmicutes mainly produce acetate and
propionate, whereas Firmicutes members mostly produce butyrate in the gut [75,79]. Pathways
for the production of acetate are commonly spread among bacteria species and achieved the
highest concentrations in the intestine [80]. However, for propionate and butyrate production,
specific pathways and substrates have been described. Bacteroidetes and Negativicutes (from
Firmicutes phylum) use the succinate pathway whereas Lachnospiraceae (from Firmicutes
phylum) uses the propanediol pathway for propionate biosynthesis [81]. Moreover, there are
two pathways for butyrate synthesis mediated by key enzymes, butyrate kinase for
Coprococcus eutactus and Coprococcus comes species or butyryl CoA; acetate CoA
transferase for Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale and Roseburia intestinalis

species [74,81].

Short-chain fatty acids transporters and receptors

At the cellular level, SCFAs have direct or indirect effects on cell homeostasis such as
proliferation, differentiation, or gene expression [82]. To perform these effects, SCFAs can
passively penetrate and pass over the apical membrane of intestinal epithelial cells [83].
SCFAs can also be actively incorporated through sodium-coupled monocarboxylate
transporter 1 (SMCT1) or monocarboxylate transporter 1 (MCT1) located on the apical side of
intestinal epithelial cells [84—87]. SCFAs are consumed by colonocytes as a source of energy
and provide 6 to 10% of the daily caloric requirements [88]. The remaining are transported
over the basolateral membrane into the bloodstream to participate in host homeostasis through
monocarboxylate transporter 4 and 5 (MCT4 and MCT5) located on the basolateral side
[86,89]. SCFAs are active molecules. They can selectively regulate three different G-protein
coupled receptors (GPCR) on intestinal cells, namely, GPR41 (free fatty acid receptor 3 or
FFAR3), GPR43 (free fatty acid receptor 2 or FFAR2) and, only for butyrate, GPR109A
(hydroxycarboxylic acid receptor 2 or HCAR2) [90-92]. These receptors are also expressed
on various other cell types in organs and tissues such as brain, adipose tissue, spleen,
muscles, endothelial cells, and some immune cells (i.e., dendritic cells, T and B lymphocytes,

macrophages) [93-95] (Figure 5).

Manon Jardou | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 25
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Intestinal Blood

epithelial cells compartment
&
P 4 f“ \S\SXPancreas
@ Dietary fibre © P &
‘. o) o f
[ ‘ i #® < SGPCR109A A P Dendritic cell
= = @ & A
SCFAs.© > GPCR43 i3 ot
l =" §7 & =M Spleen
= 4
Gut microbiota SCFAS§PCR41 o Macrophage
L 4 e
é{:’;‘,&:)', ~ N ¢ bS
AP i, '
- A [ ‘
®
/ Muscle
G w2 Tcell
l @  scras —SMCTD) | o scrasem\MCT4 &M = -
& = _— oF ‘ \
Short chain fatty acids A @ —guan & . . /Bell \“ l
SCFAs —SMCT] SCFAs —\MCTS ( Q b & AN
X Adipose tissue
Acetate Propionate Butyrate = ~
@ o AP ” g £
\‘4/ Y
5
f:"s:*
Brain

Figure 5 — SCFAs production, transporters, and receptors

(A) Gut microbiota produce SCFAs from fermentable carbohydrates that resist to the digestion of host
metabolic enzymes. These fermentable carbohydrates are metabolised in three main SCFAs (i.e., acetate,
propionate, butyrate). (B) SCFAs can passively penetrate or can be actively incorporated through SMCT1
or MCT1 located on the apical and MCT4 or MCT5 on the basal side of intestinal epithelial cells. (C) SCFAs
can selectively regulate three different GPCR on intestinal cells, namely, GPR41, GPR43 and, only for
butyrate, GPR109A. (D) These receptors are also expressed on various other cell types in organs and
tissues such as the brain, adipose tissue, spleen, muscles, endothelial cells, and some immune cells.

Anti-inflammatory properties of short-chain fatty acids

SCFAs produced by the intestinal microbiota have been implicated in the regulation of
immune function [6]. Table 1 presents an overview of the modulation by SCFAs of immune
cells involved in graft rejection such as neutrophils, B lymphocytes, T lymphocytes and

macrophages.

Neutrophils

Neutrophils are the first immune cells to respond to an inflammatory site. They can be
activated by pathogens to produce cytokines. These cytokines initiate the recruitment and
activation of other immune cells, coordinating the overall immune response [96]. In a context
of solid organ transplantation, neutrophils are typically the initial leukocyte cells to infiltrate
transplanted organs and to orchestrate local inflammation, tissue necrosis, and eventually graft
rejection [97,98].
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Studies have demonstrated that propionate and butyrate can regulate the production of pro-
inflammatory cytokines by neutrophils. In vitro lipopolysaccharides-stimulated neutrophils,
propionate and butyrate significantly reduced the production of pro-inflammatory molecules
(TNF-a and cytokine-induced neutrophil chemoattractant-2 (CINC-2af3)). These two SCFAs
could also inhibit nitric oxide production by activated neutrophils [99]. In addition, propionate
and butyrate could induce non-activated and activated neutrophils death by caspase-8 and -9
pathways as well as through their histone deacetylase (HDAC) inhibitory activity [100].
Furthermore, butyrate can prevent excessive neutrophils influx into the airways by acting
through a GPCR-dependent receptor and by altering the synthesis of chemokine C-X-C motif
ligand 1 (CXCL1), which is a macrophage-produced chemoattractant for neutrophils [101].
Moreover, in a mouse model of kidney ischemia and reperfusion injury, acetate protection was

associated with low levels of activated neutrophils [102].

B lymphocytes

B lymphocytes play a key role in the humoral immune response and are involved in
organ rejection by producing antibodies against donor antigens. Moreover, B-cells can impact
the transplanted organs by interacting with T cells. This interaction includes activities such as
antigen presentation, cytokine generation, and co-stimulation [103]. Gut microbiota-derived
SCFAs may also impact B lymphocytes. Propionate and butyrate treatment lead to the
inhibition of class-switch DNA recombination, somatic hypermutation of B lymphocytes and
plasma cell differentiation [104]. Moreover, acetate promotes B10 Ilymphocytes, a
subpopulation of B lymphocytes with anti-inflammatory effects [105]. These B10 lymphocytes
induce the reduction of pro-inflammatory cytokine production and the decreased expression of
MHC and co-stimulatory molecules, leading to a decrease in T cell activation, in innate cells
[106,107]. In addition, butyrate may also induce B10 cell differentiation as shown in a mouse
model supplemented with this SCFA [108].

T lymphocytes

T lymphocytes are central in the immune response against foreign antigens in
transplantation. T lymphocytes recognize antigens presented by APCs and activate effector
cells to destroy foreign cells. They are involved in acute and chronic graft rejection, as well as
immune tolerance to the graft [109]. SCFAs have been shown to modulate T lymphocyte
differentiation through their HDAC inhibitory activity or cellular response after GPCR
recognition. In a mouse model of kidney transplantation, acetate and butyrate supplementation

prolonged allograft survival by promoting donor-specific tolerance. Moreover, GPR43 was
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required to mediate the benefit of acetate supplementation observed in this model of
transplantation [110]. In addition, some SCFAs (e.g., butyrate, isovalerate and propionate)
produced by commensal microbiota stimulate in vitro generation of regulatory T lymphocytes
(Tregs) and this was confirmed in vivo with extrathymic differentiation of Treg in butyrate-
supplemented mouse model [111]. Butyrate seems to be the most pharmacologically active
SCFA with an elevated HDAC inhibitory activity to induce Forkhead box P3 (FoxP3,
transcription factor of Tregs) expression [112—114]. The potential use of Tregs as an alternative
or supplement to immunosuppressive therapies in organ transplantation has been

investigated, to reduce rejection and associated adverse effects [115-117].

Macrophages

Macrophages play a significant role in the immune response after transplantation. They
are involved in both acute and chronic inflammation as well as graft rejection. Macrophages
can also have a beneficial role in promoting immune tolerance to the graft by inducing
differentiation of Tregs. Modulating macrophages may offer new treatment strategy to improve
transplant outcomes [22]. Mice subjected to kidney ischemia-reperfusion injury and treated
with acetate showed a decrease in ROS, mainly produced by macrophages. Moreover, a low
frequency of infiltrating macrophages was observed in these acetate-treated mice [102].
Propionate and butyrate can suppress the pro-inflammatory phenotype of macrophages while
promoting an anti-inflammatory phenotype that could contribute to the resolution of
inflammation [118]. Furthermore, butyrate through its HDAC inhibitory activity can imprint a
potent anti-microbial activity during macrophage differentiation [119]. In addition, butyrate
promotes anti-inflammatory effects on macrophages by reducing the production of
inflammatory mediators (TNF-a, IL-6, inducible nitric oxide synthase) [120]. Similarly, butyrate
binds to GPR109A on macrophages and creates an environment rich in IL-10 which boosts
Tregs differentiation while suppressing the expansion of pro-inflammatory T lymphocytes (e.g.,
Th17) [121].

Manon Jardou | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 28
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Table 1. Anti-inflammatory properties of SCFAs

Target cells Mediators Actions References
Reduction of pro-inflammatory cytokines production by neutrophils [99]
Propionate and butyrate
Induction of neutrophils death through their HDAC inhibitory activity [100]
Neutrophils
Butyrate Prevention of excessive neutrophils influx by alteration of chemoattractant synthesis [101]
Acetate Protection against ischemia and reperfusu?n injury with low levels of activated [102]
neutrophils
. Inhibition of class-switch DNA recombination, somatic hypermutation and plasma cell
Propionate and butyrate differentiation [104]
B lymphocytes
Acetate and butyrate Induction of B10 cell differentiation [105, 108]
Acetate and butyrate Prolongation of allograft survival by promoting donor-specific tolerance [110]
T lymphocytes Propionate and butyrate Generation of Tregs in vitro and in vivo [111]
Butyrate Elevated HDAC inhibitory activity to induction FoxP3 expression [112-114]
Propionate and butyrate Suppression of pro-inflammatory phenotype and promotion of anti-inflammatory [118]
phenotype
Impression of an anti-microbial activity during macrophage differentiation [119]
Macrophages Butyrate Reduction of the production of inflammatory mediators by macrophages [120]
Binding to GPR109A on macrophages and promotes an IL-10-rich environment which
: > [121]
boosts Tregs differentiation
Acetate Reduction in ROS production by macrophages [102]

HDAC, histone deacetylase; GPR109A, G-protein coupled receptors 109A.




Conclusion

In solid organ transplantation, graft rejection may occur within hours to years after
surgery. This can happen through multiple mechanisms. To manage the risk of graft rejection,
patients are life-long treated with immunosuppressive drugs that will dampen their immune
systems. These immunosuppressive drugs exhibit serious adverse effects such as diabetes or
hypertension that may significantly affect patient adherence to treatment as well as graft
outcomes. Mitigating these non-immune adverse effects could also improve graft outcomes,
patient duration and quality of life. As discussed, the gut microbiota may play a central role in
host homeostasis as well as in immune system modulation. Indeed, SCFAs produced by the
gut microbiota can regulate the host cells involved in graft rejection such as neutrophils, B
lymphocytes, T lymphocytes and macrophages with anti-inflammatory properties. Further
studies are needed to better understand the underlying pharmacological mechanisms of
SCFAs. Collectively, these data demonstrate the important function of gut microbiota
metabolites in the modulation of the immune system that needs to be taken into account in
transplantation. Moreover, gut microbiota metabolites, such as SCFAs, could be used as pro-

resolving mediators of graft rejection.
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Chapitre Il. Impact du protocole d’'immunosuppression sur ’homéostasie de la
barriére intestinale

Les patients transplantés sont traités a vie par des médicaments anti-rejet (i.e.,
immunosuppresseurs) qui permettent une modulation du systéme immunitaire afin d’éviter les
épisodes de rejets. Au cours de ce chapitre, nous nous sommes focalisés sur la toxicité gastro-
intestinale de 'acide mycophénolique un immunosuppresseur largement utilisé mais pouvant
induire des désordres intestinaux. En effet, 'apparition de ces troubles gastro-intestinaux sont
retrouvés fortement liés avec une altération de l'intégrité de la barriére intestinale ainsi qu'une
dysbiose du microbiote digestif [29]. La barriére intestinale altérée peut entrainer une
augmentation de la perméabilité intestinale et donc une inflammation chronique systémique
de bas grade. Cela conduit au concept selon lequel le syndrome du « leaky gut » et la dysbiose
sont liés et qu'ils sont tous deux impliqués dans la pathogenése de divers troubles gastro-
intestinaux et systémiques (i.e., maladies chroniques de I'intestin, diabéte de type 2, maladies
cardiovasculaires) [27,28,30,31].

I.1. Description de la barriére intestinale

Le corps humain posséde de multiples muqueuses formant des barriéres entre
'environnement et le milieu intérieur. Parmi ces barriéres, celle du tractus gastro-intestinal
présente la plus grande surface d’interaction et joue un role essentiel dans la régulation et le
maintien de 'homéostasie de I'organisme [32]. La muqueuse intestinale est une barriére semi-
perméable permettant I'absorption des nutriments, la perception de signaux de défense
immunitaire, tout en limitant le transport d’antigénes et de micro-organismes potentiellement
nocifs. Ces fonctions sont régies par des composants structurels et moléculaires présents au
niveau de la muqueuse intestinale agissant de maniére dynamique pour maintenir I'intégrité

de la barriére intestinale (Figure 2) [33].
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Figure 2 — Composition de la barriére épithéliale intestinale

11.1.1. Les cellules de Ia barriere intestinale

L'intestin des mammiféres est recouvert d'une seule couche de cellules épithéliales qui
se renouvelle tous les 4 a 5 jours. L'intestin est composé de cryptes, qui contiennent des
cellules souches intestinales, et de villosités, qui contiennent des types de cellules
spécialisées différenciées [34]. Un pool de cellules souches pluripotentes résidant au fond des
cryptes donne naissance a 6 types cellulaires avec des fonctions bien distinctes (Figure 3)
[35].
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Figure 3 — Différents types de cellules épithéliales intestinales

(a) Marquage hématoxyline et éosine de I'épithélium intestinal. (b) Marquage a I'acide
periodique de Schiff pour mettre en évidence les cellules caliciformes sécrétant du
mucus. (c) Marquage au lysozyme des cellules de Paneth au fond des cryptes. (d)
Cellules entéro-endocrines révélées par un marquage a la chromogranine. (e) Marquage
de la phosphatase alcaline des entérocytes. (f) Marquage d’une protéine spécifique des
cellules Tuft (doublecortin and calcium/calmodulin-dependent protein kinase-like-1,
DCAMKL-1). (g) Marquage du facteur de transcription Spi-B des cellules M.

Figure issue de Clevers, 2013 [35].

Les entérocytes sont des cellules hyperpolarisées, participant a I'intégrité de la barriére
et a la digestion en assurant I'absorption d’ions, d’eau, de nutriments, de vitamines et de sels
biliaires non conjugués [36,37]. La membrane des entérocytes est imperméable a la plupart
des solutés hydrophiles en I'absence de transporteurs spécifiques, la voie paracellulaire (entre
les cellules) doit donc étre scellée pour maintenir I'intégrité de la barriére digestive. Cette
propriété est assurée par des complexes jonctionnels, composés des jonctions serrées, des
jonctions adhérentes, des desmosomes et des jonctions communicantes [38—40]. Les
entérocytes sont également fortement ancrés a la membrane basale gréace a des
hémidesmosomes (Figure 4). Ces différents complexes protéiques sont liés au cytosquelette
des cellules afin de maintenir l'intégrité de la barriére épithéliale intestinale [41]. Les cellules
caliciformes, présentes a la fois sur les villosités et au fond des cryptes, sont spécialisées dans
la synthése et la sécrétion de mucus [42,43]. Les cellules entéro-endocrines produisent un
ensemble d’hormones intestinales qui jouent un réle dans la coordination de la digestion et
'absorption des aliments, dans la sécrétion d'insuline et la régulation de l'appétit [44]. Les
métabolites ou des substances dérivés du microbiote digestif (acides gras a chaine courte,
sels biliaires secondaires, lipopolysaccharides) peuvent également moduler la sécrétion des

cellules entéro-endocrines en générant des signaux hormonaux qui refletent I'apport
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alimentaire, la composition microbienne et l'intégrité de I'épithélium [45]. Les cellules Tuft
présentes tout le long des cryptes et des villosités sont impliquées dans le métabolisme et
limmunité. Ces cellules surveillent le contenu intestinal luminal a I'aide de récepteurs chimio-
sensibles, réagissant ainsi a une large palette de substances et d'agents pathogénes [46,47].
Les cellules de Paneth se positionnent au fond des cryptes et sont connues depuis longtemps
pour sécréter des peptides anti-microbiens tels que le lysozyme et les défensines ainsi que
des protéines immuno-régulatrices afin de réguler le microbiote digestif [48,49]. Enfin, les
cellules M (microfold cells) résident dans I'épithélium spécialisé qui recouvre les plaques de
Peyer qui sont des tissus lymphoides associés au tube digestif jouant un réle clé dans

l'immunité des muqueuses. Ces cellules transportent les antigénes luminaux vers les plaques
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Figure 4 — Complexes jonctionnels des cellules épithéliales intestinales
de Peyer afin de déclencher une réponse immunitaire [50,51].

I1.1.2. Le microbiote digestif

Le tractus gastro-intestinal abrite une communauté microbienne diverse et complexe
qui interfere avec différents processus physiologiques de I'organisme. Le microbiote digestif
est assimilable & un « organe métabolique » en raison de son impact sur le métabolisme, la
physiologie, la nutrition et la fonction immunitaire de I'héte. Il est désormais évident que le
microbiote digestif évolue avec I’h6te qui ’héberge et que les modifications de cette population

de micro-organismes peuvent avoir des conséquences majeures, a la fois bénéfiques et
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néfastes, sur la santé humaine [52,53]. Du fait de cette relation importante entre 'lHomme et
ses microbiotes (Annexe 1), ’homme pourrait étre assimilé a un holobionte dans la quéte
d’'une meilleure connaissance des processus physiopathologiques. Le nombre de micro-
organismes présents dans le tube digestif a été estimé a plus de 10", ce qui représente ~10
fois plus de cellules bactériennes que le nombre de cellules humaines et plus de 100 fois la
quantité d’éléments que le génome humain [54]. Les métabolites des bactéries intestinales
renforcent aussi directement la fonction de barriere muqueuse des cellules épithéliales
intestinales. La sécrétion de mucus par les cellules caliciformes est connue pour étre stimulée
par le butyrate, I'un des acides gras a chaine courte produit par les bactéries intestinales [55].
Le butyrate permet également une redistribution des protéines de jonctions serrées impliquées
dans lintégrité de la barriére intestinale [56]. L'indole, un métabolite dérivé du tryptophane
provenant de bactéries commensales, renforce I'expression des protéines de jonctions serrées

(occludines et claudines) [57].

11.1.3. Le mucus

Le tractus gastro-intestinal est recouvert de mucus qui est totalement transparent et
invisible au microscope du fait de sa composition en eau de 98%. La couche de mucus est la
premiere ligne de défense contre l'infiltration de micro-organismes, d'enzymes et d'acides
digestifs, de particules alimentaires digérées, de sous-produits microbiens et de toxines
associées aux aliments [58,59]. L'estomac et le célon ont un mucus a deux couches avec une
couche de mucus interne de 50-200 ym d'épaisseur, fermement attachée a I'épithélium et
dépourvue de bactérie. Cette couche interne limite le contact des bactéries avec I'épithélium
digestif [60]. La couche externe de mucus s'enléve facilement, présente une bordure externe
moins définie et est colonisée par le microbiote digestif. Contrairement au cdlon, I'intestin gréle
ne posséde qu'une seule couche de mucus, qu'il est possible d'enlever par aspiration [61,62].
Le mucus est principalement composé de glycoprotéines ramifiées, dont les mucines, qui
interagissent avec l'environnement extérieur et, par leur nature hydrophile, influencent la
viscosité du mucus. Plus de 20 sous-types de mucines ont été identifiés chez 'Homme et leur
distribution varie dans le tractus gastro-intestinal [63]. Il est bien établi que la principale

glycoprotéine de la couche de mucus intestinal est la mucine de type 2 (MUC-2).

11.1.4. L’immunoglobuline A sécrétoire

En tant que classe d'anticorps la plus abondante dans la lumiére intestinale de 'Homme

et de la plupart des autres mammiféres, les immunoglobulines A (IgA) sécrétoires ont
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longtemps été reconnues comme protecteurs de I'épithélium intestinal contre les agents
pathogénes et les toxines entériques [64]. Contrairement a I'IgA systémique, dans l'intestin
IlgA est produite sous forme d'IgA dimérique par les plasmocytes situés dans la lamina
propria. La forme dimérique de I'lgA est composée de deux monomeéres liés par leur portion
Fc et d'une protéine appelée chaine de jonction (J) (Figure 5a). L’IgA dimérique produite se
lie au récepteur des immunoglobulines polymériques (plgR) présent a la surface basolatérale
des cellules épithéliales. Cela permet la transcytose et la sécrétion des IgA liées au composant
sécrétoire par le clivage apical du pIgR (Figure 5b) [65]. L'exclusion immunitaire est le
principal mécanisme par lequel I'lgA sécrétoire empéche les micro-organismes et les toxines
de se lier aux cellules épithéliales. L'IgA sécrétoire peut fixer de multiples épitopes
antigéniques a la surface des virus et des bactéries dans la lumiére intestinale permettant ainsi
’'hnoméostasie digestive (Figure 5c¢) [66,67].
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I.2. La barriére intestinale lors de I'’entéropathie médicamenteuse

L’homéostasie de la barriére intestinale peut étre altérée dans certaines pathologies
parmi lesquelles nous retrouvons les maladies inflammatoires chroniques de lintestin
regroupant entre autres la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. Ces pathologies
sont caractérisées par une inflammation chronique du tractus gastro-intestinal associée a des
diarrhées, des douleurs abdominales, des saignements rectaux ainsi qu'une perte de poids
[68,69]. Outre ces différentes pathologies, la barriére intestinale peut également étre altérée
lors de la prise de médicaments, cela définie I'entéropathie médicamenteuse. Plusieurs
médicaments administrés par voie orale sont responsables d’effets indésirables gastro-
intestinaux. Parmi les différentes classes de médicaments pouvant entrainer une entéropathie,
nous retrouvons les anti-inflammatoires non stéroidiens (diclofénac, ibuproféne) [70-72], les
anti-hypertenseurs (olmésartan) [73—75], les agents chimio-thérapeutiques (irinotécan, 5-
fluorouracile) [76,77] et les immunosuppresseurs [78]. Parmi les immunosuppresseurs, I'acide
mycophénolique entraine une entéropathie chez environ 30% des patients transplantés [79—
81].

La prise de ces médicaments peut provoquer a des stades séveéres, une entéropathie
caractérisée par des modifications histologiques de la muqueuse gastro-intestinale avec des
manifestations cliniques variables. Au départ paucisymptomatique, I'entéropathie est souvent
accompagnée de complications graves voire fatales a des stades séveres. La iatrogénie
médicamenteuse est un sérieux probléme de santé publique [82]. Les symptébmes de
I'entéropathie médicamenteuse sont sensiblement les mémes que ceux observés chez les

personnes atteintes de maladies inflammatoires et chroniques de l'intestin [83].

11.3. Le profil pharmacologique de I’acide mycophénolique

L'acide mycophénolique (MPA) est I'un des immunosuppresseurs les plus utilisés dans
les transplantations d'organes solides ou de moelle osseuse, ainsi que dans les maladies auto-
immunes. Administré sous forme de prodrogue (mycophénolate mofétil, MMF, ester
morpholinoéthylique du MPA) ou de sel sodique (mycophénolate sodium), le MPA est un
inhibiteur puissant, sélectif, non compétitif et réversible de l'inosine-5'-monophosphate
déshydrogénase 2 (IMPDH2) [84-86]. Cette enzyme joue un réle fondamental dans la
synthése de novo des nucléotides puriques dont dépendent les lymphocytes pour la
biosynthése de I'ADN. Par conséquent, le MPA exerce un effet cytostatique sur les
lymphocytes T et B [87-89] (Figure 6). Isolé a I'origine comme produit de fermentation du
Penicillium stoloniferum, le MPA est une molécule a large spectre d'action qui posséde des

propriétés antifongiques, antibactériennes et antivirales [90,91].
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Figure 6 — Mécanisme d’inhibition de I’acide mycophénolique
R, ribose-5-monophosphate ; LT, lymphocyte T ; LB, lymphocyte B.

Les voies métaboliques du MPA ont été bien caractérisées chez les mammiféres
(Figure 7 et 8) [89,92,93]. Le MMF administré par voie orale se retrouve au niveau intestinal
ou les carboxylestérases de type 2 (CES 2) entrainent la formation de MPA qui est libéré est
ainsi absorbé et transporté au foie. Le MMF peut également étre transformé au niveau du foie
en MPA grace aux CES 1 et CES 2. Le MPA non métabolisé rejoint la circulation systémique
ou il va pouvoir exercer son activité d'immunosuppression (Figure 6 et 7) [94]. Par la suite, le
MPA revient au foie ou il sera principalement inactivé en MPAG qui va, en grande majorite,
étre éliminé par excrétion urinaire et une partie sera évacuée dans la bile [95]. Le MPAG
excrété dans la bile interagit avec les bactéries intestinales commensales dans le tractus
gastro-intestinal ou les B-glucuronidases bactériennes hydrolysent le MPAG en sa forme
active, le MPA [96]. Le MPA interagit a son tour avec I'épithélium intestinal et subit une
recirculation entéro-hépatique qui contribue a 30-40% de la concentration plasmatique de
MPA [91,96-98].
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Figure 8 — Métabolisation du MMF

CES, carboxylestérases ; CYP, cytochromes P450 ; MMF, mycophénolate mofétil ; MPA, acide mycophénolique ;
MPAG, MPA-7-O-glucuronide; AcMPAG, acyl MPAG; DM-MPA, desméthyl-MPA; UGT, UDP-
glucuronosyltransférases.

La pharmacocinétique du MPA implique donc un effet de premier passage hépatique,
qui se traduit par un pic de concentration au niveau systémique, ainsi qu'un second passage

hépatique caractérisé par un second pic qui peut étre plus ou moins tardif (Figure 9) [99].
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Figure 9 — Différents types de courbes de concentration plasmatique en
fonction du temps du MPA

Profils observés chez des patients ayant subi une transplantation rénale aprés
I'administration orale de MMF : (a) profil a pic unique, (b) profil a double pic avec un
deuxiéme pic précoce ou (c) tardif, et (d) profil atypique.

Figure issue de Prémaud et al., 2005 [99].

Il.4. L’entéropathie induite par I’acide mycophénolique

Comme précédemment indiqué, le traitement par MPA peut induire des effets
indésirables gastro-intestinaux chez environ 30% des personnes transplantés [79-81]. Ces
complications gastro-intestinales associées au traitement par MPA peuvent aller de nausées,
vomissements, douleurs abdominales ou des diarrhées a des érosions du tractus gastro-
intestinal avec des ulcérations hémorragiques affectant négativement la qualité de vie des
patients et augmentent le risque de mauvaise observance du traitement [100,101]. Des études
basées sur des patients traités par MMF ont montré que la réduction de la dose, ou l'arrét du
traitement par MPA, a un effet négatif sur le devenir du greffon en augmentant le risque de
rejet aigu de l'allogreffe [102,103]. La modification de la dose de MMF au cours de la premiére
année post-transplantation a été corrélée a une aggravation de I'évolution clinique dans une
cohorte de patients transplantés rénaux [104]. De plus, des patients présentant des troubles
gastro-intestinaux et qui arrétent leur traitement au MMF ont un risque significativement plus
élevé de perte du greffon a 4 ans que des patients qui ne présentent pas de toxicité gastro-
intestinale et qui continuent a recevoir le MMF (Figure 10) [105]. Il est évident que les
stratégies visant a réduire la toxicité liee au MPA pourraient potentiellement avoir des

avantages cliniques marqués améliorant ainsi la qualité de vie des patients traités au MMF.
Manon Jardou | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 52
Licence CC BY-NC-ND 3.0



40+

| p=0.001 ]
30+ 29.8

= p=0.001 =

20 17.7

10

Graft loss at 4 years (% patients)

0
No G| & MMF Gl & MMF No Gl & MMF Gl & MMF
continued continued discontinued  discontinued
n=3,903 n=1,380 n=744 n=373

Figure 10 — Pourcentage de perte du greffon a 4 ans chez des patients
transplantés rénaux

Perte du greffon a 4 ans chez 6400 patients transplantés rénaux avec un greffon
fonctionnel a 1 an, stratifiés en fonction de la présence ou de l'absence de
complications gastro-intestinales et de la poursuite ou de I'arrét du mycophénolate
mofétil (MMF).

GI, complications gastro-intestinales ; MMF, mycophénolate mofétil.

Figure issue de Arns, 2007 [105].

Au niveau histologique, la toxicité gastro-intestinale du MPA est caractérisée par une
désorganisation architecturale de I'épithélium digestif, principalement dans le célon. Cela peut
étre associé a un cedeme et/ou une inflammation de la lamina propria, imitant les Iésions
inflammatoires de la maladie du greffon contre I'héte dans les greffes de moelle osseuse
(Figure 11) [79,106,107].

Apoptotic bodies

Figure 11 — Atteintes histolo

(a) Biopsies de colons issues de patients transplantés traités au MMF avec des atteintes histologiques
telles que des infiltrats lymphocytaires, des cryptes atrophiées, et des corps apoptotiques. (b) Biopsie
d’un ulcere avec perte de la muqueuse et avec un dense infiltrat lymphocytaire sous-jacent.

Figure issue de Calmet et al, 2015 [79].
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I1.5. Hypothéses mécanistiques de I’entéropathie induite par le MPA

Depuis les années 2005, le suivi thérapeutique pharmacologique du MPA est
largement recommandé en raison de sa grande variabilité pharmacocinétique interindividuelle,
bien qu’il ne soit pas obligatoire [108]. En effet, pour une dose journaliére de MMF de 2g,
I'exposition au MPA (aire sous la courbe) peut varier d’'un facteur 10 entre des patients [109].
De plus, la pharmacogénétique des UGT intestinales et hépatiques augmente la variabilité de
réponse au MPA, mais aucune recherche de polymorphisme génétique n’est actuellement
recommandé [110]. De plus, les effets indésirables gastro-intestinaux du MPA sont également
responsables de mauvaises adhésions au traitement au MPA de patients transplantés [111].
Actuellement, afin de limiter la variabilité de réponse au MPA, la prise en charge clinique de
ces évenements gastro-intestinaux constitue un défi majeur dans le domaine de la
transplantation. L'étiologie des effets indésirables gastro-intestinaux liés au MPA n'est pas
encore totalement comprise et les mécanismes moléculaires sous-jacents ont peu fait I'objet
d’études approfondies. Cependant, il existe plusieurs hypothéses concernant I'origine des

effets indésirables du MPA sur le tractus gastro-intestinal.

Une hypothéese suggére que le MMF est le médiateur de ces effets indésirables gastro-
intestinaux d0 a sa rapide libération dans les parties hautes du tube digestif et a son cycle
entéro-hépatique important. Cependant, une formulation gastro-résistante du mycophénolate
sodique (Myfortic®) a été mise au point afin d’'améliorer la tolérance gastro-intestinale, mais
elle s'est révélée décevante car elle ne prévient pas suffisamment les effets indésirables
gastro-intestinaux [112]. De plus, 'administration intraveineuse de MMF, qui contourne le
tractus gastro-intestinal, ne diminue pas non plus l'incidence des effets indésirables gastro-

intestinaux [113].

Une deuxiéme hypothése met en évidence la contribution de fortes concentrations
digestives de MPA au dysfonctionnement de la barriere intestinale. Ces fortes concentrations
seraient issues de la déconjugaison du MPAG dans les parties basses du tube digestif en MPA
par les B-glucuronidases bactériennes [114]. Bien que le mécanisme sous-jacent ne soit pas
trés bien connu, il est admis que de fortes concentrations locales de MPA pourraient altérer
I'hnoméostasie des protéines de la jonction serrée et ainsi impacter la perméabilité intestinale.
En effet, Qasim et al. décrivent une augmentation de la perméabilité épithéliale ainsi qu'une
redistribution des protéines de jonction serrée des cellules épithéliales intestinales traitées a
de fortes concentrations en MPA [115]. De méme, le MPA induit une apoptose des cellules
épithéliales intestinales ainsi qu’une destruction de la barriére intestinale dans un modeéle

murin d'entéropathie induite par le MPA [116].
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Une troisiéme hypothése met en jeu le microbiote digestif comme acteur central dans
'entéropathie liée au MPA. Des études récentes ont mis en évidence l'altération du
microbiome intestinal, également appelée dysbiose intestinale, par le MPA [117]. En effet, la
dysbiose intestinale est caractérisée par une expansion des bactéries exprimant la -
glucuronidase entrainant ainsi une hydrolyse du principal métabolite inactif, le MPAG, en MPA
[114]. De plus, 'administration de vancomycine, un antibiotique a large spectre, entraine une
diminution significative de MPA fécal et abolit également les Iésions gastro-intestinales dans

une modéle murin d’entéropathie induite par le MPA [114].

Ces deux derniéres hypothéses sont étroitement liées puisque plusieurs études ont
évoqué une association possible entre la dysbiose et le dysfonctionnement de la barriére
intestinale, qui pourrait entrainer une augmentation de la perméabilité intestinale (Figure 12)
[117-119].

D

ST

Figure 12 — Hypothéses sur les mécanismes impliqués lors de la toxicité gastro-intestinale
du MPA

(a) Redistribution des jonctions serrées, (b) apoptose des cellules épithéliales intestinales, (c)
dysbiose du microbiote digestif lors d’un traitement au MPA et (d) altération de la barriére épithéliale
intestinale due a la dysbiose.

11.6. Objectifs
Ce chapitre comprend plusieurs objectifs afin de montrer limpact du protocole

d'immunosuppression sur ’homéostasie de la barriére intestinale.

- (i) Démontrer I'existence d’'une perméabilité intestinale chez les patients transplantés

traités par le MPA
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- (i) Etudier le profil des acides gras & chaine courte qui sont connus pour maintenir
l'intégrité de la barriere intestinale dans un modéle murin d’entéropathie sévere induite
par le MPA

- (iii) Evaluer une stratégie de supplémentation dans un modéle murin d’entéropathie

précoce en vue de limiter les atteintes gastro-intestinales.

I.7. Travail expérimental 1 : Evaluation de la perméabilité intestinale chez les patients
transplantés traités a I'acide mycophénolique basée sur la quantification plasmatique
des lipopolysaccharides et des acides gras a chaine courte
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Abstract

Purpose: Mycophenolic acid (MPA) is a drug frequently used as an immunosuppressant in
solid organ transplant patients with frequent gastro-intestinal adverse effects. In preclinical
models, MPA pathophysiology involves alterations of the intestinal barrier leading to the
translocation of lipopolysaccharides (LPS) and bacterial metabolites, short-chain fatty acids
(SCFA), of the intestinal lumen to the systemic compartment. The aim of this study is to
quantify plasma LPS and SCFA in MPA-treated patients as compared with healthy volunteers

and to use these substances to evaluate the severity of intestinal barrier alteration.

Patients and methods: Plasma samples from 20 one-year post-transplant adult patients
receiving MPA and 20 healthy volunteers were used. Plasma LPS, a known hyperpermeability
biomarkers, was measured by enzyme-linked immunosorbent assay and total SCFA, small-
size bacterial metabolites, by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry.

Hierarchical agglomerative clustering was applied after principal component analysis.

Results: Plasma LPS and total SCFA concentrations were significantly higher in transplant
patients than in healthy volunteers. Hierarchical clustering identified 4 distinct groups: cluster
A (20 healthy volunteers and 8 transplant patients) with the lowest concentrations of LPS and
SCFA, cluster B (7 patients) with a low concentration of LPS but high levels of SCFA, cluster
C (4 patient) with high LPS and low SCFA levels, and cluster D (1 patient) with the highest
LPS and SCFA concentrations.

Conclusion: Our results suggest distinct grades of intestinal permeability: healthy grade in
cluster A, early grade characterized by the passage of small-size bacterial metabolites in
cluster B, established grade featuring the passage of small and larger (LPS) molecules as in
cluster C and advanced grade of intestinal permeability in cluster D. Herein, we highlight the

possible role of systemic SCFA as early biomarker of intestinal permeability.

Keywords: gut microbiota, mycophenolic acid, adverse effect
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Introduction

Transplantation is the treatment of choice for end-stage failure of several organs since
it considerably improves patients’ survival and quality of life. However, graft tolerance by the
recipient’'s immune system requires a complex and life-long immunosuppressive strategy,
accompanied by other treatments such as antibiotics and antiviral drugs, to mitigate the
inherent complications of long-term immunosuppression [1-3]. Immunosuppressive drugs
exhibit other serious adverse effects that may significantly influence patients’ adherence to
treatment as well as graft outcomes [4]. Mitigating these non-immune adverse effects could

also improve quality of life, graft outcome and patient survival [5].

Mycophenolic acid (MPA), the most common immunosuppressive drug used in
transplantation, is a de novo purine nucleotide synthesis inhibitor that exerts a cytostatic effect
on both T and B lymphocytes [6,7]. Originally isolated as a fermentation product of Penicillium
stoloniferum, MPA is a broad-acting molecule with antifungal, antibacterial, and antiviral
properties, in addition to its immunosuppressive activity [8,9]. In therapeutics, orally
administered MPA is formulated as either a prodrug (mycophenolate mofetil, an MPA
morpholinoethylester) or mycophenolate sodium, a salt. In the liver, MPA is metabolized by
several UDP-glucuronosyltransferases into its main and inactive metabolite, MPA-7-O-
glucuronide (MPAG) [10,11]. Liver generated MPAG (around 10%) is effluxed in the bile [12]
and then re-activated into active MPA by the gut microbiome bacterial $-glucuronidases that
contribute to MPA enterohepatic recirculation [13,14]. The release of active MPA when in
contact with gut epithelial cells is thought to initiate gastro-intestinal adverse effect pathways
[15-18]. The main observed symptoms are nausea, vomiting, diarrhoea, and bleeding
ulcerations [19-21]. Histologically, gastro-intestinal lesions are characterised by crypt
distortion and cell apoptosis, as well as mucosal architectural disorganisation, associated with
the inflammation of the lamina propria [22,23]. The severity of the gut lesions can justify dose

reduction or drug withdrawal, which may in turn increase the risk of graft rejection [15,24,25].

Preclinical studies, MPA was shown to alter tight junction protein homeostasis and
impair intestinal permeability [26,27]. Impaired intestinal permeability is known to favour the
translocation of luminal compounds such as bacterial lipopolysaccharides (LPS), and gut
microbiota metabolites into the systemic compartment which promotes systemic low grade and
chronic inflammation, endothelial activation, and ultimately cardiovascular complications
[28,29]. Intestinal epithelial barrier dysfunction including impaired permeability has been
described in inflammatory bowel diseases, alcoholic liver diseases, severe acute pancreatitis,
type 1 and 2 diabetes, prolonged stress as well as arterial hypertension [30-36]. Of note,

diabetes and arterial hypertension are well-known post-transplant complications [37—41].
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In the present study, we hypothesize that MPA-treated transplant patient develops intestinal
permeability. To assess intestinal permeability, we measured the blood concentration of a
recognized biomarker of intestinal barrier integrity, the macromolecule LPS (around 5 000
g/mol) [42—-46]. In addition, we also determined the circulating concentration of small-size
bacterial metabolites, the short-chain fatty acids (SCFA, between 60 and 87 g/mol) acetate,
propionate, and butyrate, as a potential marker of slightly impaired permeability. Thus, by
combining both LPS and SCFA measurements in blood, we aimed to categorize intestinal

permeability stages in MPA-treated patients.

Material and methods

Patients and healthy volunteers

The patients clinical data and plasma samples used in this study were collected as part
of a multicentre pharmacokinetics study of immunosuppressive drugs in adult heart transplant
patients (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00812786) conducted in France according to
the guidelines of the Declaration of Helsinki, approved by the regional ethics committee and
authorized by the French Drug Agency (EudraCT number n°2006-006832-23).

Plasma samples from the 45-heart transplant patients enrolled in the study are stored at the
Biological Resource Centre of the Limoges University Hospital (CRBioLim, authorized by the
French Ministry of Research under the reference AC-2016-2758; http://www.crbiolim.fr), 20
plasma samples were collected at one-year post-transplantation from patients on MPA. For
comparison purposes, plasma samples were also collected from an ad hoc and comparable
(in terms of age, body mass index) cohort of 20 healthy volunteers who had given their

informed consent and whose samples are also stored at CRBioLim.

Systemic bacterial endotoxins and metabolites measurement

Plasma LPS quantitation

The LPS enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Cusabio, Houston, USA)
was used to quantify LPS in the 40 plasma samples from healthy volunteers and transplant
patients according to the manufacturer’s instructions. A standard solution of LPS was used to
quantify the amount of LPS in each plasma (concentrations of 0 to 400 pg/mL with a lower
detection limit of 6.25 pg/mL). LPS concentration was measured in 100 pyL of each plasma
diluted at 1/4 in the provided sample diluent. The optical density of each well was determined

using a microplate reader (EnSpire® Multimode Reader, PerkinElmer, USA).
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Plasma SCFA quantitation

Plasma samples were diluted 1/3 with cold isopropanol (v/v), vortexed for 5 min and
centrifuged at 16,000g for 15 min at 4°C. Calibration standards (acetate from 5 to 1,000 uM,
propionate from 0.25 to 50 yM and butyrate from 0.1 to 20 uM, from Sigma-Aldrich, St-Louis,
MO, USA) were prepared in cold methanol. The SCFA derivatization step was based on a
previously published method [47]. Briefly, 50 uL of each extracted plasma were mixed with 20
bL of 200 mM 3-nitrophenylhydrazine hydrochloride (diluted in a 50% aqueous acetonitrile
solution), 20 puL of 120 mM N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride
(diluted in a 6% pyridine solution prepared with 96% ethanol), and 50 uL of pooled deuterated
internal standard solution (D4-acetate 2.5 mM, D2-propionate 0,0125 mM, D7-butyrate 0.01
mM diluted in ultrapure water). The reaction of derivatization was performed at 40°C for 30 min
in the dark and the samples were then analysed by liquid chromatography coupled with tandem

mass spectrometry (LC-MS/MS).

Chromatographic separation was achieved using our previously published method [48].
Liquid chromatography separation was performed on an XSelect HSS T3 column (100 A, 2.5
pum, 2.1 mm x 100 mm, Waters, Wilmslow, UK) at a flow rate of 0.2 mL/min at 60°C. The mobile
phase was a gradient of 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in methanol
(solvent B) programmed as follows: 0-0.5 min, 30% of B; 0.5-5 min, 40% of B; 5-5.5 min, 95%
of B; 5.5-7 min, 95% of B; 7-7.25 min, 30% of B. The multiple reaction monitoring parameters
for all analytes and their internal standards were set as previously published [48]. The
concentration of each SCFA was determined by calculating its corresponding peak area ratio
to that of its deuterated internal standard and reporting it on the calibration curve obtained by
linear regression with 1/x weighting to the calibration curve. The summed concentrations of

the three SCFA (acetate, propionate and butyrate) were calculated for each sample.

Glomerular filtration rate measurement

Serum creatine concentration was retrieved from medical records for transplant
patients and measured on purpose for healthy volunteers, using the Roche Creatinine Plus
enzymatic assay on a Cobas system. The glomerular filtration rate was estimated (eGFR) from
serum creatinine concentration using the Chronic Kidney Disease EPldemiology collaboration
(CKD-EPI) equation [49].
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Mycophenolic acid exposure

MPA plasma concentrations were measured using an LC-MS/MS method [50]. The
area under the curve (AUCo.12n, in mg.h/L) was calculated using the linear trapezoidal rule
applied to MPA concentrations at pre-dose and 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 and 12

hours to assess plasma MPA exposure.

Statistical analysis

Differences in age, weight, height, body mass index (BMI), LPS and SCFA
concentrations between healthy volunteers and transplant patients were statistically analysed
using GraphPad Prism (version 5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, USA,
www.graphpad.com). Data were reported as means + standard errors of the mean (SEM).
Statistical comparisons between healthy volunteers and transplant patients were performed

using the Student test with Welch correction for inequality of variances.

Healthy volunteers and transplant patients were clustered based on their plasma LPS
and summed SCFA concentrations. Hierarchical agglomerative clustering on the principal
components (HCPC) with Euclidian distance and the Ward method were applied after
normalized principal component analysis (PCA). These analyses were performed with the
FactoMineR (2.6) R package, using the PCA and HCPC functions. For each variable, the
cluster means were compared using analysis of variance (ANOVA) with Welch approximation
because of inequality of variances (oneway.test in stats 4.1.0 package) with the F statistic, the
degree of freedom (df) and the p-value (p). Then a Dunnett’s T3 test (dunnettT3Test function
in the PMCMRplus 1.9.6 package) with unequal variances was used to compare each cluster

with the first cluster as a reference with the mean, the statistic of the test (t) and the p-value

(P)-

Results

MPA-treated transplant patient and healthy volunteers’ characteristics

There was no difference in the participants’ age (53 + 3 for transplant patients vs 45 +
3 years for healthy volunteers, p=0.09), and the two groups were comparable for body weight
(79 + 3 kg for transplant patients vs 74 + 3 kg for healthy volunteers, p=0.21), height (175 + 1
cm for transplant patients vs 175 + 2 cm for healthy volunteers, p=0.93) as well as body mass
index (26 + 1 kg/m? for transplant patients vs 24 + 1 kg/m? for healthy volunteers, p=0.76)
(Table 1).
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Table 1 - Characteristics of the study population

MPA-treated transplant

patients (n=20) Healthy volunteers (n=20) p value
Age (years) 53+3 45+ 3 0.09
Sex ratio (F/M) 2/18 6/14 NA
Weight (kg) 793 74+3 0.21
Height (cm) 175+ 1 175+ 2 0.93
BMI (kg/m?) 26 + 1 24 + 1 0.13

F, female; M, male; BMI, body mass index; NA, non applicable

Systemic bacterial LPS and SCFA levels

A higher level of plasma LPS was observed in MPA-treated transplant patients than in
healthy volunteers (221.0 + 38.5 pg/mL for transplant patients vs 77.2 + 14.2 pg/mL for healthy
volunteers, p=0.002). Moreover, the summed SCFA concentrations were significantly higher
in transplant patients (116.2 £ 11.7 uM vs 46.0 + 5.7 pM, respectively, p<0.0001) (Table 2).

Table 2 — Plasma LPS and summed SCFA quantitation

MPA-treated transplant

patients (n=20) Healthy volunteers (n=20) p value
LPS (pg/mL) 221.0+38.5 77.2+14.2 0.002
Summed SCFA (uM) 116.2 £ 11.7 46.0£5.7 <0.0001

LPS, lipopolysaccharides; SCFA, short-chain fatty acids

Clustering of the study population based on LPS and SCFA plasma

concentrations

Hierarchical clustering analysis applied to the study population identified four groups,
represented in Figure 1a. There was a positive correlation between plasma LPS and summed

SCFA concentrations (Pearson correlation coefficient, r=0.58) (Figure 1b). Plasma LPS and
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summed SCFA concentrations in each cluster are displayed in Table 3. Cluster A is constituted
of 20 healthy volunteers and 8 transplant patients. It is characterized by the lowest
concentrations of plasma LPS (84.3 + 12.5 pg/mL) and of summed SCFA (56.3 £ 5.4 uM).
Cluster B is comprised of 7 transplant patients whose plasma LPS concentrations were higher
than in cluster A (186.8 + 42.3 pg/mL, p=0.14) and with high levels of summed SCFA (148.0 +
9.7 uM, p=0.00001). Cluster C, which includes 4 transplant patients, was characterized by
elevated concentrations of LPS (414.7 £ 22.0 pg/mL, p=0.00001) and slighty elevated levels
of summed SCFA concentration than cluster A (89.6 + 12.9 uM, p=0.18). Cluster D is made
up of only 1 transplant patient who presented the highest concentrations of plasma LPS (636.6

pg/mL) and summed SCFA (273.4 uM) concentrations.
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Figure 1 — Hierarchical clustering of based on LPS and SCFA quantitation.

Dendrogram showing clusters from principal component analysis. Cluster A (red) with 20 healthy volunteers
and 8 transplant patients, cluster B (blue) with 7 transplant patients, cluster C (green) composed of 4
transplant patients and cluster D (purple) included 1 transplant patient (a). Selected cluster represented in
the LPS (pg/mL) and total SCFA (uM) plan, cluster letter is on its centroid and correlation line is in grey,
dark circle represent transplant patients and white circle healthy volunteers (b).

LPS, lipopolysaccharides; SCFA, short-chain fatty acids

Table 3 — Plasma LPS and summed SCFA quantitation according to clusters

Cluster A (n=28) Cluster B (n=7) Cluster C (n=4) Cluster D (n=1)

186.8 + 42.3 4147 +22.0
LPS (pg/mL) 84.3+125 (0=0.14") (0=0.00001%) 636.6
Summed SCFA 148.0 + 9.7 89.6+12.9
(M) 56.3+5.4 (0=0.00001%) (0=0.18") 273.4

LPS, lipopolysaccharides; SCFA, short-chain fatty acids; * compared with cluster A
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Renal function

The values of eGFR were not statistically significant in cluster B (79.8 + 8.5
mL/min/1.73m?, p=0.99), C (61.6 + 13.1 mL/min/1.73m?, p=0.59) and D (49.2 mL/min/1.73m?)
as compared with cluster A (78.0 + 4.0 mL/min/1.73m?) (Figure 2).

eGRF (mL/min/1.73m?)
20 40 60 80 100

0

A B C D

Figure 2 — eGFR distribution by clusters

Distribution of eGFR by clusters. Black points are the median and white rectangles are the interquartile
distance. Colour surfaces are smooth representation of data distributions. Statistical analyses were performed
with ANOVA with Welch approximation because of inequality of variances.

eGFR, estimated glomerular filtration rate

MPA exposure in transplant patients

For transplanted patients spread out between clusters A, B, C and D, the AUCo.12n of
MPA was calculated and is represented in Figure 3. These values of AUCo.12n Were similar
between clusters: cluster A (34.1 £ 8.5 mg.h/L), cluster B (37.9 + 7.8 mg.h/L, p=0.98, compared
to cluster A), cluster C (19.3 + 7.8 mg.h/L, p=0.52, compared to cluster A) and cluster D (58.7

mg.h/L, compared to cluster A).
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Figure 3 — AUC distribution by clusters

Distribution of AUCo.12n of mycophenolic acid from transplanted patients by clusters. Black points are the
median and white rectangles are the interquartile distance. Colour surfaces are smooth representation of data
distributions. Statistical analyses were performed with ANOVA with Welch approximation because of inequality
of variances.

AUC, area under the curve
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Discussion

In this study, we explore the systemic translocation of bacterial products (i.e., plasma
LPS) and metabolites (i.e., plasma SCFA) in a cohort of one-year post-transplantation MPA-
treated patients and in an ad hoc cohort of healthy volunteers. We report for the first time the
existence of increased intestinal permeability in MPA-treated transplant patients as inferred
from plasma LPS and summed SCFA concentrations three and two times higher than in
healthy volunteers, respectively. Through hierarchical clustering based on data from plasma
LPS and summed SCFA concentrations, we were able to separate all the subjects into four

groups featuring graded plasma LPS and SCFA concentrations (Figure 4).
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Figure 4 — Distinct grades of intestinal permeability according to plasma LPS and total SCFA
(a) Healthy grade of intestinal permeability with intestinal homeostasis and permeation of small-size
bacterial metabolites. (b) Early grade of intestinal permeability with increase permeation of small-size
bacterial metabolites (such as SCFA). (c) Established grade of intestinal permeability with increase of
endotoxins. (d) Advanced grade of intestinal permeability with increase permeation of all molecules.
IECs, intestinal epithelial cells; LPS, lipopolysaccharides; SCFA, short-chain fatty acids

Intestinal permeability and endotoxemia under MPA therapy

In a context of precision medicine, detecting intestinal permeability at an early stage
based on plasma LPS and summed SCFA concentrations would be useful. Detecting at early
stage the intestinal permeability may alleviates chronic low-grade inflammation induced by
leaky gut syndrome. The translocation of bacterial metabolites of antigen into systemic
circulation can induce an immune response and promote a pro-inflammatory state [51]. Early
intervention in the process of intestinal permeability could trigger inflammation resolution
pathways by inducing pro-resolving mediators and thus limit the onset of co-morbidities [52].
Herein, we combined the measurement of systemic LPS concentration, already established as
a biomarker of intestinal permeability [42—46], with the quantitation of small-size bacterial
metabolites (as the sum of three SCFA) that may be more sensitive to the early stage of

intestinal permeability. We assumed that the more the intestinal barrier is damage, the more it
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is permeable to large molecules. Thus, SCFA passage through the intestinal epithelium is
accelerated when the barrier is slightly damaged while the systemic translocation of the
endotoxin LPS requires a highly damaged barrier [53]. We thus consider that low levels of
blood LPS and summed SCFA, as found in cluster A (20 healthy volunteers and 8 patients)
sign an optimal epithelial barrier as expected in healthy conditions. A high level of summed
SCFA with healthy-like condition plasma LPS, as observed in cluster B (7 MPA-treated
transplant patients), is probably the result of a slightly permeable intestinal barrier. High level
of LPS and low summed SCFA concentrations as seen in cluster C (4 MPA-treated transplant
patients) are due to increased epithelial barrier permeability and the drop in concentration of
plasma SCFA could be explained by an intestinal microbiota dysbiosis leading to decrease of
SCFA-producing bacteria. Indeed, a decrease in butyrate-producing bacteria has been found
in liver and kidney transplant patients [54]. High levels of both summed SCFA and the
endotoxin LPS as measured in cluster D (1 MPA-transplant patients) translate into a severely
damaged barrier. This patient does not appear to have a dysbiosis of the gut microbiota, as
the levels of SCFA are high. These high levels of small molecules demonstrate damage to the
intestinal barrier and therefore SCFAs are more likely to pass through in large quantities. Of
note, patients in clusters A, B, C and D have similar eGFR; this result argues against a potential
role of defective renal function in the increased blood SCFA level and endotoxemia. Despite
the increased permeability of the epithelial barrier in transplant patients in cluster D, as
compared to clusters B and C and despite the small size of MPA (320 g/mol), there is no
increase in MPA concentration in blood. These results can be explained by dose adjustment,
which adapts the dose to each patient, resulting in similar exposure despite sometimes
different doses [10,55].

The increased permeability of intestinal epithelium in MPA-treated patients correlates
with the finding of increase systemic LPS in MPA-treated mice [56]. Moreover, Qasim et al.
described an increase of epithelial permeability as well as a redistribution of tight junction
protein in intestinal epithelial cells cultured in the presence of MPA [26]. MPA was also found
to induce cell apoptosis and intestinal barrier destruction with downregulation of tight junction
proteins in a mouse model of MPA-induced enteropathy [27]. In addition, recent investigations
demonstrated the presence of intestinal dysbiosis and the alteration of bacterial metabolite
production in mice models of MPA-induced enteropathy [48,56,57]. Several studies suggested
a possible association between altered microbiota composition and intestinal barrier
dysfunction that may lead to increased intestinal permeability [58,59]. Actually, intestinal
dysbiosis was observed in kidney transplant recipients; in these patients, the use of MPA

correlated with lower diversity in the gut microbiota [54,60].
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Major post-transplant co-morbidities are associated with intestinal permeability

Co-morbidities affect transplant patients, the graft outcome and patient survival [61,62].
Indeed, the most important co-morbidity associated with solid organ transplantation is diabetes
that affect 10 to 40% of transplant patients [63]. Solid organ transplantation is also associated
with a large spectrum of cardiovascular diseases including hypertension, coronary artery
disease and heart failure, which affect 50 to 80% adult recipients [64—66]. The causes of these
co-morbidities are not well identified but are thought to be multifactorial, with a central role
played by the drugs (glucocorticoids and calcineurin inhibitors) [63]. Other factors, such as
intestinal permeability and increased blood LPS levels could also promote co-morbidity
induced by chronic low-grade inflammation. Increased systemic LPS concentrations and/or
activity was reported in patients with disrupted intestinal barrier permeability associated with
type 2 diabetes mellitus or intestinal bowel diseases [67,68]. Increased intestinal permeability
with endotoxemia was associated with systemic inflammation observed in a pre-clinical model
of metabolic disorders [69]. Furthermore, the loss of gut barrier integrity and the alteration of
tight junction proteins were associated with increased blood pressure in spontaneously
hypertensive rats [36]. Moreover, the translocation of bacterial metabolites and products into
the circulation is associated in human with cardiovascular diseases (atherosclerosis,
hypertension and myocardial infarction) [70]. Interestingly, endotoxemia has been reported in
kidney transplant patients and it correlated with systemic inflammation and endothelial
activation [29]. Moreover, results showed that endotoxin levels may be associated with
increased cardiovascular events in kidney transplant patients. Therefore, intestinal
homeostasis should be sought for to prevent co-morbidities and to improve quality of life in

transplant patients.

Conclusion

We showed that MPA-treated transplant patients present increased intestinal barrier
permeability, as compared to matched healthy volunteers from the general population. By
combining summed SCFA and LPS measurements in plasma, we also demonstrated that
patients are clustered into four groups regarding the severity of gut permeability: loss of barrier
integrity is slight in 35% of transplant patients, intermediate in almost 20% and severe in 5%.
A loss of gut epithelial integrity is associated with diabetes and cardiovascular diseases, the
main co-morbidities in transplant patients. Increased intestinal permeability leads to
translocation of bacterial products in the circulation and to the concomitant systemic low-grade
inflammation that may promote co-morbidities in transplant patients. Thus, monitoring
intestinal barrier integrity using a simple measurement of blood summed SCFA and LPS, as
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we did, may help to quantify MPA-induced gut lesions and to better manage transplant patients

in the future. Clinical studies are underway to validate these findings in other, larger cohorts.
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11.8. Travail expérimental 2 : Altérations du microbiote digestif dans I’entéropathie
induite par ’acide mycophénolique : impact sur le profil des acides gras a chaine
courte dans un modéle murin

Par la suite, afin d’étudier le microbiote digestif, nous avons développé, standardisé et
validé un modéle murin d’entéropathie sévére induite par le MPA. Etant donné la complexité
et les exigences logistiques liées a la collecte d’échantillons fécaux chez les patients
transplantés et les potentiels biais d’interprétation du fait de la polymédication, nous avons
opté pour le développement d’'un modéle murin permettant d’étudier les altérations
fonctionnelles du microbiote digestif pour lequel le recueil et I'étude des échantillons fécaux
serait plus simple. Au regard des caractéristiques de la dysbiose chez 'homme et de
l'altération de la barriere intestinale induite par I'immunosuppression, nous nous sommes
concentrés notamment sur les SCFA. En effet, ces SCFA sont fortement impliqués dans la
modulation du systéme immunitaire par leurs récepteurs présents sur une majorité de cellules
de 'immunité. De plus, les SCFA contribuent a maintenir l'intégrité de la barriére intestinale en

régulant la perméabilité et la motilité intestinale [120].

Les données complémentaires au travail expérimental 2 sont présentées a 'Annexe 2.
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mycophenolate-induced enteropathy:
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acids in a mouse model
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Abstract

Background: Mycophenolic acid (MPA) is the most widely used immunosuppressive drug in transplantation and
for autoimmune diseases. Unfortunately, more than 309 of patients experience a typical gastrointestinal adverse
effect also referred to as mycophenolate-induced enteropathy. Due to its antibacterial, antifungal, and antiviral
properties, MPA exposure is associated with intestinal dysbiosis characterized by a decrease in density and diversity
of the microbiome regarding the main bacterial phyla (Firmicutes and Bacteroidetes). These bacterial phyla are
known for their metabolic role in maintaining the homeostasis of the digestive tract, particularly through the
production of short-chain fatty acids (SCFA) that could contribute to the pathophysiology of mycophenolate-
induced enteropathy. Our study aimed at deciphering short-chain fatty acids (SCFA) profile alterations associated
with gastrointestinal toxicity of MPA at the digestive and systemic levels in a mouse model.

Methods: Ten-week old C57BL/6 (SOPF) mice were randomly assigned in 2 groups of 9 subjects: control, and
mycophenolate mofetil (MMF, 900 mg/kg/day). All mice were daily treated by oral gavage for 7 days. Individual
faecal pellets were collected at days 0, 4 and 8 as well as plasma at day 8 for SCFA profiling. Additionally, after the
sacrifice on day 8, the caecum was weighted, and colon length was measured. The proximal colon was cut for
histological analysis.

Results: MMF treatment induced around 10% weight loss at the end of the protocol associated with a significant
decrease in caecum weight and a slight reduction in colon length. Histological analysis showed significant
architectural changes in colon epithelium. Moreover, we observed an overall decrease in SCFA concentrations in
faecal samples, espedially regarding acetate (at day 8, control 10406 + 278161 uM versus MMF 3847 + 80.5uM, p <
0.01) and propionate (at day 8, control 18594 + 5196 uM versus MMF 4407 + 1466 pM, p < 0001), and in plasma
samples for butyrate (at day 8, control 091 £ 0.1 uM versus MMF 046 + 0.1 uM, p < 001).

Condusions: These results are consistent with functional impaimment of the gut microbiome linked with digestive
or systemic defects during MMF treatment.
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Background

Mycophenolic acid (MPA) is one of the most widely
used immunosuppressants in transplantation and for the
treatment of some autoimmune diseases [1-3]. MPA,
used as a prodrug (mycophenolate mofetil or MMF) or a
salt (mycophenolate sodium), is a potent, selective, non-
competitive and reversible inhibitor of inosine-5"-mono-
phosphate dehydrogenase 2 (IMPDH2). IMPDH2 plays a
key role in the de novo purine nucleotide synthesis, on
which lymphocytes rely for DNA biosynthesis. There-
fore, MPA exerts preferentially a cytostatic effect in T
and B lymphocytes, which do not possess the recovery
pathway for DNA biosynthesis through hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) [4]. After
oral absorption, MPA enters the systemic circulation
where it directly acts on circulating lymphocytes. MPA
can also reach lymphoid tissues (e.g, bone marrow, thy-
mus, lymph nodes and spleen) for modulating in situ
lymphocyte differentiation and activation [5, 6].

MPA treatment is unfortunately associated with ad-
verse effects, among which gastrointestinal disorders are
of major concern [7]. More than 30% of patients experi-
ence gastrointestinal adverse effects, ranging from nau-
sea, vomiting, abdominal pain or diarrhoea, to erosions
of the gastrointestinal tract with life-threatening bleeding
ulcerations [8, 9]. Histologically, the lesions are charac-
terized by architectural disorganization of the digestive
epithelium mainly in the colon. Oedema and/or inflam-
mation of the lamina propria are also observed, mimick-
ing the inflammatory lesions of graft-versus-host disease
in bone marrow transplantation [7, 10-12].

Recent investigations have pointed to the alteration of
the gut microbiome, also referred to as intestinal dysbio-
sis, by immunosuppressive agents. Moreover, intestinal
dysbiosis is responsible for abnormal gut microbiome p-
glucuronidase activity and increased gastrointestinal ex-
posure to MPA in mycophenolate-induced enteropathy
[13-16]. MPA was first isolated as a fermentation prod-
uct of Penicillium stoloniferum and was initially known
for its antibacterial, antifungal, and antiviral properties
[4]. Therefore, gastrointestinal tract exposure to high
concentrations of MPA is expected to be associated with
intestinal dysbiosis characterized by a decrease in density
and diversity of the gut microbiome regarding the main
bacterial phyla (e.g, Firmicutes and Bacteroidetes) which
has been recently validated with a mouse model [15, 16].
These bacterial phyla are known for their metabolic role
in maintaining the homeostasis of the digestive tract,
particularly through the production of short-chain fatty
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acids (SCFA) from the fermentation of indigestible car-
bohydrates [17-20]. The three main SCFA (acetate, pro-
pionate and butyrate) can passively penetrate and pass
through intestinal cells. SCFA can also be actively incor-
porated through sodium-coupled monocarboxylate
transporter 1 (SMCT1) or monocarboxylate transporter
1 (MCT1) located on the apical side of intestinal epithe-
lial cells and transported into the bloodstream through
monocarboxylate transporter 4 and 5 (MCT4 and
MCTS5) found on the basolateral side [21-23]. SCFA are
pharmacologically active and can selectively regulate
three different G-protein coupled receptors (GPCR) on
intestinal cells, namely, GPR41 (free fatty acid receptor 3
or FFAR3), GPR43 (free fatty acid receptor 2 or FFAR2)
and GPR109A (hydroxycarboxylic acid receptor 2 or
HCAR?2) [24-26). These receptors are also expressed on
various other cell types in organs and tissues such as the
liver, muscles, neurons and immune cells (T and B cells,
macrophages) [27, 28]. SCFA function as “co-hormones”
as they are produced by the gut microbiome, which is
assimilated to a metabolic organ. Intracellular SCFA can
exhibit a strong histone deacetylase (HDAC) inhibitory
effect, with butyrate being the most potent inhibitor
[29-32]. Histone hyperacetylation is associated with in-
creased accessibility of promoter regions and genes modu-
lation [33]. For example, butyrate through its HDAC
inhibitory activity, can imprint an antimicrobial program
in macrophages and thus, eliminate invasive pathogens
and regulate the inflammatory response [34]. Butyrate can
also be a source of energy for the colonocytes and can im-
prove epithelial barrier functions through up-regulation of
tight junctions proteins such as Claudin-1 and ZO-1 [35,
36]. SCFA may also have beneficial effects on gut homeo-
stasis by enhancing mucosal barrier integrity through
Mucin-2 expression [37]. Hence, the functional alterations
of the SCFA profile can be involved in the pathophysi-
ology of the mycophenolate-induced enteropathy. Our
study aimed at analyzing the alterations of the SCFA pro-
file at the local and systemic levels and their associations
with the gastrointestinal toxicity of mycophenolic acid in a
mouse model.

Methods

Experimental animals

In this study, our experimental model is inspired by the
pioneering work published by Flannigan et al,, 2018 [16]
and Taylor et al, 2019 [15], which demonstrated an im-
pairment of the gut microbial community associated
with colon tissue inflammation under MPA treatment.

78



Jardou et al. BMC Pharmacology and Toxicology (2021) 22:66

For this purpose, female C57BL/6] adult (10 weeks old)
Specific and Opportunistic Pathogen Free mice pur-
chased from Janvier Labs (Saint-Berthevin, France) were
used for in vivo experiments and were housed in a
pathogen-free animal facility, with 12h/12h of light/
dark and unrestricted access to food and water. The Re-
gional Ethics Committee for Animal Experimentation
(CEEA-033, Région Limousin) and the French Ministry
of Higher Education, Research and Innovation, under
Project Authorization for the use of Animals for Scien-
tific Purposes 23,785-2,020,012,416,174,896 v3, approved
animal care and experimental procedures. These experi-
mental procedures were performed in accordance with
the guidelines for animal experimentation of the Euro-
pean Communities Council Directive (EU/63/2010) and
reported according to the ARRIVE guidelines [38].
Eighteen mice were randomly assigned into two groups:
control (n = 9) and MMF (1 = 9) and treated for 7 days.
Mice were daily monitored for body weight. MMF treat-
ment (900 mg/kg/day of a dlinical formulation of MMF
(Cellcept*) dissolved in saline solution) or saline solution
(control group) were given by oral gavage with a 20
Gauge dosing cannula. For the sacrifice, the mice were
anaesthetized with intraperitoneal injection of pentobar-
bital (100 mg/kg, CEVA Santé Animale, France).

Sample collection and storage

Faeces

Individual faecal pellets were collected using metabolic
cages at day 0, day 4 and day 8 and were placed in a
sterile collection tube and stored at -80°C for SCFA
analysis.

Plasmas

Peripheral blood was obtained using a 22 Gauge hepari-
nised syringe from anaesthetised mice on day 8 by intracar-
diac puncture and plasma was prepared by centrifugation
at 10000g for 10 min at 4°C and stored at -80°C for
SCFA analysis.

Caecum/colon block

The block caecum/colon was harvested after sacrifice.
The caecum was weighted and colon length measured.
The proximal colon (around 1cm) was cut and placed in
a 4% formaldehyde solution for histological analysis.

SCFA quantification

Samples preparations

To quantify the SCFA in faecal samples, 25 pL of 50%
aqueous acetonitrile solution was added to 1 mg of fae-
ces, vortex mixed for 10 min and then placed for 10 min
in an ultrasonic bath. The samples were centrifuged at
10,000 g at 10°C for 10 min. The supernatants were col-
lected. This procedure was repeated twice for each faecal
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sample and the supernatants were pooled. For plasma
SCFA analysis, the samples were directly diluted 1:5 with
a saline solution. Calibration standards (acetate from 10
to 5000 uM, propionate from 1 to 500 uM, butyrate from
0.4 to 200 uM) were prepared either in 50% aqueous
acetonitrile for faecal samples or in saline solution for
plasma samples.

The SCFA derivatization step was based on a previ-
ously published method [39]. Briefly, 50 pL of each sam-
ple (pooled supernatants for faeces or diluted plasma)
were mixed with 20 uL of 200 mM 3-NPH, 20 L of 120
mM EDC-6% pyridine, both solubilised in 50% aqueous
acetonitrile solution, and 20 pL of pooled intemal stand-
ard solution (D4-acetic acid 10 mM, D2-propionic acid
0.4mM, D7-butyric acid 0.25mM diluted in ultrapure
water). The reaction was performed at 40°C for 30 min
in the dark and the samples were then diluted 1:20 (v/v)
with 10% aqueous acetonitrile, and 1 pl or 5 pl thereof
(for faeces or plasma derivation mixture respectively)
were analysed by LC-MS/MS.

LC-MS/MS analysis

Briefly, chromatographic separation was performed
using a Shimadzu Nexera 2 LC system (Shimadzu Cor-
poration, Marne-la-Vallée, France) equipped with a
thermostated column compartment and a thermostated
microwell plate autosampler with a six-port micro-
switching valve. LC separation was performed on an
Accucore™ RP-MS column (100 x 2.1 mm, 2.6 pm solid
core, Thermo Scientific) at a flow rate of 0.2 mL/min at
60°C. The mobile phase was a gradient of 0.1% formic
acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in metha-
nol (solvent B) programmed as follows: 0-0.5min, 30%
B; 0.5-8 min, 30 to 50% B; 8-9min, 50 to 95% B; 9-11
min, 95% B; 11-11.5 min, 95 to 30% B; 11.5-15 min, 30%
B. Detection was carried out with a LCMS8060 mass
spectrometer (Shimadzu) in the positive ionization
mode. Of the four optimized MRM transitions per ana-
lyte, the most intense and specific Q1/Q3 pair was se-
lected for quantification: 194 > 137 for acetic acid, 197 >
137 for D4-acetate, 208 > 137 for propionic acid, 210 >
137 for D2-propionate, 222 > 137 for butyric acid and
229 > 137 for D7-butyrate. The MRM parameters for all
analytes and their intemnal standards are listed in Table
S1. The concentration of each SCFA was determined by
calculating its corresponding peak area ratio to that of
the IS using a linear regression with 1/x weighting to the
calibration curve.

Histological analysis
Fixed proximal colon samples were paraffin-embedded,

sectioned at 4 pm and stained with haematoxylin, eosin
and saffron (HES). The slides were scanned using an
automatic slide scanner (Nanozoomer, HAMAMATSU
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PHOTONICS K.K, Systems Division, Japan) and im-
ages obtained were analysed using NDP.view2 (ver-
sion 2.8, HAMAMATSU PHOTONICS KK, Systems
Division, Japan) and Image] (version 1.53) [40] soft-
ware. The lesions were quantified based on varia-
tions of tissue interface, which are obtained by the
difference between the whole section and the lu-
minal section.

Statistical analysis

Statistical analysis of the data was performed using
GraphPad Prism (version 5.00 for Windows, GraphPad
Software, San Diego California USA, www.graphpad.
com) and data are reported as arithmetic mean + stand-
ard error of the mean (SEM). Statistical comparisons be-
tween experimental groups were performed using
unpaired t-test or two-way ANOVA. A value of p < 0.05
was considered significant. When applied, the post-hoc
test of Bonferroni was conducted if F value in ANOVA
achieved statistical significance (p < 0.05) with no sig-
nificant variance inhomogeneity. Partial least squares
discriminant analysis (PLS-DA) score plots were made
using the R Tidyverse package [41].
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Results

MPA-induced enteropathy mouse model

MMF treatment is associated with a significant weight loss
starting at day 5 to reach approximately 10% at day 7
(control 103.1 + 1.41% versus MMF 89.88 + 1.28%, p <
0.0001) (Fig. 1A). This body weight loss is accompanied
by a significant reduction in caecum weight (control 323.3
+ 14.87 mg versus MMF 226.8 + 31.51 mg, p < 0.01) (Fig.
1B) and a slight, non-significant decrease in colon length
(control 7.81 + 0.47 cm versus MMF 700 + 041cm, p >
0.05) (Fig. 1C). Histological analysis revealed overall archi-
tectural disorganization and a significant decrease in the
proximal colon tissue area (control 86.94 + 421% versus
MMF 45,68 + 2.42%, p < 0.0001) (Fig. 1D). Microphoto-
graphic observations showed an almost complete destruc-
tion of the intestinal crypts and villi in MMF-treated mice
in comparison to controls (Fig. 1E and F). Altogether,
these data corroborate the development of a validated
model of gastrointestinal toxicity in mice.

SCFA profile alterations

Modifications in the digestive production of SCFA

SCFA in faeces were quantified at days 0, 4 and 8 to in-
vestigate functional alterations of the gut microbiome
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induced by MMF. We found a significant decrease of
acetate at day 4 (control 1090.5 + 71.88 uM versus
MMF 5403 + 37.6 pM, p < 0.05) and day 8 (control
1040.6 + 278.161 pM versus MMF 384.7 + 80.5puM, p
< 0.01) in MMF-treated mice in comparison to con-
trols (Fig. 2A). The results was similar for propionate
concentrations at day 4 (control 159.5 * 10.27 pM
versus MMF 5434 + 6.84pM, p < 0.05) and day 8
(control 18594 + 5196 pyM versus MMF 44.07 *
14.66 pM, p < 0.001) (Fig. 2B). Overall, there was no
time-dependent modification in butyrate concentra-
tions for MMF-treated mice despite fluctuation in the
control group, leading to a significant difference only
at day 4 (control 181.1 + 57.4 pM versus MMF 38.55
+ 6.08puM, p < 0.05) (Fig. 2C). The score plot of the
PLS-DA model which includes concentrations of the
three SCFA (acetate, propionate, butyrate) showed
two groups at days 4 and 8 (Fig. 2D).
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Modifications of SCFA plasma concentrations

SCFA in plasma were quantified from samples obtained
at day 8 after sacrifice. There was no change in acetate
(control 2115 + 4076 pM versus MMF 2402 +
4741pM, p > 005) or propionate (control 1.09 %
0.61 pM versus MMF 0.89 + 0.3 pM, p > 0.05) concen-
trations (Fig. 3A and B). In contrast, a significant de-
crease in butyrate concentrations was observed (control
0.91 £ 0.1 pM versus MMF 0.46 + 0.1 puM, p < 0.01) (Fig.
3C). Again, the score plot of the PLS-DA model with the
three SCFA showed two groups (Fig. 3D).

Discussion

In the cumrent study, we developed and validated a
mouse model of mycophenolate-induced enteropathy
that showed typical remodelling lesions of the colonic
epithelium architecture. Detailed analyses of the
concentration-time profile of the three main SCFA
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revealed for the first time a functional alteration of the
gut microbiome associated with MPA.

Severe enteropathy associated with MPA treatment

Our mice present an important decrease in body weight
and exhibit typical and severe histological lesions, char-
acterized by oedematous colonic mucosa with withering
or marked crypt drop-out and villi destructions. These
observations are consistent with the pattem of inflam-
matory injuries observed in treated patients with endo-
scopic evidence of ulcers and erosions [10-12].
Histologically, in these patients, the pattem of injury is
typified by prominent crypt apoptosis with graft-versus-
host-like-disease [8, 42, 43]. The caecum weight and
colon length reduction could result from the direct im-
pact of MPA on intestinal cells homeostasis [44].

Alterations of the gut microbiome in mycophenolate-
induced enteropathy

Recent reports have highlighted intestinal dysbiosis asso-
ciated with MPA therapy [15, 16]. Intestinal dysbiosis
has been linked to the decrease of the main pro-
resolving mediators involved in the control of inflamma-
tory processes and tissue damage [45, 46]. Our investiga-
tions thereby focus on the SCFA concentration-time
profile and demonstrate digestive and systemic alter-
ations in mycophenolate-induced enteropathy in mice.
Indeed, there is a drastic reduction in digestive SCFA
production of acetate and propionate that could contrib-
ute to the pathophysiology of mycophenolate-induced
enteropathy. Along with this, it has been shown that
germ-free or large spectrum antibiotic-treated mice
show reduced proliferative activity of intestinal epithelial
cells, which is reversed by SCFA supplementation [47].
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Moreover, acetate, propionate and butyrate promote the
development of intestinal organoids in vitro [47, 48]. In
addition, increased gut microbiota SCFA production had
a protective effect on a mouse model of acute experimen-
tal colitis [49, 50]. SCFA also diminished the development
of tumours and attenuated colonic inflammation in a
mouse model of colitis-associated colorectal cancer [51].
SCFA exert important roles in gut homeostasis and might
be proposed as supportive therapy for patients treated
with MPA.

Our data also demonstrate an important reduction of
systemic plasma butyrate concentrations that might ini-
tiate pathological pathways in patients. Indeed, a close
link between butyrate decrease and the onset of some
cardiovascular or metabolic events was described [52].
For instance, de novo diabetes after solid organ trans-
plantation is a complication that increases the risk of in-
fections and graft failure in liver or kidney transplant
patients [53, 54]. The immunosuppressive regimen also
plays a critical role in the development of de novo dia-
betes, since tacrolimus and MMF strongly increase the
incidence of new-onset diabetes after liver transplant-
ation [55]. Butyrate supplementation promotes the miti-
gation of insulin resistance in animal models and
protects against metabolic disorders [56, 57]. Regarding
cardiovascular co-morbidities, arterial hypertension is
frequently observed in kidney transplant patients [58].
Again, butyrate might exert a protective role since it
suppressed angiotensin Il-induced hypertension in a rat
model [59].

Further investigations are needed to study the link be-
tween specific chronic diseases that require transplant-
ation and the worsening of SCFA profile in post-
transplantation periods. Moreover, the alterations of the
gut microbiome induced by MPA could rationalize the
progressive growth in the incidence of multidrug-
resistance and extensively-drug-resistant strains in trans-
plant patients [60, 61].

This will be helpful to decipher the specific impact of
immunosuppressants. SCFA profile could be used as ei-
ther as a predictive or a diagnostic biomarker for the
follow-up of transplanted patients. SCFA supplementa-
tion might also be beneficial for treating mycophenolate-
induced enteropathy.

Conclusions

Our investigations reveal for the first time alterations of the
SCFA time-profile in a mouse model of mycophenolate-
induced enteropathy. This alteration could locally contrib-
ute to the inflammatory processes of mycophenolate-
induced enteropathy. Moreover, decreased butyrate plasma
concentrations might trigger pathological pathways leading
to cardiovascular or metabolic comorbidities such as arter-
ial hypertension or de novo diabetes in MPA-treated
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patients. Further investigations are needed to establish the
molecular mechanisms and their relevance in human
pathology. If these hypotheses are confirmed, SCFA
can be envisaged in supplementation to improve the
patients’ quality of life or as biomarkers of
mycophenolate-induced enteropathy.
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I.9. Travail expérimental 3 : Etude des effets d’une supplémentation en SCFA pour la
prise en charge de I’entéropathie induite par le MPA

Afin de limiter 'entéropathie liée au MPA, une stratégie en cours d’expérimentation au
sein du laboratoire consiste a réduire la concentration intestinale de MPA en utilisant des
inhibiteurs de la B-glucuronidase bactérienne. En effet, I'inhibition de I’hydrolyse du MPAG au
sein du tractus intestinal réduirait la concentration locale de MPA dont 'accumulation digestive

serait toxique pour les cellules épithéliales intestinales.

Notre obijectif, ici, est de proposer une approche complémentaire pour restaurer
'homéostasie de la barriere épithéliale intestinale en évaluant les bénéfices d'une
supplémentation en butyrate, 'un des SCFA le plus actif pharmacologiquement (voir Chapitre
1). En effet, cet SCFA est connu pour étre une source majeure d’énergie pour les entérocytes
[8]. De plus, le butyrate a montré des effets bénéfiques lors de I'entéropathie induite au dextran
sulfate de sodium (DSS) en restaurant I'expression d’'une protéine de jonction au niveau
intestinal, zonula occludens 1 (ZO1) [121]. Enfin, 'administration de butyrate dans I'eau de
boisson de souris présentant une colite induite par Clostridium difficile entraine une
restauration de la barriére épithéliale intestinale [122]. Tout ceci nous montre le role bénéfique
plausible d’'une supplémentation en butyrate lors de I'entéropathie induite par le MPA. Dans le
but d’atténuer cette toxicité gastro-intestinale, nous avons développé un modéle murin
d’entéropathie précoce. Pour ce faire, différentes doses de MMF plus faibles que celle utilisée
précédemment (900 mg/kg/j) ont été administrées a des souris. En effet, le modéle précédent
est un modele sévéere d’entéropathie avec une compléte déstructuration de I'épithélium digestif
limitant ainsi I'étude de I'effet pharmacologique du butyrate sur I'entéropathie induite par le
MPA. Les doses de 100 et 250 mg/kg/j sont des doses thérapeutiques non toxiques, enfin la
dose de 500 mg/kg a été décrite comme induisant une entéropathie [116,123]. Apres avoir
caractérisé ce modeéle d’entéropathie précoce, nous avons étudié les effets d'une

supplémentation en butyrate dans I'eau de boisson.

11.9.1. Matériels et méthodes

11.9.1.1. Suivi et traitement des groupes expérimentaux
Les protocoles expérimentaux utilisant des animaux ont été planifiés et exécutés en
conformité avec les principes éthiques en matiére d’expérimentation animale et en stricte
conformité avec le protocole APAFIS #38583-2022091614262843. Les procédures
expérimentales impliquent des souris C57BL/6 au statut sanitaire exempt d’organisme

pathogéne spécifique (EOPS), dgées de 8 semaines et hébergées en animalerie protégée
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pour garantir une moindre fluctuation de leur microbiote digestif et minimiser les perturbations

liées aux contaminations externes.

Tout d’abord, 3 doses de MPA ont été choisies : 100, 250 et 500 mg/kg/j. Ces doses
ont été délivrées quotidiennement par gavage a I'aide d’'une canule de 20G pendant 7 jours a
partir d’'une formulation clinique pour perfusion du MPA qui contient du mycophénolate mofétil
(MMF, Cellcept®) (Figure 13a). Les solutions de MMF ont été préparées a I'aide une solution
de glucose 5% sous un environnement stérile. Pour des raisons pratiques, deux solutions de
MMF ont été préparées a des concentrations de 10 et 25 mg/mL. En raison de problemes de
stabilité de la préparation dans le temps, il n'a pas été possible de préparer et conserver une
solution de MMF a 50 mg/mL. Les souris du groupe contréle ont été traitées avec une solution
de glucose 5% et ont recu une dose de 0,1 mL pour 10 g de poids corporel. Les souris du
groupe traité a 100 et 250 mg/kg/j de MMF ont regu une dose de 0,1 mL pour 10 g de poids
corporel, d’'une solution a 10 et 25 mg/mL, respectivement, tandis que les souris traitées avec
500 mg/kg/j ont recu 0,2 mL pour 10 g de poids corporel de la solution a 25 mg/mL. Une
répartition aléatoire en 4 groupes des souris a été réalisée pour les différentes doses a tester :
groupe contrdle (soluté de glucose 5 %, n=6), groupe MMF 100 mg/kg/jour (n=6), groupe MMF
250 mg/kg/jour (n=6) et groupe MMF 500 mg/kg/jour (n=6).

Manon Jardou | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 87
Licence CC BY-NC-ND 3.0



a Gavages quotidiens
< * Glucose 5%
+ MMF 100 mg/kglj
* MMF 250 mg/kglj
« MMF 500 mg/kg/j : « Dosage MPA et MPAG — LC-MS/MS
] z = : 7 + SCFA — LC-MS/MS

I —
I —
|| S —
—

Pl i e -
11 ISacrifice\ Sy :fggiilfﬁﬁhot?graph'e/(g

J j s « Jonctions serrées (ZO1)

— immunohistochimie

— 1 o -

« Dosage MPA et MPAG — LC-MS/MS
+ Dosage SCFA — LC-MS/MS o

¥ Gavages quotidiens
* Glucose 5%
eau ou eau ou « MMF 500 mg/kg/j
butyrate butyrate : :

15 mM 150 mM Buityralei150 njwM ___ + Dosage MPA et MPAG — LC-MS/MS
L 5 P S R N / STE . SCFA —» LC-MSIMS

T I « longueur et photographie/

P U8
I lSacrifice woen + poids caecum [ @]
! | &= El [ - « Jonctions serrées (ZO1)

~e — immunohistochimie

« Dosage MPA et MPAG —» LC-MS/MS
« Dosage SCFA — LC-MS/MS

[

Figure 13 — Plan d’expérience pour le développement du modéle précoce d’entéropathie et la
supplémentation en butyrate
(a) La premiére phase consiste a développer, valider et standardiser le modéle d’entéropathie précoce

liée au MPA. (b) La seconde phase consiste a étudier les effets d’'une supplémentation en butyrate lors
de I'entéropathie.
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A la fin de cette premiére phase, nous avons dii choisir une dose de MMF qui induit
une entéropathie sans pour autant affecter le bien-étre animal. Pour cela nous avons regardé
différents critéres : le poids corporel, I'aspect macroscopique du bloc caecum/célon, une
protéine de jonctions serrées et la concentration fécale en SCFA.

Afin d’étudier I'effet d’'une supplémentation en butyrate, la dose de MMF choisie a été
préparée et administrée dans les mémes conditions que précédemment. Une répartition
aléatoire en 4 groupes de souris a également été réalisée en fonction du traitement administré
: groupe controle (soluté de glucose 5%, n= 8), groupe MMF (n= 8), groupe butyrate 150 mM
(soluté de glucose 5%, n= 8) et groupe MMF + butyrate 150 mM (n= 8). Les animaux
supplémentés en butyrate ont été habitués a boire des solutions de butyrate a partir de
concentrations croissantes : 1 semaine a 1,5 mM, 1 semaine a 15 mM, et 1 semaine a 150
mM avant de débuter le traitement au MMF. Il est a noter que les biberons étaient placés sous
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aluminium et changés tous les 2 ou 3 jours afin de s’assurer de la stabilité du butyrate et la
consommation en eau a été évaluée dans les différents groupes de traitement (Figure 13b et

Annexe 3).

Un nombre identique de souris femelles (n= 4/groupe) et méles (n= 4/groupe) a été
utilisé afin de limiter le biais d’interprétation lié au sexe. Dans le cadre du suivi expérimental,

les poids des souris ont été mesurés chaque jour au moment de I'administration du MMF.

1.9.1.2. Préléevement des échantillons

Des échantillons de féces de chaque souris ont été collectés aux jours 0, 4 et 8 et
stockés a -80°C. Environ 20 min avant le sacrifice, une injection sous-cutanée d'un
analgésique (kétoprofene a 20 mg/kg) a été effectuée afin de limiter la douleur lors de la
ponction intracardiaque. Les souris ont été anesthésiées a lisoflurane (induction 3% et
maintien 1,5%) et le sang périphérique a été prélevé par ponction du ventricule droit a I'aide
d’'une seringue a insuline 27G puis le plasma a été obtenu aprés centrifugation a 2 500 g
pendant 10 min a 4°C, et stocké a -20°C. Avant de passer au prélévement des organes, le
sacrifice des animaux est réalisé par une dislocation cervicale. Différents organes ont été
prélevés : la rate, qui a été pesée, le block caecum/célon, qui est photographié et mesuré, et
le poids du ceecum est mesuré. Le colon proximal a été isolé, enrobé de Tissue-Tek® O.C.T™

et placé dans un moule afin de procéder a I'i'mmunomarquage de jonctions serrées.

1.9.1.3. Immunohistochimie des coupes de coélon proximal

Les coupes transversales de 7 ym d’épaisseur de célon proximal ont été réalisées
grace a un cryostat (Leica Biosystem) dans un environnement contrélé de -20°C et ont été
conservées a -80°C. Avant chaque immunomarquage, les coupes ont été séchées puis
immergées dans un bain d'acétone pendant 10 min et réhydratées 15 min dans du PBS. Aprés
1h de saturation des lames avec du sérum de porc 10% — triton X-100 0,5% - PBS, les coupes
ont été délimitées au feutre hydrophobe (PAP pen, Kisker Dutsher). Les anticorps primaires
(anti-ZO1, PA5-28858, ThermoFisher) et secondaires (couplé a AlexaFluor 488, A32731,
Invitrogen) ont été incubés, respectivement, durant la nuit a 4°C et 2h a température ambiante.
Les anticorps en excés sont éliminés par lavages a I'aide d'une solution de PBS. Enfin, les
coupes sont montées entre lame et lamelle avec une solution de montage et de coloration au
DAPI (ProLongTM Gold antifade reagent with DAPI, P36931, Invitrogen). Les acquisitions des
immunomarquages des coupes du cblon proximal ont été réalisées en mosaique a l'aide d'un

microscope droit a épifluorescence (Nikon Eclipse, plateforme BISCEm). Enfin, des images
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plus détaillées des immunomarquages ont été acquises a l'aide d'un microscope confocal
(LSM880 ; plateforme BISCEm). Les images ont été quantifiées a I'aide du logiciel QuPath
(version 0.4.3).

1.9.1.4. Dosage du MPA et du MPAG dans les échantillons biologiques

La méthode de dosage du MPA et du MPAG dans le plasma et les féces a été

développé et validé au cours cette thése.

1.9.1.4.1. Dosage dans le plasma

Afin de mesurer les concentrations plasmatiques de MPA et de MPAG chez les souris,
une gamme étalon a été réalisée en surchargeant du plasma vierge (de 0,2 a 20 mg/L pour le
MPA et de 0,05 a 5 mg/L pour le MPAG) (Annexe 4). 20 uL de chaque échantillon et point de
gamme ont été mélangés a 150 uL d’une solution d’acétonitrile/acide formique (ACN/AF, 97/3)
et 30 pL d'indométacine (étalon interne a 2,5 mg/L dans une solution d’ACN/AF, 97/3). Aprés
homogénéisation du mélange, une centrifugation a été réalisée a 14 000 g pendant 5 min a
10°C. Le surnageant ainsi obtenu a été récupéré et transféré dans des vials pour analyse par

chromatographie liquide coulée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).

11.9.1.4.2. Dosage dans les féces

Pour le dosage du MPA et MPAG dans les féces, une gamme étalon a été préparée
dans un mélange méthanol/eau (12/8, v/v ; de 0,2 a 20 mg/L pour le MPA et de 0,01 a 1 mg/L
pour le MPAG) (Annexe 5). L’échantillon a été broyé dans une solution méthanol/eau 12/8 a
raison de 20 pL pour 1 mg de feces, homogénéisé pendant une durée de 30 s, puis introduit
dans un sonicateur pendant 30 min et homogénéisé de nouveau pendant 30 s. Pour finir, les
tubes ont été centrifugés a 10 000 g pendant 10 min a 10°C. Enfin, les échantillons et les
points de gamme ont été traités de la méme maniére que pour le dosage dans le plasma avant

transfert en vials.

11.9.1.4.3. Analyse des échantillons par LC-MS/MS

Environ 150 pL des échantillons extraits ont été injectés sur un systeme LC Nexera 2
(Shimadzu) équipé d’'une colonne XTerra® MS C8, 3,5 um (2,1 mmx150 mm, Waters),
thermostatée a 30°C et utilisant un gradient de phase A, 0,1% d'acide formique dans du
formiate d'ammonium 2 mM dans l'eau et de phase B, un mélange d'acétonitrile et de phase
A (90 :10, en volume), a un débit constant de 250 ul/min. La séparation chromatographique a
été réalisée via un gradient de 9 min, programmé comme suit : 0-0,5 min, 10% de B ; 0,5-4
min, 10% a 100% de B ; 4-6,5 min, 100% de B ; 6,5-6,7 min, 100% a 10% de B ; 6,7-9 min,
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rééquilibration a 10% de B. La détection par spectrométrie de masse a été réalisée a l'aide
d'un spectromeétre de masse triple quadripolaire LCMS 8060 (Shimadzu Corporation, Marne-
la-Vallée, France) fonctionnant en mode d'ionisation négative. Trois transitions MRM sont
enregistrées pour chaque composé : la plus intense est utilisée pour la quantification (319,1
— 191,05 pour le MPA ; 495,15 — 319,1 pour le MPAG ; 356,1 — 312,1 pour I'étalon interne)
tandis que les autres sont utilisées pour la confirmation. Les concentrations en MPA et MPAG

sont déterminées par rapport a la gamme étalon.

1.9.1.5. Dosage des SCFA dans les échantillons biologiques

11.9.1.5.1. Dosage dans le plasma

Une étape de déprotéinisation a été réalisée sur les échantillons de plasma avec une
dilution au 1/3 dans de l'isopropanol froid (-20°C). Les échantillons ont été homogénéisés et
centrifugés a 16 000 g pendant 15 min a 4°C. La gamme étalon a été préparée dans
l'isopropanol froid avec des concentrations allant de 5 a 1000 uM pour I'acétate, de 0,25 a 50
MM pour le propionate et de 0,1 a 20 uM pour le butyrate (Annexe 6. Une étape de dérivation
a éteé réalisée en ajoutant 50 yL d’échantillons ou de point de gamme, 50 yL de standards
internes deutérés (D4-acétate 5 mM, D2-propionate 5 uM, D7-butyrate 20 uM), 20 pyL de N-(3-
dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC, dilué a 120 mM dans de la
pyridine 6%/éthanol 96%) et 20 puL de 3-Nitrophenylhydrazine hydrochloride (3-NPH, dilué a
200 mM dans de I'eau/ACN 50/50). Les échantillons ont été incubés pendant 30 min a 40°C
dans l'obscurité pour la réaction de dérivation. Enfin, 70 yL d’échantillons ou de points de
gamme ont été dilués dans 100 uL d’une solution d’eau/acide formique 0,1%, puis centrifugé
a 4 000 g durant 5 min a 4°C. Le surnageant a été transféré dans des vials pour une analyse
en LC-MS/MS.

11.9.1.5.2. Dosage dans les féces

Les feces collectées aux jours 0, 4 et au 8 ont été pesées et 25 pL d'eau/acétonitrile
50/50 par mg de féces ont été ajoutés puis une étape d’homogénéisation a été réalisée
pendant 10 min. Ensuite, une étape de sonication a été effectuée pendant 10 min et les
échantillons ont été centrifugés a 10 000 g pendant 10 min a 10°C ; le surnagent a, par la
suite, été récupéré. Une deuxieéme extraction a été effectuée dans les mémes conditions que
la premiére, et les surnageants ont été combinés. Une gamme étalon a été préparée dans de
I'eau/acétonitrile 50/50 avec des concentrations allant de 10 uM a 5 mM pour 'acétate, de 1 a
500 puM pour le propionate et de 0,4 a 200 uM pour le butyrate (Annexe 7). Une étape de

dérivation similaire a celle du dosage dans le plasma a été réalisée avec 50 yL d’échantillon
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ou de point de gamme, 20 pL de standards internes deutérés (D4-acétate 500 mM, D2-
propionate 20 mM, D7-butyrate 12,5 mM), 20 yL d’'EDC a 120 mM et 20 uL de 3-NPH a 200
mM. Les échantillons ont été incubés pendant 30 min a 40°C dans 'obscurité. Les échantillons
et les points de gamme dérivés ont été dilués au 1/20 dans de d'eau/acétonitrile 90/10 avant
d’étre transférés dans des vials en vue d’'une analyse en spectrométrie de masse par LC-
MS/MS.

11.9.1.5.3. Analyse des échantillons par LC-MS/MS

Les échantillons (1 uL pour les féces et 5 uL pour les plasmas) ont été injectés sur une
colonne Xselect HSS T3 XP 100A 2,5 ym 2,1mmx100mm (Waters), thermostatée a 60°C et
utilisant un gradient de phase A, 0,1% d'acide formique dans I'eau et de phase B, 0,1% d'acide
formique dans du méthanol, a un débit constant de 200 pl/min. La séparation
chromatographique a été réalisée via un gradient de 10 min, programmeé comme suit : 0-0,5
min, 30% de B ; 0,5-5 min, 30% a 40% de B ; 5-5,5 min, 50 a 95% de B ; 5,5-7 min, 95 % de
B ; 7-7,25 min, 95% a 30% de B ; 7,25-10 min, rééquilibration avec 30% de B. La détection
par spectrométrie de masse a été réalisée a l'aide d'un spectrométre de masse triple
quadripolaire LCMS 8060 (Shimadzu Corporation, Marne-la-Vallée, France) fonctionnant en
mode d'ionisation négative. Quatre transitions MRM sont enregistrées pour chaque composé
: la plus intense et spécifique est utilisée pour la quantification (194,4 — 137,05 pour I'acétate
; 197,5 — 137,1 pour le D4-acétate ; 208,4 — 137,05 pour le propionate ; 210,3 — 137,15
pour le D2-propionate ; 222,3 — 152,15 pour le butyrate ; 229,3 — 137,05 pour le D7-butyrate)
tandis que les autres sont utilisées pour la confirmation. Les concentrations en SCFA sont

déterminées par rapport a la gamme étalon.

1.9.1.5.4. Analyses statistiques
Les données collectées ont été analysées grace au logiciel Prism5/GraphPad (version
5.01). Les résultats issus de la pesée quotidienne des souris et du dosage des SCFA dans les
feces ont été analysées avec un test ANOVA a deux facteurs suivi d'un post-test de
Bonferonni. Lorsque plus de 2 groupes sont comparés un test ANOVA a un facteur suivi d’un
post-test de Bonferonni est effectué. Un test T de Student est réalisé pour la comparaison de

2 groupes.
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11.9.2. Résultats
1.9.2.1. Développement du modéle d’entéropathie précoce

1.9.2.1.1. Suivi des animaux et paramétres morphométriques

Poids corporel des animaux

Le traitement au MMF aux doses de 100 et 250 mg/kg/j n’entraine pas de perte de
poids. Cependant, les souris traitées a une dose de 500 mg/kg/j ont une perte de poids
significative a partir du jour 7 d’environ 10% (Figure 14a). Il est a noter que la perte de poids
est significativement différente chez les souris femelles traitées avec 250 mg/kg/j aux jours 4,
6 et 7 (Figure 14b). De plus, la perte de poids lors du traitement a 500 mg/kg/j est plus
importante chez les méles que chez les femelles (Figure 14b et 14c).
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Figure 14 — Variation du poids corporel (%) par rapport a JO

Suivi de la variation du poids corporel (%) par rapport a JO des groupes de toutes les souris traitées a
différentes concentrations lors de la procédure expérimentale (a) et uniquement les femelles (b) ou
uniqguement les males (c). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 2 facteurs avec post-
test de Bonferonni. $, comparaison des groupes contréle et 250 mg/kg/j ; *, comparaison des groupes
contréle et 500 mg/kg/j. $ ou * : p<0,05 ; $$ ou **: p<0,01 ; $3% ou *** : p<0,001.
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Poids et nombre de cellules dans la rate

Le traitement au MMF a impacté de maniére dose-dépendante le poids et le nombre
de cellules de la rate. Les souris traitées a une dose de 500 mg/kg/j présentent un poids
significativement inférieur par rapport aux souris du groupe contrdle (Figure 15a). Le nombre
de cellules de la rate est également significativement diminuée dans les groupes des souris

traitées a 250 et 500 mg/kg/j, par rapport aux souris du groupe contréle (Figure 15b).
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Figure 15 — Poids et nombre de cellules de la rate

Poids de la rate (mg) pesée au moment du sacrifice (a) et comptage du nombre de cellules apres
extraction (b). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur avec post-test de
Bonferonni. $, comparaison des groupes contréle et 250 mg/kg/j ; *, comparaison des groupes contréle
et 500 mg/kg/j. $ ou * : p<0,05; $$ ou **: p<0,01.

Aspect du bloc ceecum/célon

Aprés I'analyse visuelle du caecum et du cdlon, plusieurs phénoménes sont observés
tels qu’'une tache sombre au niveau du caecum (Figure 16c), ainsi qu’une inflammation du
cOlon proximal (Figure 16g) des souris traitées a 250 mg/kg/j de MMF. En plus de ces
observations, les souris traitées avec 500 mg/kg/j de MMF présentent un gonflement et parfois

des gaz dans le caeecum (Figure 16d et 16h).

Contréle 100 mg/kg/j 250 mg/kg/j 500 mg/kg/j

Males

Femelles

Figure 16 — Photographies du caecum et du célon proximal
Aspect du bloc caecum/colon photographié au moment du sacrifice des souris males (a, b, c, d) et
femelles (e, f, g, h) traitées avec les différentes doses de MMF.
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Longueur du cdlon et poids du caeecum

Pour la longueur du cdlon, aucune différence significative n’est observée (Figure 17a).
Cependant, les souris males traitées avec 500 mg/kg/j de MMF semblent étre plus atteintes
avec une légére diminution de la longueur du célon (Figure 17b). Le poids du caecum diminue
légérement lorsque les concentrations de MMF augmentent (Figure 17c), a la fois chez les

maéles et chez les femelles (Figure 17d).
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Figure 17 — Longueur du célon et poids du caecum

Analyse de la longueur du célon (cm) des souris en fonction de la dose de MMF administrée (a), chez
les males (en violet) et chez les femelles (en orange) (b). Mesure du poids du caecum (mg) des souris
en fonction de la dose de MMF administrée (c), chez les males (en violet) et chez les femelles (en
orange) (d). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur avec post-test de Bonferonni.

Immunomarquages des jonctions serrées

Les immunomarquages d’une protéine de jonction serrée (ZO1) révélent un marquage
spécifique sur les villosités et les cryptes du célon proximal des souris du groupe contrdle,
MMF a 100 et 250 mg/kg/j. Cependant, le marquage est largement diminué au niveau des
villosités mais reste présent au fond des cryptes pour les souris traitées avec une dose de 500
mg/kg/j de MMF (Figure 18a). La quantification du marquage ZO1 montre une légére
diminution pour les souris traitées avec 250 et 500 mg/kg/j de MMF (Figure 18b).
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Figure 18 — Immunomarquage de la protéine de jonction serrée, ZO1

Mosaiques d’'images (x20) prises avec un microscope a épifluorescence ainsi qu’avec un microscope
confocal (x10) (a). Les noyaux sont marqués en bleu (DAPI) et ZO1 avec Alexa-488 (vert).
Quantification du marquage de ZO1 (b). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur
avec post-test de Bonferonni.

11.9.2.1.2. Dosage des métabolites du MMF

Les concentrations plasmatiques de MPA sont 20 et 7 fois plus augmentées chez les
souris traitées avec 500 mg/kg/j de MMF par rapport aux souris traitées avec 100 et 250
mg/kg/j de MMF (Figure 19a). De la méme maniére, les concentrations plasmatiques de
MPAG sont 15 et 6 fois plus augmentées chez les souris traitées avec 500 mg/kg/j de MMF
par rapport aux souris traitées avec 100 et 250 mg/kg/j de MMF (Figure 19b). Pour les
concentrations fécales de MPA et de MPAG, aucune différence significative n’est observée
entre les groupes. Une légére augmentation est retrouvée chez les souris traitées avec 500
mg/kg/j de MMF (Figure 19c et 19d).
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Figure 19 — Concentrations en MPA et MPAG dans le plasma et les féces
Dosage du MPA (a) et du MPAG (b) dans le plasma. Dosage du MPA (c) et du MPAG (d) dans les
féces a J8. Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur avec post-test de

Bonferonni. *** : p<0,001 ; **** : p<0,0001.

11.9.2.1.3. Analyse du profil des SCFA
Analyse dans le plasma

Les souris traitées avec 250 et 500 mg/kg/j de MMF présentent une augmentation
significative de la concentration d'acétate dans le plasma, tandis que les concentrations de

propionate et de butyrate sont restées équivalentes a celles du groupe controle (Figure 20).
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Figure 20 — Dosage des SCFA dans le plasma des souris a J8

Concentration des différents SCFA dans le plasma des souris a J8 : acétate (a), propionate (b), butyrate
(c) et SCFA totaux (d). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur avec post-test
de Bonferonni. $, comparaison des groupes contréle et 250 mg/kg/j; *, comparaison des groupes
contréle et 500 mg/kg/j. $$$$ ou **** : p<0,0001.

Analyse dans les féces

La concentration fécale d’acétate diminue légérement a J4 et J8 chez les souris traitées
avec 500 mg/kg/j de MMF sans étre statistiquement significative. La concentration en
propionate diminue significativement a J4 et J8 dans les groupes 250 et 500 mg/kg/j de MMF.
Pour le butyrate, une diminution significative est observée a J4 pour le groupe traité avec 500
mg/kg/j (Figure 21).
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Figure 21 — Evolution du profil des SCFA dans les féces des souris a J0, J4 et J8
Concentration des différents SCFA dans les féces des souris a JO, J4 et J8 : acétate (a), propionate (b),
butyrate (c) et SCFA totaux (d). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur avec

*

post-test de Bonferonni. $, comparaison des groupes contréle et 250 mg/kg/j; * comparaison des
groupes contréle et 500 mg/kg/j. $$$$ ou **** : p<0,0001.

11.9.2.2. Conclusion sur le modéle expérimental

Cette premiére partie consistait a développer, valider et standardiser un modéle murin
d’entéropathie liée au MPA imitant les stades précoces. Pour ce faire, nous avons testé 3
doses différentes de MMF afin d’induire I'entéropathie : 100, 250 et 500 mg/kg/j administrées
quotidiennement par gavage. La variation de poids, les paramétres morphométriques (aspect
du bloc caecum/cdlon, poids du caecum, longueur du cdlon), I'état des jonctions serrées, le
dosage des métabolites du MMF ainsi que le profil des SCFA nous ont permis d’évaluer
I'entéropathie liée au MPA (Tableau 1). En effet, les souris traitées au MMF a 500 mg/kg/j
présentent une importante perte de poids, une légére diminution de la longueur du colon
montrant une atteinte de 'homéostasie du tube digestif, ainsi qu’un aspect anormal du caecum
(accumulation de gaz, taches sombres) qui peut étre le signe d’'une dysbiose. En effet, chez
la souris, au niveau du caecum se trouve la plus forte concentration bactérienne qui participe
a la digestion des aliments [124]. De plus, I'analyse des immunomarquages de ZO1 nous
montre une altération de la barriere épithéliale intestinale lorsque les souris sont traitées avec
500 mg/kg/j de MMF. L’augmentation des SCFA au niveau systémique peut également étre le
signe d'une atteinte de la barriere intestinale avec comme résultat une augmentation de la

perméabilité intestinale causée par le traitement au MMF. Enfin, I'analyse du profil des SCFA
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fécaux nous indique une altération fonctionnelle du microbiote avec une diminution de ces

différents SCFA pouvant étre le signe d’'une dysbiose intestinale.

Au vu de ces différents résultats, nous retenons la dose de 500 mg/kg/j de MMF qui
induit une entéropathie précoce. Cette dose va nous servir dans un second temps a tester les
effets bénéfiques d’'une supplémentation en butyrate pour prévenir la survenue des atteintes

gastro-intestinales.

Tableau 1 — Paramétres évaluant I’entéropathie liée au MPA

100 mg/kg/jour de 250 mg/kgl/jour de 500 mg/kg/jour de
MMF MMF MMF

Controle

Poids corporel

Aspects macroscopiques du bloc
cacum/cdlon

Longueur du célon

Poids du caecum

Protéines de jonctions serrées (ZO1)

Physiologie de la rate

Concentration en AGCC

Vert : pas d’altération ; orange : altération modérée ; rouge : altération

11.9.2.3. Effet de la supplémentation en butyrate dans un modéle
d’entéropathie précoce

1.9.2.3.1. Suivi des animaux et paramétres morphométriques

Poids corporel des animaux

Aprés 8 jours de traitement, les souris traitées avec 500 mg/kg/j de MMF présentent
une perte de poids d’environ 10% comme lors de la premiére phase (Figure 22a). La
supplémentation en butyrate n'’empéche pas la perte de poids provoquée par le traitement au
MMF. En effet, une diminution significative du poids corporel est également observée chez les
souris traitées au MMF et supplémentées en butyrate. De plus, les souris supplémentées
exclusivement en butyrate ne présentent pas de variation de poids par rapport aux souris
controles. De la méme maniére, les souris méles sont les plus touchées par le traitement au
MMF (Figure 22b et 22c).
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Figure 22 — Variation du poids corporal (%) par rapport a JO

Suivi de la variation du poids corporel (%) par rapport a JO des groupes de toutes les souris traitées (a)
et uniquement les femelles (b) ou uniquement les males (c). Les résultats ont été analysés avec un test
ANOVA a 2 facteurs avec post-test de Bonferonni. * comparaison des groupes contréle et MMF ; #,
comparaison des groupes butyrate et MMF+butyrate. # ou * : p<0,05 ; ## ou ** : p<0,01 ; #### ou **** :
p<0,0001.

Poids et nombre de cellules dans la rate

Le poids et le nombre de cellules de la rate sont identiques entre les souris du groupe
controle et celles du groupe supplémenté en butyrate seul (Figure 23). Une diminution non
significative du poids de la rate ainsi que des variations dans le nombre de cellules sont
observées dans le groupe traité au MMF. Le groupe MMF + butyrate présente une diminution

significative du poids et du nombre de cellules de la rate par rapport au groupe butyrate.
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Figure 23 — Poids et nombre de cellules de la rate

Poids de la rate pesée (mg) au moment du sacrifice (a) et nombre de cellules contenues dans la rate
(b). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur avec post-test de Bonferonni. #,
comparaison des groupes butyrate et MMF+butyrate. # : p<0,05 ; ### : p<0,001.
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Aspect du bloc ceecum/célon

Les observations phénotypiques du bloc caecum/cdlon semblent montrer les mémes
effets chez les souris traitées au MMF et supplémentées en butyrate que chez les souris
traitées par du MMF uniquement (Figure 24). En effet, un caeecum gonflé, une tache sombre
et une vascularisation importante du caecum sont des caractéristiques retrouvées dans les
deux groupes.

Contrdle MMF Butyrate MMF+butyrate
b '
Figure 24 — Photographies du caecum et du célon proximal

Aspect du bloc caecum/colon photographié au moment du sacrifice des souris males (a, b, c, d) et
femelles (e, f, g, h).

Males

Femelles

Longueur du cdlon et poids du caeecum

La longueur du célon est identique entre tous les groupes (Figure 25a). De plus, le
poids du caecum du groupe contrdle est semblable a celui du groupe butyrate seul. Enfin, une
légére diminution du poids du caecum est observée pour le groupe MMF et celui MMF +
butyrate en comparaison avec le groupe contrdle et butyrate, respectivement (Figure 25b).
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Figure 25 — Longueur du célon et poids du caecum
Analyse de la longueur du célon (cm) (a) et du poids du caecum (mg) (b) des souris en fonction du
traitement administré. Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA.
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Immunomarquage des jonctions serrées

Un marquage continu et spécifique est observeé sur les coupes de cbdlon proximal chez
les souris du groupe contrdle et celles du groupe supplémenté en butyrate (Figure 26a). De
plus, le marquage est absent au niveau des villosités des coupes de célon des souris traitées
au MMF. Enfin, le marquage de ZO1 est fortement présent au niveau des cryptes et villosités
des souris du groupe MMF + butyrate. Concernant la quantification, une augmentation
significative du marquage de ZO1 est présente chez les souris traittes au MMF et

supplémentées en butyrate, en comparaison avec le traitement au MMF (Figure 26b).
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Figure 26 — Immunomarquage de ZO1

Mosaiques d’'images (x20) prises avec un microscope a épifluorescence ainsi qu’avec un microscope
confocal (x10) (a). Les noyaux sont marqués en bleu (DAPI) et ZO1 avec Alexa-488 (vert).
Quantification du marquage de ZO1 (b). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur
avec post-test de Bonferonni. §§§ : p<0,001.
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11.9.2.3.2. Dosage des métabolites du MMF
Au niveau plasmatique, une tendance a la diminution du MPA et du MPAG est
observée chez les souris supplémentées en butyrate et traitées au MMF, en comparaison avec
les souris du groupe MMF (Figure 27a et 27b). La méme observation est faite au niveau fécal

(Figure 27c et 27d).
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Figure 27 — Concentrations en MPA et MPAG dans le plasma et les féces

Dosage du MPA (a) et du MPAG (b) dans le plasma. Dosage du MPA (c) et du MPAG (d) dans les
féces a J8. Les résultats ont été analysés avec un test T de Student non-apparié. Données
manquantes pour le dosage des feces dues a la difficulté de récupérer plusieurs échantillons de
feces au méme moment.

11.9.2.3.3. Analyse du profil des SCFA
Aucune différence significative n’est observée pour le dosage des différents SCFA
dans le plasma. Une légére augmentation en acétate et en propionate est a noter pour les

souris supplémentées en butyrate (Figure 28).
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Figure 28 — Dosage des SCFA dans le plasma des souris a J8

Concentration des différents SCFA dans le plasma des souris a J8 : acétate (a), propionate (b), butyrate
(c) et SCFA totaux (d). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur avec post-test
de Bonferonni.

En ce qui concerne les SCFA dans les feces, les concentrations en acétate et en
butyrate sont significativement diminuées aprés 8 jours de traitement dans le groupe MMF +
butyrate (Figure 29a et 29c). La concentration en propionate est retrouvée altérée aux jours
4 et 8 pour les groupes MMF et MMF + butyrate (Figure 29b). Enfin, au niveau des SCFA
totaux, la concentration est significativement réduite apres 8 jours de traitement pour le groupe
MMF+butyrate (Figure 29d).

Manon Jardou | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 105
Licence CC BY-NC-ND 3.0



8004 1504 2501

2004
600 s =
s = 1004 =)
= o <= 150
£ 1 5 g 100
g . & 50q z
200 & 50
#
o o o
Jo J4 J8 Jo J4 J8
10001
@@ Contréle
S 800 =m MMF
\x% @3 Butyrate
E 6004 C3 MMF + butyrate
s]
< 4001
3 e
2004
0-

Jo J4 J8
Jours

Figure 29 — Evolution du profil des SCFA dans les féces des souris a J0, J4 et J8
Concentration des différents SCFA dans les féces des souris a JO, J4 et J8 : acétate (a), propionate (b),
butyrate (c) et SCFA totaux (d). Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA a 1 facteur avec
post-test de Bonferonni. ¥, comparaison des groupes contréle et MMF ; #, comparaison des groupes
butyrate et MMF+butyrate. # ou * : p<0,05 ; ## ou ** : p<0,01 ; #### ou **** : p<0,0001.

11.9.3. Discussion

Au cours de ce travail expérimental, nous avons pu développer, valider et standardiser
un modele murin d’entéropathie précoce induite par le MPA. En effet, le modéle
précédemment publié induisait une entéropathie sévére avec une déstructuration compléte de
I'épithélium digestif et une altération fonctionnelle du microbiote [125]. Le modéle développé
ici présente une perte de poids inférieure a 10%, ce qui est attendu dans un modéle
d’entéropathie. Dans ce modéle expérimental, les souris méles semblent étre largement plus
atteintes que les femelles. En effet, les males avaient un poids supérieur aux femelles et des
études ont montré que le traitement au MMF pouvait induire une altération lipidique ainsi
qu’une diminution du tissu adipeux [126-128]. De plus, le MMF a 500 mg/kg/j induit une
réduction du poids et du nombre de cellules de la rate, qui est un organe lymphoide largement
impliqué dans la réponse immunitaire [129]. Cela démontre que le MMF exerce dans ces
conditions son effet immunosuppresseur. Lors du développement de ce modéle, nous avons
observé une accumulation de MPA dans les parties basses du tube digestif. En effet, le MPA
est normalement largement absorbé dans les parties hautes du tube digestif lors de sa
conversion a partir de la prodrogue, le MMF [130,131]. L’'accumulation de MPA, au plus prés

des cellules épithéliales intestinales, peut entrainer une déstructuration de I'épithélium digestif
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caractérisée dans nos investigations par une atteinte des protéines de jonctions (ZO1), comme
montré ici. Nous avons pu également montrer que le traitement avec de fortes concentrations
de MPA induit une altération de la prolifération des cellules épithéliales intestinales (Annexe
8). Cette désorganisation peut mener a une augmentation de la perméabilité intestinale que
nous avons observé chez des patients transplantés traités au MPA (voir Travail expérimental
1). Ici, nous avons pu mettre en évidence dans la premiére phase, mais pas dans la seconde,
laugmentation systémique de métabolites bactériens au niveau systémique (SCFA).
Cependant, a I'heure actuelle, nous n’avons pas pu quantifier les LPS au niveau systémique.
De plus, notre modéle posséde des anomalies structurelles au niveau du caecum avec la
présence d’'une tache sombre également observée dans des modéles de colites induites par
le DSS [132,133]. Nous avons également observé des poches de gaz qui pourraient étre le
résultats d’'une dysbiose avec une augmentation du nombre de bactéries productrices de
dioxyde de carbone (CO.) [134]. Enfin, notre modele d’entéropathie précoce présente une
altération fonctionnelle du microbiote digestif avec une réduction de la quantité de SCFA,
altérations que nous avons également observé dans notre modéle publié d'entéropathie

sévere [125].

Par la suite, nous avons testé une nouvelle stratégie préventive en ciblant le microbiote
digestif basée sur une supplémentation en butyrate. Pour cela, notre modéle expérimental
d’entéropathie précoce a été supplémenté en butyrate dans I'eau de boisson. Cette stratégie
de supplémentation a été choisie car des études ont montré les bénéfices du butyrate sur
’homéostasie de la barriére intestinale [121,122]. Les effets pharmacologiques du butyrate
pourraient donc permettre de contrecarrer les effets délétéeres du MPA sur la barriére
intestinale. Cependant, dans ce modéle précoce d'entéropathie induite par le MPA, il a été
montré que la supplémentation en butyrate dans I'eau de boisson n'a pas réussi a corriger les
dommages associés a cette entéropathie. Lors de la supplémentation, le butyrate n’empéche
pas la perte de poids des souris traitées au MMF. Grace a la mesure du poids de la rate, nous
avons pu montrer que le butyrate n’altére pas les propriétés immunosuppressives du MMF
lors du co-traitement. L’aspect phénotypique des caeca et des cblons de ces souris n’est pas
fonciérement différent des souris traitées au MMF. Au niveau histologique, les souris traitées
au MMF présentent une altération du marquage de ZO1 au niveau des villosités, la ou le MPA
est fortement au contact des cellules épithéliales. De fagon intéressante, la supplémentation
en butyrate a permis une redistribution de ZO1 sur les villosités intestinales lors du co-
traitement. Le butyrate semble donc avoir un effet au niveau de 'homéostasie intestinale sans
pour autant contrdler le phénoméne d’entéropathie. La redistribution des protéines de jonction
le long des villosités pourrait étre une conséquence directe de la diminution du MPA au niveau

colique. En effet, lors de la supplémentation en butyrate, nous avons observé une diminution
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de la concentration plasmatique et fécale de MPA et de MPAG. Le butyrate pourrait donc avoir
un effet sur la pharmacocinétique du MMF notamment en modifiant I'expression de certains
transporteurs au niveau de la bile. Au niveau de I'’étude du microbiote fonctionnel, le butyrate
n’entraine pas la restauration des différents SCFA. Le butyrate est un SCFA qui est utilisé
comme source d’énergie par les colonocytes [8], cela explique peut-&étre pourquoi nous ne

retrouvons pas d’augmentation de butyrate aux niveaux fécal et systémique.

Afin d’envisager la supplémentation en butyrate dans le but de limiter 'entéropathie
induite par le MPA, il serait intéressant de réaliser une approche combinant cette
supplémentation et un inhibiteur de B-glucuronidases bactériennes. Cette stratégie permettrait
de limiter les désordres gastro-intestinaux en inhibant la déconjugaison du MPAG en MPA
actif. L'inhibition de la B-glucuronidase bactérienne par 'amoxapine, a été raportée bénéfique
dans un modéle de colite induite par I'irinotécan, un anticancéreux, qui permet le remodelage
de toute la barriere épithéliale intestinale [135]. De plus, nous avons pu démontrer que le co-
traitement de 'amoxapine avec le MMF diminue I'exposition intestinale au MPA et prévient les

lésions gastro-intestinales (Annexe 9).
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11.10. Conclusion et perspectives du chapitre 2

L’acide mycophénolique (MPA) est I'un des immunosuppresseurs les plus utilisés en
transplantation et dans les maladies auto-immunes. Ce médicament anti-rejet inhibe
l'activation des lymphocytes T et B en bloquant la synthése d’ADN entrainant ainsi une
extinction du systéme immunitaire. Cependant, des désordres gastro-intestinaux sont
retrouvés chez plus de 30% des patients transplantés et traités au MPA. Chez ces patients,
les praticiens diminuent ou arrétent le traitement au MPA dans le but de réduire les effets
indésirables gastro-intestinaux. Lors de cette thése, nous nous sommes intéressés a la
compréhension des mécanismes sous-jacents impliqués dans la toxicité liée au MPA. Pour ce
faire, nous nous sommes concentrés sur I'impact du traitement au niveau de ’homéostasie de
la barriére intestinale. En effet, de récents travaux, montrent une altération de la barriére
épithéliale ainsi que des variations du microbiote digestif (dysbiose) lors de traitements au
MPA [114-117].

Dans un premier temps, nous avons étudié le profil plasmatique de certains métabolites
bactériens chez des patients traités au MPA un an aprés transplantation. Ce travail a permis
de démontrer que les patients transplantés et traités au MPA sont susceptibles de développer
une perméabilité intestinale. Cela pouvant entrainer des désordres métaboliques, tels que
I'hypertension artérielle ou encore le diabéte (Annexe 10) qui sont des co-morbidités dont
l'incidence augmente en période post-transplantation. De plus, nous avons pu mettre en place
un score utilisant des métabolites bactériens de petite taille, les acides gras a chaine courte
(SCFA) et des produits bactériens de grande taille, les lipopolysaccharides (LPS) permettant
de discriminer différents stades de la perméabilité intestinale. Lors de ce travail, nous avons
émis 'hypothése que le MPA est responsable de la déstructuration de la barriére intestinale,
cependant, les patients transplantés sont traités avec plusieurs immunosuppresseurs (e.g.,
inhibiteurs de la voie de la calcineurine, de mTOR, anticorps monoclonaux) et ainsi que
d’autres classes de médicaments (e.g., corticostéroides, antibiotiques). Des études
complémentaires viseraient a établir le profil des différents métabolites bactériens (LPS et
SCFA) dans une cohorte de patients non transplantés traités au MPA (e.g., cohorte de patients

atteints d’'une maladie auto-immune).

Par la suite, nous avons exploré le microbiote digestif dans des modeles murins
d’entéropathie induits par le MPA. Tout d’abord, afin de mimer les stades sévéres de
'entéropathie, un modeéle murin a été développé avec de fortes doses de mycophénolate
mofétil (MMF, prodrogue du MPA). Ce modéle murin présente une déstructuration de
I'architecture du célon et nous avons pu démontrer pour la premiére fois I'altération de la
production des SCFA au niveau intestinal induit par un traitement au MPA. Dans un second

temps, nous avons mis au point un modéle murin d’entéropathie modéré avec de plus faibles
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doses de MMF. Ce traitement induit une dégradation modérée des jonctions serrées au niveau
des cellules épithéliales intestinales ainsi qu’une altération de la production des SCFA au
niveau intestinal. Puis, ce modéle a été utilisé afin de tester une stratégie thérapeutique
préventive de I'entéropathie liee au MPA en supplémentant les souris en butyrate. Cet SCFA
est décrit comme le plus actif pharmacologiquement et présente des récepteurs sur la plupart
des cellules [136]. Cette supplémentation, dans notre modéle, ne semble pas atténuer les
Iésions morphométriques du caecum ni les altérations de la production des SCFA intestinaux.
Cependant, la supplémentation permet une meilleure redistribution des jonctions serrées du
cblon proximal et ainsi, peut-étre, une amélioration de la barriére intestinale. Afin d’aller plus
loin dans l'utilisation de ce modéle d’entéropathie précoce, I'utilisation d’inhibiteurs de la B-
glucuronidase est envisagée afin de contrbler la déconjugaison du MPAG en MPA actif et

toxique au niveau des cellules épithéliales intestinales.

Enfin, dans des perspectives chez 'Homme, I'analyse de la barriére intestinale (e.g.,
cellules, microbiote, IgA) est envisagée par des prélévements fécaux de patients transplantés
sous MPA. De plus, une analyse longitudinale de patients transplantés pourrait étre réalisée
afin d’étudier les changements métabonomiques (métabolites de I'héle et du microbiote) que

peut induire le protocole d'immunosuppression.
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Chapitre lll. Acides gras a chaine courte comme modulateurs du systéme
immunitaire

Les acides gras a chaine courte (SCFA) sont des métabolites produits par le microbiote
digestif a partir des fibres alimentaires non digérées par I'héte. Ces SCFA sont
pharmacologiquement actifs puisqu’ils possédent des transporteurs a la surface des cellules
épithéliales intestinales et également des récepteurs a la surface de divers types cellulaires
(e.g., muscle, cerveau, systéme immunitaire). Nous avons également pu décrire, dans un
article d’hypothése, le réle potentiel des SCFA dans la résolution de linflammation en
s’appuyant sur la modulation du systéme immunitaire lors de I'orage cytokinique au cours de
l'infection au SARS-CoV-2 (Annexe 11). De facon similaire, au sein de ce chapitre, nous allons
nous intéresser au potentiel réle immunomodulateur des SCFA au cours de la transplantation.
Les SCFA, comme précédemment décrit, possédent des effets non négligeables sur la
modulation du systéme immunitaire. En effet, ces SCFA (acétate, propionate et butyrate)
peuvent avoir des fonctions anti-inflammatoires sur les cellules de l'immunité innée et
adaptative. Ces cellules se retrouvent fortement impliquées lors des épisodes de rejet de greffe
pouvant impacter négativement la survie du greffon. Cependant, les effets des SCFA varient
en fonction de la concentration, de la durée d’exposition et des modéles étudiés. C’est pour
cela que des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes
sous-jacents des SCFA sur ’homéostasie des cellules de I'immunité. Lors de ce chapitre nous
avons analysé les effets du butyrate au cours d’une réaction lymphocytaire mixte. Puis, nous
avons développé une méthode de supplémentation au niveau systémique en SCFA dans un
modele murin d’allogreffe de peau. Enfin, pour des études complémentaires, et afin d’évaluer
I'effet de la supplémentation en SCFA dans un contexte de transplantation, nous avons

développé, standardisé et valider un modéle murin de greffe de peau.

lll.1. Réaction lymphocytaire mixte avec le butyrate

Afin d’évaluer le réle immunomodulateur des SCFA, nous avons effectué des
expériences de réaction lymphocytaire mixte (RLM). Le principe de la RLM est décrit en Figure
30. Pour cela, nous avons analysé I'effet du butyrate, 'un des SCFA, sur une co-culture de
cellules mononucléées périphériques du sang (PBMC) de 2 donneurs incompatibles. En effet,
il a été démontré que le butyrate posséde des récepteurs a la surface de certaines cellules
lymphocytaires [137]. De plus, cet SCFA entraine une différenciation des lymphocytes T (LT)
en lymphocytes T régulateurs (LTreg) qui permettent la régulation de la balance entre les

lymphocytes pro- et anti-inflammatoires [138-141].
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La prolifération de cellules effectrices en contact avec cellules stimulatrices
(allogéniques), traitées a la mitomycine, a été évaluée par un test colorimétrique afin de suivre
l'activation de la réponse immunitaire dans des conditions basales, en présence de tacrolimus
a différentes doses (0,1 a 10 ng/mL) puis en présence de butyrate. Ici, nous avons utilisé des
concentrations en butyrate proches de celles retrouvées au niveau systémique chez 'Homme

(2-20 uM) ainsi que de plus fortes concentrations (200 uM et 2 mM).

Cellules effectrices ‘

Cellules stimulatrices

Test
S — colorimétrique
7 jours (MTS)

Figure 30 — Principe de la méthode de réaction lymphocytaire mixte

Des cellules effectrices ont été mises en co-culture avec des cellules stimulatrices traitées a la
mitomycine (blogue le cycle cellulaire) pour un ratio de 2 :1, respectivement. Les cellules effectrices ont
proliféré durant 7 jours et forment des amas de prolifération (fleches noires). A la fin des 7 jours, un test
afin d’évaluer la prolifération a été effectué par un test colorimétrique (MTS).

Les résultats nous montrent une activation de la prolifération en présence des cellules
allogéniques qui est inhibée de maniére dose dépendante avec le tacrolimus (Figure 31a).
Les cellules proliferent lorsqu’elles sont traitées avec 2, 20 et 200 uM de butyrate. Cependant,
la prolifération des cellules traitées avec 2 mM de butyrate est fortement inhibée, et se retrouve
au niveau du contréle négatif. Le butyrate étant un acide, nous avons par la suite étudié la
viabilité de ces cellules avec les concentrations a 200 uM et 2 mM et nous pouvons observer
une diminution de la prolifération avec 2 mM. Cela nous indique que le butyrate est toxique a
de fortes concentrations pour les cellules lymphocytaires (Figure 31b). En effet, le butyrate
est décrit comme pouvant inhiber la prolifération de cellules cancéreuses colorectales [142].
Nous avons pu montrer ici que le butyrate n’inhibe pas la prolifération des cellules stimulées
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dans un contexte allogénique. Des tests complémentaires de RLM pourraient étre envisagés
dans un milieu contenant des cytokines permettant la différenciation en Treg (e.g., IL2, TGF-

B) en co-traitement avec du butyrate, ou encore un cocktail de SCFA [143,144].
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Figure 31 — Prolifération et viabilité cellulaire lors d’une expérience de RLM en présence de butyrate
(a) Le contrble - a été réalisé avec des cellules stimulatrices traitées ou non a la mitomycine. Le contrble + et
les autres conditions ont été réalisées avec des cellules stimulatrices et effectrices (traitées a la mitomycine).
Les cellules en co-culture ont été traitées durant 7 jours avec des concentrations croissantes de tacrolimus et
de butyrate, puis un test colorimétrique (MTS) a été réalisé. Les résultats ont été analysés avec un test ANOVA
a 1 facteur avec post-test de Bonferonni. #, comparaison au contréle - ; *, comparaison au contrble +. #### ou
**** - p<0,0001. (b) La viabilité a été analysée avec uniquement les cellules stimulatrices a plus forte densité
en présence ou non de butyrate. Les résultats ont été analysés avec un test T de Student non apparié. **:
p<0,01. Deux analyses indépendantes ont été réalisées avec n=6 dans chaque expérience.

lll.2. Développement du modeéle de greffe de peau

Dans le but d’étudier I'effet de la supplémentation en SCFA sur le devenir du greffon,
nous avons développé, validé et standardisé un modele murin de greffe de peau. Ce modéle
a été développé a partir de la peau de queue de souris greffée sur le dos d’une autre souris.
Des contréles de validation du modele, et de I'acceptation du greffon ont été réalisés en
effectuant des isogreffes (greffes entre individus génétiquement identiques). Pour cela, nous
avons utilisé des greffons issus d’une souris male donneuse de fond génétique C57BL/6
(souris noire) que nous avons greffé sur une souris femelle receveuse de méme fond
génétique. En paralléle, nous avons effectué des allogreffes (greffes entre individus
génétiquement différents) mimant le rejet aigu. Pour ces greffes, nous avons utilisé des souris
males donneuses de fond génétique BALB/c (souris blanche) que nous avons greffé sur des
souris femelles receveuses de fond génétique C57BL/6. Le protocole de greffe de peau a été
adapté de Pakyari et al. [145]. Brievement, les souris donneuses ont été euthanasiées afin de
prélever leur queue et le greffon qui a été prélevé de maniére circulaire a I'aide d’'un emporte-

piece (Figure 32).
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Figure 32 — Procédure de récupération des greffons

(a) Les souris donneuses sont euthanasiées par dislocation cervicale (souris C57BL/6 pour une
isogreffe a1 et souris BALB/C pour une allogreffe a2). (b) La queue est prélevée et la peau est récupérée
apres une incision verticale puis horizontale. (c) Les greffons sont récupérées de maniéere circulaire a
'aide d’'un emporte-piece et conservé dans du PBS.

Par la suite, une injection d’antalgique (buprénorphine 0,1 mg/kg en sous-cutané) a été
effectuée aux souris receveuses environ 20 min avant la chirurgie. Les souris receveuses ont
été anesthésiées, rasées et une portion de peau équivalente a la taille de la piece a greffer a
été prélevée afin d’y insérer le greffon. Des points de sutures ont été réalisés et la greffe a été
protégée par un pansement durant 6 jours (Figure 33).

Préparation des souris
(rasage et
désinfection)

Protection de la greffe avec une
gaze de vaseline, un film adhésif et
une bande

Biopsie circulaire de la Placement du greffon
peau et points de suture

Figure 33 — Protocole de greffe de peau

La souris receveuse est anesthésiée sous isoflurane et la zone de greffe est rasée et désinfectée. Une
biopsie circulaire est faite sur la peau de la souris receveuse afin d’y insérer le greffon préalablement
prélevé. Des points de sutures sont ensuite réalisés entre le greffon et la peau de la souris receveuse.
Un pansement est fait pour protéger la greffe a 'aide d’'une gaze de vaseline, de film adhésif et de
bande.
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lll.2.1. Suivis des souris et de leur greffon

Le suivi des souris qui comprend la mesure du poids ainsi que la prise de
photographies, a été réalisé sur 3 semaines pour les souris ayant regu une isogreffe. Aprés
leur greffe, les souris des 2 groupes perdent Iégérement du poids mais retrouvent leur poids
idéal 5-6 jours apres la greffe (Figure 34a). Cette légére perte de poids est di a I'anesthésie
ainsi qu’a la chirurgie, afin de limiter cette perte de poids, de I'alimentation a été mise a
disposition des souris a méme la litiere [146]. Les isogreffes semblent prendre au bout d’une
semaine et peuvent rester jusqu’a 3 semaines aprés la greffe. Cependant, les allogreffes
montrent des premiers signes de rejet dés 6 jours aprés la greffe et le greffon est
complétement nécrosé apres 7 jours (Figure 34c et 34d).
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Jour de la greffe 1 semaine 2 semaines 3 semaines

Allogreffe

Jour de la greffe 6 jours 7 jours

Figure 34 — Paramétres de suivi des souris ainsi que leur greffons

(a) Variation du poids corporel par rapport au jour 0 des souris ayant regu une isogreffe ou une
allogreffe. (b) Survie des greffons des souris greffées. (c) Photographies d’une isogreffe le jour de la
greffe, au bout de 1, 2 et 3 semaines. (d) Photographies d’une allogreffe le jour de la greffe et 6 et 7
jours apres. Isogreffes (n=12), allogreffes (n=12).
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1l1.2.2. Création d’un score pour I’analyse des greffes

Afin d’avoir une analyse la plus robuste possible des greffes, un score histologie a été
créé a partir de coupes transversales avec une coloration hématoxyline éosine et safran (HES)
des greffons. Pour cela, aprés 'euthanasie des animaux, les greffons ont été récupérés avec
de la peau saine et fixés en formol 4% fourni par le plateau d’histologie de la plateforme
BISCEm. Les greffons ont ensuite été inclus en paraffine, coupés et une coloration HES a été
effectuée. L’architecture de la peau saine ainsi que d’une isogreffe est présentée en Figure
35.

Greffon (peau de la queue) Héte (peau du dos)

Epiderme [ -

Graisse sous-
cutanée

Derme

Vaisseaux ... -
sanguins

Hypoderme

Figure 35 — Architecture de la peau saine et d’'une isogreffe.

Le greffon (a gauche) et la peau saine de I'héte (a droite) présentent un épiderme, un derme et un
hypoderme. Au sein de la peau saine des follicules pileux, des vaisseaux sanguins et de la graisse
sous-cutanée sont présents. L’échelle indique 500 um, grossissement x7.

La mise au point du score a été effectuée grace a une lecture en double aveugle des
lames et basée sur la littérature [147,148]. Le score est principalement basé sur le stade de
l'infiltration de cellules immunitaires au niveau du greffon, sur I'épaisseur de tissu vivant et sur
le nombre de vaisseaux sanguins présents dans le greffon (Figure 36). Apres lecture des
lames en double aveugle, les souris ayant regu une isogreffe ne dépassent pas un score

histologique de 5 tandis que les souris ayant regu une allogreffe ont un score supérieur a 10.
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du derme et de
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e 10 -15 = Score 3
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Figure 36 — Score histologique des greffes de peau
Le score histologique comprend I'analyse en double aveugle du grade de l'infiltration des cellules immunitaires, une
moyenne de 3 mesures du tissu vivant du greffon et le nombre de vaisseaux sanguins dans le greffon.
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lll.3. Mise au point de la supplémentation systémique en SCFA

Pour tester I'effet potentiel des SCFA au niveau systémique sur le devenir du greffon,
nous avons testé différentes méthodes de supplémentation. Afin de réaliser la
supplémentation systémique, nous avons choisi d’administrer le butyrate sur des cellules
impliquées dans le rejet de greffe. Dans la littérature les modéles supplémentés en butyrate
par différentes méthodes, ne montrent pas la concentration plasmatique en SCFA [149-151].
Nous avons donc pour cela supplémenté des souris en butyrate par 3 méthodes : micro-

pompes osmotiques, eau de boisson et administration orale.

lll.3.1. Implantation de micro-pompes osmotiques

Afin d’étre au plus proche du lieu de production des SCFA, nous avons décidé
d’implanter les pompes osmotiques au niveau intra-péritonéal aux souris. Les micro-pompes
1004 de Alzet® ont été utilisées, elles délivrent le produit pour une durée de 4 semaines, leur
mode de fonctionnement est décrit en Figure 37a. Pour I'implantation, les pompes ont été
remplies d’'une solution de butyrate de sodium a 340 g/L (30 mg/kg/j) ou de sérum
physiologique (contrdles) de maniére stérile avec une seringue de 27G. L’abdomen des souris,
anesthésiées a l'isoflurane, a été rasé et désinfecté, puis la peau et le péritoine ont été ouverts.
Les pompes ont, par la suite, été insérées dans le péritoine qui a été fermé ainsi que la peau
(Figure 37b).

Remplissages des Implantation des Mise en place de la Libération du contenu
micro-pompes micro-pompes pression osmotique

Remplissage des Préparation des souris Ouverture de la peau et

micro-pompes (rasage et du péritoine, insertion
osmotiques désinfection) de la micro-pompe

5@

Fermeture de la peau
avec 3-4 nceuds
simples

Fermeture du péritoine
en surjet

Figure 37 — Fonctionnement et implantation des micro-pompes osmotiques

(a) Les micro-pompes osmotiques sont remplies de maniére stérile avec une seringue, puis sont implantées dans
le péritoine des souris. Durant 1 semaine, I'eau environnante est absorbée et la pression osmotique est mise en
place. Enfin, lorsque la pression osmotique est assez élevée, le contenu est libéré dans le péritoine. (b) Aprés
avoir rempli les pompes osmotiques, les souris sont rasées et désinfectées. La peau et le péritoine sont ouverts

pour insérer la pompe, puis sont refermés avec des points en surjet ou des nceuds simples.
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A la fin des 4 semaines de traitement, nous avons euthanasié les souris, le plasma a

été récupére et les SCFA (acétate, propionate et butyrate) ont été dosés par la méme méthode

de LC-MS/MS que précédemment. La concentration en SCFA totale reste identique entre les
2 groupes (contréle : 158,6 + 25,2 uM vs butyrate : 143,2 + 14,7 uM avec p=0,61) tout comme

les concentrations en acétate, propionate et butyrate (Figure 38).
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Figure 38 — Concentrations en SCFA chez les souris implantées d’une micro-pompe osmotique

(a) Concentrations en SCFA totaux, (b) acétate, (c) propionate et (d) butyrate. Les résultats ont été analysés avec
un test T de Student non apparié.
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111.3.2. Supplémentation dans I’eau de boisson

Pour la supplémentation dans I'eau de boisson, nous avons utilisé le méme protocole

que précédemment. Nous avons traité des souris par des concentrations croissantes en

butyrate : 1 semaine a 1,5 mM, 1 semaine a 15 mM et 2 semaines a 150 mM de butyrate de

sodium. La consommation d’eau a été mesurée sur la derniére semaine de traitement, les

souris supplémentées en butyrate consomment la méme quantité que les souris contrdles

(Annexe 3). Par la suite, les souris ont été euthanasiées et leurs plasmas ont été récupérés

pour doser les différents SCFA. Les souris supplémentées en butyrate présentent une légére

augmentation systémique en SCFA totaux, qui n’est pas significative (contréle : 143,7 + 26,7
UM vs butyrate : 209 + 37,7 uM avec p=0,18) (Figure 39).
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Figure 39 — Concentrations en SCFA chez les souris supplémentées dans I’eau de boisson

(a) Concentrations en SCFA totaux, (b) acétate, (c) propionate et (d) butyrate. Les résultats ont été analysés avec
un test T de Student non apparié.
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111.3.3. Administration orale de butyrate par gavage

Des souris ont été traitées durant 7 jours au butyrate (1 g/kg/j) par administration orale
par gavage a l'aide d’'une canule de 20G. Le plasma des souris a ensuite été récupéré et la
concentration en SCFA a été dosée par LC-MS/MS. La concentration en SCFA totaux n’est
pas retrouvée augmentée mais diminuée chez les souris traitées au butyrate (contréle : 103 +

19 uM vs butyrate : 53,9 + 9,8 uM avec p=0,05) (Figure 40).
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Figure 40 — Concentrations en SCFA chez les souris traitées en butyrate par administration orale

(a) Concentrations en SCFA totaux, (b) acétate, (c) propionate et (d) butyrate. Les résultats ont été analysés avec
un test T de Student non apparié. *: p<0,05.

1ll.3.4. Conclusion sur la supplémentation

Afin de supplémenter des souris en SCFA et plus particulierement en butyrate, nous
avons testé 3 méthodes d’administration de butyrate. Pour les pompes osmotiques ainsi que
pour I'administration orale, nous n’avons pas observé d’augmentation systémique en SCFA.
Le butyrate dans les pompes osmotiques a di étre libéré dans le péritoine qui est un milieu
avec un grand volume et riche en molécules, et n’a pu rejoindre la circulation systémique. De
plus, la quantité de butyrate administrée était trés faible et a donc pu étre consommé par des
cellules présentent dans le péritoine [152]. Le butyrate lors de 'administration orale a d0 étre
absorbé dans les parties hautes du tube digestif et également consommé en partie par les
cellules du tube digestif. En revanche, pour 'administration dans I'eau de boisson, nous
observons une légére augmentation en SCFA totaux avec notamment une augmentation en
acétate et propionate. Le butyrate a pu étre transformé en acétate et propionate par plusieurs

mécanismes notamment, les cellules du tube digestif, le foie, ou encore le microbiote digestif.

Le mode d’administration du butyrate que nous avons choisi est I'eau de boisson de
par sa rapidité et sa facilité de mise en place ainsi que de par 'augmentation systémique en
SCFA. Cependant, I'administration orale de tributyrine pourrait également augmenter la
concentration systémique en SCFA puisque c’est une molécule qui fournit 3 molécules de

butyrate une fois hydrolysée, qui a montré des effets bénéfiques dans plusieurs modéles
murins [153—156].
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lll.4. Conclusion et perspectives du chapitre 3

D’aprés la littérature, les SCFA pourraient avoir des effets immunomodulateurs et donc
des effets bénéfiques sur la survie du greffon. En effet, une alimentation riche en fibres permet
une augmentation de la survie du greffon dans un modéle murin de greffe rénale [157]. Aprés
'expérience de RLM, le butyrate, qui est le SCFA le plus actif pharmacologiquement, ne
permet pas d’inhiber la prolifération de cellules immunitaires allogéniques. Des expériences
supplémentaires pourraient étre réalisées en combinant un immunosuppresseur au butyrate
et en mesurant également les cytokines présentes dans le milieu. De plus, nous avons
développé un modéle murin de greffe de peau afin d’étudier l'effet potentiel de la
supplémentation en SCFA sur le devenir du greffon. Un traitement avec un
immunosuppresseur qui entrainerait une acceptation du greffon, permettrait de valider ce
modéle. Par la suite, plusieurs modes de supplémentation en butyrate ont été mis en place
dans le but davoir une augmentation systémique en SCFA pour avoir un effet
immunomodulateur sur les cellules circulantes et améliorer la survie du greffon. Cependant, le
rejet dans notre modéle peut étre trop précoce (7 jours), des expériences sont envisagées afin
de passer la phase de rejet aigu a 'aide d’'un immunosuppresseur pour ensuite évaluer le
potentiel effet des SCFA.
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Chapitre IV. Synthése et perspective en médecine de précision

Cette thése a étudié I'impact des altérations du microbiote digestif en période post-
transplantation sur la réponse aux immunosuppresseurs. Notre hypothése est basée sur le fait
qu’il existerait une altération de la barriére épithéliale intestinale induite par les
immunosuppresseurs qui favoriserait une rupture de la tolérance du microbiote digestif a
l'origine d’'une inflammation systémique chronique qui perturberait 'lhoméostasie du greffon.
Dans un premier temps, nous nous sommes consacrés a I'étude de lintégrité de la barriére
intestinale lors d’un traitement immunosuppresseur. A partir d’échantillons de plasma issus
d’une collection biologique, nous avons mis en évidence une augmentation (en comparaison
a des volontaires sains) des lipopolysaccharides bactériens (LPS), qui sont des biomarqueurs
de la perméabilité intestinale. Ces résultats nous ont permis de proposer un score de gravité
de cette perméabilité qui combine le dosage du LPS avec le dosage plasmatique des acides
gras a chaine courte (SCFA) qui sont des métabolites majoritairement issus du microbiote.
Ces travaux rapportent pour la premiére fois I'existence d’'une perméabilité intestinale chez les
patients transplantés. En perspectives, nous prévoyons d’effectuer ces analyses dans une
cohorte de patients transplantés rénaux pour laquelle nous disposons d’échantillons a 1 mois,
1, 2, 3, 4 et 5 ans post-greffe. Nous pourrons ainsi analyser I'évolution systémiques de ces
différents métabolites en fonction du temps et des caractéristiques des patients. De plus, nous
prévoyons d’analyser des marqueurs de l'inflammation au niveau systémiques tels que la
protéine C-réactive ou encore des cytokines pro-inflammatoires (IL6). Enfin, nous sommes
actuellement en train de mettre en place un projet de recherche clinique qui permettra de
récupérer des féces issus de patients transplantés. Cela nous permettra d’analyser au plus
pres le microbiote intestinal et les différents métabolites produits, et ainsi d’étudier I'évolution

de ce microbiote au cours de la transplantation.

Dans un deuxiéme temps, nous avons caractérisé les altérations fonctionnelles du
microbiote digestif pouvant expliquer cette perte d’intégrité de la barriére intestinale et évalué
une stratégie thérapeutique. Nous avons pu montrer, a I'aide d’'un modéle d’entéropathie liée
a l'acide mycophénolique a différents stades de gravité (précoce et sévére), une altération
fonctionnelle du microbiote caractérisée par la diminution de la production des SCFA et une
altération des jonctions serrées entre les cellules épithéliales au niveau du colon. Afin
d’améliorer la robustesse de nos résultats avec ce modéle d’entéropathie, nous prévoyons
d’augmenter le nombre d’animaux dans chaque groupe pour atteindre n=12 par groupe
(recommandations du test de puissance statistique). De plus, I'analyse des jonctions serrées
se fera par une méthode plus sensible telle que la quantification par western-blot a I'aide

d’échantillons de protéines récupérées au moment du sacrifice des animaux. Par la suite, nous
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prévoyons d’analyser d’autres caractéristiques de I'entéropathie, telle que la présence de sang
dans les selles, ou encore mesurer la sensibilité viscérale. Enfin, 'étude de médiateurs de
linflammation sera envisagée afin de caractériser I'inflammation chronique chez les souris
traitées au MMF (dosage ELISA de I'lL6 et de I'lL10, marquage des cellules inflammatoires
neutrophiles et macrophages). La supplémentation en butyrate dans ce modéle d’entéropathie
modéré corrige la perte d’expression des protéines de jonction. Afin d’aller plus loin dans
'analyse, nous allons compléter les effectifs dans chaque groupe expérimental. De plus, nous
pourrions effectuer la supplémentation avec un mélange des 3 SCFA (acétate, propionate et
butyrate) dans des proportions a définir, dans le modele d’entéropathie modérée et sévere afin
d’évaluer le potentiel bénéfice sur I'entéropathie. Cette supplémentation pourrait également
étre effectuée dans un modéle curatif, c’est-a-dire aprés induction de I'entéropathie. En se
basant sur le fait qu’'une alimentation riche en fibres permet la production de SCFA, nous
pourrions donc étudier I'impact d’'une supplémentation en aliments riches en fibres chez nos

souris lors d’'une entéropathie liee au MPA.

Au cours de ces travaux, nous avons également développe, validé et standardisé un
modele murin de greffe allogénique de peau chez la souris. Ce modéle servira a explorer

'impact d’une supplémentation en acide gras a chaine courte sur le devenir du greffon.

La médecine de précision est une approche innovante pour la prévention et le
traitement des maladies en tenant compte des différences entre les génes, I'environnement et
le mode de vie des individus. L'objectif de la médecine de précision est de cibler les bons
traitements pour les bons patients au bon moment [158]. A cette définition issue de I'’Agence
fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux, I'état du microbiote digestif
peut étre ajouté. En effet, le microbiote digestif est un organe métabolique a part entiére car il
est capable d’effectuer une variété de réactions biochimiques afin d’'inactiver, d’activer des
médicaments ou encore de produire des métabolites toxiques [159]. La composition du
microbiote digestif peut varier d’'un individu a I'autre en fonction du type d’accouchement (voie
basse ou césarienne), de I'environnement, de I'alimentation, de I'activité mais également de
la prise de médicaments [160,161]. Tous ces événements peuvent mener a des modifications
dans la composition du microbiote digestif, appelées dysbioses. Cette dysbiose est de plus en
plus associée a des maladies chroniques telles que le diabéte, des maladies cardiovasculaires

ou encore des cancers [162].

Tous ces éléments démontrent 'importance de prendre en considération le microbiote
digestif en médecine de précision et notamment en transplantation. En effet, un patient qui est
amené a recevoir une greffe d’'organe est généralement atteint d’'une maladie en phase

terminale depuis plusieurs année qui pourrait entrainer une dysbiose du microbiote digestif.
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Lors du processus de transplantation, I'anesthésie, I'acte chirurgical, la prise
d'immunosuppresseurs ainsi que d’agents anti-infectieux peuvent également aggraver la
dysbiose [163]. La dysbiose peut aussi augmenter le risque pour les patients transplantés de
développer des co-morbidités telles que le diabéte ou encore de I'hypertension. Afin
d’améliorer la prise en charge des patients transplantés, il serait intéressant d’analyser le
microbiote digestif afin d’en évaluer son état (eubiose ou dysbiose). Cela permettrait, dans un
sens, de limiter les désordres gastro-intestinaux observés chez 30% des patients transplantés
traités a I'acide mycophénolique. De plus, le microbiote digestif est également impliqué dans
la métabolisation du tacrolimus (inhibiteur de la voie de la calcineurine) en un métabolite 15-
fois moins actif, entrainant ainsi un ajustement posologique des doses pouvant mener a une
néphrotoxicité [164]. Enfin, il serait pertinent de regarder quelques années apres la greffe 'état
du microbiote digestif afin d’éviter le développement de co-morbidités telles que le diabéte et

I'hypertension artérielle dont les incidences augmentent en période post-transplantation.

Finalement, les préléevements de routine associés aux visites de bien-étre chez un
médecin, combinés au génome humain et a d'autres données cliniques, peuvent révéler des
signes précoces de maladie et améliorer le processus de décision concernant I'option de
traitement (Figure 41) [165].
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Figure 41 — Stratégie de médecine de précision

L’analyse du génome, du métabolome, du protéome, du microbiome et des données cliniques visent
a identifier des options de traitement personnalisées pour les personnes présentant une maladie
donnée.

Figure issue de Petrosino, 2018 [165].
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Annexe 1 — Différents microbiotes du corps humain

Respiratoire Buccal

Cutane 4 Digestif

&1,‘)

Uro-génital

Un grand nombre de micro-organismes, tels que des bactéries, des champignons et
des virus, coexistent dans divers endroits du corps humain (intestin, peau, poumon, cavité
buccale et uro-génital). En outre, le microbiote humain apporte plus de 150 fois plus
d'informations génétiques que l'ensemble du génome humain. Bien que les termes
"microbiote" et "microbiome" soient souvent interchangeables, il existe certaines différences
entre ces deux termes. Le microbiote décrit les micro-organismes vivants présents dans un
environnement défini. Le microbiome désigne les génomes de tous les micro-organismes
présents dans I'environnement. La composition du microbiote varie selon les muqueuses et le
microbiote digestif est considéré comme le plus important.
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Supplementary material

Table S1. Tandem MS parameters for short-chain fatty acids and internal standards. Quantification transition is indicated in bold.

SCFA-3-NPH derivatives Precursor ion (m/z) Production (m/z) Dwell time (ms) Q1 prebias (V) Collision energy (V) Q3 prebias (V)

137

erimen

Annexe 2 — Contenu supplémentaire du travail exp

Acetic acid 194.4 137.05 25 23 22 26
194.4 152.1 25 22 16 29
194.4 107.0 25 20 26 10
194.4 46.0 25 10 18 10
D4-acetate 197.5 137.1 25 24 20 29
197.5 153.1 25 10 17 14
197.5 107.1 25 14 24 13
197.5 150.05 25 10 16 13
Propionic acid 208.4 137.05 25 24 22 30
208.4 165.15 25 24 15 30
208.4 152.1 25 10 17 14
208.4 46 25 10 34 10
D2-propionate 210.3 137.15 25 24 22 28
210.3 107 25 23 26 29
210.3 167.15 25 24 15 25
210.3 153.1 25 23 15 14
Butyric acid 222.3 137.05 25 25 22 28
2223 152.15 25 27 17 30
2223 107.1 25 24 26 16
2223 179.25 25 24 15 11
D7-butyrate 229.3 137.05 25 26 22 29
229.3 107.05 25 26 27 22
229.3 153.15 25 25 18 27
229.3 186.2 25 12 15 16

Nebulizer gas flow rate Drying gas flow rate Heating gas Interface Heat Block DL temperature CID gas pressure
(L/min) (L/min) (L/min) temperature (°C) temperature (°C) (°C) (kPa)
3 10 10 300 400 250 350
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Annexe 3 — Mesure du volume de boisson consommée par les souris supplémentées en
butyrate

150

—

o

o
|

5
.

Volume eau (cm?)
(6)]
o
|

0 T
Controdle Butyrate
Mesure du volume d’eau bu par les souris sur la derniere semaine de traitement. Les souris
étaient séparées en 2 cages de 4.
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Annexe 4 — Tableau des concentrations en MPA et MPAG des points de gamme pour le dosage

dans le plasma
Points de gamme
1

2

MPA
0,2 mg/L
0,5 mg/L

1 mg/L
2 mg/L
10 mg/L

20 mg/L

Manon Jardou | Thése de doctorat | Université de Limoges |

Licence CC BY-NC-ND 3.0

MPAG
0,05 mg/L
0,125 mg/L
0,25 mg/L

0,5 mg/L
2,5 mg/L

5 mg/L
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Annexe 5 - Tableau des concentrations en MPA et MPAG des points de gamme pour le dosage

dans les féces
Points de gamme
1

2

MPA
0,2 mg/L
0,5 mg/L

1 mg/L
2 mg/L
10 mg/L

20 mg/L
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MPAG
0,01 mg/L
0,025 mg/L
0,05 mg/L

0,1 mg/L
0,5 mg/L

1 mg/L
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Annexe 6 — Tableau des concentrations en AGCC (acétate, propionate et butyrate) des points de
gamme pour le dosage dans le plasma

Points de gamme Acétate Propionate Butyrate

1 5 uM 0,25 uM 0,1 uM
2 10 uM 0,5 uM 0,2 uM
3 40 uM 2 uM 0,8 uM
4 100 uM 5uM 2 uM

5 250 uM 12,5 uM 5uM

6 500 uM 25 uM 10 uM
7 1000 uM 50 uM 20 uM
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Annexe 7 — Tableau des concentrations en AGCC (acétate, propionate et butyrate) des points de
gamme pour le dosage dans les féces

Points de gamme Acétate Propionate Butyrate
1 10 uM 1 uM 200 uM
2 50 uM 5uM 80 uM
3 100 uM 10 uM 16 uM
4 250 uM 25 uM 10 uM
5 400 uM 40 uM 4 uM
6 2mM 200 uM 2 uM
7 5mM 500 uM 0,4 uM
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Annexe 8 — Evaluation de la prolifération d’une culture de cellules épithéliales intestinales aprés
traitement au MPA

150- )

&3 Contrdle (n=4)
= @@ MPA 1uM (n=4)
£ 1004 Em MPA 10 M (n=4)
S o2 " » @@ MPA 100 pM (n=4)
ﬁ Rk
B
S 50-

a
0-
24 48 72 96
Temps (h)

Culture de cellules épithéliale intestinale (HT29) avec des concentrations croissantes de MPA (1, 10 et
100 uM) durant 24, 48, 72 et 96h. A chaque temps, un test colorimétrique d’analyse de la prolifération
(MTS) a été réalisé en n=6 réplicas techniques et n=4 réplicas biologiques. Les résultats ont été
analysés avec un test ANOVA a 2 facteurs avec un post-test de Bonferonni.
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Annexe 9 — Résumé et résultats de I'effet de ’'amoxapine sur I’entéropathie induite par le MPA
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14 P

d by mycophe-

Introduction:Mycophenolic acid (MPA), which is one of the most wide-
ly used immunosuppressants, is often associated with gastrointestinal
adverse effects. More than 30% of patients suffer from nausea, vomiting,
abdominal pain, diarrhea, erosions or ulcerations. The underlying mech-
anisms are still poorly understood. Recent i igations have pointed to
the possible contribution of intestinal dysbiosis. MPA treatment has been
shown to favour the expansion of beta-glucuronidase (3-G) expressing
bacteria. This bacterial enzyme is involved in the intestinal back-
transformation of mycophenolic acid glucuronide (MPAG), an inactive
liver metabolite excreted in the bile, into MPA. Therefore, we suggest that
local exposure to high concentrations of MPA could trigger gastrointes-
tinal damages.

Objectives: This study investigated the effect of amoxapine, a well-
known antidepressant but also inhibitor of bacterial 3-G, in reducing
intestinal exposure to MPA and preventing gastrointestinal damages in-
duced by MPA in a mouse model.

Methods: Seven week old C57BL/6J (SOPF) mice were randomly
assigned in 4 groups of 8 mice per group: (G1) vehicle, (G2) mycopheno-
late mofetil (MMF), a prodrug of MPA (900 mg/kg/day), (G3) amoxapine
(5mg/kg/day) and (G4) MMF + amoxapine. All the treatments were given
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once daily by oral gavage for 7 days. Fecal samples were collected on day 0,
day 4 and day 8 to access MPA and MPAG concentrations (LC-MS/MS).
After the sacrifice (day 8), the proximal colon was harvested for histological
analysis (hematoxylin-eosin-saffron staining).

Results: Concomitant treatment with amoxapine significantly decreased fe-
cal MPA concentrations (pug/mL) [G2 (5.99 = 3.69) vs G4 (1.62 +0.47) p <
0.05, Mann-Whitney test] with a slight decrease in MPAG concentrations [G2
(1.23 £ 0.50) vs G4 (0.49 + 0.39) p > 0.05, Mann-Whitney test] in mice.
Structural changes induced by MMF in the proximal colon were also
p d by the combination with pine [colon tissue/total section
area (%) for G1 (90 +7) vs G2 (68 + 8) p<0.05; G1 vs G3 (85 = 6) p>0.05
and G3 vs G4 (83 + 9) p>0.05; ANOVA, Bonferroni post-hoc].
Conclusion: Our results support the central role of local exposure to MPA
in the pathophysiology of mycophenolate-induced enteropathy. Further in-
vestigations will decipher the cellular and molecular mechanisms.
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Introduction: Idiosyncratic DILI is a challenging condition, believed to
involve the immune system. This hypothesis is supported by the identifi-
cation of various HLA risk alleles.

Objectives: To evaluate a potential role of the immune system in DILI
through leukocyte immunophenotyping using flow cytometry.
Methods: Blood samples were collected from adjudicated DILI (n=12)
and viral hepatitis (VH, 13) at day 1 (recognition), day 7 and day >30.
Blood samples from healthy liver controls (HLC, 54) were extracted at a
single time point. Leukocyte populations and immune checkpoint expres-
sions were determined based on cell surface receptors, except for CTLA-4
that was determined intracellularly, using multiparametric flow cytometry
(BD FACSVerse).

Results: No differences were detected in leukocytes, lymphocytes or neu-
trophils cell counts at day 1 between the three populations. However, both
DILI (0.57 x10E09/L, p=0.037) and HV (1.41 x10E09/L, p<0.0001) had
increased monocyte levels compared with HLC (0.35 x10E09/L). At day 1
DILI presented significantly higher levels of activated helper T-cells
(CD4+/DR+) and activated cytotoxic T-cells (CD8+/DR+) than HLC
(14% vs 6.3%, p<0.0001; 31% vs 15%, p=0.0003, respectively). The same
trend was detected for VH. A strong correlation between activated CD4+
and CD8+ elevation was found in DILI (r=0.85, p<0.001), but less in VH
(r=0.58, p=0.0015). With regards to helper T-cell subpopulations, DILI had
significantly higher level of Thl (52% vs 42%, p=0.0358), while VH had
lower level of Th9 compared with HLC (13% vs 18%, p=0.0112). No other
significant differences in lymphocyte populations were detected for DILI
Regarding immune checkpoint expressions on CD4+, DILI presented
higher intracellular CTLA4 level than HLC (28% vs 18%, p=0.0192).
VH presented higher level of both CTLA4 (30% vs 18%, p=0.0068) and
PD-1 (23% vs 9.1%, p=0.0005) than HLC. Significantly higher expression
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of checkpoint ligand PD-1L on monocytes was also found in DILI (5.3% vs
3.4%, p=0.0452) and VH (9.1% vs 3.4%, p<0.0001). The level of all leu-
kocyte populations and checkpoint expressions in DILI and VH approached
HLC levels in the later samples, except for CD28 and CD86 that are con-
stitutively expressed.

Conclusion: Our findings suggest that an adaptive immune response is
involved in DILI in which activated CD4+ and CD8+ T-cells play an
important role. Increased expression of negative immune checkpoints
and ligands reflects restoration of immune homeostasis. Funding:
P116/01748, P119/00883, CIBERehd-ISCIII
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Introduction: Diabetic kidney disease (DKD) is one of the main compli-
cations of diabetes mellitus and the most common cause of end-stage renal
disease.

In the last years, some studies have pointed to the epoxygenase pathway
of arachidonic acid (AA) metabolism as a route that might be deeply
involved in the mechanisms underlying DKD.

Objective: We aimed to determine whether plasma and/or urinary levels
of dihydroxyeicosatrienoic (DHETSs) and 20-hydroxyeicosatetraenoic
(20-HETE) acids are associated with DKD.

Methods: A total of 334 subjects (132 DKD patients and 202 non-
diabetic individuals) were studied. Plasma levels of 11,12-DHET,
14,15-DHET and 20-HETE were measured by LC/MS/MS. Urinary
20-HETE concentrations were determined by immunoenzymatic
assay.

Results: Subjects with normoalbuminuria had larger 20-HETE-to-
creatinine urinary ratios (20-HETE/Cr) than those with micro and
macroalbuminuria (p=0.012). Likewise, participants with eGFR>60 ml/
min/1.732 had higher plasma levels of 14,15-DHET (p=0.039) and 20-
HETE/Cr ratios (p=0.007). Concentrations of 14,15-DHET, 11,12-DHET
and 20-HETE/Cr were significantly lower in DKD patients. Median
values for non-diabetic vs. DKD were, respectively, 493 (351-691.5) vs.
358 (260.5-522) ng/L, p=3e-5; 262 (183.5-356) vs. 202 (141.5-278) ng/L,
p=le-4 and 5.26 (1.68-11.65) vs. 2.53 (1.01-6.28) ng/mgCr, p=0.010. In
addition, 20-HETE/Cr ratios were higher in patients with non-proteinuric
DKD than in those with typical DKD (p=0.020). When only individuals
with impaired filtration were considered, 14,15-DHET and 11,12-DHET
levels were still higher in non-diabetic subjects (p=0.002 and p=0.006,
respectively).

Conclusions: Our results indicate that AA-derived eicosanoids may play
a relevant role in DKD.
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Is Intestinal Dysbiosis-Associated
With Immunosuppressive Therapy a
Key Factor in the Pathophysiology of
Post-Transplant Diabetes Mellitus?
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Post-transplant diabetes mellitus (PTDM) is one of the most common and deleterious
comorbidities after solid organ transplantation (SOT). Its incidence varies depending on
the organs transplanted and can affect up to 40% of patients. Current research indicates
that PTDM shares several common features with type 2 diabetes mellitus (T2DM) in non-
transplant populations. However, the pathophysiology of PTDM is still poorly
characterized. Therefore, ways should be sought to improve its diagnosis and
therapeutic management. A clear correlation has been made between PTDM and the
use of immunosuppressants. Moreover, immunosuppressants are known to induce gut
microbiota alterations, also called intestinal dysbiosis. Whereas the role of intestinal
dysbiosis in the development of T2DM has been well documented, little is known about
its impacts on PTDM. Functional alterations associated with intestinal dysbiosis, especially
defects in pathways generating physiologically active bacterial metabolites (e.g., short-
chain fatty acids, trimethylamine N-oxide, indole and kynurenine) are known to favour
several metabolic disorders. This publication aims at discussing the potential role of
intestinal dysbiosis and dysregulation of bacterial metabolites associated with
immunosuppressive therapy in the occurrence of PTDM.

Keywords: post-transplant diabetes mellitus, type 2 diabetes mellitus, immunosupp i inal dy
bacterial metabolites
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1 INTRODUCTION

Solid organ transplantation (SOT) is the best replacement therapy
in numerous cases of organ failure or end-stage organ dysfunction
(e.g., kidney, liver, heart, or lung). Immune tolerance of the
transplanted organ requires a complex and life-long
immunosuppressive therapy, involving combinations of drugs
from six main classes: 1) anti-proliferative agents (azathioprine,
mycophenolic acid); 2) calcineurin inhibitors (cyclosporine,
tacrolimus); 3) mammalian target of rapamycin (mTOR)
inhibitors (sirolimus, everolimus); 4) co-stimulation blockers
targeting CD80/CD86 (belatacept); 5) anti-lymphocyte polyclonal
or monoclonal antibodies (e.g., anti-thymocyte globulins,
basiliximab); and 6) corticosteroids (e.g., prednisolone) (1, 2).
The immunosuppressive strategy along time consists of: an
induction phase that involves anti-lymphocyte antibodies,
corticosteroids and the use of higher doses of “maintenance”
immunosuppressants such as antimetabolites and calcineurin
inhibitors; a life-long maintenance phase with different
combinations of classes 1 to 4 with or without corticosteroids
(3); and treatment of rejection, using boluses of corticosteroids,
anti-thymocyte globulins, increased doses of maintenance drugs,
and potentially other drugs in case of antibody-mediated rejection
(ABMR) (4). Unfortunately, these therapeutic regimens increase
the risk of opportunistic bacterial, viral, and fungal infections (5)
and expose patients to numerous adverse effects and several
metabolic disorders.

Post-transplant diabetes mellitus (PTDM) is a common and
deleterious co-morbidity, which significantly contributes to

adverse outcome. PTDM is an endocrine and metabolic disease
characterized by a dysfunction of pancreatic B-cell, insulin
resistance, and high blood glucose. Among the risk factors of
PTDM, several are common with type 2 diabetes mellitus
(T2DM) (e.g., age, abdominal obesity) whereas others are
transplant-specific (e.g., immunosuppressive drugs with
diabetogenic properties, infection, and post-transplant weight
gain) (6, 7). Immunosuppressive drugs can influence gut
homeostasis through an impact on intestinal epithelial cells or
organs associated with the digestive tract and induce changes in
the richness and diversity of the gut microbiota. This drug-
microbiota relationship may directly or indirectly affect the anti-
rejection treatment efficacy as well as disrupt the microbiota
balance and favour the development of metabolic disorders (8).

Although preventative and therapeutic strategies are being
deployed to prevent PTDM, its incidence remains high. To
improve the effectiveness of such strategies, it is necessary to
better understand PTDM pathophysiology. Our hypothesis is
that modifications of the gut microbiome, also named intestinal
dysbiosis, a well-known contributor to type 2 diabetes mellitus
(T2DM) in the non-transplant population, play an even larger
role in the pathogenesis of PTDM. To substantiate this
hypothesis, we herein provide a picture of the impact of SOT
and immunosuppressive therapy on the gut homeostasis
including gut microbiota. Subsequently, we discuss the
potential role of intestinal dysbiosis in the development of
PTDM based on knowledge gained from T2DM and provide
arguments in favour of monitoring the microbiota diversity and
function to decipher PTDM pathophysiology.
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2 CURRENT KNOWLEDGE ON POST-
TRANSPLANT DIABETES MELLITUS

2.1 Diagnosis and Incidence

PTDM is a one of the most important comorbidities associated
with SOT. The evaluation of its incidence among transplant
patients has suffered from the lack of a consensual definition.
The first international consensus guidelines about new-onset
diabetes after transplantation (NODAT) were published in 2003
(9). A second international consensus conference was held in 2013
to review the criteria and available evidence and proposed an
update to the previous guidance (10). Among many
recommendations, the first was to enlarge the notion of
NODAT to that of PTDM. PTDM encompasses several complex
clinical entities and includes hyperglycemia in the post-transplant
period resulting from known or unknown pre-existing diabetes,
insulin resistance or insulinopenia, transient hyperglycemia, and
NODAT. Therefore, this definition encompasses pre-transplant in
addition to “new-onset” diabetes (10). Currently, the different
diagnostic criteria for PTDM (Table S1) are based on those of the
American Diabetes Association and on the World Health
Organization criteria for non-transplant patients (11).

The incidence of PTDM ranges from 10 to 40% depending on
the transplanted organ. Recently, PTDM has been reported to
occur in 10-20% of kidney, 20-40% of liver or lung, and 20-30%
of heart transplant recipients (6). These large ranges may be
explained by the type of organ, the presence of modifiable and
non-modifiable risk factors, and the follow-up duration (5). The
development of diabetes in transplant recipients is associated
with a higher risk of graft failure, patient death, and other adverse
outcomes (e.g., cardiovascular disease and infection) (12). More
specifically, PTDM is associated with a higher incidence of
cardiovascular disease for liver and kidney transplant recipients
(13, 14). Heart transplant recipients with PTDM present an
increased risk of comorbidities and premature death (15).
Moreover, PTDM in lung transplant recipients is associated
with shorter survival (16).

2.2 Pathogenesis and Risk Factors

PTDM shares common features with type 2 diabetes mellitus
(T2DM) such as insulin resistance, hypertriglyceridaemia,
cardiovascular events, and chronic low-grade inflammation.
Hyperglycaemia in PTDM is associated with pancreatic B-cells
dysfunction and decreased insulin sensitivity (6, 17). Studies in
PTDM patients reported impaired insulin-mediated glucose uptake
in peripheral tissue, impaired insulin-mediated suppression of
hepatic glucose output (18) and insufficient incretin release
leading to an increase of glucagon release by the pancreas (19).
Pre-existing risk factors common to PTDM and T2DM, such as
age, abdominal obesity, family history, and ethnicity favour the
development of PTDM. The morphotype in the pre-transplant
period could predict to some extent the development of PTDM in
kidney transplant recipients (20). Moreover, several T2DM-
associated single nucleotide polymorphisms (SNPs) in interleukin
genes (e.g., IL-7R, IL-2, and IL-17R) are associated with increased
pro-inflammatory pathways and PTDM development (21, 22).

Among transplant-related risks factors, numerous studies have
demonstrated the involvement of certain immunosuppressive drugs
in the development of NODAT. Calcineurin inhibitors dysregulate
the function and growth of pancreatic B-cells through the
calcineurin/NFAT signalling pathway. Corticosteroids are known
to decrease the secretion of, and sensitivity to, insulin (23).
Sirolimus favours insulin resistance and decreases pancreatic -
cell proliferation too (24). Consistently, mTOR inhibitors are
associated with a higher risk of PTDM (25). Above all, recent
analysis pointed toward the contribution of immunosuppressants
to the dysregulation of genes involved in insulin production and
secretion (24). Viral infections are a source of inflammation and
represent yet another risk factor of PTDM. Numerous studies have
reported an increased risk of PTDM in kidney and liver transplant
recipients positive for the hepatitis C virus (HCV) (26-28) or in
kidney transplant recipients positive for the cytomegalovirus
(CMV) (29). Although associations between these viral infections
and PTDM are generally attributed to the promotion of a pro-
inflammatory environment as well as to pancreatic B-cell
dysfunctions, extensive studies are missing.

Actually, the preventative strategies against PTDM involve
lifestyle (e.g., dietary, physical activity) modifications or adapted
immunosuppressive regimens (30). However, the frequency of
PTDM has not decreased significantly over the last decade,
suggesting that current knowledge is not sufficient and that
uncharacterized phenomena contribute to PTDM. Several risk
factors presented above (e.g., obesity, immunosuppression,
infection) are accompanied by an imbalance in the diversity of
the gut microbiome, called intestinal dysbiosis, metabolic
disorders and increased intestinal permeability. These
alterations are well known to favour T2DM in the non-
transplant population (31). Therefore, the drastic dynamic
changes of the gut microbiota during SOT may contribute
even more to the pathogenesis of PTDM.

3 ALTERATIONS OF GUT HOMEOSTASIS
IN SOLID ORGAN TRANSPLANTATION

Gut homeostasis is highly dependent on the intimate crosstalk
between the gastrointestinal tract and the gut microbiota. The
gut microbiota represents the populations of commensal
microorganisms that reside in the gastrointestinal tract and
participate in the intestinal barrier integrity. Recent scientific
advances have underlined the fundamental role of this
microbiota in the regulation of the immune system, as well as
the close relationship between intestinal dysbiosis and the
occurrence of numerous local or systemic diseases (mainly
cardiovascular or metabolic disorders) (32, 33). The gut
microbiota may therefore represent an actionable target to
improve immune tolerance and long-term graft survival. The
diversity, richness, and activity of its resident microorganisms
are constantly being modified under the influence of various
factors (e.g., genetic, dietary, environmental, and therapeutic). It
is worth mentioning that in transplantation, the nature of the
transplanted organ, the various pre- and post-transplant
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pathologies, and multiple therapies accentuate the gut
microbiota variability. The dynamic changes of the gut
microbiota have been widely studied in some diseases, but very
seldom in transplant patients. We summarize below current
knowledge about the relationships between the gut microbiota
and SOT outcomes (Figure 1A), including the impact of the
immunosuppressive protocol and the occurrence of post-
transplant co-morbidities.

3.1 Dynamic Changes of the Gut
Microbiota in Transplant Patients

The surgical procedure of transplantation which is generally an
abdominal act, represents a high risk of intestinal dysbiosis (34, 35).
Regarding the post-transplantation period, a cohort study in
kidney transplant recipients reported changes in gut microbial
diversity in favour of an increase in Proteobacteria, a phylum that
includes potentially virulent pathogens (e.g, Escherichia coli,
Kilebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) (36). The faecal
microbial diversity was decreased in some patients with post-
transplant complications (diarrhoea, acute rejection, urinary tract

infection) (37). In addition, the diversity of the gut microbiota was
significantly lower and the levels of Proteobacteria higher with
abundant Escherichia coli in kidney transplant recipients compared
to healthy control (38). In liver transplant recipients, this diversity
transiently decreased two weeks after transplantation and then
gradually increased back to reach the pre-transplantation levels
after 5 weeks (39). Anti-infectious agents used in transplanted
patients to prevent opportunistic infections, mainly antibiotics, are
known to affect the gut microbiota homeostasis and to promote
intestinal dysbiosis (36, 40).

3.2 Effect of the Inmunosuppressive
Therapy on the Gut Homeostasis

3.2.1 Interactions Between the Inmunosuppressive
Drugs and the Gut Microbiota

A recent review from Gabarre et al has provided a thorough
overview of the bidirectional interaction between the
immunosuppressants and the gut microbiota (8). The use of the
anti-proliferative agent, mycophenolic acid, initially known for its
antibacterial, antifungal and antiviral properties, is associated to a
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decrease in the diversity of the gut microbiota in kidney transplant
recipients (38, 41). Further investigations in preclinical models have
revealed an alteration of the intestinal microbiota in mycophenolic
acid-treated mice with an expansion of bacteria belonging to the
Proteobacteria phylum (42, 43). In addition, a decrease of bacterial
metabolites was also observed in a mouse model of mycophenolate-
induced enteropathy (44). Mycophenolic acid is thought to
selectively promote the expansion of B-glucuronidase-expressing
bacteria of Enterobacteriaceae family (42, 43). The bacterial B-
glucuronidase activity promotes enterohepatic recirculation of
mycophenolic acid and increases its exposure to intestinal
epithelial cells that could probably explain the occurrence of
gastrointestinal adverse effects. Regarding corticosteroids, rats
treated orally with dexamethasone sodium phosphate showed a
decrease in the richness and diversity of their gut microbiota (45).
Prednisolone-treated mice showed a reduction in the population of
Bacteroidetes and an increase in Firmicutes in faecal samples (46).
For calcineurin inhibitors, a study reported altered microbiota in
high-dose tacrolimus-treated mice (8, 47). Another study based on
intraperitoneal injection of tacrolimus in rats showed that the
relative abundance of several bacterial species in the faeces was
decreased (48). The composition of the gut microbiota can affect the
metabolism of tacrolimus as some commensal gut bacteria (e.g.,
Faecalibacterium prausnitzii) have been shown to convert it to less
potent metabolites (49).

These studies showed in the one hand, that several
immunosuppressive drugs induced intestinal dysbiosis leading to
change in microbial diversity favouring the increase of opportunistic
pathobionts and in other hand, that the gut microbiota influenced
the immunosuppressive drugs metabolism and efficacy. However,
the characteristics of gut microbiota changes differ across drugs and
studies and systematic and longitudinal investigations that could
provide insight into these trends are still lacking. However, the
above-mentioned review lists the immunosuppressants inducing
intestinal dysbiosis and provides an overview of the related changes
in the microbiota (8).

3.2.2 Immunosuppressive Drugs Impacts on
Intestinal Barrier Integrity and Pancreas
Homeostasis

In transplant patients, immunosuppressive drugs can alter the
intestinal barrier integrity and favour intestinal permeability.
Intestinal permeability is characterized by a loss of the gut
epithelial wall integrity allowing different sizes of compounds to
enter the systemic circulation (food antigens, commensal or
pathogens bacteria, and their metabolites) (50). By using an
intestinal epithelial cell line, Qasim et al. have demonstrated the
potential of mycophenolic acid to alter tight junction proteins
expression and distribution and induce intestinal permeability
that may be responsible for gastrointestinal adverse effects
observed in transplant patients (51). This intestinal permeability
could also have deleterious consequences such as chronic systemic
inflammation (52). Another study has demonstrated that
tacrolimus and sirolimus by inhibiting cell viability and inducing
reactive oxygen species formation, can promote major changes in
intestinal barrier function (53).

The immunosuppressive drugs can also alter the homeostasis
of organs associated with the digestive tract. We herein only focus
on the influence of the pancreas homeostasis as it plays a key role
in the regulation of nutrient digestion by releasing digestive
enzymes and glucose homeostasis (54). Some rare cases of drug-
induced pancreatitis have been reported under tacrolimus (55) or
mycophenolic acid (56) treatments. However, there is no strong
evidence of the direct impact of the immunosuppressive drug on
the pancreas homeostasis that could rationalize the occurrence of
PTDM. Therefore, the whole impact of the environment (i.e.,
dysbiosis, immunosuppressive therapy, co-morbidities) could
account for the development of PTDM.

3.3 Impact of SOT-Related Co-Morbidities
on the Gut Microbiota

In the first months post-transplantation, patients are at high risk
of developing infections due to a weakened immune system.
Serious infections can be caused by commensal or nosocomial
bacterial (e.g., Pseudomonas, Klebsiella, Escherichia), viral (e.g.,
cytomegalovirus, Epstein-Barr virus, influenza) or fungal (e.g.,
Candida or Aspergillus species) pathogens (57). Clostridium
difficile, a frequent perpetrator of nosocomial infection (7.4%
prevalence in SOT patients), is linked with the emergence of
intestinal dysbiosis (58, 59). Gut microbiome alteration is
frequently associated with these infections and is characterized
by an enrichment of opportunistic pathogens and a depletion of
beneficial commensals (60, 61). For example, a preclinical study
has reported variations in gut microbiota diversity in
cytomegalovirus-infected mice (62).

The main metabolic complications after SOT include PTDM,
non-alcoholic fatty liver disease, dyslipidaemia, and obesity. These
metabolic disorders may increase the risk of cardiovascular events
(hypertension, coronary artery disease, stroke, arteritis) and affect
post-transplant graft outcomes (63-66). For instance, non-alcoholic
fatty liver disease is associated with an increase in Proteobacteria,
leading to gut dysbiosis (67, 68). Inmunosuppressive drugs such as
corticosteroids and calcineurin inhibitors can favour hypertension
and weight gain (69). This weight gain of SOT patients is critical in
post-transplant period, since obesity has been significantly
associated with a higher overall mortality and reduced allograft
survival particularly in renal transplant patients (70). These
metabolic complications can have a deleterious effect on gut
microbiota homeostasis. Obesity affect the diversity of intestinal
microbiota, with an increase in Firmicutes and a reduction of
Bacteroidetes in a mice model (71). Intestinal dysbiosis has been
observed in obese people, with an increased Firmicutes-to-
Bacteroidetes ratio (72).

In summary, SOT therapy is accompanied by intestinal
dysbiosis arising from a combination of factors including
lifestyle and dietary changes, surgical procedure, and
pharmacological treatments (e.g., anti-infectious prophylaxis,
immunosuppressant). Regarding the gut microbiota-diabetes
relationship, several studies have demonstrated a huge diversity
imbalance in diabetes patients (31). Given the predominant role
of this dysbiosis in the pathogenicity of T2DM, the hypothesis of
its involvement in PTDM seems strong.
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4 POTENTIAL INVOLVEMENT OF
INTESTINAL DYSBIOSIS TO THE
PATHOPHYSIOLOGY OF PTDM

In this section, we will put an accent on the gut microbiome
changes observed in transplant recipients that are common with
non-transplant T2DM. In this context, we will describe the putative
impact of intestinal dysbiosis on the bacterial metabolites and more
precisely on short-chain fatty acids (SCFA) and their possible role
in the development of PTDM (Figure 1B).

As previously mentioned, several immunosuppressive drugs
induce intestinal dysbiosis, generally characterised by a reduction
in the phylum of Bacteroidetes, contrasting with an expansion of the
phylum of Firmicutes (73). The same tendency has been observed in
T2DM patients (74). This increased Firmicutes-to-Bacteroidetes
ratio was associated with an impairment of nutrient absorption
and glucose tolerance, which pave the way for T2DM (73).
Moreover, the relative abundance of Proteobacteria is increased in
kidney and liver transplant recipients (36, 38), similarly to T2DM
patients (74, 75). Some bacterial strains belonging to this phylum
are known to favour pathogenic infections (e.g, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) (36, 38). Gut
microbiome changes can induce global metabolic disorders.
Indeed, the gut bacterial ecosystem ensures the production of
microbial metabolites (e.g., SCFA, trimethylamine N-oxide, indole
and kynurenine). These metabolites constitute the communication
system of the host-microbiome crosstalk (76). Among them, SCFA
are the most commonly studied small metabolites produced by the
gut microbiota and they represent a robust link between the
microbiota and systemic inflammatory diseases, as demonstrated
by recent studies (33, 75).

SCFA, and more precisely acetate, propionate, and butyrate,
come from the fermentation of indigestible carbohydrates. SCFA
are pharmacologically active and can exert their numeral
pharmacological functions by either stimulating G-protein-
coupled receptors (GPCR41/43/109A) or can be absorbed by
colonocytes through multiple monocarboxylate transporters
(e.g., sodium-coupled monocarboxylate transporters (SMCT1),
monocarboxylate transporter (MCT1/4/5) (77). In the systemic
circulation, they can participate in the regulation of several organs
(e.g., liver, lung, brain) (33, 78, 79). For example, they can decrease
allergic inflammation in the lungs, or can be used as a source of
energy by the kidneys, the myocardium and other muscles (80).
SCFA facilitate IL-10 synthesis through the polarization of T-cells
towards regulatory T-cells, which exhibits anti-inflammatory
properties (81). They also exert a positive effect on intestinal cell
homeostasis through the maintenance of the epithelial barrier
function through the expression of tight junctions that decrease
intestinal permeability (82).

Alteration of SCFA profiles has been observed in T2DM
patients, with a significant reduction of faecal propionate and
butyrate concentrations as compared to control subjects (83).
Moreover, a metagenome-wide association study showed a
decrease in the abundance of some universal butyrate-producing
bacteria in T2DM patients such as those observed in transplant
recipients (8, 47, 84). A European cohort study reported the

decrease of butyrate-producing bacteria (such as Roseburia
species and Faecalibacterium prauznitzii) in the gut microbiota
of women with T2DM (85). These studies provide evidence that
T2DM and SOT have in common SCFA-producing taxa
alterations leading to decreased SCFA production. Butyrate and
propionate influence glucose metabolism through the activation of
intestinal gluconeogenesis, while acetate and propionate are
substrates for gluconeogenesis and lipogenesis in the liver (86).
SCFA play a role in blood glucose concentration by favouring the
secretion of incretin hormones, as demonstrated by the butyrate-
induced secretion of glucagon-like peptide 1 (GLP1) in a pre-
clinical model (87). At the cellular level, the binding of SCFA to
GPR41 and GPR43 in the enteroendocrine L-cells leads to
increased GLP1 and peptide YY levels, which improve cell
sensitivity to insulin and promote satiety. Furthermore, SCFA
play a protective role against obesity and insulin resistance (73, 83)
and have anti-inflammatory properties, especially butyrate. A
decrease of butyrate-producing bacteria may favour metabolic
inflammation, which in turn clearly induces insulin resistance
and foster T2DM development (75). At the opposite, incubation of
neutrophils with SCFA in vitro suppressed pro-inflammatory
makers increased in T2DM, such as IL-6 and TNF-o (89). A
recent experimental study showed that butyrate and acetate
protected pancreatic B-cells against stressful conditions and
alleviated metabolic stressor-induced apoptosis, mitochondrial
dysfunction and ROS overproduction (88). Moreover, by
stimulating their receptors, SCFA have been involved in the
regulation of pancreatic B-cells function and insulin secretion
(90). Overall, these studies demonstrated the important role of
SCFA in the pathophysiology of diabetes through various
mechanisms of action, which have been well detailed in a recent
review (89). The decreased richness of SCFA-producing bacteria
in SOT may therefore promote and/or contribute to the
development of PTDM.

5 CONCLUSION

This article provides hints in favour of a possible association
between intestinal dysbiosis and PTDM, based on complementary
and coherent scientific evidence. Further investigations are required
to reinforce the descriptive data available for SOT. Characterising
gut microbiota composition would help to understand the
mechanisms and/or to identify predictive biomarkers of PTDM.
The measurement of SCFA concentrations in blood and/or faeces as
indicators of the gut microbiota functionality in the pre- and post-
transplant periods could also make the case stronger. Moreover,
dietary supplementation with SCFA as a postbiotic could restore the
gut microbiota homeostasis and constitute a complementary
therapy for glucose lowering in PTDM. A recent paper stressed
that the implementation of an effective PTDM prevention strategy
requires relevant identification of at-risk patients, solid knowledge
of its pathogenesis and early detection tools (30). Monitoring the gut
microbiota in SOT would comply with these objectives since it
could help decipher the pathophysiology PTDM and detect patients
at increased risk early.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The world is currently facing the COVID-19 pandemic that is taking a heavy toll on several countries. While many
COVID-19 mfectedp.\bennlmveagoodmﬂ,mmcmn:hgpmmnmcmbenmmdmhadmd.eadl.’ﬂn
Cytokine storm ly ceen are a cytok mmdmuln-org:nfaﬂmd:axmqummwunm
Ill ulﬂmgl::y?ix lity of critically ill ¢ depends on age, sex, i state or rbidities. There io an urgent need to
Shost-chain fatty acids discover a b rker to identify early on at rick of developing serious pl and to find an
Butyrate effective dutconld pr dizease progr and critical states. Recent investigations have pointed
to the possibl ; 1 dyshiosis to the pathoph 2y of COVID-19. Herein, we hypothesize
that butyrate, anhorN:h:mf;uyaad produced by the gut microbiota, could be admini: d as gup-
portive therapy to pr syatem activation and disease progression.
Background associated to myalgia, rhinorrhea, vomiting and cephalgia. Most of the

The coronavirus disease (COVID-19) pandemic for which the first

case was reported in December 2019 in Wuhan (China), is a highly

and life-th viral infection. For the period from

December 2019 to June 2021, it has already affected more than 176

million people and caused more than 3.8 million deaths worldwide ac-
cording to the World Health Organization [1].

Clinical presentation

The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
which is responsible for COVID-19 is a new member of the Coronaviridae
family. Transmission mostly occurs via respiratory droplets and aerosols
from person-to-person. Once in the respiratory tract, the virus attaches
to its specific ptor site, the ang| in I converting enzyme 2 (ACE-
2) and its entry into cells then requires transmembrane protease serine 2
(TMPRSS2) exp d by pul ¥ cells. The virus pene-
trates host cells for replication followed by viral particles assembling
and release of the new virions [2].

The clinical spectrum of COVID-19 ranges from asymptomatic,
moderate, severe illnesses, up to critical states. The most frequent
symptoms are fever, dry cough, dyspnea and fatigue that can be

infected patients have a good pmgnoms but in some cases, progression
can b severe, possibly 1 1g to death. The commonly seen
complications in crmcally il panems are acute respiratory distress
syndrome (ARDS), sepsis, d lar coagulation, acute
liver or kidney injuries and pulmonary embolism. In rare cases, multi-
systemmﬂammamry Y di , rhabdomyolysis, hemo-
Iytic and ical plications have been observed [3 4].
The mortality of crmcally ill patients depends on age (mom than 65

years old), sex(male)co bidities (e.g., boli: , dia-

betes, b diac or pul y di ) and i

state [5,6]. Funhermore SARS-COV-Z d risk is i d with
pect to 1 influ since its rate is nearly three

times higher [7.2]. Fortunately, influenza vaccine is associated with a
better clinical and no harmful effect on COVID-19
susceptibility [9].

Severe prognosis is correlated to the so-called “cytokine storm™
which is frequently observed in mncally ill patients. Such an event is
defined by a huge i of pr ry cytokines (namely
interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-12, mterfemn (IFN)-a/p, tumor necrosis
factor (TNF)-a) and ch ki ( ly C-C motif ch kine ligand
(CCL)2, CCL3, CCLS). Awell di d innate i P is the
first line of def th and plays a crucial role in the

P
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prevention of SARS-CoV-2 spreading [10]. H , dy lated and/
or ive immune resp have been shown to fail at clearing the
virus and in turn, can even contribute to the pathogenesiz of ARDS as
well as multi-organ failure [3]. The excessive production of cytokines
results in tissular infiltration of inflammatory cells (e.g., macrophages
and neutrophils); which favors (i) the al of the alveol pillary
barrier, (ii) lung tissue damage ( lar leakage, alveol d ) and

Indirect proof of macrophages M1/M2 ratio skewing in critically ill
COVID-19 patients

Macrophages are major regulators of inflammatory response and also
play a central role in host defenze [19]. They are featured by an
nnponant cell heterogeneity and plasticity. Indeed, in reaction to

(iii) hypoxia associated with ARDS [11]. The cytokine storm also plays a
central role in extrapulmonary muln—o:\gan failure (heart, kidney and
liver) [12]. M , d in 1 killer (NK) and T cell pop-
ulations ascribed to lymphocytopenia have been alzo observed and
correlated to disease severity [13,14]. The cytokine storm promotes
tissue homing of immune cells and thrombosis. Moreover, a post-COVID
syndrome leading to multi-organ sequelae is associated to immunologic
aberrations and mﬂammatory damages 'l'hxs syndmme encompass a
specmnn ofp v, h

renal, ine, di logic and g; 1 injuries.
Current phar logical tr of the kine storm
Since the b of the di many antiviral agents have
been used or are still under clinical evaluation t'or COV]D—IQ (e.g,
lopinavir-ri ir or darunavir-cobici bination: X
tat ovl famostat) [15]. H , once

nnmunologlc compl.lcatlons occur, the use of standalone antiviral
treatment is not sufficient. It should be combined with anti-
inflammatory treatments to manage the cytokine storm as well as anti-
coagulative dmgs Regatdmg the cytokine storm mechanism, the cur-

1 stimuli, phages can adopt different func-
tional programs. Macrophages can either differentiate through a pro-
inflammatory (Ml) or anti-inflammatory (M2) phenotype [12]. M1
m h polari is diated by IFN-y, TNF-a or lipopolysac-
charides stimulation. M1 transformation hallmarks are both the induc-
ible nitric oxide synthase (iNOS) expression and the pro-inflammatory
cytokines IL-1p, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a and chemokines CCL2, CCL3,
CCL4, CCL5, CCL8 production. This leads to pathogens destruction for
which the time-window of inflammatory processes usually ranges from
hours to days, but it has been shown that it can last for months or years,

Iting in Iving infl On the other hand, M2
m h polarizati i other interleukins stimulation
(namely IL-4 and IL-13) and p p lation of genes iated

to tissue repair and remodeling (e.g., algmm 1 (argl)) [18]. M2 mac-
rophages exert their anti-inflammatory response via some specific cy-
tokines like IL-1, IL-13, tumor growth factor (TGF)-p and chemokines
CCL1, CCL2, CCL13 [15]. Therefore, M1 and M2 macrophages can easily
be distinguished by their cytokine profiles az well as the expression of
cell surface markers.

M1/M2 h bal is finely lated by specific signali
pathways. NF-xB and signal transducer and activator of transcription
(STAT) 1 signaling pathways lead to M1 phenotype, while STAT3,
STATG6 and PPARY signaling pathways favor the M2 phenotype [19]. An
imbalance between these two phenotypes has been already observed in
chmmc inflammatory diseases such az asthma, chronic obstructive

and ch kines proﬁles at the systemic level

rent therap app ist in: (l) supplementing with IFN-A to
P i innate i ity, (ii) using i (e.g., corti-
ey . lobulins) to Z hal %
(iii) inhibiting cytokine productions (ag, IL-1 or IL-6 g TNF p y di or ath ! [20,21].
blockers, IFN-a/p inhibi in, hospholipid A ding to cy
hi ine-1-phosph ptor 1 ag andstemcell therapy), (iv)

scavenging cytokines (hemofiltration), (v) inhibiting mononuclear
macrophage recruitment and action (toll-like receptor (TLR) 7 antago-
nist and C-C monf chemokine receptor type (CCR) 2 blockers), and/or
(wi) h the lar barrier by activating the endothelial Slit-
Robot4 signal pathway [12,15,16].

The period of treatment adnummanon for SARS-CoV-2 iz crucial.
Indeed, an early exp of the d strategies may inhibit
the onset of the host's i P , for le if drugs are

dmini d too early. Hi , the best strategy is to act before the
production of pro-i ry cytoki For i re, montelukast
commonly used in the treatment of persistent asthma has recently been
proposed for COVID-19 treatment in an intensive care unit [17]. Mon-
telukast can inhibit cytokine production through the inhibition of the
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB)

of critically ill patients (e.g., IL-1p, IL-6, IL-12, TNF-a and CCLS), it has
been suggested that macrophages involved in the cytokine storm have
the pro-inflammatory M1 ph pe [22]. H , such an observa-
tion still needs to be validated in clinical !

phages polarisation and arguments for
supportive therapy with short-chain fatty acids

Clinical characteristics of patients who develop severe forms of
COVID-19 consistently suggest the contribution of intestinal dysbiosis.
These patients are those with specific risk factors in relation to un-
healthy gut microbiome status [23]. Moreover, COVID-19 infection it-
self iz aszociated to the alteration of the gut microbiome characterized
by an enrichment of opportunistic organisms and depletion of beneficial
commensals [24.25]. Therefore, there is a link between gut microbiota
alterations and the pathophysiology of COVID-19. Maintaining a healthy

ible strategy to tame COVID-19 severity. Gut

signaling pathway, which d 1 pro-inflammatory mediators.

This app 'h seems p g since the blockade of cytokine prodt bi status is a p
tion might be efficient in p ting pro-infl y i

The hypothesis

iz} as a key factor of host immune system homeostasis
and its composition has been found depleted with bacteria associated to
immunomodulatory effects in some COVID-19 patients [24]. Further-
more, mmtmzl dysbiosis has been linked to the decrease of main pm-

In the present article, we aim to propose a new gy i dto lving mec Paecalibm:mum pr i, a butyrate-prod
block the immune system overactivation. It is worth mentioning that bacteria, has been found depleted in critically ill p [26]. Thiz
aﬁnrvuus _g macrophages polarize the pro- has also been associated to a pr y state fe i by (i) a

fl v M1 p ype. M1 h ivel pro- d of regulatory T cells and (ii) polarization of macrophages into

inflammatory cytokmes which in turn drive vu‘al mpllcanon and facil-
itate spreading of path in the p and tissue damage [18].
Th , 2 Very p g therapeutic alternative could be to modu-
late the differentiation of macrophages in order to orient them towards
the anti-infl y M2 phy ype.
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the M1 phenotype [27].
Short-chain fatty acids (SCFAs) belong to the pro-resolving media-

tors that parti in the dy k to regu-
late immune resp SCFAz are produced by the gut microbiota from
the anaerobic fermentation of indigestible polysaccharides such as di-
etary fibers and resi hes. Acetate, prop and butyrate are
key since they the ication b the host and the

microbiome, playing an important role in host homeostasiz [25]. SCFAs
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Fig. 1. The proposed mechanism of
short-chain fatty acids to prevent cyto-
kine storm and multi-organ failure. (1)
SARS-CoV-2 enters and colonizes the

host organiom mainly through the air-
ways. (2) Intestinal dysbiosis is found in
patients with severe forma of COVID-19.
L b ia is aloo ob d and
SARS-CoV-2 inhibits regulstary T cells
and leads to activation of the NF-xB
signalling pathway which promotes the
cytokine storm. (S) Supplementation
wuhbn:ynmewuldhglpmhmzdu

storm through the & ion of
hmdpadiwayandplmof

'y Mz b

M , buty could in the
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can act on various immune cells in the gut to inhibit inflammation
through multiple mechanisms. For instance, they modulate the differ-
entiation of regulatory T cells or inhibit histone deacety'hse (HDAC).
They can also specifically activate some G p

brormbo-infl ol by
activating the t-PA. Created with Bio-
render.com.

" [Thrombo-inflammation

1 Ddimer ”
1 firin b—— t-PA F/©

Chotz

[29]. Butyrate can inhibit adhesion of
phils to the endothelium and iz known to improve allergen-
mduced mﬂzmmanon in mice [29]. M , HDAC inhibi are

(GPCRs, e.g., FFAR2, FFAR3) in order to enhance the mtesnna.l bamu
function and to modulate the immune sy M , buty

g, 1 mﬂammanonandaﬂmmdetmbymodu-
dothelial fi ion and production of pro-inflammatory

lating the

mainly triggers the bolic shift in h ds anti-
inflammatory M2 phenotype via the inhibition of HDAC3 [28]. In
other words, SCFAs may provide a better control of the inflammatory
response, suggesting that their therapeutic propertiez are worth
exploring.

Focus on the systemic anti-inflammatory effects of butyrate

SCFAsamﬂmabsorbedbymmmnaleplﬂlehalceﬂsandmthen
metabolized in the liver. Only a small fracti the
circulation. However, 1thzbeenmggestedthatsy:mcSCFAsm
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cytoki particularly with b SCFAs also imp kidney func-
tion after acute kidney injury induced by ischemi perfusion [28].
Butyrate has been thoroughly evaluated as HDAC inhibitor and pointed
as the most pharmacologically active of SCFA [30]. HDAC inhibition by
butyrate promotes the inhibition of lipopoly haride-induced pro-
duction of nitric oxide (via iNOS) and pro-inflammatory cytokines (IL-6,
IL-12) release [30]. More interestingly, butyrate has shown inhibition of
NF-kB signaling pathway and facilitates the expression of anti-
inflammatory cytokines such as IL-10 in mononuclear cells and neu-
trophils [31]. Recently, it has been shown in gut epxdmlul ongancnds
and in some gastric cells lines that can d genes
essential for SARS-CoV-2 infection (Ace2, 'hnpr:xZ)andcznalso
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ILL
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Fig. 2. Path for the decizion of

py with SCFA. From the blood sample of 2 person tested positive for COVID-19, we propose to perform plazma SCFA

ploﬁlmg,xelzvantcywhnedoug!ndwmmmnudyungud&e&lmﬂuudmxwmgweumpnuwbuﬂdawedxmuuuofdxmu

severity or progression and to decide SCPAs supplementation.

upmgulamd other antiviral pathways [32.33]. Altogether, all these

strong evidence that SCFA and especially butyrate

ibit a worth i ing anti-inflammatory action that might be

used to prevent or alter the course of cytokine storm in critically ill
COVID-19 patients.

Butyrate supplementation for preventing the cytokine storm

Similar to the observations made on experimental models of viral
infection (e.g., Influenza A), we propose that the mﬂammato:y response
during COVID-19i ani d M1/M2 phage p pe
ratio [34]. The M1 phenotype is likely to be associated to the activation
of the NF-xB pathway and the pro-inflammatory cytokine production (e.

M2 phenotype, which in turn might decrease pro-inflammatory cytokine
production. Butyrate is proposed to inhibit the NF-xB pathway by pre-
venting proteasomal degradation of the NF-xB inhibitor, namely IxB. Ji
et al. elegantly demonstrated that butyrate facilitates M2 macrophage
polarization by HDAC inhib and STATG signaling p y activa-
tion. Furthermore, they observed an 1 of M2 markers such as

mx]andfmmdmuyimmmryml(ﬂul) [35]. Furthermore, butyrate

is } to p phil recrui into the airways
via a GPCR-depend ptor and by an al of the CXCL1 syn-
thesis, which isa phil ch ant produced by macroph

[34]. In other words, butyrate supplementation could also limit in-
flammatory cell infiltration in the airways, which in turn might reduce
tissue and vascular disruption. In addition, butyrate also stimulates

g., IL-6, IL-12, TNF a). This could a(lempamanyexplmntheobaewed
ive cy ! Th -1 ive is to

the M1/M2 balance ratio by favoring M2 macrophage differentiation.

Butyrate supplementation is expected to help polarize macrophages into
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h iesis by favoring the d P of h progenitors
with the M2 ph pe [36]. Through the expression of the ip-
tion facmrﬁwkhmd box protein P3 (foxp3) butyrate also promotes reg-
ulatory T cells, which modulate the i 37 and anti-
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treatment period

FOLLOW-UP ALLOCATION

ANALYSIS

Placebo

14 days

Treatment period
Blood test 1 (Day 0)

L > Blood test 2 (Day 7) <+

Blood test 3 (Day 14)
Daily clinical events (reports)

!

Primary endpoint
Death, clinical adverse events, severity markers
Sequential organ failure assessment
Secondary endpoint
Virus-negative status
Duration of hospitalization
Number of days in Intensive Care Unit

Fig. 8. Flowchart of the proposed clinical trial. This clinical trial will enrol patients positive for COVID-19 (RT-PCR test) at mild to moderate stage who have co-

orbidities. Aft 4 blood

will be collected at different endpoints for SCFA profile and cytokine dosage. The primary endpoint could

combine clinical adverse events, disease severity markers, sequential organ failure asoesoment, the need and duration of hospitalization, time until virus negativation

or death due to SARS-CoV-2 infection.
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inflammatory cytokines (IL-10). Butyrate is also known to limit the

thrombo-inflammation ph by activating the tissue-

plasminogen activator (t-PA), thus likely to play a role in anti-
lation COVID-19 (Fig. 1).

Evaluation of the hypothesis
Supportive therapeutic strategy with SCFA

The cytokine storm plays a critical role in COVID-19 pathophysi-
ology d ding on phage activation. Supplementation with
SCPAzandespecuﬂybu:yratecouldhelptomodmanethemmm
system activation early on. Our idea is to systematically associate SCFAs
serum profiling, cytokine dosage and/or M1/M2 macrophages ratio
determination in each patient positive for COVID-19 at the early stages
of the disease. In face of the absence of validated borderlines of these
tests in specific cohort of COVID-19 patients, investigations will be
performed ding to limits inely lied for other pathol
This might help to detect intestinal dysbiosis and identify patients at risk
of developing severe immune complications that could benefit from this
supportive therapy. In addition to clinical ch. istics, these p:
eters could also serve to elaborate a strong predictive score of COVID-19
progression and to initiate early butyrate supplementation as a sup-

portive d vul ble patients (Fig. 2).

in such d v

Preclinical proof-of-concept of butyrate as supportive therapy

R tly, butyrate shows beneficial effects in influenza-
mducedmxeby, il i il recrui into the
airways [34]. These muhs have driven the hypothem that butyrate
could serve as a supportive therapy during COVID-19 infection. Pre-
clinical investigations performed with gut epithelial organoids or gastric
cell lines have shown down-regulation of SARS-CoV-2 entry genes under
butyrate [32.33]. Another level of proof-of-concept could be
reached by investigating the effects of butyrate supplementation in a
relevant mouse model of SARS-CoV-2 infection. This could be achieved
with mice exp g h ACE2 enzyme, inoculated with SARS-CoV-
2 that develop ARDS within five days [37].

Clinical trial design

Our hypothesis could be tested through a randomized double-blind
prospective trial. This trial would enroll patients tested pocmve for
SARS-CoV-2 by reverse transcription pol chain (RT-
PCR) and who are at risk of progressing to severe COVID-19 (older pa-
nentx wnh conﬂrmed co—moﬂndlnes like heart disease, hypemennon

p v di 'y, diabetes). After the
would be randomized to either “butyrate” or
“placebo” groups. Patients would be proposed either butyrate capsules
or placebo on a daily basis and for a fortnight. A remote telehealth
monitoring service for clinical events would be performed from diag-
noﬂstomeﬂnaloumomtmlswouldmcludemeuseofvahdazed
specific and g 1 health i i to d pro-
gression. Blood samples would be coll d before initiation
and at 7 and 14 days after, for SCFA profiles and cytokine dosage. The
primary endpoint could be a combined score aggregating clinical
adverse events, severity markers, sequential organ failure assessment,
the need and duration of hospitalization, time until virus negativation or
death due to SARS-CoV-2 infection (Fig. 3).

P q

Conclusion

The cytokine storm acts as a critical factor in the occurrence of
severe-to-death patients with COVID-19. This event is mostly defined by
the unbalanced increase of circulating pro-inflammatory cytokines,
which in turn may lead to multi-organ failure. To counterpoise this
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phenomenon, we propose an early identification of patients at risk by
investigating macrophages polarization. The decision to supplement
with butyrate will be made on the basiz of SCFA profiles, cytokine
dosage and M1,/M2 macrophage ratio. SCFAs and mainly butyrate can
be considered as pro-resolving mediators due to their already known
role in the immune response modulation. It is important to note that pro-
resolving mediators have the major advantage of not blocking the initial
immune response but rather downregulating the process to resolve
inflammation, which is crucial during COVID-19.
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Roéle du co-métabolome intestinal en transplantation : contribution des acides gras a
chaine courte a ’lhoméostasie digestive et a I'immunomodulation

La transplantation d’organe est proposée aux patients pour la prise en charge de certaines pathologies
terminales. Les traitements immunosuppresseurs sont actuellement 'un des piliers de la prise en charge
des transplantés. Cependant, cette prise en charge tout au long de la vie d’un patient transplanté peut
étre a l'origine d’une iatrogénie médicamenteuse. De récentes avancées dans I'’étude du microbiote
digestif soulignent le réle fondamental de ce microbiote dans I'homéostasie du tube digestif, souvent
altérée par certains immunosuppresseurs ainsi que dans la régulation du systéme immunitaire. Au cours
de cette thése, nous nous sommes intéressés a I'impact des altérations du microbiote digestif en
période post-transplantation sur la réponse aux immunosuppresseurs. Dans un premier temps, nous
nous sommes consacres a l'étude de lintégrité de la barriére intestinale lors d’un traitement
immunosuppresseur. Ces résultats nous ont permis de proposer un score de gravité de cette
perméabilité qui combine le dosage des lipopolysaccharides avec le dosage plasmatique des acides
gras a chaine courte (SCFA) qui sont des métabolites majoritairement issus du microbiote. Ces travaux
rapportent pour la premiére fois I'existence d’'une perméabilité intestinale chez les patients transplantés.
Dans un deuxiéme temps, nous avons caractérisé les altérations fonctionnelles du microbiote digestif
pouvant expliquer cette perte d’'intégrité de la barriére intestinale et évalué une stratégie thérapeutique.
Nous avons montré, a l'aide d’'un modéle d’entéropathie liée a I'acide mycophénolique a différents
stades de gravité (modéré et sévére), une altération fonctionnelle du microbiote caractérisée par la
diminution de la production des SCFA et une altération des jonctions serrées entre les cellules
épithéliales au niveau du colon. La supplémentation en SCFA dans ce modéle d’entéropathie modéré
corrige la perte d’expression des protéines de jonction. Au cours de ces travaux, nous avons également
développé, validé et standardisé un modele préclinique de greffe allogénique de peau chez la souris.
Ce modele servira a explorer I'impact d’'une supplémentation en acide gras a chaine courte sur le
devenir du greffon.

Mots-clés : transplantation, immunosuppresseurs, iatrogénie médicamenteuse, microbiote digestif,
métabolome

Intestinal co-metabolome in transplantation: contribution of short-chain fatty acids to
digestive homeostasis and immunomodulation

Organ ftransplantation is offered to patients for the treatment of some terminal pathologies.
Immunosuppressive treatments are currently one of the mainstays of transplant management. However,
this lifelong management of transplant patients can give rise to drug-related iatrogenesis. Recent
advances in the study of the intestinal microbiota highlight the fundamental role of this microbiota in the
homeostasis of the digestive tract, often the target of certain immunosuppressants, and in the regulation
of the immune system. In this thesis, we investigated the impact of alterations in the intestinal microbiota
in the post-transplant period on the response to immunosuppressants. We started by studying the
integrity of the intestinal barrier during immunosuppressive treatment. These results lead to the
development of a severity score for this permeability that combines the lipopolysaccharide assay with
the plasma assay for short-chain fatty acids (SCFA), which are metabolites mainly produced by the
microbiota. This work is the first to report the existence of intestinal permeability in transplant patients.
Secondly, we characterised the functional alterations in the intestinal microbiota that could explain this
loss of integrity of the intestinal barrier and evaluated a therapeutic strategy. Using a model of
mycophenolic acid-related enteropathy at different stages of severity (moderate and severe), we were
able to show a functional alteration in the microbiota characterised by a reduction in the production of
SCFA and an alteration in the tight junctions between epithelial cells in the colon. Supplementation with
SCFA in this model of moderate enteropathy corrects the loss of junction protein expression. In the
same work, we also developed, validated, and standardised a preclinical model of allogeneic skin
grafting in mice. This model will be used to explore the impact of short-chain fatty acid supplementation
on graft outcome.

Keywords: transplantation, immunosuppressants, drug-related iatrogenesis, intestinal
microbiota, metabolome



