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Résumeé

Les maladies psychiatriques sont de mieux en mieux expliquées par un modele
étiopathogénique bio-psycho-social. Les connaissances grandissantes sur I'association
d’anomalies du microbiote et du systeme immunitaire chez les patients présentant des
troubles psychiatriques conduisent a formuler I’hypothése d’un réle du systéme immunitaire
muqueux au sein de |’axe microbiote-intestin-cerveau dans la biologie des symptomes psycho-
comportementaux. Deux conditions complémentaires ont été étudiées selon deux
hypothéses : il existe des anomalies immunitaires muqueuses intestinales associées a la
symptomatologie psycho-comportementale de I'anorexie mentale, et, il existe des anomalies
neurobiologiques spécifiques des symptoémes psycho-comportementaux liées a
I'inflammation muqueuse intestinale dans les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin. Une premiere étude clinique a répondu a I'objectif de caractérisation du systéme
immunitaire muqueux intestinal en condition d’anorexie mentale chronique. Une étude de
dosage biologique de concentrations en cytokines par technologie Multiplex a été conduite
sur des prélevements de sérum. Ceci issus d'une cohorte rétrospective de patientes
diagnostiquées pour une anorexie mentale restrictive pure ou une anorexie mentale avec
hyperphagie, de patientes présentant une maigreur constitutionnelle, une obésité
constitutionnelle, et des sujets volontaires sains. A la suite, une étude de phénotypage des
populations de lymphocytes circulants a phénotype muqueux a été menée de maniére
prospective dans une cohorte de patientes souffrant d’anorexie mentale restrictive pure ou
d’anorexie mentale avec hyperphagie, de patientes présentant une maigreur
constitutionnelle, et de sujet volontaires sains. La durée moyenne pour les cohortes de
patientes souffrant d’anorexie est respectivement de: 5,5 années et de 4,5 années. Les
résultats font état d’une surprenante absence des marqueurs inflammatoires et une plus
grande fréquence de lymphocytes T régulateurs circulants a été mise en évidence. L'objectif
d’étude du retentissement du microbiote intestinal sur la symptomatologie comportementale
a été menée dans un protocole préclinique. L'étude consiste a I'analyse des dimensions
connues de la symptomatologie clinique de I'anorexie mentale apres transfert du microbiote
intestinal issue de patientes diagnostiquées pour une anorexie mentale aigué avec dénutrition
par gavage de souris axéniques. Les analyses rapportent des anomalies immunitaires
systémiques, des anomalies ovariennes, des anomalies hépatiques, et des anomalies
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comportementales sur la dimension anxieuse et de I'activité physique. Une troisieme étude
exposant une preuve de concept d’analyse de la communication neuro-immunologique,
pouvant étre appliqué a I'étude de la physiopathologie des maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin. Cette étude répond a I'objectif de modélisation in vitro dans un
dispositif microfluidique des interactions neuro-immunologiques constituant une voie de I'axe
microbiote-intestin-cerveau et pouvant étre impliqué dans les symptomes psycho-
comportementaux. L'étude des symptdmes psycho-comportementaux dans le contexte de
maladie inflammatoire chronique de l'intestin a fait I'objet de deux études. Une premiere
étude clinique a consisté a caractériser par des auto-questionnaires psychométriques une
cohorte de patients souffrant de maladie de Crohn et de rectocolite hémorragique déclarant
une expérience de fatigue chronique persistante traités par biothérapie. L’analyse met en
évidence une prévalence plus élevée de handicap fonctionnel et d’aboulie chez les patients
faisant I'expérience d’une fatigue persistante malgré une maladie intestinale quiescente. Ceci
permet d’évoquer |'existence de potentielles anomalies des structures cérébrales impliquées
dans le domaine des valences positives (motivation). Enfin, un protocole préclinique d’analyse
comportementale multidimensionnelle dans un modele murin de colite inflammatoire
chronique induite par DSS est présenté. Cette initiative propose des résultats préliminaires
dans le but de valider un modele d’étude des structures cérébrales et des altérations
comportementales spécifiques d’'un modele murin chronique de colite inflammatoire induite
par DSS. L'ensemble de ces travaux s’intégre dans la dynamique scientifique d’étude du role
physiologique et étiopathogénique de I'axe microbiote-intestin-cerveau. Les résultats de ces
travaux s’intégrent dans le modeéle Research Domains Criteria pour améliorer la
compréhension de la biologie des troubles psycho-comportementaux en apportant des
éléments de preuves pour un réle encore non suffisamment caractérisé pour le microbiote
intestinal et le systéeme immunitaire muqueux dans les symptémes psycho-comportementaux.
Enfin, cette implication pourrait servir aux patients dans une démarche pronostique et

thérapeutique.
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Introduction

A. Comprendre la maladie psychiatrique

1. Epidémiologie des maladies psychiatriques

Les maladies psychiatriques sont définies selon deux classifications internationales : le
Diagnostic and Statistical Managment 5™ édition (DSM-5) de I'association américaine de
psychiatrie (1), et la Classification Internationale des Maladies 11°™¢ édition (CIM11) de
I’Organisation Mondiale de la Santé (2). La prévalence totale de ces pathologies est de 16%
dans la population mondiale (en 2016), et ne cesse d’augmenter, elle a été dernierement
accélérée par la pandémie de SARS-Cov2 (3). Ces maladies atteignent aussi bien les hommes
qgue les femmes, soit 1 milliard de personnes (4). La morbidité des maladies mentales est
mesurée par I'espérance de vie en invalidité corrigée (Disability-ajusted life years). En 2016,
6,8% de I'espérance de vie en invalidité corrigée perdue et 18,7% des années vécues en
invalidité étaient imputées a des troubles mentaux et addictions (5).

Les maladies psychiatriques se manifestent dans la grande majorité comme des
troubles d’évolution chroniques avec une alternance de phases de rémission et de poussées
symptomatiques. Elles entrainent pour leur trés grande majorité un retentissement sur le
fonctionnement de l'individu a court (symptomes aigues) et long terme (symptomes
résiduels). Les symptomes de ces maladies sont dit psycho-comportementaux, car se
manifestant dans le contenu et le cours de la pensée, et dans le comportement
(manifestations objectives de I'individu), secondaires a des mécanismes cognitifs conscients
ou inconscients. Ils ont la particularité d’étre transnosographiques (partagés par plusieurs
tableaux syndromiques de troubles psychiatriques). De facon intéressante, ces troubles
psycho-comportementaux sont aussi retrouvés dans certaines pathologies somatiques
chroniques, témoignant de phénomenes physiopathologiques probablement trés variés. Les
bases biologiques de ces symptomes sont encore trés peu explorées, notamment dans les
formes résistantes aux traitements. Les mécanismes de ces troubles a long terme peuvent
étre secondaires a la maladie elle-méme et la survenue de rechute entrainant des symptomes
persistants (troubles cognitifs de la schizophrénie), mais aussi a la persistance de symptomes
subaigus invalidants (dépressivité des troubles obsessionnels compulsifs). Les maladies

psychiatriques apparaissent toutes cliniquement comme des troubles chroniques car
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entrainant un handicap fonctionnel et évoluant sur des durées longues, allant de quelques
mois a plusieurs années. Ces maladies nécessitent des traitements a long terme pour prévenir
la rechute, ou garantir une rémission. La définition du caractere chronique des maladies
mentales fait appel au type de diagnostic, a la durée du trouble et au retentissement
fonctionnel de la maladie sur les capacités d’autonomie dans la vie quotidienne et les
capacités d’accomplissement personnel ou dans la société (6). La définition d’un trouble
mental chronique, fait donc référence a une population de malade et non a une maladie
particuliére (7). La compréhension des mécanismes biologiques de maintien des symptémes
psychiatriqgues dans une population de malade revét donc une importance particulieére. De
maniere globale, il pourrait permettre une approche pronostique et faire naitre des initiatives

thérapeutiques pour entraver la chronicisation des troubles et le handicap associé.

2. Le modele bio-psycho-social

Le modele bio-psycho-social des maladies mentales intégre les facteurs biologiques,
psychologiques et sociaux s’associant pour le maintien d’'un état de santé, ou pour
I’émergence d’un état de maladie. Les études sur I'émergence des troubles font fréquemment
état d’'un traumatisme psychologique, d’une expérience de vie interpersonnelle négative, ou
d’'un changement environnemental responsable d’une trop grande déstabilisation des
capacités de résilience du sujet, conduisant a la déclaration de I'état de maladie. Associé a un
terrain biologique, psychologique et social défavorable, le sujet va déclarer la maladie sous
I'influence d’une agrégation de facteurs environnementaux intercurrents, déstabilisant
I’équilibre de santé (8). L’évolutivité de la maladie va entrainer la mise en place de mécanismes
biologiques, psychologiques et sociaux d’adaptation aux symptomes psycho-
comportementaux de la maladie. Ces mécanismes peuvent permettre au sujet d’évoluer vers
la résilience, mais aussi vers la chronicisation, menant a I'auto-entretien des symptomes. Des
facteurs environnementaux comme la stigmatisation, I'isolement, les conditions de vie et de
ressources précaires sont des facteurs d’aggravation et de maintien des troubles
psychiatriques, tout comme des changements de modes de pensées et croyances, ou des
modifications biologiques existantes ou constitutives selon la génétique du sujet (9).

La physiopathologie des troubles psychiatriques, pour le versant biologique, implique
le cerveau, comme organe atteint, et produisant les expériences vécues par le patient et les

manifestations comportementales. L’altération des structures cérébrales détermine les
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symptomes de la maladie (cortex pré-frontal dans la dépression). L'étiologie des
dysfonctionnements neurologiques dans les maladies mentales apparait comme secondaire a
une interaction complexe entre une susceptibilité polygénique et la pression de facteurs
environnementaux. Ces facteurs peuvent étre trés variés dans leurs nature (agents toxiques,
agents infectieux, stress psychologique, événement interférent avec le neurodéveloppement)
et dans leur temporalité d’action, qui selon les capacités de résilience du sujet, entraine un
impact suffisant pour que les |ésions au niveau cérébral conduisent a une émergence des
troubles (10). Parmi les Iésions, on retrouve des troubles de la neuroplasticité et de la
synaptogenése, des modifications de la conduction des signaux entre aires cérébrales, une
hypo ou hyper excitabilité de certaines zones. Il existe des similarités entre les troubles
psychiatriques sur le plan symptomatologique, et il est par exemple considéré des continuums
entre les troubles (schizophrénie et trouble bipolaire en passant par le trouble schizo-affectif).
Des similitudes entre certaines formes de troubles du spectre autistique et I'anorexie mentale
(AM) ont conduit notre équipe a rechercher des arguments sur I'existence de mécanismes
physiopathologiques partagés du coté de I'immunologie et conduit a la publication de notre
premiere revue (11). L'axe microbiote-intestin-cerveau (MIC) représente une réelle

opportunité de révolutionner la compréhension et le traitement des troubles psychiatriques.

3. Hypothese neuroinflammatoire des troubles mentaux

La neuroinflammation est un phénomene physiologique principalement médié par les
cellules gliales (astrocytes) et la microglie au niveau du cerveau. Ces cellules sont essentielles
pour le bon fonctionnement du systéeme nerveux puisque impliquées dans les phénomenes
de défenses aux pathogenes et dans les phénomeénes de neuroplasticité (apprentissage et
mémorisation). Les anomalies du fonctionnement cérébral peuvent étre expliquées comme
une conséquence d’une dysrégulation de I'inflammation, devenant neurotoxique. Les facteurs
de dysrégulation apparaissent multiples, dont le stress psychologique, l'inflammation
systémique, les infections latentes (12). Les premiers arguments pour une théorie
neuroinflammatoire des troubles psychiatriques s’appuient sur le syndrome maladie, décrit
initialement par R. Dantzer. Lors d’une infection, la réponse inflammatoire systémique est
associée a un syndrome psycho-comportemental : repli social, diminution des capacités
cognitives, diminution de la motivation et des conduites instinctuelles (sexualité, éveil, prise

alimentaire) (13). Il est retrouvé des symptdmes psychiatriques dans des tableaux de maladies
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neurologiques a médiation inflammatoire : encéphalite a auto-anticorps anti-NMDA, sclérose
en plaque, maladie de Huntington, démences (14). Ces éléments ont ouvert des perspectives
de recherche dans les principaux syndromes psychiatriques. Les études dans le champ du
syndrome dépressif rapportent des preuves pour un détournement de mécanismes
biologiques en faveur de I'inflammation. La sérotonine est synthétisée a partir du tryptophane
par I’enzyme tryptophan hydroxylase. La présence de cytokines pro-inflammatoire va orienter
la voie métabolique du tryptophane vers la voie des kynurénines, par activation de I'enzyme
indoléamine 2,3dioxygénase (IDO). La kynurénine est un peptide important pour le systeme
immunitaire et ayant une action antagoniste des récepteur NMDA. L’acide kynurénique est
impliqué dans de nombreux troubles psychiatriques comme la schizophrénie (en exces) et la
dépression (en déficit), et présente une activité neuro-protectrice de réduction du stress
oxydatif. Le métabolite final de la voie est I'acide quinolinic qui entraine une forte souffrance
neuronale par un effet agoniste sur les récepteurs glutamatergiques, et la stimulation du
stress oxydatif. Il en résulte une toxicité sur la fonction excrétrice des neurones
glutamatergiques. Cette molécule a notamment été retrouvée élevée au niveau plasmatique
chez les patients dépressifs et les suicidés, ainsi que chez les patients souffrant de dépression
induite par des immunothérapies (interféronthérapie). Les études post mortem chez ’homme
montrent une réduction du métabolisme de la kynurénine dans le cortex pré-frontal (PFC). Il
apparait également que l'induction d’une inflammation localisée au niveau de I’"hippocampe,
secondairement a la stimulation de la microglie par des cytokines pro-inflammatoires
périphériques (secondaire a une infection ou une souffrance tissulaire), induit une forte
limitation des capacités de neurogénese et de neuroplasticité, reliées au syndrome
psychiatrique dépressif (15). Concernant la schizophrénie, il est retrouvé dans plusieurs méta-
analyses une élévation des cytokines pro-inflammatoires au niveau sérique et dans le liquide
céphalo-rachidien, ainsi que sur des analyses post-mortem de cerveau de patients. Les
conséquences de la neuroinflammation dans la schizophrénie sont plutét reliées au syndrome
négatif (16). Concernant le trouble bipolaire, il est mis en évidence une forte implication d’un
déréglement de I'axe hypothalamo-hypophysaire (HPA), a l'origine d’anomalies sur la
physiologie des glucocorticoides, médiée par les réactions au stress de I'alternance de phases
maniaques et de phases dépressives. Le déréglement chronique entraine des altérations du

fonctionnement des cellules nerveuses au niveau du métabolisme calcique (17). Ce
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mécanisme semble aussi impliqué dans le syndrome dépressif et les troubles anxieux.
L'inflammation localisée dans les structures cérébrales du circuit de peur et de la récompense
(Figure 1) conduit a des réactions comportementales inadaptées : soit excessives dans
I'anxiété, soit insuffisantes dans la dépression (18). Enfin, il a été démontré un effet anti-
inflammatoire des molécules antidépresseurs inhibiteurs sélectif de la recapture de la
sérotonine sur les concentrations élevé d’interleukine (IL)-6 et d’IL-1B chez les patients
présentant un épisode dépressif majeur (19).

Ces éléments alimentent fortement I’hypothése d’une participation non négligeable
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Figure 1 : Représentation schématique des régions cérébrales présentant une activation inflammatoire dans

les circuits clés de I'anxiété et de la dépression. (Guo et al. 2023).

du systeme immunitaire dans le spectre des troubles psychiatriques, malgré I'absence
d’identification de marqueurs spécifiques, et [I'identification de mécanismes
neuroinflammatoires dans certains sous-groupes de patients (14).

Fort de ces nouvelles hypotheses et découvertes, il est proposé de traiter les troubles
psychiatriques en ayant recours a des stratégies d'immunomodulation. Il est connu que les
anti-inflammatoires non stéroidiens, en co-thérapie avec les antidépresseurs montrent une
potentialisation des résultats sur les symptémes dépressifs de certains patients (20). Les
traitements biologiques par anticorps monoclonaux anti-inflammatoires sont désormais

couramment utilisés dans le traitement de maladies neurologiques a médiation
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immunologique comme la sclérose en plaque. Des essais cliniques sont en cours dans la
schizophrénie notamment avec le rituximab (21) , par I'utilisation de I'adalimumab (anti-TNFa)
(22) comme adjuvant du traitement antipsychotique. Ceci améliore les scores a I’échelle de
symptomatologie PANSS alors que le tocilizumab (anti-IL-6) (23) n’a montré aucune efficacité.
La co-thérapie d’antidépresseur et d’adalimumab chez des patients dépressifs avec une
élévation de la concentration de protéine C réactive plasmatique, a montré une efficacité sur
la symptomatologie (24), contrairement a linfliximab (anti-TNFa) qui n’a pas permis
d’amélioration clinique (25). La minocycline, molécule antibiotique de la famille des
tétracyclines, a aussi fait I'objet d’intéréts car elle possede une activité anti-inflammatoire a
forte dose et immunomodaulatrice sur la microglie (26). Des études ont été menées dans la
dépression, la schizophrénie et le trouble bipolaire (27).

Depuis peu d’années, le microbiote intestinal (MI) apparait comme un facteur majeur
dans la physiopathologie des troubles psychiatriques. Il apparait essentiel au
neurodéveloppement et au bon fonctionnement du systéme nerveux et peut représenter une
nouvelle cible thérapeutique (28). Son implication notamment dans les troubles du spectre de
I'autisme est grandissante. L’hypothése principale est celle d’une neuroinflammation intra-
utérine a I'origine de trouble du développement cérébral (29). Son implication au sein de I'axe
MIC suppose aussi une implication forte au sein de la physiopathologie des troubles mentaux.
La compréhension des mécanismes biologiques a I'ceuvre entre Ml, inflammation et trouble
psychiatrique offre I'opportunité d’innovations diagnostiques et thérapeutiques nécessaires
aujourd’hui a la santé mentale. Il émerge méme actuellement des stratégies nutritionnelles
pour accompagner le traitement des troubles psychiatriques (30), basées sur des études
démontrant l'intérét de la supplémentation en acide gras oméga-3 (20). Le systéme
immunitaire muqueux intestinal est aussi une cible thérapeutique potentielle pouvant étre
modulé comme dans les traitements des maladies inflammatoires et auto-immunes (28). En
effet ce systeme biologique est en relation étroite avec le MI, fortement impliqué dans sa
surveillance et dans le maintien de son homéostasie, et est capable de communiquer des
signaux intégrés, tout comme le systéme nerveux. L'approche microbiologique, nutritionnelle,
et immunologique en santé mentale conduit a une approche intégrative et personnalisée des

soins en psychiatrie (31) via le Ml et I'axe MIC (32).
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4. Epidémiologie et clinique de I'anorexie mentale

Les troubles des conduites alimentaires sont un large spectre de pathologies
caractérisées dans le DSM 5 par la présence d’une perturbation significative et durable de la
prise alimentaire entrainant un retentissement majeur sur la santé et le fonctionnement du
sujet : conséquences nutritionnelles, physiologiques sur I'ensemble de I'organisme, psycho-
comportementales et sociales. Ils comprennent I’hyperphagie boulimique (HB), la boulimie
nerveuse (BN), 'AM, le trouble de restriction ou évitement de lingestion d’aliments
(Avoidant/Restrictive Food Intake Disorder, ARFID) et les troubles des conduites alimentaires
non spécifiés (Other Specified Feeding or Eating Disorders, OSFED) (1).

Leur symptomatologie liée a la prise alimentaire peut induire des conséquences
importantes sur la santé physique du sujet, avec des troubles métaboliques reliés aux
perturbations des ingesta, par restriction entrainant une dénutrition dans le cas de I’AM, ou
exceés quantitatif et qualitatif de groupes de nutriments, aboutissant a une situation de
surpoids ou d’obésité dans le cas de I'HB. Leur co(it, morbidité, mortalité et impact sur la
qualité de vie est considérable (33). Pour I'ensemble des troubles des conduites alimentaires,
62 a 70 % des patients ayant été traités en hospitalisation et 35 % de ceux ayant recu un
traitement ambulatoire évoluent vers une forme chronique de leur trouble (10-20 ans selon
les études longitudinales) (34).

L’AM se caractérise par une prévalence féminine trés importante (9 cas féminin pour
1 masculin) et présente sous plusieurs formes cliniques :

- L’AM se caractérise par une incapacité cognitive, émotionnelle et comportementale a
maintenir un poids corporel a une valeur minimum compatible avec une vie normale,
une peur intense de prendre du poids, non soulagée par la perte de poids induite par
la maladie, et une altération significative de la perception de la forme du corps avec
focalisations sur certaines parties (dysmorphesthésie). Il existe au début une lutte
active contre la sensation de faim avec des comportements de restrictions
alimentaires, puis un émoussement de la perception de la sensation de faim et de

satiété survenant tardivement quand la dénutrition devient sévere (35).

- On distingue deux grands types d’anorexie mentale : la forme restrictive pure ; la
forme avec conduite purgatives associées a un type de vomissements et/ou la prise de

médicaments a but purgatif (le plus souvent des laxatifs, plus rarement des diurétiques
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ou autres substances). En réalité, il existe un continuum entre les deux formes qui
peuvent se succéder au cours de I'évolution de la maladie chez le méme patient. Des
rituels alimentaires peuvent apparaitre avec sélection qualitatives d’aliments trés peu
caloriques, découpage en tres petits morceaux, consommation excessive d’épices,
prise de repas brulants, lenteur extréme a l'ingestion des aliments (repas qui durent
plusieurs heures). A cette symptomatologie alimentaire, s’associent fréquemment des
niveaux élevés de symptdomes d’anxiété et de dépression rapportes chez des
personnes souffrant d’AM (36,37) ; ces symptdmes se sont réveles étre au moins
partiellement lies a la malnutrition (38). Une étude récente a décrit une relation
positive entre I'évolution des symptoémes anxio-dépressifs et |'état nutritionnel
pendant le traitement hospitalier de I'’AM, mais le mécanisme biologique sous-jacent
reste incertain (37). Par ailleurs, 31 a 80 % des personnes souffrant d’AM peuvent
présenter une utilisation problématique de l'activité physique (UPAP). Celle-ci est
défini par un niveau, une intensité et une fréguence anormalement élevés d’activité
physique au regard de I’état de dénutrition (39). L'UPAP est associe a des rechutes et
a la chronicisation de la maladie (40,41). Tres souvent et surtout au début de la
maladie, les patients présentent un déni de la perte pondérale, des difficultés
alimentaires et une ambivalence a la prise en charge, rendant difficile la prise de
conscience des troubles et de leurs conséquences ainsi que I'adhésion aux soins. L'AM
était définie cliniguement par I'association de la triade anorexie, amaigrissement et
aménorrhée, cependant dans les critéres diagnostic du DSM-5, le dernier critere a été
supprime du fait de la large prescription de substitution hormonale rendant

I'aménorrhée artificiellement absente du tableau clinique (42).

Anorexie mentale prépubére (entre 9 et 12 ans) : I’AM prépubére ou a début précoce
est considérée comme une maladie rare. C'est une forme grave et peu connue d’AM
dont les symptémes peuvent se manifester chez I'enfant dés I’dge de 7-8 ans. Elle
associe une aménorrhée primaire, un retard staturo-pondéral et une ostéoporose

sévere (43).

Anorexie mentale tardive : les symptomes apparaissent au-dela de I’age de 25 ans avec
fréqguemment, dans les antécédents, un épisode mineur de troubles des conduites

alimentaires passé inapercu a l|’adolescence (forme sub-syndromique) (44). La
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décompensation apparait fréqguemment a la suite d’'un événement de vie marquant

(mariage, naissance, deuil, etc.)

Anorexie mentale chronique ou anorexie mentale sévere et durable : la définition de
la persistance des symptomes d’AM selon le DSM 5 n’est pas consensuelle (45).
Plusieurs critéres apparaissent important : la durée d’évolution de maladie sans
consensus établi (3 a 7 ans) (45-47), I’échec des traitements bien conduits, mais sans
en spécifier la nature, enfin, une maigreur se caractérisant par un IMC inférieur a 17.5
kg/m? (48). Une étude qualitative a été menée chez des patientes atteinte d’AM selon
le DSM 5 et présentant une maladie évoluant depuis au moins 7 ans, évaluant les
expériences vécues par les participants dans le cadre de leur maladie chronique,
confirmant l'intérét de la durée d’évolution de la maladie, mais aussi la présence de
complications médicales séveres, le degré de handicap fonctionnel de la maladie, et le
nombre d’échec de traitement. Le critere morphologique par I'IMC n’est pas a
considéré pour les patientes qui décrivent que celui-ci ne reflete pas la complexité de
la maladie (49). Les études longitudinales rapportent que 64% des patients
diagnostiqués pour une AM présentent encore des critéeres diagnostiques a I'issu du
suivi (10-20 ans)(34). Une revue systématique de la littérature a décrit sur 1693
patients en Allemagne entre 1985 et 2005, diagnostiqués pour une AM selon le DSM
IV. L"échantillon de I’étude avait une moyenne de suivi de 7.1 +5.9 ans. 16,1% des
patients présentait toujours des symptomes permettant de poser le diagnostic d’AM
selon le DSM-IV, et 39.9% présentant une symptomatologie moins importante
compatible avec le diagnostic de troubles des conduites alimentaires non spécifiques
(EDNOS du DSM V). 29.1% des sujets étaient en sous-poids. Sur un sous échantillon
présentant une durée de suivi de 20.3 ans + 1.1 an, une rémission a été constatée dans
39,3 % des cas et une rémission partielle dans 3,6 % des cas. L’AM persistait dans 9,8
% des cas et 4,5 % ont développé une boulimie (50). Les éléments intervenant comme
facteurs de maintien de I’AM ne sont pas connus. Walsh propose un modeéle proche
des addictions : les particularités alimentaires sont une habitude de la vie du sujet, se
consolidant au long de I'évolution de la maladie, avec des renforcements cognitifs
positifs entrainant leur maintien, mais aussi leur majoration et leur rigidification. Ce
renforcement par conditionnement conduit a une récompense : la perte de poids et
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I’'apparence physique (51). De maniére intéressante, ce modéle s’adapte a la clinique
présentée par les patients avec les caractéristiques d’anosognosie, pouvant étre
considéré comme un stade de pré-contemplation. La restriction et le refus de
nourriture interviennent comme moyens de controle les émotions négatives. Une
étude ancienne a étudié par le questionnaire URICA-S le stade de changement dans
lequel se trouve un échantillon de patientes diagnostiquée pour une AM selon le DSM
IV et étant hospitalisés. La cohorte présentait une durée moyenne d’évolution de la
maladie de 8.6 ans +8.84 ans. Le stade de maintien apparait associé a une forte
symptomatologie rapportée par I'échelle SCL-90, le stade d’action est rapporté
négativement corrélé aux symptomes de I'échelle SCL-90 (52). Avec le temps, un
équilibre chronique relativement stable, maintenu par la restriction alimentaire et
pouvant étre aggravé par l'alimentation s’installe. De nouveaux mécanismes sont
depuis peu suggérés, tels que des déséquilibres dans le microbiote intestinal, comme

mécanismes adaptatifs (53).

Anorexie mentale masculine : I’AM masculine typique répondant a tous les critéres
diagnostiques du DSM-5 est rare, cependant les formes sub-syndromiques sont plus
fréquentes. Certaines spécificités existent, notamment les antécédents de surpoids et
d’obésité dans I'enfance. Les troubles de I’érection et de la libido remplacent
I'aménorrhée, I'identité de genre est souvent mal investie. La quéte de maigreur est
souvent remplacée par la recherche d’une silhouette athlétique sans graisse sous-
cutanée avec une hyperactivité sportive importante. Les conduites de purges semblent
plus souvent associées a I'anorexie. Il n’est pas rare que le comportement alimentaire
restrictif du garcon s’installe sur un terrain de comorbidité psychiatrique (telle par

exemple un trouble de la personnalité ou un trouble psychotique) (54).

L’AM est le trouble le plus sévere de cette catégorie, et présente la plus forte mortalité

des troubles psychiatriques. Le ratio standardisé de mortalité (sur I’age et le sexe) déterminé

par des méta-analyses et revue systématiques de la littérature varie selon I'age des sujets

considéré (55,56) variant de 5.9 (95% Cl 4.2—8.3) (55) et peut atteindre 16 fois plus de risque

de décés a 5 ans par rapport a la population générale (57), alors que le risque relatif est de 2,2

(1C95% : 2,1-2,3) pour la mortalité due aux troubles mentaux par rapport aux témoins (calculé

sur 148 études)(34). La méta-analyse la plus récente, de M. Guinhut et al. a évalué la mortalité
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standardisée a 5 ans, chez des patientes diagnostiquées pour une AM selon le DSM IV (incluant
le sous type restrictif et hyperphagie boulimique) agées de minimum 15 ans, pris en charge
en hospitalisation pour un état de dénutrition sévere ou de complications médicales liées a la
malnutrition ou a la renutrition. La moyenne de durée d’évolution de la maladie était de 9.8
années (+ 9.3 années). Le ratio standardisé de mortalité a été calculé a 5,2 (IC95% = [3,8 ;7,0])
pour les patients de centre de soin de niveau secondaire et peut atteindre 6,5 (IC95% =
[3,5;12,3]) pour les centres de soin de niveau tertiaire, et méme 15,9 (IC95% [11.6-21.4]) dans
une unité de recours nationale pour des conditions de dénutrition extréme (57). Lincidence
générale de 'AM a été évaluée par des méta-analyses, Martinez-Gonzales et al. a étudié 35
études de 1980 a 2019, rendant un taux de 0.5 a 318.9 cas pour 100 000 femmes par an, et de
0.6 a 37.1 cas pour 100 000 femmes par ans pour les adolescentes. Cette grande variabilité de
I'incidence en population générale s’explique en partie par la grande variabilité géographique
de l'incidence de I’AM, les critéres diagnostics utilisés et la méthodologie d’évaluation, et
I’échantillon de population étudiée (58). Les taux d’incidence les plus élevés correspondent a
I’age de 15 ans selon une récente revue systématique (56).

La prévalence vie entiére de I’AM (diagnostiquée selon les critéres du DSM 5) varie
entre 0,8% (étude basées sur entretiens) et 3,6% (étude selon 2 échantillonnages) dans la
population féminine agée de 11 a 96 ans (majorité des études incluses dans la méta-analyse
considérait des adultes) (59). les taux de prévalence de I’AM au cours de la vie, qui étaient
compris entre 0,1 % et 3,6 % chez les femmes et entre 0 % et 0,3 % chez les hommes (60).
Selon les critéres du DSM-5, le taux de prévalence global vie entiére apparait plus élevé [0,9%
(IC95% 0,7-1,1)] que selon le DSM 1V (61).

Les stratégies de traitement actuelles de I’AM, recommandées par la Haute Autorité
de Santé en 2010, reposent sur des interventions nutritionnelles, somatiques, psychologiques
et sociaux (62). La stratégie nutritionnelle repose sur la renutrition en tout premier lieu pour
atteindre un poids et un statu nutritionnels adapté a I’dge, obtenir une relation adaptée avec
la nourriture et la prise alimentaire. Il est recommandé une renutrition progressive, associée
a des objectifs pondéraux. En cas de dénutrition sévere, une assistance nutritionnelle par voie
entérale peut étre proposée (63). L'approche somatique se concentre sur le dépistage, la
prévention et le traitement des complications de la dénutrition, en s’inscrivant dans une prise

en charge holistique (62). Les interventions psychologiques ont pour objectifs d’accompagner
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et de promouvoir la réhabilitation physique et nutritionnelle, d’intervenir sur les attitudes
dysfonctionnelles liées a I'alimentation, d’améliorer les relations interpersonnelles et I'estime
de soi, de traiter les comorbidités psychiatriques le cas échéant. La prise en charge par
techniques cognitivo-comportementale et approches systémiques sont recommandées car
ayant fait leurs preuves dans des études interventionnelles (grade B chez les enfants et
adolescents pour la thérapie systémique (64)) (62,65). Il n’existe pas de traitement
médicamenteux spécifique pour I'’AM (66). Le recours aux psychotropes concerne le
traitement des comorbidités psychiatriques (67). La rémission apres traitement est évaluée
entre 18%, 25% a 6 ans et 60.3 % a 13 ans (33).

Le modele étiopathogénique bio-psycho-social semble le plus pertinent pour
comprendre '’AM dans sa globalité. C. Munro et al. ont mené une étude mixte (quantitative
et qualitative) selon une approche triangulée proposant une approche intégrative exposé ici.

Il est identifié quatre besoins psychologiques fondamentaux (adapté a la clinique des
patientes anorexiques): la sécurité émotionnelle, le contréle et la compétence, la
« nurturance » (ce qui donne de I'espoir/réconforte) et I'acceptation; et quatre besoins
physiques : la sécurité physique, |'activité, I'alimentation et le repos. L’hypothése est un
dysfonctionnement global, entravant la satisfaction de ces besoins fondamentaux chez les
patientes AM. Les dysfonctionnements impliguent des systémes neurobiologiques,
physiologiques et psychologiques qui poussent et motivent normalement les humains a se
comporter de maniéere saine et adaptative pour satisfaire leurs besoins fondamentaux.

Il existerait un traitement inadapté des émotions, engendré par des événements
traumatisants, I’environnement sociétale ou les conditions de construction de soi. Les états
émotionnels négatifs tels que I'anxiété, la peur, la honte, la culpabilité, le dégot, la colére et
la dépression sont dominants dans I'AM. Il a été décrit une perturbation du traitement
neuronal des émotions chez les patients souffrant d'AN (68), a la fois avant et aprés la prise
de poids, suggérant que cela n'est pas simplement secondaire a la restriction alimentaire. Il
est décrit une sensibilité accrue et un biais attentionnel envers les stimuli menacants, tels que
les expressions faciales exprimant la critique et la domination. Il est également décrit une
mauvaise reconnaissance des états émotionnels chez le sujet lui-méme, et les autres. Le
systeme de "protection contre la menace" et le systeme de "pulsion-réussite" sont

prépondérant. Le systéme de "calme-connexion" est rarement sollicité chez les patients. Cela
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se traduit par des états émotionnels négatifs les rendant vulnérables, des comportements
motivés et engagés, la fierté d'avoir atteint la minceur et I'absence de sentiments de
satisfaction, de calme, de sécurité ou de sireté. Si le systéme de « calme-connexion » est
défaillant, il entraine un changement physiologique avec une activation accrue du systéme
nerveux sympathique, des systemes de protection contre les menaces et de motivation pour
atteindre les objectifs. En d'autres termes, un plus grand sentiment de menace conduit a une
vigilance et a une activité accrue et a moins de repos et de socialisation. La restriction
alimentaire et la suractivité peuvent en fait représenter des mécanismes physiologiques
inadaptés pour réguler un systéme nerveux autonome dysfonctionnel.

Il existe chez les patientes un sentiment puissant d'un soi honteux et redouté, qui est
si dégoltant et inacceptable qu'il doit étre controlé et caché a tout prix. Ces croyances
déformées et ce sentiment de soi entrainent des comportements d'adaptation physiques,
psychologiques et relationnels inadaptés. Il est proposé une hypothese selon laquelle les
modes d'adaptation psychologiques inadaptés générent des comportements intra-personnels
et inter-personnels, qui conduisent et maintiennent a la présentation psychosociale de I'AM.

Les mécanismes physiologiques et psychologiques fournissent une récompense a court
terme en donnant la priorité au besoin de se sentir en sécurité et d'étre accepté dans la
société. Alors, le besoin de se sentir en sécurité et acceptable a court terme est favorisé, plutot
gue de la satisfaction adéquate des besoins fondamentaux a moyen et a long terme (69).

Ces constatations, doivent aussi s’intégrer dans une dimension génétique,
environnementale, biologique, faisant alors la complexité de I'étiopathogénie de I'AM. Les
hypothéses de la sphéres biologiques sont présentées dans le chapitre suivant.

Le traitement de I'AM nécessite I'identification de cibles thérapeutiques
physiopathologiques pour ouvrir la possibilité de proposer des stratégies thérapeutiques
innovantes et personnalisées, actuellement non disponible. Il est aujourd’hui admis que les
altérations de la prise alimentaire étant des facteurs majeurs de modulation du M, elles
entrainent des conséquences sur la physiologie immunitaire intestinale et la physiologie
cérébrale a travers I'axe MIC. Cela représente un modele idéal d’étude du réle de I'axe MIC
dans la physiopathologie des symptomes psycho comportementaux et les stratégies
innovantes de traitement en santé mentale. Les TCA sont souvent associées a un certain

déséquilibre de I'écosysteme intestinal incluant le Ml et la muqueuse intestinale (70).
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B. Connaissances physiopathologiques dans I'anorexie mentale

1. Prédispositions génomiques

Les études génomiques (Genome-Wide Association Studies) ont mis en évidence 8 loci
présentant des polymorphismes nucléotidiques (single nucleotide polymorphism) associés a
I’AM notamment sur des genes impliqués dans le développement cérébral (71,72). Les
altérations géniques sont corrélées a celles retrouvées dans le trouble obsessionnel compulsif,
I’épisode dépressif caractérisé, la schizophrénie et le trouble anxieux, en accord avec les
comorbidités constatées en pratique clinique, et inscrivant ce trouble dans les troubles
mentaux (géne CADMI). Il est aussi retrouvé une association significative entre une
hyperactivité physique et un haut niveau d’éducation, et ces polymorphismes. Il est
intéressant de constater des corrélations négatives entre ces mutations et des
caractéristiques métaboliques et anthropomorphiques (masse graisseuse, masse maigre,
diabete de type 2, leptine, résistance a l'insuline), mais cela de maniere indépendante de
I'indice de masse corporelle (IMC). Enfin, certains loci sont associés au risque de diabéete de
type 1 et a des maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide (73). L'ensemble
des données génétiques suggérent un puissant ancrage dans le champ psychiatrique, mais
aussi métabolique, voire immunologique.

Les études de physiopathologie dans I’AM portent sur les différents symptémes constituant
le tableau symptomatologique : les symptoémes cognitifs et supérieur, la prise alimentaire, et

I’étiologie des altérations cérébrales a un niveau biologique.

2. Anomalies structurelles cérébrales

Les études d’imagerie du cerveau ont montré une réduction du volume de matiére
grise en phase aiglie de dénutrition, mais aussi de maniére persistante dans certaines aires
(cortex cingulaire) (72,74). Les hypotheses étiologiques des troubles des conduites
alimentaires au niveau neurobiologique s’appuient sur le systeme de récompense, du fait
d’une pathologie vue comme un trouble de la fonction hédonique et de la décision de prise
alimentaire (Figure 2). La nourriture est un stimulus attentionnel fort, équivalent a une
récompense naturelle. Le systéme de récompense est donc engagé lorsque I'on pense ou

consomme des aliments. Le systéme de récompense regroupe les voies mésocorticolimbiques
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et mésolimbiques qui connectent le striatum ventral, le cortex orbito-frontal, et le cortex

cingulaire antérieur.
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Figure 2 : Schéma des structures cérébrales impliquées dans le circuit de la récompense. L'aire tegmentale
ventrale (région orange) libére de la dopamine dans le noyau accumbens (région violette) par la voie
mésolimbique et libére de la dopamine dans le cortex préfrontal (région bleue) par la voie mésocorticale.

(Henley 2021)

La soumission a des taches cognitives de récompense a court et long terme montre
une capacité plus importante d’inhibition des bénéfices a court terme chez les patientes AM,
ainsi qu’une plus grande sensibilité a la punition. Les liaisons entre structures cérébrales (du
cortex orbitofrontal médian et de I'insula au gyrus frontal inférieur, et du cortex orbitofrontal
au noyau accumbens) impliquées dans la récompense gustative ont été retrouvées avec une
plus grande connectivité effective (activation hiérarchique ou directionnelle entre les régions
du cerveau) chez les patientes AM (75). Les études d’imagerie structurelle ont mis en évidence
des anomalies volumétriques de I'insula chez les patientes AM, qui sont associées en imagerie
fonctionnelle, a une diminution de la mesure d’intégrité axonique de la matiere blanche, et
une augmentation de la connectivité structurelle entre I'insula et le cortex orbitofrontal. Ces
structures sont impliquées dans la sensorialité gustative et dans I'intéroception, fonctions
cliniquement altérées chez les patientes AM (72). |l existe aussi des éléments d’hyper-
connectivité du réseau « mode par défaut », impliqué dans I'intéroception et de la conscience

de soi, qui est relié aux symptomes de dysmorphophobie et de mauvaise estime de soi (67).
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Certaines études suggérent une potentiellement association des anomalies de connexion dues
a I’hypoglycémie chronique (72). Il a aussi été montré une hypo-connectivité dans le réseau
de contréle exécutif (75), fonctions cognitives retrouvées particulierement altérées dans la
maladie, notamment sur la flexibilité mentale, pour lesquels les traitement par remédiation
cognitives ont montré une efficacité (76). La cognition sociale et les interactions
interpersonnelles sont aussi retrouvées altérées dans I’AM. Des études neurobiologiques et
cognitives ont mis en évidence une appréciation moins plaisante des relations d’intimité
relationnelles ou physiques, ceci associé a une moindre activité du noyau caudé et du cortex
pariétal (75). Actuellement, ces hypothéses ne permettent pas le développement de
stratégies thérapeutiques efficientes. Des efforts se tournent vers les techniques de
stimulation cérébrales électriques et magnétique (tDCS et rTMS) dans le but d’'une stimulation
ou d’une inhibition de certaines aires du cortex superficiel, accessible par voie transcraniennes
(67).

La symptomatologie de I’AM implique une réduction de la quantité et de la qualité de
la prise alimentaire, et ceci a fait I'objet d’études explorant I’'hypothése de dysrégulation du
systéme neurobiologique de régulation de I'appétit et de la prise alimentaire. Ce systéme,
complexe et finement régulé, pourrait constituer une cible finale de I'axe MIC, le Ml jouant

certainement un role dans la prise alimentaire et la préférence alimentaire (77).

3. Neurobiologie de la régulation de I'appétit

La régulation de I'appétit implique le cerveau, responsable du comportement de prise
alimentaire et des fonctions hédoniques de I'alimentation, et le tube digestif qui adresse les
signaux pour déclencher la prise alimentaire ou la faire cesser, ceci par la voie endocrinienne
et nerveuse.

Au début de la maladie, les patientes luttent activement contre la sensation de faim
éprouvée par la restriction alimentaire qu’elles s'imposent par peur de prendre du poids. Les
sensations d’appétit et de faim sont en partie subjectives, et liées a la valence hédonique de
la nourriture, mais aussi aux entéro-hormones, dont le CCK est retrouvé comme normale dans
les études, voir augmenté lors de la premiére semaine de renutrition (78). La sensation de
faim et de satiété a été évaluée par échelle visuelle numérique dans une cohorte de patiente
diagnostiquée pour une AM selon le DSM 5 et présentant une durée moyenne de maladie de

6.5 £ 5.9 années et un IMC de 13.1 + 2.0 kg/m?. Les patientes rapportent une faible sensation
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de faim, et une importante sensation de satiété (79). Ces éléments son connus dans tout les
troubles des conduites alimentaires, ainsi que des perturbations de sens du golt et de
I’odorat, entravant partiellement la renutrition (80). Il existe une lutte cognitive contre la faim,
renforcée paradoxalement par I'anxiété liée a la prise alimentaire. L'anxiété, va stimuler le
circuit dopaminergique entre le striatum et I’hypothalamus ventral, stimulant I'inhibition du
signal de faim. Ceci renforcant la perte de poids, ce mécanisme de lutte va se pérenniser par
conditionnement positif, mettant en place un cercle vicieux (81). Cette désensibilisation a la
sensation de faim pourrait étre expliquée par des anomalies neurobiologique, au niveau du
striatum comme le montre des études d’imagerie fonctionnelles (81,82), renforcées par une
perte de la valence hédonique et de la sensation de récompense associée a la prise

alimentaire, élément s’"améliorant avec la renutrition (80).
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Les cellules entéro-endocrines (CEE) sont les principales cellules chimiosensorielles de
I'intestin, étant en contact direct avec l'environnement luminal. Elles présentent des

récepteurs qui lient des molécules dérivées de la digestion des macronutriments. L'activation
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des capteurs de nutriments déclenche la sécrétion d'hormones intestinales qui, a leur tour,
déclenchent les processus d’aval nécessaires au maintien de I'homéostasie énergétique
postprandiale. Il existe deux principales familles d'hormones gastro-intestinales que sont les
molécules orexigenes, tels que la ghréline, un peptide de 28 acides aminés qui favorise
I'initiation des repas en augmentant l'appétit et la sensation de faim, et les peptides
anorexigenes, induisant un signal de satiété, tels que les hormones intestinales glucagon-like
peptide-1 (GLP-1), peptide tyrosine tyrosine (PYY) clivé a partir de PYY1-36, cholécystokinine
(CCK) et leptine. Outre ces hormones gastro-intestinales, I'insuline ainsi que la glycémie,
jouent un role majeur dans le métabolisme humain et le comportement alimentaire (83). Les
CEE sont associées a la lamina propria, en étroite relation avec les capillaires et les
terminaisons nerveuses afférentes vagales qui expriment des récepteurs hormonaux
intestinaux. La sécrétion des hormones entéro-endocrines aprés un repas, activent la
signalisation de satiété. D’une part par voie endocrine lorsque les hormones intestinales
atteignent le cerveau ou d'autres organes par la circulation systémique, et d’autre part par
voie paracrine lorsque les hormones stimulent directement les afférences vagales et que le
signal atteint ensuite le cerveau. Les techniques de neuro-imagerie ont grandement facilité
I'étude des interactions entre le cerveau et l'intestin. Des études pionnieres combinant
I'imagerie par résonance magnétique fonctionnelle et les analyses sanguines hormonales, ont
démontré un lien direct entre les changements des concentrations plasmatiques des
hormones et les modifications des régions cérébrales qui font partie du circuit neuronal de
I'appétit (84). En particulier, I'augmentation des taux plasmatiques d'insuline est lié a des
modifications de I'activité cérébrale dans le cortex cingulaire antérieur (ACC), dans le cortex
orbitofrontal (OFC), dans le cortex sensorimoteur et dans I'hypothalamus (85). D'autre part, il
est bien établi que la ghréline (86) agit par l'intermédiaire de I'hypothalamus pour influencer
plusieurs régions cérébrales impliquées dans la voie de la récompense alimentaire,
notamment l'aire tegmentale ventrale (ATV), le noyau accumbens, I|'amygdale et
I'hippocampe (87-89).

Le noyau arqué (ARC) de I'hypothalamus est accessible aux signaux humoraux car il
n'est pas entierement protégé par la barriere hémato-encéphalique. L'ARC contient deux
sous-populations de neurones : ceux exprimant la propiomélanocortine (POMC), précurseur

de I'normone a-mélanocytaire stimulante (aMSH) et le régulateur du transcrit de la cocaine
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et des amphétamines (CART), et ceux exprimant le « agouti-related protein » (AgRP) et le
neuropeptide Y (NPY) (Figure 3). L'activation des neurones POMC/CART en postprandial induit
la libération de I'a-MSH qui se lie au récepteur de la mélanocortine 4 (MC4R) dans le noyau
paraventriculaire (PVN) ou l'information est intégrée pour supprimer la prise alimentaire :
effet anorexigene (90).

Les hormones intestinales telles que la CCK, le GLP1 ou le PYY atteignent aprés un
repas, par des voie endocrine, I'ARC pour supprimer la prise alimentaire. Par des voies
paracrines, les hormones intestinales peuvent stimuler les afférences vagales qui convergent
dans le ganglion nodulaire et dont les extensions proximales se terminent dans le noyau du
tractus solitaire (NTS) au niveau du tronc cérébral. Ce noyau et I'hypothalamus forment un
important centre d'intégration intestin-cerveau. Le NTS contient également des neurones
POMC et, par le biais de la neurotransmission monoaminergique, transmet des informations
sensorielles aux zones cérébrales situées en amont, notamment le noyau paraventriculaire et
le complexe vagal dorsal (CVD), qui projettent des fibres efférentes impliquées dans le réflexe
vagovagal (91).

Le Ml est un facteur biologique susceptible d'influencer directement ou indirectement
la régulation de la prise alimentaire (92,93). Les capteurs de métabolites et de composants
bactériens produits par les microbes sont situés dans les CEE, les afférences vagales et, dans
I'hypothalamus. lls peuvent étre activés par des ligands qui atteignent le cerveau par la
circulation systémique. Ces récepteurs percoivent les métabolites d'origine microbienne tels
qgue les acides gras a chaine courte (AGCC), les acides biliaires (AB) secondaires, les
métabolites dérivés des acides aminés et les composants bactériens subcellulaires tels que la
peptidase caséinolytique B (ClpB), le lipopolysaccharide (LPS) ou le muramyldipeptide (MDP).
La découverte d'anticorps anti-a-MSH dans le sang des patientes a donné lieu a une hypothése
physiopathologique auto-immune. L'a-MSH (peptide anorexigéne) est impliqué dans la
régulation de I'appétit, mais aussi dans la régulation des émotions. Le mimétisme moléculaire
de ClpB (molécule membranaire) d'Escherichia coli pourrait générer ces anticorps a réaction
croisée (94), plaidant pour l'implication du MI dans une régulation altérée de I'appétit dans
I'AM. Ces auto-anticorps entraineraient un signal de satiété et donc un comportement

anorexique artificiel.
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Le systéme immunitaire pourrait alors jouer un réle direct dans la physiopathologie de
I’AM, par son réle de régulateur et de surveillance du Ml au niveau muqueux, son aptitude a
transmettre des signaux et par le déclenchement de cascades inflammatoires entrainant des

lésions neuroinflammatoires au niveau cérébral.

4, Réponse immunitaire dans 'anorexie mentale

Le systéme immunitaire a pour fonctions de défendre I'organisme contre les agents
reconnus comme sources de danger par leurs antigénes. Ces sources de dangers sont
multiples, exogenes ou endogénes. On distingue deux grands types d’immunité selon leur
cinétique de réponse a un signal de danger : I'immunité innée et I'immunité adaptative.

Les mécanismes de l'immunité innée constituent la premiére défense contre les
infections ou agressions et sont garantis par des phénomenes physico-chimiques (barriéres
épithéliales, jonctions serrées intercellulaires, mucus, cils) et des cellules spécialisées dans la
reconnaissance de molécules de danger, capable de répondre rapidement par une destruction
de la source reconnue, et le déclenchement de I'immunité adaptative : cellules issues de la
lignée myéloide : mastocytes, macrophages, monocytes, cellules dendritiques, polynucléaires
neutrophiles, basophiles, éosinophiles, cellules natural killer.

La réponse immunitaire adaptative se développe plus tard est sont médiée par les
lymphocytes et leurs produits. Les anticorps bloquent les infections et éliminent les microbes,
et les lymphocytes T éradiquent les microbes intracellulaires. La cinétique des réponses
immunitaires innées et adaptatives est approximative et peut varier en fonction des
infections. Les différentes classes de lymphocytes du systéeme immunitaire adaptatif
reconnaissent des types distincts d'antigénes et se différencient en cellules effectrices dont Ia
fonction est d'éliminer les antigenes. Les lymphocytes reconnaissent les antigénes solubles ou
a la surface des cellules et se différencient en cellules sécrétrices d'anticorps. Les lymphocytes
T auxiliaires (CD4+) reconnaissent les antigenes a la surface des cellules présentatrices
d'antigénes et sécrétent des cytokines qui stimulent différents mécanismes de lI'immunité et
de l'inflammation. Les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) reconnaissent les antigenes dans
les cellules infectées et tuent ces cellules. Les lymphocytes T régulateurs limitent I'activation
d'autres lymphocytes, en particulier des lymphocytes T, et préviennent l'auto-immunité.
L'immunité muqueuse présente une organisation particuliére qui fait I'objet d’un chapitre

suivant.
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Les sujets souffrant d’AM présentent des particularité immunologiques, associées aux
conséquences des phénomenes physiologiques adaptatifs a la restriction alimentaire.
Concernant I'immunité innée, la barriére épithéliale de l'intestin chez les patients AM est
attendue altérée par conséquence de la dénutrition chronique. Les études ont révélé des
résultats non concordants. L'utilisation du test d'absorption du lactulose/mannitol a montré
une réduction de I'excrétion du lactulose dans l'urine, ce qui impliquerait une barriere
épithéliale efficiente (95). Cependant dans un groupe de patientes présentant un IMC faible
(moyenne de 14.9 kg/m?), une perméabilité importante a été mesurée par un ratio
lactulose/mannitol augmenté (96). L’étude de la diamine oxydase donne un reflet de la
maturité et de l'intégrité de la muqueuse de l'intestin gréle, des taux sériques plus faibles (8,2
U/L) ont été rapportés chez les sujets souffrant d'un AM restrictif par rapport aux patients
souffrant d'un AM de type hyperphagique/purgatif (12,3 U/L) et aux témoins (12,1 U/L),
suggérant des anomalies structurelles intestinales, et résultant d'un jeGine chronique (97). Les
dosages de zonuline (protéine de jonction intercellulaire) ont été rapportés différemment
entre les études. Il apparait ne pas avoir de corrélation avec I'lMC des patients et avoir des
taux attendus comme normaux (96,98), ou significativement abaissé chez les patients en
comparaison des contréles (99). Chez un modéle murin de symptomes d'AM « activity based
anorexia » mimant I’hyperactivité physique inadaptée en réaction a une dénutrition forcée, il
a été mis en évidence des altérations de l'architecture intestinale et colique, une
augmentation de la perméabilité colique, associée a une diminution de I'expression des
protéines de jonction serrées (100). La calprotectine fécale est un marqueur d'inflammation
mesuré dans les feces, reflétant I'inflammation colique. Il est de plus en plus utilisé ces
dernieres années, principalement pour I'évaluation clinique dans les maladies inflammatoires
chroniques de I'intestin. Une étude sur un échantillon réduit de 8 patientes anorexiques, avec
une durée de maladie courte, a montré 50% de résultats au-dessus des normales admises. Des
études de grandes ampleurs doivent étre menées sur ce marqueur, associé au phénotypage
précis des patients (101) pour en évaluer la pertinence. Les immunoglobulines A (IgA) sont des
molécules clés dans la défense passive au pathogéne au niveau de la muqueuse intestinale et
dans la régulation du MI (102). Elles protegent également I'épithélium de |la migration et de
I'adhésion des bactéries en recouvrant les micro-organismes lors de leur migration dans la

couche de mucus (phénomeéne d’exclusion immunitaire). Les IgA inhibent également la
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réplication des bactéries dans la lumiere ("croissance enchainée"). Leur production est liée a
la stimulation microbienne lors de la colonisation néo-natale. Ces molécules sont essentielles
a la persistance d'un équilibore commensal optimal médié par un phénomeéne appelé
immunosélection médiée par les anticorps (AMIS) (103). Chez les patients atteints d’AM, les
taux d'IgA salivaires se sont révélés plus élevés (158,98 ug/mL) que chez les témoins (97,35
ug/mL) pendant la phase aigué (IMC < 15kg/m2) (104). Concernant les acteurs cellulaires, une
leucopénie est fréquemment retrouvée, conséquence de la dénutrition (105). La quantité de
cellules NK est réduite dans I'AM par rapport aux témoins (106,107), mais |'activité des cellules
NK semble intacte d'aprés les quelques études réalisées (108). La réponse inflammatoire
consistant en la sécrétion de médiateurs solubles immunitaires pour initier la réponse semble
altérée dans la phase aigué de la maladie, et sa normalisation ne semble pas uniquement liée
a l'état nutritionnel des patients (109). De nombreux travaux ont porté sur le statut
inflammatoire des patients atteints d’AM, en étudiant les niveaux de cytokines (IL-1, IL-6,
TNFa) dans le sang périphérique (110). Les résultats d’une premiere méta-analyse ont
montrés une augmentation globale de I'lL-1 et de I'IL-6 dans I’AM par rapport aux témoins
sains (p = 0,003 et p = 0,009 ; respectivement)(111), puis une seconde méta-analyse plus
récente a rapporté seulement une augmentation de I'lL-6 par rapport aux témoins (p = 0. 001).
L'analyse des études incluent examinant I'lL-6 (109,112-114), IL-1p (109,112,115,116), et IFN-
v (109,111,113,117) révele des niveaux diminués, inchangés ou augmentés, selon la méthode
de dosage employée. Une augmentation des taux d'IL-1B a uniqguement été montrée lorsque
I'on compare le sous-type restrictif de I’AM aux témoins (p = 0,018). Les concentrations d’IL-6
et d'IL-1B n’ont pas été retrouvé supérieurs dans une étude sur une population de patientes
adolescentes souffrant d’AM par rapport aux sujets contrbles (118). Les méta-analyses ont
révélé des niveaux élevés de TNFa dans I'AM par rapport aux témoins (p = 0,008, p = 0,015)
(1112,117), différence non retrouvée lorsque |'analyse est faite sur les sous types d’AM (p =
0,110) par rapport aux sujets sains (119). Des niveaux élevés de TNFa ont aussi été retrouvé
supérieurs dans I'étude concernant des patientes adolescentes (118). La voie Th2 semble étre
favorisée dans I'AM et la malnutrition primaire, avec une augmentation de I'lL-4 ainsi qu'une
diminution de la production d'IL-2 retrouvée dans plusieurs études (106,112,120). Les
anticorps circulants et les protéines du compléments constituent des agents de I'immunité

innée en constituant une réaction latente contre de potentiel antigenes. Les taux d'lgG
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plasmatiques ont été rapportés comme diminués chez les patients AM (0,879 g/dL) par
rapport aux témoins sains (1,119 g/dL) (121), une diminution des IgG et IgM a également été
retrouvée (122) mais est en contradiction avec d'autres études (123). Les taux de protéines
du complément ont été mesurés dans le sérum des patients et révelent une diminution
suggérant une hypoproduction, plutot qu'une consommation (124). Les niveaux sériques de
complément C3 se sont avérés étre diminués dans I'AM par rapport aux controles (p < 0,001)
dans une petite étude (n = 14), mais l'activité hémolytique du CH50 n'était pas statistiquement
différente. De méme, le complément sérique C3 (p < 0,001), ainsi que C1q (p < 0,05) et C2 (p
< 0,001), étaient tous plus faibles dans le groupe AM d'une autre étude, mais avec des niveaux
sériques normaux de C4, C5 et C6 par rapport aux témoins. Aussi, les taux de C3 semblent étre
en corrélation avec I'état nutritionnel, s'améliorant avec le rétablissement du poids (122).
Concernant le systéme immunitaire adaptatif, les études d'immunophénotypage rendent des
résultats non concordants. La leucopénie est fréquente chez les patients AM, mais les taux
des sous-ensembles lymphocytaires semblent inversement corrélés a l'indice de masse
corporelle. Les sous-types de lymphocytes T semblent également étre altérés si I'on compare
I'AM a la malnutrition primaire. Le rapport lymphocytes T CD4*/CD8* dans I'AM est
apparemment plus élevé, ce qui semble dii a une réduction plus importante des lymphocytes
T CD8* par rapport aux lymphocytes T CD4* (125). Elegido et al. (125) et Mustafa et al. (126)
ont tous deux attribué cette anomalie du nombre de lymphocytes T CD8* a une diminution
statistiquement significative des lymphocytes T CD8* mémoires par rapport aux lymphocytes
T CD8* naifs (p < 0,01). Nagata et al. (127) ont également constaté une élévation plus
importante du rapport lymphocytes T CD4*/CD8"* avec une perte de poids plus importante (p
< 0,05) ; en effet, ces chercheurs suggérent qu'avec une diminution plus importante du poids
corporel, la production de lymphocytes est priorisée par rapport a d'autres cellules
immunitaires, en particulier les lymphocytes T auxiliaires naifs, dans le but de préserver
I'efficacité du systéme immunitaire adaptatif. Le nombre de lymphocytes T CD4* et CD8" était
plus faible lors de la phase aigué, et remontait a des taux normaux apres la réalimentation,
puis se stabilisait a un taux subnormal pendant le traitement ambulatoire des patientes (125).
Une étude portant sur 12 personnes atteintes d'AN examinant la cytotoxicité a médiation
cellulaire a révélé une réponse significativement réduite par rapport aux témoins (p < 0,05)

(128). La fonction des cellules T régulatrices ne semble pas étre affectée dans I'AM d'apreés
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une seule étude (129). Concernant les lymphocytes B, une étude semble suggérer un nombre
dans les normes (106), tandis qu'une autre étude a trouvé un nombre accru de cellules B chez
46 patients atteints d'AM en examinant uniquement le sous-type restrictif de la maladie. En
effet, cette population a souffert d'une perte de poids plus importante que les individus du
sous-type hyperphagique/purgatif, et une corrélation négative entre le nombre de cellules B
et I'MC a également été mise en évidence (125).

La maigreur chronique des patients souffrant d'AM invite a s'intéresser a leur risque
infectieux, qui est classiqguement augmenté en cas de dénutrition du sujet (130). De maniére
surprenante, les patients souffrant d'AM ne présentent pas de risque accru d'infection aigué
(105). Le systeme immunitaire présente une bonne réactivité comme le montre |'efficacité
des vaccins pour la prévention de la pandémie de grippe HIN1 qui a été testée chez des
patients souffrant d'AM et qui n'a pas révélé d'altération du potentiel d'immunisation. Les
données sur le statut immunitaire des patients AM ont fait I'objet de revues de la littérature
(131,132) et aucune immunodéficience n'a été mise en évidence.

Les maladies auto-immunes et les troubles des conduites alimentaires semblent étre
liés de maniere bidirectionnelle pour les patients atteints d'AM, avec un Hazard Ratio plus
élevé pour la maladie cceliaque et le lupus (133). En effet, Les patients souffrant de troubles
des conduites alimentaires présentent une prévalence plus élevée de maladies auto-immunes
(8,9 %) que les témoins (5,4 %) (134), ce qui a été récemment confirmé dans une cohorte

danoise de patients AM (Hazard Ratio = 1,64 %) (135).

5. Modeéles d’étude des symptdmes de I'anorexie mentale

a) In vitro

Il n’existe pas a notre connaissance de modele in vitro d’AM. Une équipe a généré des
cellules souches pluripotentes a partir de fibroblastes cutanés de patients pour en analyser le
transcriptome complet et identifier les voies fonctionnelles et les interactions moléculaires
apres différenciation en neurones corticaux (136). Cette technique offre la possibilité
d’étudier les mécanismes cellulaires neuroendocriniens de cellules neuronales humaines non
accessibles. En effet, pour des raisons éthiques évidentes, il n’est pas possible d’accéder a des
cellules de I'hypothalamus et donc d’étudier les mécanismes cellulaires du systeme de

régulation de lI'appétit des patientes souffrant d’AM (137). Le systeme de régulation de

38



I’'appétit fait aussi I'objet de modélisation in silico a partir de données d’imagerie fonctionnelle
par résonnance magnétique, ceci a permis d’identifier un nouveau circuit anorexigéne lié au

stress, et confirmé dans un modéle murin (138).

b) In vivo

L’étude des mécanismes biologiques impliquant le fonctionnement cérébral nécessite
le recours a des modeles animaux. Dans le champ de I'AM les modeéles d’étude sont
uniguement des rongeurs et tentent de reproduire des symptémes connus chez I’humain.

Le modeéle anx/anx est un modele de dénutrition obtenu par mutation génétique. La
mutation autosomique récessive du géne anx conduit a une diminution de la prise alimentaire.
Ce modele reproduit les symptéme de diminution de la prise alimentaire (diminution de la
leptine, et anomalies du systeme neurobiologique de régulation de I'appétit) par une
altération du signal de faim, ainsi qu’une hyperactivité (139). Les souris déficientes pour le
géne M3R (M3R7") codant pour le récepteur M3 muscarinique présentent une diminution de
la prise alimentaire, et de faibles niveaux de leptine et d’insuline, associés a une augmentation
de leur métabolisme de base. L'expression de cette délétion se manifeste au niveau du
systéme de régulation de I'appétit dans I’hypothalamus (139). Le modéle rat Lou/C est issu de
sélection génétique d’une lignée Wistar ayant conduit a un phénotype de rat résistant a
I'obésité induite par un régime spécifique. Il présente une réduction de la prise alimentaire
spontanée, entrainant une perte de poids et un syndrome biologique proche de celui connu
chezldes patientes souffrant d’AM. lls présentent aussi des altérations de la concentration de
leptine, insuline, ghréline, et au niveau hypothalamique une augmentation de I’AgRP et du
NPY (140).

Le modele non génétique le plus couramment utilisé est le modele Self-
starvation/activity-based anorexia (ABA) reproduisant les symptomes d’hyperactivité et de
réduction de prise alimentaire, basé sur I'effet anorexigéne de |'hyperactivité physique. Les
souris sont conditionnées par un temps d’acces limité a la nourriture de 60 minutes par jour
et accés a une roue d’exercice. Les animaux développent ainsi une hyperactivité, considérée
comme un mécanisme de compensation de la sensation de faim. L’activité physique étant
supérieure a la prise alimentaire, les animaux vont perdre du poids. Ce modéle reproduit des
caractéristiques biologiques de la maladie: augmentation de la transmission

sérotoninergique, et une augmentation de l'adrénaline et de la dopamine au niveau
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hypothalamique. Ce modéle montre aussi une plus grande propension a se développer chez
les rongeurs femelles que chez les rongeurs males (139,141). Des caractéristiques d’altération
du MI, comme existant chez les patientes, ont été constatées (142). Pour s’Tamender du stress
social induit par I'isolement nécessaire a ce modele, il a été développé le modele FRW (Food
restriction and wheel). Deux souris sont hébergées simultanément et sont exposées a une
restriction alimentaire, permettant un suivi sur le long terme (140).

Le modele par induction de stress modéré chronique consiste a exposer I'animal a des
stress moyens imprévisibles pendant 3 a 9 semaines. Ceci entraine une réduction de poids
modéré, mais surtout une perte de préférence pour le sucre, considérée comme un signe
d’anhédonie. Au niveau biologique, il est montré une diminution de la graisse sous cutanée et
abdominale, ainsi que des taux plasmatiques abaissés pour la leptine et pour I'insuline dans le
sang. Au niveau cérébral, il est montré une augmentation du NPY et une diminution de la
neurogenése dans I’hippocampe (140). Ces éléments sont aussi retrouvés cliniqguement chez
les patientes souffrant d’AM. Le modéle de stress induit par défaite sociale (social defeat
stress model) montre une perte de poids rapide dans I’heure suivant le stress. Il a été montré
gue I'augmentation du malonyl-CoA dans I’hypothalamus inhibe le systéme de régulation de
I'appétit. Le modeéle présente aussi une diminution de I'expression de la leptine et une
hyperactivation de I'axe hypothalamo-hypophysaire (139,141).

Le modeéle par déshydratation est développé par I'équipe de Watts (143). Les animaux
sont soumis a la consommation d’une solution saline hypertonique (NaCl 2.5%). lls présentent
une réduction des apports alimentaires, une baisse d’énergie et une perte de poids associée
a une balance énergétique négative. lls présentent une diminution de la leptine et de la
trilodothyronine circulante (141).

Des modeles induits par transfert de Ml ont été construits a partir des expériences de
transfert de Ml chez des animaux axéniques : dépourvus de tout micro-organisme et élevés
en conditions stériles, ou gnotobiotiques : dont le microbiote est entierement connu et
controlé (144). Ceci permet d’étudier les effets du MI sur le comportement et sur les
interactions intestin-cerveau (145) a la recherche d’un mimétisme symptomatologique avec
la pathologie humaine. La premiére modélisation a été réalisée par I'équipe de Hata a
I"'université de Kyushu au Japon. Le transfert de microbiote fécal a été réalisée chez des souris

axéniques (germ-free) Balb/c a partir de selles collectées chez 4 patientes anorexiques
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« restrictive pure ». Les caractéristiques du modele ont permis de valider I'implantation du
microbiote transféré et sa stabilité au long de I'étude chez les animaux. Chez les femelles de
la génération suivante, considérées comme gnotobiotiques, il a été montré une moins bonne
prise pondérale au cours du temps, l'induction de comportements de stress et de
comportements compulsifs, ainsi qu’'une diminution de la concentration en sérotonine au
niveau cérébral (146). Les résultats d’une autre équipe en 2021 n’ont pas montré de différence
entre les groupes de souris transférées avec le microbiote de malades et celui de sujets sains
aprées 4 semaines de colonisation. Les données de stabilité du transfert de microbiote ont été
reproduites (147). Tres récemment un modeéle par transfert de microbiote a été combiné avec
un régime alimentaire hypocalorique de 30% pendant 3 semaines. Les souris transférées a
partir de selles de patiente montrent une perte de poids plus rapide et une reprise de poids
plus lente que les souris du groupe contréle. Au niveau hypothalamique, I'analyse
d’expression des génes montre une augmentation pour le géne bdnf et cartpt, codant pour
des molécules anorexigenes, ainsi qu’une diminution d’expression du géne Htr1b codant pour
un récepteur a la sérotonine. L’analyse des ARN messagers au niveau du tissu adipeux montre
une forte expression de molécules jouant un réle dans la thermogenése chez les souris avec
un microbiote fécal de patientes souffrant d’AM.

Ces éléments sont en faveur d’une implication du Ml et du systéme immunitaire
dans ’AM. Les preuves pour un lien entre maladie inflammatoire et Ml sont de plus en plus
documentées et représentent des potentiels modéles de compréhension de I'impact de I'axe

MIC dans les troubles mentaux.
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C. Microbiote intestinal et anorexie mentale

1. Le microbiote intestinal humain

Le corps humain héberge des milliards de micro-organismes symbiotiques pouvant
étre bénéfiques, neutres ou nuisibles pour I'h6te et jouant un role régulateur dans la santé et
la maladie. Ces micro-organismes sont présents dans la filiere urogénitale, les voies
respiratoires, la surface cutanée et le tractus gastro-intestinal. Environ 95 % des micro-
organismes symbiotiques du microbiome humain résident dans l'intestin. Des colonies
écologiques complexes de micro-organismes vivent dans le tractus gastro-intestinal et sont

connues sous le nom de MI.
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Figure 5 : Arbre phylogénétique des espéces bactériennes constituant le microbiote intestinal (CASSARD Anne-

Marie et THOMAS Muriel 2019)

Le nouveau-né va étre colonisé par les micro-organismes a sa naissance, lors du
passage dans la filiere génitale. Ensuite le MI du nourrisson évolue au cours des premiéres
années de vie en fonction de 'alimentation et des interactions avec I'environnement, de la
survenue de maladies, de la prise de médicaments. Entre 2 et 3 ans de vie, I'écosystéme
intestinal atteint un équilibre similaire a celui de I’dge adulte. Il comprend principalement des
bactéries, des champignons, des bactériophages, des archées, des protozoaires et des virus
eucaryotes, et représente environ 50,000 milliards de micro-organismes, hébergés dans

I'intestin  humain. Les Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria et Actinobacteria
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représentent les principaux phyla bactériens de l'intestin, suivies par Verrucomicrobia (148)
(Figure 5).

L'intestin gréle est colonisé par divers types de bactéries majoritairement anaérobies
facultatives, avec des concentrations allant de 10* bactéries/mL a 10%-107 bactéries/mL a la
jonction iléo-ceecale, tandis que le gros intestin contient principalement des bactéries
anaérobies (de 10! 3 10* bactéries/g de contenu) (149). La composition du Ml est différente
et unique pour chaque individu et évolue selon les différents stades de la vie. Chez les
personnes agées, on observe une augmentation des populations de Firmicutes et de
Bacteroidetes par rapport aux individus plus jeunes (150). L’état d’équilibre entre microbiote
pathogéne et microbiote commensale correspond a I'eubiose. Les altérations du Ml sont
appelées dysbiose. La symbiose entre I’hote et les micro-organismes apparait de plus en plus
essentielle a la physiologie humaine. De nombreuses études ont montré son implication dans
le métabolisme du corps humain par ses fonctions de synthése de vitamines et de production
de nutriments a partir du bol alimentaire, la défense contre les pathogenes en participant a la
maturation du systéeme immunitaire, mais aussi en constituant un écosysteme stable,
défavorable aux agents pathogenes, et enfin le développement et le fonctionnement de notre
systeme nerveux (149). Depuis les années 2010, I'apparition de techniques nouvelles d’étude
du Ml a permis des avancées majeures.

La recherche taxonomique est obtenue par séquencage direct, sans culture préalable.
L'étape de culture amputait de maniere importante la recherche de bactéries et la
caractérisation globale du microbiote car nombreuses espéces ne sont pas cultivables. L’ADN
extrait a partir des échantillons est ensuite amplifié par polymerase chain reaction de régions
du géne codant pour I’ARNr 16S, ARN de la petite sous-unité du ribosome bactérien. Le
séquencage est réalisé grace aux technologies lonTorrent® ou lllumina®, par exemple. Les
séquences obtenues sont ensuite rassemblées selon leur ressemblance en OTU (operationnal
taxonomic unit), ou ASV (amplicon sequence variant) puis sont confrontées aux bases de
données génomiques bactériennes pour en retrouver 'origine bactérienne et éliminer les
artéfacts par génie biostatistique. L'amplification par utilisation d’amorces universelles
entraine des biais d’amplification, la polymérase peut aussi entrainer des erreurs, former des
chimeres, et une variation artificielle du nombre de copies. Cette méthode ne peut étre

actuellement utilisée que pour 'analyse des bactéries et des champignons. Le séquencage
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microbiologique peut aussi étre réalisé par la méthode « shot gun », permettant d’étudier
tous les organismes vivants. Il s’agit de fractionner le matériel génomique en séquence
suffisamment courtes pour réaliser le séquencage, sans recourir a une amplification préalable.
Ceci permet alors un séquencage de tout le matériel génétique contenu dans I’échantillon.
Cette méthode permet une profondeur de connaissance plus importante l'inférences de
caractéristiques fonctionnelles. Les analyses biostatistiques de métagénomique permettent
I'alignement de millions de séquences afin d’en déterminer I'origine. Cette technologie
nécessite des bases de données particulierement documentées et précises, avec une richesse
des variations de séquence pour un méme taxon. Cette méthode peut présenter des
difficultés pour identifier les séquences peu répétées ou avec des séquences difficiles a
assembler (151). Des dimensions de diversité seront ensuite calculées statistiquement. L'a-
diversité ou richesse spécifique, fait référence a la diversité des ASVs au sein de I'échantillon
(indice Chaol, indice de Shannon), et la B-diversité fait état des différences de composition
entre deux échantillons (indice de Jaccard, indice de Bray-Curtis).

A partir des données métagénomiques, il est possible d’inférer des fonctionnalités
microbiologiques. La résolution taxonomique du séquencage des amplicons d'ARNr 16S se
limite habituellement au niveau du genre. Les microbes dont les genes ARNr 16S sont
identiques présentent des similitudes fonctionnelles, mais il existe également d'importantes
différences, ce qui constitue une limite de cette méthode. L'inférence de la fonction sur la
base de la parenté taxonomique a ce niveau est insuffisante pour une évaluation compléte de
la capacité fonctionnelle réelle. La technique « shot gun » permettant de séquencer tous les
genes de I’échantillon, est plus robuste pour potentiellement déterminer toutes les fonctions
des genes de I'échantillon. Les inférences fonctionnelles sont principalement limitées par les
bases de données, ne documentant pas toutes les fonctions de tous les génes bactériens.
L’analyse multi-omique consiste en la combinaison d’analyses, sur un méme échantillon, par
métagénomique, meétatranscriptomique (séquencage des ARNs de [|"échantillon),
métaprotéomique (analyses du profil protéique), métobolomique (analyse des molécules
biochimiques). La compilation des données permet d’atteindre un précision importante dans
I'inférence des fonctions de I"écosystéme analysé (151).

En conditions pathologiques, il est recherché une dysbiose. Cet état de microbiote

correspond a un déséquilibre de composition et une altération de fonctions du microbiote
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intestinal, entrainant des conséquences négatives sur le fonctionnement de I’'h6te. Cette
dysbiose peut étre secondaire a de nombreux événements : xénobiotiques, alimentation,

pathobiontes, pathologie.

2. Caractéristiques du microbiote intestinal dans I'anorexie mentale

Des études récentes ont mis en évidence des altérations de la diversité du Ml chez les
patients souffrant de maladie mentale : dépression, anxiété, schizophrénie, trouble bipolaire,
syndrome de stress post traumatique, autisme, addiction, trouble déficit attentionnel, et
trouble des conduites alimentaires (152). La caractérisation du Ml dans I’AM a fait I'objet
d’études depuis la découverte de I'importance de ce nouvel organe dans la physiologie et
physiopathologie humaine.

Garcia et Gutierrez et Di Lodovico et al. propose chacun une revue systématique de la
littérature sur les études ayant conduits une analyse du microbiote chez les patientes
anorexiques (153,154). Les conclusions font état d’une grande diversité entre les études
comme cela est décrit dans les paragraphes suivant.

La premiére étude des bactéries fécales réalisée en 2009 par Argmougom et al. dans
I’AM (n=9, patientes agées de 19 to 36 ans; IMC = 12.73 kg/m2 +1.602, selon le DSM IV) a
identifié une plus grande concentration en ADN de Methanobrevibacter smithii, une archae
méthanogéne, souvent associée a des capacités de fermentation des polysaccharides du
microbiote, sensible au transit et ainsi favorisée par la constipation trés fréquentes des
patientes (155). L'abondance relative de cette espéce a été confirmée par une étude de Borgo
etal., par séquencage d’ADNr 16s chez des patientes présentant une AM selon le DSM 5 (n=15,
age moyen = 25.6 années, IMC = 13.9+2.1) (156). Mack et al. met en évidence que cette espéce
décroit aprés la renutrition (157).

Morita et al. est la premiére équipe a avoir comparé les profils microbiologiques d’une
population de patientes souffrant d’AM selon le DSM IV-tr (n=25, dge =30.0+10.2,IMC=12.8
+1.3) et une population de référence appariée en age et ayant mis en évidence une dysbiose,
avec notamment une richesse en bactérie plus faible que les sujets contréles sains (158). Il a
été identifié une forte abondance de pathobiontes potentiels dans le Ml des patientes
souffrant d’AM selon le DSM IV-tr (n=33,IMC=11,7 £ 1,5; Age =32 + 12 ans) par M. Hanachi
et al. (159). Les études de Kleiman et al. et Monteleone et al. ont mis en évidence une alpha

diversité chez les patients AM inférieure au groupe normopondéral (160-162), ce qui n’a pas
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été montré par d’autres études (158,157,156,98,163,164). En ce qui concerne la béta
diversité, les études de Kleiman et al., Mack et al. et Schulz et al. ont trouvé des différences
significatives (157,160,164) contrairement a d’autres études (98,156,161,162).

La diversité du Ml dans chez des patients souffrant d’AM selon le DSM IV-tr (n=16, agé
entre 15 et 64 ans, et un poids <75% du poids attendu pour 'dge) a été étudiée par Kleiman
et al. en comparant les profils microbiologiques a I'entrée en soin et la sortie apres renutrition,
comparativement a des sujets sains. Il est mis en évidence une diversité alpha moindre pour
I'ensemble des patientes en comparaison des sujets contréles, avec une plus grande
différence de diversité entre les patientes entrantes comparée aux controles, que les
patientes sortantes comparées aux controles. Ces derniéres présentent un Ml avec des indices
de diversité proches (160). Ces résultats n’ont pas été confirmés par I'études de Schulz et al.
et il est mis en évidence une augmentation de la diversité du Ml par rapport aux controles
aprés retour a un poids normal dans une cohorte de patientes AM selon le DSM 5 (n=19, age
=15.77 £+1.94 ans, IMC = 15.76 +2.03 kg/m?) (164). De méme, Mack et al. dans une cohorte
de 44 patientes diagnostiquées pour une AM (dge = 23.8 £6.8 ans ; IMC = 15.3 +1.4 kg/m?)
montre une augmentation de le diversité alpha, de la richesse et de la diversité, aprés la phase
de renutrition.

Schulz et al. montre une différence significative de béta diversité des sujets souffrant
d’AM, apres renutrition par rapports aux témoins (164), alors que les études de Kleiman et al.
et Monteleone et al. ne présentent pas de différence (160,162). Les patientes atteintes d'AM
a I'entrée en hospitalisation présentaient des niveaux plus élevés de la classe Bacilli et des
genres non spécifiés de la famille Coriobacteriaceae et des niveaux réduits de la classe
Clostridia, de I'ordre Clostridiales, et des genres Anaerostipes et Faecalibacterium. Sur les
analyses réalisées en fin d’hospitalisation, la seule de ces différences restant significative
concernait les genres non spécifiés de la famille des Coriobacteriaceae (160,162), bien qu'il y
ait eu des différences supplémentaires entre ces patientes et les volontaires sains parmi la
famille des Ruminococcaceae (160,164) et les genres Parabacteroides (160). Le genre
Roseburia, important producteur de butyrate, apparait aussi particulierement diminué dans
le microbiote intestinal des patientes atteintes d’AM (154,165). Par ailleurs, I’étude de Morita
et al. présente les différences de profil microbiologique entre les sous types d’AM : AM

restrictive et AM avec purge par vomissement. Le groupe Clostridium coccoides, le sous-
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groupe Clostridium leptum, le groupe Bacteroides fragilis et les streptocoques étaient
significativement plus faible dans les groupes AM que dans le groupe témoin. Dans |'analyse
basée sur le sous-type d'AM, I'abondance relative du groupe Bacteroides fragilis dans les
groupes AM restrictive et AM hyperphagique/purgatif et I'labondance relative du groupe
Clostridium coccoides dans le groupe ANR était significativement plus faible que dans le
groupe témoin (158). Monteleone et al. (2021) a observé une abondance relative plus faible
du genre Bifidobacterium et un ratio plus élevé d'Haemophilus et de la famille des
Pasteurellaceae dans le sous-type restrictif que dans le sous-type hyperphagique/purgatif
(161).

Les études de Borgo et al. et Monteleone et al. (2021) ont examiné les corrélations
entre les ratios bactériens et les scores totaux selon différents tests psychométriques
(156,162). Il a été observé une corrélation négative entre I'abondance relative de Clostridium
spp et les scores totaux a I'échelle de dépression de Beck (BDI) chez les patientes souffrant
d'AM (156). Monteleone et al. (2021) montrent que différents genres bactériens ont aussi été
corrélés avec les scores a I’échelle de symptomatologie (BSI-18) et a I'échelle de dépistage
des troubles des conduites alimentaires (EDE-Q) (162). Cependant, ces corrélations n’ont pas
été retrouvées avec les scores d'anxiété, de dépression ou la symptomatologie des troubles
des conduites alimentaires dans I'étude de Schulz et al. (164). Enfin I’étude récente de Morkl
et al. a fait état d'une corrélation négative entre I'lMC et I'abondance relative de Bacteroides
uniformis (98).

Di lodovico et al. ont réalisé une analyse poolée de données de séquencage issues de
4 études représentant au total, 184 échantillons, dont 101 provenant de patients souffrant
d'AM et 83 de. L'IMC moyen était de 14,35 + 2,41 kg/m2 pour les patients atteints d'AM et de
21,87 £ 2,16 kg/m2 pour les controdles. L'age moyen était de 28,73 + 9,73 ans pour les patients
et de 28,20 + 8,81 ans pour les sujets controles. Au total, 46 especes étaient représentées
différemment entre AN et HC dans |'analyse des données poolées. En particulier, trois espéces
présentaient une différence d'abondance relative entre les patients et les HC avec une taille
d'effet importante (d de Cohen combiné > 0,9), a savoir Alistipes, Parabacterioides
(augmentation en AN) et Roseburia (diminution en AN), et quatre avec une taille d'effet
moyenne (d combiné > 0. 5), a savoir Ruminococcus (diminution en AN), Clostridium XVIII,

Akkermansia et Eisenbergiella (augmentation en AN). Une corrélation significative a été
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trouvée entre I'lMC et les especes microbiennes individuelles. Les corrélations les plus fortes
ont été observées entre I'lMC et Anaerostipes (p = 0,33 ; p < 0,01), Butyrivibrio (p = 0,24 ; p <
0,01), Gemmiger (p = 0,27 ; p < 0,01) et Roseburia (p = 0,29 ; p <0,01) (154).

Les études de séquencage, ont aussi caractérisé la richesse en AGCC et a chaine
ramifiée (AGCR). Ce sont des composants d’intérét pour |'organisme qui semblent avoir un
role essentiel pour le systeme nerveux (166). Il a été retrouvé une concentration abaissée en
propionate (156,158), butyrate (156,163), acétate (158,163), et une augmentation en valérate
(157) et AGCR (157) chez les patientes anorexiques par rapport aux sujets contréles normo-

pondéraux.
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D. Réle du microbiote intestinal et du systeme immunitaire intestinal

dans les maladies inflammatoires

1. Le systéme immunitaire intestinal

a) La barriére épithéliale

Les entérocytes représentent le premier acteur de 'immunité muqueuse intestinale.
Les cellules forment un rempart mécanique contre les pathogenes par leurs jonctions serrées.
Les cellules caliciformes associées a I'épithélium secrétent le mucus qui entrave I'adhésion et
la pénétration des microbes par ses propriétés mécaniques et électrochimiques. Les cellules
de Paneth localisées dans l'intestin au fond des cryptes de Lieberkihn synthétisent et
excrétent des peptides antibactériens (zymogene, lysozyme, a-défensines, B-défensines),
formant un mécanisme de défenses passives qui s’accumulent dans le mucus et dans les

cryptes (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma de I'épithélium intestinal et colique et des acteurs de 'immunité locale. Détail de la

mugqueuse intestinale, d’'une plaque de Peyer, de la muqueuse colique (Peterson et Artis 2014).

Les cellules épithéliales possédent des pattern recognition receptor (PRRs), capables
de reconnaitre les molécules d’agents pathogenes (pathogen-associated molecular pattern :
PAMPs) ou des molécules du soi produites pour signaler une souffrance (damaged-associated
molecular pattern : DAMPs). Ces récepteurs comportent les toll-like receptor (TLRs) qui sont
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des molécules transmembranaires et les nucleotide binding oligomerization domain (NOD),
localisées dans le cytoplasme. L'activation de ces récepteurs entraine des cascades de
signalisation (NFkB et MAPK) activant la réponse inflammatoire. Les cellules épithéliales ont
la capacité d’initier la réaction inflammatoire en secrétant des cytokines pro-inflammatoires
(IL-1, IL-6), des chimiokines (IL-8) et des alarmines (IL-31). En condition d’homéostasie, les
cellules épithéliales sécretent des facteurs favorisant la tolérance (IL-25), et possédent un role

dans la résolution de la phase inflammatoire en produisant de I'lL-10 et du TGF-p.

b) Effecteurs innés de la muqueuse intestinale

La sous muqueuse intestinale est riche en cellules immunitaires innées afin de
rapidement déclencher une réaction de défense. A |'état de tolérance, les macrophages sont
préférentiellement de sous type M2 et participent au climat de tolérance en favorisant la
régénération tissulaire par la synthese de TGF-B (167). Les mastocytes sont répartis en grand
nombre a proximité des vaisseaux sanguins et sont impliqués dans la défense aux parasites et
dans la surveillance de l'intégrité de la barriere épithéliale, pour déclencher au besoin un
important afflux des polynucléaires circulants et leurs passage dans le compartiment tissulaire
(168). Disséminé au sein de la muqueuse, des cellules lymphoides dites innées car dépourvues
de récepteur T agissent en sentinelle vis-a-vis des agents microbiens de |'écosystéme
intestinal. Ils ont des capacités importantes de synthése de médiateurs inflammatoires. Les
prolongements cellulaires des cellules dendritiques sont répartis entre les cellules épithéliales
afin de capter les antigenes luminaux. Ces cellules participent au maintien du climat
tolérogene dans le tissu, a I’éducation des lymphocytes naifs en présentant les antigenes, et a
la polarisation de la réaction inflammatoire.

Certaines cellules sont a la charniére avec le systéme immunitaire adaptatif, elles sont
nommeées « innate-like », et impliquées dans la surveillance de I'écosystéme intestinal. Les
iNKT (innate natural killer T lymphocyte) possédent un TCR avec une chaine invariante Va2.4.
Elles reconnaissent les dérivés lipidiques (a-galactosylceramide). Ces cellules ont un réle dans
la réponse aux infections et contre des cellules cancéreuses. Elles sont aussi impliquées dans
les allergies, les maladies auto-immunes (169). Les MAIT (mucosal associated innate T
lymphocyte) sont des lymphocytes présentant un TCR avec une chaine invariante Va7.2.

L’activation via le TCR se fait par reconnaissance des dérivés de la riboflavine (vitamine B2) et
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de I'acide folique (vitamine B9). Principalement localisées dans le foie, elles sont impliquées

dans la défense contre les bactéries et les levures (170).

c) L’immunité muqueuse adaptative
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Figure 7 : Schéma d’une plaque de Peyer et des acteurs impliqués dans la synthése d’IgA. (Gutzeit, Magri, et

Cerutti 2014)

La muqueuse intestinale abrite des cellules du systéme immunitaire adaptif formant le
GALT (gut associated lymphoid tissue). Les lymphocytes intra-épithéliaux ont un phénotype
préférentiellement T CD8*, et possédent plus particulierement un TCR formé de chaines
gamma et delta (171). Ces lymphocytes sont enchassés dans I'épithélium avec une fréquence
d’environ 20 pour 100 entérocytes dans l'intestin et de 5 pour 100 entérocytes dans le colon
et sont majoritairement de type mémoires-effecteurs (172). Le GALT s’organise aussi en
structures lymphoides situées dans le chorion de la muqueuse et de la sous muqueuse sous
forme d’ilots ou de plaques de Peyer (Figure 7).

Les follicules lymphoides sont constitués d’un centre germinal, entouré par une zone
riche en lymphocytes B. Les follicules sont séparés de I'épithélium par une zone riche en
cellules dendritiques, en lymphocytes B et T, appelée dome. Le role principal est la production

des IgA sécrétoires par des plasmocytes (173).
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Les lymphocytes CD4* sont préférentiellement localisés au niveau de la lamina propria.
On distingue de nombreuses sous-population d’effecteurs par les cytokines qu’ils expriment,
les facteurs de transcription spécifiques et les cytokines impliquées dans leur différenciation :
Th1 impliquées dans la défense contre les bactéries intracellulaires et les virus, Th2 pour la
défense contre les parasites helminthes, et Th17 contre les agents fongiques et les bactéries
extra cellulaires (174). Des études récentes identifient d’autres sous-populations: Th9
correspond a un sous type des lymphocytes Th2 produisant exclusivement I'lL-9 et présentant
un réle important au niveau des muqueuses (175); Th22 une nouvelle sous population
associée aux pathologies auto-immunes (176), et ThGM-CSF, sous type de Th1 apparaissant
important dans la neuroinflammation (177). Ces effecteurs sont sous le contréle d’une
importante population de lymphocytes T régulateurs. Ceux-ci permettent le maintien du
climat tolérogene par la sécrétion d’IL-10, agissant en synergie avec le TGF-B présent dans la
matrice extracellulaire (178). Les lymphocytes naifs muqueux intestinaux utilisent des
molécules pour la migration spécifique vers cet organe I'expression d’intégrine a4p7 et du
CCR9, interagissant avec I'’endothélium des vaisseaux de la muqueuse intestinale (179).
L'afflux de lymphocytes dans la muqueuse pourrait faire le lien avec une souffrance
intestinale, suite a un stress alimentaire sous forme de restriction de nutriment ou d’apport
de nutriment immunogénes, dans le cas de I’AM. En effet, la dénutrition entraine une atteinte
de la production de mucus, une diminution de la trophicité de la muqueuse et de la taille des
villosités, et une diminution de la présence de jonctions serrées entre les entérocytes par
phénoméne d’autophagie (180). Ce stress alimentaire pouvant se traduire a travers une
dysbiose et une perméabilité augmentée de la barriere muqueuse, par rupture de symbiose
entre systéme immunitaire muqueux et microbiote, a I'origine d’'une inflammation

persistante.

2. Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

Actuellement, le MI montre des anomalies et des liens avec pratiquement tous les
phénoménes immuno-pathologiques. La polyarthrite rhumatoide semble fortement liée a un
trouble microbiologique buccal et la bactérie Porphyromonas gingivalis, le lupus
érythémateux disséminé avec le Ml et la bactérie Ruminococcus gnavus. Pour suivre, il sera
exposé le cas des maladies inflammatoires chronique de l'intestin démontrant le role

déterminant du Ml et du systeme immunitaire muqueux dans la physiopathologie.
52



Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) regroupent deux atteintes
d’origine immunologique du tube digestif : la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite
hémorragique (RH). Les atteintes se manifestent cliniquement sous formes d’épisodes
associant des douleurs abdominales, de la diarrhée, la présence de sang frais dans les selles.
Les symptomes sont principalement la conséquence des Iésions ulcéreuses secondaires a
I'activation des acteurs de I'immunité innée au sein de la muqueuse intestinale (181). Ces
maladies touchent les deux sexes et se déclarent le plus souvent t6t dans la vie du sujet. Elles
sont considérées comme des maladies tres répandues dans la population, et leur incidence
est en augmentation nette, d’autant plus forte dans les pays industrialisés, mais avec une
tendance actuelle a la stabilisation. La prévalence la plus forte est constatée en Europe et aux
Etats-Unis avec 0.3% de la population (182).

La RH touche exclusivement la muqueuse et la sous-muqueuse du colon et du rectum

avec une inflammation des cryptes et la formation d’abcés (Figure 8) (183).
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Figure 8 : Physiopathologie de la rectocolite hémorragique. TLR = récepteur de type Toll. HLA = antigéne
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La perturbation des jonctions serrées et de la couche de mucus recouvrant I'épithélium
entraine une augmentation de la perméabilité de I'épithélium intestinal, ce qui favorise
I'absorption des antigenes luminaux. Les macrophages et les cellules dendritiques (cellules de
I'immunité innée), lorsqu'ils reconnaissent des bactéries non pathogenes (microbiote
commensal) par l'intermédiaire des récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires
(TLR), modifient leur statut fonctionnel, passant d'un phénotype tolérogéne a un phénotype
activé inflammatoire. L'activation des voies NF-kB stimule la transcription de genes pro-
inflammatoires, ce qui entraine une production accrue de cytokines pro-inflammatoires (TNF-
a, IL-12, -23, -6 et -1B). Apres le traitement des antigenes, les macrophages et les cellules
dendritiques les présentent aux cellules T CD4* naives, favorisant la différenciation en cellules
effectrices Th2, caractérisées par la production d'IL-4. Les cellules T circulantes portant
I'intégrine-a4B7 se lient aux cellules endothéliales coliques de la microvascularisation par
I'intermédiaire de la molécule d'adhésion cellulaire d'adressage vasculaire muqueux
(MadCam1), dont l'expression est renforcée dans l'intestin enflammé. Ceci entraine une
augmentation de I'entrée des cellules T spécifiques de l'intestin dans la lamina propria (Tyd).
La régulation des chimiokines inflammatoires, telles que CXCL1, CXCL3 et CXCLS8, entraine le
recrutement de leucocytes circulants (Figure 8).

La MC atteint quant a elle tout le tube digestif, par une inflammation transmurale se
manifestant par un épaississement de la sous-muqueuse, et la formation d’ulcération et de
granulomes (184). Secondairement a un ensemble variable en proportion de différentes
mutations génétiques, d’exposition a des facteurs environnementaux (xénobiotiques /
pathobiontes), il s’installe une perte d’homéostasie entre le Ml et I’h6te. Cela induit la perte
de la fonction de barriére de la muqueuse, son invasion par les antigénes des microorganismes
intestinaux commensaux et finalement, le déclenchement d’une réponse inflammatoire
excessive par les cellules épithéliales, les cellules mésenchymateuses et les macrophages qui
vont synthétiser des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1B, IL-6 et IL-8 au lieu de TGF-
et de PGE2. L'activation des cellules dendritiques matures entraine la production d’IL-12 pro-
inflammatoire et la différenciation des LT CD4* naifs en lymphocytes T effecteurs. Les Thl
induisent I'expansion de la réponse cellulaire en activant les LT cytotoxiques CD8* et les
macrophages qui vont permettre I'élimination des bactéries pathogénes (production d’IFN-y

et TNF-a). Les Th2 déclenchent une réponse immunitaire humorale en activant les
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Figure 9 : Physiopathologie de la maladie de Crohn. L’entrée de commensaux de la lumiére stimule les CPA (les
cellules dendritiques et les macrophages) qui produisent a leur tour des cytokines pro-inflammatoires telles
que le TNF-a, I'IL-6 et I'IL-23. Les CPA activées facilitent la différenciation ultérieure des cellules Th CD4+ naives
en Th1 et Th17. A l'intérieur de la veinule endothéliale haute, la liaison des lymphocytes porteurs de a4p7 a
MAdCAM-1 entraine l'entrée d'un plus grand nombre de cellules T dans la lamina propria. IFN-y, interféron-
gamma ; FOXP3, Forkhead box protein 3 ; RORyt, récepteur nucléaire orphelin gamma lié au récepteur de

I'acide rétinoique. (Yeshi et al. 2020)

lymphocytes B pour produire des IgA et IgG. Les Th17, produisent des molécules chimio
attractantes induisant une invasion massive des cellules de I'immunité innée (polynucléaires
neutrophiles). L'inflammation chronique est entretenue par la perméabilité épithéliale et les
|ésions caractéristiques de la maladie. L’antibody-mediated immune selection (AMIS) est une
fonctionnalité des immunoglobulines (lIg) mucosales entrainant une sélection positive
d’agents bactériens par leur opsonisation, favorisant secondairement leur adhésion ou leur
tolérance (185). Les phénomenes inflammatoires sont auto-entretenus par de nombreux
facteurs : I'entretien d’une dysbiose bactérienne intestinale (AMIS) et I'exposition a des
xénobiotiques pro-inflammatoires, I'expression inadaptée du récepteur TREM-1, des

anomalies de 'autophagie (Figure 9).
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La physiopathologie des MICI est de mieux en mieux comprise. Il existe un terrain de
susceptibilité génétique, qui associé au Ml et a des facteurs environnementaux, va faire
émerger des anomalies immunologiques responsables des manifestations cliniques (186).

Le MI détient un réle clef dans I'initiation, le maintien et I'aggravation des MICI. L’état
de dysbiose préexisterait a la déclaration de la maladie. Plusieurs hypothéses cherchent a
expliquer I'altération de I'équilibre. L’hypothese diététique repose sur la corrélation entre la
forte prévalence des MICI dans les pays occidentaux, et le régime occidental : riche en graisse
et pauvre en fibre. Le régime comprenant des aliments fortement transformés serait un
facteur de risque de déclaration d’une MC. Les espéces pathobiontes bénéficient du régime
occidental, et entrainent une diminution de molécules essentielles a la physiologie de I’'h6te
(AGCC, AGCR) et 'augmentation de molécules reconnues comme signaux de danger (DAMPs
/ PAMPs). En réaction, le systéme immunitaire de I’h6te est activé de maniére chronique et
répond par la production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules présentatrices
d’antigenes (cellules dendritiques et macrophages) (187).

De plus, les aliments ultra- transformés, largement consommés dans la population
occidentale, sont riches en agents chimiques et nanoparticules. Ces xénobiotiques auraient la
capacité de faciliter le transfert d’antigénes du milieu intestinal vers la muqueuse, et sont des
agents potentialisateurs de la réponse pro-inflammatoire par le systeme immunitaire (188).
La rupture de I'eubiose peut aussi étre aigué suite a une infection gastro-intestinale ou
I’exposition a des antibiotiques. Une infection aigué, virale ou bactérienne, entraine une forte
inflammation de la muqueuse et la production de molécules anti-infectieuse pouvant
entrainer des dommages a long terme sur le tractus-digestif. Il est suggéré que la production
d’lgA dirigées contre Campilobacter ou Salmonella pourrait initier la pathologie
inflammatoire. L'exposition précoce a des antibiothérapies visant les bactéries lors de
I’établissement de I’équilibre microbiotique peux interférer avec le développement normal de
I'h6te, par une modification des interactions microbiologiques requises pour le
développement de la tolérance intestinale. De nombreuses études suggérent une forte
corrélation entre la prévalence des troubles immunologiques et I'exposition précoce a des
antibiotiques (189). La déplétion de I'écosysteme intestinal en Bifidobacterium, Lactobacillus,
Bacteroides et Firmicutes, laisserait vide des niches écologiques pour des bactéries

pathogénes comme les Escherichia coli adhérents et invasifs, qui envahissent I'épithélium. La
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théorie hygiéniste est aussi invoquée comme favorisant la déclaration de MICI.
L'assainissement et I'hygiéne des sociétés occidentales entrainent une diminution de
I’exposition des jeunes enfants a des antigénes microbiens, conduisant au développement de
réponses immunologiques inadaptées lors d’'une rencontre avec un pathogéne dans les ages
plus avancés de la vie (190). Il existe aussi des anomalies immunologiques chez I’héte pouvant
favoriser I'apparition ou I'entretien de la dysbiose et ainsi celui de la maladie. Dans une étude
animale, la déplétion en facteur de transcription t-bet semble entrainer la sélection d’'un Ml
pathogéne, qui induit une colite inflammatoire spontanée mimant la RH. De plus la
colonisation, par hébergement conjoint d’animaux génétiquement sains par le Ml pathogene
sélectionné induit la colite (191). L’altération de I’AMIS par des modification de glycosylation
des IgA a été démontrée dans la MC (192), avec des pattern d’IgA entrainant

préférentiellement une réponse inflammatoire contre les antigénes du microbiote (193).
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E. Axe  microbiote-intestin-cerveau et  symptébmes  psycho-

comportementaux

Les troubles immunopathologiques sont fréquemment associés a des symptomes de
troubles mentaux (anxiété et dépression) entrainant un retentissement important sur le
fonctionnement des patients, altérant alors leur qualité de vie (194). Nous nous concentrerons
sur les symptémes psycho-comportementaux existant dans les MICI pour lesquelles nous

avons constaté I'importance du réle du Ml et du systeme immunitaire muqueux.

1. L’axe microbiote-intestin-cerveau

L'implication du MI dans Ila physiopathologie des symptomes psycho
comportementaux est fortement probable, notamment dans les formes de pathologie

mentale résistantes aux traitements classiques actuels. L'existence d’une communication
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Figure 5 : Schéma décrivant les différentes voies de communication bidirectionnelles connues entre le
microbiote intestinal et le cerveau. Empruntant les réponses immunomodulatrices, I'innervation neuronale, la
signalisation entéroendocrine et celle des métabolites microbiens. CCK, cholécystokinine ; GLP-1, peptide-1 de

type glucagon ; IL, interleukine ; PYY, peptide YY ; TNF, facteur de nécrose tumorale ; SCFA, acide gras a chaine

courte. (Cryan et al. 2019).
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réciproque entre l'intestin et le cerveau est désormais bien reconnue (152). L’axe MIC est
constitué de multiples voies paralleles : les systéemes neuroendocriniens, immunitaire et
nerveux autonome (SNA) (Figure 5) (195), qui permettent un échange bidirectionnel

d'informations afférentes et efférentes.

a) La voie nerveuse

Le cerveau et l'intestin sont physiquement reliés par le nerf vague dont les fibres
terminales sont associées a la muqueuse et connectées au systéme nerveux entérique (SNE).
Le tractus gastro-intestinal, abrite environ 500 millions de terminaisons nerveuses (196). Les
neurones se situant dans la sous-muqueuse et la musculeuse constituent le SNE et environ 20
% d'entre eux sont classés comme des neurones afférents primaires intrinseques. Ces
neurones afférents du SNE communiquent au cerveau, par l'intermédiaire du nerf vague, les
changements subtils survenant dans le tractus gastro-intestinal (197). Les voies efférentes du
nerf vague (20% des fibres) ont un role dans la digestion, la modulation du péristaltisme, mais
aussi des terminaisons sur le systéme cardio-respiratoire. Les voies afférentes (80% des fibres)
sont capables de détecter indirectement des signaux du Ml.

Les fibres afférentes possédent des chémo- et mécano-récepteurs. Les CEE peuvent
adresser des messages aux systéme nerveux par la sécrétion de neurotransmetteurs et
d’entéro-hormones. Les fibres nerveuses sont aussi capables de détecter des métabolites
bactériens comme les AGCC (198). Les fibres afférentes sont subdivisées en 3 sous types : les
terminaisons afférentes villositaires atteignant le pole apical des villosités, les terminaisons
afférentes associées aux cryptes se terminant a proximité des glandes, les terminaisons
afférentes associées aux glandes antrales, entourant ces structures (199). Il a aussi été mis en
évidence des cellules épithéliales présentant une structure similaire a un bourgeon synaptique
(200). Les CEE sont excitables et expriment des canaux sodiques et calciques voltage
dépendant. On imagine alors que les CEE sont capables de transmettre des signaux
électrophysiologiques (198). L'ensemble de ces signaux sont impliqués dans la régulation de
la prise alimentaire (satiété) et I'on imagine aussi dans la surveillance de I'écosysteme
intestinal, pouvant affecter les fonctions cognitives cérébrales et le comportement. Ces
éléments sont reconnus devant la réduction des comportements anxieux chez I’animal apres
vagotomie, ou neutralisation des voies afférentes vagales, mais aussi dans des expériences de

stimulation du nerf vague. Ces résultats ont aussi été validés dans des modeles de dépression
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(201). Enfin, le SNE peut détecter plus de 30 neurotransmetteurs, dont la plupart se trouvent
dans le systéme nerveux central (SNC), comme l|'acétylcholine, la dopamine et la sérotonine.
Plus de 90 % de la sérotonine et 50 % de la dopamine proviennent de l'intestin et sont
principalement produits par le Ml intestinal. Ces deux neurotransmetteurs jouent un role
important dans la transmission du message de "lutte ou de fuite" au cerveau et dans le
controle de I'humeur, du bien-étre et du plaisir d'un individu (202). Le SNE semble aussi

dépendant des signaux microbiologiques pour son fonctionnement et son organisation.

b) La voie immunologique

Les cellules immunitaires sont en relation directe et particulierement privilégiée avec les
microorganismes intestinaux et leurs métabolites. Le Ml a montré des capacités de régulation
du systeme immunitaire inné et adaptatif intestinal. Les cellules immunitaires libérent de
nombreux facteurs protéiques dont les cytokines, jouant un réle important dans la réponse
de I'h6te a des signaux de danger, mais aussi pour permettre la tolérance des organismes
commensaux. De nombreux facteurs du MI comme les neurotransmetteurs, les AGCC ou les
AB ont des fonctions immunomodulatrices, favorisant la tolérance. L’ensemble des facteurs
produit localement par les cellules immunitaires peut gagner la circulation systémique par
diffusion dans les capillaires sanguins ou lymphatiques, mais aussi exercer une influence sur
la transmission de signaux via le systéme nerveux précédemment décrit. Il existe une voie
reliant le systéme immunitaire muqueux a la microglie du tissu cérébral. Les études sur des
modeéles axéniques ont fait état de défaut de maturation de la microglie, d’'une présence
excessive de cellules activées et d’anomalies de la morphologie des cellules par des
changement de profil transcriptomique (203). Les macrophages muqueux, de phénotype M2
anti-inflammatoire, sont impliqués dans les fonctions de résolution inflammatoire et de
reconstruction tissulaire. lls sont en interactions étroites avec les plexus entériques. En
situation d’inflammation, les macrophages jouent un role d’alerte via le bone morphogenic
protein-2 (BMP-2) entrainant une réponse motrice par contraction de la musculeuse, mais
aussi de protection de fibres nerveuses contre les attaques immunitaires dont le signal peut
renseigner le niveau central. Les fibres nerveuses sensitives terminales sont aussi associées
aux mastocytes, impliqués dans la transmission d’un signal de douleur, en réaction a la
détection d’un signal de danger par leurs nombreux récepteurs. Dans le sens inverse, les

neurotransmetteurs libérés par le SNA peuvent entrainer une dégranulation des facteurs du
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mastocyte, ou une inhibition de leur expansion. Les cellules lymphoides innées (ILC) sont
fortement présentes dans la muqueuse avec un role de sentinelle et de premier acteur en
situation de souffrance tissulaire. La physiologie des ILC2 serait trés dépendante de facteurs
produit par les neurones, le neuropeptide neuromedin U, et jouant un réle clef dans la défense
contre les parasites (204). Concernant les cellules T, les bactéries semblent agir via le SNE en
modulant I'expression de genes au niveau des neurones, ce qui entraine un effet de
polarisation des lymphocytes, induisant les lymphocytes Th17 inflammatoires ou les
lymphocytes T régulateurs (205). Il a récemment été montré que des bactéries, associées a un
régime riche en tryptophane avait la capacité de reprogrammer les cellules T intraépithéliales
vers un phénotype de lymphocyte T régulateur (206). Cette voie semble aussi pouvoir étre
cellulaire, avec la migration de plasmocytes IgA depuis l'intestin, vers le SNC pour réguler
I'inflammation dans un modéle murin de sclérose en plaque. Enfin la voie immunologique par
sa partie adaptative apparait impliquée dans les fonctions supérieures du cerveau. En effet, le
modele murin Ragl-/-, déficient pour les lymphocytes, présente des troubles de la cognition
et des comportements anxieux lors des tests comportementaux. Cela parait amélioré par
I'implantation de Lactobacillus (207). La présence d’INFy au niveau méningé apparait

nécessaire pour les comportements sociaux (208).

c) La voie neuroedocrinienne

La muqueuse intestinale est riche en CEE sécrétant des molécules de signalisation
endocrine peptidiques ou chimiques constituant la voie neuroendocrine en empruntant la
circulation systémique via le sang ou le systeme lymphatique. Ces cellules ont des capacités
sensorielles pour évaluer le contenu en nutriment de la lumiére intestinale et transmettre un
signal de régulation métabolique et comportemental. Les cellules entéro-endocrine L
sécrétent le GLP-1 et le PYY, qui sont des entéro-hormones anorexigénes au niveau central
(hypothalamus). Ces cellules possédent aussi un neuropod, extension formant un bouton
synaptique se connectant au réseau vagal entérique et la glie intestinale (209). Ces cellules
sont sensibles a différents types de médiateurs solubles de la lumiére. Dans I'intestin proximal,
ce sont les nutriments qui déclenchent la dégranulation des entéro-hormones, alors qu’au
niveau de l'intestin distal, les cellules sont préférentiellement sensibles aux métabolites
bactériens. Ce mécanisme serait impliqué dans le maintien de la satiété, les produits de

fermentation des bactéries stimulant la production des peptides anorexigénes (210). Ce
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mécanisme est d’ailleurs la cible des stratégies de supplémentation en probiotiques pour la
réduction de prise alimentaire et la perte de poids. Les cellules entéro-chromaffines
présentent la capacité de synthése de la sérotonine a partir du tryptophane apporté par le bol
alimentaire. La sérotonine ensuite libérée va stimuler les récepteurs sur les cellules nerveuses,
mais aussi immunitaires. La production de sérotonine semble liée a la stimulation du
récepteur tryptophane hydroxylase 1 (TPH1) par des métabolites bactériens comme I'acide
deoxycholique (152). La sérotonine ne pouvant traverser la barriere hémato-encéphalique, ce
sont les métabolites du tryptophane par la voie des kynurénines qui sont impliqués dans la
liaison avec le cerveau. L'acide quinolinique, métabolite pro-inflammatoire semble fortement
impliqué dans l'initiation de la réponse neuroinflammatoire cérébrale, au niveau des noyaux
gris de la base du cerveau.

De nombreux micro-organismes de la lumiere métabolisent les nutriments et produisent
localement des molécules impliquées dans la neurotransmission de signaux chez ’lhomme :
les neurotransmetteurs adrénergiques, I'acide gamma-aminobutyrique (GABA) a partir du
glutamate, I'histamine. Enfin, des molécules bactériennes lipidiques: AGCR et AGCC
apparaissent comme des messages importants, circulant entre le Ml et le systéme nerveux
central car traversant la barriere hémato-encéphalique. Leurs implications semblent
multiples : trophicité, neuroplasticité, comportement et cognition (152).

Les signaux de I'axe vont majoritairement induire une réponse de I'axe hypothalamo-
hyposaire. La production de corticolibérine (CRH), d’hormones thyroidiennes et d’hormones
de stress va induire des réponses immunitaires et musculaires, mais aussi une augmentation
de la perméabilité du réseau vasculaire et de la perméabilité de I'épithélium au niveau
intestinal. Les signaux sont aussi a destination des micro-organismes qui sont en capacité de
recevoir I'adrénaline et la noradrénaline.

Le systéme immunitaire muqueux possede un role tres important au sein de I'axe MIC,
pouvant alors représenter une cible d’intérét pour des stratégies thérapeutiques innovantes

de modulation.
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2. Symptomes psycho-comportementaux des maladies

inflammatoires chroniques de l'intestin

Les patients atteints de MICI peuvent présenter des symptomes classés comme
manifestations extra digestives. Parmi celles-ci sont retrouvées les atteintes articulaires, le
plus souvent périphériques, mais pouvant aussi étre axiales. La peau peut présenter des
atteintes connues dans d’autres maladies auto-inflammatoires: érytheme noueux
(panniculite retrouvée dans la sarcoidose), le pyoderma gangrenosum (existant aussi dans la
polyarthrite rhumatoide). L'épisclérite et I'uvéite sont les affections ophtalmologiques les plus
fréquentes chez les patients atteints de MICI. La tractus biliaire peut étre atteint par une
cholangite sclérosante primitive (existant aussi dans le syndrome de Gougerot-Sjogren) (211).
Au-dela de ces atteintes directement reliées a un désordre immunitaire, on constate une tres
forte prévalence associée de troubles anxieux et de troubles de I’humeur. La prévalence des
symptomes d’anxiété et de dépression chez les adultes atteints de MICI a été évaluée par trois

méta-analyses :

Meéta-analyse Anxiété Dépression
Mikocka-Walus, A. 2016 (212) ‘ 19,1% 21%
Neuendorf, R.2016 (213) ‘ 35.1% 21,6%
Barberio, B. 2021 (214) ‘ 32.1% 25,2%

Tableau 1 : Présentation des prévalences de symptomes psychiatriques dans les MICl issues de 3 méta-

analyses (Bisgaard et al., 2022).

Les études de prévalence longitudinale s’accordent sur une augmentation de la
prévalence des troubles anxieux et d’épisodes dépressifs avant et apres le diagnostic de MICI,
suggérant un roéle bidirectionnel dans l'intrication de ces troubles (215). Il est important de
rester prudent face a ces résultats issus d’un trés faible nombre d’études (216). La relation
bidirectionnelle entre trouble psychiatrique et maladie intestinale invoque des hypothéses sur
I'implication de I'axe MIC dans ces situations de comorbidité. Les facteurs psychologiques a
I'origine de stress et d’émotions négatives ont été étudiés de maniére prospective pour
comprendre leur influence sur la maladie intestinale. Les résultats des études sont
hétérogenes et ne permettent pas de conclure a une corrélation nette ; laissant ouverte la
guestion de I'impact des traumatismes psychiques sur les patients MICI (216).

La compréhension des mécanismes biologiques responsables de cette comorbidité

permettra de proposer des stratégies thérapeutiques adaptées. Les principales études a
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disposition ont été menées chez I'animal ; via les voies de I'axe MIC, remontent des signaux
de I'inflammation muqueuse dans les phases actives de la MICI. La voie vagale afférente serait
impliquée dans I'état de « syndrome maladie » (217). En effet, le traitement par vagotomie
(section artificielle du nerf vague au niveau cervical) chez le modéle rongeur annule les effets
inflammatoires sur le comportement (218). D’autre part, il est maintenant admis que la
barriere hémato-encéphalique (BHE) n’est pas imperméable aux cellules et molécules
immunitaires. Les cytokines circulantes vont avoir un effet stressant sur les cellules
endothéliales de la BHE, entrainant une augmentation de la perméabilité aux molécules de
I'immunité innées puis a la translocation de leucocytes, donnant accés aux compartiments
liquidiens du systeme nerveux central. L'induction d’une colite inflammatoire chez I'animal
provoque des lésions cérébrales via la circulation de cytokines pro-inflammatoires, dont les
plus importantes se situent au niveau de I’"hippocampe (augmentation localisée de la présence
de monoxyde d’azote NO et de TNF-a) (216). L'inflammation des zones cérébrales entraine
une diminution de la neurogeneése et de la neuroplasticité, pouvant induire des symptomes
neuro-comportementaux a long terme (219). D’un autre point de vue, I'induction d’un état
dépressif chez I'animal (par ablation du bulbe olfactif, induction par injection de reserpine, ou
induction par exposition a un stress chronique imprévisible) a entrainé une inflammation
intestinale via une dysfonction vagale efférente (220). De méme, dans un état de colite
inflammatoire quiescente chez I'animal, I'induction de dépression conduit a une réactivation
de la colite inflammatoire, effet pouvant étre prévenu par I'exposition a une molécule
antidépresseur tricyclique (221). Chez I'homme il existe des éléments de preuve en faveur
d'un effet anti-inflammatoire par stimulation du nerf vague dans le traitement des formes
réfractaires de MC. Cet effet serait dépendant de I'exposition des cellules de I'immunité innée
au niveau de la muqueuse intestinale a I'acétylcholine produite par le nerf vague (222). Il est
intéressant de constater que certaines études démontrent un effet positif du traitement par
antidépresseur sur la colite inflammatoire, et inversement : un effet positif sur les symptomes
anxio-dépressifs des traitements immunomodulateurs de la maladie inflammatoire (223).
Les symptomes psychologiques des MICI font I'objet de plus en plus de considération
par les cliniciens. lls sont une plainte majeure des patients pour laquelle des soins spécifiques,
au-dela des traitements immunomodulateurs, doivent étre pensés (224). L'adaptation des

catégories nosographiques psychiatriques aux manifestations symptomatologiques dans les
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troubles somatiques, ne permet pas de rendre compte de la réalité clinique. En effet, il existe
de réels états de co-occurrence de troubles psychiatriques avec les MICI, mais ce qui est
rapporté par les cliniciens et patients correspond plus a des symptomes isolés du tableau de
dépression ou d’anxiété du point de vue psychiatrique. Les patients se plaignent notamment
de fatigue chronique et persistante, responsable d’'un handicap important dans leur
fonctionnement (225). Cette fatigue n’est pas totalement expliquée par la présence de la
maladie inflammatoire, ni par la concomitance d’'un syndrome dépressif (226). L'approche
novatrice de la méthodologie des critéres « domaine de recherche » (RDoC) du National
Institute of Mental Health (NIMH) a été lancée pour recentrer la recherche en santé mentale
sur les circuits neuronaux qui assurent la médiation des fonctions psychologiques. L'idée
motrice consiste a favoriser la compréhension de la base neuronale de dysfonctionnements
psychiatriqgues spécifiques (c'est-a-dire "symptomes et circuits") et de faciliter le
développement de traitement. Cette tentative d'aller au-dela des catégories diagnostiques
traditionnelles, et de se concentrer sur les dysfonctionnements des circuits neuronaux liés a
des symptomes spécifiques couvrant plusieurs troubles, présente un intérét scientifique et
clinique pour affiner la démarche diagnostique (227). L'étude de la symptomatologie psycho-
comportementale dans les maladies a médiation immunologique et particulierement les MICI
pourrait mettre en lumiére le réle du systeme immunitaire muqueux intestinal au sein de I’axe

MIC dans la genese et I’entretien des troubles.

3. Axe microbiote-intestin-cerveau et maladies psychiatriques.

Certaines manifestations de I'épisode dépressif caractérisé peuvent étre expliquées
par des anomalies de I'axe MIC. La symptomatologie comprend fréquemment une anorexie
partielle. Ce symptome est associé a la perte de valence hédonique de la nourriture, comme
dans I’AM, mais sans la dimension anxieuse. Les symptémes alimentaires concernent souvent
une modification du régime alimentaire avec la consommation d’aliments riche en graisse et
en sucre, dans une recherche des émotions positives associées au aliment fortement
palatable. Ces aliments peuvent engendrer, tout comme dans I’AM, des modifications du
microbiote intestinal. Les études du microbiote dans I'épisode dépressif caractérisé font état
de modification de I’écosystéeme, mais ne font pas de lien avec ce symptome alimentaire (228).
La réponse anormale au stress est un mécanisme psychologique conduisant a la dépression et

aux troubles anxieux. Ceci est classiquement compris comme un dépassement des capacités
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psychique de la personne a s’adapter a des changements de son environnement et ces
éléments sont en lien avec les fonctions cognitives du sujet. Sur le plan physiopathologique,
I’axe hypothalamo-hypophysaire joue un réle majeur. Les patients dépressifs présentent une
élévation chronique du taux de cortisol plasmatique, entrainant une désensibilisation de I'axe
corticotrope au rétrocontréle négatif. Ceci induit aussi une neuroinflammation et une
diminution des taux de BDNF, se traduisant chez les modéles animaux par des anomalies
inflammatoires dans le cortex pré-frontal et 'hippocampe. La raréfaction du BDNF dans
I’hippocampe entraine une baisse de la neuroplasticité, et la production de BDNF semble liée
a la présence de butyrate au niveau plasmatique. Le désordre de I'axe hypothalamo-
hypophysaire peut étre imputé au Ml a la suite d’études animales. Les souris axéniques
présentent des niveaux anormalement élevés de cortisol, qui sont normalisés suite a
I’'administration de probiotiques comme Lacticaseibacillus paracasei Shirota. Ce phénoméne
semble dépendant de la transmission de signaux via le nerf vague. Il a aussi été montré une
moindre présence de bactéries productrices de butyrate (Faecalibacterium et Coprococcus)
dans les études chez les patients dépressifs (229). Une étude randomisée controlée de
supplémentation en Lactobacillus plantarum chez des adultes présentant un stress a
démontré une réduction des scores a I’échelle de stress Scales-42, utilisée pour la mesure des
symptoémes anxieux et dépressifs. Le mécanisme semble étre induit par la modulation de la
sérotonine en diminuant les concentrations plasmatiques de dopamine B-hydroxylase et
tyrosine-hydroxylase, indoléamine 2,2-dioxygenase et de la tryptophane 2,3-dioxygénase
(enzymes impliquées dans la voie des kynurénines) (230).

Les patients atteints de schizophrénie présentent une diminution de la richesse et une
différence de composition importante du Ml avec des sujets sains dans une étude récente par
méthode métagénomique shotgun (231). Il semble que la bactérie Streptococcus vestibularis
est associé a la schizophrénie. Elle est retrouvée en grande proportion dans le Ml des patients
non traités, et lors de son implantation dans un modeéle murin axénique, il est retrouvé des
comportements sociaux anormaux, une hyperactivité motrice et des troubles cognitifs
considérés comme éléments modélisant la pathologie humaine. Ces changements sont
associés au niveau biologique a une augmentation de la concentration en glutamate et une
diminution des concentrations en glutamine et en GABA au niveau de I'hippocampe. Cette

bactérie possede la capacité de métaboliser 11 neurotransmetteurs dont le glutamate et le
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GABA (232). Une récente étude montre une association entre certaines signatures
microbiologiques spécifiques de patients et une réduction de volume du gyrus frontal droit
médian (233).

La prévalence massive des troubles gastro-intestinaux dans les troubles du spectre de
I'autisme (70% a 80% des patients) oriente fortement sur une participation de I'axe MIC au
trouble. Les sujets présentent une dysbiose avec une réduction des populations de
Bacteroidetes, et |la sévérité des troubles est positivement associée I'abondance relative de
Desulfovibrio spp. Les patients présentent pour 37% une perméabilité intestinale anormale
(230,234). Potentiellement lié au faible nombre de Lactobacillus spp, jouant un role dans
I’expression des jonctions serrées, et dans le passage de matériels bactériens de la lumiere
dans la sous-muqueuse. Il est fréquemment retrouvé une activité pro-inflammatoire
importante médiée par la microglie et les astrocytes au niveau cérébral (235). Un essai clinique
de transfert de microbiote fécal chez des enfants atteint d’autisme a montré une réduction
de 80% des symptOmes gastro intestinaux, mais aussi des troubles du comportement 8
semaines apres le traitement, et ceci s’est maintenu deux ans apreés le traitement (236).

Les éléments faisant état de I'implication de I’axe MIC dans les troubles des conduites
alimentaires sont encore contradictoires. Il apparait cependant évident qu’un désordre du Ml
est associé a I’AM, comme il existe des facteurs d’association a I'obésité, (inflammation de bas
grade dans I’hyperphagie boulimique). La forte prévalence de comorbidité anxieuse et
dépressive avec les troubles des conduites alimentaires alimente aussi I’hypothése d’une
implication du MI dans ces symptomes. Les résultats actuels a propos du réle du Ml et du
systeme immunitaire dans les TCA souffrent de nombreuses limites (237). Il apparait
nécessaire d’améliorer les connaissances dans ce champ de recherche afin d’ouvrir de

nouvelles perspectives diagnostiques et thérapeutiques.
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F. Perspectives thérapeutiques via I’axe microbiote-intestin-cerveau en
santé mentale

L’axe MIC peut étre impliqué dans les troubles psycho-comportementaux et donc faire
I'objet d’intervention thérapeutique (238,239). Les acteurs et donc les cibles thérapeutiques
sont multiples. Les efforts actuels de modulation de I'axe MIC sont principalement tournés
vers des stratégies de modulation du Ml bactérien. Il s’agit de modification de I'alimentation
et de I'administration d’agents prébiotiques (149) : substances jouant principalement le role
de complément alimentaire, et connus pour favoriser I'écosysteme intestinal en faveur de
bactéries commensales (240), la délivrance de probiotiques : bactéries ou levures, dont
I'activité transitoire dans le tube digestif est bénéfique pour I’'héte, et pour des modifications

plus profondes la transfert de microbiote fécal (241).

1. Alimentation et prébiotiques

Les interventions diététiques dans le champ de la santé mentale peuvent paraitre
anodines mais le régime alimentaire constitue I'un des facteurs modulateurs du Ml le plus
impactant. Le changement d’un régime végétalien a un régime contenant des protéines
animales induit des changements du Ml en 24h (152). Le fonctionnement cérébral nécessite
de nombreux nutriments : glucose pour I'énergie, mais aussi des lipides, des amino-acides,
des vitamines et des minéraux. Le champs de la psychiatrie nutritionnelle est trés récent et
fédéré depuis 2015 (242). Des études ont montré I'association entre un régime sain et un bien-
étre mental déclaré (243). Actuellement, les études sont encore trop imprécises pour former
des recommandations diététiques en faveur d’un régime alimentaire. Il apparait que le régime
méditerranéen soit associé a une meilleure santé mentale (30). La supplémentation en
oméga-3 pourrait avoir un impact direct anti-inflammatoire, tout comme des antioxydants
capables de traverser la barriere hémato-encéphalique (32). Les substances prébiotiques sont
des sources de nutriments permettant I'expansion de souches bactériennes présentant un
intérét pour la santé de [I'h6te. Les molécules fructo-oligasaccharide et galacto-
oligosaccharides sont des substrats de fermentation pour les bactéries bifidobacteries et
Lactobacilles, stimulant leur activité et leur prolifération(202). Elles ont fait I'objet d’études
d’efficacité chez le modele animal, et ont montré une augmentation de la concentration en

AGCC, et une diminution de la production de cortisol en réponse au stress (244). Ces glucides
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complexes ont fait I'objet d’études dans la dépression et I'anxiété en comparaison a un
placebo. Les résultats ne permettent pas de conclure a une efficacité significative (245). L’effet
de l'apport de galacto-polysaccharide chez les patients autistes montre des effets
contradictoires sur les troubles du comportement, mais son effet est potentialisé quand il est

associé a un régime excluant le gluten et la caséine (246).

2. Probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants (bactéries ou levures) présentant
un intérét pour la santé humaine. De nombreuses études ont montré un bénéfice sur les
comportement anxieux et dépressifs chez des modeéles animaux (232). En 2019, une méta-
analyse a fait état de l'efficacité des probiotiques pour réduire les symptémes anxieux et
dépressifs. Les bactéries Lactobacillus sont les plus fréquemment étudiées. Leur efficacité est
dépendante de leur administration associée a un autre probiotique (principalement
Bifidobacterium) ou a un prébiotique. L’effet positif sur le syndrome dépressif est dépendant
de la durée d’administration, qui doit étre supérieur a un mois. Cependant les conclusions
doivent étre interprétées prudemment car les études sont nombreuses, mais de faible
puissance (245). Trois études ouvertes d’administration de probiotiques dans les troubles du
spectre de I'autisme ont montré un effet sur les symptomes comportementaux des patients,
cependant, deux essais cliniques randomisés n’ont pas montré de différences significatives
sur les troubles gastro-intestinaux et les troubles du comportement chez les sujets atteint

d’autisme (247).

3. Transfert de microbiote fécal

Le transfert de microbiote fécal est une thérapie actuellement validée dans le
traitement de la colite a Clostridioides difficile antibiorésistant. Cette intervention
thérapeutique vise a dépeupler en profondeur le Ml par une cure d’antibiotique, puis a
implanter un autre écosystéme a partir de selles de donneur. Trés peu d’études on fait I'objet
de cette thérapeutique pour des pathologies psychiatriques. Des études de transfert fécal ont
été menées chez des patients présentant une symptomatologie anxio-dépressive dans un
contexte de syndrome de l'intestin irritable. Aprés transfert, la symptomatologie anxieuse et
dépressive a été mesurée grace a |'échelle d’Hamilton. Certaines études rapportent une

amélioration des scores de dépression, mais sans maintien dans le temps des effets (248).
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L’équipe de Kang a mené une étude ouverte sur 18 enfants atteints d’autisme. Les sujets ont
été colonisés par le biais d’une solution bactérienne concentrée issue de selles provenant de
donneurs sains par voie rectale initiale aprés une préparation par vancomycine puis orale
qguotidienne pendant plusieurs semaines. Les résultats montrent une amélioration sur les
symptomes comportementaux et gastro-intestinaux. Les améliorations sont retrouvées
maintenues apres 8 semaines (236). Apres deux ans de suivi des patients traités par transfert,
la proportion de réduction des symptémes gastro-intestinaux est maintenue, et la rémission
des symptdmes autistiques est augmentée par rapports aux résultats initiaux (249). Des cas
cliniques de traitement de troubles psychiatriques par transfert de microbiote fécal ont été
rapportés dans la littérature. Une patiente présentant une AM chronique, associée a une
pullulation bactérienne dans l'intestin gréle, a été traité par transfert a partir du microbiote
fécal d’'une apparentée au 1 degré. La symptomatologie intestinale a régressée avec une
amélioration des marqueurs d’intégrité intestinale, mais sans changement sur la
symptomatologie alimentaire (250). Une patiente anorexique de 26 ans présentant une
maigreur chronique a bénéficié d’un transfert de microbiote fécal issu d’'un donneur non
apparenté. Aprés 36 semaines de suivi, la patiente a manifesté une prise de poids de 13.8%,
et une augmentation de la concentration en AGCC, cependant, le Ml avait redérivé vers
I'original (251). Une patiente bipolaire de type 1 présentant un trouble pharmaco-résistant, a
bénéficié d’un transfert de microbiote fécal en 9 séquences pendant 11 mois issue de selles
de son mari, indemne de maladie psychiatrique. Dans les suites, la patiente n'a pas présenté
de symptomes et pu sevrer son traitement psychotrope (252).

Les stratégies de modulation du Ml et de I'axe MIC sont a l'aube de leur
développement. La qualité des interventions doit étre améliorée et les études raffinées pour

garantir des succées thérapeutiques dans le champ des troubles psychiatriques.
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G.  Hypotheses et objectifs de théese

Notre hypothése globale de travail propose l'existence d’anomalies du systéeme
immunitaire muqueux intestinal, jouant un role dans la persistance de symptémes psycho-
comportementaux. Nous formulons deux hypothéses secondaires : I’'hypothése de I'existence
d’un désordre immunologique muqueux et une altération de la symbiose hote microbiote
dans le contexte d’AM chronique, et, I'hypothése de I'existence de trouble et donc de lésions
spécifiques au niveau cérébral ou nerveux dans les maladies inflammatoires chroniques de

I'intestin.
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Notre premier axe de travail porte sur le réle du systéeme immunitaire muqueux
intestinal dans I’AM. Les symptOmes alimentaires retentissent sur |'écosystéme intestinal.
Nous formulons I'hypothése de I'existence de caractéristiques immunologiques particulieres
chez certaines patientes anorexiques.

Notre second axe de travail porte sur les symptémes psycho-comportementaux chez
les patients souffrant de troubles immunopathologiques. Nous formulons I’hypothése
d’anomalies psycho-comportementales et neurobiologiques spécifiques dans les MICI, leur

physiopathologie impliquant fortement le Ml et le systeme immunitaire intestinal.
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Pour tester nos hypotheses, nous avons fixé les objectifs suivants :

Caractériser le systeme immunitaire muqueux intestinal chez les patients souffrant
d’AM (253).

Modéliser les symptoémes psycho-comportementaux de I’AM pour étudier le systéeme
immunitaire muqueux intestinal in vivo, Hanachi M et Gabriel-Segard T. et al. 2023
(article en préparation)

Modéliser in vitro la communication neuro-immunologique au sein de la muqueuse
intestinale, (254).

Caractériser les symptomes psycho-comportementaux chez les patients atteints de
maladie inflammatoire chronique de I'intestin, Gabriel-Segard et al. 2023 (manuscript
accepté Inflammatory Bowel Diseases)

Caractériser les symptémes psycho comportementaux dans un modele animal de
maladie inflammatoire chronique de lintestin, étude MICICOMP (DAP #34665-
b2022011211507224 v2).
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lI. Résultats

A.  Phénotypage immunologique muqueux chez les patientes
anorexiques souffrant d’anorexie mentale

L’hypothese d’une dérégulation de I'axe MIC dans I’AM et une voie nouvelle, impulsée
par la mise en évidence d’une dysbiose du Ml chez ces patientes. Les éléments d'immunologie
de l'intestin spécifique chez cette population n’ont pas été investigués. Cette étude clinique
s’est attachée a caractériser les parametres spécifiques au systeme immunitaire muqueux
intestinal circulant dans la population des patientes avec AM a la recherche d’une signature
spécifique.

Les résultats ont conduit a la publication de I’article suivant au journal European Eating

Disorders Review (IF = 5.36, Rang B).
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1. Abstract

Objective: Previous studies of AN showed low-grade inflammation. Are low-grade
inflammation and circulating lymphocytes associated with chronic conditions?

Method: Peripheric blood cytokines were measured using Luminex™ technology in a chronic
AN cohort (mean = 67.42 months), compared to Constitutional Thinness (CT), Constitutional
Obesity (CO), and Healthy Controls (HC). Secondarily a prospective cohort of chronic AN (mean
=54.11 months) was recruited to compare the functional lymphocyte profile in blood by flow

cytometry to CT and HC.
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Results: In the AN group, most cytokine concentrations were lower than in CT and HC groups.
The IL-23 (98.02 pg/ml) was elevated related to HC and CO, and the IL-10 (4.178 pg/ml) was
elevated vs. CO. In the CT group, IL-9 (0.06216 pg/ml) was elevated compared to AN. The AN
group had high Treg (9.259% of CD4*) and CD8&*Integrinf7* (9.552% of CD3*) vs. HC for
lymphocyte populations. In CT group, elevated Treg (9.7% of CD4*) elevated percentage of
CD4*CCR9* (5.867% of CD3*) and CD8*Integrin7* (10.21% of CD3*) were found vs HC.
Conclusions: The chronic state of AN and CT is surprisingly non-inflammatory with elevated
Treg cells. These results suggest that maintaining a dysregulated response to intestinal
antigens may contribute to maintaining AN.

Abbreviations: anorexia nervosa (AN), Interleukin (IL), regulatory T cell (Treg)

2. Introduction

Anorexia nervosa (AN) is a psychiatric disease, particularly affecting teenagers, mostly
females. This trouble is characterized by an intense fear of weight gain and dysmorphophobia,
which leads to severe dietary restriction and extreme weight loss behavior such as purging
and inappropriate physical activity. This trouble also involves cognitive and emotional
disturbances (Diagnostic and statistical manual of mental disorders: DSM-5, 2013). Among
current pathophysiological hypotheses, microbiota and low-grade inflammation impacting
eating behavior through the microbiota-gut-brain axis is relevant (Gorwood et al., 2016).
Microbiological data were reviewed and demonstrated a decrease of butyrate-producing
species in favor of mucin degrading bacteria (Di Lodovico et al., 2020). Methanobrevibacter
smithii appears to be associated with underweight and undernourished patients and
associated with AN. A significant decrease in phyla was shown and presented in a recent
review: the abundance of Firmicutes, particularly Roseburia, Lactobacillus, Streptococcus, and
Clostridium, was lower in patients with AN compared to healthy controls (Carbone et al.,
2021). Differences in bacterial abundance in the microbiome appear between restrictive and
binge purging subtypes of AN (Monteleone et al., 2021). This microbiological state could
interfere with nutrient metabolism in situ and induce a less protective mucus layer. All of this
can impact the physiology of the intestinal barrier and, secondarily, low-grade deleterious
systemic inflammation (Seitz et al., 2020). No consensus data were shown on a leaky gut
syndrome in AN. The activity-based animal model exhibits intestinal permeability (Achamrah

et al., 2016; Jésus et al., 2014), whereas the human study has not brought to light the increase
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in markers of intestinal permeability (Kleppe et al., 2022; Monteleone et al., 2004). AN
immunological status appears pro-inflammatory at an early stage of the disease. Two meta-
analyses of cytokine tests in AN concluded that plasma circulating pro-inflammatory cytokines
(TNF-a, IL-6, IL-1B) were elevated compared to healthy volunteers (Dalton et al., 2018a; Solmi
et al., 2015). However, recent studies have shown an association of inflammatory markers
with the acute phase of the disease, but not throughout AN’s history (Dalton et al., 2020; Solmi
et al., 2020). Concerning adaptive immunity, few flow cytometry studies have characterized
the profile of circulating lymphocytes, and no one has revealed any deficiency but an adaptive
strategy to maintain a sufficient level of an immune response against pathogens (Elegido et
al.,, 2017; Omodei et al., 2015; P4aszthy et al., 2007). 20% of AN resist conventional, integrative
therapy strategies and move towards chronicity (Mitchell and Peterson, 2020). Up until now,
the immunological status of chronic AN is unknown. Chronic dysbiosis combined with a
disturbance of the mucosal immune system could be associated with thinness and
maintenance of the disease in the hypothesis of a pathologic status of the microbiota-gut-
brain axis. To isolate the effect of the characteristic eating disorder, Constitutional Thinness
(CT) seems a perfect control group for AN. It is a category of subjects presenting a non-
malnourished underweight state, resistant to weight gain, and without an eating disorder
(Estour et al., 2017, 2014; Ling et al., 2020). A recent meta-analysis indicates that the average
BMI for CT is 16.7 kg.m™ and ranges from 16.4 kg.m? and 17.0 kg.m2. In addition, the mean
BMI of AN patients is lower than those of CT: 15.1 kg.m™2 [14.7;15.5]. CT is characterized by a
low-fat mass percentage of 19.5 [18.0; 21.1] as assessed by dual-energy X-ray absorptiometry
compared to controls 27.1 [25.5; 28.8], but higher than AN patients 11.7 [9.7; 13.7]. The higher
low-fat percentage is considered an adaptation to the chronic thinness state, which is not the
case for AN (Bailly et al., 2021). We hypothesize that chronic AN has low-grade systemic
inflammation marked by high levels of pro-inflammatory cytokines and a lymphocytes profile
consistent with a mucosal signature compared to healthy individuals. We select lymphocyte
populations with CCR9 and integrin-f7, which allow specific homing in intestinal tissue.
Leukocytes are located in all tissues and target specific organs using adhesion molecules that
recognize the receptor locally expressed on the endothelium of the organs of interest,
allowing migration (De Calisto et al., 2011). CCR9 is a chemokine receptor known as a marker

for intestinal homing of lymphocytes. T lymphocytes express integrin a4p7 for homing in gut-
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associated lymphoid tissue (GALT). It recognizes MAdCAM-1 expressed by the endothelium of
intestines vessels (Cassani et al., 2011, p. 9). Mucosal-associated innate T (MAIT) lymphocytes
are free of a conventional T-cell receptor, with a semi-variant receptor sensitive to riboflavin-
derived vitaminic antigens. They are mainly present in the intestine and the liver and
participate in microbiological surveillance (Gapin, 2014). Regulatory T lymphocytes and T
helper 17 lymphocytes are also located in the intestinal mucosa and are involved in
inflammatory processes and microbiota tolerance. Systemic inflammatory markers and
mucosal lymphocyte phenotypes were monitored in a defined cohort of chronic AN (mean
disease duration = 5.5 years) compared to CT patients, Constitutional Obesity (CO) patients,
and Healthy Controls (HC) to identify immunological characteristics of intestinal mucosa in the

context of chronic thinness.

3. Material et Methods

a) Cohort of patients.

After giving consent to a large study conducted by clinicians (psychiatrists and
endocrinologists) of the Reference Center of Eating Disorders of Saint Etienne University
Hospital, the subjects were enrolled. The Ethics committee of the Saint Etienne University
Hospital approved the study (IORG0004981). Inclusion criteria were : diagnosis of anorexia
nervosa according to DSM-V criteria for AM group. Presence of symptoms for at least 12
months and outpatient following, considering an established disorder. Constitutional thiness
group : no diagnosis of AN but BMI<16kg/m2, absence of undernutrition criteria and biological
abnormalities or anthropometric measure. Constitutional obesity group : no diagnosis of
eating disorder but BMI>35kg/m2, absence au metabolic syndrome criteria and biological
abnormalities or anthropometric measure. Control group subjects were recruiting according
to no diagnosis of eating disorder and BMI between 16kg/m2 and 35kg/m?2. Exclusion criteria
were history of immune system disease, infectious pathology in the week prior to sampling,
immunosuppressive treatment, corticosteroid treatment, SSRI treatment.

A retrospective cohort (cohort 1) was extracted from the biobank to analyze systemic
inflammatory markers. 53 subjects were enrolled retrospectively (Table 1), divided into 4
categories: AN (n=20), CT (n=12), CO (n=10), and HCs (n=11). The diagnosis of AN, CT, and CO

was based on generally accepted criteria (DSM-IV-tr). Serum samples were collected between
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2014 and 2015. A prospective cohort (cohort 2) of 73 subjects (Table 1), AN patients (n=19),
CT patients (n=20) ad HCs (n=34) were recruited for the cytometry test from April 2017 to
August 2018. HCs are free of eating disorders or physical ilinesses. They were recruited among
medical students and staff at the Jean Monnet University of Saint Etienne and among hospital
staff members and met the criteria of age and sex. An appropriate information notice
informed all participants, and financial compensation was provided to HC participants. Venous
blood punctures were performed at the Department of Endocrinology and Reference Center

of Eating Disorders of the University Hospital of Saint Etienne.

Cohort 1
Age (years) Body Mass index (Kg/m?) Fat mass (%) Number of subjects Number of samples
Anorexia nervosa (AN) 2524+ 38 149 £+ 0.8 10.0 + 0.4 20
Constitutional thinness (CT) 24.3 + 2.0 16.0 £ 0.1 18.8 £ 0.5 12
Constitutional obesity (CO) 31.7 + 5.0 459 £+ 0.7 502+ 14 10
Healthy controls (HC) 221+13 21.5 +£ 0.2 27.7+ 0.7 11
Cohort 2
Age Body Mass index (Kg/ Height Weight Number of Number of
(years) m?) (cm) (kg) subjects samples
Anorexia nervosa (AN) 277+ 108 155+ 22 1642 +53 41672 19 19
Constitutional thinness 2544+ 7.1 159 + 13 1659 + 53 437+ 44 20 20
(CT)
Healthy controls (HC) 273+ 30 210=x15 1637 + 44 561+ 36 34 34

Table 1. Demographic and anthropometric characteristics for the study’s population.

b) Systemic inflammatory markers analysis by Luminex (cohort 1).

Clinical anthropometric data were extracted from medical records at the time of
punctures: age (years), body mass index (kg/m?), and fat mass measured by dual-energy X-ray
absorptiometry (DXA) (%) (Table 1). The average duration of the disease for AN was 67.42
months CI95% [15.89; 119], SD = 106.9. The analyses were carried out blindly of the category
three serum samples per individual. We only analyzed at 7 am, 4 pm, and 12 pm from those
collected throughout the day. The chosen times were based on hormone secretion schedules.
The tests were carried out by means of the Luminex xMAP technology using a commercial kit
Bio-Plex ProTM Th17 Cytokine Panel 15 Plex (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and Bio-Plex 200
systems (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) to measure soluble CD40 ligand and interleukin (IL)-18;
IL-4; IL-6; IL-10; IL-17A; IL-17F; IL-21; IL-22; IL-23; IL-25; IL-31; IL-33; interferon-gamma (IFNy);
tumor necrosis factor-alpha (TNFa). IL-9 assays use Human IL-9 ELISA MAX™ Deluxe
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(BioLegend, San Diego, CA, USA). One hundred fifty-nine serum samples (3 per subject) were
analyzed in duplicate (n = 318 assays). The results used for the statistical analysis were the
average of the two measures. The results of the sCD40 ligand could not be used due to an
adverse event occurring during the analysis. Statistical analyses were carried out using an

average of the three-time points.

c) T lymphocyte immunophenotyping (cohort 2).

Clinical anthropometric data were measured: age (years), height (cm), weight (kg), and
body mass index (kg/m?) (Table 1). The average duration of the disease for AN was 54.11
months CI95% [33.70; 74.53], SD = 41.05. Venous blood samples were collected during
hospitalization for a complete health check. Flow cytometric analysis was performed using
Navios EX 10 colors/3 LASERs, equipped with Navios EX Software (Beckman Coulter Inc.). Two
10-colors panels (MAIT/Treg and Th17), each using 100 ul of fresh whole blood, were
incubated directly with a mixed antibody for 30 minutes at room temperature in the dark. The
mix antibody is composed of fluorochrome-conjugated antibodies: CD4-Pacific Blue (clone
13B8.2) / CD8-Kro Orange (clone B9.11) / Integrin B7-FITC (clone FIP504) / CCR9-PE-Cy7 (clone
LO53E8) / CD127-APC alx 700 (clone R34.34) / CD3-APC alx 750 (clone UCHT1). And in addition,
for Panel MAIT/Treg: TCR Va7.2-PE (REA179) / CD25-PE-Cy5 (clone B1.49.9) / CD161-APC
(clone REA631) and for Panel Th17 CCR6-PE (clone 11A9) / CCR4-PerCP-Cy5.5 (clone L291H4)
/ CD45RA-APC (clone 1A-223-T100) (Supplementary Figure 1). Compensations were made
using VersaComp Antibody Capture Kit (Beckman Coulter Inc.) These beads were used to
capture a single antibody. The compensation matrix and data analysis were performed using
Kaluza Analysis Software 1.3 (Beckman Coulter Inc.). The fluorescence Minus One (FMO)
control strategy was used for gating parameters. All antibodies labeled minus one in the mix
were used to establish the gate of analyses. The cells were first gated by region within a side
scatter-height (SSC-H) versus forward scatter (FSC-H) plot. The lymphocytes were then gated
using APC Alexa 750 anti-CD3 signal. The positivity rate was obtained on non-labeled cells and

FMO strategy (Supplementary Figure 3).

d) Statistical analysis.
The analyses were performed on GraphPad® Prism software (version 5.0 Software Inc,

San Diego, CA, USA). The data were first analyzed for descriptive statistics and then the
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Shapiro-Wilk normality test. For cohort 1, first, to assess inter-sample stability, the Kruskal-
Wallis test (non-parametric data) was used to compare the mean concentration for each time
of the sample in each group for all cytokines. Secondly, the mean concentration of the three
samples of each cytokine was compared using a one-way ANOVA test. Dunn’s multiple
comparison test was applied to the data. If a significant one-way ANOVA test result was found,
the groups were compared one by one using the Mann-Whitney test (non-parametric data)
or t-student test (parametric data). A Spearman correlation test was applied to the AN group
to find a positive association between the number of months from the onset of the disease
and the concentration of each cytokine. For cohort 2, the comparison tests used one way
ANOVA test. To assess the significance of the difference, parametric student t-test and Mann-
Whitney test (honparametric data) were performed. The significance level has been set at p <

0.05.

4, Results

a) Circadian rhythm does not change cytokine concentration in patients.

In cohort 1, the concentration of cytokines in the three samples, collected at 7 am, 4
pm, and 12 pm, was analyzed to measure the stability of the group concentration throughout
the day. No significant differences (p>0.05) were observed between the three sampling times

(Figure 1A).

b) Chronic anorexia nervosa patients do not present inflammatory
signatures.

Serum concentrations of 15 cytokines were measured to assess the inflammatory
profile of our cohort 1 (Figure 1 B and C, additional Figure 2). Some samples analyzed gave a
result of O because the level of florescence intensity did not allow to determine a
concentration. This concerned IL-17A and IL-21 in the AN group and IL-17A and IL-22 in the CO
group. For the AN group, the IL-23 level increased significantly from the HC group (98.02 pg/ml
SD = 416 versus 10.00 pg/ml SD = 8.264; p=0.0023) and the CO group (98.02 pg/ml SD = 416
versus 3.81 pg/ml SD = 5.072; p=0.0486). The mean concentration of IL-10 (4.178 pg/ml SD =
17.92 vs 3.928 pg/ml SD = 2.854; p<0.0001) and IL-31 (23.39 pg/ml SD = 65.33 vs 15.95 pg/ml
SD = 14.22; p=0.0259) was also significantly higher in AN group than in the CO group. Mean

levels of IL-1B (0.11 pg/ml SD = 0.2648 vs 1.021 pg/ml SD = 14.34; p=0.0002), IL-6 (6.536 pg/ml
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SD=21.3 vs 11.00 pg/ml SD = 14.53; p=0.0036), IL-10 (4.178 pg/ml SD = 17.92 vs 7.143 pg/ml
SD =5.5; p<0.0001), IL-17F (5.959 pg/ml SD = 9.311 vs 8.099 pg/ml SD = 5.661; p=0.0445), IL-
25 (0.4013 pg/ml SD = 1.795 vs 3.150 pg/ml SD = 1.588; p<0.0001), IL-31 (23.39 pg/ml SD =
65.33 vs 24.65 pg/ml SD = 21.82; p=0.0145), IFNy (0.6529 pg/ml SD = 2.487 vs 4.472 pg/ml SD
= 6.091; p=0.0007), TNFa (0.1546 pg/ml SD = 0.4304 vs 0.631 pg/ml SD = 1.015; p=0.0254) and
IL-9 (62.02 103 pg/ml SD = 4.61 10° vs 62.12 103 pg/ml SD = 0.000144; p=0.0334) also

decreased significantly in the AN relative to the HC group.
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Figure 1 : Concentration of cytokine assayed by Luminex® in sera sample of cohort 1. A: Graphic representation of mean of

concentration (pg/ml) of three excerption from 15 cytokines in samples collected at 7am, 4pm and 12pm no significative

difference exists between time of collection. B: Heatmap representation of mean concentration (pg/ml) for cytokines in all

groups, darker color represents higher concentration C: Table of results of comparison t-test applied for each cytokine between

groups one by one. Differences are indicated in the sense of superiority, or inferiority between the compared groups. The level

of significance is defined by : * (p<0.05) ; ** (p<0.01) ; *** (p<0.001). Some data are not available in AN and CO for correct test

due to insufficient level of detection. Missing of data do not allow a comparison test, this is presented as NA (non applicable).

Significative differences are represented by color gradient. The darker represent the most significative differences. Non

significative differences are represented by NS. AN: anorexia nervosa group (n = 20, 60 samples), CT: constitutional thinness

group (n =12, 36 samples), CO: constitutional obesity (n = 10, 20 samples), HC: healthy control group (n = 11, 22 samples), NS:

nonsignificant, NA: non applicable test



The level of IL-9 is also significantly decreased in the AN group compared to the CT
group (62.02 1073 pg/ml SD = 4.61 10 vs 62.16 103 pg/ml SD = 0,.00185; p=0.0027). Levels of
IL-1B (0.11 pg/ml SD = 0.259 vs 7.484 pg/ml SD = 1.627; p<0.0001), IL-6 (6.536 pg/ml SD = 21.3
vs 10.82 pg/ml SD = 8.592; p=0.0005), IL-25 (0.4013 pg/ml SD = 1.795 vs 2.268 pg/ml SD =
1.099; p<0.0001), IFNy (0.6529 pg/ml SD = 2.487 vs 1.615 pg/ml SD = 2.43; p=0.0261) and IL-9
(62.02 103 pg/ml SD = 4.61 10° vs 62.13 103 pg/ml SD = 4.81 10°; p=0.0407) are significantly
reduced relative to CO. For the CT group, a significantly high rate is identified for IL-6 (18.48
pg/ml SD =42.57 vs 11.00 pg/ml SD = 14.53; p=0.0493) and TNFa (0.9134 pg/ml SD =3.117 vs
0.6308 pg/ml SD = 1.015; p=0.0391) compared to the HC group. The IL-6 assay is also
significantly elevated compared to the CO group (18.48 pg/ml SD = 42.57 vs 10.82 pg/ml SD =
8.592; p=0.0294). No significant correlation was found using the Spearman test between the
number of months from onset of the disease and the mean concentration of each cytokine for

each patient.

c) Increase of mucosal requlatory T cells in AN patients.

To complete our humoral results corresponding to a non-inflammatory profile, we
recruited subjects for cohort 2 prospectively, to follow the immunophenotype of T cell by flow
cytometry. To this end, two panels were evaluated to fully characterize the impact of disease
on the T cell subpopulation. First, CD4* and CD8* T lymphocytes levels were measured to
assess the impact of thinness in our cohort (Figure 2). Comparison of the mean of the absolute
values of circulating lymphocytes between AN and CT show no significant difference: CD4*
lymphocytes (AN = 5988 cells/mm3; CI95% [2816; 11042] vs CT: 8113 cells/mm?3; CI95% [4352;
12463] p=0.34), CD8* lymphocytes (AN: 2925 cells/mm?3; CI95% [1150; 4324] vs CT: 3953
cells/mm?3; C195% [930.0; 8635] p=0.10). Next, we characterized the circulating lymphocyte
population. The percentage of regulatory T cell is significantly higherin AN vs HC (9.3%, CI95%
[5.4; 15.5] vs 7.8%, CI95% [5.7; 10.8] p=0.013), and between CT and HC (9.7%, CI95% [5.8;
18.3] vs 7.8%, CI95% [5.7; 10.8] p=0.011). Concerning the percentage of CD4*CCR9*
lymphocytes, the rate is significantly high in the CT group compared to HC subjects, (5.9%
Cl95% [2.0; 11.5] vs 3.4% CI95% [1.3; 11.5] p=0.002). A significant increase of CD8 integrinp7*
is observed in AN compared to HC (9.9% CI95% [1.7; 24.1] vs 5.8% CI95% [0.98; 20.0] p=0.004),
and for CT compared to HC (10.2% CI95% [1.03; 18.3] vs 5.8% CI95% [0.98; 20.0] p=0.003). No

significant differences were observed between the AN group and the CT group in the
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percentages of lymphocytes populations, including mucosal-associated T lymphocyte and

TH17.
A
CD3+ 19.75 19.25 20.42 60
CD4+CCR9+ 473 587 3.44
CD4+IntégrineB7+ | 1196 12.79 10.36
CD4+ CCR9+ IntégrineR7+ 264 3.00 3.9 40
CD8+ 31.08 2993 31.54
CD8+ CCR9+ 6.77 8.45 8.27
CD8+ IntegrineR7+ 10.13 10.21 6.30
CD8+ CCR9+ IntégrineR7+ 2.31 237 216 - 420
MAIT 4.03 514 3.90
Treg 9.26 9.74 7.83
TH17 CR45R0O 9.28 10.05 8.78
AN CT HC
B AN vs HC CTwvs HC AN vs CT
CD4+ CCR9+ 0,1014 0,0016** 0,1405
CD8+ Intégrinef 7+ 0,001*** 0,0048** 0,7509
Treg 0,013* 0,0108* 0,6603
* p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

Figure 2 : Percentage of circulating lymphocytes assayed by flow cytometry. A: Heatmap representation of
mean percentage for lymphocyte populations labelling in all groups. Darker color represents higher circulating
percentage B: Table of comparison t-test between all groups. Significative differences are represented by a
color gradient. The darker represent the most significative differences. The level of significance is defined by
: ¥ (p=0.05) ; ** (p<0.01) ; *** (p<0.001). Some data are not available for correct test. AN: anorexia nervosa

group, CT: constitutional thinness group, HC: healthy control group.

5. Discussion

Patients with AN have diet-related dysbiosis that can induce a leaky gut state (Seitz et
al., 2020). This may explain the elevated concentration of pro-inflammatory cytokines
reported in several previous studies (Caroleo et al., 2019; Caso et al., 2020; Dalton et al., 2020,
2018b, 2018a; Solmi et al., 2020, 2015). Our study aims to monitor levels of cytokines in a
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chronic cohort of AN compared to CT patients and characterize the lymphocytes profile of AN
and CT patients, primarily for populations with a specific link or tropism to the intestine. To
improve the quality of the assays, we performed the assay of three samples for each patient.
Our results are the first to show the stability of average cytokine levels throughout the day in
AN and CT patients. Previously, high temporal stability of cytokines had been demonstrated
in healthy individuals (Wu et al., 2017). These results suggest that cytokines do not have cyclic
secretion and are unrelated to the circadian or hormonal cycles. These results are also
consistent with the practice of a single dosage per day per subject. We performed a panel of
15 cytokine tests in each sample for each group using a multiplex ELISA-based technology
(Luminex Xmap Technology). Surprisingly, the commonly accepted levels of inflammatory
cytokines: IL-1B, IL-6, IFNy, and TNFa, were significantly lower in AN vs. HC in our cohort. A
significant decrease in IL-9 was observed in the AN compared to HC. A pro-inflammatory
signature was observed in CT with a significant increase in IL-6 and TNFa compared to HC. The
CO group has an inflammatory signature superior to the AN group, close to that of the HC. Our
obese cohort corresponds to healthy metabolic obesity, characterized by the absence of
adverse metabolic effects of obesity (Karelis et al., 2005). This well-tolerated overweight
condition may explain the lack of an inflammatory profile of CO (Navarro et al., 2015). Only
the IL-4 assay is high compared to the HC assay. However, AN cytokine assays are below the
CO group, except for IL-10. This directs our interpretation towards a more inflammatory
profile for CO than AN. The comparison of CT and CO also shows an overall profile that is less
inflammatory for CT but less clear than for AN. Overall, the AN cytokine profile of our cohort
appears to be oriented towards a non-inflammatory profile. The cytokine state does not even
present an anti-inflammatory state, which would be interpreted from a significantly high level
of IL-10 assay compared to control. These results do not replicate the previous results of two
meta-analyses (Dalton et al.,, 2018a; Solmi et al., 2015). Their analyses revealed elevated
cytokine levels in AN compared to HC for IL-1B, TNF-a, and IL-6. Meta-analysis groups of AN
appear to be short-lived, with an average disease duration of 3.66 years +2.59 for Dalton &
al. (Dalton et al., 2018a) and between 3.79 years +2.30 for Solmi & al. (Solmi et al., 2015). Our
AN cohort has an average disease duration of 5.5 years at the time of sampling, interpreting
as a chronic state of the disease. The difference in the average duration of the disease could

explain the discrepancy with our results. In subsequent studies, the mean disease duration of
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the Dalton & al.’s AN cohort was 11.64 vyears, also considered chronic. The mean
concentrations of TNF- and VEGF-A compared to HC were lower, and mean concentrations
of IL6, IL-15, and VCAM-1 were higher than HC (Dalton et al., 2018b). The study by Caso & al.
reports high levels of TNF-a and IL-1f in the AN in a cohort of non-chronic patients with an
average duration of illness of 14.3 months (1.2 years) (Caso et al., 2020). The Himmerich study
reported high IL-6 and IL-1B concentrations in the AN group compared to the HC group, but
no information on average disease duration was provided (Himmerich et al., 2021).
Subsequent studies do not replicate the results of the meta-analyses. The study by Caroleo &
al. does not report the mean duration of the disease in their cohort (Caroleo et al., 2019) and
only found a high level of IFNy in the serum sample of AN patients. Nilsson et al. studied a
chronic AN cohort with an average disease duration of 10.8 years. They did not report high
levels of IL-6 in AN compared to HC (Nilsson et al., 2020). Solmi & al., in a longitudinal study of
children, nor find any association between IL6 levels and patients with AN (Solmi et al., 2020).
This reveals an inconsistent association state for inflammatory cytokines and AN patients. In
cohort 1, no correlation was found between disease duration and cytokine concentration for
each cytokine. In addition, the nature of tests and samples differ in the studies. We use ELISA
multiplex technology like most studies (Caroleo et al., 2019; Caso et al., 2020; Dalton et al.,
2020, 2018b; Himmerich et al., 2021), but only Nilsson & al. use proteomic technology for their
study (Nilsson et al., 2020). Concerning the nature of the samples, we used serums such as
Dalton & al. (Dalton et al., 2020, 2018b), Caroleo & al.(Caroleo et al., 2019), Solmi & al.(Solmi
et al., 2020), and Himmerich & al.(Himmerich et al., 2021). Plasma samples were used by
Nilsson & al.(Nilsson et al., 2020), Caso & al.(Caso et al., 2020). In order to get answers about
inflammation in AN, the practice must be standardized. Our study is the first to compare a
wide range of immunological parameters between AN and CT. CT subjects have not been fully
characterized for immunology (Germain et al., 2016). Our results did not show any differences
between CT and AN, but these results suffer from a great lack of data and need to be
replicated. Many missing data due to an insufficient detection level of the ELISA kit do not
allow for a satisfactory performed statistical test. This limitation of our work must be
considered for future studies. Our results are taken together to suggest a state of

immunological tolerance in chronic AN. This could be understood as a stable state in the
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disease for AN patients. This suggests that thinness in chronic AN, from an inflammatory point
of view, is tolerated in the same way in CTs.

We propose a hypothesis on the sustainability of mechanisms initially adapted to
insufficient and poor nutritional intakes, which become secondarily pathophysiological in a
chronic state. This could lead to AN maintenance. Further studies should be conducted in well-
phenotyped patient groups (length of disease, stage of disease at the time of sampling),
comparing inflammatory patterns at various times from the onset of disease in longitudinal
follow-up. Correlation studies regarding duration and inflammatory data need to be
conducted with a more important number of subjects to address the issue of inflammation in
AN.

To complement the phenotype represented by the systemic secretion of cytokines
observed in cohort 1, we performed extensive systemic immunophenotyping, emphasizing
populations with the ability to migrate to the intestine. This is based on our intuition as well
as on recent discoveries on the specificity of the microbiota in AN (Di Lodovico et al., 2020),
which can impact mucosal immunity. These characteristics can modify immunological cell
populations, and we proposed to study its impact on circulation. Our AN group has a high CD8*
integrinB7* lymphocytes compared to HC. In the CT group, high CD4*CCR9* lymphocytes and
CD8* integrinf7* lymphocytes are found compared to HC. This suggests an association of
thinness with elevated T lymphocytes with markers of intestinal homing. Unfortunately, there
is no data on the microbiota of CT patients. We could propose the hypothesis of a
microecology similar to AN subjects. This should be characterized in other studies. The
systemic increase in populations of “mucosal” lymphocytes does not suggest an inflammatory
condition of the intestinal mucosa in these subjects. Our cohort data showed a high
percentage of Treg in the AN group compared to the HC group. This is consistent with the
previously presented non-inflammatory cytokine profile. The CT group also has a high Treg
rate compared to HC. Analysis of CT lymphocytes populations revealed a high circulation rate
in the Treg, T CD4*CCR9" cell, and T CD8* integrinB7* cell. This could be interpreted as an
immunological specificity of the CT intestinal mucosa. These mucosal populations could be
associated with long-term thinness in a physiological adaptation to the chronicity of thinness.

As in the first part, the prospective cohort of patients has an average duration of 54.11

months (4.5 years), making it possible to consider the group as chronic AN. We did not
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reproduce the results obtained previously. In Omodei & al. AN cohort reported no mean
duration of the disease. They observed fewer CD3 cell counts and lymphocytes than HC
(Omodei et al., 2015). Elegido et al. studied a short period of illness (average between 15.18
months and 10.72 months) and a youth cohort. They report increased CD4* (T helper
lymphocytes), CD8* (T cytotoxic lymphocytes), and CD19+ (B lymphocytes) cell count in AN. In
both cases, the CD4*/CD8* T lymphocytes ratio was measured significantly higher in the AN
group (Elegido et al., 2017). B cell phenotyping is lacking in our study. Recently, a team
explored B cells phenotype in AN recruited during the acute stage of starvation in inpatient
care. They found a reduced level of B cells with regulatory capacities: CD1d*CD5* B cells and
transitional B cell CD24*CD38". These cells are implicated in self-tolerance and
immunomodulation and correlate to a fat mass index. A reduced frequency is maintained after
six weeks of treatment and is consistent with inflammation found in early-stage of AN (Freff
et al., 2021). These B-cell subpopulations should be studied in chronic AN, especially in the
demonstrated non-inflammatory state.

In clinics, patients who present with immunodeficiency at the late stage of the disease
report opportunistic infections (Hanachi et al., 2018). This suggests that the chronic state of
the disease is not characterized by immunodeficiency. Concerning regulatory T cells, a
previous study did not find a high incidence of Treg in the AN cohort with an average disease
duration of 25 months (Pdszthy et al., 2007). The chronic condition of our cohort can explain
the differences in these results. The results of our two cohorts are consistent and may be
interpreted as showing a potential tolerative state of the immune system in the chronic stage
of anorexia nervosa. The increase in circulating Treg could be a characteristic of a chronic
condition of the disease. We assume that fact is due to their ability to regulate chronically
inflamed intestinal mucosa disturbed by chronic pathological intestinal microecology.
Confirmation should be done by larger cohorts and analysis of an anatomical sample of

mucosa to characterize lymphocyte populations inhabiting intestinal tissue.

6. Conclusion

The immune status of patients with AN appears to vary with the duration of the
disease. We show that during a long period of the illness, cytokine levels are stable during the
day. The profile of humoral cytokines in chronic AN and CT does not reproduce the

inflammatory one found in the acute stage of AN. Regarding circulating lymphocyte
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populations, similar AN and CT profiles show an elevated rate of T lymphocytes presenting
intestinal tropism markers and a high rate of T regulatory cells. This allows us to conclude that
it exists an association of thinness with the frequency of circulating mucosal lymphocytes and

regulatory cells.

7. Perspectives

The not pro-inflammatory immunological profile of AN and CT may reveal a way of
maintaining a tolerative state of the intestinal mucosa against microbial and nutrient antigens.
The following studies should take care of careful phenotyping of the population in terms of
time from the onset of the disease and the actual state of AN: acute or recovery period, type
of re-feeding: spontaneous or gastric tube. The microbiota state in CT is still unknown and
should be characterized to search for similarities to AN dysbiosis. To go further on intestinal
immunology and its relationship with the microbiota, the models of an animal explicitly
involving the microbiota must be designed and validated, allowing to study the actors of the

intestinal mucosa directly.
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8. Supplementary figures
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Supplemental Figure 1. Description
of Lymphocyte populations labelling
for cytometry study. A: Table of
description of labelling use to gate
lymphocyte populations. B: Table of
description of antibodies used for

labelling protocol.
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B. Modélisation animale de I'anorexie mentale par transfert de
microbiote fécal.

Afin de consolider I'hypothése d’une forte participation de I'axe MIC dans la
physiopathologie de I’AM, nous avons choisis d’étudier la transférabilité des caractéristiques
de cette maladie A travers |'écosystéme fécal. Pour cela, une étude sur des animaux
dépourvus de micro-organismes, dit axénique, a été menée, en transférant le microbiote fécal
de patiente anorexiques séveéres.

L’étude suivante a été menée coopération avec l'institut MICALIS de I'INRAE de Jouy-
en-Josas. Les résultats sont exploités, et est présenté ici un manuscrit préliminaire. Il sera
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1. Introduction:

Anorexia nervosa (AN) is a pathology straddling the field of psychiatry and Human
Nutrition. It is characterized by food restriction, an intense fear of gaining weight, and a desire
to maintain a weight below the norm for age and sex. There are two primary forms of AN, the
pure restrictive form and the form with purge lines. To this, symptomatology can be added in
some patients with anxiety disorders 25.5% or depressive disorders 24.1% (1) and problematic
physical activity reported in 80% of patients (2). These symptoms can lead to more or less
severe and chronic undernutrition and potentially severe metabolic complications. The
lifetime prevalence of AN varies between 0.8% and 3.6%, which reaches up to 2% of the
population; its prevalence increases in adolescents and young adults with two peak
frequencies at 14 and 18 years old. AN most often begins in adolescence and may continue
into adulthood. AN is responsible for high mortality; it is 5.9 to 16 times higher than the
general population AM is a pathology of multifactorial origin, and its etiopathology remains
partially unknown. They result from interactions between the patient, his specificities, his
family, and the socio-cultural environmental context. Several tracks are studied: the genetic
theory (3) with the notion of family vulnerability, an endocrine disorder of hormones
regulating hunger and satiety (Neuropeptide Y, leptin, ghrelin). Some hypotheses involved a
kind of addictive theory related to abnormal reward circuits (4) and psychodynamic lighting
with a problem of attachment, separation, and individuation (5). Among the promising
etiopathological avenues under investigation, the rupture of the symbiosis between the
patient and his intestinal microbiota (IM) is full of hope (6,7). It associates the dysregulation
of the microbiota-gut-brain (MGB) axis with neuro-inflammation impacting reward and
appetite regulation centers (8—10). This represents a promising research path on the
etiopathological, diagnostic, and therapeutic levels (11). Indeed the presence of dysbiosis of
IM compared to healthy controls has been reported in the literature for more than 10 years
(12). This dysbiosis was recently characterized by demonstrating a microbiotic signature of
AM by the significant decrease in the genus Roseburia (13). In addition, mechanistic studies
have shown the presence of an increase in intestinal permeability in malnourished patients
with AN (14). This suggests that this dysbiosis could be associated with specific disease

symptoms and potentially with behavioral disorders.
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The characterization of the microbiota in AN has been the subject of study since the discovery
of the importance of this new organ in human physiology and pathophysiology. Microbiota
alpha and beta diversity results are not homogeneous between studies. Three studies found
alpha diversity in AN patients lower than in the normoponderal group (15-17), which other
studies have not shown (18-23). Regarding beta diversity, three studies found significant
differences (19,23,24) in contrast to other studies (16,17,20,21).

IM diversity in AM was studied by comparing microbiological profiles at entry into care and
discharge after refeeding of anorexic patients compared to healthy subjects. This revealed a
lower alpha diversity in all patients compared with controls, with a more significant difference
in variety between patients entering compared with controls than patients leaving compared
with controls, who presented a microbiota with similar diversity indices (24). These results
were not confirmed by a later study highlighting an increase in microbiota diversity compared
with controls exiting refeeding care (23). Regarding beta diversity, the results also differ from
study to study. One shows a significant difference in anorexic subjects after refeeding
compared with controls, while two other studies show no difference (16,24). Patients with AM
at hospital entry had higher levels of the Bacilli class and unspecified genera of the
Coriobacteriales family and reduced levels of the Clostridia class, the Clostridiales order, and
the Anaerostipes and Faecalibacterium genera. On analyses carried out at the end of
hospitalization, the only one of these differences that remained significant concerned the
unspecified genera of the Coriobacteriaceae family (16,24), although there were additional
differences between these patients and healthy volunteers among the family
Ruminococcaceae (23,24)and the genera Parabacteroides (24).

The differences in microbiological profile between the AN subtypes were studied: restrictive
AN (ANR) and AN with purging by emesis and binge crisis (ANBP). The Clostridium coccoides
group, the Clostridium leptum subgroup, the Bacteroides fragilis group, and streptococci were
significantly lower in the AN groups than in the control group. In the analysis based on the AN
subtype, the relative abundance of the Bacteroides fragilis group in the ANR and ANBP groups
and the relative abundance of the Clostridium coccoides group in the ANR group were
significantly lower than in the control group (18). Another team observed a lower relative lot
of the genus Bifidobacterium and a higher ratio of Haemophilus and the Pasteurellaceae family

in the restrictive subtype than in the purgative subtype (16).
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Two studies examined correlations between bacterial ratios and total scores in different
psychometric tests (16,20). A negative correlation was observed between the relative
abundance of Clostridium spp and total scores on the Beck Depression Scale (BDI) in patients
with AN (20), as well as between different bacterial genera and scores on the Symptomatology
Scale (BSI-18) and the Eating Disorder Screening Scale (EDE-Q). However, one study found no
correlation with scores for anxiety, depression, or eating disorder symptomatology (23). One
study reported a negative correlation between BMI and the relative abundance of Bacteroides
uniformis (21).
Sequencing studies also characterized the richness of short-chain and branched-chain fatty
acids. These components of interest to the organism have an essential role in the nervous
system. A lower concentration of propionate (18,20), butyrate (20,22), acetate (18,22), and
an increase in valerate (19) and branched-chain fatty acid (19) were found in anorexic patients
compared to normal-weight control subjects.

Investigating microbiota dysbiosis's effect on physiology requires a germ-free model
(25). Thus three recent studies of the transfer of fecal microbiota to axenic mouse models
have made it possible to advance the hypothesis of gut-brain axis disorder (26—28). The first
study also showed an increase in anxiety behaviors in animals having received a fecal
microbiota transfer derived from anorexic patients (28). Results concerning weight gain were
inconsistent, with two findings pointing toward a reduced ability to benefit from food intake
(26,28). Another study found no difference in weight gain among mice that received a fecal
microbiota transfer from AN (27).

Our study aims to model the dysbiosis rupture between microbiota from anorexia
nervosa severe patients in host physiology. It is the first to investigate physiological

modification secondary to the AN fecal microbiota transfer.
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2. Materials and Methods

a) Clinical cohort :

A cohort of 3 Females patients admitted for inpatient nutrition treatment in the Clinical
Nutrition Department of Paul Brousse Hospital was recruited in January 2020. Patients were
(32, 27, 29) average age of 29. All patients receive the diagnosis of pure restricting-type
anorexia nervosa according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5 (29)
criteria from the department’s psychiatrist. Patients were recruited according to inclusion
criteria: female aged 18 or more, body mass index (BMI) under 15 kg/m?, hospitalized in a
nutrition ward or day hospital, and exclusion criteria: antibiotics taken in the two months
preceding hospitalization, purging behavior with laxative abuse in the month before
hospitalization, presence of another pathology that may be associated with a change in
microbiota profile (diabetes, IBD or organic digestive pathology, metabolic disease), history of
obesity before onset of anorexia nervosa. All subjects gave informed consent for inclusion
before participating in the study. Healthy volunteers were recruited according to age over 18
and BMI between 18.5 to 25 kg/m?, absence of metabolic abnormalities, and recent weight
change. The study was conducted by the Declaration of Helsinki, and the protocol INT-
METAVOSA was approved by the Ethics Committee of CPP (Comité de Protection des
Personnes) APHP211375. Three healthy individuals of the same sex, of neighboring age (mean
=25.7 years), were enrolled. Patients were phenotyped by current practice in the department.
The nutritional status was assessed by blood analysis for albouminemia, pre-albuminemia, and
ingesta quantification. Psychometric symptoms scales were applied to subjects to precise
anorexia nervosa symptomatology by EDI-Il, depressive and anxiety symptomatology,
obsessive and compulsive troubles, Goding scale about exercise performance, Liebowitz scale
about social anxiety, Francis score about the intestinal pain experience. Scores of patients and
controls are shown in Table 1 (Bristol Scale qualified stools). Stools were collected
simultaneously for all subjects and immediately solubilized in a maltodextrin-trehalose

cocktail (30).
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Table 2 : Clinical characteristics of fecal microbiota donors.

Anorexia nervosa Healthy controls difference
Age 29.3SD=2.1 27.7 SD=4.5 p=0.37
BMI 12.1SD=0.1 20.7 SD=1.2 p=0.0006
Nutritional status
Albuminemia 39.13SD=2.53
pre-albuminemia 0.18SD=0.04
Ingesta quantification
Kcal 1333SD =115 2033 SD=404 p=0.044
protein 53.3SD=7.6 61.7 SD=24.7 p=0.61
Lipid 50 SD=10 73.3SD=12.6 p=0.06
carbohydrate 161.7SD=37.1
EDI-2
boulimia 267SD=25
Interceptive awareness 10.67SD=5.8
Impulse regulation 3.67SD=1.2
Drive for thinness 4SD=1.6
ineffectiveness 12SD=3.6
Body insatisfaction 12SD=0
Social insecurity 6SD=0.8
Interpersonal distrust 5sD=2.1
perfectionnism 6.3SD=4.7
Maturity fears 5.67SD=3.3
asceticism 9sD=0
BDI score 31.7SD=5.5 1.3SD=1.2 p=0.0007
HAD score
anxiety 15.0SD=1 47SD=3.2 p=0.006
depression 10.7 SD=2.1 0.67 SD=1.2 p=0.019
MOCI score 11.7 SD=3.5 4.7 SD=1.5 p=0.034
Liebowitz score
Anxiety 30.3SD=5.1 15.7SD=9.0 p=0.07
Avoiding 40.3SD=1.5 28SD =4.6 p=0.012
Godin score 39SD=23 25SD=4.4 p=0.36
Francis score 1 subject very severe symptoms | 3 with no symptoms score

score, 1 light symptoms score, 1

no symptoms score
Bristol 4 SD=0 3SD=0.5 p=0.02
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b) Animals:

Procedures were performed according to the European Guidelines for the Care and
Use of Laboratory Animals and approved by the French Veterinary Authorities (Authorization
number 78—-60). The experimental protocol (Figure 1) was agreed upon by the French
Ministére de I'Education Nationale, de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche
(APAFIS#201910161203326). The protocol was used for germ-free BALB/c mice produced,
bred, and housed in the ANAXEM laboratory (Micalis Institute, INRAE Jouy-en-Josas, France).
According to the previous protocol, axenic animals are grown in the ANAXEM platform (31).
Eleven 4-week-old female gnotobiotic mice were enrolled in each group of the study. Mice
were installed in two isolators and housed at 4 per cage during the first three weeks and then
in individual cages. Transparent and open cages allow mice to see congener and maintain an
olfactive environment. All mice were given free access to autoclaved tap water and -irradiated

(45kGy) standard pelleted chow.

c) Microbiota fecal transfer preparation:

A preservation solution in maltodextrin-trehalose diluent (MD) in the ratio of 3:1 was
furnished by MaaT Pharma through a material transfer agreement (Lyon, France). The fecal
sample was prepared as follows. Briefly, for each donation, the Bristol stool scale was
evaluated (Table 1). On the one hand, 10 g of feces was transferred into Stomacher® Filter
Bags (Seward BA6041/8TR, or VWR 432-3119, 0.5 mm holes) within the anaerobic chamber.
4 mL of diluent was added per g of stool. Five-min hand mixing through the filter bags (closed
by clips, VWR 432-3116) ensured homogenization and filtration. Then, the suspension was
aliquoted and stored in a —80 °C freezer. Thawing was carried out for 5 min in a water bath at
37 °C. On the other hand, to ensure good fecal samples collection and conservation, we
followed the International Human Microbiome Standards (IHMS;
http://www.microbiome.standard.org/) consortium IHMS SOP05 (30), an international
consensus on human fecal samples self-collection, giving a detailed description in the case
that the samples will be handled within 7 days and preserved in a stabilizing solution during

transportation. PCR evaluated the negativity of the SARS-Cov-2 virus.
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d) Experimental design:

Mice received the human fecal suspension twice within a 3-day, at 4 weeks old, by
gavage. Mice were housed for 3 weeks without any procedure, food, and drink ab libitum to
allow the microbiota to implant. At the end of the implantation period, individual fecal
samples were collected for genomic sequencing analysis. From week 4, mice were weighed
twice a week, and so was food consumption until the end of the protocol. During weeks 4 to
7, behavioral procedures were conducted in the isolator (open-field test, splash test, novel
object test, step-down test). During weeks 5 to 8, the estrous cycle of the mice was reported
using the vaginal wash and cytologic analysis of vaginal epithelial cells. The estrous phases
were evaluated daily during the behavior tests (8 to 11 weeks of age). Vaginal smears were
obtained daily between 8 to 9h30 am by rinsing the vaginal cavity with 50 ul of sterile PBS in
a pipet tip. The suspension was collected and smeared on a glass slide. When the smear was
dried, the cells were colored with a solution of violet cresyl (Sigma), and the different
proportions of the nucleated epithelial cells, cornified cells, and the presence of the
leucocytes, determined the various stages of the cycle, as described by Cora et al. (2015)(32).
Mice were euthanized at the end of the eighth week of the protocol by decapitation. The
truncal blood was collected, and samples were stored using EDTA (0.5M) and gel tubes. Gel
tubes were centrifuged (3000g, 20 min, 4°C) to obtain serum samples aliquoted into cryotubes
and stored at -80°C. Intestine samples (Peyer patch, duodenum, ileum, colon) were collected,
gently washed using cold PBD, and stored in PFA 4% and cell recovery solution (Corning).
Ovaries and liver were collected, weighed, and stored for histological analysis. Ovaries were
removed, fixed in 4% paraformaldehyde for 24 hours, and transferred into 70% ethanol. For
hematoxylin-eosin (H&S) staining, the ovaries were embedded in paraffin and cut into 5um
sections. After deparaffinization and rehydration, the sections were stained with H&E. The
follicles in each ovary were counted every tenth section. One slide was mounted with 10 to
15 sections, and 4 slides were counted for each ovary. The follicles with visible nuclei were
scored and classified according to their stage (Myers et al.). A section of the liver, taken from
the same hepatic lobe for all the mice, was fixed in 4 % paraformaldehyde for 24 hours and
transferred into 70% ethanol. The samples were included in paraffin and cut into 5um
sections, with subsequent H&S staining. The sections were also stained by Black Soudan B to

detect lipofuscin and counter-colored with methyl green. All the histological sections were
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scanned using Panoramic SCAN (Bridge platform, Jouy en Josas) and analyzed using the
CaseViewer software to determine the cell sizes. The wall body was stored and analyzed for

body composition by dual X-ray absorptiometry.

e) 16s rRNA gene sequencing:

DNA was extracted from stool samples using the NucleoSpin DNA Stool kit (Macherey
Nagel — 740472) as recommended by the manufacturer. The 16S rRNA gene was amplified by
PCR using primers targeting the V3V4 region (341F: CCTACGGGNGGCWGCAG, 805R:
GACTACHVGGGTATCTAATCC) by IMR (https://imr.bio/index.html). PCR conditions and
sequencing library preparation were described here

https://www.protocols.io/workspaces/integrated-microbiome-resource-imr/publications.

The Amplicon library was sequenced on an lllumina MiSeq using the 2*300 bp V3 kit. Any
remaining adapter/primer sequences were trimmed, and reads were checked for quality (=30)
and length (2250 bp) using cutadapt (Martin 2011). Reads were further corrected for known
sequencing errors using SPAdes (Bankevich et al. 2012) and then merged using PEAR (Zhang,
Jiajie, et al. 2014).

Microbiota sequencing was performed on feces samples after 3 weeks of implantation and
after 9 weeks since implantation. Total DNA was extracted from samples. DNA samples were

treated using 16S pyrosequencing.

f) Behavioral analysis:

Behavioral test procedures are detailed in supplementary material and methods, and
the first period of testing used the open field test, novel object test, step-down test, and splash
test performed inside the isolator. Tests were performed between 10 am and 1 pm. A second
part of behavioral testing was performed outside of the isolator before euthanasia. Mice were
removed from isolators and housed in a conventional room for 2h before testing. The Elevated
Plus Maze and forced swim tests were performed in a traditional dedicated room. All tests
were recorded, and experienced observers analyzed videos manually using ANY- maze

software (Dublin, Ireland).

g) Biological assays:

Cytokines and enterohormones concentrations in serum were assayed using Luminex®

multiplex technology. Commercial kit Pro Mouse Cytokine 23-Plex (M60009RDPD, Bio-rad)
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was used for cytokine assay in serum and performed in duplicate with no serum dilution—
custom commercial kit for ghrelin, leptin, PYY, and GLP1 (MMHMAG-44K-04, Merck). Serum
corticosterone was measured with ELISA commercial kit without dilution of samples
(MBS2505570, MyBioSource, San Diego, USA). A workable solution was made to assay fecal
biological parameters by solubilizing the feces pellet to 100 mg/ml in PBS with a Halt™
protease inhibitor cocktail (ThermoFisher, reference: 78438). The supernatant was then
recovered after centrifugation and used. Zonulin assays were performed in feces solution
diluted 1:2000 using a commercial kit (MBS2603528, MyBioSource, San Diego, USA).
Immunoglobulin A was measured in serum (diluted to 1:4000) and fecal solution (diluted to
1:2000) using a commercial kit (MBS564073, MyBioSource, San Diego, USA). Immunoglobulin
M was measured in serum (diluted 1:100) and in fecal solution (no dilution) using a
commercial kit (MBS2514903, MyBioSource, San Diego, USA). All ELISA tests were performed
in duplicate, and an average was made to obtain results. SCFA analysis was carried out as
described previously [ref]. Feces were collected and stored at -80 °C. Thawed samples were
water extracted, and proteins were precipitated with phosphotungstic acid. A volume of 0.1
uL supernatant fraction was analyzed for SCFA on a gas-liquid chromatograph (Autosystem XL;
Perkin Elmer, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) equipped with a split-splitless injector, a
flame-ionization detector and a capillary column (15 m x0.53 mm, 0.5 um) impregnated with
SP 1000 (FSCAP Nukol; Supelco, Saint-Quentin-Fallavier, France). Carrier gas (H2) flow rate was
10 mL/min, and inlet, column, and detector temperatures were 200 °C, 100 °C, and 240 °C,
respectively. 2-Ethylbutyrate was used as the internal standard. Samples were analyzed in
duplicate. Data were collected and peaks integrated using the Turbochrom v 6 software
(Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) (33).

Intestinal cell suspension: 3 Intestinal pieces of 1cm, cut in length and soaked in the cell
recovery solution (Corning), were kept at 4°C in ice overnight. In the morning, tubes were
manually vigorously shacked for 1 min. Tube content was filtered and scratched on a 200um
strainer. The cell solution is then filtered on a 70um strainer. The content of the strainer is
pipetted and stored on ice. Quality is checked by research for villi under an optic microscope.
The solution is centrifuged (1000rpm, 10 min, 20°C). The cellular pellet is treated with trypsin

for 5 min at 37°C. Then cells are washed and kept in RPMI + 10% SVF cell culture media.
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h) Fluorescent-activated cell sorting study

Lymphocyte populations were studied using FACS technology. All protocols were
performed in BD FACSCanto Il (BD Biosciences). Compensations were made using VersaComp
Antibody Capture Kit (Beckman Coulter Inc.). The compensation matrix and data analysis were
performed using Kaluza Analysis Software 1.3 (Beckman Coulter Inc.). Three panels were
conducted to reach all populations of interest. Panel 1 and 2 were performed in blood
samples, and Panel 3 was completed in intestinal cell solution. Panel 1 used the commercial
kit for BD Cytofix/Cytoperm PlusFixation/Permeabilization solution Kit with BD GolgiPlug (BD
Biosciences) and leukocyte activation cocktail (BD BioSciences) at a concentration of 2uL/ml
of cell solution at 1076 cells/ml. Cells were stimulated for 4h at 37°C according to the kit’s
recommendations. Panel 2 used the BD Pharmingen Mouse FoxP3 Buffer Set (BD Biosciences)
commercial kit. Supplementary methods explain the antibodies for panels and the gating
strategy. Cell staining involved CD3e BV510 (563024, clone 145-2C11, BD Biosciences), CD4
APC-H7 (560181, clone GK1.5, BD Biosciences), LPAM-1 A647 (562376, clone DATK32, BD
Biosciences), CD45 APC (559864, clone 30-F11, BD Biosciences), CD69 BV421 (562920, clone
H1.2F3, BD Biosciences), CD127 BV421 (562959, clone SB/199, BD Biosciences), IFNy PE-Cy7
(557649, clone XMG1.2, BD Biosciences), TCRy/& PE-Cy7 (118123, clone GL3, Biolegend), CD11b
PE-Cy7 (552850, clone M1/70, BD BioSciences), IL17a A488 (560220, TC11-18H10, BD
BioSciences), CD8a FITC (553030, clone 53-6.7, BD BioSciences), V[8.1-8.2 TCR FITC (553185,
clone MR5-2, BD BioSciences), IL4 PE (562044, clone 11B11, BD BioSciences), FoxP3 (560408,
clone MF23, BD BioSciences), CD90.2 (553005, clone 53-2.1, BD BioSciences), IL9 PerCP Cy5.5
(561492, clone D9302C12, BD BioSciences), CD19 BB700 (566411, clone 1D3, BD BioSciences),
NK1.1 BB700 (566502, clone PK136, BD BioSciences).

Histological study: tissue samples were treated with paraformaldehyde for 6 hours before
inclusion in OCT gel for cryostat microtome slicing. Sections of 6 um were collected on a cryo-

blade and treated with eosin and hematoxylin to color tissue.

i) Statistics
Microbiota composition analysis was done using the R programming language and
software (R Development Core Team 2012), specifically using the packages RColorBrewer (v
1.1-3), plots (v3.1.3), gdata (v2.19.0), xlIsx (v0.6.5), ade4 (v1.7-22), vegan (v2.6-4), reshape2

(v1.4.4), PMCMRplus (v1.9.6). ASV counts were normalized via simple division to their sample
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size and then multiplication by the size of the smallest sample. a-diversity and richness were
estimated using the ASV table data and the functions ‘diversity’ and ‘estimateR’. A distance
matrix for B-diversity analysis was computed using the ‘vegdist’ function and the Bray-Curtis
method. Principle coordinate analysis was conducted using ‘dudi.pco’ on the distance matrix
data. Kruskal-Wallis rank sum tests and post hoc pairwise Wilcoxon rank sum tests were used
to detect differences between groups of variables. P values were corrected as necessary using
the false discovery rate correction.

Dataset normality was tested using the D’Agostino and Pearson normality test.
Normally distributed data with equal group variances were expressed as mean + standard
errors of the mean (SEM). Non-normally distributed data, or those belonging to unequal group
variances, were described as medians (interquartile ranges). The level of significance was set
atp<0.05(*p<0.05, ** p<0.01, *** p <0.001). Statistical comparisons were performed for
diet impact (HR_CD vs. HR_2HFD) and microbiota impact (HR_2HFD vs. NAFLR_2HFD) using
the subsequent unpaired Student’s t-test or unpaired Mann—Whitney test. Calculations were

performed with R 3.5 software and GraphPad Prism software (version 7.00, La Jolla, CA, USA).
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3. Results

a) Microbiota differences between fecal donors regarding groups.

Sequencing of stool microbiota from anorexia patients and healthy volunteers enables
comparison of biodiversity profiles. B-diversity appears significantly different regarding PCoA
analysis (Figure 1A). The diversity of the bacteria also seems significantly different at the phyla
level but not at the family level except regarding Bifidobacterium (Figure 1B). The genus
Roseburia had specifically been researched in our analysis because it was previously shown to
be associated with severe undernutrition in anorexia nervosa (13). We confirmed this in our
study. The gAN group presents a deficient level of Roseburia count compared to gHC (Figure

10).

b) Microbiota transfer is stable over time and maintains significant
differences between groups.

B-diversity appears different between gnotobiotics mice transferred using AN
microbiota (gAN) and gnotobiotics mice transferred using HC microbiota (gHC). The diversity
within groups is well conserved along the time (3 sampling during the length of the study).
Also, it appears to have changed from the initial diversity of the pools used for the transfer
(Figure 1D). Relative abundance at the phyla level reveals differences between the Firmicutes
and Bacteroides groups. A higher proportion of Bacteroides are found in the gAN group rather
than Firmicutes appearing more abundant in the gHC group. At the family levels (Figure 1E), a
significant difference is about the abundance of Blautia that appears less abundant in gAN at
each time than in the gHC group. The gAN groups show a high abundance of Prevotella
occurring in a low abundance in HC. The gHC group presents a high abundance of Firmicutes,
which are reduced in gAN. Interestingly, Akkermansia only appears to vary along the time in
the gHCs group (Figure 1E). Concerning a-diversity, there is no significant difference between
the two groups in diversity and richness at each sampling time (Figure 1F). During the time of
the study and between the mice of groups, the microbiota remains stable. Differences
between groups are conserved over time and between individuals. The widest differences are

presented in Figure 1G.
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Figure 1: Microbiota sequencing data from anorexia nervosa and healthy volunteers, and from mice transplanted with
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categories, B: overview at the phylum and genus level of the microbiota composition in human donors C: count of
Roseburia OTU between groups in human donor. D: PCoA analysis representation of microbiota diversity at different time
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Microbiota from anorexia nervosa patients do not induces less food

Cumulative food intakes were significantly lower in gAN than gHC (p<0.001) until the

third week after the habit period and in the fifth week (p<0.05). From the sixth week,

cumulative food intake does not remain significantly different (Figure 2A). No significant

difference in weight gain between gAN and gHC was found throughout the study and at the

end, while the mean weight gain percentage in gAN groups was still above the gHC group

curve (Figure 2B). The food efficiency, calculated from the body weight gain ratio to cumulated

food intake over the study, appears similar between groups (Figure 2C). Body composition

was measured by dual X-ray absorptiometry. No significant difference emerges from the
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adiposity, fat mass, or lean mass. As anorexia nervosa patients present clinical bone
demineralization, we also measured the femoral bone density of mice. No significant
difference appears, certainly due to the short length of our study (Figure 2D). The weight
appear positively correlated to the Instinimonas genus (0.88) (Figure 10). This bacteria is a
butyrate producer (34) and appear as bacteria remarkably adaptable to the dietary

component (35).
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d) Evidence for Effects of Microbiota from anorexia nervosa on anxiety
behavior tests Results.
The complete results of the different tests are detailed in the supplementary
information. In the open field test, the gAN mice displayed higher physical activity than the
control mice, with more rearings and crossings of the center and a tendency to a higher

distance traveled (Figure 3).
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Figure 3: Results from behavioral the test in the open field. The open field is a test allowing to assay the motricity of
mice, measuring the total distance travelled, the number of crossing the central zone of the field, and the number of
rearing. *: p>0,05. gAN: gnotobiotic anorexia nervosa mice, gHC: gnotobiotic healthy controls mice,

The novel object recognition provided consistent observations, with significantly
higher distances and a tendency to more rearings. The number of visits to the object was
similar in both groups, but the mean visit time was lower in the gAN group (Figure 4A). In the
step-down test, while the number of mice stepping down differed between the groups (9 in
gAN vs. 6 in gHC), the latency was not significantly different (Figure 4A). The splash test did
not bring any significant difference in the latency to the first grooming or the grooming length
(Figure 4B). The elevated plus maze and the forced swimming test were realized outside the
incubators for practical reasons. The mice of both groups displayed high resistance to go into
the open arms, and although the gAN group showed a lower number of entries, the difference

was not significant. The tentative entries were more abundant than the entries but without
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significant differences between the groups (Figure 4A). The forced swim test showed no
significant difference in the latency to the first stop or the immobility time (Figure 4B).

To sum up, these observations, because several parameters were on the verge of
significance, we computed Z-scores from the results of the different tests, covering
motricity/physical activity, anxiety/impulsivity, and depression. The Z-score for motricity and
anxiety differed significantly between the groups, but the Z-score for depression did not show

any significant difference.
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Figure 4: Results from behavioral tests to explore anxiety and depression. A: Exploration of anxiety and impulsivity were
performed using novel object test, step down test, elevated plus maze test. Computation of measure of each test leads

to Z score for anxiety and impulsivity. *: p=>0,05

B: Exploration of depression were performed using splash test and forced swim. No différencies appears in comparision

of the groups. gAN: gnotobiotic anorexia nervosa mice, gHC: gnotobiotic healthy controls mice, NO : novel object. 111



e) Appetite-regulating hormones do not differ between the healthy
control and anorexia nervosa group.
Blood levels of ghrelin, leptin, PYY, and GLP1 were assayed by ELISA in serum. No
significant difference exists between the average levels of the two groups for all hormones.
Corticosterone levels were measured in serum by ELISA and appeared not significantly

different between groups (Figure 5).
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Figure 5: Results from enterohormones assays by ELISA from serum. Analysis do not show differencies
between groups.

f) Microbiota transfer from anorexia nervosa restores the lymphocyte
population.

Microbiota transfer in germ-free mice shapes the immune system, which is naturally
underdeveloped due to the absence of microbial antigens in germ-free mice (36-38).
Cytometry study of lymphocytes in blood and in intestinal mucosa reveals the presence of
canonical lymphocytes population (Figure 6): CD3* cells (AN = 46% SD = 13, CT = 44% SD = 15),
B lymphocytes (AN = 23% SD =8, CT = 21% SD = 7), and TCD4* lymphocytes (AN = 63% SD =
18, CT = 64% of CD3+ cells SD = 9), as previously described. We focus our attention on
lymphocytes implicated in inflammation. No difference of frequency appears for the
subpopulations of lymphocytes in blood (Th1: AN = 2.4% SD = 2.4%, CT = 3.4% SD = 3.5%, Th2:
2.2% SD =0.8% CT = 2.8% SD = 1.4%, Th17 AN = 2.0% SD = 0.8% CT = 2.5% SD = 1.7%, Th9 AN
=2.1% SD =0.9%, CT = 2.4% SD = 1.3%), B cells (AN =23% SD = 8, CT = 21% SD = 7), Ty6 (AN =
1.4% SD =1.1% CT = 1.7% SD = 1.6%), and Treg AN = 3.1% SD = 1% CT = 3.2% SD = 0.9%). We
also focus our investigation on cells playing a key role in mucosal immunology only in intestinal
samples (AN =9 samples, CT = 11 samples): iNKT (AN = 0.19% of CD4+ SD = 0.18% CT = 0.27%
of CD4*, SD = 0.27%). No significant differences were reported for the population, except for
ILC (AN: 0.97% of total lymphocytes, SD=0.63 VS CT: 0.37% of total lymphocytes, SD=0.28; p =

0.0046). This result is the first to be reported in AN. As ILC are essential cells for the
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surveillance of microbiota, it appears consistent that their frequency is higher in the context
of dysbiosis. These cells are also able to secrete a wide variety of cytokines. Even if their

frequency is shallow; this result has to be considered.
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Figure 6: Immunophenotyping of lymphocytes from blood and intestine cells. A: gating strategy using flow cytometry
{fluorescence-activated cell-sorting) to obtain calculation of population percentage B: Percentage of blood circulating
lymphocytes compared in each groups C: Percentage of intestine lymphocytes from intestinal cell solution obtained
from biopsy samples compared in each groups. ***: p<0,005. AN : anorexia nervosa, HC : healthy controls, Treg :
regulatory T cells, iNKT : innate-like Natural Killer T cells, ILC : innate lymphoid cells, Tgd : gamma delta TCRT cells.
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g) Microbiota from anorexia nervosa induces a systemic inflammatory
response.
We evaluate soluble immune system mediators by ELISA in blood and stool. We did
not demonstrate a difference in IgA levels in the blood (AN = 1325 ng/ml SD = 1600; HC = 3949
SD =5377; p=0.3) and in the stool ( AN = 5962 ng/ml SD = 6363; HC = 14461 SD = 9289; p=0.1).
IgM’s levels in blood (AN = 6447 ng/ml SD = 2013; HC = 5465 ng/ml SD = 1373; p=0.2) and in
stool (AN =2.8ng/ml SD = 0.12; HC = 2.88 SD = 0.15; p=0.4) do not either differs (Figure 8A).
We assayed a panel of 23 cytokines levels using Luminex technology. Results are presented in
(Figure 7B). Significant difference concern IL-3 (AN = 16.75 SD = 3.3; CT = 13.03 SD = 3.0,
p=0.01, IL-4 (AN = 2.3 SD = 0.58; CT = 1.564 SD = 0.57 p = 0.005), IL-9 (AN = 37.62 SD = 9.076;
CT =26.99 SD = 5.34 p =0.0032), INF-y (AN = 23.14 SD = 7.44; CT = 15.03 SD = 3.3 p=0.0036),
TNF-a (AN = 72.28- SD = 10.88; CT = 59.78 SD = 15.20, p=0.038), G-CSF (AN = 124 SD = 36.75;
CT=93.27SD =17.75, p=0.02) and GM-CSF (AN =42.41SD =6.4; CT =30.12 SD = 14.9, p=0.02),
and MCP-1 (AN = 316.7 SD = 35.46; CT = 263 SD = 22.86, p=0.0004). The means of
concentrations are more elevated in the AN than in the CT group. Elevated levels of IL-4 and
IL-9 suggest a TH2 polarization of the inflammatory response. The presence of elevated IL-3,
IFN-y, MCP-1, and GM-CSF polarizes the immune response to macrophage response. Higher
levels of INF-y, TNF-a, and G-CSF attest to general inflammation response. This inflammatory
response could be secondary to fecal microbiota transfer and the implantation of a particular

microbiome that is triggering the immune system for a long-lasting response polarized to Th2.
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Figure 7: Results from biological assays of immune soluble molecules. A: immunoglobulins A and G concentration
measured in blood and stool by ELISA assays.

B: Cytokine concentration assayed by multiplex analysis in blood. Presentation of comparison of mean fluorescence
intensity (MFI) and concentration, calculated using standard references, between groups.

AN: anorexia nervosa, HC: healthy controls. **: p=0,05, ***: p=0,001
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h) Correlations between immune parameters and bacteria strains

Correlation analysis performed with microbiological data report interesting association
opening future pathway (Figure 8). Shannon index appears positively correlated with KC
cytokine (0.92), the murine equivalent of CXCL-1 from humans, a chemoattractant for
neutrophils. Some species were also found to be associated with immune parameters. The
genus Alistipes, belonging to the Bacteroidetes phylum, is positively correlated to IL-10 (0.81).
Data about this genus report protective effects against diseases such as colitis, liver fibrosis,
and cardiovascular, but also it had been negatively associated with colorectal cancer and
depression symptoms (39). Frisingicoccus is a genus belonging to the Lachnospiraceae family,
it appears positively correlated with IL-5 (-0.88), and this bacteria can produce SCFA from plant
polysaccharides. This bacteria is highly prevalent in human microbiota and produces SCFA
(butyrate, acetate). Its role in physiology is controversial at their evidence for a contributive
role in diabetes emergence in a favorable genetic susceptibility (40). II-5 vis associated with
humoral immunity stimulates B cell growth and IgA production. It is mainly produced by Th2
cells and mast cells. The analysis also reports a negative correlation between IL-5 and
Fournierella genus (-0.85); it has only been described as an anaerobic bacterium. Also, a
negative correlation was found between Faecalitalea and IL-3 (-0.81). This genius belongs to
the Firmicutes and can perform fermentation to produce SCFA, especially butyrate (41).
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Figure 8: Results of correlation analysis between microbiota genus identified by 16s metagenomic analysis and
weight and concentration in cytokines.
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i) Mice with microbiota transferred from anorexia nervosa patients
present abnormal SCFA proportions.
Results from the SCFA profile in mice stool for anorexia group reveal a lower
proportion of total SCFA for acetate (p<0.001) and a higher proportion for propionate (p>0.05)
and butyrate (p>0.005) (Figure 9).
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Figure 9: quantification of SCFA from feces of transplanted mice. gAN: gnotobiotic anorexia nervosa mice, gHC:
gnotobiotic healthy control mice, SCFA: short-chain fatty acid. ***: p<0,001, **:p<0,05.

j) Intestinal permeability needs more investigation.

Zonulin levels were assayed in feces and did not significantly differ in the AN group
compared to HC. The section does not show the AN group's inflammation or tissue lesion

stigmas.

k) Mice transferred with microbiota from anorexia nervosa presented
altered ovarian cycles.

During the implementation of the behavioral tests, the estrous cycles were analyzed
from weeks 5 to 8 to ensure that the proportions of the different estrous states were
comparable between the two groups since the animals were not synchronized. Irregular
estrous cycle length was observed in the gAN, as shown in Figure 10, typically with a higher
cycle length than in the control group. The difference did not reach significance.

The histology of the ovaries was analyzed. Following H&S staining, the follicles were counted
according to morphology (42). The total number of follicles was lower in the gAN group than
in the controls, and so were all the follicle types except the atretic follicles. Although the
numbers were lower in the gAN, the proportions of the follicle categories were conserved

between the two groups (Figure 10). (numeric data will be implemented for submission)
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Figure 10: graphic presentation of ovarian physiology in transplanted mice. A: number of oestrus cycle during the period

after transplantation (36 days).
B: count of follicles in ovarian sections. ***: p<0,001. gAN: gnotobiotic anorexia nervosa mice, gHC: gnotobiotic healthy

controls mice.

/) Hepatic histology appears impaired by microbiota from anorexia
nervosa.

The histology of the hepatic sections was analyzed. In the gAN, two mice presented
hepatic steatosis. We stained the sections with Black Soudan B to detect the presence of
lipofuscin, but no staining of the hepatocytes could be detected. The counterstaining with
methyl green allowed us to measure the size of the hepatocytes. We detected the presence
of ballooned hepatocytes in the vicinity of cells displaying steatosis in the gAN group (Figure
11A) and an abundance of hepatocytes showing empty cytoplasms, which could be
interpreted as a glycogenic overload (Figure 11B). Hepatocytes were enlarged in the gAN, with
sizes higher than hepatocytes of the gHC group (Figure 11C). (numeric data will be

implemented for submission)
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Figure 11: Results from hepatic sections study. A: hepatic section colored by Black Soudan B and methylgreen. Orange
spot are showing balooned cell. Red spot show steatosis. B: empty cell, interpreted as glycogenic overload. Glycogen had
been dissolved by paraformaldheyde. C. size comparaison of hepatocytes between groups. ***: p<0,001 gAN:
gnotobiotic anorexia nervosa mice, gHC: gnotobiotic healthy controls mice,
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4, Discussion

We hypothesized an impaired microbiota-host symbiosis associated with specific AN’s
microbiota. Our study is the first to engage a model of anorexia nervosa by fecal microbiota
transfer in a broad physiologic impact study. According to our objectives, the AN fecal
microbiota transfer reproduces some strong characteristics of human disease in mice.

First, we observed that mice transferred with the AN microbiota had a significantly
lower food intake than the HC group up to the sixth-week post-transfer. The attenuation of
low food intake over time is consistent with the lack of difference in entero-hormone levels
measured at the end of the study. The weight gain did not differ significantly between groups
and appeared to be explained by the absence of altered food efficiency between groups. The
AN diet is mainly enriched in complex fiber, with an imprecise proportion of soluble and
insoluble fiber and a consistent balance of protein (43). Feeding a standard chow diet probably
explains our results, as it models refeeding conditions rather than maintaining the AN
condition with quantitative and qualitative restriction of ingesta, which could shape the
balance of the microbiota. As diet is a potent modulator of microbiota, it will be engaging in
future microbiota transfer studies to offer mice a variety of diets (44). This will enable us to
study the effect of these diets on microbiota metabolism. This protocol could also contribute
to the scientific debate on the microbiota-mediated orientation of food preferences. It
appears that the behavior of patients with AN is influenced by their microbiota, which affects
their physical activity and anxiety levels. When mice were given AN microbiota, they showed
a significant increase in activity similar to that of AN patients. Additionally, these mice had
higher anxiety levels than the control group. Anxiety is commonly present in AN patients, with
a prevalence of around 35% (1). Psychological theories related to their food intake implicate
defensive mechanisms to control this persuasive anxiety. Both AN and anxiety disorders are
linked to an imbalance in the microbiota-gut-brain axis, which affects physiology (45). Our
study's depression tests did not reveal any significant differences. This may be due to the brief
duration of our protocol. The closest model of depression induced in mice is the chronic mild
stress model. Housing conditions that maintain gnotobiotic conditions and individual housing
can cause stress, but it is still less severe than the mild chronic stress model. The latter requires
unpredictable and intense disturbances such as flickering lights, food, and water deprivation

or cold stress. Work on this model shows that the first depressive symptoms appear after five
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weeks of exposure to chronic mild stress (46). As we conducted the splash test during the fifth
week and the forced swim during the ninth week after transfer, we believe that this short
period is insufficient to induce depression behavior as fast as the chronic mild stress model. If
we maintain gnotobiotic conditions for the longer term, it could provide information on the
kinetics of behavioral issues and if a link to specific microbiota could be inferred. Besides, we
have stored the brain of mice, awaiting target analysis to be conducted in the study of
neuroinflammatory markers localized in the reward circuit linked to the vagal microbiota-gut-
brain axis (47).

As the immune system is a central actor of the microbiota-gut-brain axis and closely
related to microbiota for its equilibrium, it represents a rich source of biological markers
implicated in microbiota-host symbiosis. We conduct an extensive analysis of the immune
system to identify specificity. A phenotype study of lymphocytes within the intestinal mucosa
and from peripheral blood reveals a significant difference in innate lymphoid cell count within
the mucosa but no deficiency for other lymphocytes population. These results confirm the
immune system development and bacterial colonization in axenic mice. The expected reaction
against microbial colonization in axenic mice is an inflammatory response. Plasma cytokine
assays show an inflammatory state with polarization of the Th2 immune response. Many
elevated factors are associated with macrophage-mediated innate immunity. Surprisingly, the
lymphocyte population is not consistent with inflammation in our model. This suggests an
inflammation independent of lymphocytes, possibly under microbiota control. Some previous
studies in anorexia nervosa patients found an elevated ratio of CD4*/CD8"* lymphocytes, tuning
the populations to T helper cell phenotype in the acute phase of the disease (48). In contrast,
chronic anorexia nervosa appears to be associated with the elevation of regulatory T cells (49).
Our phenotyping study needs to be reproduced as we encountered technical issues during cell
solution preparation forcing us to perform analysis on a low number of events. The
inflammatory Th2 polarization should turn the immune response to the humoral side.
However, no differences were shown regarding serum and fecal immunoglobulin assays. High
interest has to be addressed to Immunoglobulins as they are easy to dose in biological samples
(blood or feces). A close relationship exists between immunoglobulins and microbiota through
antibody-mediated immune selection (50). Mucosa is the first host tissue interacting with

microbiota, and its integrity is strongly associated with health. The zonulin assay did not show
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intestinal mucosal distress. Zonulin is an increasingly criticized marker of intestinal
permeability (51), and intestinal permeability studies in AN patients are inconsistent. Immune
status in a different stage of AN remains unclear, and the link to specific microbiota needs
further investigations to make it an essential marker of microbiota-host symbiosis health in
AN. Our model offers the ability to precisely study the interaction through the microbiota-gut-
brain axis thanks to accessibility to samples. The specificity of the immune shaping at the
intestinal mucosa level should be precisely studied using explant culture and empowered
studies by more animals.

Microbial metabolites are also potent molecules highly implicated in host physiology.
The concentration of SCFA in feces shows an unexpected pattern, with an increased
concentration of butyrate and propionate in mice of the AN group compared with the HC
group and a higher concentration of acetate in the HC group compared with the AN group. In
human studies, patients present deficiency for butyrate and propionate, increasing after
renourishing, whereas acetate is still low (22). This is not correlating with the low count of
butyrate-producing species such as Roseburia (13,52). To get answers to biological
mechanisms involved in AN’s microbiota over physiology, metabolomic studies must be
conducted in mice. This robust big data -omic analysis offers opportunities to understand
biological pathways between microbiota and host physiology and highly improves the
scientific depth of knowledge.

In severe AN patients, sexual physiology is profoundly impacted, whose primary
manifestation is amenorrhea (53). To our knowledge, follicular development has been studied
for the first time, and we discovered ovarian abnormalities in a fecal microbiota transfer
model of AN. The AN group presents some ovarian histological abnormalities with an
alteration in follicle total count and all development phases except atretic. No recent data are
available regarding follicle count in AN patients. A recent study described an unexpectedly
elevated concentration of anti-Mullerian hormone, as could be expected in polycystic ovary
syndrome (54). This hormone inhibits primordial follicle recruitment and selection of the
dominant follicle. These results need to be completed by human ultrasound protocol. The
unexpected repercussion of microbiota transfer on ovarian follicle development must be

addressed.
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Anorexia nervosa course could present hepatic complications associated with chronic
undernourishment marked by elevation of laboratory assays of aspartate aminotransferases
and alanine aminotransferase inversely correlated to BMI. This is currently explained by the
activation of autophagy in reaction to starvation. Most common hepatic issues occur at
refeeding time, possibly leading to steatosis stigmas (55). Our results present characteristics
evocating a liver overload: greater hepatocyte size, steatosis, and abnormal glycogen reserves.
These results could be interpreted as a microbiota consequence. Donors from the anorexia
nervosa group were severely undernourished. We can propose that their specific microbiota,
exposed to ab libitum food and balanced diet (enriched in fat and carbohydrates), leads to
and promotes energy storage in the form of glycogen.

We identified several limits in our work. Transferred microbiota comes from severely
undernourished patients recruited in a nutritional department that welcome patients in very
severe condition of AN. This may represent a selection bias in the microbiota to be transferred.
Future protocols will gain interest by comparing microbiota transfer from patients with
different characteristics of AN: acute first episode or chronic disease, pure restrictive form, or
hyperphagia/purging subtype. Only female mice were used for our protocol. As AN is also a
male disease, future protocols must consider microbiota transfer from female AN patients to
male mice and microbiota transfer from AN male patients to male and female mice.

Our study aims to demonstrate altered host-microbiota symbiosis in multiple facets of
the mice’s physiology. We are convinced to propose a robust anorexia nervosa model based
on fecal microbiota transfer. This model enables the emergence of hypotheses for future
clinical studies, thanks to the study possibilities it offers, with a resolution unattainable in

humans.
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C. Modélisation in vitro et étude des interactions cellulaires neuro-

immunologiques.

Afin de comprendre les mécanismes pouvant étre a I’ceuvre dans I'axe MIC, nous nous
sommes intéressés a modéliser in vitro la communication entre cellules du systeme
immunitaire et cellules nerveuses. En effet, ces deux systémes biologiques ont des capacités
particulieres de communication. Au sein de la muqueuse intestinale, il existe une grande
proximité entre les cellules immunitaires de la muqueuse et les fibres nerveuses des neurones
sensitifs et du systéme nerveux entérique.

L’étude suivante a été menée avec |'entreprise NETRI® basée a Lyon, et les résultats

ont conduits a la publication de I'article suivant au journal International journal of molecular

science (IF = 6.208, Rang B).
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1. Abstract

Inflammatory bowel diseases (IBD) are complex chronic inflammatory disorders of the
gastrointestinal (Gl) tract. Recent evidence suggests that the gut-brain axis may be pivotal in
gastrointestinal and neurological diseases, especially IBD. Here, we present the first proof of
concept for a microfluidic technology to model bilateral neuro-immunological
communication. We designed a device composed of three compartments with an asymmetric

channel that allows the isolation of soma and neurites thanks to microchannels and creates
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an in vitro synaptic compartment. Human-induced pluripotent stem cell-derived cortical
glutamatergic neurons were maintained in soma compartments for up to 21 days. We
performed a localized addition of dendritic cells (MoDCs) to either the soma or synaptic
compartment. The microfluidic device was coupled with microelectrode arrays (MEAs) to
assess the impact on the electrophysiological activity of neurons while adding dendritic cells.
Our data highlight that an electrophysiologic signal is transmitted between two compartments
of glutamatergic neurons linked by synapses in a bottom-up way when soma is exposed to
primed dendritic cells. In conclusion, our study authenticates communication between
dendritic cells and neurons in inflammatory conditions such as IBD. This platform opens the
way to complexification with gut components to reach a device for pharmacological

compound screening by blocking the gut-brain axis at a mucosal level and may help patients.

Keywords: inflammatory bowel diseases; gut-brain axis; neuroimmunology; microfluidic

technology; electrophysiological activity; human induced pluripotent stem cells

2. Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic inflammatory conditions affecting the
digestive system, comprising two main distinctive entities: ulcerative colitis (UC) and Crohn’s
disease (CD). IBD is characterized by intricate inflammation and microbiota dysbiosis [1]. IBD
patients also manifest neurocognitive symptoms such as sleep disturbance, low mood,
fatigue, hopelessness, and avolition. A high frequency of these symptoms in IBD patients was
reported in the last meta-analysis (25.2% in CD and 24.0% in UC), and an odd ratio for
depressive symptoms in IBD versus healthy controls was reported at 1.9 (Cl 95% 1.4-2.7) [2].
The pathophysiology of neurological manifestations in IBD could mainly involve the immune
system, representing a contributory mechanism to the gut-brain axis dysfunction [3]. The gut-
brain axis is a bidirectional communication system modulated by neural, hormonal, metabolic,
immunological, and microbial signals and plays a pivotal role in the pathogenesis of IBD [4].
The gut-brain communication passes through the sensitive vagal nerve fibers present in the
mucosa, completing the one throughout the enteric nervous system (ENS) [5], to reach the
nucleus, Tractus solitarus, at the central nervous system (CNS) level [4,6]. Furthermore, the
ENS senses the microbiota information and modulates the neurophysiology of the gut by an

extrinsic neuro sympathetic circuit localized in the brain [7]. The release of pro-inflammatory
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factors mediates this neuro-immune communication: interleukin (IL)-1B, IL-6, and tumor
necrosis factor (TNF)-a released from epithelial and immune cells. Beyond this paracrine
mechanism, evidence exists for cell-to-cell interaction between nerve fibers and immune cells.
These interactions activate electrophysiological signals in neurons by activating the neurons’
signaling cascade involving Ca%* and cAMP, activating intracellular kinases and generating an
action potential, and lowering the threshold to trigger action potentials throughout cation
channels [8]. Evidence from electrophysiology studies shows that synaptic connections also
exist between sensory neurons and enteroendocrine cells of the intestinal epithelium,
transmitting nutrient signals from the lumen through glutamate to mucosal neurons and
secondary neurons [9,10]. This circuit had been reconstituted in vitro by the co-culture of
sensory neurons and enteroendocrine cells [11].

It is hypothesized that chronic mucosal inflammatory signals and neuronal cell
dysregulation could explain the psycho-behavioral manifestations by reaching the CNS and
causing alterations in brain functions. An option for curing the neuropsychological symptoms
of IBD could reside in the modulation of immunological communication to nerves within the
gut-brain axis. Modeling this bilateral communication remains challenging due to its high level
of biological complexity, the involvement of different cell types and physical communication
pathways, and the lack of study models. Most animal studies use fecal microbiota transfer in
germ-free mice or mice deprived of bacteria by antibiotic therapy [12]. To the best of our
knowledge, there are not any models available to study the effect of IBD pathophysiology
elements on nerve cells in the mucosa. Some studies involve epithelial cells and gut organoids
but do not include nervous cells [13]. Organs-on-Chip (OoC) is an innovative technology that
reproduces an in vitro structured and relevant neuronal network to human physio-pathology
and can be used to compartmentalize several cell types. Beaurivage and colleagues have
introduced an innovative model that employs primary cells obtained from patients [14]. This
model involves co-culturing the cells in a microfluidic device comprising two chambers of
epithelial cells and macrophages derived from monocytes. This device is a valuable tool for
exploring the impact of inflammatory mediators on the physiology of macrophages and
epithelial cells. However, there seems to be no gut-on-chip model that incorporates nervous
cells in a multi-chamber device [14]. Microfluidic devices with multiple chambers allow for

cultivating various cell types in multiple compartments. This addresses our goal of modeling

130



the impact of immune activation-induced inflammation on nerve cells. However, current gut-
on-chip models provide histological and soluble molecule analysis that is not entirely
applicable to the functional analysis of neurons. Compartmentalization is possible thanks to
connection via microchannels, through which the neuronal extensions will pass while
evaluating the electrophysiological impact [15].

In this study, we propose a microfluidic platform for modeling the immuno-nerve
pathway of the gut-brain axis, which aims to develop an in vitro platform to study neuron-
immune cell communication. The microfluidic device comprises three compartments with an
asymmetric channel, allowing the isolation of soma and neurites thanks to microchannels to
create in vitro synaptic transmission. Each channel is fluidically isolated thanks to the
microchannel architecture (3 um in height and 10 um in width), allowing neurites and axons
to project into it. The microfluidic device was coupled with MEA to record the
electrophysiological signal according to the conditions and analyze the functionality of the
neurons. We present here the first data of this innovative protocol, which can be considered
a proof of concept. This type of modeling could offer many perspectives on understanding
how these two large families of communicating cells interact. Our initiative will contribute to
the study of the neural pathway of the microbiota-gut-brain axis and to efforts to test

interventional molecules to modulate this physiological axis.

3. Results

a) Characterization of human glutamatergic neurons and dendritic cells
in a micro-fluidic device.

The objective of the study is to propose an experimental model allowing (i) the
association of human neuronal and immune cells in microfluidic devices and (ii) access to a
non-invasive analysis method to study the communication between these two cell types in
the context of inflammation to model neuro-immune interaction in the inflammatory
condition of IBD.

Human cells were cultured in an asymmetric microfluidic device called DUALINK Shift in static
conditions without pumping equipment (Figure 1A, Supplementary Figure S1). The
microfluidic device is made of Polydimethylsiloxane (PDMS), is biocompatible, and is optically

transparent (for more details, see the material section). The device is composed of three
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compartments separated by microchannels. Each channel is fluidly isolated thanks to the
architecture of the microchannels (3 um high and 10 um wide), allowing neurites and axons
to project into them. Compartments 1 (channel 1) and 3 (channel 3) are where human
glutamatergic neurons are cultured (Figure 1A, Supplemental Figure 1). Compartment 2
(channel 2) is an asymmetric channel that isolates the soma and neurites using microchannels
to create synaptic communication in vitro. Compartment 2 is closer to compartment 1, around
110 um from channels 1 to 2 and about 510 um from channels 2 to 3 (Supplementary Figure
S1). To establish the cell culture protocol on-chip, only a culture of human glutamatergic
neurons derived from innate pluripotent stem cells (iPSCs) was performed in the microfluidic
device for 21 days before adding MoDCs (Figure 2A). To assess the culture in microfluidic
devices, we confirm by immunofluorescence that glutamatergic neurons express MAP2, a
marker of neuronal differentiation (Figure 1B), vGlutl, a presynaptic protein responsible for
glutamate transport into synaptic vesicles (Figure 2C), and Beta Il Tubulin, a principal
constituent of microtubules (described in Supplementary Figure S2). These cells showed a
decrease in pluripotency markers over time and the expression of specific glutamatergic
neuron markers in microfluidic devices (Supplementary Figure S3), highlighting optimal
maturation (previously published data, [16]). The MoDCs cells were prepared by isolating
CD14+ cells from a healthy donor leukoplatelet concentrate. Before adding MoDCs on-chip, a
Fluorescent Activated Cell Sorter (FACS) analysis was performed, showing an increase in
CD209 and a decrease in CD14 expression (Supplementary Figure S4A) to confirm their
phenotype. The Morphology of MoDCs is confirmed by the visualization of pseudopods in
confocal microscopy (Supplementary Figure S4B). On day 21, human neuronal cells were
exposed to mature dendritic cells (DCs) derived from monocytes (MoDCs). The presence of
the MoDC in the microfluidic device is shown in transmitted light microscopy (Figure 1C). This
observation is confirmed based on immunostaining 4 h after seeding these MoDCs in the
microfluidic devices (Figure 1D). The CD209 phenotype is maintained as presented in Figure
1D (green in microfluidic channel 1 in this illustration), confirming that MoDCs conserved this
phenotype 4 h after seeding with human glutamatergic neurons. The neuron-specific enolase
(NSE) marker was assayed by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in the supernatant
4 h after co-culture, showing no neuronal cell damage (Figures 1E and S5). The basic level of

NSE in the culture is considered for the channel that neither receives LPS nor MoDC.
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Levels measured in channels exposed to lipopolysaccharide (LPS) or MoDC do not present an

increased concentration of NSE, as shown in Figure 1E (and Supplementary Figure S5).

Channel 1 Channel 2 Channel 3

Micrechannels

Dualink Shift MEA

Before MoDC seeding

PR R

Channel 2 Channel 3

Immunoassay Neuron Specific Enolase

ns

Mean concentration (ng/mL)
o

Gluta + LPS Gluta + MoDC Gluta enly

Figure 1 : Characterization of human immune and neuronal cell co-culture in an asymmetric microfluidic device.
(A) Schema of the asymmetric microfluidic device, called Dualink Shift MEA, composed of three compartments.
(B) Human cortical glutamatergic neurons in a microfluidic device stained red with an anti-MAP2 antibody. (C)
Visualization of the cells before and after adding MoDCs to the microfluidic device in transmitted light
microscopy. (D) Immunofluorescence staining of MoDC cells colored green with antibody anti-CD209 in channel
1 and glutamatergic neurons with antibody anti-MAP2 seeded in channels 1 and 3. (E) Graph of the
quantification of NSE in the pooled supernatant of microfluidic devices as a function of conditions. FACS:
fluorescent activated cell sorter; MEA: microelectrode array; MoDCs: monocyte-derived dendritic cells; NSE:

neuron-specific enolase.
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An ELISA assay performed after 4 h of co-culture reveals high IL-6 levels in the culture
supernatant, suggesting a persistent ability of MoDCs to model an inflammatory condition

(Figure 2B).
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Figure 2. Characterization of the neuro-immunological communication in the microfluidic device. (A)
Experimental design: seeding glutamatergic neurons at day 0 in channels 1 and 3 of the microfluidic devices,
adding MoDC cells at day 21, and recording electrical activity via MEAs with detailed descriptions of the
conditions. (B) Graph of ELISA immunoassay analysis of interleukin-6 in the supernatant of each channel
(pooled from chips) in the presence of MoDCs or LPS or with glutamatergic neurons only. (C)
Immunofluorescent pictures of glutamatergic neurons at day 21 stained with anti-vGlutl (Red). (D) Semi-
quantification of vGlutl immunostaining according to the conditions. (E) Graphs represent the percentage of
electrophysiological activity change from baseline (before adding MoDC) to after adding MoDC in channels 1
and 3 according to the different conditions in the MEA microfluidic device. ELISA: enzyme-linked
immunosorbent assay; LPS: lipopolysaccharide; MEA: microelectrode array; MoDCs: monocyte-derived

dendritic cells.

b) Neuro-Immuno Communication between Human Neurons and
Immune Cells in Microfluidic Devices Is Measurable

The asymmetry of this microfluidic device is essential to isolating synapses and having
a dendritic-axonal synapses compartment (Supplementary Figure S1). Since the distance
between channels 1 and 2 is around 110 pum, axons and dendrites can pass through, while the
distance between channels 2 and 3 is about 510 um, only axons can grow throughout the
channel. Thus, to assess neuro-immune communication, different conditions have been used
(Figure 2A). MoDCs were added to glutamatergic neurons on day 21, either in the cell body
compartment (soma + axons) in channel 1 (condition 02) or channel 3 (condition 03). To assess
whether the communication was taking place via axonal projections, MoDCs were added to
channel 2, called the synaptic compartment (condition 05). As a control, LPS was added to
channel 1 (condition 04) and channels 1 and 3 (condition 01).
To measure the effect of adding the MoDCs to the neuron culture, we chose to analyze the
culture supernatant, the electric field recorded for 4 h after the co-culture, and the culture
within the device by immunofluorescence staining.
The analysis of the culture supernatant after 4 h by ELISA reveals that MoDCs cells are
secreting IL-6 when placed in the microfluidic device (Figure 2B). When neurons are exposed
to LPS, no IL-6 is detected (Figure 2B). The IL-6 concentration in MoDC’s seeded channels is
similar (channel 1:1.3.103 pg/mL, channel 2: 1.2.103 pg/mL, and channel 3: 1.2.103 pg/mL).
These data highlight fluidic isolation: no passage of a compound from one microfluidic channel
to the other by passive diffusion. The measure of the basal level in the opposite channel of all

conditions, which only contains neurons, also confirms that neurons do not secrete IL-6 in
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response to adding MoDC. Similar concentrations between channels containing neurons cell
bodies (channels 1 and 3) and channel 2 only containing neurons fibers also reveal that
neurons do not secrete IL-6 in response to exposure to MoDC.

In parallel, the expression level of vGlutl has been evaluated by immunostaining to
assess the increasing glutamate secretion (Figures 2C and 2D). The analysis of vGlutl
immunostaining shows an increase in the marker percentage of fluorescence when immune
cells are present. Concretely, adding MoDCs and LPS to glutamatergic neurons in channel 1
showed an equivalent percentage of vGlutl expression independently of the stimulus (Figures
2C and 2D). Analysis of channel 2 shows an increase in the rate of vGlutl expression when
MoDCs are added but a decrease when LPS is added. In channel 3, an increase in the rate of
vGlutl expression was observed when LPS was added in channel 1, but not when MoDCs were
added in channel 1 (Supplementary Figure S6).

Conversely, adding MoDCs in channel 3 increased the percentage of vGlutl expression
in channel 2 but made no difference in the opposite channel (channel 1, Supplemental Figure
S6). These data differ from those obtained in electrophysiology (Figure 2E) and suggest
electrical communication, not glutamate release, between the two opposite channels.
According to further study conditions, these data could be confirmed with glutamate release
analysis in the supernatant to have a kinetic response.

To evaluate the impact of the co-culture functionality of glutamatergic neurons and
MoDCs, MEA was used. The device was coupled with electrodes to monitor cell-cell
communication and record the electrophysiological activity of neurons. The activity is
recorded and analyzed over a diagram representing the voltage variation over time
(Supplemental Figure S7). The functional activity could be expressed with a mean firing rate
(MFR) corresponding to the number of spikes per second during the recording. Here, we show
the percentage change in MFR before (baseline) and after the addition of MoDC to
glutamatergic neurons (Figure 2E). Compared to baseline activity recorded on Day 20
(Supplemental Figure S7), adding LPS increased glutamatergic activity in both channels with a
mean of 25% to 125% of the increase (Figure 2E). In contrast, when MoDC were co-cultured
in the same channel with glutamatergic neurons, their activity decreased (about -70%, in
conditions 2 and 3). However, the functional activity of glutamatergic neurons in the opposite

channel was increased (about 50% in conditions 2 and 3). These data are not statistically
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significant; however, there are tendencies either in the individual analysis of each experiment
or in the average of the two replicates.

This suggests a specific pattern of electrical activity in the presence of neuron-immune
cell co-culture. These results indicate an increase in nerve impulses when MoDCs are present
in channel 1 of the device. This difference allows us to conclude that electrical activity is
involved in the communication between the two cell types and could be an excellent marker

to assess the impact of immunological signaling pathways on neuronal activity.

4, Discussion

The physiopathological mechanisms of IBDs are possibly linked to the microbiota-gut-
brain axis that should be impaired in these disorders. It is necessary to understand this
bidirectional communication to propose specific innovative therapies. Most studies focus on
the brain to look for evidence that explains behavioral manifestations [17,18]. Hypotheses
about inflammation consequences in IBD patients’ brains are about a damaged blood-brain
barrier and damage to endothelial cells’ tight junctions, allowing endotoxins and inflammatory
mediators from the gut to reach brain tissue [19]. Inflammatory activity in the cerebral
parenchyma results in a decrease in neurogenesis and the activation of neurodegeneration.
Mechanisms involving microglial cells’ activation, cytokine neurotoxicity, and reactive oxygen
species are mainly localized in the hippocampus in IBD patients [20]. Furthermore, some
particularities in the brain structures of IBD patients have been shown by structural and
functional magnetic resonance imaging in the limbic system, basal ganglia, and hypothalamus
[18,21]. IBD research has shown that inflammation can have local effects on the ENS and
sensory neurons within the intestinal tissue [22]. Our study aims to explore how inflammatory
signals from immune cells can be transmitted to nerves. The neuroimmune cell unit plays an
essential role in regulating the homeostasis and physiology of tissues, particularly the intestine
[23]. Our team has taken the initiative to model this unit in a microfluidic device using
electrophysiology to measure the effect of immune signals on neurons. While many existing
gut-on-chip models exist, none include nerves [14]. To the best of our knowledge, our project
is the first to demonstrate the feasibility of a microfluidic chip that incorporates the cells
involved in the neuroimmune cell unit of the gut.

This preliminary study aims to elaborate a microfluidic platform to understand

communication mechanisms between nerve and immune cells using a tool to study cell-cell
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interaction. We develop a first platform involving MoDC chosen to represent a robust model
of innate immune cells capable of transmitting an inflammatory signal to other cells (T and B
cells). To reproduce inflammatory conditions found in the mucosa of IBD patients exposed to
pathogens, MoDCs were exposed to LPS (1 pg/mL) from E. Coli 12 h before seeding. The
immune cells were previously characterized (Supplementary Figure S4) and showed a
dendritic cell phenotype with CD209 expression [24]. Glutamatergic neurons were chosen for
their high electrophysiological activity, making these cells a model of choice. Glutamatergic
neurons were maintained under these conditions (after two recordings and in co-culture
conditions with MoDCs) and expressed the classically expected phenotypic markers already
published by our team [16]. These cells express vGlutl, a presynaptic protein responsible for
glutamate transport into synaptic vesicles. They are found in functional glutamatergic neurons
and Beta Il Tubulin, a major constituent of microtubules, and play a critical role in axon
guidance and maintenance (Figures 2C, 2D, and Supplementary Figure S2). We showed that
neuronal functional activity could be a marker to characterize communication between
immune cells primed by bacterial compounds and neurons. Adding primed immune cells to a
functional neuronal culture triggers neuronal communication between neurons by
electrophysiology. This device offers the possibility to study various microbial molecules,
peptides, probiotics, and therapeutics for assessing their effect on mucosal immune cells and
their secondary effect on nerves. Gnotobiotic mice are currently the standard model to study
the impact of microbiota on in vivo physiology [25]. In vivo studies are time-consuming,
expensive, and involve ethical considerations due to the high level of complexity that could
interfere with understanding subtle mechanisms. Some initiatives also consist of studying ex
vivo explants from the colon or the gut to study interactions with the microbiota and the
physiology of the axis [26]. The biological phenomenon’s complexity is approached by the
initiative of gut-on-chip modeling of a lumen and a whole mucosa with villi [27]. Complex
initiatives to model the gut-brain axis involve multi-chambers with different Organs-on-Chip
and barrier interfaces to reach the axis’s complexity level in in vitro conditions [28].
Microfluidic technology allows the modeling of tissue with tight control of fluidic conditions
and avoids the complexity of reaching samples from the microenvironment for assays [29].
Our microfluidic device represents a tool to study cell-cell communication through soluble

factor assays and electrophysiological activity, bridging the gap between in vitro and in vivo
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and proposing a new way to study gut-brain communication thanks to neuron
electrophysiology. Conventional cell culture techniques struggle to reproduce paracrine
communication between two cell types. We propose an in vitro model for nerve interaction
with peripheral immune cells, which differs from many previous microfluidic Organ-on-Chip
models that focus on modeling brain structures for studying the effects of neuroinflammation
[30]. We also analyze the fluidic isolation of culture channels in the absence of IL-6 passage
from one compartment to another. Microfluidic compartmentalization allows finely
controlled cell microenvironments, chemical stimuli, and communication monitoring.
Furthermore, the total volume of the channel is around 100 L, so even small amounts of
secreted factors are not fully diluted and, therefore, detectable. Furthermore, microfluidic
systems allow the control of fluids due to laminar fluid flow. The focus on electrophysiological
response to stimuli allows us to measure a rapid answer, the strength of the signal by
interpretation of the firing rate, and the amplitude of the action potentials. We evaluated the
possibility of studying functional responses in one channel after adding cells in the opposite
channel by electrophysiology. An increase in IL-6 in the MoDC-containing compartment
correlated with a decrease in electrical activity, with an inverse increase in the electrical
activity in the opposing channel. MEA technology allows extracellular recording, unlike the
patch clamp, which records intracellular activity. It also represents the optimal approach to
studying the functional activity of neurons in networks [31]. This study showed that obtaining
compartmentalized cell cultures in a microfluidic device was possible. MoDCs were chosen for
their ease of differentiation from human peripheral blood mononuclear cells and their ability
to respond to LPS signals by TLR2. DCs are crucial immune cells for immunity and tolerance
and are involved in developing the pro-inflammatory state of the mucosa in IBD by inducing
Th1l and retinoic acid metabolism [32]. The intestinal microenvironment regulates DCs
through the gut microbiome and the cellular environment of the mucosa [16]. DCs were
shown to interact with sensory neurons in vitro through the intermediary of tunneling
nanotubes [33].

Future studies of our devices will focus on the biological mechanisms involved in
neuro-immune interactions. The following steps will be taken: the complexification of the in
vitro model to reach a gut-brain axis on-chip; the integration of epithelial cells to achieve a

better model of a complete intestinal mucosa; and the proposal to carry out studies on
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bacterial components or molecules for therapeutic purposes. To generalize our results,
additional innate immune cell types already known to be related to nerves in the gut mucosa
must be studied in our chip. As we know, macrophages are closely localized to nerve fibers
and are involved in homeostasis and pathology [34]. In inflammatory bowel syndrome, there
is evidence of dysregulation of interaction loops between mast cells and enteric neurons
within the mucosa. Furthermore, innate lymphoid cells are closely related to the enteric
nervous system and glial cells and are implicated in the mucosal regulation of pathogens and
inflammation [35,36].

This study needs to be reproduced with a higher number of repeats to reach a
statistical significance rate representing this exploratory study’s principal limit and to
understand the triggering of electrophysiologic signals in neurons by exposing neurons only
to IL-6.

Our study highlights the existence of a functional neuro-immune cell unit through in
vitro experimentation. We found that immune cells transmit an inflammatory signal to
neurons, triggering action potentials in response to MoDC addition. Our device models a
segment of the microbiota-gut-brain axis as it isolates the communication between nerves
and immune cells of the intestinal mucosa, providing a tool to investigate the biological
mechanism of this interaction. Our focus on IBD has led us to explore additional methods for
approaching the gut-brain axis in pathology, as described in the last review by Moysidou and
Owens [37]. This new approach complements our existing methodologies and allows us to
better understand the complex relationship between immunity and neurons. Our concept also
enables the study of inflammation from the perspective of electrophysiology. Microfluidic
devices are one tool that can precisely study the highly complex biological mechanisms
involved in IBD between immune cells and neurons. Our device’s development and functional
study represent a dynamic effort to reduce the use of animals, optimize cost and efficiency,
and improve tools for functional biology research [38].

In conclusion, this proof-of-concept study has shown its ability to respond to our
requirements with a functional neuronal culture, a device to receive living immune cells, and
a multimodal way to assess immune and nervous communication: electrophysiology,
supernatant assay, and vesicle labeling. Our results have shown, for the first time, that the

transduction of an inflammatory immune signal to neurons leads to an electrical impulse
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materialized by an increased firing rate in neuronal culture. This signal is bottom-up,
consistent with the intuitive neuroimmune communication within the intestinal mucosa.
Literature reports evidence about a neuron’s paracrine response to regulate immune cells by
neurotransmitters and peptides, representing the next step to be studied in this device [39].
Moreover, the device allows the study of the colocalization of immune cells and neurons and
potential studies of direct interaction, possibly assimilating to a neuro-immune synapse.
Developing organ-on-chip models for studying the gut-brain axis solves some challenges in in

vitro and in vivo models.

5. Materials and Methods

a) Device fabrication

The asymmetric microfluidic devices, called Dualink Shift MEA (N3XU_ASYM-FL), were
fabricated according to NETRI’s standard protocol [15,16]. Briefly, SU-8 molds were fabricated
using conventional photolithography techniques using the SU-8 photoresist series. Silicon
wafers were diced and integrated into 3D-printed molds to create master molds. Master
molds were replicated using dedicated silicone and polyurethane positive replicates.
Polydimethylsiloxane (PDMS, Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI, USA) was prepared and
cast onto the replicated molds before being cured at 65 °C for 2 h. The PDMS was then cut to
the desired size before being peeled off the mold. The mixture is centrifuged, degassed, and
poured into the device mold. The PDMS is then crosslinked at 80 °C for 1 h, then cut and
removed from the mold. Then the microfluidic chip is covalently bonded to a polystyrene
substrate aligned in SBS format (Society for Biomolecular Screening format), previously rinsed
with isopropanol, and activated with O, plasma. Finally, the devices are placed at 100 °C for

10 min and filled with 70% ethanol to be sterilized.

b) Culture and maintenance of human iPS-derived glutamatergic
neurons
The platform allows the growth of several cell types in each microfluidic channel under
static conditions and without pump equipment while monitoring the impact of human
immune cells on glutamatergic neurons via electrophysiological activity and secreted factors.
On this platform, we cultured glutamatergic neurons derived from induced pluripotent stem

cells (iPSCs). Glutamatergic neurons were seeded in channels 1 and 3 to reach 1000
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cells/mm2. Human-derived materials were preserved and handled with the approval and
under the guidelines of French legislation. The accreditation number related to the use of
human materials is DC-2020-4203. Human-induced pluripotent stem cell-derived cortical
glutamatergic neurons (BrainXell, BX-0300, Madisson WI, USA) are maintained in channels 1
and 3 compartments for up to 21 days. Microfluidic devices were coated with PDL (0.05
mg/mL) overnight at 37 °C under 5% CO2. Glutamatergic neurons were seeded by placing 10
uL of a 1.107 cells/mL neuron suspension in the inlet reservoir of channels 1 and 3 in an
asymmetric device for a targeting density of 600 cells/mm?2. Cell culture media were replaced
every 2 to 3 days with provider media, as previously described [16]. Neurons were cultured

for up to 21 days under a controlled environment (37 °C and 5% CO,).

c) Culture and preparation of human MoDCs

Human MoDCs were used for this experiment. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were obtained from the buffy coats of healthy donors (EFS Auvergne-Rhone-Alpes)
by density gradient centrifugation over a lymphocyte separation medium (Eurobio; Abcys,
Courtaboeuf, France). Monocytes (CD14*) were positively sorted from PBMC with magnetic
beads (Miltenyi Biotec, Paris, France). The culture of monocytes induced differentiation of
MoDC with complete RPMI medium (RPMI 1640, 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin)
supplemented with 100 ng/mL of huGM-CSF (Miltenyi Biotec, Paris, France) and 50 ng/mL of
hulL-4 (Miltenyi Biotec, Paris, France) for six days, with the addition of fresh medium on day
4. The monocyte differentiation into MoDC was checked by microscopy, which visualized the
formation of villosity. MoDC were cultured at 1 x 106 cells/mL in 12-well plates in a complete
RPMI medium associated with treatment with 50 pg/mL of polymyxin B (InvivoGen, San Diego,
CA, USA). A total of 1 ug/mL of lipopolysaccharide (LPS) from E. coli (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) was added to prime immune cells. It induced their activation for 4 h before seeding

in the microfluidic device.

d) LPS and MoDC additions

Culture media was removed for conditions 01 and 04, and glutamatergic neurons were
treated with LPS from E. Coli (2 pg/mL, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) diluted in neuron
culture media. Then, cells are incubated for 4 h under a controlled environment (37 °C, 5%

COy). Cells were washed with neuron culture media before recording.
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For conditions 02, 03, and 05, MoDCs were washed from their culture media and LPS by two
centrifugations (1500x g rpm, 4 °C, 10 min). Then MoDCs were suspended in neuron media
culture at a seeding concentration of 10 M cells/mL. MoDCs were incubated with
glutamatergic neurons and maintained for 2 days under a controlled environment (37 °C, 5%

CO,). The first recording was performed 4 h after MoDC seeding.

e) Immunoassays

The supernatant was collected 4 h after LPS or MoDC addition to the glutamatergic
neurons in each channel by pipetting into the fluidic outlet and freezing at —80 °C until use.
Two factors released have been analyzed in the cell culture supernatant by ELISA thanks to
the commercial kit: IL-6 (MBS175877-96, MyBioSource, San Diego, CA, USA) and NSE
(MBS161973-48, MyBioSource, San Diego, CA, USA). Samples were diluted % for the IL-6 assay
using the sample diluent of a commercial kit. No dilution was performed on samples for the

NSE assay. Data analysis has been done with GraphPad Prism.

f) Electrophysiological recording

The electrophysiological recordings have been performed thanks to a commercial
system (MultiChannel Systems, Reutlingen, Germany). A first recording of 10 min on
glutamatergic neurons was done on day 20. Depending on conditions, a second recording was
performed after 12 h of MoDC neuron co-culture or upon LPS (4 h) addition. All data were
recorded with a MEA2100-256 system, commercially available from MultiChannel Systems
(Reutlingen, Germany), composed of a 256-channel amplifier headstage. The recording was
performed using commercially available software (Multi Channel Experimenter, MultiChannel
Systems). All the experiments were carried out with 256MEA100/30iRITO-w/o (MCS) that
consist of 30 um diameter electrodes spaced by 100 um. Raw data were offline filtered by a
Bandpass Butterworth filter of second order (with cut-off frequencies of 100 Hz and 2500 Hz).

Electrodes that were outside of cell culture channels have been excluded from analyses.

g) Electrophysiological data processing

Signal records have been analyzed with MultiChannel proprietary and open-access
software (Multi-Channel Analyzer, MultiChannel Systems, Reutlingen, Germany). Spike
detection was performed with a threshold of 5x the standard deviation of the signal on noise.

The mean firing rate (MFR) is the number of spikes per second from each channel and was
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calculated based on the active electrode signal divided by recording time (10 min). An active
electrode has been considered when the electrode detects at least 0.1 spikes/s. Data analysis
has been done with GraphPad Prism. The electrophysiological studies included the
compartmentalized part of the chip, excluding activity localized under the microchannels to
avoid an overestimation bias in the results. Indeed, the microchannels contain the neurons’
axons and concentrate the neurons’ functional activity. This activity is isolated and amplified

at this location.

h) Immunostaining protocol

Cultures were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 30 min at room temperature, as
previously described [16]. Cells were washed three times with PBS and permeabilized for 10
min with 0.1% Triton-X100, followed by 30 min with 3% BSA. Primary antibodies were added,
and the devices were incubated overnight at 4 °C. The cells were rinsed three times with PBS
and further incubated with the corresponding secondary antibodies for 2 h at room
temperature (references and working solutions of antibodies used in the study are listed in
Table 1). For the quantification of vGlut1, the percentage of the stained surface was quantified
on a defined area of the device for all three channels using Image J. For the quantification of
Sox2 and Nestin, the number of total DAPI labeled cells was quantified and related to the
number of positively labeled Sox2 or Nestin cells. Data analysis has been done with GraphPad

Prism (GraphPad, San Diego, CA, USA).

Antibodies Name Supplier/Reference Final Concentration
Nestin ThermoFisher/14-9843-82 1 pug/mL
Sox2 Merck/AB5603 2 ug/mL
vGlutl Synaptic Systems/135304 5 pug/mL
MAP2 Abcam/ab96378 1 pg/mL
Beta-III-Tubulin ThermoFisher/MA1-118 5 ug/mL
DC-SIGN/CD209 Bio-techne/DDX0207-100 0.05 pg/mL

Table 1. List of immunofluorescent antibodies.

Author Contributions: Conceptualization, J.R., S.P., T.H., T.G.-S., and M.G.; experiment, L.D.,
A.B., D.D., and F.F.; electrophysiological analyses, L.M.; validation, J.R., M.G., F.L., and T.H.;
formal analysis, L.M., M.G,, F.F., J.R., and T.G.-S.; writing—original draft preparation, J.R. and
T.G.-S.; writing—review and editing, J.R., T.G.-S., A.S., and S.P. Thanks to Adriana Toma Houel
for the English review. All authors have read and agreed to the published version of the manu-

script.
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D. Caractérisation du symptéme de fatigue ressentie par les patients
souffrant de maladie inflammatoire chronique de l'intestin quiescente.

Les patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI)
présentent une dysbiose et une réponse immunitaire pathologique entrainant les symptomes
digestifs. Les patients souffrent aussi de symptomes extra-digestifs dont I'un des plus
impactant est la fatigue chronique. Cette fatigue persiste chez certains patients méme lorsque
la maladie immunologique est sous forme quiescente. A la rencontre des patients, il apparait
gu’ils présentent une symptomatologie du syndrome négatif de la nosographie psychiatrique,
correspondant principalement a un trouble neuropsychologique de la motivation. L'étude
clinique présentée a pour objectif de caractériser la symptomatologie présentée par les
patients MICI se plaignant de fatigue chronique avec une maladie intestinale quiescente.

Les résultats ont conduit a la soumission du manuscrit suivant au journal inflammatory

bowel disease (IF = 7.29, Rang B).

Avolition: The Key Factor in Characterizing Fatigue in Patients with quiescent

Inflammatory Bowel Disease, a transversal study.
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1. Abstract

Abstract: Fatigue is a widespread symptom of inflammatory bowel disease (IBD) and has a
significant impact on patients' physical and mental well-being. However, its subjective nature
makes it challenging to characterize objectively. Several pathophysiological hypotheses
suggest a link between systemic low-grade inflammation, nutritional deficiencies (particularly
iron and micronutrients), and specific microbiota among patients who experience fatigue.

To accurately evaluate fatigue in patients with quiescent IBD, we used psychometric scales

(Chalder’s Fatigue questionnaire; IBD Disk; 36 Items Short Form Survey; Global Motivation
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Scale). The Self-evaluation of Negative Symptoms highlights the significant presence of
avolition (considering a case for score >3) in patients with both quiescent Crohn's Disease (CD)
and Ulcerative Colitis (UC) who report fatigue. The average for the Fatigued group in the CD
category is 3.806 (SD=2.272), while the NonFatigued group has an average of 2.103
(SD=1.676). There is a significant difference between the two groups (p=0.0032). Similarly, the
average for the Fatigued group in the UC category is 2.815 (SD=2.219), while the NonFatigued
group has an average of 1.174 (SD=1.723). There is also a significant difference between these
groups (p=0.0029). This symptom of depressive disorder is particular, as none of the patients
in our cohort showed significant scores for a likely diagnosis of depression on the Hospital
Anxiety and Depression Scale. This opens a new field for motivation-to--to-goal assessment in
fatigued IBD patients and investigates the biological mechanisms implicated in the impairment
of motivation brain structure.

Key messages:

Fatigue is the most common extra-digestive symptom of Inflammatory bowel disease (IBD). It
is affecting both physical and mental quality of life dimensions. Its definition is complex,
making the objective characterization challenging.

We use psychometric scales to accurately characterize the feelings of patients experiencing
fatigue.

Crohn's disease and ulcerative colitis fatigued patients showed significant avolition, a
symptom commonly associated with depression. Interestingly, none of the patients had high
scores on the Hospital Anxiety and Depression Scale for a likely diagnosis. This highlights a
potential area of focus for assessing motivation in IBD and understanding the biological

mechanisms involved in motivation impairment.

2. Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic diseases that significantly impact a
patient's quality of life, partially due to their relapsing-remitting nature. The acute symptoms
are severe and can lead to debilitation, such as abdominal pain, diarrhea (with or without
mucus or blood), and anal injury. Two entities are defined: Crohn’s disease (CD) with
anatomical lesions possibly all along the digestive tract, preferentially located in the terminal
ileum, and ulcerative colitis (UC) with lesions only found along the colon. Fatigue is the most

prevalent and impacting extra-digestive symptom for patients (1). It is reported as a factor
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highly altering quality of life even in remitted disease (2,3). The last meta-analysis reveals a
prevalence of 72% for fatigue in active disease patients and 47% for fatigue in remitted IBD
patients. According to the literature, there were no significant differences in the prevalence
of fatigue between individuals with CD and UC (4). However, defining fatigue is a complicated
task as it involves a multidimensional perception of overall weakness that affects both physical
and mental dimensions, leading to impaired functioning. This perception of fatigue can vary
among patients, and an objective characterization of this symptom remains challenging due
to its multifactorial nature (5), and becoming problematic to propose a targeted treatment.
Comparing and evaluating fatigue studies in IBD is difficult due to the variability in the
scales, which hinders psychometric analysis (6,7). To explain this fatigue, some experts
propose that low-level inflammation in people with inactive IBD may cause neurotoxicity.
Nevertheless, the outcomes of various studies have not firmly established a connection
between inflammation and fatigue in IBD (8). Nutrient deficits, particularly in iron and
micronutrients, are prevalent in people with IBD and may lead to anemia, contributing to
fatigue (6,9). It is common for patients to experience psychiatric issues, with nearly one-third
suffering from depression and anxiety. Moreover, poor sleep quality is frequent in half of the
inactive IBD patients (10). Research has found differences in the microbiota and metabolomics
of fatigued IBD patients. This suggests that the microbiota-gut-brain axis impairment may play
a more significant role in the physiopathology of IBD (11). Recently, a principal component
analysis was conducted in a large prospective cohort of IBD patients treated by biologic
therapy. The cohort of patients was not quiescent, and patients who reported fatigue also
showed basal clinical and biological disease activity. The study demonstrated by principal
component analysis (PCA) that 3 domains contribute to 49% of measured fatigue (using FACIT-
F). 21% of fatigue concerns “disease chronicity”, 14% concern “disease activity”, and 14%
consider “nutritional factors”. This reveals that 51% of fatigued patients present fatigue
independent of those criteria and that some other source of fatigue experience exists (5).
Psychiatrists have extensive knowledge of subjective symptoms and are skilled in
psycho-dimensional characterization. From our perspective, the clinical presentation of
fatigue in patients with IBD is closer to that of individuals with chronic depression and
schizophrenic patients displaying negative symptoms. These symptoms play a crucial role in

the functional outcomes of psychiatric disorders and are often named by patients as "fatigue."
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Such symptoms are classified as motivational and hedonic disorders (12) and are represented
mainly by avolition, anhedonia, and apathy. These symptoms all involve difficulties with
managing goals. In cases of major depressive disorder, these symptoms have been linked to
the dysregulation of activity in the nucleus accumbens — an essential structure involved in
reward and motivation pathways within the brain (13). It seems that fatigue is connected with
the dopaminergic pathways in the brain, which are involved in the reward circuit. This suggests
that fatigue may be viewed as a calculation of costs and benefits, which can be assessed at a
cognitive level through interoception. Certain stimuli can potentially disrupt the neuronal
circuit connectivity responsible for the experience of fatigue by upsetting the balance of cost
and effectiveness (14). The connection between cerebral impairment and psychiatric
conditions provides an opportunity for interdisciplinary therapeutic research to target the
biological mechanisms of persistent fatigue in quiescent IBD. A recent meta-analysis
highlighted the limited significance of pharmaceutical and non-pharmaceutical approaches in
mitigating fatigue, with some findings suggesting the potential benefits of acupuncture and
physical activity (15). There have been several attempts in pharmacology to address fatigue,
but the evidence regarding its effectiveness is inconclusive. The studies mainly concentrate on
the psychological aspect of fatigue perception (5,16). So far, from the psychiatric side, there
have been several treatment options developed for the negative symptoms of schizophrenia,
which may include the use of antipsychotics, antidepressants, and external electric cerebral
stimulation (17). Our goal is to understand better how to address fatigue in patients with IBD.
Specifically, we will analyze the symptoms related to motivation in a group of quiescent IBD
patients who experience fatigue and compare them to those who do not report any fatigue.
The conclusions of this first study will make it possible to orientate the
pathophysiological hypotheses and thus propose therapeutic actions resulting from mental

health adapted to these patients.

3. Materials et Methods

a) Study population

Patients were consecutively recruited from the University Hospital of Saint Etienne
(France) in the gastroenterology Department from outpatient and hospital daycares from

February 2021 to March 2022. All patients recruited are over 18 and are diagnosed with IBD

151



in the gastro-enterology department of the University Hospital of St Etienne. To control the
selection bias, inclusion and exclusion criteria were determined. To be recruited, patients
must be fluent in French, receive adapted information about the protocol, and consent to the
study. We recruit only patients presenting a quiescent disease characterized by their IBD's
clinical and biological manifestations, under treatment (biologics / probiotics) or without
treatment. The study is observational and transversal, consisting in a unique evaluation for all
guestionnaires. The number of subjects was determined before beginning of the study

according to capacity of recruitment.

b) Questionnaires

Questionnaires are all self-evaluation and were administered to patients from an
online website using RedCap software (20), this consisting in a strategy to control the
information bias. Missing data can concern the evaluation by score of dimensions. Missing
data were ignored in calculation of score when it is possible by the questionnaire method.
When too much data is missing (more than 40%) we decided to exclude the subject from the

analysis.

c) Chalder’s fatigue questionnaire

The Chalder Fatigue Questionnaire (21) measured the experience of fatigue and its
characteristics, it was chosen to objectivate the experience of fatigue in study’s groups. This
guestionnaire had been validated in IBD population (22). It is composed of 11 items divided
into two dimensions: physical fatigue (7 items) and mental fatigue (4 items). Response choice
consists of 4 propositions: (0= = better than usual, 1 = no more than usual, 2 = more than
usual, 3 = worse than usual). Scoring could be done using two methods: to assess fatigue cases
and not fatigue cases, the score is counted as 0 and 1 corresponds to O points, and 2 and 3
corresponds to 1 point. Fatigue cases are considered for a score of 4 or more. The Lickert
method of scoring leads to a gradation and evaluation of the severity of fatigue experienced:

the level of fatigue is correlated with higher scores.

d) The IBD-Disk
The experience of symptoms of the disease was evaluated using the validated method
assessment using IBD-Disk (23). This questionnaire is the French version of the IBD Disability

Index (24). This questionnaire evaluates the disability in 10 items corresponding to the
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dimensions in which IBD causes difficulties in daily life. Answer propositions follow the Lickert
scale with 10 points from “absolutely not agree” to “totally agree”. The IBD-Disk score is then
calculated in addition to all rating items. Higher scores correspond to higher disability in the
dimension. An overall IBD-Disk score equal to or superior to 40 is considered for patients with

moderate to severe disabilities (25).

e) The Hospital Anxiety and Depression Scale (HAD)

The Hospital Anxiety and Depression (HAD) scale is used to screen symptoms of anxiety
and depression disorders. We use this scale to evaluate the proportion of probable anxiety
and depressive disorder in our cohort of fatigued patients. Seven items are dedicated to each
anxiety and depression disorder subscale. Scoring consists of a Lickert scale rating from 0 to
3, with some reverse scores for the chosen items. A total subscale score superior to 8 points
indicates questionable symptomatology; a score of 11 and more confirms the presence of
symptoms leading to a diagnosis of anxiety or depressive disorder (26). To simplify our
analysis, we only consider a score of 11 and over as a specific anxiety or depressive disorder

symptomatology with a compatible diagnosis of the related disorder.

f) COVID-19 relative questionnaire

As our cohort was recruited during the COVID-19 pandemic, which was highly related
to mental well-being, we built a specific questionnaire to evaluate the experience of burden
from COVID-19 pandemic. This questionnaire is unvalidated. It appears important to evaluate
if the COVID-19 pandemic could be a confounding factor in the report of fatigue experience,
anxiety or depressive symptoms. It consisted of eight self-administered questions about the
SARS-Cov2 infection experience regarding fatigue feeling and mental health symptoms. The
scientific council of the study developed these items: “Do you feel at risk for coronavirus?”;
“Have you been infected with COVID-19 since it first appeared?”; “Has anyone close to you
been infected with COVID-19?”; “Have you been infected with COVID-19 in the last month?”;
“If yes, have you experienced any symptoms of depression, sleep disturbance, or anxiety since
you were affected?”; "Have you felt more anxiety in your life since having COVID-19?"; “Do
you feel less positive in your life since the onset of COVID-19?”; “Do you feel more tired since

the onset of COVID-19?”. Answers are binary : “yes” or “no”.
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g) The Short Form Health Survey (SF-36)

Quality of life experienced by the patient was assessed by the validated scale : Short
Form Health Survey (SF-36) (27). It is presenting 36 items evaluating 8 dimensions of quality
of life related to health: physical functioning, role limitations due to physical health, role
limitation due to emotional problems; energy/fatigue; emotional well-being; social
functioning; pain; general health: the lower score, the more disability. Answers follow a Lickert
scale with seven propositions from “absolutely not” to “absolutely”. Score measures take
account of the weight of items and evolve from 0 to 100 after calculation with the rules given

by authors (28).

h) The global motivation scale (GMS-28)

We used the validated global motivation scale (GMS-28) (29) to assess the motivation
dimension. Items are evaluating the motivation to “in general, why are you doing things” 28
items of the 7 points Lickert scale from “does not correspond accordingly” to “corresponds
completely”. Seven dimensions of motivation are each evaluated by 4 items. Three concerns
are intrinsic motivation: to know; to accomplishment; to experience stimulation, and three

about extrinsic motivation: identified; introjected; external regulation, and amotivation.

i) Self-evaluation of negative symptoms (SNS)

Negative symptoms encountered in schizophrenia were measured using the validated
in psychiatry field Self-evaluation of Negative Symptoms (30). This scale evaluates 5
subdomains with 20 items corresponding to negative symptoms that characterize the negative
syndromes of psychiatric diseases: social withdrawal; diminished emotional range; alogia;
avolition; anhedonia. The subdomains are considered by scoring 4 items using a Lickert scale
with a score from 0 to 2 corresponding to “0 = absolutely not agree, 1 = somewhat agree, 2 =
strongly agree). Higher scores correspond to a more substantial presence of negative
symptoms (31). Our criterium for identifying avolition in subjects was a score of 23 in the

avolition subscale, which leads us to consider them as a case, according to Dollfus et al. (31).

j) Analysis
We used descriptive analysis and frequencies to expose the cohort's characteristics

regarding each variable. Data normality was assessed using the Shapiro-Wilk test.
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First, we carried out a univariate analysis of potential factors impacting motivation.
The three judgment criteria, i.e. introjected extrinsic motivation, amotivation and externally
regulated extrinsic motivation, were treated independently. The factors for which we found a
p-value < 0.25 were retained for multivariate analysis using generalized linear regression with
a robust fish model. The results are presented in the form of a p-value associated with an odds
ratio (OR) with a 95% confidence interval. Statistical analysis was performed using R software
version 4.3.0 and the geepack package version 1.3.9.

The mean comparison was used for the t-student test, and in the case of non-
normality, a Mann-Withney test was used. Fisher’s exact test was used regarding the small
sample size to assess independence between variablesA Pearson’s linear correlation test was
performed to evaluate the strength of dependence between variables. . The a risk was
adjusted regarding multiple test to 1%. These statistical analysis and graphic representation

were conducted using GraphPad Prism8 (San Diego, USA).

4, Résultats

a) Population and disease characteristics

Clinical and biological characteristics and socio-demographic variables of patients were
obtained from the medical file of the gastro-enterology Department and directly from the
patients. Sociodemographic characteristics were recorded at the time of inclusion. UC activity
was measured by the Mayo score (18), and CD activity was measured by the CDAIl score (19).

Groups for the study were composed following the declaration of fatigue experience
at the time of recruitment. Classification considered one group without reporting experiencing
fatigue called in the study :no fatigued (-NF); and one group of patient reporting to experience
fatigue called in the study : fatigued (-F).

Population characteristics and characteristics of study’s group regarding fatigue
experience are described in Table 1A for CD, CD-NF, CD-F and Table 1B for UC, UC-NF, UC-F.

Our cohort comprises 110 patients; 60 are presenting Crohn’s disease (CD), and 50
received the diagnosis of ulcerative colitis (UC). Patients are homogeneously distributed in age
categories for the two disease categories: CD: 18-29 = 22% (n=13), 30-39 = 22% (n=13), 40-49
=27% (n=16), 50-59 = 17% (n=10), >60 = 13% (n=8); UC 18-29 = 14% (n=7), 30-39 = 20% (n=10),
40-49 = 28% (n=14), 50-59 = 28% (n=14), >60 = 10% (n=5). The sex ratio is inverted in disease
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groups: in the CD group, 63% are female (n=38), and 37% are male (n=22). In the UC group,

82% are male (n=41), and 38% are female (n=19). For All CD patients, the CDAI score is less

than 150, attesting to nonactive disease. Regarding UC, Mayo’s scores are all under 2,

corresponding to an inactive disease state. For UC group: extension data is missing for one

subject from the fatigued group and one from the non fatigued. The cohort is mainly treated

by biologics (96%). Experienced fatigue was evaluated using 5 questions to measure the level

of experience of fatigue feeling described in Supplementary Figure 1.

D % CD-NF % CD-F %
SEX GENDER

Male 22 3670 13 44.80 9 29.00

Female 38 6330 16 55.10 22 70.00
AGE

18-29 13 2170 8 27.60 5 16.13

30-39 13 2170 5 17.20 8 25.81

40-49 16 2670 7 24.10 9 29.03

50-59 10 1670 5 17.20 5 16.13

>60 8 1330 4 13.80 4 12.90
FAMILY HISTORY OF DEPRESSIVE DISORDER

No 43 7110 23 79.30 20 64.52

Yes 17 2830 6 20.70 11 35.48
FAMILY HISTORY OF IBD

No 48 8000 23 79.30 25 64.52

Yes 12 2000 6 20.70 6 35.48
PERSONAL HISTORY OF DEPRESSIVE DISORDER

No 43 7110 22 75.90 21 67.74

Yes 17 2830 7 24.10 10 32.26
ACTIVE SMOKING

No 45 7500 23 79.30 22 67.74

Yes 15 2500 6 20.70 9 32.26
CANNABIS USE

No 60 1000 29 100.00 31 100.00

0

Yes 0 000 0O 0.00 0 0.00
AGE OF IBD ONSET
Al <16 6 1000 5 10.30 1 3.23
A2 17-40 50 8330 21 72.40 29 9355
A3 >4 4 667 3 17.20 1 3.23
NUMBER OF YEARS WITH IBD

Mean (SD) 12,6 11,83 13,35

(9,75 (8,41) (10,95)
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ACTIVE IBD

BIOLOGICAL INFLAMMATORY MARKER DOSAGE

(CRP/CALPROTECTIN)

CDAI SCORE

MONTREAL SCORE - LOCALISATION
L1
L2
L3

L4

MONTREAL SCORE - BEHAVIOR

B1

B2

B3

NUMBER OF TREATMENT FAILURE
1

2

3

ACTUAL TREATMENT

SURGERY TREATMENT HISTORY

Table 1: A: Sociodemographic and clinical characteristics for the CD-NF and CD-F cohort.

Median [Q1;Q3]

Interval

No

No inflammation

Inflammation

<150
150-220

>220

Small intestine
Colon
lleocotite

Upper digestive

tract

Non stricturing
Stricturing

Penetrating

<2

>5

Corticoids
Biologics
Probiotics

Without

treatment

9,5

20]
0-40

60

59

59

21
11

28

43

11

36
12

12

59

38

17

100.0

0.00

98.30

1.67

98.30

1.67

0.00

35.00

18.34

46.70

0.00

71.67

18.33

10.00

60.00

20.00

20.00

0.00

98.30

0.00

1.67

63.30

28.30

0.00

8.33

9 [55
14,5]

29

28

29

13

11

19

18

29

20

100.00

3.50

96.50

100.00

0.00

0.00

44.80

17.20

38.00

65.50

17.25

17.25

62.10

20.70

17.20

100.00

69.00

20.70

0.00

10.30

10[4; 23]

0-40

31

31

30

17

22

18

30

18

11

100.00

100.00

0.00

96.67

3.33

0.00

25.81

19.35

54.84

0.00

75.86

20.69

3.45

58.06

19.35

22.58

0.00

96.77

0.00

3.23

58.06

35.48

0.00

6.45

(CD-NF: Crohn’s disease — no fatigued; CD-F: Crohn’s disease — fatigued; IBD: inflammatory bowel disease; SD:

standard deviation; Q1: first quartile; Q3: third quartile; CRP: c-reactive protein; CDAI: Crohn’s disease Activity

Index)
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uc % UC-NF % UC-F %
SEX GENDER
Male 31 62.00 19 82.61 12 44.44
Female 19 38.00 4 17.39 15 55.56
AGE
18-29 7 14.00 5 21.74 2 7.41
30-39 10 20.00 3 13.04 7 25.93
40-49 14 28.00 5 21.74 9 33.33
50-59 14 28.00 7 30.43 7 25.93
>60 5 10.00 3 13.04 2 7.41
FAMILY HISTORY OF DEPRESSIVE DISORDER
No 12 24.00 20 86.96 18 66.67
Yes 38 76.00 3 13.04 9 33.33
FAMILY HISTORY OF IBD
No 43 86.00 20 86.96 23 85.19
Yes 7 14.00 3 13.04 4 14.81
PERSONAL HISTORY OF DEPRESSIVE DISORDER
No 40 80.00 21 91.30 19 70.37
Yes 10 20.00 2 8.70 8 29.63
ACTIVE SMOKING
No 43 86.00 20 86.96 23 85.19
Yes 7 14.00 3 13.04 4 14.81
CANNABIS USE
No 49 98.00 23 100.00 26 96.30
Yes 1 2.00 0 0.00 1 3.70
AGE OF IBD ONSET
Al <16 3 6.00 3 13.04 0 0
A2 17-45 41 82.00 15 65.22 26 96.30
A3 >45 6 12.00 5 21.74 1 3.70
NUMBER OF YEARS WITH IBD
Mean (SD) 11,1 9,91 12,11
(7,26) (6,65) (7,68)
Median [Q1;Q3] 10,5 [6, 81[4;15] 11[7; 15]
15]
Interval 1-32 1-23 1-32
ACTIVE IBD
No 0 0 0 0.00 0 0
Yes 50 100.00 23 100.00 27 100
BIOLOGICAL INFLAMMATORY MARKER DOSAGE
(CRP/CALPROTECTIN)
No inflammation 48 96.00 22 95.65 26 96.30
Inflammation 2 4.00 1 4.35 1 3.70
MAYO SCORE
0 47 94.00 22 95.65 25 92.59
1 1 2.00 0 0.00 1 3.70
2 2 4.00 1 4.35 1 3.70
MAYO INTERPRETATION Inactive UC 23 100.00 27 100.00

MONTREAL SCORE - EXTENT
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El Procolith 7 14.59 2 9.09 5 19.23

E2 Left colitis 21 43.74 10 45.45 11 42.31
E3 Pancolitis 20 41.67 10 45.45 10 38.46
Missing data 2 2.70 1 2.70

NUMBER OF TREATMENT FAILURE

1 <2 25 50.00 13 56.52 12 44.44
2 3a4 20 40.00 9 39.13 11 40.74
3 >5 2 10.00 1 4.35 4 14.81
ACTUAL TREATMENT
Corticoids 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Biologics 46 92.00 20 90.91 26 96.30
Probiotics 2 4.00 1 4.55 1 3.70
Without 1 2.00 1 4.55 0 0.00

treatment

SURGERY TREATMENT HISTORY

0 45 90.00 21 91.30 24 88.89
la2 3 6.00 1 4.35 2 7.41
334 2 4.00 1 4.35 1 3.70
>5 0 0.00 0 0.00 0 0.00

B: Sociodemographic and clinical characteristics for the UC-NF and UC-F cohort. (UC-NF: Ulcerative colitis — no
fatigued; UC-F: Ulcerative colitis — fatigued; IBD: inflammatory bowel disease; SD: standard deviation; Q1: first

quartile; Q3: third quartile; CRP: c-reactive protein)

b) Fatigue prevalence is consistent with the declaration.

Chalder’s fatigue questionnaire (CFQ) measured the objectivation of experience of
fatigue reported by patients using the binary scoring method. This method discriminates
fatigued and non fatigued subjects regarding their global score. Missing data were ignored in
the calculation of the fatigue score: one answer is missing for physical evaluation question in
CD-NF group, and one for mental fatigue evaluation in CD-F group. Number of patients There
are differences between fatigue recording methods, as shown in Figure 1A. In the CD-F group,
6 patients (19%) who declared fatigue experience did not reach a score of 4, consisting of the
limit to be considered as a fatigue case by the binary scale scoring method. In the CD-NF group,
5 patients (11%) presented a score above 4, corresponding to fatigue experience according to
the scale measure method. In the UC-NF group, 2 patients (9%) raised a score over 4; in the

UC-F group, 9 patients (33%) presented a score below 4
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Figure 1B shows the Lickert scoring method of CFQ and comparison. This method
reveals the intensity of the experience of fatigue dimensions. The mean global score for the
CD-NF group is 12.41 (SD=4.26), and for CD-F is 19.52 (SD=6.01), and the difference is
significant (p<0.0001). About UC: UC-NF mean score is 11.52 (SD=3.78), and UC-F is 16.81
(SD=5.91); the difference between groups is also significant (p=0.0004). About the subscales,
the physical fatigue score is also different between CD groups: CD-NF = 7.65 (SD=2.76) and
CD-F = 12.97 (SD=3.65) (p<0.0001), and for UC groups: UC-NF = 7.48 (SD=2.25) and UC-F =
11.41 (SD=4.63) (p=0.0004). The mean of mental fatigue is also significantly different between
groups: CD-NF = 4.76 (SD=1.90) and CD-F = 6.55 (SD=2.67) (p=0.01), and also for UC: UC-NF =
4.04 (SD=1.77) and UC-F = 5.41 (SD=1.93) (p=0.015). In the end, the regression analysis
performed on the fatigue criteria did not retrieve any strongly associated factors. We mainly

interpret these results as a too small cohort to achieve good quality correlation analysis.
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Figure 1: A:Graphic presentation of binary Chalder's fatigue questionnaire results associated with groups according
to the declaration of fatigue experience. B: Comparison of Chalder's fatigue questionnaire score and sub-scores.
(CFQ: Chalder's fatigue guestionnaire; CD-NF: Crohn's disease —no fatigued; CD-F: Crohn's disease—fatigued; UC-
MF: Ulcerative colitis —no fatigued; UC-F: Ulcerative colitis —fatigued; **: p<0.01, ***: p=0.0001, ****: p<0.0001).

c) The disability of the fatigued patient cohort is severe.

We used the IBD-Disk score to measure the disability estimated by patients
experiencing fatigue in our cohort. Missing data were ignored fore calculation of disability
score. To be noted: no data miss in CD-NF group, one question for 2 patients is missing in CD-
F and in UC-NF. In UC-F group 3 patients present missing data: one answer for two of them,
and the last present 3 dimensions with no answers. Mean scores are significantly different
between groups: CD-F = 53.5 (SD=21.2) VS CD-NF = 26.1 (SD=19.7) (p<0.0001), UC-F = 45.3
(SD=21.4) VS UC-NF = 20.04 (SD=18.7) (p=0.0001). This reveals that fatigue experiencing
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patients present more disability than non experiencing fatigued patients. These results are
consistent with the rule of score 240 to classify patients as experiencing moderate to severe
disability from their IBD. In CD-F: 26 patients (83.9%), and in UC-F: 19 patients (65.5%) present
moderate to severe disability. Interestingly, in CD-NF, 7 patients (25.9%) reached the score of
moderate to severe disability, and 4 patients (14.8%) in UC-NF. Moreover, 5 patients (16.1%)
in the CD-F group and 8 patients (29.6%) in the UC-F group did not present a score sufficiently
high to reach moderate to severe disability (Figure 2A).

We would evaluate the link between experienced disability by the IBD-Disk score and

fatigue objectivated by Chalder binary score. Fisher’s exact test performed (a0 = 1%) in the CD
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Figure 2: A: Graphic presentation of IBD Disk results of presence of significant disability according to
the declaration of fatigue experience groups. B : Graphic presentation of IBD Disk disability results in
association with groups according to the declaration of fatigue experience. C: Graphic representation
of the relative frequency of IBD Disk score following disability dimensions. Scores from 7 to 10 are
represented by one point. Bold points represent disability dimensions with the highest frequency of
scores from 7 to 10. (IBD: inflammatory bowel disease; CD-NF: Crohn’s disease — no fatigued; CD-F:
Crohn’s disease — fatigued; UC-NF: Ulcerative colitis — no fatigued; UC-F: Ulcerative colitis — fatigued).

group demonstrated a significative association (p<0.0001); the same performed in UC also
showed a significative association (p=0.0002). We calculated the relative frequencies of the
guotation above 7 for each dimension of IBD-Disk to the domain with the highest impact,
considered a severe disability, in the fatigued groups. In CD-F, the energy dimension presents
the highest relative frequency (61.3%) of scores of 7 and over, followed by the sleep dimension
(54.8%), and thene emotion and body image dimensions are equal (51.6%). About UC-F, the
energy dimension is also the one with the highest relative frequency (50%) of quotations of 7

and over, followed by joint pain and emotion dimension (46.2%) and then sleep (44.4%). These
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results are evocating a different profile of disability for patients experiencing fatigue according

to their IBD profile (Figure 2B).

d) The prevalence of anxiety and depressive disorder is unexpected.

We use the HAD to evaluate the prevalence of anxiety and depressive syndromes.
Scores of 11 and over were considered sufficient symptomatology intensity to conclude that
a depressive or anxiety disorder was most likely present. Missing data concern 2 patients in
CD-F group, about 3 questions for anxiety dimension. In CD-F group, missing data are
concerning 4 patients, with one answer missing for each (1 in anxiety question, 3 for
depression questions). About UC group, only data are missing for UC-F group for 3 patients,
concerning 2 questions about anxiety and 2 questions about depression assessment. For
depression (Figure 3): in CD groups: no patients reached 11 in the CD-NF group, whereas 3
patients (9.6%, mean score 13.6/21) of CD-F patients reached a score to conclude the
presence of a certain depressive syndrome. In the UC groups: 1 patient of UC-NF got a score
of 14/21 (4.3%), and 2 patients (7.1%, mean score 12/21) in the UC-F group obtained a score
to conclude depressive syndrome. About anxiety syndrome (Figure 3): In the CD-NF group, 6
patients (20.7%, mean score = 12/21) got over 11 for the anxiety index. In the CD-F group, 14
patients (45%, mean score = 14.7/21) reached an anxiety score of 11 at least; in the UC-NF
group: 3 patients (13%, mean score = 14/21) presented a sufficient score of anxiety index for
a probable disorder. In the UC-F group, 8 patients (30%, mean score: 13.75/21) could be
considered to present anxiety disorder. These unexpected results show that depression is not
highly prevalent, with intense symptomatology in IBD patients experiencing fatigue. We
performed Fisher’s exact test with adapted p-value significance to 0.01, to evaluate the
existence of an association between fatigue and anxiety or depression disorder in each IBD
group. For CD, fatigue, and depression appeared independent (p=0.24), as did anxiety
(p=0.058). Regarding UC, Fisher’s exact test demonstrates the independency of depression to
fatigue (p>0.99) and anxiety to fatigue (p=0.19). This seems intriguing as it pertains to

evaluating negative dimensions and motivation through a questionnaire. It is worth noting
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that changes in these dimensions may indicate fatigue, especially if depression is not a

confounding factor.
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Figure 3: Graphic presentation of Hospital Anxiety and Depression Scale for fatigue groups. Depressive disorder and
anxiety disorder are likely considered for scoresz11. (HAD-D: Hospital Anxiety and Depression Scale — Depression;
Hospital Anxiety and Depression Scale — Anxiety; CD-NF: Crohn’s disease — no fatigued; CD-F: Crohn’s disease —
fatigued; UC-NF: Ulcerative colitis — no fatigued)

e) The covid-19 pandemic survey.

Missing data is concerning one patient from UC-NF group, who was exclude for the
analysis because no questions were answered in the survey, in the UC-F group, one data is
missing for 2 patients. In our CD cohort: the fatigued group reported that 15 patients
contracted COVID-19 (48.4%) and 3 patients (10%) a month before recruitment. In the not-
fatigued group: 11 patients (37.9%) reported being infected by SARS-Cov2 from the

pandemic’s beginning, and 2 patients (6.9%) during the month before the survey (Figure 4).
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Figure 4: Graphic representation of positive responses to questions relative to the COVID-19
pandemic presented regarding fatigue declaration categories. (CD-NF: Crohn’s disease — no fatigued;
CD-F: Crohn’s disease — fatigued; UC-NF: Ulcerative colitis — no fatigued; UC-F: Ulcerative colitis —
fatigued)
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In the CD-NF group, 9 patients (31%) experienced more anxiety, 13 patients (44.8%)
experienced lower morale, and 7 patients (24.1%) experienced more fatigue since the
beginning of the COVID-19 pandemic. In the CD-F group, 15 patients (48.4%) experienced
more anxiety, 17 patients (53.8) experienced lower morale, and 13 patients (41.9%)
experienced more fatigue since the beginning of the COVID-19 pandemic. Regarding the UC-
NF group: 8 patients (28.6%) experienced more anxiety, 9 patients (32.1%) experienced lower
morale, and 3 patients (10.7%) experienced more fatigue from the onset of the COVID-19
pandemic. In the UC-F group: 17 patients (58.6%) experienced more anxiety, 12 patients
(42.9%) experienced lower morale, and 11 patients (37.9%) experienced more fatigue since
the onset of the COVID-19 pandemic (Figure 4). The declaration of fatigue experience in
response to the question "Do you feel more tired since the onset of COVID-19?" seems to be
independent in the CD group (p=0.18), but it is significantly associated with the UC group
(p=0.03). The declaration of fatigue experience in response to the question "Do you feel more
tired since the onset of COVID-19?" seems to be independent in the CD group (p=0.18), but it
is significantly associated with the UC group (p=0.03). The independence between the
declaration of fatigue at the time of recruitment and results to question about fatigue
experience since the beginning of the COVID-19 pandemic, is validated (p=0.18) in the CD-F
group, as in UC-F group (p=0.03).

f) Quality of life assessment in quiescent IBD

Missing data concern 5 patients in CD-NF group (for maximum 2 questions), 4 patients
in CD-F group (maximum 2 questions), 4 patients in UC-NF group (only one question is
concerned), 2 patients in UC-F group of which one were excluded due to missing to much data
in this questionnaire. Figure 5 presents the comparison tests between fatigued and not
fatigued groups. It reports significative differences in CD for physical functioning (CD-F = 85.97
VS CD-NF = 70.82; p=0.0003), role limitation due to physical problems (CD-F = 68.55 VS CD-NF
=42.24; p=0.0059), role limitation due to emotional problem (CD-F 75.27 = VS CD-NF = 36.78;
p=0.0008), bodily pain (CD-F = 71.69 VS CD-NF = 57.84; p=0.025). All dimensions do not show
a significant difference between UC-F and UC-NF. These results for CD are consistent with

disability evaluation using IBD-Disk.
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Figure 5: Comparison of SF-36 score between groups regarding fatigue declaration. (SF-36: 36 Short
Form Survey; CD-NF: Crohn’s disease — no fatigued; CD-F: Crohn’s disease — fatigued; UC-NF:
Ulcerative colitis — no fatigued; UC-F: Ulcerative colitis — fatigued; *:p<0.05; **p<0.01; ***: p<0.001,).
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g) Global motivation assessment guide to alteration of motivation to
action
2 patients present missing data for one item in CD-NF group and CD-F group. Only one
patient present one missing answer to one item in UC-NF group. About UC-F group, missing
data concern 6 patients, each with one missing answer to one item. Regarding the intrinsic
motivation scale, the difference between fatigued and not fatigued patients appears only in
intrinsic motivation to know (UC-F = 22.43 VS UC-NF = 19.0; p=0.0219) in UC. Regarding
extrinsic motivation, only introjected dimension was retrieved to be significatively different
between CD-F and CD-NF (CD-F = 18.06 VS CD-NF = 13.86; p=0.01). These results make us think
that the fatigue experienced is not linked to a deliberate lack of motivation to act. However,
also that is more consistent with the alteration of motivation to reach a goal than accomplish

it.

h) Self-evaluation of Negative Symptoms scale reveals the avolition
state.

Missing data concern 4 patients in CD-NF group (1 in alogia dimension, 1 in avolition
dimension, and 2 in anhedonia dimension), 3 patients in CD-F group (2 in anhedonia
dimension, 1 in alogia dimension and diminished emotional range), 1 patient in UC-NF (missing
data in anhedonia dimension and diminished emotional range), and 4 patients in UC-F group
(3 for alogia dimension and 1 for diminished emotional range). Results are presented in Figure
6. Social withdrawal (avoiding people and activities) results are consistent with the measure
of impaired social functioning of SF-36, and no significant difference between fatigued groups
was found. The same effects were observed for diminished emotional range (presenting
emotional indifference to events) and alogia (poverty of speech), which are more typical
symptoms of the negative syndrome in schizophrenic disorders. Only UC groups presented a
significant difference for anhedonia symptoms (UC-F = 1.889 VS UC-NF = 0.696; p=0.0051).
The avolition score is significantly different between groups in the two diseases. CD-F group
mean is 3.806 (SD=2.272), and the mean for CD-NF is 2.103 (SD=1.676), which is significantly
different (p=0.0032). In the same way, the UC-F mean is 2.815 (SD=2.219), and UC-NF mean is
1.174 (SD=1.723) and is significantly different (p=0.0029).

We conducted Pearson's correlation tests to examine the relation between avolition
scores and Chalder's quantitative fatigue scores. To ensure the normality of our data, we
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utilized the Shapiro-Wilk test for normality. The analysis revealed a significant association
between avolition and Chalder's quantitative score of fatigue (p=0.0033), with a Pearson r
value of 0.5109 (Cl 95% [0.1912;0.7326]). Furthermore, we conducted the same test on the
UC-F group and we found a non significant correlation between avolition and Chalder's
guantitative fatigue score (p=0.027), with a Pearson r value of 0.4254 (CI 95%
[0.0541;0.6933]). Based on the analysis of contingencies in CD-F, it appears that depression
and avolition are not significantly associated (p=0.5350). This finding is similar to the result

observed in UC-F (p=0.1880).

Social Withdrawal Diminished Emotional Range
5— ns 5 ns
ns — ns

4 4
o 3 o 34
S 3
o o
o (4]
n 24 n 2

1- 1

0- 0-

CD-NF CD-F UC-NF UC-F CD-NF CD-F UC-NF UC-F
Alogia Anhedonia
ns
5+ ns — 4+ *k*
— ns

4 3 [ —
@ 3 o
o o 24
(3] (3]
n 24 7]

1- t

0- 0-

CD-NF CD-F UC-NF UC-F CD-NF CD-F UC-NF UC-F
Avolition

score
T

CD-NF CD-F UC-NF UC-F

Figure 6: Comparison of SNS score between groups regarding fatigue declaration. (SNS: Self-
evaluation of Negative Symptoms; CD-NF: Crohn’s disease — no fatigued; CD-F: Crohn’s disease —
fatigued; UC-NF: Ulcerative colitis — no fatigued; UC-F: Ulcerative colitis — fatigued; ns: non-significant,
***: p<0.001,).
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5. Discussion

Clinicians are concerned about the burden of fatigue experienced by patients with IBD.
To better understand this experience, we propose a unique approach by comparing the
several dimensions that could be part of fatigue reporting. By comparing patients all
presenting a quiescent disease states, we aim to better understand what patients can feel
when they report fatigue. As fatigue is also a common symptom of mental disorders, we
choose to use psychometric scales usually employed in psychiatry to determine psychometric
dimensions. We firstly would to precise is patient who declare experiencing fatigue, could
match with a objective fatigue assessment. We choose to use Chalder's fatigue questionnaire,
which assesses physical and mental fatigue dimension, in a long evaluation period of 3
months. Our analysis indicate that Chalder's fatigue questionnaire score aligns with the fatigue
experience declaration for many patients in the CD-F and UC-F groups. A specific scale known
as the IBD-F patient self-assessment scale has been developed to evaluate fatigue in IBD
patients in a short evaluation period (33). Other studies have also utilized nonspecific fatigue
scales such as the Brief Fatigue Inventory and Multifactorial Fatigue Inventory (34) and FACIT-
F (35) for IBD patients due to their wide use in research. Utilizing different fatigue scale may
enhanced the validity of objective fatigue measure and our association’s analysis. We found
that fatigue experience is significantly linked to disability measured by IBD-Disk scale in both
CD and UC (23). Dimensions related to patients’ mental health: lack of energy, sleep
disturbance, and emotions are the most dimensions associated to fatigue reporting. It is worth
noting that depression is often associated with IBD and could account for the experience of
fatigue on the mental dimension. A very low number of patients match the symptoms scores
from HAD scale to match a probable diagnosis of depression. In contrast, the likelihood of
anxiety disorders is significantly higher in our fatigued group. These results are consistent with
those Stroie et al. found (2). Surprisingly, fatigue appear independent of depression syndrome
(p=0.2) and anxiety syndrome (p=0.058), suggesting that the experience of fatigue is not
associated to a probable depressive or anxiety disease. As our cohort was recruited during the
pandemic, we would measure if the SARS-Cov2 pandemic effects on psychological symptoms
and fatigue experience could consist of a confounding factor for mood, anxiety, and fatigue
evaluation by the chosen standardized questionnaires. The COVID-19 pandemic was an

influential factor of stress for patients. SARS-Cov2 infection is also reported as a factor of
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fatigue, which could be chronicled in some conditions of long-lasting infection. Association of
fatigue feeling intensity since the COVID-19 pandemic onset and declaration of fatigue
experience in UC patients is linked. COVID-19 pandemic could possibly artificially increase the
feeling of fatigue for UC patients. It is recommended to conduct further studies that replicate
our findings, particularly considering the evolving issues related to the COVID-19 pandemic.
The SF-36 scale was chosen to evaluate the impact of fatigue experience on the quality
of life of individuals with IBD. Our results indicate that only CD group present significant
differences between fatigued and no-fatigued groups. Surprisingly, this contradicts a study
that found a correlation between fatigue and low scores in quiescent UC patients' physical,
vitality, and general health (36). The fatigued CD patients reported higher impairment in
physical functioning, limitations due to physical problems and emotional issues and pain
experience. Our are similar to those previously found in a cohort of quiescent IBD patients
who experience fatigue (37). These results report a physical predominance, that encourage to
use various scales for a broad evaluation of fatigue experience dimensions. Surprisingly, no
significative difference in vitality scores were reported and the dimension evaluating
energy/fatigue comparison results does not show consistent results according to the fatigue
experienced declaration. The absence of differences between groups declaring fatigue
regarding the general health dimension suggest that IBD patients experiencing fatigue do not
feel low health levels compared to non-fatigued patients both in CD and UC. The same results
exist in emotional well-being and social functioning. This is consistent to the hypothesis of
differences with depressive syndrome. Fatigue experience could also translate a cognitive
impairment state on motivation. GMS-28 scale did not retrieved impairment in motivational
dimensions in fatigued patients (32). Difference found in the scores for intrinsic motivation to
know for CD, and extrinsic motivation for the introjected dimension for UC, need to be
consider irrelevant to the fatigue experience and more consisting in an measure artifact. As
this survey is based on the self-determination theory, measuring the dimension to accomplish
itself, we recommend to use more specific scale that focuses on motivation to act rather than
self-accomplishment, to better fit to patient experiencing fatigue clinical complaints. The SNS
guestionnaire is a valuable tool for assessing psychiatric symptoms in schizophrenia related to
the negative syndrome. These symptoms often affect cognition and brain structures involved

in motivation. This scale is used out of psychiatric disease for the first, according to the author
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S. Dollfus. The avolition dimension showed significant differences between both IBD groups.
The CD-F group had a significantly higher score than CD-NF, and the UC-F group reported a
significantly higher score than UC-NF. Also fatigue experience appear appears significantly
associated with avolition. The UC fatigue experiencing group also demonstrated a higher score
in anhedonia, indicating a reduced ability to experience pleasure. Reassuringly, the fatigue
experiencing groups of IBD did not exhibit a higher score for social withdrawal, diminished
emotional range, and alogia, which are more specific dimensions to psychosis negative
syndrome. Demonstration that avolition and depression are independent in groups
experiencing fatigue suggest that the lack of motivation to initiate or continue a goal-directed
activity, can be regarded as a distinct characteristic of the patient's experiencing fatigue and
may be reported by fatigue term in the context of IBD. Exploring the narrative of fatigue
experienced by IBD patients can also help us confirm this symptom and shed light on potential
cognitive explanations for fatigue experience, as presented by Radford, et al. 2022 (3). To
improve the understanding of the association between avolition and fatigue experience in
quiescent IBD, we suggest to compare SNS score and fatigue feeling in a cohort of patients
diagnosed for a depressive disorder. Our results allow us to hypothesize that quiescent IBD
patient experiencing fatigue are presenting cognitive impairment, that could be secondary to
cerebral lesions constituted during relapse of inflammatory disease.

We note that our study has some limitations that may affect its findings. There is a
possibility that treatment might increase the risk of fatigue in remission, as demonstrated by
Truyens et al. (2021) (38). Information about type of biologics used for treatment in our cohort
of fatigued patients were not available, and the issue need to be considered for further
studies. Furthermore, our sample size is limited, and analyzing a larger cohort blinded to the
fatigue category, would yield more reliable results and perform regression analysis of
correlation.

Our cohort of quiescent IBD patients permits us to precise the psychodimensonal
fatigue characteristics they experience. Avolition appears associated with the experience of
fatigue and seems to not be associated to a depressive syndrome. It opens the door to
understanding that this persistent symptom is responsible for a significant burden in quiescent
IBD and opens new ways for developing specific therapeutic interventions. If fatigue

experience in IBD appears cognitive, it open the way to cognitive remediation treatment. An
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intriguing hypothesis about microbiota appears specific to quiescent IBD patients
experiencing fatigue (11), opening a way to alter the gut-brain axis as evocated by Fairbrass,
et al. 2022 (39). It may be related to nervous system impairment manifesting as a cognitive
disorder in the form of alteration of goal-directed motivation. Fortunately, the best current
way to improve fatigue is exercise programs that effectively reduce the burden on the quality

of life for IBD patients (40).

Ethical considerations

Patients were recruited after an adopted explanation of the protocol by the gastroenterologist
responsible for their disease. They all received a written information document that. The study
protocol obtained the approval of the ethics committee “Terre d’Ethique” of the university
hospital of St Etienne N°IRBN292020/CHUSTE. This protocol follows the revised Helsinki

Declaration
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Supplementary Figure 1: Descriptive table about fatigue experience report by disease groups
(CD-NF: Crohn’s disease — no fatigued; CD-F: Crohn’s disease — fatigued; UC-NF: Ulcerative

colitis — no fatigued; UC-F: Ulcerative colitis — fatigued)

CD-NF | % CD-F % UC-NF | % UC-F %

Actual fatigue experience

No 29| 100.00 0 0.00 231 100.00 0

yes 0 0.00 311 100.00 1 27
Is fatigue similar to previous episodes?

No 5| 16.13 3 11.11

yes 26| 83.87 24| 88.89
experience of previous episodes of severe fatigue

No 8| 72.40 41 12.90 12| 5217 6| 22.22

yes 21| 27.60 27| 87.10 11| 47.83 21| 77.78
Was fatigue present 6 months ago?

No 18| 85.70 2 7.41 7| 63.64 5| 23.81

yes 3| 1430 25| 92.59 4| 36.36 16| 76.19
Previous fatigue typology experienced

episodic 9| 45.00 12| 44.44 5| 4545 7| 33.33

constant 11| 55.00 15| 55.56 6| 54.55 14| 66.67
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E. Etude des manifestations neurocomportementales d’'un modéle
murin de colite inflammatoire

L'objet de cette étude préliminaire est de développer un modele murin mettant en
évidence les conséquences comportementales d’une colite inflammatoire chronique induite

chez un modéle murin par administration de dextran-sulfate de sodium (DSS) par voie orale.

1. Résumé de I'étude :

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin (MICI) sont des pathologies se
caractérisant par des cycles d’alternance de poussées aigues et de phases de rémission. En
plus de l'atteinte inflammatoire digestive, ces maladies sont aussi caractérisées par des
manifestations extra-digestives, responsables d’une altération de la qualité de vie des
patients, avec une majoration des troubles anxieux, dépressifs, mnésiques et un isolement
social.

Le modele murin de colite au Dextran-sulfate de sodium est un modeéle rapide et simple
d’utilisation pour modéliser les MICI. Nous avons mis en oeuvre une plateforme de
caractérisation de I'atteinte comportementale dans les MICI selon plusieurs dimensions :
I'anxiété, la dépression, les capacités cognitives et le comportement social. Ces mesures ont
été menées selon plusieurs cycles de poussée/rémission afin de se rapprocher au plus prés de
la pathophysiologie (protocole MICICOMP). Les résultats présentés concernent la mise en
service de la plateforme a partir du modele. Ceci a permis de mesurer les difficultés et les

besoins d’amélioration de |’évaluation comportementale chez le modele murin.

2. Introduction :

Il existe un large éventail de modeéles pour I'étude des MICI: par modification
génétique ou par induction. Ces derniers comprennent les modeéles chimiguement induits qui
sont plus facile a contréler et a reproduire, et rapide a mettre en place. Le modéle au DSS chez
la souris, introduit par Okayasu et al. en 1990 (255), est désormais largement utilisé au travers
d’un trés grand nombre d’études. Le DSS dilué dans I’eau de boisson des rongeurs va induire
une érosion et une ulcération de la barriere intestinale, augmentant alors la perméabilité de
I’épithélium colique. S’en suit puis une translocation bactérienne et une réaction immunitaire

par une importante infiltration leucocytaire (256,257). Les nombreuses modifications
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biologiques et histologiques secondaires a I'inflammation induite sur I'intestin reproduisent
plutét fidelement ce que I'on peut observer chez I’'Homme dans les MICI (256,258). Bien que
les mécanismes d’actions du DSS ne soient pas encore totalement compris, et que certains
éléments different de la pathologie humaine, ce modeéle reste a I’'heure actuelle un des plus
fidele. Sa simplicité d’utilisation, sa reproductibilité, sa rapidité d’induction et la possibilité
d’étudier a la fois I'atteinte aigué et chronique en font un modeéle de choix (256,257).

La grande majorité des études sur les modeles de souris au DSS ne sont effectués que
sur un seul cycle, modélisant ainsi une crise aigué. Or, que ce soit pour la MC ou la RH, ces
maladies sont des atteintes chroniques, évoluant par des phases de poussées et de rémissions,
et induisant des troubles au long court. Les atteintes anxieuses et dépressives que I'on
retrouve dans ces maladies sont des troubles chroniques, et sont positivement corrélées avec
le nombre de rechute de la maladie inflammatoire (214,259). Dans les quelques rares études
comparant |'atteinte aigué et chronique dans le modeéle au DSS, il y a été montré I'existence
d’une différence entre ces deux états, que ce soit sur le plan biologique inflammatoire (258),
ou bien de I'atteinte comportementale (260).

La majorité des protocoles étudiant I'impact sur le comportement se focalise sur la
phase aigué, et aucune étude fait état de I'atteinte comportementale dans son ensemble
(mnésique, social, anxieux et dépressif) sur un modéle chronique. D’autre part, aucune étude
a ce jour sur les modeles chroniques n’a étudié I'atteinte comportementale a chaque poussée
inflammatoire, ni lors des phases de rémission (n’excédant pas une semaine). Notre
hypothése est une aggravation progressive de I'atteinte comportementale au fur et a mesure
des épisodes de poussée, d’'une récupération de moins en moins importante lors des phases

de rémission, et d’'une potentialisation de I'atteinte a chaque nouvelle poussée.

3. Matériels et Méthodes :

a) Modele animal :

L’étude a eu recours a des souris C57BI/6J (dgées de 6 semaines, Jackson Laboratory,
Janvier Labs). Les MICI touchant a la fois hommes et femmes, et afin d’éviter un biais lié au
sexe dans les tests comportementaux, des souris males et femelles ont été utilisées avec un
ratio de 1 male pour 2 femelles. Pour des raisons pratiques d’hébergement, seul des souris

femelles ont été utilisées pour I'étude préliminaire. Les souris étaient hébergées par groupes
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de 3 dans des cages en plastique standard avec un milieu enrichi, avec des cycles jour/nuit de
12h, une température de 20-24°C, une humidité 45-65%, et un acces libre et illimité a 'eau et
la nourriture. Un temps d’habituation a I’'hébergement de 2 semaines a été respecté avant
toute expérimentation. Les protocoles expérimentaux ont été approuvés par le Ministére
Francais de la recherche, par le comité d’éthique local (CEEA-Loire), et par le comité du bien-

étre animal du PLEXAN (agrémentation n° 2022011211507224 v2).

b) Induction de la colite inflammatoire et évaluation :
L'induction de la colite au DSS (PM 40 kDA) a été initialement réalisée avec les dosages
de 1,5%wt/v ; 2%wt/v et 3%wt/v dans I’eau de boisson pendant 5 jours correspondant a une
premiére procédure (figure 1). Chaque groupe de dosage comportait 6 souris C57/BI6 femelle

agées de 6 semaines. L'induction au DSS a été faite selon des protocoles déja établis (257).

D55 EAU

13 7 I 11
- - 3 Mal MM MM

Start Stop

Figure 1: Design expérimental de I'étude préliminaire : 3 groupes de 6 souris exposées a 3 dosages de DSS
différents (1,5% ; 2% et 3%) vont suivre ce schéma. JO début de la prise de boisson avec du DSS, arrét a J5 et
passage a de I’eau normale. Mise a mort de 2 souris par groupe a J7, J9 et J11 pour étude des marqueurs
inflammatoires sériques et analyse histologique du colon. Le poids et le calcul du DAI sont effectués a JO, J3,

J5,17,)9 et J11.

L’évaluation de la sévérité de la colite a été réalisée durant toute la durée de
I’expérimentation, le score d’activité de la maladie (Disease Activity index, DAI), indice corrélé
a la sévérité de la colite induite au DSS (261), a été calculé a JO, J3, J5,17, )9 et J11.

Le DAI est basé sur 3 mesures (tableau 2) (261) :
1. La perte de poids (O=pas de perte de poids ; 1=1-5% ; 2=5-10% ; 3=10-20% ; 4= plus de

20%). Le poids a aussi été mesuré a des fins de surveillance des points limites.

2. La consistance des selles (O=selles normales ; 2=molles ; 4=diarrhée).
3. La présence de sang dans les selles, détectée par test eau oxygénée (O=pas de sang;
2=test H,0, positif mais sang non visible ; 4=sans visible dans les féeces et/ou

saignement rectal).
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Score Perte de Poids Consistance des selles Sang

0 >-1% Normales Pas de Sang

1 -1a5%

2 -5310% Molles Test H,0; positif

3 -10220%

4 <-20% Diarrhée Sang visible dans les selles
et/ou al'anus

Tableau 1 : Score d’activité de la maladie

L’étude histo-biologique de la colite induite a J7 (fin du DSS), J9 et J11 a été réalisée
sur 2 animaux a chaque temps. Aprés mise a mort |’atteinte macroscopique et microscopique
(tableau 2), corrélée a la sévérité de la colite (261), ont été évaluée. En complément, un
dosage de I'Interleukine 6 (1I-6) sérique par ELISA a été réalisé pour I'évaluation biologique de
I'inflammation. Pour I’évaluation macroscopique il a été mesuré la longueur du colon
(distance du caecum a I'anus) et calculé le score de perte de taille par rapport a une longueur
moyenne totale normalisée tirée de la littérature de 6,5 cm pour les femelles et 7 cm pour les
males (262) : 0= mois de 5 % de raccourcissement, 1= entre 5 et 15 % de raccourcissement, 2=
entre 15 et 25 % de raccourcissement, 3= entre 25 et 35 % de raccourcissement, et 4= plus de
35 % de raccourcissement. Pour I'évaluation microscopique, il a été évalué I'atteinte de la
paroi intestinale par observation de coupes intestinales au microscope optique : O=cryptes
intactes, 1=perte de la membrane basale sur 1/3 de la crypte, 2=perte sur les 2/3, 3=perte de
la totalité de la membrane basale de la crypte mais épithélium integre, 4=érosion de la surface

épithéliale.

Score Longueur du colon Atteinte histologique de la paroi colique

0 >-5% Cryptes intactes

1 -5315% Perte de 1/3 de la crypte

2 -153a25% Perte de 2/3 de la crypte

3 -25a35% Perte de toute la crypte mais épithélium intact
4 <-35% Erosion épithéliale

Tableau 2 : Score macroscopique et microscopique de la maladie
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c) Modélisation du caractére poussée — rémission de la colite

3 cycles de colite induite au DSS successifs (comme précédemment présentés) ont été
menés sur un groupe de 6 souris afin d’évaluer la tolérance d’une succession de phases aigués.
La colite a été induite avec un dosage de DSS de 2,5%wt/v. Aprés 5 jours d’induction, la boisson
DSS a été remplacée par de I'eau (figure 2). Apres 16 jours de rémission avec de 'eau (soit a
J21), un nouveau cycle de 5 jours de DSS a été débuté, puis a nouveau a J42, pour un total de
3 cycles de poussée/rémission. Le poids a été mesuré et le DAl calculé a JO, J2, J5, J7 et J14 de
chaque cycle, JO correspondant au début de la prise de la boisson DSS, J20 étant le dernier

jour de rémission avant le début d’un nouveau cycle de DSS (figure 2).

I Cycle 1 I H:0 I Cycle 2 I H.0 I Cycle 3 | — |

| DSS 2,5% I I DSS 2% I I D55 2,5% I I

0 15 J21 J26 142 147 MaM
Y Y A 4 A 4 Y A 4
17 114 128 135 149 156

Tests phase Tests phase Tests phase Tests phase Tests phase Tests phase
aigue rémission aigue rémission aigue rémission

Figure 2 : Design de I’étude : 3 groupes de 6 souris (4 femelles et 2 males) ont subit 3 cycles de DSS (2,5% ;
2% et 2,5%) durant 5 jours, suivi de 15 jours de rémission avec de I’eau normale. Un groupe a effectué des
tests comportementaux lors de la phase aigue inflammatoire (J7, J28 et J49) correspondant au pic
inflammatoire théorique ; et lors de la phase de rémission une semaine plus tard (J14, J35 et J56).

Un groupe contréle de 6 souris femelles C57/BI6 a été pesé dans les mémes conditions
afin d’évaluer la perte de poids et n’a pas subi de tests comportementaux. Un groupe de 6
souris a subi une séquence de 3 cycles de colites comme décrit précédemment ainsi que les
tests comportementaux (tous les tests ont été effectués sur ces souris en modifiant le type de
tests suite a chaque cycle). Les souris ont été mises a mort aprés la derniére session de tests
comportementaux pour étude histologique et biologique de la colite avec calcul du score
macroscopique et microscopique. Les souris témoins ont recu de I'eau normale durant la
totalité de I’étude. La troisieme procédure de I'étude concerne 2 groupes de 36 souris : DSS
(n=36) et les témoins (n=36) comprenant chacun les deux sexes : males (n=12) et femelles (n
= 24). Les groupes ont ensuite été subdivisés en 3 sous-groupes de 12 animaux (2 males et 4
femelles), ce qui permet de limiter I'impact sur le bien-étre des animaux en réduisant le
nombre de tests totaux sur chaque souris (raffinement). Chaque groupe a subi un trio de tests
comportementaux ordonnés de telle sorte a minimiser le stress et donc I'impact sur les tests

(tableau 3). Les tests comportementaux ont été réalisés en phase aigué et de rémission de

180



chaque cycle. Les tests se sont déroulés sur deux jours consécutifs lors des phases aigués a
partir de 17, J28 et J49, et lors des phases de rémission a partir de J14, J35 et J56 (figure 2). Les
tests ont toujours été effectués dans le méme ordre entre Sh et 18h. Avant la réalisation de
chacun des tests comportementaux, les souris ont été laissées en cage dans la salle
d’expérimentation pendant 30 minutes afin qu’elles s’habituent a cette derniére. L'ensemble

du matériel et des labyrinthes ont été nettoyé a I'’eau entre chaque test.

Groupe 1 (6 souris avec DSS et 6 sans DSS dont a Open Field (OF)

chaque fois 4 femelles et 2 mdles) Reconnaissance Nouvel Objet (RNO) (réalisé 24h aprés OF)
Meémoire et Dépression Nage Forcée (NF) ; (réalisé en dernier)

Groupe 2 (6 souris avec DSS et 6 sans DSS dont a Open Field (OF)

chaque fois 4 femelles et 2 males) Light & Dark Box (LDB)

Anxiété Elevated Plus Maze (EPM)

Groupe 3 (6 souris avec DSS et 6 sans DSS dont a Open Field (OF)

chaque fois 4 femelles et 2 mdles) Test Social

Comportement Social Test d’Approche Sociale (AS) ; (réalisé le lendemain)

Tableau 3 : Tests comportementaux par groupe de souris dans I'ordre de passation

d) Analyse biologique et histologique :

La concentration d’interleukine 6 (lI-6) a été mesurée par ELISA (Thermofischer
scientific). Les dosages ont été effectués sur des échantillons de sérum obtenu aprés
centrifugation de sang sur tube microtainer’ (BD Biosciences, NJ, Etats-Unis) sec avec gel.
L’analyse optique a été effectuée par 'automate TECAN®.

Les coupes de colon ont été effectuées apres inclusion en OCT et traitées par cryo-coupe au
CryoStat, et déposée sur lame Superfrost (Thermofischer scientific). Les lames ont été colorées

par hématoxyline et éosine. L’analyse histologique a été réalisée en aveugle de la catégorie.

e) Analyse des tests comportementaux par Vidéo-tracking

L'ensemble des tests comportementaux ont été enregistrés par une caméra
VideoTrack (ViewPoint Behavior Technologie®, AB0655-F VideoTrack) haute résolution
(1288*864) captant le rayonnement infrarouge. Les données des enregistrements ont été
analysées par le logiciel ViewPoint’ VideoTrack. Le systéme est basé sur un plancher émettant
une lumiére infrarouge (1 m x 1 m), sur lequel les dispositifs de tests utilisés, transparents aux

rayons infrarouges, sont déposés. La technologie de la caméra et du logiciel utilise la zone
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occultée par I'animal pour déterminer sa position. Le mode « Tracking » a été utilisé pour
I’'analyse des patterns de déplacement (OF, EPM, LDB) ; le mode « NoseMode » (pointage du
museau) pour les interactions (RNO, AS) ; le mode « SocialContact » qui calcule la distance
entre 2 souris et le nombre de contacts dans le périmetre défini (comportement social) ; et
enfin le mode « Quantization » qui permet d’identifier des changements de forme de I'image

percue par la camera et est utilisé pour le test de nage forcée.
f) Description des tests comportementaux

Open Field (OF) :

Chaque groupe de souris a débuté sa séquence de test par cette épreuve. Elle permet
de dépister le comportement anxieux, basé sur la crainte naturelle des vastes espaces ouverts.
Elle permet aussi le dépistage d’un trouble locomoteur chez la souris, pouvant biaiser les
résultats de I'ensemble des tests comportementaux. Le test a été réalisé a partir de protocoles
déja existants (263).

L’OF (box de 50 cm x 50 cm x 40 cm) a été divisé en une zone centrale de 25 cm x 25 cm, et
une zone périphérique la bordant grace au logiciel de vidéo tracking.

La souris est placée au centre de la box et est laissée en exploration libre durant 10 minutes.
L’enregistrement via le mode caméra vidéo tracking débute dés que la souris est placée au
centre, et dure toute la durée de I'exploration. Les données de déplacement et de temps de
présence dans les zones sont analysées par le logiciel ViewPoint®. Les paramétres du
comportement anxieux mesurés sont le temps passé dans la zone périphérique et la zone

centrale, la locomotion est évaluée par la mesure de la distance totale parcourue.

Elevated Plus Maze (EPM) :

L’'EPM est utilisé pour évaluer le comportement anxieux de la souris en se basant sur
la crainte naturelle des espaces ouverts en hauteur. Le test a été établi a partir d’'un protocole
déja existant (264,265). L'EPM est en forme de croix avec 4 bras orientés a 90°. Il comprend
une zone centrale (6 cm x 6 cm, éclairement 260 lux), deux bras ouverts (37 cm x 6 cm,
éclairement 270-315 lux) et deux bras fermés (37 cm x 6 cm, éclairement 160-175 lux). Le
labyrinthe est élevé de 50 cm au-dessus du sol.

La souris est placée au centre du labyrinthe, face a un bras ouvert, et est laissée en exploration

libre durant 5 minutes. L’enregistrement via le mode caméra video tracking débute dés que la
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souris est placée au centre et dure toute la durée de I’exploration. Les données sont analysées
par le logiciel ViewPoint’. Les paramétres du comportement anxieux enregistrés sont le temps

passé dans chaque bras, le nombre d’entrée dans chaque bras et la distance parcourue.

Light and Dark Box (LDB):

La LDB est utilisée pour évaluer le comportement anxieux de la souris en se basant sur
la crainte naturelle des espaces lumineux. Le test a été établi a partir d’un protocole déja
existant (266).

La LDB est composée de deux chambres adjacentes de tailles égales (20 cm x 20 cm x 30 cm)
séparées par une porte amovible permettant le passage de la souris entre les deux zones. La
chambre sombre est en plexiglas noir et possede une luminosité de 0 a 10 lux, et la chambre
lumineuse en plexiglas transparent posséde une luminosité de 210 a 220 lux.

La souris est placée dans la chambre sombre, la porte entre les deux chambres étant
initialement fermée. L’enregistrement via le mode caméra video tracking débute des
I'ouverture de la porte et la souris est laissée en exploration libre pendant 10 minutes. Les
données sont analysées par le logiciel ViewPoint®. Les paramétres mesurés pour évaluer le
comportement anxieux sont le temps mis avant la premiére entrée dans la chambre
lumineuse, le nombre de transition entre les deux chambres, le temps passé dans chaque
chambre (calcul du ratio de temps passé en chambre lumineuse) et la distance parcourue dans

chacune des chambres.

Reconnaissance nouvel objet (RNO):

Le test de RNO est utilisé pour évaluer la mémoire en se basant sur I'attirance naturelle
des souris pour les éléments inconnus de I'environnement. Le test a été établi a partir de
protocoles déja existants (267,268). Les objets utilisés ont été répartis en 2 couples: un
erlenmeyer de 100 ml et un biberon rond de 200 ml, et un pot de confiture retourné et un
biberon carré de 200 ml. Les objets sont testés au préalable pour s’assurer de n’induire aucune
préférence les uns vis-a-vis des autres.

Le test de RNO a été effectué au sein des dispositifs d’OF. Une premiére phase d’habituation
au labyrinthe de 10 minutes devant étre effectuée afin d’éviter le biais d’anxiété lié a un
nouveau milieu, nous avons fait coincider cette étape avec le test de I'OF. 24h apres cette

premiere phase, la méme procédure est répétée avec deux objets identiques présents dans
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I’OF, situés sur une diagonale et a distance identique des bords (10 cm). Cette phase
correspond a la phase de familiarisation. 6h apres cette premiere phase, la phase test est
effectuée avec un des deux objets remplacés par un nouveau dans des conditions identiques
a la précédente concernant le positionnement. Pour chaque phase, les souris ont été
introduites au centre, le museau tourné vers un angle sans objet. Chaque phase a duré 10
minutes, correspondant au temps d’enregistrement. Le mode caméra de suivi du museau
(NoseMode) du logiciel ViewPoint® a été utilisé, la zone d’interaction avec I'objet
correspondant a un cercle de 2 cm autour, centré sur ce dernier. Il a donc été considéré
comme interaction tout comportement pour lequel le museau était dirigé vers I'objet et dans
la zone d’interaction ainsi définie.

Les parametres qui ont été mesurés sont les temps d’exploration de chaque objet et a partir
de ces mesures il a été calculé le ratio de discrimination (temps d’exploration du nouvel objet

/ temps d’exploration des deux objets).

Test de sociabilisation ou d’approche sociale (AS) :

Le test d’AS évalue le comportement social de la souris en se basant sur I'attirance

naturelle a explorer un nouveau congénere plutét qu’un familier. Le test a été établi a partir
de protocoles déja existant (269).
Le test d’AS est effectué au sein d’un labyrinthe (60 cm x 40 cm x 22 cm) a trois chambres
chacune de taille égale (20 cm x 40 cm x 22 cm). Les chambres droite et gauche possedent en
leur centre une cage circulaire (@ 11cm) appelée « prison », permettant d’accueillir une souris.
Le test se déroule en trois phases consécutives :

1. Phase habituation : exploration simple du nouveau milieu durant 5 minutes ;

2. Phase de sociabilisation : aprés avoir redirigé la souris testée au centre, il est placé
dans une des deux cages une souris « Etranger 1 », en exploration libre durant 10
minutes ;

3. Phase de nouveauté sociale : introduction d’une souris « Etranger 2 » dans la
deuxieéme cage, exploration durant 10 minutes.

Chaque phase d’exploration est enregistrée, et il est mesuré le temps d’interaction avec
chaque cage (vide ou avec un étranger). La zone d’interaction au niveau des cages « prison »
correspond a un rayon de 5 cm autour d’elles. Il a ensuite été calculé I'index de préférence

entre les deux cages vides (phase 1), entre Etranger 1 et cage vide (phase 2), et entre Etranger
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1 et Etranger 2 (phase 3) en utilisant les équations suivantes : [(temps d’interaction avec cage
1) x (somme des temps d’interaction avec les 2 cages)] ; [(temps d’interaction avec Etranger
1) x (somme des temps d’interaction avec Etranger 1 et cage vide)] ; [(temps d’interaction avec
Etranger 2) x (somme des temps d’interaction avec Etrangers 1 et 2)].

Les souris « Etranger » étaient des souris témoins d’age et sexe identique, et n’ayant jamais

eu d’interaction préalable avec les souris testées.

Test comportement social :

Le test de comportement social vise a évaluer 'interaction sociale entre deux souris en
libre déplacement au sein d’un open field. La durée du test est de 10 minutes. Le mode caméra
SocialContact permet le compte du nombre d’interaction museau contre museau entre les
deux souris (distance nulle) et le temps passé a proximité I'une de I'autre dans un rayon de 3
cm. Pour évaluer le contact social, et s’affranchir du biais d’introduction d’un animal inconnu
(aspect du comportement social testé par le test AS), il a été utilisé des souris issues d’'une

méme cage.

Test de nage forcée :

Le test de la nage forcée, ou test du désespoir, est un test qui vise a évaluer le
comportement dépressif (ou de résignation) de la souris en se basant sur la vitesse de
résignation et 'abandon de comportement pour échapper a une situation aversive. Le test a
été établi a partir de protocoles déja existants (270).

Le test de la nage forcée consiste a placer la souris dans un récipient en verre et cylindrique
(20 cm et @12 cm) rempli d’eau aux deux tiers et a température ambiante (21°C). Le
comportement est enregistré durant toute la durée du test qui dure 6 minutes. Une
surveillance accrue a été effectuée durant ce test afin de retirer immédiatement la souris en
cas de risque de noyade. Un soin particulier a été apporté aux souris a I'issue de ce test, celles-
ci étant séchées et réchauffées a I'aide d’une serviette chaude (34°C) sur un tapis chauffant
(38-40°C) puis placé dans un box chauffé (32°C) avant de retourner dans leur cage. Ce test est
effectué en dernier et est suivi d’'une semaine de repos. Il est catégorisé comme une
procédure sévere car particulierement impactant sur le bien-étre de I'animal en créant un
stress majeur. Les parametres mesurés sont le temps de mobilité. La nage et les tentatives de

grimper le cylindre, considérées comme des comportements de sauvetage et donc non
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dépressifs. Le temps d’inactivité est considéré comme un comportement de résignation,
interprété comme dépressif. Les mouvements de dérive et d’équilibration de la téte hors de
I’eau ne sont pas considérés dans le temps de mobilité. Seulement les 4 dernieres minutes du

test ont été retenues pour 'analyse.

g) Analyse statistique :

L’ensemble des variables a été décrit a partir de statistiques descriptives (moyenne,
écart-type), et la normalité des données a été vérifiée par le test de Shapiro.

Les tests statistiques n’ont pu étre réalisés que sur les populations femelles car les
populations males ne représentaient pas un effectif suffisant pour des tests de qualité. La
comparabilité initiale des différents groupes a été vérifiée par un test one-way ANOVA pour
la variable du poids avec un risque alpha de 5%. Pour les comparaisons des moyennes de
I’évolution du poids, des DAI et des résultats des tests comportementaux entre DSS et
témoins, un test de Student bilatéral avec un risque alpha a 5% a été effectué. Les différents
graphiques ont été construits a partir des moyennes des données observées, et les écarts
types relatifs a ces données y ont été aussi représentées.

Les constructions graphiques et calculs statistiques ont été effectués via le logiciel

Excel.

4, Résultats :

a) Détermination d’un dosage de DSS modélisant une colite
inflammatoire
La premiére partie de I'étude a consisté a déterminer le dosage de DSS le plus
approprié au modele de colite inflammatoire chronique. En effet, la colite devait étre
significative, mais modérée a sévere, pour ne pas atteindre un point limite et permettre la
succession des cycles. 3 groupes de souris initialement comparables en sexe, age et poids
(ANOVA p>0.05) ont été exposés a différents dosage de DSS dilué dans I'eau de boisson :
(1,5% ; 2% et 3%). |l n’a pas été retrouvé de différence significative entre les groupes 1,5% et
2% de DSS, que ce soit pour I'évolution du poids ou du DAI (figures 3.A et 3.B). Toutefois des
différences tres significatives sont observées avec le groupe a 3%, que ce soit pour la perte de

poids a J7 entre DSS 1,5% et 3% (p <0.0001); et entre DSS 2% et 3% (p = 0.001); ou pour le DAI
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aJ5entre DSS 1,5% et 3% (p < 0.001); et entre DSS 2% et 3% (p = 0.001); et a J7 entre DSS 1,5%
et 3% (p <0.0001); et entre DSS 2% et 3% (p <0.0001) (figures 3.A et 3.B).

L’'ensemble des souris du groupe a 3% ont d( étre sacrifiées entre J7 et J8 du fait de
I'atteinte du point limite (perte de poids >20% du poids initial). Concernant les critéres

macroscopiques, du fait du faible nombre de souris, les calculs statistiques n’ont pas pu étre
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Figure 3 : Résultats des tests préliminaires de modélisation de colite inflammatoire. Les dosages DSS testés
ont été 1,5% ; 2% et 3%. A : Evolution du poids des souris par rapport a leur poids initial. B : Evolution du DAI
des souris pour chaque dosage DSS. C : Evolution de la longueur colique par rapport a une moyenne standard
de 6,5cm. Significativité des différences entre les groupes 1,5% et 2% comparé au groupe 3% (*=p<0,05 ;

**2p<0,01 ; ***=p<0,001 ; ****=p<0,0001).
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réalisés (n=3), mais on observe une tendance a une persistance plus longue dans le temps de
la réduction de la longueur du colon (figures 3.C). Les dosages ELISA d’IL-6 (Tableau 4) réalisés
sur les prélevements sanguins effectués sur les animaux sacrifiés a J7 (pic de colite aprés 5
jours d’exposition au DSS), a J9 puis J11 ont permis de mesurer la rémission de la colite suite
a l'arrét de I'exposition au DSS. Les données sont en faible nombre et ne permettent pas de
réaliser des tests statistiques (n=2 a chaque point) mais I’évolution du dosage d’IL-6 se réduit
avec le temps et semble en faveur d’'une rémission de I'inflammation systémique en parallele
de la rémission de la colite, mais avec une trés grande hétérogénéité chez les individus, trés

certainement secondaire a la quantité de DSS ingérée qui est libre.

DSS 1.5% DSS 2%
J7 | 42.55 107.83
92.40 29.76
J9 | 1.97 4.62
131.65 105.19
J11 | 14.10 3.74
3.96

Tableau 4 : Dosage de la concentration en IL-6 (pg/ml) dans le sérum des animaux exposés a une concentration

de DSS de 1.5% et 2%.
L’évaluation microscopique a été entravée par des altérations importantes des coupes
n’ayant pas permis une observation optimale de la muqueuse colite en vue d’une comparaison

histologique. Les images présentées sont a visée illustratives (Figure 4).

S o ~ 2 "'.‘,‘ w
‘ & ) 3 Bt

Figure 4 : Coupes microscopiques de colon de souris (5um). Coloration hématoxyline et éosine. A : colon de

souris non exposé au DSS. B : colon de souris exposé au DSS (3% eau de boisson 5 jours)
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Au vu de ces résultats, il a été jugé que la perte de poids moyenne au moment du pic
inflammatoire a J7 (-9,099% * 4,56 pour DSS 1,5% et -9,234 + 7,9 pour DSS 2%) ainsi que le
DAl moyen (4,33 + 0,82 pour DSS 1,5% et 4,5 + 1,38 pour DSS 2%) sont insuffisants avec les
dosages 1,5% et 2% de DSS. Le dosage de 3% de DSS s’est lui avéré trop sévere (perte poids =
-25,22 +3,3 et DAI=11%1). ll a donc été décidé d’utiliser d’'un dosage de 2,5% de DSS (dosage
régulierement retrouvé dans la littérature), et d’envisager un passage a 2% de DSS pour le
cycle 2 pour réduire la sévérité de la procédure, et ensuite un retour a un dosage de 2,5% pour
le troisieme cycle. La diminution du dosage a déja été utilisée par I'équipe de Matisz et al. en

2020 (260), étude sur laquelle nous nous somme basés.

b) Modélisation de plusieurs cycles de colite avec un modele DSS
Chaque groupe était comparable en poids au début du protocole (ANOVA p = 0,834).
Le modeéle comportant 3 cycles successifs de DSS montre une bonne viabilité et des
caractéristiques de I'atteinte colique satisfaisantes. La comparaison entre le groupe témoin et
le groupe ayant subi 3 cycles de DSS sans tests comportementaux met en évidence une perte
de poids significative chez les souris avec DSS correspondant a la cinétique des cycles induits
précédemment dans I'étude de détermination de dose (figure 5.A). L'évolution est aussi
similaire pour le DAI (figure 5.B). Il est noté un impact pondéral et du DAl moindre au moment
du cycle 2, correspondant au dosage de DSS a 2%. Ces résultats sont concordant avec ceux

retrouvés dans la littérature (260).
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Figure 5 : Evaluation de I'inflammation intestinale induite par DSS chez les souris sans test comportemental.
A : Evolution du poids des souris par rapport a leur poids initial pour les souris sans tests avec et sans DSS. B :
Evolution du DAI pour les souris sans test avec et sans DSS. *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001;

**%%k2p<0,0001.

Il a été évalué I'effet du stress induit par I'exposition aux tests comportementaux sur
les marqueurs de la colite inflammatoire. La comparaison entre les groupes de souris sans test
et celles avec tests ne montre aucune différence significative dans I’évolution du poids ou du
DAI. Une différence existe pour le poids a J5 (p = 0,0011) et J7 (p = 0,026) et pour le DAl a J2
(p=0,0345) et J5 (p = 0,0455). Ces dates sont antérieures au début des tests et correspondent
a la premiere exposition au DSS Une différence a J28 pour le DAI correspondant au pic
inflammatoire du 2™Me cycle (p = 0,0103). Ces éléments ne permettent pas de conclure a I'effet

des tests sur la perte pondérale ou le DAI (figure 6A et 6B).
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Figure 6 : Evaluation de l'inflammation intestinale induite par DSS chez les souris avec et sans tests
comportementaux. A : Evolution du poids des souris par rapport a leur poids initial, comparaison des souris
femelles avec et sans tests comportementaux, et avec et sans DSS. B : Evolution du DAI, comparaison des
souris femelles avec et sans tests comportementaux, et avec et sans DSS. *=p<0,05 ; **=p<0,01 ; ***=p<0,001 ;
***%*=p<0,0001.

Le poids des souris exposées au DSS selon plusieurs cycles diminue significativement
en lien avec la colite inflammatoire (Figure 7). La répétition des cycles entraine une perte de

poids persistante, les souris ne regagnent pas |’évolution naturelle du poids des souris sans

DSS.
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Figure 7 : Evolution pondérale au cours de trois cycles de colite inflammatoire. Modélisation de la perte de

poids par rapport au poids standardisé sur le poids acquis avec I’age dans les groupes témoins sans DSS.
Au moment de la mise a mort, un dosage d’IL-6 a été réalisé par ELISA. Il est retrouvé
une différence significative (p=0.043) de la concentration moyenne en IL-6 sérique,

témoignant de la persistance d’une inflammation apres les cycles de colite (Figure 8).
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Figure 8 : Comparaison de la concentration moyenne en IL-6 sérique entre le groupe de souris témoins et le

groupe de souris ayant subi le cycle de DSS. * = p<0.05
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c) Résultats des tests comportementaux chez le modéle DSS

Test Open Field (OF) :

Chaque groupe de souris a commencé sa séquence de test par le test de I'OF (tableau

3). Les trois groupes de souris étant initialement comparables (p = 0,999), 'ensemble des

données des tests OF ont été assemblées pour gagner en puissance et il a été comparé les

souris avec DSS contre celles du groupe sans DSS. Il n’a pas été retrouvé de différence

significative au cours des 3 cycles et des différentes phases, que ce soit pour la distance totale

parcourue, ou le temps passé en zone centrale et périphérique (figure 9).

Distance (cm)

Temps (sec)

A Open Field - Distance totale parcourue - Ensemble Souris AvecDSS T Sans DSS
5000 1
] * kK
- I T —
4000 +
3000 4 — — — [ —
2000 +— RN S SN S SR -
1000 | — — —— —
0 ] T T T T 1
Cycle 1 Aigue Cycle 1 Rémission Cycle 2 Aigue Cycle 2 Rémission Cycle 3 Aigue Cycle 3 Rémission
Open Field - Temps zone centrale et périphérique - Ensemble Souris » Avec DSS Sans DSS
700 7
600 3 —
e e e e e
400 3 —
300 3 —
200 3 —
100 3 —
0 E 'l L . wl . . wl . = . T . )
g & <« N N ¥ g & & N N ¥
& & R 2 & e & 2 & 2 & ¢
(_'@ ) ‘éﬂ\ (_‘@ ) ‘é{\ (J?/ . “\Qs(‘ (J@ ) ‘\éﬂ\ (_;6 ‘\6(\ (J‘?J ‘ “\Q\Q
Q@ Q® Q@ @ Qiz. Q@
L ] L J L ] L 1 | |
Cycle 1 Cycle 1 Cycle 2 Cycle 2 Cy_c\e 3 Cyc.le_3
Aigue Remission Aigue Rémission Aigue Rémission

193



C Open Field - Distance totale parcourue phase aigue et rémission de chaque
cycle - Ensemble Souris DSS

DSS Aigue @ DSS Rémission

,

i

Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3

Distance (cm)

D Open Field - Distance totale parcourue entre cycles 1 et 3- Ensemble Souris DSS

5000 %
" DSS Cycle 1 ® DSS Cycle 3

|

I
Q
S
s
L
—
—

Distance (cm
3]
(=]
o
(=]

1000

Phase Aigue Phase Rémission

Figure 9 : Résultats du test open field : A : comparaison des distances parcourues entre les souris avec DSS et
sans DSS au cours des trois cycles de colite. B : comparaison des durées en zone centrale et zone périphérique
entre les souris avec DSS et sans DSS au cours des trois cycles de colite. C : comparaison des distances totales
parcourues entre groupe DSS et sans DSS pour I'ensemble des groupes de tests comportementaux selon les
trois cycles. D : Comparaison de la distance parcourue entre les phases aigues et phases de rémission pour le

cycle 1 et 3 dans le groupe de souris DSS. **=p<0,01 ; ***=p<0,001

Test Nouvel Objet (NO) :

Le test du NO a finalement été abandonné a ce stade de I'étude et sera reconduit
ultérieurement sur d’autres groupes de souris. Cela est di a I'impossibilité de trouver, lors de
la phase de mise en place du test, des ensembles d’objets étant reconnus comme différents
par les souris, et n’induisant pas de préférence les uns par rapport aux autres. Cet élément est

essentiel a la mise en ceuvre d’un test de mémorisation.

Test de nage Forcée (NF) :

Les souris du groupe 1 ont réalisé ce test aprés le test de I'Open Field (tableau 3). Il n’a
pas été constaté de différence significative retrouvée entre les temps d’activité ou d’inactivité
(figure 10).
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Figure 10 : Résultats des tests de la Nage Forcée réalisés par le groupe 1. A : Comparaison des temps d’activité
et d’inactivité entre les groupes avec DSS et sans DSS pour les 3 cycles. B : Comparaison pour chaque cycle des

temps de mobilité et d’inactivité entre la phase aigué et la phase de rémission du cycle de colite.

Test Elevated Plus Maze (EPM) :

Le groupe 2 a subi le test de 'EPM apres le test de I'Open Field (tableau 3). Une
différence significative a été mise en évidence entre les groupes pour la distance totale
parcourue, en faveur de I'ensemble des souris sans DSS, uniquement lors de la phase aigué du

1°" cycle (d = 1087 cm * 464 pour DSS ; d = 1742 cm + 471 pour sans DSS ; p = 0,035) (figures
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11). Il est retrouvé une différence significative sur le nombre d’entrée dans les bras fermés en
faveur des souris sans DSS (8,5 entrées + 4,7 pour DSS ; 16,5 entrées + 3,5 pour sans DSS ; p =
0,0094) (figures 11). Ceci est cohérent avec la distance parcourue plus importante qui se
traduit par un nombre de passages augmentés entre les bras fermés. Ces uniques différences
ne permettent pas une interprétation. L’absence de différence sur les temps passés dans les

bras ouverts par rapport aux bras fermés ne permet pas d’interpréter un comportement lié a

une anxiété.
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Figure 11 : Résultats du test de I'Elevated Plus Maze. A : Comparaison de la distance parcourue entre le groupe
avec DSS et sans DSS concernant chaque cycle avec distinction entre la phase aigué et la phase chronique. B :
Comparaison du nombre d’entrée dans les bras ouverts et les bras fermés entre le groupe avec DSS et sans
DSS concernant chaque cycle, avec distinction entre la phase aigué et la phase chronique. C : Comparaison de
la durée passée dans les bras ouverts et les bras fermés entre le groupe avec DSS et sans DSS concernant

chaque cycle, avec distinction entre la phase aigué et la phase chronique. *=p<0,05 ; **=p<0,01.

Test Light and Dark Box (LDB) :

Les souris du groupe 2 ont subi ce test apreés le test Open Field et le test Elevated Plus
Maze (tableau 3).
Il n’existe pas de différence significative entre les groupes DSS et sans DSS pour la distance
parcourue (figures 12A). Pour le ratio de temps passé en chambre lumineuse, on retrouve une
différence significative en phase de rémission du cycle 1 (ratio = 0,34 + 0,09 pour DSS ; ratio =
0,20+0,05; p=0,01) et du cycle 3 (ratio=0,42 + 0,23 pour DSS ; ratio=0,17 £ 0,08 ; p = 0,03)
en faveur des souris avec DSS (figures 12B). Il n’est pas retrouvé de différence significative
concernant le nombre d’aller-retour entre les deux chambres entre le groupe avec DSS et sans

DSS (figures 12C).
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Figure 12 : Résultats du test du Light and Dark Box (LDB) réalisés par le groupe 2. A : Comparaison de la
distance totale parcourue entre le groupe avec DSS et sans DSS selon la phase aigué et de rémission de
chaque cycle. B : Ratio du temps passé dans la chambre dark par rapport a la chambre light, entre le groupe
avec DSS et sans DSS, selon la phase aigué et de rémission de chaque cycle. C : Comparaison du nombre
d’aller et de retour entre les deux chambres, entre le groupe avec DSS et sans DSS, selon la phase aigué et

de rémission de chaque cycle. <0,05. *=p<0,05 ; **=p<0,01 ; ***=p<0,001 ; ****=p<0,0001.
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Test d’Approche Sociale (AS), ou test de sociabilisation :

Seules les souris du groupe 3 ont subit ce test dans leur séquence (tableau 3). La phase
d’habituation ne servant qu’a la familiarisation avec le milieu, celle-ci n’a pas été considérée
dans les analyses. Il n’a pas été mis en évidence de différence significative entre les groupes
pour la phase de sociabilisation (avec une seule souris étrangeére). Concernant la phase de
nouveauté sociale, il est retrouvé une différence significative sur I'ensemble des souris lors de
la phase aigué du 1°" cycle en faveur des souris avec DSS (ip = 0,65 + 0,09 pour les DSS ; ip =
0,4 6+ 0,09 pour les sans DSS ; p = 0,006) (figure 13).
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Figure 13 : Résultats du test d’Approche Sociale (AS) réalisé par le groupe 3. Index de préférence de la souris
étrangere par rapport a la souris familiére lors des phases de sociabilisation et de nouveauté sociale entre le

groupe avec DSS et sans DSS. p<0,05. *¥=p<0,05 ; ¥*=p<0,01 ; ***=p<0,001 ; ****=p<0,0001.

Test Comportement Social :

Les souris du groupe 3 ont subit ce test a la fin de leur séquence (tableau 3).
Suite a une erreur de parametre entre les différentes localisations d’acquisition du logiciel,
ainsi que des artefacts de détection du logiciel de vidéotracking, les vidéos ne peuvent pas

étre exploitées et le test ne peut étre interprété.
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5. Discussion :

a) Tolérance de la colite inflammatoire

Il est retrouvé une importante hétérogénéité es protocoles d’induction pour le modele
murin de colite inflammatoire par le DSS. Les dosages retrouvés dans la littérature varient de
1% a 5%, et pour la majorité entre 2% et 3%. Afin d’obtenir le meilleur ratio entre sévérité de
la procédure pour I'animal et pertinence clinique, biologique et histologique de la colite
inflammatoire induite, nous avons effectué une premiére phase de mise au point du protocole
visant a déterminer le dosage de DSS a utiliser pour une induction courte de 5 jours.

Les résultats de notre modele DSS utilisé, comporte une forte variabilité dans la sévérité de la
colite induite entre les souris. L'induction par un dosage de DSS de 1,5% et 2% n’a pas permis
d’observer de différence significative entre ces deux dosages. L’évaluation clinique était peu
satisfaisante, la variabilité entre les souris tres élevée, et la récupération était quasi compléte
a moins d’'une semaine du pic inflammatoire. Un dosage trop faible, associé a sur une longue
période de rémission prévue dans notre étude, ne modélise en réalité que des phases aigués
et non une cinétique chronique. Le dosage de 3%, a entrainé une colite d’une sévérité trop
importante. L'ensemble des souris testées a d{ étre sacrifié au premier pic inflammatoire en
raison de |'atteinte du point limite (perte de poids supérieure a 20% du poids initial). Le dosage
choisi est donc de 2,5% et afin de limiter la sévérité de la procédure un second cycle a 2% est
prévu avant de repasser a un dosage de 2,5% pendant le 3éme cycle (260). Au cours du 1°¢"
cycle a 2,5%, 2 souris males et 3 souris femelles sont morts au moment du pic inflammatoire,
et lors du cycle 3, un male et une femelle sont mortes. Le nombre important de déces (3 males
DSS sur 6; 3 femelles DSS avec tests sur 12 ; 3 femelles DSS sur 9) est donc a prendre en
compte a l'avenir dans le calcul de I'effectif a utiliser pour un dosage de 2,5% car cela entraine
une perte de puissance au fur et a mesure des cycles. Ces souris males présentent une sévérité
de la colite induite au DSS supérieure a celle des femelles. Ceci n’a pas été anticipé lors de
I’étude préliminaire du fait d’un effectif uniquement femelle. En effet, les souris males ayant
un poids de base significativement plus important par rapport aux souris femelles, et
I’existence d’une corrélation entre la quantité de boisson prise par une souris et son poids
(271), ceci laisse supposer que la dose réelle de DSS administrée chez les souris males s’est
avérée supérieure a celles des femelles. Une consommation plus importante de boisson, peut

expliquer le déces rapide des males. D’autre part, la quantité réelle de DSS administrée est
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variable car chaque souris par cage ne consomme pas la méme quantité de boisson. Ceci est
al'origine de la variabilité de I’atteinte entre les souris. L’administration du DSS par gavage est
une alternative possible pour s’assurer d’'une quantité administrée identique entre les
animaux. Cependant, cette procédure est invasive pour I'animal et sa répétition pour les
besoins du protocole ne respecte pas les principes éthiques d’expérimentation animale.
L’alternative a envisager pourrait étre une administration a la pipette quotidienne lors d’'une
contention manuelle, mais cet élément pourrait induire un stress pour I'animal et interférer
avec les études comportementales. Enfin, Les souris femelles du groupe 1 sont mortes les
jours suivant le test de la nage forcée. Ceci laisse supposer que le stress induit par ce test, peut
étre a 'origine d’une altération de la qualité de la récupération, voire d’une aggravation de la
maladie, ce qui a précipité le décés. Il est donc nécessaire d’augmenter le nombre d’animaux
pour les besoins du protocole, et de reproduire des études préliminaires afin de déterminer

la meilleure modalité d’administration du DSS.

b) Interprétation des résultats de scoring de colite du modéle

Les résultats présentés ne valident pas notre hypothése de départ d’aggravation

progressive de I'atteinte comportementale au fur et a mesure de I’évolution chronique de la
colite, et d’une diminution progressive de la capacité de récupération, ou d’une
potentialisation de I'atteinte a chaque nouvelle poussée. Notre analyse souffre de manque de
puissance du fait de faible effectif et d’'une forte variabilité responsable d’importants écarts
types. La grande majorité des résultats des tests de comparaison ne sont pas significatifs, et
méme parfois aberrants (performance plus élevée en phase aigué chez les souris DSS que chez
les animaux sains).
Les souris témoins prennent régulierement du poids tout au long du protocole. Les souris
exposées au DSS perdent du poids lors des phases aigues, et lors des phases de rémission, la
reprise pondérale tend a atteindre le poids des souris témoins du méme age. Cependant, lors
du 28me et 38Me cycle, la perte de poids est plus importante car débutant d’un poids plus élevé
qgue lors de la phase précédente.

On peut interpréter cette perte de poids comme une aggravation de I'atteinte
inflammatoire au fur et a mesure des cycles. Les répercussions cliniqgues constatées
visuellement sont aussi plus importantes au cours du dernier cycle en comparaison du

premier.
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Concernant I'évaluation de l'effet des tests comportementaux sur [atteinte
inflammatoire, il sera nécessaire d’augmenter la taille des effectifs pour gagner en puissance
et ainsi comparer aussi les différents groupes entre eux. En effet, il ne peut étre exclu un
impact potentiel du test de la NF sur I’évolution de la colite, s’étant manifesté par le déces
prématuré des animaux du groupe 1. La répétition de ce dernier a chaque phase de chaque
cycle peut donc majorer la sévérité de la colite et impacter la récupération des animaux. Le

recours a ce test doit étre discuté au profit de tests de dépression moins séveéres.

c) Interprétation des résultats des tests comportementaux

Les résultats des tests comportementaux ont été trés surprenant, allant contre

I'intuition initiale de notre hypothése.
Selon la littérature, lors des phases aigues, il est montré une diminution de I'activité globale
des souris exposées au DSS, et une majoration du comportement anxieux et dépressif
(260,262). D’apres la littérature, les souris atteintes de colite présentent au test de I'OF une
diminution de la distance totale parcourue ainsi gu’une diminution du temps passé en zone
centrale (262), cependant nos résultats ne démontrent pas de différence entre les groupes,
méme en phase aigué.

Le test du Nouvel Objet (NO), initialement prévu, n’a finalement pas pu étre réalisé car
il n’a pas été trouvé de paires d’objets identifiés comme différents par les souris et n’induisant
pas de préférence les uns par rapport aux autres. Plusieurs tests ont ensuite été menés sur
des objets tres différents, en termes de taille, couleurs, structure, mais aucun n’a réellement
permis d’atteindre les prérequis de non-préférence.

Pour le test de NF, nous ne retrouvons pas de différence significative actuellement sur
les parametres testés. Il est a noter que ce test, historiguement considéré comme permettant
d’évaluer le comportement dépressif chez la souris, tend a n’étre plus considéré actuellement
comme un test d’adaptation au stress (260). L'évaluation de la résignation pourrait étre
réalisée par d’autres tests pour mieux évaluer le comportement dépressif comme le Tail
Suspension Test. La littérature concernant les tests d’OF et NO sur modeéles chroniques n’est
pas consensuelle. L’équipe de He et al (272) présente des résultats comparables entre modéle
chronique et modele aigue sur la mesure de I'anxiété par I'OF (passé en zone centrale
inférieure). Concernant I'atteinte cognitive, il est rapporté une interaction moindre avec le

nouvel objet chez les souris DSS dans le test du NO. L’équipe de Matisz et al en 2020 (260)
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mettent en évidence une différence entre le modeéle aigue et chronique sur les tests NO et NF
entre modele chronique et modeéle aigué. Il est aussi rapporté que les souris du modele
chronique ont des résultats se rapprochant des souris témoins sans DSS, laissant supposer des
mécanismes d’adaptation cérébrale a I'inflammation chronique intestinale. Les différences de
résultats entre ces études encouragent a multiplier les études sur un modéle chronique d’une
part, mais aussi sur des groupes comportant les deux sexes car ces études n’ont utilisées que
des souris males (262).

Pour le test de I'EPM, il est retrouvé une différence significative lors de la phase aigué
du 1°" cycle en faveur des souris sans DSS sur la distance totale parcourue et le nombre
d’entrées dans les bras fermés. Ceci est interprétable comme une baisse de I'activité chez les
souris DSS, sans pour autant d’atteinte anxieuse. Ce résultat est cependant peut relevant car
non retrouveé sur les autres tests. Les données de la littérature font état d’'une diminution du
nombre d’entrée et du temps passé dans le bras ouvert chez le groupe DSS, ce qui serait en
faveur d’une majoration de I'état anxieux (262,273).

Pour le test LDB, on observe une majoration significative lors de la phase de rémission
du 1°¢" et 3°™e cycle sur le temps passé en chambre lumineuse, pour I'ensemble de la
population de souris DSS. Ceci indiquerait une moindre anxiété que les souris sans colite
inflammatoire en phase de rémission, ce qui ne fait pas sens cliniquement. Ce test est biaisé
du fait d’une intensité lumineuse de notre chambre lumineuse inférieure a ce qui peut étre
retrouvé dans d’autres études (210-220 lux contre >350 lux) (266).

Pour le test de I’AP nous retrouvons un indice de préférence significativement plus
important lors de la phase de sociabilisation du 1 cycle en phase aigué chez les souris avec
DSS. L'existence d’une différence sur une seule phase ne permet aucune interprétation.
Devant les résultats aberrants, nous avons consulté l'avis de spécialistes de I'étude
comportementale (Dr S. Rabot INRAE Jouy-en-Josas). Il est alors révélé que notre étude
comportementale présente de nombreux biais sur I'exécution des tests. En effet, I'horaire de
passation des tests a une trés grande importance. Pour les besoins logistiques de notre étude,
les tests se sont déroulés de 9h a 18h, ce qui représente une plage trop ample, responsable
de variabilité entre les groupes trés importante. |l est nécessaire de plutot réaliser les tests
entre 10h et 15h, pour respecter le cycle de la corticostérone chez les animaux. Aussi, le temps

d’habituation pré tests de 30 minutes nous a été rapporté comme insuffisant et doit étre
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préférentiellement de 2 heures. Certains parametres d’analyses sur le logiciel doivent étre
repris, I'entrée dans une zone doit étre comptée lors du passage des 4 pattes de I'animal dans
la zone. Sur I'EPM, il doit étre compté le nombre de dépassement de la téte du bras, et le
nombre d’entrée dans le fond du bras du labyrinthe. Concernant I’éclairement des dispositifs,
il était insuffisant dans les zones le nécessitant (500 lux demandés, contre 300 lux dans notre
étude). Pour améliorer cela, une structure a intensité d’éclairement variable a été ajoutée a
la plateforme d’expérimentation. Nous nous sommes particulierement intéressés aux
techniques de nettoyage et aux produits utilisés. En effet ceux-ci peuvent induire des biais par
les éléments olfactifs laissés sur le matériel. Il nous a aussi été rapporté que les éléments tel
gue les odeurs de vétements peuvent induire des biais comportementaux chez les animaux.
L'utilisation de I'’eau permet de diluer les odeurs et non de les éliminer, mais I'utilisation de
I'alcool dénaturé laisse une odeur s’il ne s’est pas totalement évaporé. Il sera essayé
prochainement un lavage a I’eau oxygénée pour en évaluer I'efficacité. Il est aussi rapporté
qgue l'absence d’odeur aprés le lavage peut entrainer un stress supplémentaire pour les
animaux lors du test. Il nous a aussi été conseillé de réduire le nombre de tests, pour se
focaliser sur une dimension et de reproduire les séquences en changeant la dimension

mesurée selon les mémes conditions d’expérimentation.

6. Conclusion

Cette étude représente une premiére initiative d’investigation de données
comportementales dans un modéle de maladie inflammatoire de I'intestin. La validation de
ces études permettra ensuite de pouvoir étudier 'impact comportemental de modification de
I’écologie intestinale par des agents pré-probiotiques ou par transfert de microbiote fécal sur
des modeles de colite. La mise en évidence de modifications comportementales permettra

aussi de pouvoir identifier des cibles physiopathologiques dans ces modeéles.
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[Il. Discussion

A. Problématique physiopathologique des troubles psychiatriques

Les troubles psychiatriques sont un probléme majeur de santé publique dont
I'incidence globale est en augmentation. Les innovations dans le champ diagnostic et
thérapeutique en psychiatrie sont peu nombreuses. Ceci est en grande partie d( a la faible
considération apportée aux troubles mentaux, (que la pandémie a en partie modifié), mais
aussi par des politiques scientifiques non dédiées (274). Actuellement, le diagnostic de trouble
psychiatriqgue est basé sur l'agrégation d’'un faisceau de symptomes reposant sur des
associations statistiques et de probabilité. La démarche nosographique s’est attachée a
regrouper sous une catégorie diagnostique le plus grand nombre de personnes partageant des
caractéristiques communes, et dont [I'efficacité d’un traitement est prévisible par
I’appartenance a cette catégorie. Cette démarche restreint massivement la complexité des
troubles psychiatriques (275). Il existe de nombreux échecs thérapeutiques du fait de
catégories nosographiques imprécises, avec des recommandations de traitement tres larges,
ne ciblant pas ou seulement en partie les phénomeénes physiopathologiques. C'est récemment
gue les hypothéses physiopathologiques neuro-inflammatoires apportent un nouvel espoir en
psychiatrie (276). En effet, le diagnostic d’une étiologie inflammatoire a la symptomatologie
présentée par le patient permet d’apporter une réponse thérapeutique ciblée, sur le
mécanisme physiopathologique, et ainsi augmenter les chances de succes du traitement. Les
données sont actuellement le plus avancées dans la dépression. Aujourd’hui, le Ml s’invite
dans le champs de la recherche en psychiatrie suite aux résultats d’études d’associations entre
dysbiose et maladie mentale (277).

Nous avons souhaité nous inscrire dans cette dynamique actuelle en étudiant le réle
du systeme immunitaire intestinal au sein de I'axe MIC dans les symptémes psycho-
comportementaux.

Pour cela nous avons choisi en premier lieu d’étudier I’AM comme pathologie mentale
modele d’étude de I'axe MIC. La premiére étape a consisté a comprendre les caractéristiques
du systeme immunitaire, en se concentrant sur les marqueurs immunitaires associé a

I'intestin, dans une cohorte de patientes anorexiques.
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B. Caractéristiques immunitaires de I'anorexie mentale

Notre premiére revue de la littérature sur les données immunologiques existantes
dans I' AM (11) a permis de mettre en évidence une lacune de connaissance du statut
immunitaire dans cette pathologie. Notre premiére initiative scientifique a donc été de
répondre a ce manque. L'étude ANOREXMAIT a mis en évidence des résultats contradictoires
avec la littérature (253). Cette étude est la premieére a caractériser les marqueurs
inflammatoires circulant de patientes présentant une AM chronique, associés au phénotypage
des lymphocytes circulants. Les méta-analyses portant sur les cytokines inflammatoires dans
I’AM ont mis en évidence une augmentation de I'IL-6, IL-1 et TNFa, mais dépendant de la
technique de dosage, et surtout du groupe patient. En effet, les groupes des études
présentent d’'une grande hétérogénéité, demandant des interprétations prudentes, méme sur
les résultats des méta-analyses. Notre cohorte de patientes chroniques (durée d’évolution de
la maladie supérieure a 5 ans) ne présente pas d’élévation des cytokines pro-inflammatoires
au niveau plasmatique. De maniere cohérente, I'étude des populations de lymphocytes a
montré une augmentation des lymphocytes T régulateurs circulants. Ces éléments sont en
faveur d’un climat de tolérance immunitaire. Cette premiére étude manque tout de méme de
puissance et présente une certaine hétérogénéité de la population étudiée. L’hypothese
initiale de notre étude étant la recherche d’une signature pro-inflammatoire, nos dosages de
médiateurs immunitaires circulant n’étaient pas centrés sur des molécules inductrices de
tolérance. Notre étude sur le phénotypage lymphocytaire n’avait encore jamais été réalisée
chez des patientes présentant une forme chronique de la maladie. La derniere étude en 2017
avait mis en évidence une élévation du pourcentage de lymphocytes T CD4* et des
lymphocytes B, et une diminution du pourcentage de lymphocytes CD8* et des cellules NK
chez les patientes anorexiques, présentant un BMI inférieur a 16 kg.m?, sans précision de la
durée d’évolution de la maladie, mais se présentant pour la premiére fois des soins (125).
Devant ces éléments, il apparait important de considérer la durée d’évolution de la maladie
comme un facteur important sur la caractéristique immunologique du trouble. Notre étude
bénéficierait d’étre reproduite avec une cohorte plus grande, et en comparant des groupes
de patientes aigués, chroniques court terme (2 ans de trouble) et chroniques long terme (5
ans de trouble), afin d’évaluer les modifications immunologiques évoluant au cours de la

maladie. La technique idéale d'étude du systeme immunitaire muqueux consiste en |'étude
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de biopsies intestinales et coliques, permettant de caractériser les cellules in situ a partir de
techniques immunohistochimiques, de transcriptomique in situ, de fluorescence in situ
hybridization (FISH). Malheureusement, les investigations endoscopiques digestives
présentent un risque important et ne font pas partie des soins de routine dans I’AM. De
maniére concomitante, il serait pertinent d’évaluer la neuroinflammation cérébrale par
tomographie par émission de positrons (TEP) ou résonnance magnétique. Concernant |'étude
immunologique il parait pertinent de reproduire les dosages de cytokines en choisissant un
panel adapté au temps de la maladie, c’est-a-dire un profil inflammatoire en phase aigué et
un profil tolérogene en phase chronique. La mesure des taux circulant d'immunoglobulines
semble aussi intéressante. Les Ig comportent des fonctions secondaires via leur liaison par leur
région constante a des récepteurs sur les effecteurs. L’isotype est important car entraine des
fonctions particulieres : phagocytose (IgG, IgA), transduction de signal intracellulaire (IgM, IgD,
IgE) et de facteurs nucléaires entrainant une polarisation inflammatoire ou anti-inflammatoire
des cellules. L’élévation de la concentration en IgA sérique chez les patientes AM, en phase
aigue évoquerait une réaction de défense possible contre la dysbiose intestinale en
installation. Des études montrant une diminution du taux circulant d’lIgG par rapport aux
sujets sains, font évoquer une réponse humorale non adaptée, car la phase aiglie est marquée
par une perméabilité intestinale excessive, entrainant une forte pénétration d’antigenes. Il
n’existe pas de donnée sur les Ig chez les patientes chroniques. Un taux abaissé ou normal
pourrait évoquer une tolérance anormale a la dysbiose. Les IgA sont fortement impliquées
dans le phénoméne de tolérance, notamment par leurs poly-réactivité: phénomene
permettant une tolérance d’antigénes au niveau taxonomique par une reconnaissance des
polyglycanes bactériens (278). Ces anticorps vont ainsi limiter la réponse inflammatoire contre
les microorganismes commensaux. Des phénomeénes pathologiques pourraient impliquer des
anomalies de poly-réactivité contre des bactéries clefs dans la régulation de Ia
neuroinflammation ou de fonctions cérébrales, soutenant le role de la dysbiose via le systéme
immunitaire muqueux dans les troubles du systéme nerveux central. Nos efforts pour
phénotyper précisément les cellules immunitaires présentant des marqueurs d’adressages
vers l'intestin n'ont pas permis de mesurer leur fréquence et surtout de mettre en évidence
des différences avec le groupe témoin. Malheureusement il n’est éthiquement pas

raisonnable d’envisager des études sur des biopsies intestinales. Le recours a d’autres
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marqueurs et, techniquement, a un panel de marquage spécifique pour I'étude des
populations intestinales en cytométrie pourraient améliorer la qualité des résultats.

Notre caractérisation du systéme immunitaire intestinal chez les patientes
anorexiques reste cependant préliminaire. Au sein de I’ensemble de [I'effort de
compréhension global de la physiopathologie de I’AM, I'immunologie intestinale permet de
faire le lien avec la dysbiose intestinale caractéristique de '’AM et les symptémes psycho-
comportementaux. L'étude de I'effet de la dysbiose intestinale de I'AM sur la physiologie
intestinale et le fonctionnement cérébral nécessite de recourir a des modeles d’étude pour

des raisons éthiques mais aussi techniques.

C. Modeéle d’étude de I’axe microbiote-intestin-cerveau

1. Modeéle in vivo

L’étude de I'impact de la dysbiose sur I'organisme nécessite I'implantation des micro-
organismes au sein d’un modéle complexe pour I'étude a I'échelle du comportement et du
fonctionnement de I'axe MIC (145). Notre étude est la quatriéeme a avoir mis en ceuvre un
transfert de MI issue de patientes anorexiques dans des modeles de souris axéniques
(146,147,279). Les conclusions de notre étude montrent une influence de la dysbiose sur le
comportement anxieux, mais non sur la résignation dépressive. La précédente étude a aussi
montré une majoration des comportements anxieux chez les descendantes femelles de 1
génération de parents ayant recu le transfert de Ml issu des patientes anorexiques (146).
L'ensemble des résultats concernant la prise de poids ne sont pas concordants, deux d'entre
eux vont dans le sens d'une moindre capacité a tirer profit de la consommation d'aliments
(146,279), alors qu’une autre étude n'a pas montré de différence de gain de poids pour les
souris ayant recu le transfert (147). Notre étude a permis pour la premiére fois de caractériser
le retentissement sur la physiologie globale du modeéle. Ces résultats sont les premiers a
montrer que I'implantation de la dysbiose a induit une inflammation au niveau plasmatique,
associé a une baisse de la réserve folliculaire et a une augmentation de la taille des
hépatocytes. Les résultats concernant les entéro-hormones, le phénotypage lymphocytaire et
la perméabilité intestinale n’ont pas montré de différence entre les groupes. L’ensemble des
études montrent une tres bonne stabilité et implantation du MI humain a I'écosysteme
intestinal des souris. Ces éléments sont en faveur d’une transmission de marqueurs de I'AM
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via le MI des patientes, mettant potentiellement en jeu le systeme immunitaire et une
inflammation ayant modifiée le comportement. Malheureusement, la période d’observation
(4 semaines) et de colonisation (4 semaines) est courte, ce qui peut limiter I'installation de
mécanismes physiopathologiques entrainant d’autres symptomes spécifiques de I'AM,
comme la restriction quantitative de la prise alimentaire (en lien avec I'absence de
modification des entéro-hormones) et les symptomes dépressifs, pouvant étre liés a une
chronicité des symptomes anxieux. Le modele murin par transfert de microbiote fécal semble
donc valider le retentissement spécifique de la dysbiose a court terme sur la physiologie.
L'étude métabolomique de notre modeéle permettrait de comprendre les implications du MI
altéré des patientes AM sur la muqueuse intestinale et le systéme immunitaire, et
comprendre quels sont les métabolites pouvant emprunter la voie endocrinienne de I'axe MIC
pour atteindre le cerveau. Le design de notre étude ne permet pas de mesurer le symptome
important de modification de la qualité de la prise alimentaire qui peut entrainer de lourdes
conséquences sur la trophicité, la spécificité du microbiote mais aussi sur les métabolites
produits et donc de la physiologie du sujet. Il apparait donc essentiel de reproduire cette
expérience de modélisation, en allant plus profondément dans le design. Afin de compléter
les données physiopathologiques, les futures études devront comparer le transfert de
microbiote de patientes anorexiques aigués et le M| de patientes anorexiques chroniques, et
étudier les différences de retentissement physiologique et comportemental chez I'animal.
L'étude de la préférence alimentaire pourra étre faite grace a la proposition de différentes
sources d'aliments enrichis ou appauvris en certains groupes de nutriments. En effet il a été
démontré chez un modele de drosophiles gnotobiotiques que la modification du Ml module
la préférence alimentaire durant la croissance (280). De plus il semble nécessaire de pouvoir
observer les animaux pendant des périodes plus longues et de pouvoir proposer plusieurs
sessions d'évaluation comportementale afin d'étudier la cinétique d'installation des
symptomes. La répétition de cycles de transfert de microbiote pathologique pourrait
permettre d’étudier |'effet de renforcement de la dysbiose, dans un but de mimer des
rechutes de la maladie. Ceci permettant d’étudier les conséquences physiologiques a long
terme, mais aussi la réaction de I'écosystéme bactérien afin de comprendre si cela influence
la dysbiose. Sur le plan des analyses physiologiques, il est nécessaire de faire des études a

plusieurs temps, afin d'étudier la cinétique d'apparition de symptomes endocriniens. Au
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niveau immunologique, il semble important de caractériser le systeme immunitaire muqueux
initialement chez les souris axéniques, et d’en suivre I'évolution suivant le transfert. De méme
pour la cinétique des marqueurs plasmatiques d'inflammation. La confrontation des résultats
avec l'apparition de symptémes endocriniens ou psycho comportementaux permettra
d’apporter des arguments pour un réle du Ml et du systeme immunitaire intestinal dans la
physiopathologie des troubles. En effet, chez I'animal, il sera aussi possible d’étudier les
structures cérébrales atteintes, voire d’en contrbler I'activité par des techniques de
stimulations intracérébrales. La modélisation par transfert de microbiote fécal nécessite
encore des étapes de validation mais pourrait remplacer les modéles actuels (génétiques ou
ABA) et constituer un modeéle de choix pour I'étude physiopathologique de cette maladie. La
validation de ce modeéle entrainera ensuite la possibilité de développer des traitements
spécifiques et ciblés en direction du Ml et du systéme immunitaire pour répondre aux besoins
actuels des patients. En effet actuellement la littérature ne permet pas d'identifier

précisément des cibles thérapeutiques au niveau microbiologique ou immunitaire (9).

2. Modeéle in vitro

L'étude de l'axe MIC nécessite de comprendre mécanistiquement les interactions
entre I'hote et les microbes. Du fait de la grande complexité des interactions au sein de ces
phénomeénes physiologiques, mais aussi la limitation évidente des modeles animaux a
reproduire les particularités humaines, il est nécessaire de recourir a des modéles in vitro. Les
organoides et les organes sur puce a partir de lignées cellulaires humaines ou de cellules
primaires humaines représentent les technologies les plus avancées, et celles prenant en
compte au mieux la complexité des interactions par leur reproduction de |’organisation
tissulaire tridimensionnelle (281). Cependant, malgré les fonctions physiologiques reproduites
comme les capacités d’absorption et de sécrétion pour le modele intestinal, il manque des
dimensions clefs. Il est principalement noté I'absence de tissu conjonctif, vascularisation,
coculture de cellules complexes (neurones, cellules immunitaires). Ces méthodes demandent
des équipements particuliers (bioréacteurs pour les organoides de cerveau), et présentent
surtout un co(t actuellement trés important (facteurs de croissance, matrices de culture,
cellules souches pluripotentes). De plus, la reproductibilité des organoides et des résultats est
tres difficile a garantir. Ceci du fait de la libre organisation du tissu et de ses interactions, et

de la faible durée de vie des structures cellulaires, de I'ordre d’'une semaine, entravant de fait
212



la bonne maturation des cellules (282). Des initiatives de modélisation de I'axe MIC ont
recours au technologie microfluidique et a des compartiments de cultures de différents types
cellulaires. L’objectif étant de recréer la communication par voie circulante des médiateurs
entre les tissus (283). Les technologies de modélisation de culture intestinale se sont
largement développées avec une complexification des modeles incluant les structures
villositaires, le mucus, I'anaérobie, le péristaltisme et la culture de micro-organismes. Des
dispositifs de culture associant en 3 dimensions des membranes, permettant d’isoler un
compartiment fluidique, avec d’une part des cellules nerveuses et de I'autre des cellules
intestinales constituent le modéle simple de la neuroendocrine de I'axe MIC. Depuis, les
modeles de voies neuroendocrines se complexifient afin d’étudier la transmission de
messagers biologiques (284). De nombreux espoirs reposent sur la modélisation des barriéres
a partir des cellules humaines pluripotentes, différenciées en type cellulaire d’intérét in vitro.
De plus les études développant une co-culture permettront d’étudier l'impact de la
colonisation bactérienne sur la différenciation des différentes lignées tissulaires.(285).
L'existence d'unités cellulaires neuro-immunologiques apparait comme un phénomeéne
essentiel au sein de I'axe MIC pour sa voie nerveuse. Ceci donne au systéme immunitaire
intestinal un role clé dans la transmission de messages a haute vitesse entre le Ml et le
systeme nerveux central (286,287). En complément des efforts concentrés sur la
compréhension de la voie endocrinienne de I'axe MIC, nous avons souhaité développer un
dispositif in vitro de modélisation de la voie nerveuse afin de mieux comprendre les
phénoménes biologiques la constituant et ainsi proposer des approches de modulation. Notre
étude préliminaire a permis de mettre en évidence la possibilité de transmission d’un signal
inflammatoire par des cellules dendritiques au sein d’une culture de neurones
glutamatergiques grace a la technologie de mesure électrophysiologique couplé a la
technologie microfluidique. S’agissant d’'une premiére initiative de modélisation d’unité
neuro-immunologique, notre étude présente plusieurs limites importantes. En premier lieu,
seul des cellules dendritiques ont été utilisées. Il est nécessaire de reproduire notre étude en
utilisant d’autres types de cellules imminutaires impliqués dans la voie nerveuse
physiologique. Les prochaines étapes envisagées sont la co-culture de cellules mastocytaires :
étant fortement associées aux fibres nerveuses au niveau muqueux (288), et de cellules

épithéliales, représentant des sentinelles pour capter les signaux de dangers, certaines
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comportant un neuropod relié aux fibres afférentes (209). Enfin, nous souhaitons incorporer
une composante adaptative par I'étude de lymphocytes différenciés en T auxiliaires et
régulateurs, et de cellules lymphoides innées de type ILC2, ayant été retrouvés impliquées
dans une boucle de régulation neuro-immunologique (204). Les neurones glutamatergiques
ont été choisis pour leur implication dans le contingent afférent des fibres du nerf vague (289).
Il sera nécessaire de reproduire les conditions avec de nouveaux types de neurones
notamment a acétylcholine, contingent majeur du SNE. Ce premier dispositif comprenait 3
chambres pour les besoins du modeéle. L’ajout de nouvelles chambres permettra d’enrichir le
modéle avec d’autres acteurs de I'axe, comme des cellules microgliales et des neurones des
noyaux centraux du nerf vague, mais aussi de bactéries pour construire la voie nerveuse de
I'axe MIC complet. Le développement de ce type de modeéle permettra I'étude de la
modulation de la voie nerveuse de I'axe MIC grace a plusieurs axes thérapeutiques. La
possibilité d’ajouter des micro-organismes permettra de mesurer I'effet d’agent probiotiques,
d’écosystémes bactériens pour transfert de microbiote. Enfin, en cultivant des micro-
organismes identifiés dans le Ml de patients, il pourra étre possible de comprendre I'effet
biologique et les voies cellulaires impliquées dans la voie nerveuse de I'axe MIC.

Ces modeéles d’étude d’impact de la dysbiose et de l'unité neuro-immunologique
peuvent aussi permettre de comprendre le retentissement du Ml et des particularités

immunologiques identifiées dans des pathologies inflammatoires chroniques.

D.  Caractéristiques psycho-comportementales dans les pathologies
inflammatoires

Les maladies inflammatoires dont la physiopathologie implique le systéme
immunitaire présentent fréquemment des symptomes psycho-comportementaux. Les
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin présentent une trés forte comorbidité de
troubles dépressifs et de troubles anxieux (290). Les patients se plaignent particulierement de
fatigue persistante méme a I'état de quiescence de la maladie. Ceci est responsable d’un
important handicap fonctionnel et altére fortement la qualité de vie des patients (291). Cette
fatigue apparait aussi résistante aux traitements ciblant l'inflammation et le systéme
immunitaire, mais aussi aux molécules psychotropes (292). Afin d’apporter une réponse

thérapeutique, il est nécessaire de connaitre précisément la symptomatologie présentée par
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les patients, et d’en identifier les mécanismes biologiques sous jacent. Dans ce but, nous avons
mis en ceuvre I'étude MICMOTIV de caractérisation psychométrique de la fatigue dans une
population de patients souffrant de MICI en rémission. L’expérience de fatigue reléve de deux
dimensions : physique et mentale. Les réponses aux auto-questionnaires de notre étude ont
rapporté une plus grande présence de fatigue mentale, non associée a la présence d’'un
syndrome anxieux ou dépressif. Cette information importante d’absence de syndrome
psychiatrique est suffisante pour guider le diagnostic vers un trouble spécifique et résistant
aux thérapeutiques psychotropes. Cela laisse imaginer un mécanisme biologique spécifique
pour cette fatigue mentale ressentie, ne correspondant pas a ceux de la dépression classique.
La caractérisation de I'expérience mentale des patients releve une aboulie. Ce symptéme
transnosographique appartient aux altérations des systémes de valences positives, relié
majoritairement aux fonctions cognitives motivationnelles et aux structures cérébrales du
circuit de la récompense et des fonctions autonomes (293). Notre étude a tenté de
caractériser la motivation dans notre population. Malheureusement, I'outil choisi s’est
montré inadapté a I'objectif et n’a donc pas permis de mettre en évidence de résultats
pertinents. Notre étude n’ayant considérée que des patients atteints de MICI, il semble
important de pouvoir étendre les évaluations a d’autres pathologies a médiation
immunologique et dont les patients font aussi I’expérience de fatigue. La reproduction, ou la
diversité des symptomes dans des troubles comme le lupus érythémateux disséminé ou le
syndrome de Sjogren, permettrait de mettre en lien des phénomeénes immunopathologiques
différents avec des atteintes de structures cérébrales identiques associées a des symptomes
psycho-comportementaux. Les prochaines études devront aussi intégrer des patients
présentant des troubles psychiatriques, permettant de confronter les différences ou
similarités des symptémes. Les limites de notre étude ont aussi mis en évidence I'importance
du choix des échelles psychométriques. En effet, il apparait important d’exposer les sujets a
plusieurs échelles évaluant les mémes symptomes ou domaines, afin de renforcer la valeur de
I’évaluation. Pour de poursuivre la caractérisation des symptomes psycho comportementaux,
il est nécessaire d'utiliser des techniques de neuropsychologie. Les mesures psychométriques
des tests neuropsychologiques permettent une grande précision, et sont en lien avec des
fonctions cognitives et des structures cérébrales identifiées. Ce niveau de précision est

essentiel afin de cibler les objectifs de recherche des mécanismes biologiques a I'origine des
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symptomes psycho comportementaux. L'identification des structures cérébrales impliquées
dans ce symptome devra aussi avoir recours a I'imagerie fonctionnelle de connectivité (294)
et aux potentiels évoqués cognitifs comme précédemment réalisée dans les MICI (295). Les
informations concernant les structures cérébrales impliquées dans les symptomes psycho
comportementaux permettent aussi de rendre la modélisation animale plus pertinente. En
effet, les comportements ne sont évidemment pas similaires entre I'humain et les principaux
animaux utilisés comme modele, ceci représentant une limite importante en expérimentation.
Cependant, I'identification et la reproduction par modélisation des altérations des structures
cérébrales impliquées dans certains phénomeénes pathologiques peuvent permettre
d'identifier la traduction comportementale a observer chez I'animal. Ces initiatives s'inscrivent
donc aussi dans la progression de la recherche comportementale chez l'animal. La
compréhension des symptomes psycho-comportementaux dans les MICls par l'identification
des structures impliquées dans ces phénomeénes permet d'interroger le role du systeme
immunitaire muqueux dans la physiopathologie cérébrale, pour des pathologies impliquant

fortement le Ml et le systéme immunitaire.

E. Modéle d’étude de I'inflammation intestinale sur le comportement

La modélisation animale est encore une technique expérimentale indispensable pour
dépasser les limites de la recherche chez I'humain. Nous avons choisi un modéle de colite
inflammatoire chronique afin d'étudier, par un panel de tests, le retentissement
comportemental de I'inflammation muqueuse intestinale. En premier lieu, nous avons réussi
a construire un modeéle de colite inflammatoire chronique chez la souris, par exposition
successive de périodes d'exposition au DSS, puis de rémission. L'originalité de notre protocole
réside dans la succession de 3 cycles avec pour chacun une évaluation comportementale lors
de la phase aigué, puis lors de la phase de rémission. Cette étude est la premiere étude
comportementale mise en place au sein du laboratoire, grace a I'acquisition d’une plateforme
d’étude comportementale par vidéotracking. Malheureusement, notre protocole MICICOMP,
du fait de nombreux biais associés a notre inexpérience en analyse comportementale, n’a pas
mis en évidence de résultats sur le comportement des souris avec une colite inflammatoire
chronique. La recherche bibliographigue associée aux résultats aberrants que nous avons pu

constater dans notre étude, nous a permis d’identifier les lacunes concernant la précision des
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protocoles comportementaux utilisés. En effet de nombreuses études ne précisent pas les
conditions expérimentales des tests de comportement. Ceci représente une limite importante
pour la reproductibilité et la comparaison des résultats. En effet nous avons pu constater lors
de notre étude que les conditions expérimentales lors des tests sont absolument
déterminantes pour la qualité des résultats (temps d'acclimatation, réglages du logiciel de
vidéotracking, température de la piece, bruits environnants, agent de nettoyage des
dispositifs expérimentaux). Ce premier protocole nous permet d'envisager les prochaines
études avec plus de robustesse. Les prochains protocoles concerneront des tests
comportementaux évoluant les dimensions comportementales sous des angles
complémentaires, mais aussi des études biologiques sur I'axe MIC des animaux. L’étude ciblée
de I'encéphale des animaux, fort des connaissances acquises grace aux études cliniques,
permettra de rechercher I'impact au niveau cérébral de I'inflammation muqueuse. Un intérét
particulier devra étre apporté aux structures du circuit de la récompenses d’un point de vue
biologique, mais aussi d’'un point de vue fonctionnel en croisant les études avec des modeles
d’addiction. Actuellement, une discussion est en cours avec |'équipe de recherche en
addictologie de l'université de St Etienne afin d’identifier des liens au sein du domaine
« valence positive », dont I'aboulie est un des symptomes et dont I'addiction est une des
pathologies. La validation de notre modele permet d’ouvrir des possibilités de compréhension
du réle du systéme immunitaire intestinal dans les troubles psycho-comportementaux, mais
aussi de challenger des stratégies d’intervention thérapeutique. En effet le modeéle in vivo,
avec des cibles identifiées au niveau cérébral et comportemental, devra faire I'objet d’étude
d’effet de stratégies thérapeutiques par la modulation du MI : prébiotiques, probiotiques,
greffe de microbiote fécal, mais aussi d’'immuno-modulation par des médicaments anti-
inflammatoires, de molécules biologiques inhibitrices du systeme immunitaire, permettant de
comprendre leur efficacité, mais aussi la raison de leur échec a entraver les conséquences

psycho-comportementaux de I'inflammation colique chronique.

F. Perspectives

Les efforts engagés durant cette these apportent des éléments de réponse a la
recherche d’implication du systéme immunitaire muqueux intestinal au sein de I'axe MIC dans

la physiopathologie des symptémes psycho comportementaux.
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L’ensemble des travaux ont permis de mettre en lumiére d’importantes limites dans
les domaines de recherche en psychiatrie et dans le domaine de I’AM. La revue de la littérature
réalisée pour ces travaux de thése met en évidence une trés grande difficulté pour comparer
les études cliniques sur des populations de patients AM car les groupes de sujets étudiés
souffrent d’une hétérogénéité trop importante. Il apparait trés fréqguemment que les sujets
recrutés doivent avoir recu un diagnostic d’AM par un clinicien, mais seulement parfois en
atteignant un score valide aux échelles de diagnostic et de dépistage couramment utilisées
(EDE-Q, DEB-Q, EDI-II), et avoir un IMC inférieur a 17 Kg/m? (111,119,296,297). Ces critéres ne
peuvent faire état de la diversité des patients souffrant d’AM, et donc de la complexité de la
physiopathologie sous jacente. En effet, le champs de I’AM souffre de définitions avec une
pauvre spécificité comme le rapporte la trés récente étude de l'institut des troubles des
conduites alimentaires d’Australie (33) mettant en évidence les divergences sur les évolutions
des troubles : rémission, rechute, guérison ; mais aussi des définitions en terme de durée,
d’intensité de symptomatologie, de retentissement biologique, types de traitement ; et d’'une
hétérogénéité des mesures considérable. Enfin, les diagnostics sont aussi sujets a une
hétérogénéité car les symptomes sont croisés avec d’autres troubles mentaux, et peuvent
évoluer au cours de la maladie.

Les futures études s’intéressant a I’AM devraient considérer I'approche novatrice
RDoCs (Research Domain Criterias, 2009) de recherche en psychiatrie a I'initiative du National
Institut of Mental Health (NIMH) américain. Jusqu’a aujourd’hui, les classifications
catégorielles (DSM-5 et CIM-10), développées initialement pour la recherche en psychiatrie,
et désormais largement utilisées pour le diagnostic clinique des troubles mentaux, servent de
référence. Elles se basent sur 'observation de symptémes, reposant principalement sur les
manifestations des patients, la concomitance de symptomes et de conséquences sur la vie du
sujet. De nombreux symptomes comme I'anxiété, I'aboulie ou le ralentissement sont associés
a plusieurs troubles psychiatriques. Ils peuvent également étre variables en intensité et en
gualité au sein d’'une méme catégorie diagnostique. L’approche catégorielle rend difficile et
limitée la spécificité des découvertes car la pluralité des pathologies pour un symptome ne
garantit pas un unique phénomeéne biologique. Les connaissances actuelles en psychiatrie
permettent de considérer que les maladies mentales sont sous tendues par deux

composantes physiopathologiques : neurodéveloppementales et environnementales.
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L'innovation liée aux RDoCs, consiste a appréhender la maladie mentale dans toute sa
complexité, et permet d’étudier les symptomes du sujet selon un domaine de fonctions
cérébrales, avec 'ensemble des facteurs causaux pouvant altérer ce domaine. Le projet RDoCs
propose de baser la recherche sur les phénomeénes biologiques ayant pour expression les
symptdmes en s’amendant des catégories diagnostiques a la faveur d’une approche
dimensionnelle.

Les domaines regroupent des symptémes mobilisant des circuits neurobiologiques
communs : les systemes de valence négative (anxiété, peur), les systemes de valence positive
(systéme de récompense), les systémes de la cognition, les systémes liés aux processus
sociaux, et les systémes d’éveil et de modulation. Chaque domaine peut étre étudié sous
différentes facettes : génétique, moléculaire, cellulaire, de neuroconnectivité, physiologique,
comportementale, et fonctionnelle (298). Nous souhaitons ajouter a ces unités celle des
micro-organismes, apparaissant essentiel au systeme nerveux et évidemment grace aux
données scientifiques acquises sur I'association du Ml dans les troubles psychiatriques. Le
projet défini ainsi une matrice bidimensionnelle d’analyse des manifestations des maladies
mentales avec des colonnes, correspondant aux unités d’analyses : pour les génes, molécules,
cellules, activités de circuits neurologiques, parametres physiologiques, comportements et
vécus personnels, qui sont évalués au cours des études. Les lignes sont constituées des
domaines « construits théoriques » qui sont évaluables par des tests standardisés.
L'intersection correspond a une association entre le phénomene analysé et identifié et le
construit étudié. Les études expérimentales permettent de renseigner les mécanismes
biologiques des symptdmes et de relier les mesures les unes aux autres pour atteindre une
compréhension transversale des dimensions étudiées (299).

La démarche de cette these integre la philosophie RDoCs (Figure 11), et propose des
initiatives pour caractériser le réle du systeme immunitaire intestinal comme substrat
physiopathologique pour les symptémes psycho-comportementaux. L'apport de preuve de
I'intégration au niveau centrale d’information issue de I’écosystéme intestinal constituera la
découverte d’un 7¢™e sens comme le présente J. Kipnis (300), et la validation de la théorie de
I’'holobionte, faisant du MI un organe commensal du corps humain pour former un

écosystéme unique (301).
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Les différents protocoles engagés ont permis de construire des modeles in vitro et in
vivo pour les études de compréhension des phénomeénes physiopathologiques que les études
cliniques ont mis en lumiere. L'AM semble présenter deux phases, associées a des statuts
immunitaires différents, dépendant du stade du trouble. La phase aigué apparait associée a
une inflammation, alors que la phase chronique semble associée a une tolérance excessive.
La dysbiose associée aux phases aigués et états séveres de la maladie entraine une
inflammation comme retrouvés dans les principales études recrutant des patientes
présentant une maladie d’évolution courte. Les modeles construits permettront d’identifier si

le Ml de patientes présentant une AM chronique est associé a I'induction d’une tolérance, et

Symptomes
psycho-
comportementaux

physiologie

Fonctions
cognitives
T

o

micro-organismes

expérience

comportement

CONTEXTE

Figure 11: Conceptualisation graphique du modéle RDoC du NIMH. Description des domaines de
compétences, des unités d’études correspondant a la matrice RDoCs de conceptualisation des symptomes
psycho-comportementaux. Valence positive : systeme de récompenses, motivation, habitudes. Valence
négative : anxiété, peur, perte, frustration. Processus sociaux : attachement, communication non verbale,
perception de soi et des autres. Fonctions cognitives : attention, sensorialité, mémoires, controle, langage.

Activation : éveil, rythmes biologiques, sommeil. Created with BioRender.com
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dans quelle mesure linflammation intestinale est capable d’entrainer des troubles
comportementaux par sa transmission au tissu nerveux, par voie endocrine ou nerveuse.
Certaines formes de troubles mentaux pourraient étre associés a une signature
immunologique. Sur la base de nos résultats de recherche, la réalisation par un examen
sanguin, combinant technique de quantification de marqueurs inflammatoires et de
phénotypages lymphocytaires par cytométrie de flux, pourrait permettre le monitoring de la
chronicisation de I’AM. Le passage d’un statut pro-inflammatoire, marquant la phase aigue de

la maladie avec des dosages de cytokines IL-1, IL-6, TNF-a élevés, vers une absence de

L7

Symptémes psycho-

comportementaux
résistant
Recherche de signature  Bilan pronostic  Recherche de marqueurs
immuno-inflammatoire microbiologiques

.:-5'.:::‘". i-}x;“
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immuno-modulation 7 modulation du microbiote
2 q nutrition
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microbiote fécal

régulation neuro-inflammation

Figure 12 : Proposition de réflexion d’intégration de I’hypothése neuro-inflammatoire dans la prise

en charge des symptomes psycho-comportementaux résistants. Created with Biorender.com

marqueurs d’inflammation associé a une signature lymphocytaire pro-tolérogéne,
concordante avec une dysbiose persistante marquera la nécessité d’un traitement ciblé pour
enrayer la chronicisation des symptémes (Figure 12).

L'avenir de la prise en charge psychiatrique pourrait donc intégrer le systéme
immunitaire et les micro-organismes intestinaux. Comme nous l'avons exposé, leur role

pourrait étre exploité dans un but diagnostic, pronostic et thérapeutique :
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Le dosage de marqueurs microbiologiques et immuno-inflammatoires pourrait
prendre place lors du bilan biologique initial devant une pathologie présentant des
symptdémes psycho comportementaux. En effet, il est de routine de pratiquer un bilan
biologique a visée de dépistage de pathologie thyroidienne devant un syndrome
dépressif, de recherche d'anomalie hydroélectrolytique ou infectieuse devant un
syndrome de confusion. L'identification d'une composante inflammatoire permettrait
d'associer des traitements ciblant le systéme immunitaire de maniére concomitante
aux antidépresseurs pour potentialiser leurs actions comme cela a déja été démontré
(20). Devant une symptomatologie psycho-comportementale résistante au traitement
recommandés et habituels, une investigation en profondeur au niveau biologique
prend tout son intérét. La résistance au traitement pourrait simplement étre expliquée
par un désordre microbiologique intestinal, une élévation des marqueurs de neuro-
inflammation au niveau plasmatique ou dans le liquide céphalo-rachidien. Associé aux
examens d'imagerie, I'authentification d'une neuro-inflammation au niveau des zones
cérébrales reliées aux symptémes psycho-comportementaux permettra d'expliquer la

résistance aux traitements mais aussi de donner un espoir thérapeutique.

Il apparait alors que les marqueurs immuno-inflammatoires et microbiologiques
peuvent avoir une portée pronostique. En effet, devant des troubles résistants, la
connaissance d'une composante immuno-inflammatoire associée ou d'un désordre
microbiologique, permet de classer le malade dans une catégorie étiologique plus
spécifique. Le pronostic sera alors modifié car dépendant de la proposition d'un
traitement ciblé sur le MI et sur le systtme immunitaire. La connaissance de ces
éléments améliore donc le pronostic de troubles chronique, car résistant aux

thérapeutiques classiques, dont la cible n’est pas I'étiologie principale.

Ces éléments pourraient donc s'intégrer pleinement a la prise en charge des troubles
psycho-comportementaux. Selon la cible identifiée lors de la premiere démarche
d'identification diagnostic et pronostic, il pourra étre proposé des médicaments a visée
anti-inflammatoires de type anti-inflammatoire non stéroidien en co-thérapie. Pour
limiter I'entretien d'une inflammation d'origine auto-immune, des traitements par

anticorps monoclonaux développés sur des cibles bloquant la physiologie immunitaire
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et neuro inflammatoire (adhésion au vaisseau de la barriere hémato-encéphalique,
ciblée sur la microglie). Enfin, dans une recherche d'immuno-modulation, le systéme
digestif et le MI représente des cibles de choix. Les stratégies nutritionnelles et
probiotiques pourront étre proposées (enrichissement alimentaire en tryptophane, en
acide gras oméga-3, enrichissement en fibres complexes : inuline). Les stratégies
probiotiques consistent en un apport de bactéries productrices d'AGCC. Le
développement de probiotiques de nouvelles générations, identifiés a partir de Ml
humain, et permettant de soutenir I'implantation d'autres souches bactériennes au
sein de l'environnement intestinale, ou la production de métabolites d’intérét
physiologique, constitue aussi une voie importante de développement. Enfin, I'espoir
de traitement des patients pourrait résider dans la modification profonde I'écosysteme
intestinal par l'intermédiaire d'un transfert de microbiote fécal. Cette technique est
actuellement en développement dans les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin dans un but de restaurer un écosystéme favorable a une immuno-

modulation.

Il reste encore de nombreuses études a mener notamment pour identifier ce qui doit étre
considéré comme un bon écosystéme, ainsi que sur la sécurité de ces traitements. La
poursuite des recherches en physiopathologie des troubles mentaux permettra I'identification

de cibles interventionnelles.
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V. Conclusion

La santé mentale concentre des intéréts grandissants, dépassant le champ de la
science et de la médecine. En effet, la crise sanitaire mondiale a mis en évidence I'importance
de considérer le bien étre psychique comme une dimension centrale pour le role de chacun
dans la société.

Pour répondre aux enjeux actuels en santé mentale, il est nécessaire de proposer des
moyens de réduire les symptémes psycho-comportementaux de troubles et leur impact sur le
fonctionnement des sujets. Le traitement des symptomes mentaux dépasse d’ailleurs les
pathologies psychiatriques, car ces symptomes sont de plus en plus considérés dans des
pathologies somatiques présentant une dimension psychique handicapante pour les patients.
Les soins aux patients souffrant de troubles psychiatriques nécessitent une révolution afin de
dépasser les faibles rendements actuels des médicaments psychotropes.

L'axe MIC représente un espoir d’identification de cibles diagnostiques et
thérapeutiques, et la diversité du champ et des acteurs impliqués offrent de grandes
possibilités. Les travaux de ma thése s’inscrivent dans le courant innovant des Research
Domain Criteria, en introduisant le Ml et le systeme immunitaire intestinal comme une
nouvelle unité source d’explications du fonctionnement cérébral.

A présent, les investigations doivent dépasser les associations statistiques pour
identifier les éléments de la mécanique biologique et moléculaire de I'influence bilatérale du
M, des cellules immunitaires et du systéeme nerveux. Rendre concret les espoirs alloués au Ml
et au systéme immunitaire représente le défi a venir. Nos résultats de modélisation in vivo et
in vitro apportent de nombreuses possibilités d’études de précision sur les phénomeénes
biologiques, préparant alors la généralisation vers I’lhumain. Enfin, cela devra se concrétiser
pour les malades par des études cliniques.

L'intégration des micro-organismes intestinaux en psychiatrie parait insensée et le
paraitra a nombre de soignants et de patients. Pourtant, I'analyse du Ml et de la signature
immunologique chez les patients souffrant de troubles psychiatriques pourrait devenir une
pratiqgue commune. Ceci, pour affiner et affirmer un diagnostic, pour appréhender le
pronostic, pour personnaliser le traitement et alors répondre a I'enjeu de la médecine de

précision en psychiatrie.
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Highlights

underlying mechanisms for each disorder.

may represent a target of interest.

o Anorexia nervosa and autism spectrum disorders present features such as impaired cognitive function,
dysbiosis. and immune biomarkers alterations. There are still gaps to fill in our understanding of the

o The mucosal immune system appears to be a crucial interface for the microbiota-gut-brain axis and

o Research in psychiatry must turn to a mechanistic understanding of patients’ gut immune system, its
interaction with the microbiota, and the way information is relayed to the brain.
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Abstract

Mental health is becoming a public health priority world-
wide. Anorexia nervosa and autism spectrum disorders are 2
important types of childhood disorders with a bad progno-
sis. They share cognitive impairments and, in both cases, the
microbiota appears to be a crucial factor. Alteration of the
microbiota-gut-brain axis is an appealing hypothesis to de-
fine new pathophysiological mechanisms. Mucosal immu-
nity plays a key role between the microbiota and the brain.
The mucosal immune system receives and integrates mes-
sages from the intestinal microenvironment and the micro-
biota and then transmits the information to the nervous sys-
tem. Abnormalities in this sensorial system may be involved

in the natural history of mental diseases and might play a
role in their maintenance. This review aims to highlight data
about the relationship between intestinal mucosal immuni-
ty and these disorders. We show that shared cognitive im-
pairments could be found in these 2 disorders, which both
present dysbiosis. This literature review provides details on
the immune status of anorexic and autistic patients, with a
focus on intestinal mucosal factors. Finally, we suggest fu-
ture research hypotheses that seem important for under-
standing the implication of the gut-brain-axis in psychiatric
diseases. © 2019 S. Karger AG, Basel

Introduction
The global burden of mental illnesses has increased by

41% between the last 2 Global Burden of Disease studies
(1990-2010) led by the World Health Organization
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(WHO). It represents 7.3-10.4% of the global disease bur-
den [1]. The absence of revolutionary explanations for the
pathophysiology of mental diseases is locking patients in
stigmas, prejudice, and fear. Mental health research must
thus be considered a priority. As such, understanding the
etiopathology of these disorders will aid in the achieve-
ment of the following previously identified aims: develop-
ment of new treatments and improvement of the precoc-
ity of intervention [2]. Psychiatric diseases appear to be
linked to environmental factors, interacting with genetic
susceptibility determining disease emergence and severi-
ty. These factors could - in part — be microbiological in-
formation derived from the intestinal microbiota [3]. The
emerging big data from microbiota analysis in psychiatry
has opened an exciting field in that links with intestinal
microbiota actually appear to be crucial for mental health
[4]. Food intakes, and particularly their diversity, are de-
terminant for microbiota’s health [5]. The “microbial su-
per-organism” hosted in our gut is under the influence of
the environment through our diet [5], xenobiotics inges-
tion, and the microorganism panel of our living environ-
ment, and it is conditioned by our behavior [3, 6]. Intesti-
nal commensal bacteria were recently revealed to be es-
sential for human physiological processes and optimal
nervous system development and functioning [7]. Pre-
clinical models have shown that germ-free mice present
impaired neurodevelopment [8] and that behavior seems
to be partially determined by the microbiota in term of
stress reaction [9]. In the last decade, the microbiota has
emerged as a substantial player in the preexisting concept
of a gut-brain axis developed for nutrition and now mod-
eled as the microbiota-gut-brain (MGB) axis [10]. This
concept of gut-brain talk is strengthening the popular idea
of a gut feeling, explaining the emotional manifestations
experienced at the abdominal level and the significance of
intestinal wellbeing influencing feelings of comfort/(opti-
mal) mental comfort. This MGB axis is composed of 3
main routes engaged in bidirectional communication.

The nervous system connects the gut to the brain via
the vagus nerve [4]. Messages from the enteric nervous
system are primarily integrated into the spinal cord and
then relayed to the autonomic nervous system at the en-
cephalic level [11].

The second route involves a network of biological me-
diators, collected through blood flow for humoral signal-
ing in the brain, forming the neuroendocrine axis. Hor-
mones from the hypothalamic-pituitary-adrenal axis are
regulated by resident bacteria of the gut, modeling stress
responses. Inversely, encephalic hormonal balances re-
flect the microbiota composition at gut level [4]. Mole-
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cules as small as neurotransmitters, trophic factors, short
chain fatty acid (SCFA), and peptides secreted by bacteria
[12] have been shown to be essential for optimal neurode-
velopment, regulation of stress, and social behavior [13].

The last pathway involves the immune system itself
[14]. Innate and adaptive immunity could interact with
neurological structures at the enteric level, directly trans-
mitting information to the enteric nervous system
through cytokines and neuroimmunological dialog [15].

Communication between those systems enables the
integration of information from the environment. This
are transmitted locally to the enteric nervous system or
through the vagus nerve directly to the central nervous
system [16]. Distal communication is ensured either sys-
temically (secretion of cytokines and immunomediator
release into the blood) or through the migration of primed
intestinal cells to the blood-brain barrier. The blood-
brain barrier is not an impermeable wall as previously
established; it participates in the integration of distant
immune messages in CNS [12]. This cross-talk is concep-
tualized as the “seventh sense” [17].

The immune system interacts tightly with microbes
necessary for its maintenance [18]. The mucosal immune
system has emerged as a hub of bidirectional pathways
between the microbiota, the intestinal epithelium, system-
ic immunity, and the nervous system. Its implication in
the physiopathology of functional gastrointestinal disor-
ders which involve a substantial psychological component
has already been described [14]. It represents a potential
reserve for biomarkers and therapeutic targets [19] that
are much needed in the care of psychiatric diseases [2].

The aim of this work is to review elements regarding
anorexia nervosa (AN) and autism spectrum disorders
(ASD), with a focus on the mucosal immune system and
its possible implication in pathological mechanisms. In-
terestingly, both of these disorders present cognitive im-
pairments and microbiota alterations, and observing the
immunological conditions in parallel could enable the
development of assumptions.

Publications were found using PubMed and the phras-
es “anorexia nervosa” and “autism trouble disorders” as-
sociated with immunological vocabulary in terms of
interaction and factors.

Clinical Overlap in AN and ASD

AN is a major disease in the range of adolescent psy-
chiatry. It has high mortality [20] and morbidity rates and
is marked by functional and social impairment [21]. This
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eating disorder is characterized by dysmorphophobia, as-
sociated with voluntary weight loss with no regard for
consequences as well as an intense fear of weight gain
[22]. Recently Himmerich and Treasure [23] reviewed
genomic studies in AN and proposed a new pathophysi-
ological model based on extracorporeal factors and in-
volving a social dimension including one’s lifestyle, the
ideal concept of beauty, and psychosocial stressors but
also the biological environment, diet (influenced by social
habitus), and use of medication or probiotics. These fac-
tors can influence the emergence of the disease by direct-
ly initiating the restrictive eating behavior or influencing
the body’s physiology. Biological factors identified from
a genetic point of view as important for the development
of AN are the microbiome, the metabolic system, and the
immune and nervous systems. All of these factors poten-
tially influence each other, thus conditioning the occur-
rence of AN [23]. Changes in eating behaviors caused by
AN are thought to deeply alter the intestinal microbiota
[24], and this has been previously reviewed by Mack et al.
[25]. Their conclusions emphasize the difficulties in in-
terpreting results from current studies. Moreover, SCFA
abundance and profile alterations were recently reported
alongside differences at the phylum and genome levels of
microbial taxa in AN [25].

ASD are neurodevelopmental diseases. A multifacto-
rial etiology characterizes these childhood psychiatric
disorders. ASD are defined by a strong genetic substra-
tum, but environmental factors are thought to trigger the
emergence of the disease. The latest study conducted in
the USA reports a 2.41% prevalence in children [26]. The
main features of ASD are cognitive impairment in social
interactions and facilities, repetitive behaviors, and re-
stricted interests or activities [22]. Abdominal pain and
transit disorders [27], and particular eating behaviors
such as food selectivity, as well as overweight, are fre-
quently associated symptoms [28]. The microbiota has
recently appeared as a critical factor for neurodevelop-
ment, and evidence is accumulating for a role in intestinal
physiology and pathologies [7]. Alterations of the micro-
biota have been identified in ASD patients [29, 30] and
are currently being considered as therapeutic targets for
the treatment of behavioral and abdominal disorders
[31]. In any case, the microbiota appears to play an essen-
tial role in ASD [32].

Because they share cognitive impairments, some hy-
potheses clinically associate AN with ASD. They also have
mental traits in common, specifically extreme rigidity,
and environmental factors that trigger a genetic suscepti-
bility [33]. Cognitive profiles were compared and results

AN and ASD: Future Hopes Linked to
Mucosal Immunity

showed similarities in empathy abilities, executive func-
tions, and central coherence [34]. Studies have investi-
gated ASD prevalence in populations of AN patients. An
overrepresentation of ASD by 23% in AN patients in a
Swedish cohort has been described [35]. Moreover, autis-
tic traits appear to be more associated with the purely re-
strictive subtype of AN [36]. The identification of autistic
traits in AN remains difficult, and the lack of an estab-
lished physiopathology does not allow for a definite link
between the 2 pathologies [33]. A common endopheno-
type, identified by overlaps in cognitive and temperament
profiles found in AN and ASD patients, has been put for-
ward by Zhou et al. [33]. This allowed them to define a
neurocognitive endophenotype based on the following 3
altered domains: impaired mental flexibility evidenced by
attentional set-shifting impairments, dysfunctional cen-
tral coherence, and empathy and theory of the mind al-
terations. They also defined a temperament endopheno-
type, based on the following 5 aspects, reflective of the
clinical phenotype of the diseases: perfectionism, impul-
sivity, obsessiveness, low self-regulation, and a high neg-
ative affectivity [37]. Similarities seem to be explained by
altered cerebral morphology of the grey matter [38] and
by genetic determinants that can constitute another part
of the endophenotype.

Specificities of the Inmune Response in AN and ASD

The intestinal mucosal immune system is multilay-
ered. Its function is to defend the integrity of the body
against threats to the intestinal lumen but also to not
overreact and tolerate microbiota (recently discovered as
essential for human physiology). The epithelial barrier
plays an important role in a passive defense function with
tight junctions, mucus secretion, and antibacterial mol-
ecule production. It is also a safeguard, with the ability to
start an inflammation reaction against threats, and pro-
motes resolution of inflammation. The mucosa thickness
hosts immune cells shared in 2 subtypes of innate im-
mune cells and adaptive immune cells. In the innate side,
mastocytes are common, involved in guarding the barrier
integrity and the defense against parasites. Some eosino-
phils are involved in parasite defense but also in inflam-
mation regulation, participating in the tolerogenic envi-
ronment of intestinal mucosa. Dendritic cells (DC) are
professional antigen-presenting cells that are extremely
important for driving the reaction of adaptive immune
cells. Macrophages are highly involved in maintaining the
tolerogenic environment of the mucosa. Some cells are
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called “innate-like” - (issues of the lymphoid line). They
present a special T receptor with an invariant a chain,
specializing the cell in detection in nonpeptidic antigens
as follows: lipids for innate natural killer T cells or vita-
minic for mucosal associated innate T cells. Some cells
lack the T receptor (so-called innate lymphoid cells; ILC).
They are able to quickly react against antigens to initiate
inflammation [39]. The adaptive system is called gut-as-
sociated lymphoid tissue. Some lymphocytes are distrib-
uted in the epithelium, preferentially with the CD8+ phe-
notype, and with special T-cell receptors composed of a y
and § chain. Deeper in the mucosa, we find the lymphoid
follicles and Peyer’s patch, composed of B and T lympho-
cytes, surrounded by DC. These are sites of production of
immunoglobulin A, involved in the protection of the gut
barrier [40].

Chronic starvation of patients suffering from AN in-
vites us to pay attention to their infectious risk, classi-
callyincreased in the case of undernourishment [41]. Sur-
prisingly, AN patients do not show an increased acute
infection risk [42]. Data on immune status in AN patients
have been reviewed by Slotwinska and Stotwinski [43]
and no immunodeficiency could be highlighted. At the
humoral level, plasmatic IgG levels have been reported as
decreased in AN patients (0.879 g/dL) versus healthy con-
trols (1.119 g/dL) [44]. Complement levels have been
measured in patient’s serum and reveal a decrease sug-
gesting a hypoproduction rather than a consumption
[45]. Immunophenotyping studies remain controversial.
Leukopenia is common among AN patients, but lympho-
cyte subset rates appear to be inversely correlated to BMI.
CD4+ and CD8+ T lymphocyte numbers were lower or
unaffected in the acute phase, returned to normal rates
after refeeding, and then stabilized at a subnormal rate
during the outpatients’ treatment [46]. No study revealed
a profound immunodeficiency; it is rather suggested that
there is an impaired ability to respond to pathogens. Vac-
cine efficiency for HIN1 pandemic prevention was also
tested in AN patients and did not reveal an altered im-
munization potential [47]. Food allergy appears to be a
risk factor for the development of eating disorders, more
in a biopsychological way [48]. Autoimmune diseases
and eating disorders appear to be linked in a bidirection-
al way in AN patients, with higher HR for celiac disease
and lupus [49]. Patients with eating disorders display a
higher prevalence of autoimmune diseases (8.9%) than
controls (5.4%) [50]; this was recently confirmed in a
Danish cohort of AN patients (HR = 1.64%) [51]. Cyto-
kine secretion seems impaired in the acute phase of star-
vation, and its recovery does not appear to be solely linked
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to nutritional status in patients [52]. A large body of work
has been done on inflammation, investigating levels of
cytokines in the peripheral blood of patients [53]. A meta-
analysis revealed differences in AN cytokine profiles. IL-
1B was increased in the restrictive subtype, and higher
levels of IL-6 and TNF-a were shown in AN patients ver-
sus controls [54]. The discovery of anti-a-MSH antibod-
ies in the blood of patients gave rise to an autoimmune
hypothesis. a-MSH is an anorexigenic peptide involved
in appetite regulation but also in emotion regulation. Mo-
lecular mimicry of ClpB from Escherichia coli could gen-
erate these cross-reacting antibodies [55], arguing for the
involvement of the microbiota in an altered appetite reg-
ulation in AN.

Regarding ASD, immune dysregulation appears to be
canonical in a subset of patients. Genetic studies have re-
vealed significant immune gene variants associated with
ASD, notably HLA genes [56]. In patients, IgG and IgM
levels have been reported to be reduced [57], while in-
creases in immune circulating proteins levels have also
been reported [58]. DC frequencies have been shown to
be elevated in ASD children, but no study has focused on
intestinal DC subsets [59]. Neopterin levels were elevated
in patients and correlated with an increase in circulating
monocyte rates [60]. Both were associated with the sever-
ity of symptoms as measured by the Childhood Autism
Rating Scale [61], suggesting that innate immune path-
ways are also involved. A potential role has also been de-
scribed for mast cells given the frequent comorbidity of
allergic-like disorders [62].

Immunophenotyping studies in patient blood de-
scribed an abnormal frequency of CD4+ T lymphocytes,
more from the memory phenotype than from the naive
phenotype [63]. In adult ASD, the CD8+ lymphocyte per-
centage appeared to be higher than that of CD4+, result-
ing in a lower CD4+/CD8+ ratio than in controls [64].
NK cells have extensively been studied and their circulat-
ing frequency in patient blood remains inconsistent,
while a genetic alteration of function has emerged in ASD
[65]. Patient cytokine analysis and immunophenotyping
revealed a Thl polarization of low-grade inflammation
that seemed to be associated with higher rates of behav-
ioral disorders [66] and further suggested an immune im-
balance within this spectrum. A recent study showed a
dysregulation in lymphocyte expression of transcription-
al factors resulting in a reduced frequency of regulatory
cells [67]. This is further strengthened by an increase in
proinflammatory molecules in ASD patients, with a
strong correlation between inflammatory cytokine levels
and disorder severity [65]. A significant increase in total
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B lymphocytes has also been described. Activated
(CD38+) and memory (CD5+) B cells in ASD patients
were also shown to have increased [68]. B-cell-expressing
IgE-specific receptors (CD23+) also seem to be more fre-
quent among child samples [69]. However, ASD children
do not show abnormal responses to vaccination [70]. The
autoimmune hypothesis offers new hope in ASD re-
search, with potential roles for auto-antibodies reactive to
components of the nervous system. Autoimmune events
during pregnancy have also been associated with an in-
creased ASD risk [65], and ASD patients face a higher risk
of developing autoimmune diseases and allergic diseases
but a lower risk of asthma [71].

Microbiota-Derived Metabolites Appear to be
Determinant in AN and ASD Disorders

Many environmental outcomes associated with ASD
can affect the microbiota, such as the frequency of caesar-
ian sections for delivery or a high prevalence of antibio-
therapy in early life [72]. Differences in fecal microbiota
have been shown in both conditions.

In ASD patients’ stool samples, elevation of Clostri-
dium, Lactobacillus, Bacteroides, Desulfovibrio, Calora-
mator, and Sarcina proportions, and a reduction of the
Bifidobacterium/Firmicutes ratio, were reported [73,
29]. ASD patients with gastrointestinal disorders showed
areduced presence of Prevotella, Coprococcus, and Veil-
lonellaceae compared to neurotypical children without
gastrointestinal symptoms [74]. A recent microbiota
study also identified a lower frequency of Faecalibacte-
rium and Haemophilus [29]. Microbial metabolites were
also measured and revealed an elevation of isopropanol
and p-cresol and lower GABA levels, while no differ-
ences were observed between ASD and neurotypical
children regarding propionate and butyrate (2 major
SCFA) levels [29]. However, some trials reported an as-
sociation between propionic acid and autism symptoms
in animal models [75]. Modulations in the microbiota
composition thus appear to be potential therapeutic
strategies in the treatment of behavioral dimension dis-
orders and their associated gastrointestinal manifesta-
tions. Therapeutic strategies can either drive indirect
modifications through the use of probiotics, prebiotics,
or diet intervention or involve direct intervention such
as microbiota transfer therapy [76]. More evidence is
currently under development in human models after the
establishment of proof symptom reduction in ASD
mouse models [31, 72].

AN and ASD: Future Hopes Linked to
Mucosal Immunity

In AN patients, sequencing data in the context of AN-
driven dysbiosis were recently reviewed [25]. Methano-
brevibacter smithii was shown to be increased in AN sub-
jects, but in a variable proportion. Diversity itself was not
altered but structural differences were identified. Fir-
micutes and Roseburia were decreased as SCFA metabo-
lites. Longitudinal studies on stool sample evolution dur-
ing refeeding showed differences in microbial richness in
comparison to controls. These differences appeared
alongside refeeding at the genus level. Mack et al. [77]
identified higher levels of mucin-degrading end-protein-
degrading taxa, whereas carbohydrate degraders were
lower. As for metabolites, BCFA were elevated and butyr-
ate was lower in patients’ feces. Differences in taxonomy
were also identified between restrictive and binge-purge
AN subtypes [77]. These microbiota alterations are par-
tially shared with inflammatory bowel disease [78] and
celiac disease [79], notably in reduction of diversity and
reduction of Bifidobacterium.

Communication between the Immune and Nervous
Systems in the Intestinal Mucosa

Intestinal lumen microorganisms are recognized, and
their characteristics are integrated by the immune system.
Its role is to orchestrate an adapted response. Stimuli
from our environment are also received and integrated
into the central nervous system to elaborate an adapted
response. For a long time, the nervous and immune sys-
tems, both sharing abilities to communicate in various
ways, were considered as 2 distinct entities. The immune
part of the MGB axis concept involves a means of com-
munication with the nervous system. This interaction
would constitute a new sense, with the integration of en-
vironmental changes which could be translated into sig-
nals to the brain. The concept of this as a seventh sense
was introduced by Jonathan Kipnis [17]. Evidence has
shown that T-cell depletion in mice engenders abnormal
behavior and cognitive dysfunctions, and that those defi-
cits are reversible by T-cells restoration [80]. These find-
ings suggest an important role of the adaptive immune
system for optimal cortical functions. Neuroimmune
interactions are mostly biochemical, involving ligand-
receptor pathways (neurotransmitters, cytokines, and
peptides) [81]. This communication takes place inside
the mucosa, involving the enteric nervous system for a
bidirectional local response. Neurons respond to cyto-
kines in secreting neurotransmitters received by immune
cell membrane receptors. These mechanisms constitute a
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neuroimmune synapse by close localization. This is par-
ticularly relevant in Peyer’s patches and in the plexus
where a large population of macrophages and mast cells
are encountered. The microbiota regulates this commu-
nication by regulating the immune cells [82]. In animal
models, mast cells are closely associated with neurons
producing substance P and calcitonin gene-related pep-
tide [83]. It was shown that mast cells interact with neu-
rites by N-cadherin and p-catenin molecules in vitro [84].
Hyperexcitation of neurons is mediated by histamine re-
leased from mast cells, received by the H2 receptor. Trig-
gering of proteinase-activated receptor 2 causes long-
lasting neuronal activation and the release of substance P
and calcitonin gene-related peptide [83]. These 2 sub-
stances regulate the cytokine release by mast cells. Mac-
rophages available in intestinal muscularis appear to be
essential for intestinal function based on studies of deple-
tion in mice. These cells establish a bidirectional cross-
talk with mucosal plexus neurons, thus regulating motil-
ity [85]. These macrophages are influenced by commen-
sal bacteria which regulate the growth factor production
of macrophages with enteric neurons (colony-stimulat-
ing factor 1 and bone morphogenetic protein 2). Muscu-
laris macrophages present {3, adrenergic receptors. These
are involved in norepinephrine signaling, suggesting an
anatomical functioning unit [86]. This subpopulation is
known for distinct gene expression and morphological
specificities from lamina propria macrophages [87]. In
mice, they present a tissue-protective phenotype whereas
lamina propria macrophages exhibit a more proinflam-
matory profile [86]. ILC, specifically ILC2, are abundant
in the mucosa and were shown to be located close to neu-
rons, which exert a direct regulation on the neuromedin
U peptide, thus triggering a strong reaction in type 2 cy-
tokine production [88]. Inflammatory mediators such as
TNF and IL-1p are detected by sensitive vagus neurons.
Enteric neurons are sensitive to alarmines and able to
produce stimulation of ILC [88]. T and B cells express the
B,-adrenergic receptor. In vitro studies have shown abili-
ties of catecholamines to suppress Th1 and promote Th2,
Th17, Treg, and B cell production of antibodies. In vivo
studies are missing and efforts have been made to define
lymphocyte-neuron interactions [89]. An inflammatory
“reflex” (like a nervous one) have been described in the
spleen: peripheral vagal sensory fibers are stimulated by
pro-inflammatory mediators triggering a parasympa-
thetic efferent signal to inhibit cytokine production by
macrophages. Action potentials activate celiac ganglion
decrease in preganglionic motor fibers. Postganglionic
adrenergic neurons are activated and release norepineph-
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rine to stimulate T cells producing acetylcholine, down-
regulating the production of TNF-a from macrophages.
Specific patterns of vagal activation by cytokines have
been identified and termed “cytokine neurograms,” and
they appear to be neuroimmune signals able to be inte-
grated by the brain [90]. Vagal stimulation is a new ther-
apeutic target for bowel inflammatory diseases [91]. On a
central level, the brain is able to sense immune messages
by systemic mediators, released in blood or in lymph cir-
culation [92]. It appears that no brain structure is special-
ized in the integration of immune sensory information.
In an animal model, it was shown that ventromedial hy-
pothalamic nucleus and hypothalamic noradrenergic
neurons change their activity during the immune re-
sponse. Some areas are sensitive to synergy of signals,
which are able to trigger a neuroendocrine response, via
the hypothalamo-pituitary axis [93]. This continuous
communication is substantially influenced by the micro-
biota, notably through microbe-derived SCFA and neu-
ropeptides [82, 94].

Mucosal Disruption in AN and ASD

Dysbiosis induces dysregulation of the mucosal bar-
rier and intestinal and systemic disorders [95].

Regarding AN, data found in the literature are restrict-
ed to the description of some abnormalities at the muco-
sal level. Leaky-gut state studies in patients revealed in-
consistent results. The use of a lactulose/mannitol ab-
sorption assay showed a reduced excretion of lactulose in
urine, accounting for an unexpected reduced permeabil-
ity [96]. Diamine oxidase activity reflects the maturity
and integrity of small intestine mucosa. Lower serum lev-
els (8.2 U/L) were reported in restrictive AN subjects
compared to AN binge-purging type patients (12.3 U/L)
and controls (12.1 U/L). This suggests intestinal struc-
tural abnormalities resulting in chronic fasting [97].
Moreover, zonulin dosages were positively correlated
with the BMI of patients [98]. An activity-based anorexia
murine model revealed alterations of the intestinal and
colonic architecture and increased colonic permeability,
associated with a decrease in junction protein expression
[99].

In ASD patients, hypotheses regarding the leaky-gut
state have been formulated and are supported by the high
prevalence of gastrointestinal disorders in this popula-
tion [27]. In a subgroup of ASD patients, increased intes-
tinal permeability evidenced by the lactulose/mannitol
test and elevated levels of fecal calprotectin were ob-
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served. These findings were similar in first-degree rela-
tives, suggesting a genetic cause [100]. However, intesti-
nal biopsies revealed histological inflammation that was
not correlated to differences in fecal calprotectin levels
[101]. A study revealed overexpression of the zonulin
genotype Hp2-2 in ASD patients presenting gastrointes-
tinal symptoms [73]. Significantly elevated levels of zonu-
lin were correlated to Childhood Autism Rating Scale
(CARS) scores assessing the severity of ASD symptoms
[102]. However, recent data do not confirm significant
differences in zonulin levels in sera [103]. The leaky-gut
state could result from an impaired barrier which is often
intricately connected to dysbiosis.

Immunoglobulins A (IgA) are key molecules regulat-
ing the microbiota [104]. It also protects the epithelium
from bacteria migration and adhesion by coating mi-
crobes during their migration in the mucus layer (“im-
mune exclusion”). IgA also inhibit bacteria replication in
the lumen (“enchained growth”). Their production is re-
lated to microbial stimulation during neonatal coloniza-
tion. It is essential for the persistence of an optimal com-
mensal balance and it is termed antibody-mediated im-
munoselection [105]. In AN patients, oral IgA levels have
been shown to be higher (158.98 pg/mL) compared to
controls (97.35 pg/mL) in the acute phase (BMI <15)
[106]. In ASD patients, Zhou et al. [107] reported in-
creased levels of fecal IgA, possibly associated with micro-
biota alterations. This could be a mucosal response to
dysbiosis or a mucosal dysregulation involved in the dys-
biosis set.

The microbiota is sensed directly or indirectly through
microbial or dietary metabolites via Toll-like receptors
and the aryl hydrocarbon receptor. Microbial metabolites
are involved in the homeostasis of immune cell popula-
tions and the expression of regulatory cytokines or in im-
mediate inflammatory outbreak [18, 94]. Models in which
the pattern recognition receptor response is inactivated
display dysbiosis, pointing to a critical role for the adapt-
ed immune response in microbiota homeostasis [108]. In
an activity-based anorexia murine model, TLR4 was in-
creased in epithelial cells and macrophages [109]. In ASD
patients, lymphocytes were also found with elevated
TLR4 expression [110].

The microbiota is required for the development of the
mucosal immune system and guides the development of
cell subsets. Under microbial homeostasis, most of the
proinflammatory functions of effector T cells are inhib-
ited by regulatory cells and factors. In animal models de-
ficient of regulatory actors, Th2 profiles gain the upper
hand and are associated with the establishment of dysbio-

AN and ASD: Future Hopes Linked to
Mucosal Immunity

sis [108]. ILC are involved in homeostasis of the barrier
through constant dialog with CD4+ T cells to ensure the
immune reaction. ILC1 produce type 2 IFN and TNF un-
der stimulation of IL-12 or IL-18. ILC2 are close to Th2,
reacting against helminths. ILC3 are a counterpart of the
Th17 subset, and they are mostly located in intestinal mu-
cosa. These cells appear to be essential for integration of
signals from the microbiota through TLR to attune the
innate and adaptive immune effector response [111]. To
date, no extensive study has been performed in AN to as-
sess intestinal lymphocyte populations [111]. Regarding
ASD, a study collected precious data by investigating im-
mune cells on colonic biopsies and revealed a lympho-
cytic colitis in children suffering from ASD and intestinal
disorders. The ensuing immunohistochemistry study re-
vealed a particular colitis with an increased colonic infil-
tration of T cells (specially yd T cells), an increase in plas-
ma cells associated with epithelium and basement mem-
brane abnormalities [112]. Th17 cells were not studied,
but IL-17 serum levels have been shown to be elevated in
ASD patients and correlated to symptom severity [73]. In
vitro stimulation of peripheral blood mononuclear cells
from ASD children revealed a deficit in FoxP3+ Treg cells
and an elevated amount of RORyt+/GATA3+/T-bet+
cells (respectively, Th17, Th2, and Th1 cells) compared to
controls [67]. Decreased populations of Treg have also
been previously described [113]. These data are consis-
tent with those found in animal models affected by autism
[114].

Perspectives of Research

The MGB axis is emerging as a challenging field to
make psychiatry more integrative. The behavioral role of
microbiota and the immune system benefits of transla-
tional research approaches the span from microbiology
to neurosciences. Mechanisms of interaction must be
studied between vagal and ENS interactions with immu-
nity, as well as their close integration into the central ner-
vous system. Mucosal cells should be studied to define
their inflammatory or tolerogenic abilities to establish
immunologic messages sent to nerves. Understanding
how innate immune cells receive and integrate messages
from the microbiota is a first step to strengthen the sev-
enth-sense hypothesis. These studies will also help to bet-
ter characterize how microbiota and the mucosal im-
mune system interact in bidirectional regulation.

AN and ASD share the following common impair-
ments in neuropsychological dimensions: social process-

Neuroimmunomodulation 7
DOI: 10.1159/000502997
249



Neurotransmitters,
ides, cytokines, =) . .
PeCEe < o | mmmmmmm——m) Cognitive alteration
()
q,\oo o
L] j(y
@
\\3%...
Sub mucosa ) N
Myenteric
plexus Enteric nervous
system
Mucosa ............................................................................... S NS P P S
e e S
~ Y N
. e
J, P O,
T lymphocyte @J @N ®
L ] 1 = T
Blymphocyte_'-.-_ e ® ® ® 7AA .1:'_'___?. reg D -

Sigh ® . X Macrophage Mce“ll" Th17 / ®
...........[‘ o © 00600 0000 00 0 0
Epithelial ) e
cell wall @ ’

Lumen @ S .
1\ X, W ‘\\ .‘- ’ L?f ~ Let‘ #y .

Yt ) DR '~®“'~“"w;h .\"

= . ad 3 .
IR N « P NEOCNN sC e NEAY

Fig. 1. Mucosal disruption and the seventh-sense alteration hy-
pothesis to explain cognitive impairment in AN and ASD. Dysbio-
sis is determined by environmental and behavioral factors, such as
feeding (1). Mucosa rupture leads to antigen penetration and local
inflammation reaction (2). An impaired antibody-mediated im-
munoselection phenomenon leads to microbial pullulation and
microbial invasion (3). Impaired PRR recognition or signaling for

es of perception and understanding of self and others,
mental flexibility, and central coherence. In both disor-
ders, the microbiota appears to be altered. A relation in a
bidirectional way may exist between these cognitive al-
terations and the dysbiosis condition, possibly through
the MGB axis. Our hypotheses on potential impairment
of the MGB axis are shown in Figure 1.

To our knowledge, abnormalities take place at the ep-
ithelium level in both conditions. Evidence remains in-
consistent in AN and thus most findings have not yet
been exposed. However, the main assumption is barrier
weakness. Furthermore, investigations about passive
mechanisms of microbiota regulation should also be con-
ducted. Knowledge on microbicidal peptides and IgA
profiles may provide new insights into microbiota regula-
tion associated with psychiatric conditions. Antibody-
mediated immunoselection also appears to be an interest-
ing way to investigate mechanisms of microbiota regula-

Neuroimmunomodulation
DOI: 10.1159/000502997

immune sense of microbiota (4). Immune balance dysregulation,
tuned to inflammation (5). Immune cells impaired communica-
tion with nerves (chemical mediators/direct interaction/microves-
icles) (6). Impaired nervous transmission of immune signals (7).
Impaired central integration of immune sensitive signals (seventh
sense) (8).

tion [105]. Impaired IgA-mediated regulation of the
commensal can enable the establishment of dysbiosis.
Imbalance between regulatory and effector T-cell popula-
tions could lead to inflammation described in these 2 dis-
orders. We showed consistent results in AN in unpub-
lished preliminary studies. Humoral immunity also ap-
pears activated with an increase of the percentage of
circulating B cells in AN [46]. Investigations to precisely
characterize the cellular immune response have to be
conducted in plasma but also in feces to understand the
role of the GALT. The modulation of innate immunity in
these 2 pathologies has not yet been described. However,
macrophages seem to be activated in both conditions. Fu-
ture studies of mucosal cells (DC, mast cells, ILC, and
macrophages) in these 2 pathologies could be of great in-
terest. Targeting of microbiota or immune cells as bio-
markers or therapeutic opportunities in psychiatry is en-
thralling. As such, a potential treatment could be the
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modulation of the microbiota, offering behavior modifi-
cations with something as simple as a diet intervention or
pre-/probiotic administration or, more drastically, fecal

microbiota transplantation [76].
Animal models of AN and ASD dysbiosis will allow the

investigation of how modulation of the MGB axis impacts

behavioral dimensions of psychiatric disorders. Model-

ling efforts must be made to offer new opportunities to
understand the pathophysiology of psychiatric disorders

and thus develop better-suited therapeutic strategies.
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Abstract

Objective: Previous studies of AN showed low-grade inflammation. Are low-
grade inflammation and circulating lymphocytes associated with chronic
conditions?

Method: Peripheric blood cytokines were measured using Luminex™ tech-
nology in a chronic AN cohort (mean = 67.42 months), compared to Consti-
tutional Thinness (CT), Constitutional Obesity (CO), and Healthy Controls
(HC). Secondarily a prospective cohort of chronic AN (mean = 54.11 months)
was recruited to compare the functional lymphocyte profile in blood by flow
cytometry to CT and HC.

Results: In the AN group, most cytokine concentrations were lower than in
CT and HC groups. The IL-23 (98.02 pg/ml) was elevated related to HC and
CO, and the IL-10 (4.178 pg/ml) was elevated versus CO. In the CT group, IL-9
(0.06216 pg/ml) was elevated compared to AN. The AN group had high Treg
(9.259% of CD4%) and CD8*Integrinf7* (9.552% of CD3*) versus HC for
lymphocyte populations. In CT group, elevated Treg (9.7% of CD4%) elevated
percentage of CD4*CCR9™ (5.867% of CD3™) and CD8" Integrin7" (10.21% of
CD3") were found versus HC.

Conclusions: The chronic state of AN and CT is surprisingly non-
inflammatory with elevated Treg cells. These results suggest that maintain-
ing a dysregulated response to intestinal antigens may contribute to main-
taining AN.

KEYWORDS
anorexia nervosa, cytokines, flow cytometry, inflammation, T lymphocytes

Abbreviations: AN, anorexia nervosa; BMI, body mass index; CCR9, C-C Chemokine receptor 9; CO, constitutional obesity; CT, constitutional
thinness; DXA, dual-energy X-ray absorptiometry; FSC, forward scatter; HC, healthy controls; IFN, interferon; IL, interleukin; MAIT, mucosal
associated innate T cell; SD, standard deviation; SSC, side scatter; TH, T helper; TNF, tumor necrosis factor; Treg, regulatory T cell.
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2| WILEY

GABRIEL ET AL.

Key points

1 | INTRODUCTION

Anorexia nervosa (AN) is a psychiatric disease, particu-
larly affecting teenagers, mostly females. This trouble is
characterised by an intense fear of weight gain and
dysmorphophobia, which leads to severe dietary restric-
tion and extreme weight loss behaviour such as purging
and inappropriate physical activity. This trouble also
involves cognitive and emotional disturbances (American
Psychiatric Association, 2013). Among current patho-
physiological hypotheses, microbiota and low-grade
inflammation impacting eating behaviour through the
microbiota-gut-brain  axis is relevant (Gorwood
et al., 2016). Microbiological data were reviewed and
demonstrated a decrease of butyrate-producing species in
favour of mucin degrading bacteria (Di Lodovico
et al., 2020; Prochazkova et al., 2021). Methanobrevibacter
smithii appears to be associated with underweight and
undernourished patients and associated with AN. A
significant decrease in phyla was shown and presented in
a recent review: the abundance of Firmicutes, particu-
larly Roseburia, Lactobacillus, Streptococcus, and Clos-
tridium, was lower in patients with AN compared to
healthy controls (Carbone et al., 2021). Differences in
bacterial abundance in the microbiome appear between
restrictive and binge purging subtypes of AN (Mon-
teleone et al., 2021). This microbiological state could
interfere with nutrient metabolism in situ and induce a
less protective mucus layer. All of this can impact the
physiology of the intestinal barrier and, secondarily, low-
grade deleterious systemic inflammation (Seitz
et al., 2020). No consensus data were shown on a leaky
gut syndrome in AN. The activity-based animal model
exhibits intestinal permeability (Achamrah et al., 2016;
Jésus et al., 2014), whereas the human study has not
brought to light the increase in markers of intestinal
permeability (Kleppe et al., 2022; Monteleone
et al., 2004). AN immunological status appears pro-
inflammatory at an early stage of the disease. Two
meta-analyses of cytokine tests in AN concluded that
plasma circulating pro-inflammatory cytokines (TNF-a,
IL-6, IL-18) were elevated compared to healthy

¢ Constitutional thinness and chronic anorexia nervosa show that thinness is
associated with a close immunological pattern

e Cytokine profile of constitutional thinness and chronic anorexia nervosa is
not pro-inflammatory

e Circulating lymphocytes profile in constitutional thinness and anorexia
nervosa is not pro-inflammatory

volunteers (Dalton, Bartholdy, et al., 2018; Solmi
et al., 2015). However, recent studies have shown an
association of inflammatory markers with the acute
phase of the disease, but not throughout AN's history
(Dalton et al.,, 2020; Solmi et al., 2020). Concerning
adaptive immunity, few flow cytometry studies have
characterised the profile of circulating lymphocytes, and
no one has revealed any deficiency but an adaptive
strategy to maintain a sufficient level of an immune
response against pathogens (Elegido et al., 2017; Omodei
et al., 2015; Paszthy et al., 2007). 20% of AN resist con-
ventional, integrative therapy strategies and move to-
wards chronicity (Mitchell & Peterson, 2020). Up until
now, the immunological status of chronic AN is un-
known. Chronic dysbiosis combined with a disturbance
of the mucosal immune system could be associated with
thinness and maintenance of the disease in the hypoth-
esis of a pathologic status of the microbiota-gut-brain
axis. To isolate the effect of the characteristic eating
disorder, Constitutional Thinness (CT) seems a perfect
control group for AN. It is a category of subjects pre-
senting a non-malnourished underweight state, resistant
to weight gain, and without an eating disorder (Estour
et al., 2014, 2017; Ling et al.,, 2020). A recent meta-
analysis indicates that the average BMI for CT is
16.7 kg.m™? and ranges from 16.4 and 17.0 kg.m ™2 In
addition, the mean BMI of AN patients is lower than
those of CT: 15.1 kg.m 2 [14.7; 15.5]. CT is characterised
by a low-fat mass percentage of 19.5 [18.0; 21.1] as
assessed by dual-energy X-ray absorptiometry compared
to controls 27.1 [25.5; 28.8], but higher than AN patients
11.7 [9.7; 13.7]. The higher low-fat percentage is
considered an adaptation to the chronic thinness state,
which is not the case for AN (Bailly et al., 2021). We
hypothesise that chronic AN has low-grade systemic
inflammation marked by high levels of pro-inflammatory
cytokines and a lymphocytes profile consistent with a
mucosal signature compared to healthy individuals. We
select lymphocyte populations with CCR9 and integrin
B7, which allow specific homing in intestinal tissue.
Leucocytes are located in all tissues and target specific
organs using adhesion molecules that recognise the
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receptor locally expressed on the endothelium of the
organs of interest, allowing migration (De Calisto
et al., 2011). CCR9 is a chemokine receptor known as a
marker for intestinal homing of lymphocytes. T lym-
phocytes express integrin a4f7 for homing in gut-
associated lymphoid tissue (GALT). It recognises
MAdCAM-1 expressed by the endothelium of intestines
vessels (Cassani et al., 2011, p. 9). Mucosal-associated
innate T (MAIT) lymphocytes are free of a conven-
tional T-cell receptor, with a semi-variant receptor sen-
sitive to riboflavin-derived vitaminic antigens. They are
mainly present in the intestine and the liver and partic-
ipate in microbiological surveillance (Gapin, 2014).
Regulatory T lymphocytes and T helper 17 lymphocytes
are also located in the intestinal mucosa and are involved
in inflammatory processes and microbiota tolerance.
Systemic inflammatory markers and mucosal lympho-
cyte phenotypes were monitored in a defined cohort of
chronic AN (mean disease duration = 5.5 years)
compared to CT patients, Constitutional Obesity (CO)
patients, and Healthy Controls (HC) to identify immu-
nological characteristics of intestinal mucosa in the
context of chronic thinness.

2 | METHODS

2.1 | Cohort of patients

After giving consent to a large study conducted by clini-
cians (psychiatrists and endocrinologists) of the Refer-
ence Centre of Eating Disorders of Saint Etienne
University Hospital, the subjects were enroled. The
Ethics committee of the Saint Etienne University Hospi-
tal approved the study (IORG0004981). A retrospective
cohort (cohort 1) was extracted from the biobank to
analyse systemic inflammatory markers. 53 subjects were
enroled retrospectively (Table 1), divided into four cate-
gories: AN (n = 20), CT (n = 12), CO (n = 10), and HCs
(n = 11). The diagnosis of AN, CT, and CO was based on
generally accepted criteria (DSM-IV-tr). Serum samples
were collected between 2014 and 2015. A prospective
cohort (cohort 2) of 73 subjects (Table 1), AN patients
(n = 19), CT patients (n = 20) ad HCs (n = 34) were
recruited for the cytometry test from April 2017 to August
2018. HCs are free of eating disorders or physical ill-
nesses. They were recruited among medical students and
staff at the Jean Monnet University of Saint Etienne and
among hospital staff members and met the criteria of age
and sex. An appropriate information notice informed all
participants, and financial compensation was provided to
HC participants. Venous blood punctures were per-
formed at the Department of Endocrinology and
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Reference Centre of Eating Disorders of the University
Hospital of Saint Etienne.

2.2 | Systemic inflammatory markers
analysis by Luminex (cohort 1)

Clinical anthropometric data were extracted from medi-
cal records at the time of punctures: age (years), body
mass index (kg/mz), and fat mass measured by dual-
energy X-ray absorptiometry (DXA) (%) (Table 1). The
average duration of the disease for AN was 67.42 months
CI95% [15.89; 119], SD = 106.9. The analyses were carried
out blindly of the category three serum samples per in-
dividual. We only analysed at 7 AM, 4 PM, and 12 PM
from those collected throughout the day. The chosen
times were based on hormone secretion schedules. The
tests were carried out by means of the Luminex xMAP
technology using a commercial kit Bio-Plex ProTM Th17
Cytokine Panel 15 Plex (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
and Bio-Plex 200 systems (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
to measure soluble CD40 ligand and interleukin (IL)-1f3;
IL-4; IL-6; IL-10; IL-17A; IL-17F; 1L-21; IL-22; 1L-23; IL-
25; IL-31; IL-33; interferon-gamma (IFNy); tumour ne-
crosis factor-alpha (TNFa). IL-9 assays use Human IL-9
ELISA MAX™ Deluxe (BioLegend, San Diego, CA,
USA). One hundred fifty-nine serum samples (3 per
subject) were analysed in duplicate (n = 318 assays). The
results used for the statistical analysis were the average of
the two measures. The results of the sCD40 ligand could
not be used due to an adverse event occurring during the
analysis. Statistical analyses were carried out using an

average of the three-time points (Supplementary
Figure 2).
2.3 | Tlymphocyte immunophenotyping

(cohort 2)

Clinical anthropometric data were measured: age (years),
height (cm), weight (kg), and body mass index (kg/m?;
Table 1). The average duration of the disease for AN was
54.11 months CI95% [33.70; 74.53], SD = 41.05. Venous
blood samples were collected during hospitalisation for a
complete health check. Flow cytometric analysis was
performed using Navios EX 10 colours/3 LASERs,
equipped with Navios EX Software (Beckman Coulter
Inc.). Two 10-colours panels (MAIT/Treg and Th17),
each using 100 pL of fresh whole blood, were incubated
directly with a mixed antibody for 30 min at room tem-
perature in the dark. The mix antibody is composed of
fluorochrome-conjugated antibodies: CD4-Pacific Blue
(clone 13B8.2)/CD8-Kro Orange (clone B9.11)/Integrin
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TABLE 1 Demographic and anthropometric characteristics for the study's population

Cohort 1

Age (years) Body Mass index (Kg/m”) Fat mass (%) Number of subjects Number of samples

Anorexia nervosa (AN) 25.2 + 3.8 149 £+ 0.8 10.0 £ 0.4 20

Constitutional thinness (CT) 24.3 £ 2.0 16.0 £+ 0.1 18.8 + 0.5 12

Constitutional obesity (CO) 31.7 £ 5.0 459 + 0.7 502 £ 1.4 10

Healthy controls (HC) 221 +1.3 21.5 £ 0.2 27.7 £ 0.7 11

Cohort 2
Age Body Mass index (Kg/ Height Weight Number of Number of
(years) m?) (cm) (kg) subjects samples

Anorexia nervosa (AN) 27.7 +£10.8 15.5 + 2.2 1642 £ 53 416+ 72 19 19

Constitutional thinness 254 £ 7.1 159 £+ 1.3 165.9 £ 5.3 43.7 £ 44 20 20

(CT)
Healthy controls (HC) 273 +£3.0 21.0£ 1.5 163.7 £ 44 56.1 3.6 34 34

B7-FITC (clone FIP504)/CCR9-PE-Cy7 (clone LO53ES8)/
CD127-APC alx 700 (clone R34.34)/CD3-APC alx 750
(clone UCHT1). And in addition, for Panel MAIT/Treg:
TCR Va7.2-PE (REA179)/CD25-PE-Cy5 (clone B1.49.9)/
CD161-APC (clone REA631) and for Panel Th17 CCR6-
PE (clone 11A9)/CCR4-PerCP-Cy5.5 (clone L291H4)/
CD45RA-APC (clone 1A-223-T100; Supplementary
Figure 1). Compensations were made using VersaComp
Antibody Capture Kit (Beckman Coulter Inc.) These
beads were used to capture a single antibody. The
compensation matrix and data analysis were performed
using Kaluza Analysis Software 1.3 (Beckman Coulter
Inc.). The fluorescence Minus One (FMO) control strat-
egy was used for gating parameters. All antibodies
labelled minus one in the mix were used to establish the
gate of analyses. The cells were first gated by region
within a side scatter-height (SSC-H) versus forward
scatter (FSC-H) plot. The lymphocytes were then gated
using APC ALexa 750 anti-CD3 signal. The positivity rate
was obtained on non-labelled cells and fluorescent minus
one strategy (Supplementary Figure 3).

2.4 | Statistical analysis

The analyses were performed on GraphPad® Prism soft-
ware (version 5.0 Software Inc, San Diego, CA, USA). The
data were first analysed for descriptive statistics and then
the Shapiro-Wilk normality test. For cohort 1, first, to
assess inter-sample stability, the Kruskal-Wallis test
(non-parametric data) was used to compare the mean
concentration for each time of the sample in each group
for all cytokines. Secondly, the mean concentration of the
three samples of each cytokine was compared using a
one-way ANOVA test. Dunn's multiple comparison test

was applied to the data. If a significant one-way ANOVA
test result was found, the groups were compared one by
one using the Mann-Whitney test (non-parametric data)
or t-student test (parametric data). A Spearman correla-
tion test was applied to the AN group to find a positive
association between the number of months from the
onset of the disease and the concentration of each cyto-
kine. For cohort 2, the comparison tests used one way
ANOVA test. To assess the significance of the difference,
parametric student f-test and Mann-Whitney test
(nonparametric data) were performed. The significance
level has been set at p < 0.05.

3 | RESULTS
3.1 | Circadian rhythm does not change
cytokine concentration in patients

In cohort 1, the concentration of cytokines in the three
samples, collected at 7 AM, 4 PM, and 12 PM, was ana-
lysed to measure the stability of the group concentration
throughout the day. No significant differences (p > 0.05)
were observed between the three sampling times
(Figure 1a).

3.2 | Chronic anorexia nervosa patients
do not present inflammatory signatures

Serum concentrations of 15 cytokines were measured to
assess the inflammatory profile of our cohort 1
(Figure 1b,c, Supplementary Figure 2). Some samples
analysed gave a result of 0 because the level of fluores-
cence intensity did not allow to determine a
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IL17F | 5950000  4.409000  4.744000  8.099000
60
(c)
IL21 0 7.685000  10.790000  24.330000
AN vs CT| ANvs HC | ANvs CO | CTvs HC |CTvs CO|CO vs HC
IL-1[3 NS AN<HC ***| AN<CO ***| CT<HC * |CT<COQO ** NS 1L22 | 0.006233  0.157000 0 1.437000
1L-4 NS NS NS NS NS CO>HC *
IL-6 NS AN<HC ** | AN<CO ***| CT>HC * CT>CO * NS 1L23 - 12.830000  3.814000  10.000000
IL-10|  Ns  [AN<HC #*| AN>CO ***| cT<nC ** | cT<co *| NS 140
IL-17A] NA AN<HC * NA NS NA NA IL25 | 0401300  0.987200  2.268000  3.150000
IL-17F NS AN<HC * NS NS NS NS
IL-21 NA NA NA CT<HC ** | CT<CO * NS IL31 | 23.390000  9.032000  15.950000  24.650000
1L-22 NS NS NA NS NA NA
1L-23 NS AN>HC ** | AN>CO * NS NS CO<HC * IL33 | 42440000 - 26.710000 ‘ 48.640000
1L-25 NS AN<HC *** | AN<CO ***| CT<HC ** | CT<CO * NS I 120
IL-31 NS AN<HC * AN<CO * CT<HC * NS NS IFNy | 0652000  1.185000 ~ 1615000  4.472000
1L-33 NS NS NS NS NS NS
IFNy NS AN<HC ***| AN<CO * CT<HC * NS NS TNFa | 0154600  0.913400  0.235700  0.630800
TNFa NS AN<HC * NS CT>HC * NS NS
IL-9 |AN<CT **| AN<HC * AN<CO * NS NS NS IL9 | 0062020 0062160  0.062130  0.062120
* p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 NS:non significant NA: test not applicable 0
AN CT co HC

FIGURE 1 Concentration of cytokine assayed by Luminex® in sera sample of cohort 1. (a) Graphic representation of mean of

concentration (pg/ml) of three excerption from 15 cytokines in samples collected at 7 AM, 4 PM, and 12 PM no significative difference

exists between time of collection. (b) Heatmap representation of mean concentration (pg/ml) for cytokines in all groups, darker color

represents higher concentration. (c) Table of results of comparison t-test applied for each cytokine between groups one by one. Differences

are indicated in the sense of superiority, or inferiority between the compared groups. The level of significance is defined by: * (p < 0.05); **
(p <0.01); *** (p < 0.001). Some data are not available in AN and CO for correct test due to insufficient level of detection. Missing of data do
not allow a comparison test, this is presented as NA (non applicable). Significative differences are represented by color gradient. The darker

represent the most significative differences. Non significative differences are represented by NS. AN: anorexia nervosa group (n = 20, 60

samples), CT: constitutional thinness group (n = 12, 36 samples), CO: constitutional obesity (n = 10, 20 samples), HC: healthy control

group (n = 11, 22 samples), NS: nonsignificant, NA: non applicable test

concentration. This concerned IL-17A and IL-21 in the
AN group and IL-17A and IL-22 in the CO group. For the
AN group, the IL-23 level increased significantly from
the HC group (98.02 pg/ml SD = 416 vs. 10.00 pg/ml
SD = 8.264; p = 0.0023) and the CO group (98.02 pg/ml
SD = 416 vs. 3.81 pg/ml SD = 5.072; p = 0.0486). The
mean concentration of IL-10 (4.178 pg/ml SD = 17.92 vs.
3.928 pg/ml SD = 2.854; p < 0.0001) and IL-31 (23.39 pg/
ml SD = 65.33 vs. 15.95 pg/ml SD = 14.22; p = 0.0259)
was also significantly higher in AN group than in the CO
group. Mean levels of IL-18 (0.11 pg/ml SD = 0.2648 vs.
1.021 pg/ml SD = 14.34; p = 0.0002), IL-6 (6.536 pg/ml
SD = 21.3 vs. 11.00 pg/ml SD = 14.53; p = 0.0036), IL-10
(4.178 pg/ml SD = 17.92 vs. 7.143 pg/ml SD = 5.5;

p < 0.0001), IL-17F (5.959 pg/ml SD = 9.311 vs. 8.099 pg/
ml SD = 5.661; p = 0.0445), IL-25 (0.4013 pg/ml
SD = 1.795 vs. 3.150 pg/ml SD = 1.588; p < 0.0001), IL-31
(23.39 pg/ml SD = 65.33 vs. 24.65 pg/ml SD = 21.82;
p = 0.0145), IFNy (0.6529 pg/ml SD = 2.487 vs. 4.472 pg/
ml SD = 6.091; p = 0.0007), TNFa (0.1546 pg/ml
SD = 0.4304 vs. 0.631 pg/ml SD = 1.015; p = 0.0254) and
IL-9 (62.02 10~° pg/ml SD = 4.61 10~° vs. 62.12 10> pg/
ml SD = 0.000144; p = 0.0334) also decreased signifi-
cantly in the AN relative to the HC group. The level of
IL-9 is also significantly decreased in the AN group
compared to the CT group (62.02 10> pg/ml SD = 4.61
107 vs. 62.16 107> pg/ml SD = 0.00185; p = 0.0027).
Levels of IL-1f (0.11 pg/ml SD = 0.259 vs. 7.484 pg/ml
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SD = 1.627; p < 0.0001), IL-6 (6.536 pg/ml SD = 21.3 vs.
10.82 pg/ml SD = 8.592; p = 0.0005), IL-25 (0.4013 pg/ml
SD = 1.795 vs. 2.268 pg/ml SD = 1.099; p < 0.0001), IENy
(0.6529 pg/ml SD = 2.487 vs. 1.615 pg/ml SD = 2.43;
p =0.0261) and IL-9 (62.02 10> pg/ml SD = 4.61 10" vs.
62.13 107> pg/ml SD = 4.81 107% p = 0.0407) are
significantly reduced relative to CO. For the CT group, a
significantly high rate is identified for IL-6 (18.48 pg/ml
SD = 42.57 vs. 11.00 pg/ml SD = 14.53; p = 0.0493) and
TNFa (0.9134 pg/ml SD = 3.117 vs. 0.6308 pg/ml
SD = 1.015; p = 0.0391) compared to the HC group. The
IL-6 assay is also significantly elevated compared to the
CO group (18.48 pg/ml SD = 42.57 vs. 10.82 pg/ml
SD = 8.592; p = 0.0294). No significant correlation was
found using the Spearman test between the number of
months from onset of the disease and the mean con-
centration of each cytokine for each patient.

3.3 | Increase of mucosal regulatory T
cells in an patients

To complete our humoral results corresponding to a
non-inflammatory profile, we recruited subjects for
cohort 2 prospectively, to follow the immunophenotype
of T cell by flow cytometry. To this end, two panels were
evaluated to fully characterise the impact of disease on
the T cell subpopulation. First, CD4* and CD8" T lym-
phocytes levels were measured to assess the impact of
thinness in our cohort (Figure 2). Comparison of the
mean of the absolute values of circulating lymphocytes
between AN and CT show no significant difference:
CD4" lymphocytes (AN = 5988 cells/mm?; CI95% [2816;
11,042] vs. CT: 8113 cells/mm?>; CI95% [4352; 12,463]
p = 0.34), CD8" lymphocytes (AN: 2925 cells/mm?;
CI95% [1150; 4324] vs. CT: 3953 cells/mm?® CI95%
[930.0; 8635] p = 0.10). Next, we characterised the
circulating lymphocyte population. The percentage of
regulatory T cell is significantly higher in AN versus HC
(9.3%, CI95% |[5.4; 15.5] vs. 7.8%, CI95% [5.7; 10.8]
p = 0.013), and between CT and HC (9.7%, CI95% [5.8;
18.3] vs. 7.8%, CI95% [5.7; 10.8] p = 0.011). Concerning
the percentage of CD4*CCR9* lymphocytes, the rate is
significantly high in the CT group compared to HC
subjects, (5.9% CI95% [2.0; 11.5] vs. 3.4% CI95% [1.3;
11.5] p = 0.002). A significant increase of CD8 integ-
rinf7* is observed in AN compared to HC (9.9% CI95%
[1.7; 24.1] vs. 5.8% CI95% [0.98; 20.0] p = 0.004), and for
CT compared to HC (10.2% CI95% [1.03; 18.3] vs. 5.8%
CI95% [0.98; 20.0] p = 0.003). No significant differences
were observed between the AN group and the CT group
in the percentages of lymphocytes populations, including
mucosal-associated T lymphocyte and TH17.

4 | DISCUSSION

Patients with AN have diet-related dysbiosis that can
induce a leaky gut state (Seitz et al., 2020). This may
explain the elevated concentration of pro-inflammatory
cytokines reported in several previous studies (Caro-
leo et al.,, 2019; Caso et al., 2020; Dalton, Bartholdy,
et al, 2018; Dalton, Campbell, et al., 2018; Dalton
et al., 2020; Solmi et al., 2015, 2020). Our study aims to
monitor levels of cytokines in a chronic cohort of AN
compared to CT patients and characterise the lympho-
cytes profile of AN and CT patients, primarily for pop-
ulations with a specific link or tropism to the intestine.
To improve the quality of the assays, we performed the
assay of three samples for each patient. Our results are
the first to show the stability of average cytokine levels
throughout the day in AN and CT patients. Previously,
high temporal stability of cytokines had been demon-
strated in healthy individuals (Wu et al., 2017). These
results suggest that cytokines do not have cyclic secretion
and are unrelated to the circadian or hormonal cycles.
These results are also consistent with the practice of a
single dosage per day per subject. We performed a panel
of 15 cytokine tests in each sample for each group using a
multiplex ELISA-based technology (Luminex Xmap
Technology). Surprisingly, the commonly accepted levels
of inflammatory cytokines: IL-1f3, IL-6, IFNy, and TNFa,
were significantly lower in AN versus HC in our cohort.
A significant decrease in IL-9 was observed in the AN
compared to HC. A pro-inflammatory signature was
observed in CT with a significant increase in IL-6 and
TNFa compared to HC. The CO group has an inflam-
matory signature superior to the AN group, close to that
of the HC. Our obese cohort corresponds to healthy
metabolic obesity, characterised by the absence of
adverse metabolic effects of obesity (Karelis et al., 2005).
This well-tolerated overweight condition may explain the
lack of an inflammatory profile of CO (Navarro
et al., 2015). Only the IL-4 assay is high compared to the
HC assay. However, AN cytokine assays are below the
CO group, except for IL-10. This directs our interpreta-
tion towards a more inflammatory profile for CO than
AN. The comparison of CT and CO also shows an overall
profile that is less inflammatory for CT but less clear than
for AN. Overall, the AN cytokine profile of our cohort
appears to be oriented towards a non-inflammatory pro-
file. The cytokine state does not even present an anti-
inflammatory state, which would be interpreted from a
significantly high level of IL-10 assay compared to con-
trol. These results do not replicate the previous results of
two meta-analyses (Dalton, Bartholdy, et al., 2018; Solmi
et al., 2015). Their analyses revealed elevated cytokine
levels in AN compared to HC for IL-183, TNF-a, and IL-6.
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FIGURE 2 Percentage of circulating
lymphocytes assayed by flow cytometry.

(a)

(a) Heatmap representation of mean CD3+ 19.75 19.25 20.42 60
percentage for lymphocyte populations
labelling in all groups. Darker color represents CD4+ _
higher circulating percentage. (b) Table of
comparison t-test between all groups. CD4+CCR9+ 473 587 3.44
Significative differences are represented by a
c.olo.r gra(.ilent: The darker represent the most CD4+IntégrineR7+ 11.96 12.79 10.36
significative differences. The level of
significance is defined by: * (p < 0.05); ** L.
+ + + 2.64 3.00 3.99 40
(p < 0.01); *** (p < 0.001). Some data are not CD4+ CCR9+ IntégrineR7
available for correct test. AN: anorexia
nervosa group, CT: constitutional thinness CDg+ 21,08 2993 S1:54
group, HC: healthy control group
CD8+ CCR9+ 6.77 8.45 8.27
CD8+ |ntégrineﬂ7+ 10.13 10.21 6.30
CD8+ CCR9+ IntégrineR7+ 2.31 237 2.16 - 120
MAIT 4.03 5.14 3.90
Treg 9.26 9.74 7.83
TH17 CR45R0O 9.28 10.05 8.78
AN CT HC
(b) AN vs HC CTvs HC | ANvs CT
CD4+CCR9+ 0,1014 0,0016** 0,1405
CD8+ Intégrinep7+ 0,001*** 0,0048** 0,7509
Treg 0,013* 0,0108* 0,6603
*p<0.05 **p<0.01 **p<0.001

Meta-analysis groups of AN appear to be short-lived, with
an average disease duration of 3.66 years +2.59 for
Dalton, Bartholdy, et al. (2018) and between
3.79 years +2.30 for Solmi et al. (2015). Our AN cohort
has an average disease duration of 5.5 years at the time of
sampling, representing the chronic condition of AN. The
difference in the average duration of the disease could
explain the discrepancy with our results. In subsequent
studies, the mean disease duration of the Dalton et al.'s
AN cohort was 11.64 years, also considered chronic. The
mean concentrations of TNF-f3 and VEGF-A compared to
HC were lower, and mean concentrations of I1L6, IL-15,
and VCAM-1 were higher than HC (Dalton, Campbell,
et al., 2018). The study by Caso et al. reports high levels of
TNF-a and IL-1f in the AN in a cohort of non-chronic
patients with an average duration of illness of
14.3 months (1.2 years; Caso et al., 2020). The Himmerich
study reported high IL-6 and IL-18 concentrations in the
AN group compared to the HC group, but no information
on average disease duration was provided (Himmerich

et al., 2021). Subsequent studies do not replicate the re-
sults of the meta-analyses. The study by Caroleo et al.
does not report the mean duration of the disease in their
cohort (Caroleo et al., 2019) and only found a high level
of IFNy in the serum sample of AN patients. Nilsson et al.
studied a chronic AN cohort with an average disease
duration of 10.8 years. They did not report high levels of
IL-6 in AN compared to HC (Nilsson et al., 2020). Solmi
et al,, in a longitudinal study of children, nor find any
association between IL6 levels and patients with AN
(Solmi et al., 2020). This reveals an inconsistent associa-
tion state for inflammatory cytokines and AN patients. In
cohort 1, no correlation was found between disease
duration and cytokine concentration for each cytokine. In
addition, the nature of tests and samples differ in the
studies. We use ELISA multiplex technology like most
studies (Caroleo et al., 2019; Caso et al., 2020; Dalton,
Campbell, et al., 2018, Dalton et al., 2020; Himmerich
et al., 2021), but only Nilsson et al. use proteomic tech-
nology for their study (Nilsson et al., 2020). Concerning
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the nature of the samples, we used serums such as
Dalton, Campbell et al. (2018), Dalton et al. (2020);
Caroleo et al. (2019), Solmi et al. (2020), and Himmerich
et al. (2021). Plasma samples were used by Nilsson et al.
(2020), Caso et al. (2020). In order to get answers about
inflammation in AN, the practice must be standardized.
Our study is the first to compare a wide range of
immunological parameters between AN and CT. CT
subjects have not been fully characterised for immu-
nology (Germain et al., 2016). Our results did not show
any differences between CT and AN, but these results
suffer from a great lack of data and need to be replicated.
Many missing data due to an insufficient detection level
of the ELISA kit do not allow for a satisfactory performed
statistical test. This limitation of our work must be
considered for future studies. Our results are taken
together to suggest a state of immunological tolerance in
chronic AN. This could be understood as a stable state in
the disease for AN patients. This suggests that thinness
in chronic AN, from an inflammatory point of view, is
tolerated in the same way in CTs. We propose a hy-
pothesis on the sustainability of mechanisms initially
adapted to insufficient and poor nutritional intakes,
which become secondarily pathophysiological in a
chronic state. This could lead to AN maintenance.
Further studies should be conducted in well-phenotyped
patient groups (length of disease, stage of disease at the
time of sampling), comparing inflammatory patterns at
various times from the onset of disease in longitudinal
follow-up. Correlation studies regarding duration and
inflammatory data need to be conducted with a more
important number of subjects to address the issue of
inflammation in AN.

To complement the phenotype represented by the
systemic secretion of cytokines observed in cohort 1, we
performed extensive systemic immunophenotyping,
emphasising populations with the ability to migrate to
the intestine. This is based on our intuition as well as on
recent discoveries on the specificity of the microbiota in
AN (Di Lodovico et al., 2020), which can impact mucosal
immunity. These characteristics can modify immuno-
logical cell populations, and we proposed to study its
impact on circulation. Our AN group has a high CD8™"
integrinB7* lymphocytes compared to HC. In the CT
group, high CD4*CCR9* lymphocytes and CD8" integ-
rinf7* lymphocytes are found compared to HC. This
suggests an association of thinness with elevated T lym-
phocytes with markers of intestinal homing. Unfortu-
nately, there is no data on the microbiota of CT patients.
We could propose the hypothesis of a microecology
similar to AN subjects. This should be characterised in
other studies. The systemic increase in populations
of “mucosal” lymphocytes does not suggest an

inflammatory condition of the intestinal mucosa in these
subjects. Our cohort data showed a high percentage of
Treg in the AN group compared to the HC group. This
is consistent with the previously presented non-
inflammatory cytokine profile. The CT group also has a
high Treg rate compared to HC. Analysis of CT lym-
phocytes populations revealed a high circulation rate in
the Treg, T CD4"CCR9" cell, and T CD8" integrinf7*
cell. This could be interpreted as an immunological
specificity of the CT intestinal mucosa. These mucosal
populations could be associated with long-term thin-
ness in a physiological adaptation to the chronicity of
thinness.

As in the first part, the prospective cohort of patients
has an average duration of 54.11 months (4.5 years),
making it possible to consider the group as chronic AN.
We did not reproduce the results obtained previously. In
Omodei & al. AN cohort reported no mean duration of
the disease. They observed fewer CD3 cell counts and
lymphocytes than HC (Omodei et al., 2015). Elegido et al.
studied a short period of illness (average between 15.18
and 10.72 months) and a youth cohort. They report
increased CD4* (T helper lymphocytes), CD8" (T cyto-
toxic lymphocytes), and CD19+ (B lymphocytes) cell
count in AN. In both cases, the CD4"/CD8* T lympho-
cytes ratio was measured significantly higher in the AN
group (Elegido et al., 2017). B cell phenotyping is lacking
in our study. Recently, a team explored B cells phenotype
in AN recruited during the acute stage of starvation in
inpatient care. They found a reduced level of B cells with
regulatory capacities: CD1d"CD5% B cells and transi-
tional B cell CD247CD38™. These cells are implicated in
self-tolerance and immunomodulation and correlate to a
fat mass index. A reduced frequency is maintained after
6 weeks of treatment and is consistent with inflammation
found in early-stage of AN (Freff et al., 2021). These B-
cell subpopulations should be studied in chronic AN,
especially in the demonstrated non-inflammatory state.

In clinics, patients who present with immunodefi-
ciency at the late stage of the disease report opportunistic
infections (Hanachi et al., 2018). This suggests that the
chronic state of the disease is not characterised by im-
munodeficiency. Concerning regulatory T cells, a previ-
ous study did not find a high incidence of Treg in the AN
cohort with an average disease duration of 25 months
(Paszthy et al., 2007). The chronic condition of our cohort
can explain the differences in these results. The results of
our two cohorts are consistent and may be interpreted as
showing a potential tolerative state of the immune system
in the chronic stage of anorexia nervosa. The increase in
circulating Treg could be a characteristic of a chronic
condition of the disease. We assume that fact is due to
their ability to regulate chronically inflamed intestinal
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mucosa disturbed by chronic pathological intestinal
microecology. Confirmation should be done by larger
cohorts and analysis of an anatomical sample of mucosa
to characterise lymphocyte populations inhabiting intes-
tinal tissue.

5 | CONCLUSION

The immune status of patients with AN appears to vary
with the duration of the disease. We show that during a
long period of the illness, cytokine levels are stable during
the day. The profile of humoral cytokines in chronic AN
and CT does not reproduce the inflammatory one found
in the acute stage of AN. Regarding circulating lympho-
cyte populations, similar AN and CT profiles show an
elevated rate of T lymphocytes presenting intestinal
tropism markers and a high rate of T regulatory cells.
This allows us to conclude that it exists an association of
thinness with the frequency of circulating mucosal lym-
phocytes and regulatory cells.

6 | PERSPECTIVES

The not pro-inflammatory immunological profile of AN
and CT may reveal a way of maintaining a tolerative state
of the intestinal mucosa against microbial and nutrient
antigens. The following studies should take care of
careful phenotyping of the population in terms of time
from the onset of the disease and the actual state of AN:
acute or recovery period, type of re-feeding: spontaneous
or gastric tube. The microbiota state in CT is still un-
known and should be characterised to search for simi-
larities to AN dysbiosis. To go further on intestinal
immunology and its relationship with the microbiota, the
models of an animal explicitly involving the microbiota
must be designed and validated, allowing to study the
actors of the intestinal mucosa directly.
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Abstract: Inflammatory bowel diseases (IBD) are complex chronic inflammatory disorders of the
gastrointestinal (GI) tract. Recent evidence suggests that the gut-brain axis may be pivotal in gas-
trointestinal and neurological diseases, especially IBD. Here, we present the first proof of concept for
a microfluidic technology to model bilateral neuro-immunological communication. We designed a
device composed of three compartments with an asymmetric channel that allows the isolation of soma
and neurites thanks to microchannels and creates an in vitro synaptic compartment. Human-induced
pluripotent stem cell-derived cortical glutamatergic neurons were maintained in soma compartments
for up to 21 days. We performed a localized addition of dendritic cells (MoDCs) to either the soma
or synaptic compartment. The microfluidic device was coupled with microelectrode arrays (MEAs)
to assess the impact on the electrophysiological activity of neurons while adding dendritic cells.
Our data highlight that an electrophysiologic signal is transmitted between two compartments of
glutamatergic neurons linked by synapses in a bottom-up way when soma is exposed to primed
dendritic cells. In conclusion, our study authenticates communication between dendritic cells and
neurons in inflammatory conditions such as IBD. This platform opens the way to complexification
with gut components to reach a device for pharmacological compound screening by blocking the
gut-brain axis at a mucosal level and may help patients.

Keywords: inflammatory bowel diseases; gut-brain axis; neuroimmunology; microfluidic technology;
electrophysiological activity; human induced pluripotent stem cells

1. Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic inflammatory conditions affecting
the digestive system, comprising two main distinctive entities: ulcerative colitis (UC) and
Crohn’s disease (CD). IBD is characterized by intricate inflammation and microbiota dys-
biosis [1]. IBD patients also manifest neurocognitive symptoms such as sleep disturbance,
low mood, fatigue, hopelessness, and avolition. A high frequency of these symptoms
in IBD patients was reported in the last meta-analysis (25.2% in CD and 24.0% in UC),
and an odd ratio for depressive symptoms in IBD versus healthy controls was reported
at 1.9 (CI 95% 1.4-2.7) [2]. The pathophysiology of neurological manifestations in IBD
could mainly involve the immune system, representing a contributory mechanism to the
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gut-brain axis dysfunction [3]. The gut-brain axis is a bidirectional communication sys-
tem modulated by neural, hormonal, metabolic, immunological, and microbial signals
and plays a pivotal role in the pathogenesis of IBD [4]. The gut-brain communication
passes through the sensitive vagal nerve fibers present in the mucosa, completing the one
throughout the enteric nervous system (ENS) [5], to reach the nucleus, Tractus solitarus, at
the central nervous system (CNS) level [4,6]. Furthermore, the ENS senses the microbiota
information and modulates the neurophysiology of the gut by an extrinsic neuro sympa-
thetic circuit localized in the brain [7]. The release of pro-inflammatory factors mediates
this neuro-immune communication: interleukin (IL)-13, IL-6, and tumor necrosis factor
(TNF)-o released from epithelial and immune cells. Beyond this paracrine mechanism,
evidence exists for cell-to-cell interaction between nerve fibers and immune cells. These
interactions activate electrophysiological signals in neurons by activating the neurons’ sig-
naling cascade involving Ca?* and cAMP, activating intracellular kinases and generating an
action potential, and lowering the threshold to trigger action potentials throughout cation
channels [8]. Evidence from electrophysiology studies shows that synaptic connections
also exist between sensory neurons and enteroendocrine cells of the intestinal epithelium,
transmitting nutrient signals from the lumen through glutamate to mucosal neurons and
secondary neurons [9,10]. This circuit had been reconstituted in vitro by the co-culture of
sensory neurons and enteroendocrine cells [11].

It is hypothesized that chronic mucosal inflammatory signals and neuronal cell dys-
regulation could explain the psycho-behavioral manifestations by reaching the CNS and
causing alterations in brain functions. An option for curing the neuropsychological symp-
toms of IBD could reside in the modulation of immunological communication to nerves
within the gut-brain axis. Modeling this bilateral communication remains challenging
due to its high level of biological complexity, the involvement of different cell types and
physical communication pathways, and the lack of study models. Most animal studies
use fecal microbiota transfer in germ-free mice or mice deprived of bacteria by antibiotic
therapy [12]. To the best of our knowledge, there are not any models available to study the
effect of IBD pathophysiology elements on nerve cells in the mucosa. Some studies involve
epithelial cells and gut organoids but do not include nervous cells [13]. Organs-on-Chip
(OoC) is an innovative technology that reproduces an in vitro structured and relevant
neuronal network to human physiopathology and can be used to compartmentalize several
cell types. Beaurivage and colleagues have introduced an innovative model that employs
primary cells obtained from patients [14]. This model involves co-culturing the cells in a
microfluidic device comprising two chambers of epithelial cells and macrophages derived
from monocytes. This device is a valuable tool for exploring the impact of inflammatory
mediators on the physiology of macrophages and epithelial cells. However, there seems to
be no gut-on-chip model that incorporates nervous cells in a multi-chamber device [14].
Microfluidic devices with multiple chambers allow for cultivating various cell types in
multiple compartments. This addresses our goal of modeling the impact of immune
activation-induced inflammation on nerve cells. However, current gut-on-chip models
provide histological and soluble molecule analysis that is not entirely applicable to the
functional analysis of neurons. Compartmentalization is possible thanks to connection
via microchannels, through which the neuronal extensions will pass while evaluating the
electrophysiological impact [15].

In this study, we propose a microfluidic platform for modeling the immuno-nerve
pathway of the gut-brain axis, which aims to develop an in vitro platform to study neuron-
immune cell communication. The microfluidic device comprises three compartments with
an asymmetric channel, allowing the isolation of soma and neurites thanks to microchannels
to create in vitro synaptic transmission. Each channel is fluidically isolated thanks to the
microchannel architecture (3 um in height and 10 pm in width), allowing neurites and
axons to project into it. The microfluidic device was coupled with MEA to record the
electrophysiological signal according to the conditions and analyze the functionality of the
neurons. We present here the first data of this innovative protocol, which can be considered
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a proof of concept. This type of modeling could offer many perspectives on understanding
how these two large families of communicating cells interact. Our initiative will contribute
to the study of the neural pathway of the microbiota-gut-brain axis and to efforts to test
interventional molecules to modulate this physiological axis.

2. Results
2.1. Characterization of Human Glutamatergic Neurons and Dendritic Cells in a Microfluidic
Device

The objective of the study is to propose an experimental model allowing (i) the
association of human neuronal and immune cells in microfluidic devices and (ii) access to a
non-invasive analysis method to study the communication between these two cell types
in the context of inflammation to model neuro-immune interaction in the inflammatory
condition of IBD.

Human cells were cultured in an asymmetric microfluidic device called DUALINK
Shift in static conditions without pumping equipment (Figure 1A, Supplementary Figure S1).
The microfluidic device is made of Polydimethylsiloxane (PDMS), is biocompatible, and is
optically transparent (for more details, see the material section). The device is composed of
three compartments separated by microchannels. Each channel is fluidly isolated thanks to
the architecture of the microchannels (3 um high and 10 um wide), allowing neurites and
axons to project into them. Compartments 1 (channel 1) and 3 (channel 3) are where human
glutamatergic neurons are cultured (Figure 1A, Supplemental Figure S1). Compartment 2
(channel 2) is an asymmetric channel that isolates the soma and neurites using microchan-
nels to create synaptic communication in vitro. Compartment 2 is closer to compartment 1,
around 110 um from channels 1 to 2 and about 510 pm from channels 2 to 3 (Supplementary
Figure S1).

To establish the cell culture protocol on-chip, only a culture of human glutamater-
gic neurons derived from innate pluripotent stem cells (iPSCs) was performed in the
microfluidic device for 21 days before adding MoDCs (Figure 2A). To assess the culture
in microfluidic devices, we confirm by immunofluorescence that glutamatergic neurons
express MAP2, a marker of neuronal differentiation (Figure 1B), vGlutl, a presynaptic
protein responsible for glutamate transport into synaptic vesicles (Figure 2C), and Beta III
Tubulin, a principal constituent of microtubules (described in Supplementary Figure S2).
These cells showed a decrease in pluripotency markers over time and the expression of
specific glutamatergic neuron markers in microfluidic devices (Supplementary Figure S3),
highlighting optimal maturation (previously published data, [16]). The MoDCs cells were
prepared by isolating CD14+ cells from a healthy donor leuko-platelet concentrate. Be-
fore adding MoDCs on-chip, a Fluorescent Activated Cell Sorter (FACS) analysis was
performed, showing an increase in CD209 and a decrease in CD14 expression (Supplemen-
tary Figure S4A) to confirm their phenotype. The Morphology of MoDCs is confirmed
by the visualization of pseudopods in confocal microscopy (Supplementary Figure 54B).
On day 21, human neuronal cells were exposed to mature dendritic cells (DCs) derived
from monocytes (MoDCs). The presence of the MoDC in the microfluidic device is shown
in transmitted light microscopy (Figure 1C). This observation is confirmed based on im-
munostaining 4 h after seeding these MoDCs in the microfluidic devices (Figure 1D). The
CD209 phenotype is maintained as presented in Figure 1D (green in microfluidic channel
1 in this illustration), confirming that MoDCs conserved this phenotype 4 h after seed-
ing with human glutamatergic neurons. The neuron-specific enolase (NSE) marker was
assayed by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in the supernatant 4 h after
co-culture, showing no neuronal cell damage (Figures 1E and S5). The basic level of NSE
in the culture is considered for the channel that neither receives LPS nor MoDC. Levels
measured in channels exposed to lipopolysaccharide (LPS) or MoDC do not present an
increased concentration of NSE, as shown in Figure 1E (and Supplementary Figure S5).
An ELISA assay performed after 4 h of co-culture reveals high IL-6 levels in the culture
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supernatant, suggesting a persistent ability of MoDCs to model an inflammatory condition
(Figure 2B).

Channel 1 Channel 2 Channel 3

Microchannels
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3
5

Channel 1

Dualink Shift MEA

Before MoDC seeding
After MoDC seeding

LR EE RS RUEE]

Channel 1 Channel Channel 3
2

D |
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Mean concentration (ng/mL)

Figure 1. Characterization of human immune and neuronal cell co-culture in an asymmetric mi-
crofluidic device. (A) Schema of the asymmetric microfluidic device, called Dualink Shift MEA,
composed of three compartments. (B) Human cortical glutamatergic neurons in a microfluidic device
stained red with an anti-MAP?2 antibody. (C) Visualization of the cells before and after adding MoDCs
to the microfluidic device in transmitted light microscopy. (D) Immunofluorescence staining of
MoDC cells colored green with antibody anti-CD209 in channel 1 and glutamatergic neurons with
antibody anti-MAP2 seeded in channels 1 and 3. (E) Graph of the quantification of NSE in the pooled
supernatant of microfluidic devices as a function of conditions. FACS: fluorescent activated cell sorter;
MEA: microelectrode array; MoDCs: monocyte-derived dendritic cells; NSE: neuron-specific enolase.
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Figure 2. Characterization of the neuro-immunological communication in the microfluidic device.
(A) Experimental design: seeding glutamatergic neurons at day 0 in channels 1 and 3 of the microfluidic
devices, adding MoDC cells at day 21, and recording electrical activity via MEAs with detailed des-
criptions of the conditions. (B) Graph of ELISA immunoassay analysis of interleukin-6 in the supernatant
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of each channel (pooled from chips) in the presence of MoDCs or LPS or with glutamatergic neurons
only. (C) Immunofluorescent pictures of glutamatergic neurons at day 21 stained with anti-vGlut1
(Red). (D) Semi-quantification of vGlutl immunostaining according to the conditions. (E) Graphs rep-
resent the percentage of electrophysiological activity change from baseline (before adding MoDC) to
after adding MoDC in channels 1 and 3 according to the different conditions in the MEA microfluidic
device. ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; LPS: lipopolysaccharide; MEA: microelectrode
array; MoDCs: monocyte-derived dendritic cells.

2.2. Neuro-Immuno Communication between Human Neurons and Immune Cells in Microfluidic
Devices Is Measurable

The asymmetry of this microfluidic device is essential to isolating synapses and having
a dendritic-axonal synapses compartment (Supplementary Figure S1). Since the distance
between channels 1 and 2 is around 110 pm, axons and dendrites can pass through, while
the distance between channels 2 and 3 is about 510 um, only axons can grow throughout
the channel. Thus, to assess neuro-immune communication, different conditions have been
used (Figure 2A). MoDCs were added to glutamatergic neurons on day 21, either in the cell
body compartment (soma + axons) in channel 1 (condition 02) or channel 3 (condition 03).
To assess whether the communication was taking place via axonal projections, MoDCs
were added to channel 2, called the synaptic compartment (condition 05). As a control, LPS
was added to channel 1 (condition 04) and channels 1 and 3 (condition 01).

To measure the effect of adding the MoDCs to the neuron culture, we chose to analyze
the culture supernatant, the electric field recorded for 4 h after the co-culture, and the
culture within the device by immunofluorescence staining.

The analysis of the culture supernatant after 4 h by ELISA reveals that MoDCs cells
are secreting IL-6 when placed in the microfluidic device (Figure 2B). When neurons are
exposed to LPS, no IL-6 is detected (Figure 2B). The IL-6 concentration in MoDC’s seeded
channels is similar (channel 1: 1.3 x 10° pg/mL, channel 2: 1.2 x 10% pg/mL, and channel 3:
1.2 x 103 pg/mL). These data highlight fluidic isolation: no passage of a compound from
one microfluidic channel to the other by passive diffusion. The measure of the basal level
in the opposite channel of all conditions, which only contains neurons, also confirms that
neurons do not secrete IL-6 in response to adding MoDC. Similar concentrations between
channels containing neurons cell bodies (channels 1 and 3) and channel 2 only containing
neurons fibers also reveal that neurons do not secrete IL-6 in response to exposure to MoDC.

In parallel, the expression level of vGlutl has been evaluated by immunostaining to
assess the increasing glutamate secretion (Figure 2C,D). The analysis of vGlutl immunos-
taining shows an increase in the marker percentage of fluorescence when immune cells are
present. Concretely, adding MoDCs and LPS to glutamatergic neurons in channel 1 showed
an equivalent percentage of vGlutl expression independently of the stimulus (Figure 2C,D).
Analysis of channel 2 shows an increase in the rate of vGlutl expression when MoDCs are
added but a decrease when LPS is added. In channel 3, an increase in the rate of vGlutl
expression was observed when LPS was added in channel 1, but not when MoDCs were
added in channel 1 (Supplementary Figure S6).

Conversely, adding MoDCs in channel 3 increased the percentage of vGlutl expression
in channel 2 but made no difference in the opposite channel (channel 1, Supplemental
Figure S6). These data differ from those obtained in electrophysiology (Figure 2E) and
suggest electrical communication, not glutamate release, between the two opposite channels.
According to further study conditions, these data could be confirmed with glutamate release
analysis in the supernatant to have a kinetic response.

To evaluate the impact of the co-culture functionality of glutamatergic neurons and
MoDCs, MEA was used. The device was coupled with electrodes to monitor cell-cell
communication and record the electrophysiological activity of neurons. The activity is
recorded and analyzed over a diagram representing the voltage variation over time (Sup-
plemental Figure S7). The functional activity could be expressed with a mean firing rate
(MEFR) corresponding to the number of spikes per second during the recording. Here, we
show the percentage change in MFR before (baseline) and after the addition of MoDC
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to glutamatergic neurons (Figure 2E). Compared to baseline activity recorded on Day 20
(Supplemental Figure S7), adding LPS increased glutamatergic activity in both channels
with a mean of 25% to 125% of the increase (Figure 2E). In contrast, when MoDC were
co-cultured in the same channel with glutamatergic neurons, their activity decreased (about
—70%, in conditions 2 and 3). However, the functional activity of glutamatergic neurons in
the opposite channel was increased (about 50% in conditions 2 and 3). These data are not
statistically significant; however, there are tendencies either in the individual analysis of
each experiment or in the average of the two replicates. This suggests a specific pattern
of electrical activity in the presence of neuron-immune cell co-culture. These results in-
dicate an increase in nerve impulses when MoDCs are present in channel 1 of the device.
This difference allows us to conclude that electrical activity is involved in the communica-
tion between the two cell types and could be an excellent marker to assess the impact of
immunological signaling pathways on neuronal activity.

3. Discussion

The physiopathological mechanisms of IBDs are possibly linked to the microbiota-
gut-brain axis that should be impaired in these disorders. It is necessary to understand
this bidirectional communication to propose specific innovative therapies. Most studies
focus on the brain to look for evidence that explains behavioral manifestations [17,18].
Hypotheses about inflammation consequences in IBD patients’ brains are about a damaged
blood-brain barrier and damage to endothelial cells’ tight junctions, allowing endotoxins
and inflammatory mediators from the gut to reach brain tissue [19]. Inflammatory activity
in the cerebral parenchyma results in a decrease in neurogenesis and the activation of neu-
rodegeneration. Mechanisms involving microglial cells” activation, cytokine neurotoxicity,
and reactive oxygen species are mainly localized in the hippocampus in IBD patients [20].
Furthermore, some particularities in the brain structures of IBD patients have been shown
by structural and functional magnetic resonance imaging in the limbic system, basal gan-
glia, and hypothalamus [18,21]. IBD research has shown that inflammation can have local
effects on the ENS and sensory neurons within the intestinal tissue [22]. Our study aims to
explore how inflammatory signals from immune cells can be transmitted to nerves. The
neuroimmune cell unit plays an essential role in regulating the homeostasis and physiology
of tissues, particularly the intestine [23]. Our team has taken the initiative to model this unit
in a microfluidic device using electrophysiology to measure the effect of immune signals on
neurons. While many existing gut-on-chip models exist, none include nerves [14]. To the
best of our knowledge, our project is the first to demonstrate the feasibility of a microfluidic
chip that incorporates the cells involved in the neuroimmune cell unit of the gut.

This preliminary study aims to elaborate a microfluidic platform to understand com-
munication mechanisms between nerve and immune cells using a tool to study cell-cell
interaction. We develop a first platform involving MoDC chosen to represent a robust
model of innate immune cells capable of transmitting an inflammatory signal to other cells
(T and B cells). To reproduce inflammatory conditions found in the mucosa of IBD patients
exposed to pathogens, MoDCs were exposed to LPS (1 pg/mL) from E. coli 12 h before
seeding. The immune cells were previously characterized (Supplementary Figure 54) and
showed a dendritic cell phenotype with CD209 expression [24]. Glutamatergic neurons
were chosen for their high electrophysiological activity, making these cells a model of
choice. Glutamatergic neurons were maintained under these conditions (after two record-
ings and in co-culture conditions with MoDCs) and expressed the classically expected
phenotypic markers already published by our team [16]. These cells express vGlutl, a
presynaptic protein responsible for glutamate transport into synaptic vesicles. They are
found in functional glutamatergic neurons and Beta III Tubulin, a major constituent of
microtubules, and play a critical role in axon guidance and maintenance (Figure 2C,D and
Supplementary Figure S2). We showed that neuronal functional activity could be a marker
to characterize communication between immune cells primed by bacterial compounds and
neurons. Adding primed immune cells to a functional neuronal culture triggers neuronal
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communication between neurons by electrophysiology. This device offers the possibility to
study various microbial molecules, peptides, probiotics, and therapeutics for assessing their
effect on mucosal immune cells and their secondary effect on nerves. Gnotobiotic mice are
currently the standard model to study the impact of microbiota on in vivo physiology [25].
In vivo studies are time-consuming, expensive, and involve ethical considerations due to
the high level of complexity that could interfere with understanding subtle mechanisms.
Some initiatives also consist of studying ex vivo explants from the colon or the gut to study
interactions with the microbiota and the physiology of the axis [26]. The biological phe-
nomenon’s complexity is approached by the initiative of gut-on-chip modeling of a lumen
and a whole mucosa with villi [27]. Complex initiatives to model the gut-brain axis involve
multi-chambers with different Organs-on-Chip and barrier interfaces to reach the axis’s
complexity level in in vitro conditions [28]. Microfluidic technology allows the modeling
of tissue with tight control of fluidic conditions and avoids the complexity of reaching
samples from the microenvironment for assays [29]. Our microfluidic device represents a
tool to study cell-cell communication through soluble factor assays and electrophysiological
activity, bridging the gap between in vitro and in vivo and proposing a new way to study
gut-brain communication thanks to neuron electrophysiology. Conventional cell culture
techniques struggle to reproduce paracrine communication between two cell types. We
propose an in vitro model for nerve interaction with peripheral immune cells, which differs
from many previous microfluidic Organ-on-Chip models that focus on modeling brain
structures for studying the effects of neuroinflammation [30]. We also analyze the fluidic
isolation of culture channels in the absence of IL-6 passage from one compartment to an-
other. Microfluidic compartmentalization allows finely controlled cell microenvironments,
chemical stimuli, and communication monitoring. Furthermore, the total volume of the
channel is around 100 puL, so even small amounts of secreted factors are not fully diluted
and, therefore, detectable. Furthermore, microfluidic systems allow the control of fluids
due to laminar fluid flow. The focus on electrophysiological response to stimuli allows us
to measure a rapid answer, the strength of the signal by interpretation of the firing rate, and
the amplitude of the action potentials. We evaluated the possibility of studying functional
responses in one channel after adding cells in the opposite channel by electrophysiology.
An increase in IL-6 in the MoDC-containing compartment correlated with a decrease in
electrical activity, with an inverse increase in the electrical activity in the opposing channel.
MEA technology allows extracellular recording, unlike the patch clamp, which records
intracellular activity. It also represents the optimal approach to studying the functional
activity of neurons in networks [31]. This study showed that obtaining compartmentalized
cell cultures in a microfluidic device was possible. MoDCs were chosen for their ease of
differentiation from human peripheral blood mononuclear cells and their ability to respond
to LPS signals by TLR2. DCs are crucial immune cells for immunity and tolerance and
are involved in developing the pro-inflammatory state of the mucosa in IBD by inducing
Th1 and retinoic acid metabolism [32]. The intestinal microenvironment regulates DCs
through the gut microbiome and the cellular environment of the mucosa [16]. DCs were
shown to interact with sensory neurons in vitro through the intermediary of tunneling
nanotubes [33].

Future studies of our devices will focus on the biological mechanisms involved in
neuro-immune interactions. The following steps will be taken: the complexification of
the in vitro model to reach a gut-brain axis on-chip; the integration of epithelial cells to
achieve a better model of a complete intestinal mucosa; and the proposal to carry out
studies on bacterial components or molecules for therapeutic purposes. To generalize our
results, additional innate immune cell types already known to be related to nerves in the
gut mucosa must be studied in our chip. As we know, macrophages are closely localized to
nerve fibers and are involved in homeostasis and pathology [34]. In inflammatory bowel
syndrome, there is evidence of dysregulation of interaction loops between mast cells and
enteric neurons within the mucosa. Furthermore, innate lymphoid cells are closely related
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to the enteric nervous system and glial cells and are implicated in the mucosal regulation
of pathogens and inflammation [35,36].

This study needs to be reproduced with a higher number of repeats to reach a statistical
significance rate representing this exploratory study’s principal limit and to understand
the triggering of electrophysiologic signals in neurons by exposing neurons only to IL-6.

Our study highlights the existence of a functional neuro-immune cell unit through
in vitro experimentation. We found that immune cells transmit an inflammatory signal to
neurons, triggering action potentials in response to MoDC addition. Our device models a
segment of the microbiota-gut-brain axis as it isolates the communication between nerves
and immune cells of the intestinal mucosa, providing a tool to investigate the biological
mechanism of this interaction. Our focus on IBD has led us to explore additional methods
for approaching the gut-brain axis in pathology, as described in the last review by Moysidou
and Owens [37]. This new approach complements our existing methodologies and allows
us to better understand the complex relationship between immunity and neurons. Our
concept also enables the study of inflammation from the perspective of electrophysiology.
Microfluidic devices are one tool that can precisely study the highly complex biological
mechanisms involved in IBD between immune cells and neurons. Our device’s develop-
ment and functional study represent a dynamic effort to reduce the use of animals, optimize
cost and efficiency, and improve tools for functional biology research [38].

In conclusion, this proof-of-concept study has shown its ability to respond to our
requirements with a functional neuronal culture, a device to receive living immune cells,
and a multimodal way to assess immune and nervous communication: electrophysiology,
supernatant assay, and vesicle labeling. Our results have shown, for the first time, that the
transduction of an inflammatory immune signal to neurons leads to an electrical impulse
materialized by an increased firing rate in neuronal culture. This signal is bottom-up,
consistent with the intuitive neuroimmune communication within the intestinal mucosa.
Literature reports evidence about a neuron’s paracrine response to regulate immune cells by
neurotransmitters and peptides, representing the next step to be studied in this device [39].
Moreover, the device allows the study of the colocalization of immune cells and neurons
and potential studies of direct interaction, possibly assimilating to a neuro-immune synapse.
Developing organ-on-chip models for studying the gut-brain axis solves some challenges
in in vitro and in vivo models.

4. Materials and Methods
4.1. Device Fabrication

The asymmetric microfluidic devices, called Dualink Shift MEA (N3XU_ASYM-FL),
were fabricated according to NETRI's standard protocol [15,16]. Briefly, SU-8 molds were
fabricated using conventional photolithography techniques using the SU-8 photoresist
series. Silicon wafers were diced and integrated into 3D-printed molds to create master
molds. Master molds were replicated using dedicated silicone and polyurethane positive
replicates. Polydimethylsiloxane (PDMS, Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI, USA)
was prepared and cast onto the replicated molds before being cured at 65 °C for 2 h. The
PDMS was then cut to the desired size before being peeled off the mold. The mixture is
centrifuged, degassed, and poured into the device mold. The PDMS is then cross-linked at
80 °C for 1 h, then cut and removed from the mold. Then the microfluidic chip is covalently
bonded to a polystyrene substrate aligned in SBS format (Society for Biomolecular Screening
format), previously rinsed with isopropanol, and activated with O, plasma. Finally, the
devices are placed at 100 °C for 10 min and filled with 70% ethanol to be sterilized.

4.2. Culture and Maintenance of Human iPS-Derived Glutamatergic Neurons

The platform allows the growth of several cell types in each microfluidic channel
under static conditions and without pump equipment while monitoring the impact of
human immune cells on glutamatergic neurons via electrophysiological activity and se-
creted factors. On this platform, we cultured glutamatergic neurons derived from induced
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pluripotent stem cells (IPSCs). Glutamatergic neurons were seeded in channels 1 and 3
to reach 1000 cells/mm?. Human-derived materials were preserved and handled with
the approval and under the guidelines of French legislation. The accreditation number
related to the use of human materials is DC-2020-4203. Human-induced pluripotent stem
cell-derived cortical glutamatergic neurons (BrainXell, BX-0300, Madisson, WI, USA) are
maintained in channels 1 and 3 compartments for up to 21 days. Microfluidic devices were
coated with PDL (0.05 mg/mL) overnight at 37 °C under 5% CO,. Glutamatergic neurons
were seeded by placing 10 L of a 1 x 107 cells/mL neuron suspension in the inlet reservoir
of channels 1 and 3 in an asymmetric device for a targeting density of 600 cells/mm?.
Cell culture media were replaced every 2 to 3 days with provider media, as previously
described [16]. Neurons were cultured for up to 21 days under a controlled environment
(37 °C and 5% COy).

4.3. Culture and Preparation of Human MoDCs

Human MoDCs were used for this experiment. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were obtained from the buffy coats of healthy donors (EFS Auvergne-Rhone-
Alpes) by density gradient centrifugation over a lymphocyte separation medium (Eu-
robio; Abcys, Courtaboeuf, France). Monocytes (CD14+) were positively sorted from
PBMC with magnetic beads (Miltenyi Biotec, Paris, France). The culture of monocytes
induced differentiation of MoDC with complete RPMI medium (RPMI 1640, 10% FBS, 1%
penicillin/streptomycin) supplemented with 100 ng/mL of huGM-CSF (Miltenyi Biotec,
Paris, France) and 50 ng/mL of hulL-4 (Miltenyi Biotec, Paris, France) for six days, with
the addition of fresh medium on day 4. The monocyte differentiation into MoDC was
checked by microscopy, which visualized the formation of villosity. MoDC were cul-
tured at 1 x 10° cells/mL in 12-well plates in a complete RPMI medium associated with
treatment with 50 pg/mL of polymyxin B (InvivoGen, San Diego, CA, USA). A total of
1 pg/mL of lipopolysaccharide (LPS) from E. coli (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) was
added to prime immune cells. It induced their activation for 4 h before seeding in the
microfluidic device.

4.4. LPS and MoDC Additions

Culture media was removed for conditions 01 and 04, and glutamatergic neurons were
treated with LPS from E. Coli (2 pg/mL, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) diluted in
neuron culture media. Then, cells are incubated for 4 h under a controlled environment
(37 °C, 5% COy). Cells were washed with neuron culture media before recording.

For conditions 02, 03, and 05, MoDCs were washed from their culture media and LPS
by two centrifugations (1500 g rpm, 4 °C, 10 min). Then MoDCs were suspended in
neuron media culture at a seeding concentration of 10 M cells/mL. MoDCs were incubated
with glutamatergic neurons and maintained for 2 days under a controlled environment
(37 °C, 5% COy). The first recording was performed 4 h after MoDC seeding.

4.5. Immunoassays

The supernatant was collected 4 h after LPS or MoDC addition to the glutamatergic
neurons in each channel by pipetting into the fluidic outlet and freezing at —80 °C until use.
Two factors released have been analyzed in the cell culture supernatant by ELISA thanks
to the commercial kit: IL-6 (MBS175877-96, MyBioSource, San Diego, CA, USA) and NSE
(MBS161973-48, MyBioSource, San Diego, CA, USA). Samples were diluted 1/2 for the IL-6
assay using the sample diluent of a commercial kit. No dilution was performed on samples
for the NSE assay. Data analysis has been done with GraphPad Prism.

4.6. Electrophysiological Recording

The electrophysiological recordings have been performed thanks to a commercial
system (MultiChannel Systems, Reutlingen, Germany). A first recording of 10 min on glu-
tamatergic neurons was done on day 20. Depending on conditions, a second recording was
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performed after 12 h of MoDC neuron co-culture or upon LPS (4 h) addition. All data were
recorded with a MEA2100-256 system, commercially available from MultiChannel Systems
(Reutlingen, Germany), composed of a 256-channel amplifier head-stage. The recording
was performed using commercially available software (Multi Channel Experimenter, Multi-
Channel Systems). All the experiments were carried out with 256 MEA100/30iRITO-w /o
(MCS) that consist of 30 um diameter electrodes spaced by 100 um. Raw data were offline
filtered by a Bandpass Butterworth filter of second order (with cut-off frequencies of 100 Hz
and 2500 Hz). Electrodes that were outside of cell culture channels have been excluded
from analyses.

4.7. Electrophysiological Data Processing

Signal records have been analyzed with MultiChannel proprietary and open-access
software (Multi-Channel Analyzer, MultiChannel Systems, Reutlingen, Germany). Spike
detection was performed with a threshold of 5x the standard deviation of the signal on
noise. The mean firing rate (MFR) is the number of spikes per second from each channel
and was calculated based on the active electrode signal divided by recording time (10 min).
An active electrode has been considered when the electrode detects at least 0.1 spikes/s.
Data analysis has been done with GraphPad Prism. The electrophysiological studies
included the compartmentalized part of the chip, excluding activity localized under the
microchannels to avoid an overestimation bias in the results. Indeed, the microchannels
contain the neurons’ axons and concentrate the neurons’ functional activity. This activity is
isolated and amplified at this location.

4.8. Immunostaining Protocol

Cultures were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 30 min at room temperature,
as previously described [16]. Cells were washed three times with PBS and permeabilized
for 10 min with 0.1% Triton-X100, followed by 30 min with 3% BSA. Primary antibodies
were added, and the devices were incubated overnight at 4 °C. The cells were rinsed three
times with PBS and further incubated with the corresponding secondary antibodies for 2 h
at room temperature (references and working solutions of antibodies used in the study are
listed in Table 1). For the quantification of vGlutl, the percentage of the stained surface
was quantified on a defined area of the device for all three channels using Image J. For the
quantification of Sox2 and Nestin, the number of total DAPI-labeled cells was quantified
and related to the number of positively labeled Sox2 or Nestin cells. Data analysis has been
done with GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA, USA).

Table 1. List of immunofluorescent antibodies.

Antibodies Name Supplier/Reference Final Concentration
Nestin ThermoFisher/14-9843-82 1 pg/mL
Sox2 Merck/AB5603 2 ug/mL
vGlutl Synaptic Systems /135304 5 ug/mL
MAP2 Abcam/ab96378 1 pg/mL
Beta-III-Tubulin ThermoFisher/MA1-118 5 ug/mL
DC-SIGN/CD209 Bio-techne/DDX0207-100 0.05 ug/mL

Images were acquired with an inverted epifluorescence microscope, the AxioObserver
7 (Zeiss), fitted with a CMOS camera.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ijms241310568 /s1.
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Tristan GABRIEL-SEGARD

ROLE DU SYSTEME IMMUNITAIRE INTESTINAL AU SEIN DE L’AXE MICROBIOTE-INTESTIN-CERVEAU
DANS LES SYMPTOMES PSYCHO COMPORTEMENTAUX

Les connaissances grandissantes sur |'association entre anomalies du microbiote et du systeme
immunitaire chez les patients présentant des troubles psychiatriques, font de I'axe microbiote-intestin-cerveau
un acteur indispensable a étudier. Les objectifs de ce travail de thése consistent en I'étude du réle du systeme
immunitaire intestinal dans les troubles psycho-comportementaux. Le premier objectif de caractérisation du
systeme immunitaire muqueux intestinal a été réalisé par une étude clinique dans une population de patientes
souffrant d’anorexie. Une surprenante absence de marqueurs inflammatoires et une plus grande fréquence de
lymphocytes T régulateurs circulants a été mise en évidence. Notre second objectif a consisté a étudier I'impact
du microbiote sur le comportement. Il a été montré que le microbiote fécal de patientes présentant une anorexie
mentale sévére entraine une inflammation chez les animaux et des anomalies sur les comportements anxieux
lors de tests. Nous avons pu initier un projet de puce mettant en relation des cellules immunitaires et des
neurones pour étudier la transduction de signaux inflammatoire, constituant la premiere preuve de concept de
modélisation de la voie nerveuse in vitro de I’axe microbiote-intestin-cerveau. Notre troisieme objectif consista
a caractériser les atteintes psycho-comportementales dans les phénoménes immuno-pathologiques des
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin. L'identification d’une tres forte prévalence du symptéome
aboulie chez des patients faisant I'expérience d’une fatigue persistante malgré une maladie intestinale
quiescente, fait évoquer des anomalies des structures cérébrales impliquées dans les domaines des valences
positives (motivation). Ces éléments ont fait I'objet d’une étude sur le modeéle animal de colite inflammatoire
induite au DSS, dont I’étude comportementale doit encore étre améliorée. L'ensemble de ces éléments alimente
I’hypothese d’une forte implication du microbiote et du systéeme immunitaire intestinal comme unité pouvant
modifier pathologiquement le fonctionnement cérébral, et se traduire de maniére psycho-comportementale
chez les sujets. L’axe microbiote-intestin-cerveau part sa richesse, concentre les espoirs d’une révolution en
psychiatrie tant pour le diagnostic, le pronostic, que la thérapeutique.

ROLE OF THE INTESTINAL IMMUNE SYSTEM WITHIN THE MICROBIOTA-GUT-BRAIN AXIS IN
PSYCHOBEHAVIORAL SYMPTOMS

Growing knowledge of the association between microbiota and immune system abnormalities in
patients with psychiatric disorders makes the microbiota-gut-brain axis an indispensable player to study. This
thesis aims to explore the role of the intestinal immune system in psychobehavioral diseases. The first objective
of characterizing the intestinal mucosal immune system was achieved through a clinical study of female patients
suffering from anorexia. A surprising absence of inflammatory markers and a higher frequency of circulating
regulatory T lymphocytes were demonstrated. Our second objective was to study the impact of microbiota on
behavior. The fecal microbiota of patients with severe anorexia nervosa has been shown to cause inflammation
in animals and abnormalities in test anxiety behavior. We initiated a microarray project linking immune cells and
neurons to study inflammatory signal transduction, constituting the first proof-of-concept for modeling the in
vitro neural pathway of the microbiota-gut-brain axis. Our third objective was to characterize the psycho-
behavioral effects of immuno-pathological phenomena in chronic inflammatory bowel disease. They identify a
very high prevalence of the symptom abulia in patients experiencing persistent fatigue. However, quiescent
bowel disease indicates abnormalities in brain structures involved in positive valence (motivation) domains.
These elements have been studied in an animal model of inflammatory colitis induced by DSS, whose behavioral
study still needs to be improved. These elements support the hypothesis that the microbiota and the intestinal
immune system are strongly implicated as a unit capable of pathologically modifying cerebral functioning and
translating into psycho-behavioral effects in subjects. The richness of the microbiota-gut-brain axis raises hopes
of a revolution in psychiatry regarding diagnosis, prognosis, and treatment.
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