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Résumé

Les douleurs abdominales chroniques, un symptome partagé par de nombreux patients atteints
de pathologies gastro-intestinales comme le Syndrome de I’Intestin Irritable (SII) ou les Maladies
Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin (MICI), représentent un motif de consultation récurrent en
gastroentérologie et pour lesquels les traitements sont limités et souvent peu efficaces. Dans ce contexte,
la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques constitue une priorité. Le microbiote intestinal tient
une place centrale puisque les progreés en matiére de s€quengage ont permis de révéler une altération de
sa composition chez ces patients. Alors que certaines especes bactériennes proliférent, d’autres au
contraire voient leur population s’effondrer et leur role dans la santé de 1’hote est aujourd’hui fortement
envisagé. En plus de restaurer la barriére épithéliale intestinale et de moduler la réponse inflammatoire,
certaines bactéries bénéfiques participent activement au dialogue « microbiote-intestin-cerveau » et
pourraient, en interagissant directement avec le systéme nerveux, moduler le processus douloureux.
Ainsi, le potentiel thérapeutique du microbiote intestinal ouvre le champ a une nouvelle classe de
médicaments : les probiotiques de nouvelle génération.

Mes travaux de thése avaient pour objectif de révéler le potentiel neuromodulateur du
microbiote intestinal et de sélectionner un candidat bactérien capable de réduire I’hypersensibilité
viscérale d’origine colique (HSVC) dans plusieurs modéeles murins de douleur viscérale.
L’établissement d’une collection de souches anaérobies et la mise au point d’une méthode de screening
a haut débit a permis, d’une part, de révéler les propriétés neuromodulatrices de souches bactériennes
mais aussi de sélectionner la souche Parabacteroides distasonis F1-2 pour ses propriétés neuro-
inhibitrices sur des cellules neuronales immortalisées mais aussi sur des cultures primaires de neurones
issus de DRG de rat.

Le second objectif de ma thése a été de déterminer si I’effet neuro-inhibiteur de la souche F1-2
pouvait se traduire par un effet anti-hyperalgique chez la souris. La souche F1-2, testée dans plusieurs
modeles de douleur viscérale, exerce un effet anti-hyperalgique remarquable en réduisant ’HSVC
lorsque I’intégrité de la barriére intestinale est compromise. Cependant, et contrairement a la plupart des
souches probiotiques déja connues, la souche F1-2 ne présenterait pas de propriétés anti-inflammatoires
ni de renforcement de la barricre épithéliale intestinale. Ces travaux constituent la premiere preuve d’un
potentiel effet antalgique de P. distasonis et les premiers résultats obtenus quant & son innocuité sont
des données fortement encourageantes et permettent d’envisager son utilisation chez I’Homme.

L’hypothése d’une interaction directe entre la souche F1-2 et les cellules neuronales est
aujourd’hui suggérée et I’exploration des mécanismes d’interaction a permis de caractériser 1’effet
neuro-inhibiteur de la souche F1-2 sous diverses stimulations nociceptives. La possible implication de
la bradykinine et/ou de ses récepteurs ouvre une nouvelle voie d’investigation dans la compréhension
du dialogue établi entre bactéries et neurones.

Ainsi, ce travail de thése a permis de mettre au point une méthode visant a sélectionner des
souches bactériennes aux propriétés neuromodulatrices et de révéler le potentiel thérapeutique de la
souche bactérienne P. distasonis F1-2 chez la souris. Il est aujourd’hui possible d’envisager son
utilisation chez ’Homme en tant que probiotique de nouvelle génération destiné a soulager les patients
souffrant de douleurs abdominales chroniques.



Abstract

Chronic abdominal pain, a symptom shared by many patients with gastrointestinal pathologies
such as Irritable Bowel Syndrome (IBS) or Inflammatory Bowel Diseases (IBD), is a recurring reason
for consultation with Gastroenterology and for which treatments are limited and often not efficient. In
this context, the development of new therapeutic strategies is a priority. The intestinal microbiota plays
a key role since progress in sequencing has revealed a change in its composition in these patients. While
some bacterial species proliferate, others see their populations decrease and their role in the health of
the host is now strongly suggested. In addition to restoring the intestinal epithelial barrier and
modulating the inflammatory response, some beneficial bacteria actively participate in the “microbiota-
gut-brain” dialogue and may, by interacting directly with the nervous system, modulate the painful
process. Thus, the therapeutic potential of the gut microbiota opens the field to a new class of drugs: the
next generation probiotics (NGP).

My PhD work aimed to reveal the neuromodulatory potential of the gut microbiota and to select
a bacterial candidate able of reducing colonic hypersensitivity (CHS) in several visceral pain mouse
models. The establishment of an anaerobic bacterial strains collection and the development of a high
throughput screening method made it possible to reveal the neuromodulatory properties of bacterial
strains but also to select the strain Parabacteroides distasonis F1-2 for its neuro-inhibitory properties
on immortalized neuronal cells but also on primary cultures of neurons from rat DRG.

The second objective of my thesis was to determine whether the neuro-inhibitory effect of the
F1-2 strain could translate into an anti-hyperalgesic effect in mice. The F1-2 strain, tested in several
CHS mouse models, exerts a remarkable anti-hyperalgesic effect when the intestinal barrier integrity
was disrupted. However, and unlike most probiotic strains already known, the F1-2 strain does not
exhibit anti-inflammatory properties or reinforcement of the intestinal epithelial barrier. This work is
the first evidence of a potential anti-hyperalgesic effect of P. distasonis and the first results obtained
regarding its safety are highly encouraging data to consider its use in humans.

The hypothesis of a direct interaction between F1-2 strain and neuronal cells is now suggested
and the exploration of interaction mechanisms has made it possible to characterize the neuro-inhibitory
effect of F1-2 strain upon various nociceptive stimulations. The possible involvement of bradykinin
and/or its receptors opens a new way of investigation in understanding the dialogue established between
bacteria and neurons.

Thus, this PhD work has allowed to develop a method to select bacterial strains with
neuromodulatory properties and to reveal the therapeutic potential of the bacterial strain P. distasonis
F1-2 in mice. It is now possible to consider its use in humans as a next generation probiotic intended to
relieve patients suffering from chronic abdominal pain.
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Chapitre I : Role du microbiote intestinal dans la douleur et dans
les troubles anxio-dépressifs

1. Le microbiote intestinal

1.1. Composition et diversité du microbiote intestinal

Le terme microbiote désigne 1’ensemble des microorganismes colonisant un
¢cosysteme. L’Homme abrite plusieurs microbiotes selon le site corporel considéré comme le
microbiote cutané, le microbiote pulmonaire ou encore le microbiote intestinal. Les progres
technologiques permettent aujourd’hui d’accéder a la composition de ces microbiotes et de
mieux comprendre leur fonction dans la santé de I’hote. L’organisme comporte plus de cellules
microbiennes que de cellules humaines, avec un ratio de 1,3 cellules microbiennes pour 1
cellule humaine (Sender et al, 2016). La diversité génétique retrouvée chez I’Homme est
dominée par des génes microbiens puisqu’ils représentent 99% du génome (Qin et al., 2010b).
Parmi I’ensemble des microbiotes identifiés a ce jour, le microbiote intestinal est certainement
I’un des plus étudié. En effet, il suscite un vif intérét dans la communauté scientifique qui

cherche a mieux comprendre son role dans la santé humaine (Alonso and Guarner, 2013).

Le microbiote intestinal représente 1’ensemble des microorganismes colonisant le
tractus gastro-intestinal (TGI). Il se compose principalement de bactéries, mais comprend
¢galement d’autres microorganismes tels que des champignons, des archées, des virus ou encore
des protozoaires (Sekirov et al, 2010). Les virus tiennent une place importante au sein du
microbiote intestinal puisque leur abondance serait équivalente a celle des bactéries (Ogilvie
and Jones, 2015). La flore bactérienne est aujourd’hui la plus étudiée. Sa composition a été
rendue accessible grace a de nombreux projets de séquencage tels que le projet européen
« Metagenomic of the Human Intestinal Tract » (MetaHit, 2008-2012), le projet « American
Gut Project » (HMP, 2008) ou encore le « British Gut Project » (2014). La charge bactérienne
évolue le long du tractus digestif. Alors qu’elle est relativement faible au niveau de 1’estomac
(10" UFC.g™"), celle-ci s’enrichit jusqu’a atteindre une forte densité comprise entre 102 UFC.g"

l'et 10" UFC par gramme de selles au niveau du cdlon.
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Figure 1 : Evolution de la charge bactérienne le long du tractus digestif en fonction des
conditions physicochimiques (pH et teneur en oxygene).
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Figure 2 : Classification et composition générale du microbiote intestinal. Le microbiote
intestinal est composé de nombreux microorganismes : levures, champignons, virus et
bactéries. Les bactéries appartiennent a différents sous-ensembles de groupes bactériens
(phyla). Les bactéries intestinales, et plus particuliérement celles retrouvées au niveau du colon,
appartiennent a 4 phyla majoritaires : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et
Proteobacteria qui regroupent plusieurs familles bactériennes dans lesquelles sont retrouvées
différents genres bactériens puis des especes. Adapté de Gervason et al., (2021).



Ces variations d’abondance sont en lien direct avec les gradients de pH et d’oxygéne retrouvés
le long du tractus digestif et qui influenceront également sa composition (Figure 1). L’analyse
de sa composition révele la présence de 4 phyla majoritaires représentant plus de 90% du
microbiote bactérien (Hugon et al, 2015) : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et
Proteobacteria alors que les bactéries appartenant aux phyla Fusobacteria et Verrucomicrobia
sont retrouvées en plus faible abondance (Eckburg et al., 2005). Chacun de ces phyla renferme
un grand nombre d’espéces bactériennes (Figure 2). Le microbiote intestinal est cependant
caractérisé par une variabilité inter-individuelle. Malgré cela, 1’existence de 3 entérotypes se
distinguant par une forte abondance de bactéries appartenant aux genres Bacteroides,

Ruminococcus ou Prevotella a été proposée (Arumugam et al., 2011).

1.2. Evolution du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal colonise le TGI, dés la naissance, et entretient une relation
étroite avec 1’hote et son systeéme immunitaire. Contrairement a ce qu’on a longtemps pensé, le
nourrisson serait en contact avec des bactéries commensales contenues dans le placenta de la
mere, participant ainsi au développement de son systéme immunitaire pendant la vie feetale
(Aagaard et al., 2014). Ces données sont toutefois controversées a 1’heure actuelle (Perez-
Muiioz et al., 2017). En revanche, il est bien établi que I’étape de colonisation du tube digestif
débute des la naissance. Cette période est cruciale pour I’implantation d’un microbiote sain qui
jouera également un role dans le développement du nourrisson. Sa composition dépend du mode
d’accouchement. En effet, un accouchement par voie naturelle favorise la colonisation par des
especes bactériennes appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium caractéristiques
du microbiote vaginal de la mere. Ce microbiote différe lorsque I’accouchement est réalisé par
césarienne puisqu’il se compose essentiellement de bactéries appartenant aux genres
Staphylococcus et Corynebacterium, caractéristiques du microbiote cutané (Dominguez-Bello
et al., 2010). Cette colonisation suit la théorie des 1000 premiers jours, une période cruciale
au cours de laquelle le microbiote intestinal colonise le TGI et se diversifie peu a peu (Robertson
et al., 2019). 1l semblerait qu’un microbiote riche en bifidobactéries confére un avantage au
nouveau-n¢ puisqu’elles préviendraient du développement de diverses pathologies telles que
I’obésité, les diabetes ou les troubles métaboliques, mais aussi de 1’asthme et des allergies
(Johnson and Ownby, 2017; Stuivenberg et al., 2022). La nutrition et ’environnement du

nouveau-né sont des facteurs participant a la diversification et a la maturation du microbiote.
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Figure 3 : Etapes de colonisation du microbiote intestinal au cours de la vie, de la
naissance a I’adolescence. La diversité du microbiote intestinal apparait progressivement au
cours des premiers mois et des premieres années de la vie et sa composition est impactée par
plusieurs facteurs comme le mode d’accouchement, 1’allaitement, I’introduction d’aliments
solides dans 1’alimentation ou encore le régime alimentaire a I’adolescence. Adapté de Tanaka

and Nakayama (2017).




L’introduction d’aliments solides constitue une étape importante dans la mise en place d’un
microbiote mature puisqu’elle favorise le développement de souches bactériennes anaérobies
capables de digérer les fibres alimentaires. Les bifidobactéries laissent peu a peu la place a des
bactéries appartenant aux Firmicutes et aux Bacteroidetes, les 2 phyla majoritairement retrouvés
chez I’adulte. Le développement de bactéries anaérobies conduit a la production de métabolites
tels que les acides gras a chaines courtes (AGCC). Ainsi, le microbiote évolue tout au long de
la vie, mais les premiéres étapes survenant dans les premiers mois semblent déterminantes pour

la santé de I’hote (Figure 3).

1.3. Roles du microbiote intestinal dans la physiologie de 1’hote

1.3.1. Role dans la digestion

La fonction de digestion assurée par le microbiote intestinal est le résultat d une relation
symbiotique entretenue avec son hote. En effet, alors que le microbiote intestinal puise son
énergie en digérant les aliments et plus particulierement les fibres et les résidus alimentaires
non digestibles par I’Homme, comme 1’amidon ou les polysaccharides, il fournit a son tour des
¢léments essentiels tels que des acides aminés ou encore des AGCC comme [’acétate, le
propionate et le butyrate. Ce dernier constitue une véritable source d’énergie pour les
colonocytes et contribue au maintien de I’homéostasie de I’épithélium intestinal (Donohoe et
al., 2011). Cette digestion facilite I’assimilation des différents nutriments libérés. Le microbiote
colique est impliqué dans le métabolisme des glucides et des protéines mais aussi dans la
synthése de vitamines comme la vitamine K et les vitamines du groupe B (B1, B8, B9 et B12)
(Hill, 1997) et dans la biotransformation des acides biliaires (Singh et al., 2019). Ces activités
sont assurées par les propriétés saccharolytiques et protéolytiques des especes bactériennes
présentes au niveau du colon. Certains membres du microbiote participent a un phénoméne de
« cross-feeding », autrement dit, un processus d’alimentation métabolique croisée, assurant aux
différentes especes bactériennes une bonne croissance et une bonne résilience en cas de carence
alimentaire. Dans cette relation syntrophique, certaines bactéries produisent des métabolites qui
seront a leur tour pris en charge par d’autres membres du microbiote. Par exemple, I’acétate
produit par certaines bactéries est pris en charge et transformé en butyrate par les especes
Faecalibacterium prausnitzii et Roseburia sp. (Duncan et al, 2004). Cette relation
syntrophique est également retrouvée entre les especes Bacteroides thetaiotaomicron et F.

prausnitzii. Ces deux espéces bactériennes sont ainsi métaboliquement complémentaires

(Wrzosek et al., 2013).







1.3.2. Role dans la fonction barriere

La barriére épithéliale intestinale représente la premiere ligne de défense contre
I’entrée de microorganismes pathogénes. En effet, au-dela de participer activement a
I’absorption des nutriments et des électrolytes, elle constitue une véritable interface au sein de
laquelle a lieu une lutte constante contre I’entrée de microorganismes en transit au sein du TGI
(Farhadi et al., 2003). Cette barriere physique travaille de concert avec le systéme immunitaire
afin de distinguer les différents antigénes circulants dans la lumiére intestinale. Le microbiote
intestinal contribue largement a maintenir cette barriére physique et va agir a différents niveaux.
Lorsque sa composition est optimale, le microbiote limite 1’attachement et 1’invasion de
pathogenes au niveau de [’épithélium, notamment en stimulant la production de mucus
(Johansson et al., 2015; Petersson et al., 2011), mais également en occupant les sites d’adhésion
et en établissant une relation de compétition pour 1’espace et les nutriments. Il peut aussi agir
en modifiant le niveau d’expression et la distribution des protéines de jonction serrées (claudine,
occludine et zonula occludens) assurant ainsi une perméabilité intestinale optimale
(Ulluwishewa et al., 2011) et limitant les phénomenes de translocation bactérienne (Takiishi et
al., 2017). De plus, il peut interagir directement avec les pathogénes ou bien indirectement en

modulant la réponse immunitaire (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004).

1.3.3. Développement et maturation du systeme immunitaire

L’acquisition d’un systéme immunitaire mature survient au cours des premicres années
de la vie. En effet, le nouveau-né présente un syst¢eme immunitaire différent de celui de 1’adulte
puisque certains aspects de I’immunité innée et adaptative ne sont pas totalement fonctionnels.
La faible exposition aux antigénes rend le systétme immunitaire immature. Une période
d’adaptation est donc requise. Cette période va de pair avec celle de la colonisation du TGI par
le microbiote intestinal. En effet, au cours de sa maturation, le systéme immunitaire doit limiter
la réponse inflammatoire dirigée contre les bactéries commensales colonisant I’intestin (Levy,
2007). Le microbiote intestinal est un acteur clé dans la maturation du systéme immunitaire
puisqu’un défaut de colonisation peut avoir des conséquences sur le long terme et qu’un
déséquilibre de cette microflore peut constituer une prédisposition au développement de
pathologies a 1’dge adulte (Stuivenberg ef al., 2022). Par ailleurs, le microbiote intestinal

communique activement avec le systéme immunitaire.




Tableau 1 : Agonistes des récepteurs TLR humains.

Famille
TLRI1 et TLR2
TLR2

TLR3

TLR4

TLRS

TLR6

TLR7 et TLRS
TLRY9

TLR10

Agonistes microbiens

Triacyl lipopeptides (bactéries, mycobactéries)
Lipoprotéines/lipopeptides, Peptidoglycane, acide
lipoarabinomannane

ARN double brin (viral)

Lipopolysaccharide, protéines virales

Flagelline

Diacyl lipopetides

ARN simple brin (viral)

ADN

Inconnu

lipoteichoique,



Cette communication passe notamment par la reconnaissance de motifs bactériens par les
cellules de I’'immunité innée (Zheng et al., 2020) telles que les mastocytes, les macrophages et
les polynucléaires neutrophiles (aussi appelés granulocytes neutrophiles) (Guillot et al., 2011).
L’immunité innée représente la premiere ligne de défense contre I’invasion de pathogenes.
Grace a une multitude de récepteurs nommés « pattern recognition receptor » (PRR), ces
cellules sont capables de reconnaitre un grand nombre de motifs bactériens appelés « pathogen
associated molecular patterns » (PAMP). Les principaux PRR impliqués dans cette
reconnaissance appartiennent a la famille des Toll-like receptors (TLR) qui jouent un rdle dans
I’activation de la réponse inflammatoire suite a la reconnaissance de divers composés
microbiens (Tableau 1). D’autres récepteurs sont impliqués dans cette reconnaissance. C’est
notamment le cas des récepteurs appartenant aux « Nucleotide oligomerization domain
receptors » ou NLR (comprenant NOD, NALP et NAID) qui reconnaissent presque
exclusivement des composants bactériens, ou des RLR qui reconnaissent des composants
viraux (Takeda and Akira, 2007). Le microbiote intestinal intervient sur le systéme immunitaire
en sécrétant des métabolites tels que les AGCC qui participent a la maturation du systéme
immunitaire, contribuant a la prolifération et a la différenciation des cellules T comme les T
régulateurs (Treg) ou les T helper (Th) mais aussi a la synthése d’immunoglobulines A (IgA)

et G (IgG) sécrétées par les cellules B du systéme immunitaire (Nguyen et al., 2016).

Une perturbation des interactions « microbiote-systéme immunitaire » a été rapportée
dans certaines pathologies telles que les Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin
(MICI), également caractérisées par une dysbiose du microbiote intestinal. Par exemple, chez
ces patients, la mutation du géne NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain 2) a été
corrélée au développement de la maladie de Crohn (Ogura et al., 2001). Une perturbation de
I’étape de colonisation pourrait contribuer au développement d’allergies a 1’age adulte
notamment en altérant les étapes de développement et de maturation du systéme immunitaire.
En effet, le risque de développer de 1’asthme a I’age adulte a été corrélé a une baisse de diversité
microbienne chez I’enfant. La fenétre de temps au cours de laquelle le microbiote intestinal
jouerait un rdle crucial semble relativement restreinte. Cette période est d’autant plus
importante que les atteintes du systéme immunitaire sont irréversibles. En effet, la colonisation
par un microbiote a I’age adulte ne permet pas de compenser ou de corriger ces atteintes. C’est
notamment ce qui a été constaté chez la souris (Gensollen and Blumberg, 2017). Le microbiote
intestinal pourrait aussi altérer la réponse immunitaire et les réactions allergiques alimentaires

associées au développement de douleurs abdominales.







Dans une étude récente, la contribution du microbiote intestinal dans la modulation de la
réponse immunitaire locale, dans un contexte de Syndrome de 1’Intestin Irritable (SII) suite a
une infection intestinale, a ét¢ démontrée (Aguilera-Lizarraga et al., 2021). La perturbation de
la réponse immunitaire lors de I’infection perdure dans le temps et se traduit par une activation
des mastocytes et par la sécrétion d’histamine lors de 1’ingestion du composé alimentaire réactif
mais aussi par le développement d’une hypersensibilité viscérale d’origine colique (HSVC)

chez la souris (Aguilera-Lizarraga et al., 2021).

1.3.4. Développement et maturation du systéeme nerveux

Au niveau intestinal, le microbiote semble jouer un role crucial en participant a la
maturation du systéme nerveux entérique (SNE) et par conséquent sur la physiologie intestinale
(Obata et al., 2020). La déplétion de microbiote chez la souris conduit au développement d’un
SNE immature chez 1’adulte caractérisé par un défaut de la motilité intestinale (Collins et al.,
2014; De Vadder et al., 2018), et par une densité nerveuse réduite (Collins et al., 2014). De
plus, la période post-natale semble jouer un role décisif puisqu’un défaut de colonisation au
stade précoce conduit a des perturbations sur le long-terme (Heiss and Olofsson, 2019).
Récemment, une étude a mis en évidence le role primordial du microbiote intestinal sur le SNE.
Dans cette étude, la déplétion du microbiote par un traitement antibiotique induit une altération
de la structure et de la fonction intestinale, notamment en allongeant le temps de transit, en
modifiant les sécrétions intestinales et en augmentant la perméabilité intestinale chez la souris.
Ces altérations s’accompagnent d’une perte de neurones entériques, a la fois dans les plexi
myentériques et sous-muqueux (Obata et al., 2020). La restauration du microbiote intestinal
s’accompagne a I’inverse d’une multiplication neuronale et gliale au niveau entérique, ce qui
est la preuve que le microbiote intestinal intervient dans la fonction mais aussi dans la
structuration et dans le maintien du SNE. Bien que I’interaction bactérie-neurone ne soit pas
encore totalement décrite, il semblerait que ce dialogue passe par des métabolites ou des motifs
microbiens tels que les AGCC ou les lipopolysaccharides (LPS) (Vicentini et al., 2021). De par
sa proximité avec la paroi intestinale, le microbiote pourrait communiquer directement avec le
SNE. La mise en évidence de I’expression de récepteurs tels que TLR2, TLR3, TLR4 et TLR7
par le SNE chez la souris et chez ’Homme suggére que ces interactions pourraient modifier les

contractions musculaires au niveau du célon (Barajon et al., 2009).
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Figure 4 : Intervention du microbiote intestinal sur le systéme nerveux. (A) Le microbiote
intestinal communique avec le cerveau par des voies directes et indirectes. (B) Les processus
développementaux de base sont modulés a la suite de la colonisation des animaux axéniques ou
de la déplétion de microbiote par des antibiotiques. Plus précisément, les processus suivants
sont modulés : la formation et I’intégrit¢ de la barriére hémato-encéphalique (BHE), la
neurogénese, la maturation et la ramification microgliale, la myélinisation, I’expression de
neurotrophines et de neurotransmetteurs et de leurs récepteurs respectifs (Sharon et al., 2016).




I1 est aujourd’hui admis que les neurones du systéme nerveux central (SNC) et que les
structures cérébrales sont formées avant la naissance. Néanmoins, le SNC évolue au cours des
20 premiéres années de notre existence. La contribution du microbiote intestinal dans le
développement, la maturation et le fonctionnement du SNC est aujourd’hui fortement suggérée
(Heiss and Olofsson, 2019). En participant a la formation et au maintien de I’intégrité de la
barriere hémato-encéphalique (BHE), a la neurogénése, a la maturation et a la ramification des
cellules gliales, au processus de my¢linisation et en modulant la synthése de
neurotransmetteurs, le microbiote intervient activement sur le SNC (Sharon et al, 2014)

(Figure 4).

1.4. Eubiose, dysbiose et résilience du microbiote intestinal

Le terme d’eubiose, encore peu employé¢, définit 1’état d’équilibre du microbiote
intestinal. Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de définition précise de ce terme. Toutefois,
I’eubiose désigne un microbiote équilibré, observé chez des sujets sains (Briissow, 2020). Ce
microbiote est notamment composé d’un « core microbiote », c’est-a-dire, d’un ensemble de
microorganismes retrouvés systématiquement chez des individus sains. Méme s’il n’est pas aisé
de définir ce qu’est un microbiote équilibré du fait de la variabilité inter et intra-individuelle,
les progrés en matiere de séquencage ont permis d’identifier une cinquantaine d’espéces
bactériennes communes a tous les individus sains et constituant le « core microbiote

intestinal » (Huse et al., 2012; Qin et al., 2010b).

A Pinverse, le terme de dysbiose intestinale se définit comme une perturbation de la
flore intestinale. De maniére générale, elle se traduit par un déséquilibre entre les souches
bénéfiques et les souches déléteres. Une meilleure caractérisation de la dysbiose intestinale a
permis de proposer plusieurs définitions. Vangay et al., (2015) proposent de distinguer 4 formes
de dysbiose caractérisées par : (i) une disparition de certains taxa essentiels, (ii) une perte de
diversité microbienne, (ii1) un changement dans le métabolisme, ou encore, (iv) la prolifération
de microorganismes pathogenes. Le microbiote intestinal, bien qu’il soit relativement connu
aujourd’hui, n’est pas figé dans le temps et sa versatilité représente une difficulté dans la
compréhension de son réle dans la santé de I’hote. En effet, le microbiote intestinal peut varier

d’un individu a un autre mais aussi au sein d’'un méme individu au cours du temps.
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Figure 5: Facteurs intrinseques et extrinseques a l’origine d’une perturbation du
microbiote intestinal.



Divers facteurs, qu’ils soient intrinséques comme les facteurs génétiques, 1’age ou le
sexe par exemple, ou bien extrinséques comme les traitements antibiotiques, 1’alimentation, le
mode d’accouchement, I’activité physique, la pollution ou le stress, participent a I’évolution de
la composition du microbiote intestinal (Figure 5). Lorsque I’événement perturbateur est
minime ou isolé, le microbiote est capable de revenir a un €tat d’équilibre, identique ou proche
de son état initial. Le microbiote est alors qualifi¢ de résilient. En revanche, I’accumulation de
plusieurs éveénements stressants associés a des facteurs génétiques prédisposants peut favoriser
le développement de pathologies. En effet, un épisode de dysbiose intestinale durable peut
promouvoir la prolifération d’espéces bactériennes pro-inflammatoires au détriment de
bactéries anti-inflammatoires, mais peut aussi conduire a la croissance de pathogénes
opportunistes. Ce déséquilibre pourrait ainsi étre a 1I’origine d’une inflammation de la muqueuse
intestinale et d’une augmentation de la perméabilité intestinale (Drago et al., 2019). Ainsi, un
microbiote intestinal dans un état dit « dysbiotique » est souvent incriminé dans le
développement de diverses pathologies, qu’elles soient extra-intestinales comme les maladies
cardiovasculaires ou neuropsychiatriques, le diabéte ou 1’obésité, ou bien intestinales comme
le cancer colorectal, les MICI ou le SII dans lesquelles la dysbiose est caractérisée par un ratio
Firmicutes/Bacteroidetes perturbé (Jeffery et al.,, 2012; Rajilic ef al., 2011; tana et al., 2009;
Tap et al., 2017).

2. Dysbiose du microbiote intestinal associée a des douleurs chroniques

2.1. Physiologie de la douleur

2.1.1. Définitions et composantes de la douleur

L’ Association internationale pour I’é¢tude de la douleur (IASP) a proposé la définition suivante :
« la douleur est une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a une Iésion
tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite dans des termes impliquant une telle 1ésion » (Cohen
et al., 2018). La douleur est qualifiée d’aigiie lorsqu’elle s’étend sur une courte durée ou de
douleur chronique si celle-ci est récurrente ou persiste au-dela de 3 mois (Treede ef al., 2015).
Elle fait souvent suite a un dysfonctionnement du SNC ou périphérique ou lorsque 1’atteinte
tissulaire est prolongée. Plusieurs types de douleurs chroniques existent et peuvent tre classées
selon leurs mécanismes. Cohen ef al., (2021) a défnit 3 types de douleur que sont la douleur

neuropathique, la douleur nociceptive ou encore la douleur nociplastique :







» La douleur neuropathique résulte de blessures ou d’altérations chroniques des voies
nerveuses périphériques et centrales. Les 1ésions associées concernent directement le
systtme de détection de la douleur qui devient défaillant et incontrolable par des

antalgiques classiques.

» La douleur par excés de nociception ou douleur nociceptive, résulte d’une réponse
normale de I’organisme a un stimulus nociceptif et a pour objectif de protéger

I’organisme d’un danger.

» La douleur dysfonctionnelle aussi appelée douleur nociplastique est quant a elle
rencontrée dans des pathologies bien précises dans lesquelles le patient souffre d’un
dysfonctionnement des systémes de contrdle sans 1ésion associée. C’est notamment le

cas des patients migraineux, fibromyalgiques ou des patients atteints du SII.

A ces douleurs s’ajoutent aussi la douleur inflammatoire, associée a une réaction
inflammatoire anormale et persistante et les douleurs mixtes associant une composante
neuroptahique et une composante inflammatoire. Ces douleurs peuvent étre d’origine viscérale
ou somatique selon les organes concernés et la sensation engendrée. L’activation des récepteurs
impliqués dans la transmission douloureuse viscérale au sein des organes internes entraine une
sensation profonde et mal localisée tandis qu’en cas de douleur somatique affectant les autres

organes (peau, muscles, squelette, articulations et tissus conjonctifs), celle-ci est plus focale.

La douleur est subjective, ressentie différemment d’une personne a une autre. En effet, les
facteurs psychologiques modulent I’intensit¢ de la douleur ressentie et peuvent modifier
différents aspects comportementaux liés a la mémoire ou a I’attention. La chronicité de la
douleur peut également €tre a I’origine d’une détresse psychologique ou du développement de
troubles cognitivo-émotionnels tels que I’anxiété ou la dépression. Finalement, la douleur fait
intervenir 4 composantes fondamentales : (1) la composante sensori-discriminative, qui permet
d’en identifier ’origine et d’apprécier son intensité, (2) les composantes affectives et
émotionnelles, qui permettent d’associer un sentiment, une émotion ou bien une réaction en
réponse a la douleur ressentie, (3) la composante cognitive et enfin (4) la composante

comportementale faisant référence aux expériences déja vécues dans le passé.

Dans cette Revue bibliographique, nous nous intéresserons plus précisément a la douleur
nociceptive et a sa modulation via une interaction directe ou indirecte avec des

microorganismes.
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Figure 6 : Représentation schématique de la voie ascendante de la douleur.



2.1.2. Le processus douloureux

La douleur constitue un signal d’alarme visant a protéger 1’organisme en déclenchant des

réactions autonomes ou comportementales permettant d’en diminuer la cause. Les systémes

biologiques impliqués dans le codage, la transmission et I’intégration d’un stimulus nocif sont

a I’origine de la nociception (Le Bars and Willer, 2004). Le message nociceptif ou douloureux

fait suite a une stimulation douloureuse de nature mécanique, chimique ou thermique, qui

s’établit au niveau de terminaisons nerveuses situées dans les tissus cutanés, musculaires,

articulaires et viscéraux.

Le processus douloureux suit un cheminement complexe, impliquant des événements

¢lectrochimiques, en plusieurs étapes (Figure 6) :

» La transduction : Le codage d’un stimulus nocif est assuré par un panel de récepteurs

et de canaux a la terminaison des fibres afférentes primaires leur conférant soit leur
spécificité a un type de stimulation soit leur polymodalité. L’activation de ces
transducteurs engendre la dépolarisation de la membrane neuronale qui, si elle est
suffisante, déclenchera un potentiel d’action qui constitue 1’'unité de transmission du

signal sensitif.

» La conduction : La durée et I’intensité de stimulation sont codées en fréquence de

potentiels d’action se propageant le long de 1’axone des fibres afférentes, aussi appelés
nocicepteurs. Le message douloureux est véhiculé majoritairement par les fibres de petit
calibre de type C non myélinis€es et par les fibres de type Ad faiblement myélinisées,
rassemblées en nerfs, vers le SNC. Ces cellules ont leurs corps cellulaires dans les

ganglions rachidiens.

» La transmission : Cette étape neurochimique permet la transformation du message
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¢lectrique en message chimique permettant la transmission du signal d’une cellule a une
autre par la synapse. Elle intervient a tous les niveaux du SNC et permet de distribuer
I’information aux structures concernées. Le premier relais s’effectue au sein de la corne
dorsale de la moelle épinicre et cette étape de transmission est le siege d’une importante
modulation par des réseaux d’interneurones excitateurs ou inhibiteurs facilitant ou
inhibant I’information nociceptive (Le Bars and Willer, 2004). Les neurones spinaux de
second ordre contactés par les fibres afférentes primaires donnent naissance a des
faisceaux ascendants atteignant différentes cibles du SNC (thalamus, hypothalamus,
structures du tronc cérébral) impliquées dans la perception ou la modulation de

I’information douloureuse.



Figure 7 : Prévalence du Syndrome de I’Intestin Irritable a travers le monde selon les
critéres de Rome IV (Oka et al., 2020).



» La modulation : Plusieurs structures du tronc cérébral (substance grise périaqueducale,
substance réticulée, locus coeruleus) régulent la transmission spinale via des voies
descendantes inhibitrices opioidergiques, sérotoninergiques ou noradrénergiques.
Ainsi, de nombreux messages nocifs n’atteignent jamais un niveau de perception

consciente.

» La perception : Les neurones de second ordre projettent vers les structures supra-
spinales sur des neurones tertiaires notamment au niveau du thalamus, véritable centre
de tri des informations sensorielles (Uhlig et al, 2020). Les neurones tertiaires
conduisent les informations nociceptives vers différentes régions corticales : cortex
somatosensoriel (S1 & S2), cortex cingulaire antérieur, cortex insulaire et certaines
structures limbiques (hypothalamus, amygdale, hippocampe...) permettant ainsi de
caractériser 1’information douloureuse selon son aspect sensori-discriminatif d’une part
et d’y associer sa composante émotionnelle. Cette perception, en conditions
physiologiques permet, en retour, d’adapter la réponse de I’organisme par des réactions

comportementales ou autonomes.

2.2. Dysbiose du microbiote intestinal associée a des douleurs abdominales
chroniques

Le microbiote intestinal participe a la physiopathologie de maladies intestinales. En effet,
une dysbiose du microbiote a été décrite dans le cas de colites infantiles (Dubois and Gregory,
2016), de diverculose du cdlon (Daniels ef al., 2014), du syndrome de douleur pelvienne
chronique (Arora et al., 2017) ou de cystite (Yildirim et al., 2020), mais aussi dans le cas du
SIT ou des MICI et pourrait largement contribuer au développement de douleurs abdominales
chroniques. Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons plus particuliérement aux douleurs

abdominales associées a une dysbiose du microbiote intestinal dans le SII et les MICI.

2.2.1. Le syndrome de [’intestin irritable
2.2.1.1. Physiopathologie du syndrome de I’intestin irritable

Les maladies fonctionnelles digestives représentent 40% des motifs de consultation en
gastroentérologie (Drossman, 2016). Le SII est une colopathie fonctionnelle chronique touchant
entre 3% et 5% de la population mondiale (Oka et al., 2020) (Figure 7) et se caractérisant par

des douleurs abdominales, des ballonnements et des troubles du transit (Par¢ et al., 2006).
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Bien qu’elle n’engage pas le pronostic vital, cette pathologie est trés invalidante et altére de
facon significative la qualité de vie des patients (Paré et al., 2006). Ce syndrome touche
essentiellement les femmes, avec un ratio de 2 femmes pour 1 homme, et conduit au
développement de troubles moteurs et d’une hypersensibilité viscérale. De plus, les patients
atteints de SII peuvent présenter des comorbidités comportementales, psychologiques,
rhumatologiques, neurologiques et pulmonaires (Shiha and Aziz, 2021). Son origine est
multifactorielle et sa physiopathologie est encore peu connue. De nombreux facteurs pourraient
étre a ’origine de cette colopathie fonctionnelle tels que les facteurs génétiques, I’alimentation
ou encore des infections intestinales a répétition ce qui complexifie sa compréhension (Hanevik

et al., 2009; Ji et al., 2005).

La classification de Rome, qui a évolu¢ en 2016 puisqu’elle a subi une mise a jour pour
la 4°™ fois depuis sa création en 1994 (Rome IV) (Marx et al, 2018), fournit les
recommandations diagnostiques des maladies fonctionnelles digestives et évolue au fil des
années avec I’avancée des connaissances. Selon ces recommandations, un patient pourrait étre
atteint du SII s’il connait une douleur abdominale récurrente au moins une fois par semaine en
moyenne sur les 3 derniers mois, cette douleur étant associée a au moins deux des criteres
suivants : difficulté a la défécation et changement dans la fréquence et dans 1’apparence des
selles. Quatre formes de SII ont été décrites : (i) le SII avec diarrhée dominante (SII-D), (ii) le
SII avec constipation dominante (SII-C), (ii1) le SII mixte alternant des épisodes diarrhéiques
et constipatoires (SII-M) et enfin (iv) le SII dit « inclassable » (SII-U). Ces différentes formes
de SII se distinguent par 1’apparence des selles, caractérisée grace a 1’échelle de Bristol (Figure
8). C’est une échelle visuelle permettant de classer les selles humaines en 7 catégories selon
leur aspect. Elle est une véritable aide au diagnostic puisqu’elle permet d’évaluer le caractére
diarrhéique ou constipatoire d’un SII. Au-dela des atteintes intestinales, certains patients
développent des comorbidités associées au SII. Ces atteintes extra intestinales se caractérisent,
la plupart du temps, par le développement d’un trouble anxieux voire d’une dépression et peut
s’accompagner de céphalées, de bouffées de chaleurs, de douleurs musculaires ou encore d’une
fatigue chronique (Midenfjord ef al., 2019). Ce tableau symptomatique trés complexe affecte

de facon significative la qualité de vie des patients atteints de SII.

2.2.1.2. Syndrome de I’intestin irritable et dysbiose du
microbiote intestinal

Bien que I’origine de ce syndrome ne soit pas encore clairement identifiée, I’implication

du microbiote dans la physiopathologie du SII est largement décrite aujourd’hui.
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En effet, I’analyse du microbiote chez les patients souffrant de SII a permis de mettre en
¢vidence une dysbiose intestinale en lien avec les symptomes de la maladie. Ce déséquilibre au
sein du microbiote intestinal se traduit par une diminution de la diversité microbienne. Le ratio
Firmicutes/Bacteroidetes est notamment un indicateur de la perturbation de 1’équilibre
microbien chez ces patients. Plusieurs études ont mis en évidence une hausse de ce ratio chez
des patients atteints de SII (Jeffery et al., 2012; Rajilic et al., 2011; Tana et al., 2009; Tap et
al., 2017). Néanmoins, les résultats sont parfois contradictoires puisqu’une diminution du ratio
Firmicutes/Bacteroidetes a été retrouvée dans une autre étude (Chong, 2019). Ces divergences
peuvent notamment s’expliquer par des variations dans les méthodes de diagnostic ou de
prélevement utilisées. Cette dysbiose intestinale est aussi caractérisée par une hausse de
I’abondance relative des Lactobacillus, des Veillonella (Tana et al., 2009) et de Ruminococcus
(Chong, 2019), mais aussi par une hausse des Bacteroides (Jeffery et al., 2012; Parkes et al.,
2012) et des bactéries sulfato-réductrices (Crouzet et al, 2013) tandis qu’une baisse de
I’abondance des Ruminococaceae, des Bifidobacterium, de Faecalibacterium et des
Erysipelotrichaeae a été rapportée. Cependant, les données concernant certaines espéces
bactériennes sont parfois surprenantes. C’est notamment le cas de Akkermansia muciniphila,
une souche associée a la muqueuse intestinale retrouvée augmentée (Gobert et al., 2016) chez
les patients atteints de SII alors que sa population diminue chez les patients atteints de MICI

(Png et al., 2010; Rajili¢-Stojanovié et al., 2013).

Au-dela de la composition du microbiote intestinal, les chercheurs s’intéressent aussi au
caractére fonctionnel du microbiote et tentent d’identifier des signatures métaboliques
caractéristiques de la pathologie et des différents sous-types du SII. Ainsi, I’identification de
biomarqueurs constituerait une aide au diagnostic, permettrait de mieux comprendre la
physiopathologie mais aussi d’envisager de nouvelles solutions thérapeutiques pour son
traitement. De nombreuses études ont €ét¢ menées mais les résultats ne sont pas toujours
reproductibles. Ceci peut notamment étre attribué a la multitude de techniques utilisées. Ainsi,
bien qu’il y ait des divergences entre les profils des individus sains et ceux des individus atteints
de SII, il n’est pas possible, a I’heure actuelle, d’identifier un biomarqueur de la pathologie. En
revanche, la comparaison du microbiote et du profil métabolique ont permis de faire la
distinction entre les différents sous-types de la maladie, a savoir, SII-D, SII-C, SII-M et SII-U.
Néanmoins, il n’a pas été possible de déterminer un profil métabolique propre a chacun. L’étude
du profil métabolique est une piste prometteuse mais nécessite une standardisation et une

validation des protocoles (Bennet ef al., 2020).
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2.2.1.3. Traitements du syndrome de I’intestin irritable

Les traitements du SII visent davantage a soulager le patient plutét qu’a soigner la
pathologie. En effet, I’étiologie de ce syndrome étant extrémement complexe et encore mal
comprise, il n’existe pas, a I’heure actuelle de traitements efficaces. Les patients atteints du SII
présentent majoritairement des symptomes intestinaux se traduisant par des troubles du transit

(constipation et/ou diarrhées), des ballonnements et des douleurs abdominales.

Un régime pauvre en aliments fermentescibles riches en oligosaccharides,
disaccharides, monosaccharides et polyols (FODMAPs) est trés souvent recommandé¢ afin de
limiter ces symptomes intestinaux (Dionne et al., 2018). Ce régime consiste a introduire un
minimum de glucides fermentescibles dont la digestion conduit a la production de gaz, a
’origine des ballonnements et pouvant contribuer au développement de douleurs abdominales.
Afin de réguler le transit intestinal, le médecin peut également prescrire des laxatifs ou bien au
contraire, des ralentisseurs du transit intestinal. De plus, 1’utilisation d’antispasmodiques peut
étre prescrite de facon ponctuelle. En neutralisant et en calmant les contractions musculaires
intestinales, ces composés permettent de soulager le patient. Cependant, leur efficacité varie
d’un patient a un autre et se révelent souvent inefficaces. Enfin, la prescription
d’antidépresseurs dans les cas les plus séveres n’est pas rare puisque, ces médicaments, au-dela
d’avoir des effets sur I’anxiété ou la dépression, ont aussi des effets sur la douleur viscérale.
Ces traitements de seconde intention pourraient influencer la motricité intestinale et soulager
les patients en limitant les douleurs abdominales (Morgan et al., 2005; Poitras et al., 2002;
Simrén and Tack, 2018) tout en réduisant la dépression. Ceci est aussi vrai pour les
psychothérapies qui semblent aider le patient a mieux gérer la douleur au cours d’exercices de

respiration, de méditation ou d’hypnothérapies (Ahl et al., 2013; Laird et al., 2017).

2.2.2. Les maladies inflammatoires chroniques de [’intestin

2.2.2.1. Physiopathologie des maladies inflammatoires
chroniques intestinales
La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) font partie des MICI
et se caractérisent par une inflammation partielle de la paroi du tube digestif. Cette

inflammation se traduit, chez le patient, par des douleurs abdominales et des diarrhées.
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Alors que 80% des patients atteints de MICI souffrent de douleurs abdominales en phase de
crise (Szigethy, 2018), celles-ci persistent en phase de rémission chez 20% a 50% d’entre eux
(Norton et al., 2017; Regueiro et al., 2017). Ces pathologies évoluent par poussées
inflammatoires dont la fréquence et I’intensité sont aléatoires et imprévisibles. La MC peut
entrainer la formation d’ulceres, des perforations de la paroi digestive ou des fissures sur
I’ensemble du tube digestif, de 1’cesophage au rectum contrairement a la RCH qui elle,
surviendra uniquement sur 1’extrémité distale du tube digestif, autrement dit, le colon. Les
patients peuvent également présenter de la fievre et développer une appréhension a s’alimenter

pouvant aller jusqu’au développement d’une anorexie mentale.

Les poussées inflammatoires sont des épisodes douloureux pouvant durer quelques
semaines et sont espacées de périodes de rémission de durées trés variables pouvant évoluer de
quelques jours a quelques années, sans qu’il ne soit possible de prédire le prochain épisode
inflammatoire. Tout comme le SII, ’origine des MICI est multifactorielle. Une réaction
immunitaire anormale au niveau intestinal, se caractérisant notamment par la stimulation de
cellules pro-inflammatoires telles que les Thl et Th17 (Roda et al, 2020) et par une
augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose
tumorale o (TNF-a), ou les interleukines (IL) IL-1, IL-6, IL-12 et IL-18 a été décrite chez ces
patients (Uhlig and Powrie, 2018). La réaction inflammatoire est alors inappropriée et
exacerbée, dirigée contre des microorganismes non pathogenes. Bien que la dérégulation du
systéme immunitaire intestinal ait ét¢ identifiée chez ces patients, d’autres facteurs augmentent
les risques de développer la maladie, comme les facteurs génétiques, le tabac... (Roda et al.,

2020).

Au-dela du tractus digestif, les patients atteints de MICI peuvent développer des
pathologies extra-intestinales comme des maladies musculo-articulaires (ex : arthrites
périphériques), des maladies cutanées (ex : psoriasis), des maladies oculaires (ex : uvéite,
conjonctivite), des maladies hépatobiliaires, des maladies vasculaires et sanguines, des
maladies rénales, des maladies cardiaques ou encore des maladies neurologiques (Marotto et
al., 2020). Tout comme le SII, le tableau symptomatique de ces pathologies altére
considérablement la qualité de vie des patients, plus particulierement pendant les phases actives

de la maladie (Knowles et al., 2018b, 2018a).
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Figure 9 : Cladogramme représentant les signatures microbiennes retrouvées augmentées
ou diminuées dans les phases actives ou inactives de la maladie. A gauche, les bactéries dont
I’abondance relative a été retrouvée augmentée dans la phase inactive et diminuée dans la phase
active de la maladie. A droite, les bactéries dont I’abondance relative a été retrouvée augmentée
dans la phase active de la maladie ou diminuée dans la phase inactive de la maladie. Ces
cladogrammes ont été générés en compilant les données métagénomiques de plusieurs études
et permettent d’identifier de potentielles bactéries bénéfiques (a gauche) ou au contraire
déléteres (a droite) pendant les phases actives de MICI (Caenepeel et al., 2020).



2.2.2.2. Maladies inflammatoires chroniques intestinales et
dysbiose du microbiote intestinal
Une analyse de la composition du microbiote de patients atteints de MICI et de patients
sains a permis de révéler une dysbiose au sein du microbiote intestinal et des signatures
microbiennes spécifiques en lien avec la symptomatologie des patients (Frank et al., 2007).
Cette dysbiose intestinale se caractérise par une baisse de la diversité bactérienne avec une
diminution de I’abondance relative des Firmicutes (Frank et al., 2007; Gophna et al., 2006) et
une augmentation des Bacteroidetes et des Enterobacteriaceae (Hansen et al., 2010). De plus,
I’augmentation de 1’abondance des bactéries entéro-pathogénes chez les patients atteints de
MICI a été rapportée. C’est notamment le cas des Escherichia coli adhérents invasifs (AIEC)

(Darfeuille et al., 2004; Darfeuille-Michaud et al., 1998).

Les premicres études métagénomiques ont permis d’identifier des signatures
microbiennes propres a chaque pathologie suggérant I’implication du microbiote intestinal dans
le développement de la maladie ou bien, au contraire, dans le maintien de la santé de 1’hote.
Ces signatures microbiennes sont essentiellement représentatives du microbiote luminal.
Cependant, il est admis que le microbiote associé a la muqueuse intestinale est indispensable
au maintien de I’homéostasie intestinale. L’empreinte microbienne semble étre différente a
proximité de la muqueuse intestinale et son étude permettra d’envisager de nouvelles cibles

thérapeutiques (Presti et al., 2019).

Comme pour le SII, les chercheurs s’intéressent aujourd’hui au profil métabolique des
patients atteints de MICI. Dans ce contexte, Weng et al, (2019) ont identifi¢ plusieurs
métabolites tels que des acides gras a plus ou moins longue chaine (acide arachidonique, acide
oléique, acide isocaproique) ou des acides biliaires moins abondants chez les patients atteints
de MICI. Dans cette étude, ces profils métaboliques ont été corrélés a la composition du
microbiote ainsi qu’aux préférences nutritionnelles des patients ce qui a permis d’identifier les
micronutriments, les microorganismes et certains métabolites participant au développement ou
au maintien de la pathologie. Une étude métagénomique a permis de montrer que les patients
atteints de MC présentaient une abondance plus faible de bactéries productrices de butyrate.
C’est notamment le cas des especes Blautia faecis, Roseburia inulinivorans, Ruminococcus
torques, Clostridium lavalense, Bacteroides uniformis et Faecalibacterium prausnitzii
(Takahashi ef al., 2016). Les signatures microbiennes ont permis d’identifier quelques especes
bactériennes en vue de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques (Caenepeel et al.,

2020) (Figure 9).
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2.2.2.3. Traitements des maladies inflammatoires chroniques
intestinales

A I’heure actuelle, les traitements se limitent a soulager le patient dans les phases actives
de la maladie. Ces pathologies étant caractérisées par une réaction inflammatoire exacerbée, les
traitements actuellement utilisés ont pour principal objectif de limiter I’inflammation. Les
traitements médicaux se composent d’anti-inflammatoires (5-aminosalicylates ou 5-ASA), de
corticostéroides, d’immunodépresseurs, d’antibiotiques, et autres (thiopurines, methotrexate,
inhibiteurs de calcineurine) mais ceux-ci sont souvent mal tolérés par les patients et sont
responsables d’effets indésirables. Le traitement immunosuppresseur consiste en une thérapie
anti-TNFa. Ce traitement s’est révélé relativement efficace aussi bien sur les manifestations
intestinales et extra-intestinales de la pathologie. Néanmoins, environ 25% des patients ne
répondent pas au traitement sans que 1’on connaisse la raison de cet échec (Caenepeel ef al.,
2020). Un régime pauvre en fibres est recommandé en cas de poussées inflammatoires. Enfin,
la chirurgie est envisagée uniquement dans le cas ou les traitements médicamenteux se sont
révélés inefficaces (Dray and Marteau, 2007) et consiste a retirer les fistules ou la/les zones
enflammées des patients atteints de MC (Chandra and Moore, 2011; Fichera and Michelassi,
2007). Comme évoqué précédemment, les MICI sont caractérisées par des phases actives
entrecoupées de périodes de rémission. Les phases de rémission se caractérisent par une
inflammation a bas bruit et par des symptomes semblables a ceux du SII comme des douleurs
abdominales chroniques pour lesquelles il n’existe pas de traitements efficaces. Dans ce
contexte, plusieurs pistes sont actuellement explorées afin de limiter les douleurs abdominales
chroniques dont souffrent les patients en rémission. C’est notamment le cas de la prégabaline
ou de la gabapentine, capable de réduire ’HSVC chez la souris dans un mod¢le de colite induite

chimiquement au Dextran Sulfate Sodium (DSS) (Meleine et al., 2016).

2.3. Dysbiose du microbiote intestinal associée a des douleurs chroniques extra-
intestinales

Le microbiote intestinal pourrait participer au processus douloureux a distance du TGI.
Bien qu’il ne soit pas possible de savoir si un microbiote dysbiotique est a 1’origine ou une
conséquence de ces douleurs, I’étude du microbiote permet de révéler une perturbation de sa
composition que ce soit dans le cas de la fibromyalgie, de neuropathies périphériques causées
par la chimiothérapie (NPC) ou bien dans d’autres pathologies telles que la migraine (Tang et

al., 2020) ou encore des manifestations oculaires faisant intervenir 1’axe de communication
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« microbiote-intestin-ceil » (Thomas and Lin, 2016). Cette liste non exhaustive révele
I’importance de considérer le microbiote intestinal comme partie intégrante de I’organisme et

comme acteur potentiel dans la régulation de la douleur.

2.3.1. La migraine

La migraine est aujourd’hui un probléme de santé publique majeur puisqu’elle touche
environ 14% de la population mondiale (Stovner et al., 2018) avec une prévalence plus forte
chez les femmes que chez les hommes. Comme la plupart des maladies mentionnées dans ce
manuscrit, la physiopathologie de la migraine est complexe et pourrait impliquer plusieurs
facteurs tel que la perturbation de 1’axe de communication établit entre le microbiote, I’ intestin
et le cerveau. Bien que les mécanismes ne soient pas totalement élucidés, I’inflammation et les
propriétés neuro-immuno-modulatrices du microbiote intestinal pourraient contribuer au
développement de la pathologie. En modulant I’inflammation, qui représente un élément capital
dans la migraine, en modulant la production de neuropeptides ou en activant 1’axe hypothalamo-
hypophyso-cortico-surrénalien (HHC), un microbiote dysbiotique pourrait contribuer au
développement de la migraine (Arzani et al., 2020). L utilisation de modéles murins a permis
de démontrer I’implication du microbiote intestinal dans le développement de migraine. Les
propriétés immunomodulatrices intéressent plus particulierement puisqu’en stimulant la
production de TNF-0, un microbiote dysbiotique pourrait participer a la chronicisation de la
migraine chez la souris (Tang et al., 2020). De plus, que ce soit chez I’animal ou chez I’Homme,
une dysbiose du microbiote intestinal a été observée chez les sujets migraineux (Chen et al,
2020; Wen et al., 2019). Cette dysbiose se caractérise, chez les femmes, par une baisse de
diversité et par une hausse de Clostridium spp. A Dinverse, les espéces F. prausnitzii,
Bifidobacterium adolescentis et Methanobrevibacter smithii sont retrouvées plus abondantes

chez les sujets sains (Chen et al., 2020).

Les probiotiques constituent aujourd’hui une piste thérapeutique dans le traitement de
la migraine notamment en rétablissant 1’intégrit¢ de la barriére épithéliale intestinale. Le
potentiel thérapeutique de certaines souches probiotiques a d’ores et déja été exploré. C’est
notamment le cas d’un cocktail de souches composé¢ de Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus salivarius et Lactococcus lactis, qui, administré pendant 12 semaines a des
patients migraineux a permis de réduire le nombre d’épisodes de migraine chez 67% des

patients traités (de Roos et al., 2015).

18







2.3.2. La fibromyalgie

La fibromyalgie se caractérise par une grande fatigue, des altérations cognitives et
surtout par des douleurs musculosquelettiques généralisées. Elle reste aujourd’hui une énigme
puisqu’aucune anomalie n’est détectée lors d’examens cliniques. L’analyse de la composition
du microbiote n’a révélé aucune signature microbienne spécifique de la maladie. Néanmoins,
une étude récente rapporte une abondance relative réduite des especes F. prausnitzii, B.
uniformis, Prevotella copri et B. faecis chez les patients atteints de fibromyalgie (Minerbi et
al., 2019). Les especes bactériennes F. prausnitzii et B. uniformis sont des bactéries fortement
productrices de butyrate. A 1’inverse, I’abondance relative des espéces Intestinimonas
butyriciproducers, Flavonifractor plautii, Butyricoccus desmolans, Eisenbergiella tayi et
Eisenbergiella massiliensis également productrices de butyrate a été retrouvée augmentée chez
ces patients (Minerbi et al, 2019). A défaut d’identifier un marqueur microbien de cette
pathologie, Clos-Garcia et al., (2019) ont mis en évidence une altération du profil métabolique
chez les patients atteints de fibromyalgie, donnant une dimension fonctionnelle au microbiote.
Une altération du niveau de glutamate et de sérine a été rapportée suggérant que le microbiote
jouerait un réle important dans le métabolisme des neurotransmetteurs. Ainsi, bien que le role
du microbiote intestinal dans la physiopathologie de la fibromyalgie soit encore peu compris,
il semblerait qu’une altération de sa composition et de son métabolisme contribuent au
développement de la fibromyalgie. Ces résultats préliminaires sont encourageants et permettent

d’envisager la modulation du microbiote intestinal comme cible thérapeutique.

Le potentiel thérapeutique de souches probiotiques a d’ores et déja été évalué. Dans une
¢tude récente, 1’administration d’un cocktail de probiotiques composé¢ des souches
Lactobacillus rhamnosus GG®, L. casei, L. acidophilus et B. bifidum a permis de réduire le
comportement impulsif chez les patients fibromyalgiques (Roman et al., 2018). Des études plus
approfondies sont aujourd’hui nécessaires afin d’envisager les souches probiotiques comme

traitement ou comme médecine complémentaire destinés aux patients atteints de fibromyalgie.

2.3.3. Les neuropathies périphériques causées par la chimiothérapie

Le développement de cancer est devenu une problématique sanitaire de premier ordre
et la recherche de traitements thérapeutiques une priorité et fait 1’objet de la stratégie décennale
de lutte contre les cancers (2021-2030). Plusieurs traitements anti-cancéreux existent a 1’heure
actuelle mais certains sont responsables d’effets secondaires non négligeables, affectant la

qualité de vie des patients. C’est notamment le cas de la chimiothérapie.
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Certaines molécules comme 1’oxaliplatine ou encore le paclitaxel entrainent des douleurs
chroniques pouvant se prolonger apres la fin du traitement. Le développement d’une hyperalgie
périphérique 6 mois apres le traitement par chimiothérapie touche environ 30% des patients
(Seretny et al., 2014) et est qualifiée de neuropathie périphérique causée par la chimiothérapie
ou NPC. Certaines études récentes suggerent que la chimiothérapie pourrait avoir un impact
négatif sur le microbiote intestinal. En affectant sa composition mais aussi en augmentant la
perméabilité de la barri¢re épithéliale intestinale, le traitement par chimiothérapie peut étre a

I’origine d’une dysbiose (Huang et al., 2012; Montassier et al., 2015).

L’implication du microbiote intestinal dans le développement de cette hyperalgie
périphérique a la suite d’un traitement par oxaliplatine a été étudiée chez la souris. La déplétion
du microbiote intestinal chez des souris axéniques ou ayant regu un traitement antibiotique
permet d’augmenter le seuil de douleur mécanique. De plus, la recolonisation des souris
axéniques conduit a la perte de cet effet protecteur (Shen et al., 2017). Une étude plus récente
¢valuant la contribution du microbiote intestinal dans le développement et la persistance d’une
NPC a récemment montré que la déplétion de microbiote chez des souris traitées a 1’oxaliplatine
permettait de réduire I’allodynie mécanique induite par le traitement. La contribution du
microbiote intestinal dans le phénotype douloureux a été confirmée puisque la restauration d’un
microbiote par transplantation de microbiote fécal (TMF) a permis de rétablir le phénotype

douloureux dans ce méme contexte (Ma et al., 2022).

Néanmoins, bien que I’importance du microbiote intestinal ait été largement suggérée, les
mécanismes d’interaction sont encore peu connus. Il semblerait que plusieurs voies soient
engagées. D’ une part, le microbiote intestinal peut moduler la réponse de 1’hote au traitement
administré en métabolisant les molécules chimiothérapeutiques en métabolites secondaires
toxiques. D’autre part, en augmentant la perméabilité intestinale, le traitement administré au
patient pourrait favoriser la translocation bactérienne et conduire a une modulation de la

réponse immunitaire de 1’hote (Pouncey et al., 2018).

Le microbiote intestinal est donc devenu une cible d’étude dans la recherche de solutions
thérapeutiques visant a réduire la toxicité et a augmenter I’efficacité des drogues utilisées dans
le traitement de cancer mais aussi a soulager les patients des effets secondaires handicapants

tels que I’hyperalgie périphérique (Alexander et al., 2017).
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3. Troubles anxio-dépressifs associés a une dysbiose du microbiote
intestinal

3.1. Les troubles anxio-dépressifs

Le dernier manuel de diagnostic et statistique des troubles mentaux (DSM-V) définit les
troubles anxieux comme un ensemble de troubles psychologiques dont les symptomes sont
notamment une anxiété excessive, un sentiment de peur, des inqui¢tudes et des comportements
d’évitement. Les personnes ayant un trouble anxieux manifestent des symptomes cognitifs,
physiques et comportementaux d’angoisse plus ou moins intenses et fréquents pouvant nuire a

leur qualité de vie a différents niveaux. A ce jour, le DSM-V reconnait 7 troubles anxieux.

La dépression est quant a elle une pathologie se caractérisant par un sentiment de
désespoir, par une perte de motivation et peut également se traduire par une perte d’appétit ainsi
que par des troubles du sommeil. C’est I’un des troubles psychiatriques les plus répandus et la
crise sanitaire de la COVID-19 a eu un impact important sur la prévalence de cette pathologie
puisqu’elle est passée de 3.44% en 2017 a 25% en 2021 (Bueno-Notivol et al., 2021; Deng et
al., 2021). Les traitements actuels sont majoritairement des antidépresseurs mais se révelent

inefficaces pour environ 30% des patients (Peng et al., 2018).

3.2. Implication du microbiote intestinal dans les troubles anxio-dépressifs

Les derniéres recherches indiquent qu’une modification de la composition du
microbiote intestinal pourrait affecter les aspects psychologiques et comportementaux dans
certains contextes pathologiques. En effet, des troubles du comportement tels qu’une réaction
exacerbée face au stress, un trouble anxieux et/ou dépressif peuvent €tre observés chez certains
patients atteints de SII ou de MICI. Ces troubles anxio-dépressifs sont qualifiés de comorbidités
associées a la pathologie. La prévalence de ces troubles comportementaux est sensiblement la
méme entre le SII et les MICI avec 32.1 a 39.1% pour le trouble anxieux et 25.2 a 28.8% pour
le trouble dépressif (Barberio et al., 2021; Zamani ef al., 2019) bien que leur sévérité soit plus
marquée chez les patients atteints de SII (Geng et al, 2018). L’influence du microbiote

intestinal dans la physiopathologie de la dépression est une piste récemment explorée.

L’analyse du microbiote de patients souffrant de dépression met en évidence des différences
dans la composition du microbiote. En effet, bien que certains résultats divergent, certaines
especes ou genres bactériens ont été retrouvés augmentés comme Blautia, Anaerostipes,

Clostridium et Klebsiella ou, a I’inverse, diminués comme Bifidobacterium, Dialister ou
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Faecalibacterium chez les patients atteints de dépression (Cheung et al., 2019). Tout comme
pour la dépression, le microbiote intestinal semble intervenir dans le développement du trouble
anxieux. Par exemple, le microbiote intestinal de patients atteints du trouble anxieux généralisé¢
est caractéris¢ par une baisse de la diversit¢ et de la richesse bactérienne, et plus
particuliérement de bactéries productrices d’AGCC et au contraire d’une prolifération de
bactéries telles que Escherichia-Shigella, Fusobacterium et Ruminococcus gnavus (Jiang et al.,
2018). Chez I’animal, le lien entre le microbiote intestinal et ’anxiété a été largement exploré
et semble impliquer des mécanismes moléculaires communs a ceux de la dépression tels que
I’intervention de [’axe corticotrope (Luna and Foster, 2015), la production de

neurotransmetteurs ou la perturbation du métabolisme du tryptophane (Huang and Wu, 2021).

La contribution du microbiote intestinal dans le développement de troubles anxio-
dépressifs étant aujourd’hui fortement suggérée, la modulation de sa composition par diverses
stratégies constitue une piste thérapeutique intéressante pour le traitement des troubles anxio-
dépressifs. Alors que 1’administration de prébiotiques n’a pas révélé d’effet significativement
bénéfique, certaines souches probiotiques semblent avoir un effet intéressant, bien qu’il soit
faible. Les résultats d’une méta-analyse ont notamment révélé le potentiel thérapeutique de
cocktails de souches probiotiques appartenant aux genres Lactobacillus et Bifdobacterium. Des
é¢tudes complémentaires sont aujourd’hui nécessaires afin de confirmer leur potentiel
thérapeutique dans le traitement de la dépression (Liu ef al,, 2019). La TMF est une autre
stratégie de modulation du microbiote intestinal qui suscite un fort intérét. Dans une étude, les
chercheurs ont mis en évidence une baisse de la diversité et de la richesse microbienne chez 43
patients atteints de dépression. La transplantation de leur microbiote fécal a permis de transférer
le phénotype dépressif chez des rats axéniques suggérant que le microbiote intestinal jouerait
un role crucial dans la mise en place et dans le maintien du trouble dépressif (Kelly et al., 2016).
Enfin, la contribution d’un régime riche en graisses dans le développement de la dépression a
été démontrée chez la souris. Cet effet a été caractérisé, au niveau intestinal, par une
modification de la composition du microbiote fécal, avec une augmentation de 1’abondance
relative des Firmicutes et une diminution de I’abondance relative des Bacteroidetes (Hassan et
al., 2019). Toutes ces données renforcent 1’idée que le microbiote intestinal module les aspects

comportementaux ce qui en fait une cible thérapeutique pour leur traitement.

22







3.3. Implication de 1’axe microbiote-intestin-cerveau dans le développement de
troubles anxio-dépressifs

3.3.1. Voies de communication empruntées par le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal tient une place centrale dans la physiologie de I’hédte et pourrait
participer au développement des troubles anxio-dépressifs chez les patients atteints de
pathologies intestinales en empruntant I’axe de communication microbiote-intestin-cerveau.
Cet axe de communication tripartite est bidirectionnel. Il est le siége d’un flux constant
d’informations entre ces 3 partenaires. Les métabolites bactériens, qu’ils soient sécrétés dans la
lumicre intestinale ou bien constitutifs de leur paroi, interviennent dans cet axe en empruntant

plusieurs voies :

La voie sanguine, par laquelle les produits issus du métabolisme bactérien libérés dans
la lumiére intestinale franchissent la barriére épithéliale intestinale, rejoignent la circulation

générale et traversent la BHE.

La voie immune par laquelle les motifs bactériens sont capables de moduler le systéme
immunitaire et I’inflammation. Dans cette voie, 1’augmentation de la perméabilité intestinale
favorise la stimulation des cellules immunitaires. L’état inflammatoire peut alors affecter le

systéme nerveux.

La voie nerveuse : En interagissant de fagcon directe ou indirecte avec le SNE, le
microbiote intestinal est capable de moduler le processus douloureux via la voie nerveuse. En
effet, les neurones du systéme nerveux sont stimulés par les signaux bactériens et peuvent

intégrer les messages viscéraux.

La voie endocrine : Le microbiote intestinal peut interagir de fagon directe avec les
cellules endocrines, les cellules entérochromaffines et le systtme immunitaire associé¢ a la
muqueuse intestinale. Cette interaction peut conduire a la libération de neuropeptides pouvant

agir localement sur les afférences du SNE ou gagner le SNC par la circulation sanguine.

Un microbiote intestinal dysbiotique peut moduler ces voies de communication en agissant sur

la neurotransmission, la réponse immunitaire et sur le fonctionnement de 1’axe corticotrope.
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3.3.2. Implication des métabolites bactériens

En synthétisant ou en modulant la synthése de neurotransmetteurs tels que la sérotonine
(5-HT), I’acide gamma-aminobutyrique (GABA), la dopamine, la noradrénaline, le facteur
neurotrophique issu du cerveau (BDNF), I’histamine ou de métabolites bactériens tels que les

AGCC, le microbiote peut participer au développement de troubles anxio-dépressifs.

La voie de dégradation du tryptophane a été identifiée dans le développement de
troubles dépressifs. En effet, les catabolites du tryptophane tels que 1’acide kynurénique
(KYNA) et l’acide quinolinique (QUIN) pourraient contribuer au développement de
symptdmes dépressifs. Certaines bactéries appartenant a la classe des Clostridia sont
notamment capables de produire 1’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) responsable de la

production de ces métabolites (Morris et al., 2017).

La 5-HT est produite a 90% au niveau intestinal. Au niveau central, elle joue un rdle
important dans le controle de I’humeur et des émotions mais aussi au niveau intestinal, en
régulant le péristaltisme. Le microbiote intestinal est capable de moduler la production de 5-
HT via la synthése de butyrate, un AGCC, reconnu pour stimuler la production de 5-HT par les
cellules enterochromaffines (Lund et al., 2018). Certaines bactéries commensales intestinales
auraient aussi les enzymes nécessaires a la synthése de sérotonine et pourraient ainsi contribuer
a moduler sa concentration. C’est notamment le cas des genres Akkermansia, Alistipes et

Roseburia (Valles-Colomer et al., 2019).

La teneur en GABA, neurotransmetteur inhibiteur principal du SNC, a été inversement
corrélée au développement de dépression. En effet, le niveau de GABA sérique est retrouvé
diminué chez les patients atteints de trouble dépressif (Petty ef al., 1992). Les récepteurs au
GABA, et plus particulierement le récepteur GABAB, est rapidement devenu une cible
thérapeutique dans son traitement (Felice et al., 2016; Mohler, 2012). Un grand nombre de
bactéries appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont reconnues pour leur
capacité a produire du GABA. C’est notamment le cas de B. adolescentis (Duranti, 2020) ou de
Bifidobacterium dentium (Pokusaeva et al., 2017a). Cette propriété est largement retrouvée au
sein du microbiote intestinal puisque des bactéries appartenant aux genres Bacteroides,
Parabacteroides, Alistipes, Odoribacter et Prevotella sont aussi capables d’en produire (Yunes

etal., 2016).
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Figure 10 : Grandes voies de modulation de ’axe intestin-cerveau par le microbiote
intestinal. Que ce soit dans un contexte physiologique ou pathologique, le microbiote intestinal,
en produisant une myriade de composés, module le processus douloureux, I’inflammation, ainsi
que les aspects comportementaux, en empruntant 3 grandes voies. Tout d’abord, la voie
immune : le microbiote intestinal communique activement avec le systéme immunitaire a
proximité de la muqueuse intestinale. Ensuite, la voie endocrine, en modulant 1’activation de
I’axe corticotrope. Enfin, la voie nerveuse, avec laquelle elle interagit de facon plus ou moins
directe et module le processus douloureux mais aussi les aspects psychologiques. Une dysbiose
du microbiote intestinal peut provoquer une perturbation de ces voies de communication et peut
étre a I’origine de certains symptomes tels que 1’hypersensibilité viscérale ou encore, 1’anxiété
et la dépression. CRF : corticolibérine; HHC : axe hypothalamo-hypophyso-cortico-
surrénalien.



La dopamine est un neurotransmetteur sécrété par les systémes monoaminergiques
jouant un role dans la motivation, la concentration et la motricité. Une carence en dopamine est
associée au développement de dépression. De la méme fagon, la sécrétion de dopamine mais
aussi les enzymes et les transporteurs de la voie dopaminergique sont modulées par certaines
souches du microbiote intestinal telles que E. coli, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus
subtilis, Proteus vulgaris, Serratia marcescens et Staphylococcus aureus (Hamamah et al.,
2022; Tsavkelova et al., 2006). L’utilisation de souches probiotiques dans le rétablissement de
la teneur en dopamine est une stratégie envisagée. L. plantarum PS128 a notamment permis
d’améliorer les symptomes liés a la dépression en augmentant la teneur en dopamine dans le
cerveau chez la souris (Liu et al., 2016). Plusieurs modéles animaux comme 1 utilisation de
souris axéniques, le traitement antibiotique ou des modéles de la maladie de Parkinson ont
permis de révéler 'impact du microbiote intestinal sur le SNC et sur I’activité dopaminergique.
Néanmoins, des études complémentaires sont aujourd’hui nécessaires afin de connaitre
précisément les mécanismes sous-jacents (Gonzalez-Arancibia et al., 2019; Hamamah et al.,

2022).

De par sa capacité a produire ou a faire varier la production de neurotransmetteurs, le
microbiote intestinal peut moduler les aspects comportementaux en empruntant plusieurs voies
ce qui complexifie la compréhension de cet axe (Figure 10). Néanmoins, le potentiel
thérapeutique de certaines souches bactériennes a été révélé puisque I’effet anxiolytique de
souches probiotiques telles que L. rhamnosus ou Bifidobacterium longum NCC3001 (Bercik et

al., 2011) a été montré chez la souris (Bravo et al., 2011).

3.3.3. Modulation de la voie de l’inflammation

L’inflammation tient une place centrale dans les pathologies intestinales mais aussi dans
les comorbidités associées telles que la dépression ou le trouble anxieux. Une forte
concentration en marqueurs inflammatoires tels que I’IL-6, I’IL-1B, et le TNF-a a été mesurée
au niveau sérique chez les patients atteints de dépression suggérant le role de 1I’inflammation
dans le développement du trouble dépressif (Dowlati et al., 2010). Les avancées dans le
domaine des neurosciences ont notamment mis en évidence le lien entre les chemokines et la
transmission synaptique, la plasticit¢ et la neurogénése dans le cas de pathologies
psychiatriques (Stuart and Baune, 2014). Comme évoqué précédemment, I’implication du

microbiote intestinal dans le développement de troubles anxio-dépressifs a ét¢ démontrée.
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Figure 11 : Influence du microbiote intestinal sur le métabolisme du tryptophane et sur
la voie de la kynurénine. De nombreuses pathologies telles que le SII ou les MICI se
caractérisent, entre-autres, par une dysbiose du microbiote intestinal qui s’accompagne d’une
perturbation du catabolisme du tryptophane. L’impact du microbiote intestinal sur le
métabolisme du tryptophane est multiple. La conversion du tryptophane en kynurénine est
notamment favorisée par une inflammation (cytokines) ou par un stress (cortisol) mais aussi
par un microbiote intestinal perturbé. Lors d’une inflammation, le passage de la kynurénine au
travers de la barriere hématoencéphalique (BHE) est favorisé, atteignant ainsi le cortex cérébral,
ou elle sera transformée en acide kynurénique et en acide quinolinique. Ces deux métabolites
possedent des activités neuromodulatrices. Alors que ’acide kynurénique exerce un effet
neuroprotecteur, I’acide quinolinique a I’inverse, active les récepteurs NMDA et participe au
développement de la dépression. Le métabolisme du tryptophane est étroitement li€¢ a celui de
la sérotonine (5-HT) qui est elle aussi impliquée dans de nombreux processus physiologiques,
tant au niveau intestinal, en modulant la motilité, les sécrétions intestinales ou encore la douleur
viscérale, qu’au niveau central, en intervenant dans les fonctions cognitives.



L’activation du systéme immunitaire par un microbiote dysbiotique peut altérer les
fonctions centrales via 1’induction d’une neuroinflammation. Le microbiote intestinal, par des
mécanismes directs ou indirects impliquant la voie de 1’inflammation ou via la synthése de
métabolites, pourrait jouer un role important dans la régulation du SNC et dans les désordres
psychiatriques (Carlessi et al., 2021). En effet, une situation de stress psychologique peut étre
a ’origine d’une augmentation de la perméabilité¢ intestinale favorisant le phénomene de
translocation bactérienne. L’entrée de composés bactériens dans la circulation sanguine
contribue a I’activation d’une réponse inflammatoire systémique et centrale (Peirce and Alvifia,
2019). Au niveau central, la neuroinflammation fait suite a ’activation des cellules de la
microglie, libérant alors des cytokines pro-inflammatoires au niveau cérébral ce qui affecte les

composantes émotionnelles et comportementales.

L’activation du complexe de I’inflammasome et plus particulierement de NLRP3, suite
a la reconnaissance de motifs bactériens, favorise la maturation des cytokines inflammatoires
et participe a ces phénoménes inflammatoires. A ce titre, une augmentation de NF-xB, de
NLRP3 et d’IL-1p a été observée dans le cortex préfrontal dans un modéle de stress chronique
chez le rat (Pan et al., 2014). Preuve que le microbiote intestinal est capable d’agir au niveau
central, I’administration de L. plantarum et de B. longum a permis de réduire les symptomes de
dépression chez la souris en inhibant la sécrétion d’IL-1B par NLRP3 (Westfall and Pasinetti,
2019). L’inflammation contribue aussi au développement de la dépression en agissant sur la
voie de dégradation du tryptophane. En stimulant la production d’IDO, les cytokines pro-
inflammatoires telles que I’interféron gamma (IFN-y) ou I’IL-6 favorisent la dégradation du
tryptophane en KYNA et en QUIN. Alors que le KYNA a un effet neuroprotecteur, le QUIN
possede une activité neurotoxique en activant les récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA)
et a été associé¢ au développement de troubles dépressifs (Carlessi et al., 2021; Savitz et al.,

2015) (Figure 11).

Certaines especes bactériennes intestinales ont déja prouveé leurs propriétés
immunomodulatrices en stimulant ou en inhibant la production de cytokines pro ou anti-
inflammatoires. C’est notamment le cas de Akkermansia spp. ou de Blautia, reconnues pour
leurs propriétés anti-inflammatoires, et qui permettent de réduire le stress ressenti chez la souris
(Wong et al., 2016). Les propriétés anti-inflammatoires passent par I’inhibition de la voie NF-
kB (Yousefi et al., 2019). En renforcant I’intégrité de la barrieére épithéliale intestinale et en
réduisant I’inflammation, plusieurs souches probiotiques améliorent les symptomes liés a ces

troubles.
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Figure 12 : Représentation générale de I’axe hypothalamo-hypophyso cortico-surrénalien
(HHC). L’axe HHC ou axe corticotrope est un acteur essentiel des réponses biologiques au
stress. Les neurones parvocellulaires du noyau para ventriculaire (PVN) synthétisent et liberent
la corticolibérine (CRH) ainsi que la vasopressine, deux hormones stimulant la synthése de
I’hormone adrénocorticotrope (ATCH) par I’hypophyse. Alors que le stress entraine la
libération de la CRH dans la circulation hypophysaire a partir de I’hypothalamus, la
vasopressine, elle, exerce un effet potentialisateur sur la CRH pour la libération de I’ACTH.
L’ACTH agit a son tour sur les cellules de la glande corticosurrénale, libérant les
glucocorticoides (cortisol). Ces derniers interagissent avec leurs récepteurs situés dans de
nombreux organes afin de réguler le métabolisme énergétique (glucidique, lipidique et
protéique). En se fixant sur leurs récepteurs au niveau de 1’hypophyse et du cerveau, les
glucocorticoides peuvent bloquer leur propre sécrétion en agissant sur la libération du CRH et
de I’ACTH (rétroaction négative). ACTH : hormone adrénocorticotrope, CRH :
corticolibérine, DHEA : déhydroépiandrostérone.



C’est notamment le cas de Lactobacillus farciminis, Lactobacillus helveticus ou de B. longum
(Ait-Belgnaoui et al., 2014; Da Silva et al., 2014). Les mécanismes par lesquels le microbiote
intestinal module DI'inflammation et l’intégrit¢é de la barriere épithéliale intestinale sont
aujourd’hui explorés et semblent impliquer des métabolites tels que les AGCC ou encore les
métabolites du tryptophane (Martin-Subero et al., 2016). Finalement, les relations établies entre
le microbiote intestinal et I’inflammation sont complexes et impliquent plusieurs phénomenes
concourant au développement de troubles anxio-dépressifs : la translocation bactérienne,
I’activation de la réponse inflammatoire systémique et la neuroinflammation au niveau central.
Une meilleure compréhension de 1’impact du microbiote intestinal sur les processus
inflammatoires centraux permettraient d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques, que
ce soit dans le cas de la dépression comme dans d’autres pathologies telle que la maladie

d’Alzheimer (Bairamian ef al., 2022).

3.3.4. Modulation de [’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien

dans le développement de trouble anxio-dépressif
Certains mécanismes moléculaires sous-jacents a la dépression sont connus et impliquent une
perturbation de I’axe HHC également connu sous le nom d’axe corticotrope. L’axe HHC est
un acteur essentiel des réponses biologiques au stress et fait intervenir trois structures
principales : le noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus (PVN), la glande pituitaire ou
hypophyse et la glande surrénale. En réponse a un stress physique ou psychologique (Barden,
2004), les neurones parvocellulaires du PVN synthétisent la corticolibérine (CRH) ainsi que la
vasopressine, deux hormones stimulant la syntheése de 1’hormone adrénocorticotrope (ACTH)
par I’hypophyse. Alors que le stress stimule la libération de la CRH par I’hypothalamus, la
vasopressine exerce, quant a elle, un effet potentialisateur sur la CRH pour la libération de
I’ACTH (Yates et al., 1971). L’ACTH agit sur les cellules de la glande corticosurrénale, libérant
a leur tour les glucocorticoides dont fait partie le cortisol. Ces derniers interagissent avec leurs
récepteurs situés dans de nombreux organes afin de réguler, entre-autres, le métabolisme
énergétique. Un rétrocontrdle s’opere a différents niveaux endocriniens de 1’axe corticotrope.
En effet, les glucocorticoides peuvent inhiber leur propre sécrétion en agissant sur la libération
de la CRH et de ’ACTH. (Fulla et al., 2009) (Figure 12). Ce phénoméne est qualifi¢ de
rétrocontrole négatif. Le microbiote intestinal est un acteur central dans la mise en place de cet

axe, et ceci, des les premicres étapes de colonisation ayant lieu juste apres la naissance.
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Une perturbation lors de la colonisation du TGI par le microbiote intestinal des les premiers
mois de la vie peut notamment prédisposer au développement de troubles du comportement a

I’age adulte (Sudo et al., 2004).

Un microbiote dysbiotique pourrait aussi, en augmentant la perméabilité intestinale,
promouvoir une réponse inflammatoire, altérer la sécrétion de neurotransmetteurs et perturber
le fonctionnement de I’axe HHC. L’ensemble de ces événements pourrait alors contribuer au
développement de la dépression (Du et al,. 2020). De plus, une suractivation de I’axe HHC peut
générer des troubles cognitivo-émotionnels tels que la réponse au stress, 1’anxiété ou la

dépression (Juruena et al., 2020).

Plusieurs souches bactériennes probiotiques ont révelé leur potentiel thérapeutique dans
le rétablissement d’un fonctionnement normal de cet axe se traduisant par un effet bénéfique
sur la dépression. C’est notamment le cas de Bifidobacterium infantis (Sudo et al., 2004), de
Lactobacillus helveticus R0052 et de B. longum R0175 (Ait-Belgnaoui ef al., 2014), ou encore
de Bifidobacterium pseudocatenulatum CECT 7765 (Moya-Pérez et al., 2017). De par leur
capacité a restaurer un fonctionnement normal de ’axe HHC, les probiotiques constituent une

stratégie thérapeutique dans le traitement des troubles anxio-dépressifs.

3.4. Dysbiose intestinale, trouble anxio-dépressif et douleurs viscérales

Dans le cas de désordres intestinaux tels que le SII, I’origine de la douleur viscérale
observée chez les patients reste incomprise puisque les examens cliniques ne permettent pas
d’en définir la cause exacte. Cependant, un lien a été établit entre les douleurs viscérales,
I’anxiété et la dépression. La perturbation de 1’axe corticotrope est 1’une des pistes explorées.
L’administration d’un inhibiteur de la CRH a des patients atteints de SII améliore
significativement la motilité intestinale, la sensibilité viscérale mais aussi leur humeur (Sagami
et al., 2004). De plus, les médecines complémentaires et alternatives telles que I’hypnothérapie
ou la nutrition, par exemple, semblent améliorer la gestion de la douleur chez ces patients
(Billings et al., 2021; Simrén et al., 2004). De maniere générale, la sévérité de I’hypersensibilité
viscérale, de I’anxiété et de la dépression semble également étre liées. En effet, en 2013, une
¢tude a permis d’établir une corrélation entre la sévérité des douleurs abdominales chroniques
et le trouble anxio-dépressif, particulierement chez les femmes (Walter ef al., 2013). Malgré
cette corrélation positive, il est impossible a I’heure actuelle de dire si les troubles anxieux ou
dépressifs contribuent au développement de douleurs abdominales ou bien si ces désordres

psychologiques sont provoqués par ces douleurs.
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Comme évoqué précédemment, le microbiote intestinal intervient dans ce processus
complexe. Dans un mod¢le de stress néonatal provoqué par une séparation maternelle chez la
souris ou chez le rat, on remarque par exemple une dysbiose du microbiote intestinal (Enqi et
al., 2021), mais aussi, le développement d’une hypersensibilité viscérale associée a des troubles
du comportement (Mallaret et al,. 2022). Ainsi, un stress subit dans 1’enfance pourrait favoriser
le risque de développer une hypersensibilité viscérale a travers une sensibilisation des voies de
la douleur mais aussi des troubles comportementaux et contribuer au développement du SII
(O’Mabhony et al., 2011a; Tsuda and Ogawa, 2012). Une dysbiose du microbiote intestinal peut
aussi avoir un impact non négligeable sur la réponse immunitaire. Les médiateurs
inflammatoires ou le cortisol, libérés lors d’une émotion négative, peuvent contribuer au
développement de douleur (Morreale et al., 2022). De plus, certains motifs bactériens sont
capables d’activer directement ou indirectement une réponse douloureuse (Morreale et al.,
2022). C’est notamment le cas des LPS des bactéries a Gram négatif ou bien des acides
lipothéichoiques (LTA) (van Thiel et al., 2020). Cette partie sera développée dans le chapitre

II de ce manuscrit.
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4. Synthése du chapitre I
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A Le microbiote intestinal entretient une relation symbiotique avec son hote

depuis les premiers mois de sa vie. Aujourd’hui, il est largement admis que
le microbiote intestinal tient une place centrale dans la physiologie et dans la

santé de 1’hote.?

Une dysbiose du microbiote intestinal constitue une prédisposition au
développement de nombreuses pathologies ou a 1’apparition de symptdmes
tels que les douleurs, qu’elles soient extra-intestinales ou viscérales comme

cela est observé chez les patients atteints de SII ou de MICLE

Cette dysbiose peut également perturber I’axe de communication microbiote-
intestin-cerveau et étre responsable de 1’apparition de symptomes anxio-
dépressifs ou d’une réponse exacerbée face au stress dans lesquels sa
contribution a été démontrée. Ainsi, il est aujourd’hui admis que le
microbiote intestinal joue un réle clé dans les douleurs viscérales et dans les
comorbidités associées comme 1’anxiété et la dépression via 1’axe

neuroendocrinien.

Dans ce contexte, I’intervention du microbiote intestinal est relativement
complexe et son lien direct avec le développement de la douleur est une piste
récemment explorée. Un contact direct entre le microbiote intestinal et le

systéme nerveux est I’une des pistes envisagées.
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Figure 13 : Organisation du systéme nerveux entérique dans une coupe transversale de
tube digestif. La paroi intestinale comprend 4 couches qui sont, de 1’extérieur vers I’intérieur :
la séreuse, la musculeuse (composée de la musculeuse longitudinale et de la musculeuse
circulaire), la sous-muqueuse, la musculaire muqueuse et la muqueuse. Le systéme nerveux
entérique est composé de deux plexi sous forme de ganglions répartis dans la couche
musculeuse (plexus myentérique) et dans la couche sous-muqueuse (plexus de Meissner). Les
plexi myentériques sont situés entre les couches de muscles lisses longitudinales et les couches
de muscles circulaires. Les plexi sous-muqueux sont situés entre les couches de muscles

circulaires et la muqueuse.



Chapitre II : Les propriétés neuromodulatrices du microbiote : un
dialogue bactérie-neurone complexe

1. Voies nerveuses impliquées dans la douleur viscérale
1.1.  L’innervation intestinale

L’¢étude de la neurogastroentérologie est complexe du fait de I’existence de multiples réseaux
neuronaux régulant la fonction intestinale. Les fonctions autonomes du tube digestif depuis
I’cesophage jusqu’a I’anus sont assurées par deux plexi neuronaux alors que les sensations
conscientes intestinales notamment douloureuses empruntent les voies afférentes primaires
décrites précédemment. En outre, la fonction intestinale est régulée par le systéme nerveux

autonome (sympathique et parasympathique).

1.1.1. Le systeme nerveux entérique

Souvent qualifié¢ de deuxiéme cerveau de par sa forte concentration en neurones comprise
entre 400 et 600 millions de neurones (Brehmer, 2006; Furness, 2012), le SNE innerve le tube
digestif et assure les différentes fonctions digestives comme le péristaltisme intestinal qui sont
des contractions se propageant d’un bout a ’autre du tube digestif a I’origine du transit
intestinal, ou encore la sécrétion hydroélectrolytique. Le SNE controle aussi la fonction de
barriére épithéliale en permettant le passage de nutriments a travers 1’épithélium intestinal mais
aussi en agissant comme un véritable bouclier contre le passage d’agents pathogenes. Le SNE
est constitué de 2 plexi ganglionnaires retrouvés tout le long du tube digestif. Le plexus
myentérique, aussi appelé plexus d’Auerbach, se situe dans les muscles longitudinaux et dans
les muscles circulaires (Furness, 2012) (Figure 13). Il assure la motilité¢ digestive. Le plexus
sous-muqueux, aussi appelé plexus de Meissner, se situe dans la sous-muqueuse et controle
I’activité sécrétoire (Furness, 2012) (Figure 13). Ces plexi ganglionnaires contiennent les corps

cellulaires des neurones ainsi que des cellules gliales. Leur fonctionnement est coordonné.
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Figure 14 : Structure et organisation du systéme nerveux entérique. Le systéme nerveux
entérique est composé de 2 plexi : le plexus myentérique et le plexus sous-muqueux. Ce réseau
complexe est composé de cellules gliales, d’interneurones, d’IPANs et de motoneurones,
régulant I’homéostasie intestinale. Ach : Acetylcholine ; EMN : Excitatory motor neuron ;
ICC : Intersticial cells of Cajal; IMN : Inhibitory Motor neuron; IPAN : Primary afferent
neuron, NO: nitro oxide; NT : Neurotransmetteurs;, SCFAs : Short chain fatty acids; SP :
substance P; VIP : vasoactive intestinal peptide (Fried et al., 2021).



En effet, les deux plexi sont interconnectés et les cellules neuronales forment un réseau
complexe de projections locales assurant ainsi les fonctions de motricité et de sécrétion
intestinale. Trois grands types de neurones sont retrouvés au sein du SNE intrinséque auxquels

s’ajoutent les cellules de la glie entérique (Figure 14) :

» Les neurones sensoriels, aussi appelés neurones intrinséques primaires afférents ou
IPANSs situés dans les plexi sous-muqueux et myentériques. Ces neurones sensitifs
répondent aux mécanorécepteurs et aux chémorécepteurs (ou chimiorécepteurs) de la
mugqueuse.

» Les motoneurones, qui peuvent &tre excitateurs ou inhibiteurs (Brookes, 2001). Les
neurones moteurs excitateurs libérent des neurotransmetteurs tels que 1’acétylcholine et
la substance P (SP) activant les cellules effectrices (Drokhlyansky et al., 2020) tandis
que les neurones moteurs inhibiteurs libérent des neurotransmetteurs inhibiteurs tels que
I’oxyde nitrique (NO) et le peptide vasoactif intestinal (ou VIP pour « Vasoactive
Intestinal Peptide ») inhibant I’activité¢ des cellules effectrices (Fried er al., 2021)
(Figure 14). Ces neurones innervent la musculeuse circulaire et longitudinale tout le
long du tube digestif.

» Les IPANSs et les neurones moteurs communiquent entre eux grace aux interneurones,
qui représentent la majorité des cellules neuronales du SNE intrinséque (Furness, 2000,

2012; Furness et al., 2004).

L’implication du SNE dans le processus douloureux n’est pas encore totalement élucidée
mais il pourrait y contribuer notamment en synthétisant des neurotransmetteurs tels que la
sérotonine ou des neuropeptides comme la SP et le peptide 1i¢ au géne de la calcitonine (ou
CGRP pour « Calcitonin Gene Related Peptide »). Ces composés, en stimulant des neurones
sensitifs proches, pourraient participer au développement d’une hypersensibilité viscérale chez

des patients atteints de SII (Buhner ez al., 2014).

1.1.2. L’innervation intestinale extrinseque

En plus de I’innervation intrinséque précédemment décrite, 1’intestin bénéficie d’une
innervation dite extrinseque, controlant la fonction du SNE et assurant le lien avec le SNC. Les
informations sensitives nociceptives transitent vers la moelle épiniere majoritairement par les
fibres C et par les fibres As en empruntant 3 voies anatomiques que sont les afférences vagales,

les afférences thoraco-lombaires et les afférences lombosacrées.
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Figure 15 : Innervation extrinseque du célon. Les informations provenant du colon
empruntent plusieurs voies représentées par les afférences vagales, les afférences thoraco-
lombaires et les afférences lombosacrées. Alors que les afférences vagales projettent dans le
ganglion noueux (GN) sur le noyau du tractus solitaire (NTS) innervant le tractus gastro-
intestinal de 1’cesophage a la partie proximale du c6lon via le nerf vague, les afférences thoraco-
lombaires et lombosacrées projettent respectivement vers la moelle via les nerfs splanchnique
et pelvien projetant dans les ganglions de la racine dorsale (DRG) des régions T10-L2 et L5-
S1. Ces afférences permettent la détection au niveau du colorectum d’une grande diversité de
stimuli mécaniques et chimiques.



Les afférences vagales projettent dans le bulbe sur le noyau du tractus solitaire (NTS)
et innervent 1’cesophage, 1’estomac, I’intestin gréle et la partie proximale du c6lon (Brookes et
al., 2013) tandis que les afférences thoraco-lombaires et lombosacrées projettent vers la moelle
en empruntant respectivement le nerf splanchnique et le nerf pelvien (Brierley and Linden,
2014; Brookes et al., 2013). Les corps cellulaires des fibres nerveuses sont localisés dans des
ganglions : dans le ganglion noueux pour les afférences provenant du nerf vague et dans les
ganglions rachidiens dorsaux (GRD ou DRG pour « Dorsal Root Ganglia ») pour les afférences
spinales et splanchniques. Les DRG engagés dans I’innervation colique sont situés dans les
régions thoracolombaires (T10-L2) et lombosacrées (L5-S1) et correspondent respectivement
a ’innervation thoracolombaire et pelvienne (Furness, 2012; Grundy et al., 2019; Sadeghi et
al., 2018) (Figure 15). Les fibres afférentes nociceptives se terminent au niveau des couches I,

II, V et X de la moelle épiniere (Grundy et al., 2019).

Les afférences spinales jouent un role crucial dans la transmission d’informations
relatives a des désordres physiologiques, a 1’origine de ballonnements, d’inconfort ou de
douleur viscérale (Brierley and Linden, 2014; Sadeghi ef al., 2018) en détectant un grand
nombre de signaux qu’ils soient mécaniques ou chimiques. Les afférences vagales transmettent
généralement des informations d’ordre physiologique comme la satiété par exemple (Brierley
and Linden, 2014). Les projections des afférences spinales innervent toutes les couches de la
paroi colique incluant des terminaisons dans la muqueuse, dans la sous-muqueuse, mais aussi
intramusculaires et vasculaires (Grundy et al.,, 2019; Sadeghi et al., 2018). Ceci permet de
distinguer plusieurs types d’afférences : musculaires, mucosales, séreusales (voie splanchnique
et pelvienne), mésentérique (voie splanchnique seulement) et musculaire/mucosale (voie

pelvienne seulement).

Ces afférences permettent la détection, au niveau colique, d’une grande diversité de
stimuli mécaniques et chimiques. Alors que les afférences mucosales détectent les distorsions
de faible seuil de la muqueuse et répondent aux médiateurs endogenes, les afférences
musculaires détectent les distorsions de faible seuil et les contractions. Elles induisent
¢galement une grande diversité de réponses, incluant les réponses nociceptives et répondent
aux médiateurs endogenes. Les afférences musculaires/mucosales répondent a des distorsions
de haut seuil et a une grande variété¢ de médiateurs endogénes particulierement les médiateurs

inflammatoires et immunitaires (Sadeghi et al., 2018).
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Le contréle moteur de la fonction intestinale est assuré par les systémes nerveux
parasympathique et sympathique. Ces fibres motrices transitent aupres des fibres sensitives via
les nerfs vagaux, pelviens (parasympathique) et le nerf splanchnique (sympathique). Outre leur
role largement décrit dans la régulation de la motilité intestinale, plusieurs études montrent
aujourd’hui leur implication dans les phénomenes douloureux notamment par une activité anti-
inflammatoire du systéme parasympathique. Ainsi I’activation des efférences vagales réduit la
libération de TNF-a par les macrophages consécutive a la fixation de I’acétylcholine sur des

récepteurs nicotiniques portés a la membrane des macrophages (Bonaz et al., 2013).

Le SNE n’est pas le seul acteur dans les fonctions digestives et le maintien de
I’homéostasie intestinale puisque le SNE et 1’épithélium intestinal interagissent de manicre
intégrée (Furness, 2015). En effet, le SNE entretient des relations étroites avec le systeme
immunitaire. Leur proximité favorise un grand nombre d’interactions cellulaires et
moléculaires. Ces communications sont principalement impliquées dans le dispositif de défense
(Walsh and Zemper, 2019) mais peuvent aussi participer au processus douloureux. En effet, la
contribution de la réponse inflammatoire déclenchée apres reconnaissance de PAMPs dans la
sensibilisation douloureuse est aujourd’hui largement décrite. Les médiateurs libérés lors d’une
réaction inflammatoire tels que la 5-HT, I’histamine, la bradykinine, la SP, 1’adénosine
triphosphate (ATP), les prostaglandines ainsi que I’ensemble des médiateurs de I’inflammation
tels que les cytokines et les chimiokines (ou chémokines) sont au cceur d’interactions neuro-
immunes puisqu’ils participent a la sensibilisation de neurones nociceptifs (Cook et al., 2018;
Guillot ef al., 2011) et pourraient contribuer a la chronicisation de la douleur (Matsuda et al.,
2019). Bien que la réponse inflammatoire soit un acteur important dans le processus
douloureux, nous nous intéresserons plus spécifiquement a la contribution des voies nerveuses

dans ce manuscrit.

1.2. Le concept d’hypersensibilité viscérale

L’hypersensibilité viscérale se caractérise par une hyperalgie au niveau des organes
internes, les visceres, et représente 1’un des principaux mécanismes physiopathologiques des
douleurs abdominales chroniques observées chez les patients atteints de SII ou de MICI pendant
les phases de rémission (Azpiroz et al, 2007). Certains patients présentent un seuil de

perception douloureuse réduit impliquant deux composantes :

» Une hyperalgie définie comme une sensibilité excessive a un stimulus nociceptif.
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Figure 16 : Evaluation de la sensibilité colique par distension colorectale chez ’animal. La
sensibilité viscérale a été définie comme les variations de pression intracolique en réponse a la
distension colorectale. Le principe de cette technique est le suivant : un ballonnet est inséré a 1
cm de la marge anale de I’animal (rat ou souris). Le ballonnet est relié au barostat dont le role
est d’appliquer des pressions croissantes allant de 20 a 80mmHg. L’air est injecté dans le
ballonnet ce qui permet de le faire gonfler dans la cavité intracolique de I’animal. Chacune de
ces distensions dure 20 secondes et est espacée de la suivante de 4 minutes. Le ballonnet est
relié¢ a un capteur de pression également situé dans la cavité intracolique de I’animal. Celui-ci
permet de mesurer les variations de pression intracolique en réponse aux différentes pressions
appliquées. Ces variations de pression reflétent les contractions abdominales.



» Une allodynie, autrement dit, une douleur provoquée par un stimulus qui ne cause

habituellement pas de douleur (Barbara et al., 2011).

Ce concept d’hypersensibilité viscérale, introduit pour la premicre fois en 1973, a été
montré grace au test de distension colorectale (DCR) qui consiste au gonflement d’un ballon
inséré au niveau du colon et provoquant des douleurs chez les patients atteints de SII (Drewes
et al., 2020 ; Ritchie, 1973). Les individus sont qualifiés d’hypersensibles lorsqu’ils ressentent
une douleur a des niveaux de pression relativement bas par rapport a des individus sains.
L’hypersensibilité viscérale d’origine colique (HSVC) est donc définie par un abaissement du
seuil de tolérance a une stimulation douloureuse. Dans le cadre d’études précliniques, le test de
DCR est également réalisé chez la souris et chez le rat, afin d’évaluer ’HSVC chez I’animal

(Figure 16).

Il existe plusieurs types de douleurs viscérales. La douleur viscérale aigiie, qui se
caractérise par une douleur de forte intensité, est généralement de courte durée et sa cause est
connue. Bien que les douleurs viscérales soient difficilement localisables, la douleur aigiie
survient, la plupart du temps, a proximité de 1’organe atteint ou endommagé (Drewes et al.,
2020). La douleur viscérale chronique quant a elle, s’étend sur une durée plus longue affectant

la qualité de vie des patients et 1’origine n’est pas toujours connue.

La douleur viscérale est la douleur ressentie au niveau des organes internes. Contrairement
a la douleur somatique, la douleur viscérale est généralement diffuse et il n’est pas toujours
possible d’identifier I’organe qui en est a 1’origine. Au niveau intestinal, les stimuli peuvent
étre variés, a la fois mécaniques (péristaltisme intestinal, distensions, étirements) ou chimiques
(neurotransmetteurs ou médiateurs de I’inflammation par exemple) et peuvent provenir de
diverses origines : a la fois des cellules intestinales, des cellules de I’immunité ou encore du

microbiote intestinal.

1.3. Les récepteurs impliqués dans la douleur viscérale

Les MICI et le SII sont caractérisés par le développement d’une HSVC impliquant
’activation de récepteurs neuronaux. Cette activation peut conduire a un effet anti-nociceptif
ou au contraire pro-nociceptif selon s’ils sont activateurs ou inhibiteurs et participent a la
modulation de la douleur. Plusieurs récepteurs impliqués dans la modulation du processus
douloureux ont ét¢ identifiés et sont rapidement devenus des cibles thérapeutiques dans la

recherche de molécules antalgiques.
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1.3.1. Les récepteurs Transcient receptor potential (TRP)

Les canaux TRP, regroupés en 7 familles, sont des canaux perméables aux cations et
sont activés par des ligands trés variés. Certains de ces canaux ont été identifiés dans le

processus douloureux au niveau viscéral.

Transcient receptor potential vanilloid type 1 (TRPV]) : le canal TRPV1 est activable
par la chaleur ou par la capsaicine et est retrouvé fortement exprimé par les afférences coliques
(fibres A5 et fibres C). L’activation de ce canal est potentialisée par un grand nombre de
composés retrouvés dans un contexte inflammatoire (Lapointe et al., 2015) comme la 5-HT
(Loyd et al., 2013; Sugiuar et al., 2004), la bradykinine (Choi and Hwang, 2018; Katanosaka
et al., 2008; Mistry et al., 2014), les prostaglandines (Mistry et al., 2014), 1’histamine
(Balemans et al., 2014; Wouters et al., 2016) ou I’ATP.

Son implication dans le développement d’'une HSVC a été démontrée dans plusieurs
modeles animaux de colite induite chimiquement. TRPV1 joue effectivement un role dans le
développement de ’'HSVC induite chimiquement par le 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid
(TNBS) chez le rat (Vermeulen et al., 2013). De plus, le blocage du canal TRPV1 permet de
réduire 'HSVC dans un modé¢le de douleur aigiie non inflammatoire ainsi que dans un modéle
de douleur chronique post-inflammatoire (Wiskur et al., 2010). Ces effets ont aussi été évalués
chez la souris. L’HSVC, évaluée par DCR, est réduite chez des souris déficientes pour le gene
codant le canal TRPV1 confirmant ainsi son implication dans la douleur viscérale (Jones et al.,

2005).

Chez ’Homme, le niveau d’expression de TRPV1 a été corrélé positivement aux
douleurs abdominales chez des patients atteints de SII (Akbar et al., 2008). L’expression de
TRPVI1 étant retrouvée augmentée dans les biopsies de patients souffrant de douleurs
abdominales, ce canal pourrait devenir une des cibles thérapeutiques dans le traitement de la

douleur viscérale observée chez les patients atteints de SII ou de MICI (Akbar et al., 2010).

Transcient receptor potential cation channel subfamily A member 1 (TRPAI) :
TRPAL, I'unique représentant de la famille des TRP-Ankyrine chez les mammiféres, est
exprimé par les neurones de DRG mais aussi par le ganglion du nerf vague et par le ganglion
trigeminal. Ce canal répond a divers stimuli nociceptifs ainsi qu’aux faibles températures. Il est
majoritairement exprimé par les fibres C non myélinisées et par les fibres A8 faiblement
my¢linisées (Souza Monteiro de Araujo ef al, 2020). Dans un contexte inflammatoire,

I’activation de TRPAT1 peut étre modulée par plusieurs composés.
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Figure 17 : Modulation de Dactivité et de ’adressage membranaire de TRPA1. (1)
I’activation de PKA et de PLC par PAR-2 ou BR2 induit I’adressage de TRPAI vers la
membrane plasmique. (2) la phosphorylation dépendante de PKA et de PKC potentialise
I’activation de TRPAL. (3) I’activation de PLC par PAR-2 ou BR2 favorise 1’activation de
TRPAT1 en libérant le canal de I’inhibition exercée par PIP2. (4) Le DAG module I’activité de
TRPA1 de facon directe en activant le canal, ou indirecte en passant par la PKC. 4-HNE : 4-
hydroxynonenal, B2 : récepteur a la bradykinine 2, DAG : Diacylgycerol, PAR-2 : récepteur
de protéase a sérine 2, PKA : protéine kinase A, PKC : protéine kinase C, PIP2:
phophatidylinositol-4,5-bisphosphate, PLC : Phospholipase C. D’aprés Lapointe and Altier,
(2011).



C’est notamment le cas de la bradykinine ou des protéases, activant respectivement les
récepteurs BR2 et le récepteur des protéases a sérine 2 (PAR-2) (Lapointe and Altier, 2011)
(Figure 17). En effet, il est aujourd’hui admis que 1’activité de la plupart des canaux appartenant
aux TRP est fortement liée a celles des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (Clapham,
2003). La contribution du canal TRPA1 dans la douleur inflammatoire a ét¢ largement suggérée
puisqu’il contribuerait a I’effet excitateur de la bradykinine médié en partie par I’activation de

la phospholipase C (PLC) (Bandell et al., 2004).

Son implication dans la douleur viscérale a été démontrée dans plusieurs modeles
animaux. Chez la souris par exemple, le niveau d’expression de TRPA1 dans un mod¢le de
colite induite chimiquement au TNBS a été positivement corrélé a la sensibilité viscérale (Yang
et al., 2008). L’activation directe de ce canal provoque une HSVC chez la souris. A 1’inverse,
la délétion du gene codant le canal conduit a une réduction de ’HSVC induite chimiquement
par le TNBS chez la souris (Cattaruzza et al., 2010). Des résultats similaires ont été obtenus

chez le rat (Vermeulen et al., 2013).

L’analyse de biopsies de colons de patients atteints de SII n’a pas permis de mettre en
¢vidence une hausse du niveau de composés agonistes du canal TRPA1 (Cenac et al., 2015).
Néanmoins, une étude bioinformatique récente a permis d’identifier le canal TRPA1 dans la
liste des récepteurs jouant un rdle dans la physiopathologie du SII. En effet, TRPA1 a été
retrouvé surexprimé dans les biopsies coliques de patients atteints de SII-D et souffrant de
douleurs abdominales par rapport a des individus sains, faisant de ce canal un biomarqueur
potentiel de la pathologie (Lin et al., 2021). Bien que les données actuellement disponibles se
limitent essentiellement aux modeles animaux, les premicres données ont permis d’identifier le
canal TRPA1 parmi la liste des nocicepteurs contribuant a la douleur viscérale faisant de lui
une cible thérapeutique potentielle dans son traitement (Csekd et al., 2019; Lapointe and Altier,

2011).

Transcient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) : TRPV4 est un récepteur ionotropique
activé par la chaleur, la pression osmotique et par certains stimuli chimiques. Ce canal est
exprimé par le SNE mais aussi par des cellules épithéliales intestinales (Cenac et al., 2008).
Tout comme les canaux TRPV1 et TRPA1 précédemment décrits, I’activation de ce récepteur
est sensibilisée par des médiateurs de la douleur tels que la 5-HT ou I’histamine (Cenac ef al.,
2010). En effet, dans un contexte inflammatoire, I’ouverture de ces canaux semble étre facilitée

via plusieurs mécanismes moléculaires aujourd’hui identifiés (Balemans et al., 2017).
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Figure 18 : Les canaux TRP sont des médiateurs majeurs de ’inflammation intestinale et
de la douleur viscérale. L’expression des canaux TRP dans le cOlon et par les neurones
afférents primaires extrinseques sont significativement augmentés dans le cas de MICI ou de
SII. L’activation des canaux TRP conduit a la libération de neuropeptides pro-inflammatoires
(SP, CGRP), entrainant une inflammation neurogene. La libération de ces neuropeptides au
niveau de la corne dorsale de la moelle épiniére se traduit par une signalisation nociceptive. Les
agonistes des récepteurs cellulaires, y compris les RCPG, sont libérés lors de 1ésions ou
d’inflammation des tissus. L’activation de ces récepteurs conduit a la sensibilisation ou au
recrutement de canaux TRP dans ces neurones, ce qui augmente la libération de neuropeptides
et la sensation de douleur. D’aprés Veldhuis et al., (2015).



La contribution du canal TRPV4 dans le développement de ’HSVC chez la souris a été
démontrée. En effet, I’administration de 4a-Phorbol 12,13-didecanoate (4aPDD), un agoniste
du canal TRPV4, induit une hyperalgie chez la souris se traduisant par une hausse de ’'HSVC
en réponse a la DCR. A I’inverse, I’HSVC est significativement réduite chez les souris
déficientes pour le géne codant TRPV4 (Cenac et al., 2008). De plus, le surnageant de biopsies
coliques de patients atteints de SII, caractéris¢ par un niveau ¢levé d’acide
epoxyeicosatrienoique (5,6-EET), un agoniste du canal TRPV4, est responsable du
développement d’une HSVC chez la souris (Cenac et al., 2015) témoignant de son implication

dans le développement de la douleur viscérale.

Bien que peu de données soient disponibles chez I’Homme, la libération d’histamine et
de 5-HT au niveau colique pourrait sensibiliser ce canal et contribuer au développement de

douleurs abdominales chroniques chez les patients atteints de SII (Cenac ef al., 2010).

Ainsi, ’activité des récepteurs TRP est étroitement liée a celle de I’inflammation
puisque qu’ils constituent des médiateurs majeurs de I’inflammation intestinale et de la douleur

visceérale (Figure 18).

1.3.2. Les récepteurs a la sérotonine

La sérotonine est majoritairement produite par les mastocytes ainsi que par les cellules
entérochromaffines de I’intestin. Le microbiote intestinal influence sa synthése, notamment en
induisant sa production par les cellules intestinales ou en modifiant le métabolisme du
tryptophane, précurseur de la 5-HT. Il existe 15 sous types de récepteurs a la 5-HT. Parmi eux,
certains sont exprimés par des neurones situés dans les DRG chez le rat. C’est notamment le
cas de 5-HTI1B, 5-HT1D, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT3B et 5-HT4 (Nicholson et al., 2003) mais
aussi de 5-HT2C, 5-HT3 et 5-HT7 (Pierce et al., 1996).

Chez I’animal, I’implication de ces récepteurs dans les voies de la douleur a été étudiée,
plus particuliérement au niveau viscéral. C’est notamment le cas du récepteur 5-HT3, fortement
exprimé au niveau des afférences coliques et dont le niveau d’expression est augmenté, chez la
souris, apreés un traitement au DSS (Matsumoto et al., 2012). La sensibilisation des afférences
coliques par la 5-HT semble activer le récepteur TRPV1, également impliqué dans la
nociception, et participerait au développement de ’HSVC chez le rat (Qin et al, 2010a) mais

aussi chez la souris (Matsumoto et al., 2012).
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Malgré les nombreuses études menées, la voie de la 5-HT n’est pas encore bien
comprise. En effet, 1’altération de cette voie chez les patients atteints de SII ou de MICI pourrait
contribuer au développement de douleurs abdominales mais les mécanismes sont encore mal
connus (Najjar ef al., 2020). Les récepteurs a la 5-HT pourraient étre une cible thérapeutique
intéressante dans le traitement de la douleur viscérale chez les patients atteints de SII (Binienda

et al, 2018).

1.3.3. Les récepteurs a l’histamine

Au niveau intestinal, I’histamine est majoritairement produite par les mastocytes. Les 4
récepteurs histaminiques (HR1 a HR4) sont tous des récepteurs métabotropes, autrement dit,
couplés aux protéines G. HR1, HR2 et HR4 sont exprimés au niveau colique alors que HR3 est
majoritairement exprimé au niveau du SNC. L’implication de I’histamine dans le processus
douloureux est spécifique du récepteur ciblé. Alors que 1’activation des récepteurs HR1, HR2
et HR4 conduit a un effet pro-nociceptif, le récepteur HR3 est inhibiteur et méne a un effet anti-
nociceptif. Dans un contexte inflammatoire, 1’activation du récepteur HR1 conduit a une
stimulation des terminaisons nerveuses sensitives alors que celle du récepteur HR3 diminue la
libération d’acétylcholine, des neurokinines et des catécholamines (Devillier, 2004). Tout
comme la 5-HT, I’histamine participe a un phénoméne de sensibilisation des cellules
nociceptives en réduisant le seuil d’activation de nocicepteurs exprimant le canal TRPV1

(Wouters et al., 2016).

Chez I’animal, I’implication des récepteurs HR1 et HR4 dans le développement de
douleurs viscérales a ét¢ montré dans un modele de colite induite chimiquement au TNBS
(Deiteren et al., 2014). Dans un mod¢le de séparation maternelle, I’implication du récepteur
HR1 dans le développement de ’HSVC a été démontrée chez le rat (Stanisor ef al., 2013). De
plus, dans un contexte de SII post-infectieux (SII-PI), le récepteur HR1 pourrait jouer un réle

important dans ’HSVC chez la souris (Aguilera-Lizarraga ef al., 2021).

Chez ’Homme, la contribution du récepteur HR1 dans la douleur viscérale a été
montrée. En effet, le surnageant de biopsies de patients atteints de SII induit 1’activation de
neurones de DRG prélevés chez le rat. Dans cette étude, I’activation neuronale est inhibée par
le blocage du récepteur HR1 (Barbara et al., 2007), témoignant de son implication dans la

douleur viscérale.
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1.3.4. Les récepteurs a la bradykinine

Les récepteurs a la bradykinine (BR), BR1 et BR2, possédent 7 domaines
transmembranaires et sont couplés aux protéines G. Les récepteurs a la bradykinine sont couplés
a la protéine Gaq mais peuvent aussi recruter les protéines Gai, Gas et Ga12/13. Couplé a la
Gag, I’activation du récepteur conduit a 1I’hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-bisphophate
(PIP2) en inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et en diacylglycerol (DAG) par la PLC et au
relargage du calcium stocké dans le réticulum endoplasmique. La bradykinine exerce de
nombreuses fonctions physiologiques comme le relachement des muscles lisses,
I’augmentation de la perméabilité vasculaire et participe aussi au processus douloureux. La
bradykinine représente 1’un des principaux médiateurs de la douleur inflammatoire, modulant
I’activité de nocicepteurs et conduisant a une exacerbation de la perception de la douleur. De
par son lien étroit avec d’autres canaux tels que TRPV1 et TRPA1 (Choi and Hwang, 2018),
les récepteurs a la bradykinine sont devenus des acteurs clés dans la modulation de la douleur.
En effet, leur activation participe au processus douloureux en interagissant avec le récepteur
TRPV1 et en provoquant son activation ou sa sensibilisation via plusieurs mécanismes. (i) Tout
d’abord, de par leur forte similarité structurelle, les produits issus du métabolisme de 1’acide
arachidonique tels que 1’acide 12(S)-hydroxyeicosatetraenoique ou 12(S)-HETE générés lors
de P’activation de BR pourraient provoquer 1’activation du canal TRPV1 (Choi and Hwang,
2018). (ii) Une autre voie d’activation du canal est possible. Lorsque le récepteur est couplé a
la protéine Gag/11, I’activation de BR conduit a I’hydrolyse du PIP2 en DAG et en IP3 par la
PLC. Ces deux composés participent a 1’activation de la protéine kinase C (PKC) elle-méme
impliquée dans la phosphorylation du canal TRPV1. La phosphorylation du canal TRPV1
s’effectue sur plusieurs sites (résidus sérine) le rendant plus perméable aux ions calcium. (iii)
Enfin, la bradykinine pourrait sensibiliser le canal TRPV1 en levant I’inhibition exercée par
PIP2. Dans cette interaction, la PLC, générée lors de I’activation du BR, hydrolyse le PIP2 en
IP3 et en DAG levant I’inhibition exercée par PIP2 et sensibilisant le canal TRPV1 (Choi and
Hwang, 2018). L’activité¢ du canal TRPA1, également impliqué dans la douleur, est aussi sous
le contrdle de la bradykinine. Dans cette interaction, les produits issus du métabolisme de
I’acide arachidonique sont capables d’activer le canal. L’implication de TRPA1 dans cette
interaction médiée par la bradykinine a notamment été confirmée chez la souris (Bautista et al.,
2006). De la méme fagon que pour TRPV1, la bradykinine exerce une désensibilisation du canal
TRPA1 en empruntant des voies similaires, notamment en levant 1’inhibition exercée par PIP2

sur le canal (Choi and Hwang, 2018).
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De plus, une surexpression des récepteurs TRPA1 et de BR2 a été observée chez des
patients atteints de SII-D (Jalanka ef al, 2021) pouvant refléter cette coopération dans le

processus douloureux.

Chez I’animal, D’implication de la bradykinine et de ses récepteurs dans le
développement de la colite induite chimiquement au DSS a été montrée, notamment chez la
souris (Arai et al, 1999; Wang et al., 2018). Bien que la contribution des récepteurs a la
bradykinine dans le développement de ’HSVC n’ait pas été démontrée de fagon directe chez
I’animal, une perturbation de la voie de synthese de la bradykinine ou de ses récepteurs semble
réduire significativement la sévérité de la colite induite chimiquement au DSS et au TNBS chez
la souris (Wang et al., 2018). Cet effet bénéfique se traduit notamment par la limitation de la
perte de poids des animaux, du score de sévérité des symptomes et de I’inflammation. Dans un
modele de pancréatite, le niveau d’expression de BR1 et de BR2 a été retrouvé augmenté au
niveau des neurones de DRG et corrélerait avec ’HSVC mesurée par DCR chez la souris
(Takemura et al., 2011) suggérant que la bradykinine ou ses récepteurs pourraient prendre part

au développement de ’HSVC chez I’animal.

Chez ’Homme, le role des récepteurs a la bradykinine dans les pathologies intestinales
a aussi été établi. Alors que le récepteur BR2 est activé de fagon ubiquitaire au niveau des
muscles et des cellules neuronales, le récepteur BR1 semble étre exprimé uniquement dans un
contexte pathologique (Bascands et al, 2003). Ceci pourrait expliquer les divergences
d’expression selon les études réalisées (Brand et al., 2001; Wotherspoon and Winter, 2000).
Récemment, Jalanka ef al., (2021) ont mis en évidence une surexpression du récepteur BR2
chez des patients atteints de SII-D. Ces données coincident également avec une étude
bioinformatique récente, ayant révélé une surexpression du géne codant le récepteur BR2 chez
les patients atteints de SII-D faisant de BR2 un biomarqueur potentiel de la pathologie (Lin ef
al., 2021). Les récepteurs BR1 et BR2 sont également surexprimés au niveau intestinal chez les
patients atteints de MICI plus particulie¢rement pendant les phases actives de la maladie
(Stadnicki et al., 2005). En contribuant activement a la physiopathologie du SII et des MICI et
en entretenant des liens étroits avec les principaux acteurs de la douleur, les récepteurs a la
bradykinine constituent des cibles thérapeutiques potentielles dans la recherche de traitements

antalgiques.
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Tableau 2 : Fonctions des PAR dans la douleur viscérale, chez la souris et chez ’Homme.
(Adapté de Cenac, 2013).

PART1

PAR2

PAR3
PAR4

Animal
Neurones sensitifs

Pas d'effet sur les flux calciques et
la libération de neuropeptides

Augmentation des flux calciques et
de la libération de neuropeptides

Non déterminé

Diminution de l'excitabilité

Modéles animaux

Non déterminé

Induction de
douleurs
(pancréatique,
HSVC)

Non déterminé

Diminution de
'HSVC

Homme

Activation de neurcnes entériques

Absence d’activation de neurones
entériques. Les protéases libérées par
les biopsies de patients Sl activent
PAR2 chez la souris

Non déterminé

Absence d’activation des neurones
entériques



1.3.5. Les récepteurs activés par des protéases

Les récepteurs activés par des protéases (PAR) appartiennent a une famille de 4
récepteurs activés par le clivage de leur partie N-terminale extracellulaire. Les récepteurs
PARI1-4 sont exprimés par un grand nombre de types cellulaires y compris les cellules
neuronales (Vergnolle, 2005). Les récepteurs PAR-1 et PAR-2 sont les plus étudiés. Alors que
PAR-1 et PAR-4 sont associés a des effets anti-nociceptifs, le récepteur PAR-2 est quant a lui
impliqué dans le processus douloureux et dans le développement de ’'HSVC (Cenac, 2013)
(Tableau 2). Comme c’est le cas pour d’autres récepteurs, I’activation du récepteur PAR-2 est
étroitement liée a celle du canal TRPV 1. En plus d’étre co-exprimés par des neurones de DRG
(Amadesi et al., 2004; Dai et al., 2004), ces deux récepteurs cooperent. En effet, I’activation de
PAR-2 sensibilise la réponse d’un neurone a une stimulation a la capsaicine (Hoogerwerf et al.,
2001). PAR-2 est aussi co-exprimé avec d’autres récepteurs impliqués dans la nociception tels
que TRPAT et TRPV4 (Cattaruzza et al., 2010; Dai et al., 2007) favorisant ainsi le phénoméne

de sensibilisation neuronale.

Chez I’animal, dans un modéle murin de SII-PI induit par le pathogéne Trichinella
spiralis, I’activation de PAR-2 se traduit par une hausse de la perméabilité intestinale et de
I’HSVC (Du et al., 2019). Dans un modele de douleur viscérale post-inflammatoire chez le rat,
la baisse de ’HSVC a été corrélée a la baisse du niveau de PAR-2 au niveau colique (Xu et al.,
2018). La mise en évidence de I’implication des PAR dans le développement de ’HSVC permet
d’envisager de nouveaux traitements thérapeutiques basés sur des inhibiteurs de protéases.
C’est notamment le cas du FUT-175 qui a prouvé son efficacité chez la souris, en contrant

I’effet pro-nociceptif d’un surnageant de patient atteint de SII (Cenac et al., 2007).

Chez I’Homme, plusieurs éléments suggerent que les protéases a sérine prennent part
au processus douloureux (Decraecker et al., 2022). Par exemple, les patients atteints de SII-PI
présentent un taux de protéases plus ¢€levé, responsable d’une hausse de la perméabilité
intestinale. L’activation de PAR-2 serait corrélée a la sévérité des symptomes associés
(Edogawa et al., 2020). De plus, les biopsies de muqueuses coliques de patients atteints de SII
liberent des protéases induisant une hyperexcitabilité des neurones innervant le clon (DRG)
(Jimenez-Vargas ef al., 2018). Aujourd’hui, le développement d’inhibiteurs de protéases en vue
de traiter PHSVC fait face a plusieurs limites. En effet, une meilleure caractérisation de la
perturbation de 1’activité protéasique chez les patients SII semble indispensable afin

d’envisager des traitements plus spécifiques et de limiter les effets indésirables associés.
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Figure 19 : Mécanismes contribuant au développement d’une HSVC dans le cas du SII.
La sensibilisation périphérique de ’innervation intestinale est un mécanisme central sous-jacent a la
douleur abdominale dans le SII, et les protéases émergent comme des médiateurs centraux dans ce
processus. Les protéases provenant de la lumiére (pancréatiques et microbiennes), des cellules
épithéliales (trypsine-3) et des cellules immunitaires (tryptase, ¢lastase et cathepsine G) participent a la
perturbation de la barriére intestinale, peuvent transmettre des signaux aux nocicepteurs viscéraux et
assurer la médiation de la sensibilité viscérale par 1’intermédiaire d’un récepteur activé par les protéases
(PAR). L’activation de PAR2 présent sur les terminaisons nerveuses des nocicepteurs viscéraux induit
une HSVC via la sensibilisation de TRPV1, TRPV4 et/ou TRPA1 apres le recrutement des protéines
Gas ou Gagq, selon la protéase. TRPV1 et TRPV4 présents sur les neurones sensitifs interviennent
¢galement dans la libération de la substance P (SP) et du peptide li¢ au gene de la calcitonine (CGRP),
contribuant ainsi au processus douloureux. En outre, les protéases modulent la synthése et la sécrétion
de la bradykinine et du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), composés impliqués dans la
douleur inflammatoire. D’autre part, 1’activation de PAR1 et de PAR4 conduit a un effet analgésique
chez la souris, tandis que chez I’Homme, I’activation de PAR1 apparait comme pro-nociceptif. Adapté
de Decraecker et al., (2022).



Cette spécificité est cruciale puisque les protéases jouent un role important dans de nombreuses
fonctions physiologiques de I’hote (Figure 19) (Decraecker et al, 2022). Finalement,
I’implication des protéases a sérine et de leurs récepteurs dans le développement de ’HSVC est
aujourd’hui bien établie et les mécanismes moléculaires impliqués sont actuellement explorés
(Decraecker et al., 2022). PAR-2 pourrait donc étre une cible thérapeutique intéressante dans

le traitement de la douleur viscérale (Cenac, 2013).m

1.3.6. Les récepteurs a l’acide gamma aminobutyrique (GABA)

En plus de jouer un role important dans le SNC, le GABA et ses deux récepteurs sont
présents dans de nombreux tissus périphériques tels que le pancréas, le TGI et le systeme
immunitaire (Auteri ef al., 2015; Gladkevich ef al., 2006). D’un point de vue de leur structure,
ces 2 récepteurs sont trés différents. Alors que le récepteur GABAgB est un récepteur
métabotrope (Pinard et al., 2010), le récepteur GABAA est quant a lui un récepteur ionotrope.
Ces 2 récepteurs sont perméables aux ions chlorure CI'. Leur activation conduit donc a une
entrée massive d’ions Cl” dans le compartiment cytoplasmique conduisant a une augmentation
du potentiel de membrane et a une hyperpolarisation neuronale. Preuve que les récepteurs au
GABA interagissent avec d’autres récepteurs, le récepteur GABAg joue un role dans le
phénomeéne de désensibilisation de fibres nociceptives exprimant le canal TRPV1. Alors que
les 2 sous-unités du récepteur sont indispensables a son fonctionnement, seule la sous-unité B1

est impliquée dans ce phénomeéne de désensibilisation (Hanack et al., 2015).

Chez I’animal, 1’administration de Baclofen, un agoniste du récepteur GABABg, permet
de réduire significativement ’HSVC induite par une succession de DCR chez le rat (Brusberg
et al., 2009). A I’inverse, I’activation du récepteur GABA A aggraverait les symptomes dans un
modele de colite induite chimiquement au DSS chez la souris. Ces effets se traduisent
notamment par une augmentation de la réaction inflammatoire au niveau colique, favorisée par
une perturbation de 1’intégrité de la barriere épithéliale intestinale. L’administration d’un
antagoniste du récepteur, la bicuculline, a permis de contrer ces effets, confirmant I’implication
du récepteur GABA dans les propriétés déléteres observées chez la souris (Ma et al., 2018).
Dans une étude récente, I’effet du GABA a plus particulierement été démontré au niveau
colique, dans une expérience ex-vivo de nerf-colon, ou les agonistes spécifiques du GABAAx et
du GABAB ont permis de réduire significativement 1’excitabilit¢ des afférences coliques chez
la souris. A I’inverse, I’application des antagonistes spécifiques de chacun des récepteurs

augmente 1’excitabilité des afférences coliques.

43




Tableau 3 : Exemples de récepteurs impliqués dans le développement de la douleur
viscérale chronique.

Famille Récepteur Implication des récepteurs dans la douleur viscérale

Récepteurs purinergiques P2Y Surexpression de P2Y1R chez le rat dans un modéle de
SlI-Pl, réduction de 'HSVC par 'administration de
MR82365 (Wu et al, 2017)

P2X Surexpression de P2X3 et P2X2/3 dans les neurones de
DRG innervant le colon de rats traités au TNBS (Wynn
et al, 2004)

Diminution de 'HSVG par I'administration de TNP-ATP
(antagoniste de P2X1, P2X3 et P2X2/3) chez des rats
traites a I'acide acétique (Xu et al, 2008)

Contribution de P2X2 et P2X3 dans 'HSVC dans un
modéle murin de SII-Pl (Rong ef al, 2009)
Contribution de P2X dans la persistance de FHSVC
chez la souris dans un modéle de SII-PI (Lashermes at
al, 2018).

Surexpression de P2X4 dans des biopsies de patients
atteints de SII-D (Lin et al, 2021)

Récepteurs tachykinergiquas NK1R, NKZR, NK3R | Le blocage de NK1R par un antagoniste permet de
reduire inflammation et les dommages causés par un
traitement au D33 chez la souris (Stucchi ef al., 2000)
Les antagonistes de NKZR pourraient représenter un
traitement pour les patients atteints de SlI (Lecci et al.,
2004)

Récepteurs au glutamate Récepteurs NMDA, Réduction de THSVC chez le rat aprés administration de
AMPA et mGIuR I'antagoniste du récepteur NMDA (MK-801) (Gaudreau
and Plourde 2004)

Canaux ASIC ASIC3 Surexpression de ASIC3 chez les patients atteints de
MICI {Matricon et al, 2010)

Canaux ioniques dépendants du Cav Surexpression de Cav3.2, Cav1.2 et CavZ 3 dans un
voltage modéle de colite induite chimiguement au TNBS (Qian
ef al., 2013).

Contribution de Cav3.2 dans la persistance de FHSVC
chez le rat (Picard et al, 2019)

Nav Implication de Nav1.8 dans 'HSVC chez |a souris
(Erickson et al, 2018)
Implication de Nav 1.9 {Hockley ef al, 2014, 2016b)




Ces résultats suggérent que les récepteurs au GABA sont exprimés et fonctionnels au
niveau des afférences coliques et qu’ils pourraient intervenir dans la modulation de la douleur
viscérale (Loeza-Alcocer et al., 2019). En plus de ses propriétés neuromodulatrices, le GABA
ou ses dérivés pourraient représenter une stratégie thérapeutique dans le traitement des MICI
notamment en réduisant la réponse inflammatoire. C’est ce qui a été révélé dans un modele de
colite induite par I’acide acétique chez le rat dans lequel 1’administration de gabapentine a
permis de réduire significativement I’état inflammatoire des animaux (Motavallian et al., 2021).
Bien que les données précliniques soient nombreuses, peu de choses sont connues sur le

traitement de la douleur viscérale chronique par le GABA ou par des analogues chez I’Homme.

1.3.7. Autres récepteurs impliqués dans la douleur viscérale

En plus des récepteurs déja décrits précédemment, d’autres récepteurs pourraient jouer
un role dans les douleurs abdominales chroniques. C’est notamment le cas des récepteurs
purinergiques (Lashermes et al., 2018; Lin et al., 2021; Rong et al., 2009; Wu et al., 2017;
Wynn et al., 2004; Xu et al., 2008), des récepteurs tachykinergiques (Lecci et al., 2004; Stucchi
et al., 2000), des récepteurs au glutamate (Gaudreau and Plourde, 2004), des récepteurs activeés
par I’acidité (ASIC pour « acid-sensing ion channel ») (Matricon et al., 2010), ou des récepteurs
ioniques dépendants du voltage comme les canaux Cav (Picard et al., 2019; Qian et al., 2013)
ou les canaux Nav (Erickson ef al., 2018; Hockley et al., 2014, 2016). Ces récepteurs ne seront

pas développés dans ce manuscrit, mais sont bri¢vement répertoriés dans le Tableau 3.

2. Interactions bactérie-neurone : un dialogue complexe

Comme cela a déja été¢ évoqué dans le Chapitre 1 de la revue bibliographique de ce
manuscrit, ’immunité constitue la premicre ligne de défense contre les agents infectieux. La
détection de pathogenes par la reconnaissance des PAMPs et ’initiation d’une réponse rapide
représentent le principal processus de défense entrepris par 1’hote. Ce processus est relativement
bien connu (Fukata and Abreu, 2009; McCusker and Kelley, 2013). Bien que la contribution de
la réponse inflammatoire dans la sensibilisation douloureuse ait ét¢ démontrée (Bertin and
Vergne-Salle, 2019; Cook et al., 2018; Guillot et al., 2011), nous nous intéresserons plus
spécifiquement au potentiel neuromodulateur du microbiote intestinal. Preuve que le systéme
immunitaire et le systétme nerveux partagent un langage commun, les cellules nerveuses sont
elles aussi capables de reconnaitre la plupart des motifs bactériens. Au niveau intestinal, cette
interaction directe entre microbiote et neurones peut conduire a la modulation de la fonction

péristaltique.
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En effet, de par sa proximité avec la paroi intestinale, le microbiote pourrait communiquer
directement avec le SNE et modifier les contractions musculaires au niveau du colon (Barajon
et al., 2009). Ochoa-Cortes et al, (2010) ont montré que certains métabolites ou motifs
constitutifs issus de microorganismes €taient capables de moduler 1’excitabilité de neurones
nociceptifs de DRG suggérant que les interactions directes entre le microbiote et le systéme

nerveux participent a la modulation de la douleur.

Ces interactions pourraient étre favorisées dans certains contextes pathologiques. Lorsque
I’intégrité de la barri¢re épithéliale intestinale est compromise, les phénomenes de translocation
paracellulaire pourraient étre favorisés. D’autres voies peuvent étre empruntées par certains
composés dont les propriétés permettent la diffusion au travers de la paroi intestinale (Pérez-
Berezo et al., 2017). Les mécanismes menant a 1’activation de ces neurones en cas d’infection
sont encore mal connus mais plusieurs composés microbiens, qu’ils soient constitutifs de leur

paroi ou bien sécrétés dans leur milieu extracellulaire semblent participer a ce dialogue.

2.1. Une communication directe via des éléments constitutifs de la paroi

2.1.1. Les lipopolysaccharides

Le récepteur TLR4, dont I’expression a ét¢ démontrée sur des neurones sensoriels
périphériques, incluant les neurones du ganglion Noueux (Hosoi et al., 2005), les neurones
trigeminaux exprimant TRPV1 (Diogenes et al., 2011) et les neurones de DRG de souris
(Acosta and Davies, 2008), participe a 1’activation neuronale (Diogenes et al., 2011; Ferraz et
al., 2011a). En effet, les LPS portés par les bactéries a Gram négatif, sont des motifs bactériens
membranaires hautement réactifs capables d’activer de facon directe les neurones en

interagissant avec les TLR4 (Diogenes et al., 2011; Ferraz et al., 2011a).

L’interaction établie entre les LPS et le récepteur TLR4 est bien documentée et cette
reconnaissance peut également conduire a une sensibilisation du canal TRPV1 (Wu et al,
2019b) intervenant dans les mécanismes nociceptifs (Diogenes et al., 2011; Ferraz et al.,
2011b). Le LPS de Escherichia coli est aussi capable d’activer des neurones trigeminaux en
interagissant avec le canal TRPV1 (Diogenes et al., 2011). De plus, certains récepteurs de la
famille des TRP peuvent aussi reconnaitre les LPS (Alpizar ef al., 2017). En plus d’activer les
récepteurs TLR4 et TRPV1, les LPS peuvent étre reconnus par le canal TRPA1 (Meseguer et
al., 2014).
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En effet, en modulant son activit¢ et en induisant des perturbations dans la membrane
plasmique, 1’activation de TRPAT1 par les LPS conduit a la libération de neuropeptides, a une
inflammation locale et par conséquent a une hyperalgie (Meseguer et al., 2014). Ces canaux
sont des ¢léments clés de la réponse biologique aux LPS puisqu’ils n’ont pas besoin des TLR4
pour étre activés et pour induire une inflammation neurogene. Les LPS sont aussi reconnus par
le récepteur Transcient Recepteor Potential Melastatin member 8 (TRPMS) mais ’activation
résultant de cette interaction semble dépendre de la température. En effet, alors qu’a 25°C, une
large proportion de cellules s’activent sous ’action des LPS, aucun effet n’est observé a une

température proche de 35°C (Boonen ef al., 2018).

Finalement, la reconnaissance des LPS par le syst¢tme nerveux est assurée par de
nombreux récepteurs favorisant ainsi la sensibilité de leur détection et permettant a I’hote de se

protéger contre les organismes pathogenes.

2.1.2. Les peptides N-Formylés

Les peptides N-formylés sont des motifs bactériens reconnus par les récepteurs FPRs.
Ces motifs peuvent activer la réponse immunitaire, mais aussi induire une douleur en
interagissant avec les nocicepteurs a proximité. C’est notamment le cas de Staphylococcus
aureus et de E. coli dont les peptides N-formylés respectifs N-formyl-Met-Ile-Phe-Leu (fMIFL)
et N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLF), sont reconnus par FPR1. Cette reconnaissance induit une
activation neuronale et conduit au développement d’une allodynie mécanique chez la souris
(Chiu et al., 2013a; Southgate et al., 2008). Récemment, I’expression de FPR1 par les neurones
entériques et son rdle dans la signalisation de la motilité intestinale ont ét¢ démontrés

(Chandrasekharan et al., 2019).

2.1.3. La flagelline

La flagelline, composant les flagelles des bactéries flagellées, est reconnue par les
récepteurs TLRS et NLRC4 (Ley and Gewirtz, 2016). L’expression de TLRS a été observée au
niveau des cellules de la microglie et des astrocytes mais aussi au niveau de la moelle épiniere
et des neurones de DRG. Le récepteur TLRS est également exprimé par les neurones de DRG
provenants de fibres AP de gros diametre et fait aujourd’hui 1’objet d’études dans la recherche
de traitements spécifiques des douleurs neuropathiques chimioinduites et mécaniques faisant

suite a une lésion nerveuse (Xu et al., 2015).
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En effet, TLRS est aujourd’hui reconsidéré en tant qu’outil pour la délivrance du composé
antalgique, le QX-314, spécifiquement dirigé contre les cellules mécanoréceptrices. Cette
découverte ouvre le champ a une nouvelle stratégie thérapeutique dans la recherche de

traitements de la douleur chronique (Berta et al., 2017).

Peu d’études ont montré I’implication du récepteur TLRS dans le processus douloureux.
Néanmoins, une €tude récente a mis en €¢vidence 1’activation de neurones de petit et de moyen
diametre passant spécifiquement par TLRS (Pan ef al., 2019). Bien que cette activation ait été
observée dans un contexte de démangeaison, I’interaction directe entre bactérie et neurone a été
révélée dans cette étude et suggeére que le microbiote intestinal pourrait moduler le processus

douloureux en passant par le récepteur TLRS.

2.2. Une communication directe via des métabolites bactériens sécrétés

Les microorganismes, et en particulier les bactéries intestinales, sont capables de
produire un grand nombre de métabolites pouvant interagir avec le systéme immunitaire et/ou
induire une sensation douloureuse via I’activation ou I’inhibition de nocicepteurs. En effet,
beaucoup de ces métabolites sécrétés dans le milieu extracellulaire sont de potentiels ligands
pour les nocicepteurs. C’est notamment les cas des AGCC (Morrison et al., 2006), des toxines
(Marion et al., 2014), des neurotransmetteurs (Strandwitz, 2018) ou des polysaccharides selon

la souche bactérienne considérée.

2.2.1. Les acides gras a chaines courtes

Les AGCC sont libérés apres digestion des fibres alimentaires par le microbiote
intestinal. Plusieurs représentants du microbiote intestinal sont reconnus pour leur capacité a
produire des AGCC, et plus particulierement du butyrate, comme F. prausnitzii, Eubacterium
rectale ou encore Roseburia intestinalis (Louis and Flint, 2017). Une attention toute particuliere
est portée a cet AGCC puisqu’il posséde des propriétés anti-inflammatoires. En plus de ses
propriétés immunomodulatrices, le butyrate interviendrait dans la modulation de la douleur. Cet
effet pourrait passer par une interaction directe avec les cellules neuronales. En effet, le
récepteur aux AGCC, Free fatty acid receptor 3/G-protein coupled receptor 41
(FFAR3/GPR41), est non seulement exprimé par les cellules entéroendocrines mais aussi
retrouvé sur les cellules neuronales (Nehr ef al., 2013) ce qui permet de supposer une possible
action neuromodulatrice par le butyrate. Bien que les études menées sur 1’effet anti-nociceptif

du butyrate soient controversées, une ¢tude a montré que 1’effet était dose-dépendant.
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En effet, alors qu’une dose ¢levée induirait un effet pro-nociceptif, une dose physiologique, au
contraire, serait liée a un effet anti-nociceptif en réduisant la douleur viscérale dans un mod¢le
de SII chez le rat (Nozu et al., 2019). L’effet du butyrate sur la douleur pourrait aussi étre
indirect. Aujourd’hui, plusieurs mécanismes sont proposés : (i) en stimulant la synthése de 5-
HT, le butyrate peut réduire la perception douloureuse, (ii) en activant le canal TRPV1, le
butyrate pourrait indirectement moduler la syntheése de 5-HT et enfin (iii) une activation répétée
de TRPV1 pourrait conduire a une désensibilisation du canal et donc une réduction de la douleur
associée (Vanhoutvin et al., 2009). Enfin, le butyrate pourrait moduler 1’activité neuronale en
renforcant 1’intégrité de la barricre intestinale, en réduisant la translocation de LPS bactériens
et en limitant I’activation de la voie TLR4 (Zhou et al., 2017), la sécrétion de médiateurs
inflammatoires par les cellules immunitaires (Lanza ef al., 2019) et par conséquent la douleur

et I’inconfort digestif.

2.2.2. Les métabolites de la voie du tryptophane

Au niveau intestinal, le métabolisme du tryptophane participe a la physiologie de 1’hote,
notamment en agissant sur I’immunité et le métabolisme, sur le microbiote, sur la fonction
barriere et sur le transit intestinal (Gao et al., 2018). Le métabolisme du tryptophane suit 3
voies. (1) La voie principale est assurée par les cellules immunitaires de I’hote et les cellules
épithéliales intestinales via I’enzyme IDOI1 et conduit a la synthése de plusieurs métabolites
tels que la kynurénine, le KYNA et le QUIN. (ii) Le microbiote intestinal transforme quant a
lui le tryptophane en métabolites de la voie des indoles par 1’action enzymatique de la
tryptophanase. (ii1) Enfin, une partie du tryptophane est engagée dans la voie de synthése de la
5-HT par les cellules entérochromaffines (Agus et al, 2018; Laurans and Taleb, 2021).
Plusieurs de ces métabolites pourraient moduler le processus douloureux. C’est notamment le
cas du KYNA, qui est une cible thérapeutique intéressante dans le traitement de la douleur
inflammatoire (Cosi et al., 2011) puisqu’il possederait des propriétés neuromodulatrices et
immunomodulatrices. En activant le récepteur couplé a la protéine G 35 (GPR35), le KYNA
exerce une activité¢ analgésique (Cosi et al, 2011; Resta et al., 2016). Une dysbiose du
microbiote intestinal, une inflammation ou encore un stress peuvent perturber la voie de la
kynurénine, en activant les enzymes impliquées dans la production de KYNA et de QUIN, deux

métabolites aux propriétés neuromodulatrices (Kennedy ef al., 2017; Morreale et al., 2022).
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Il semblerait que le microbiote intestinal soit aussi impliqué dans la modulation de la
production de KYNA et par conséquent impliqué une nouvelle fois dans les activités
neuromodulatrices. Enfin, de maniére indirecte via la production de butyrate, le microbiote
intestinal régule négativement 1’expression de I’enzyme IDO1 par les cellules épithéliales

intestinales (Martin-Gallausiaux et al., 2018).

Plus récemment, I’implication d’indole dans le processus douloureux a ¢ét¢ démontrée.
L’indole est produit par un grand nombre de bactéries composant le microbiote intestinal. En
plus d’interagir avec les cellules de I’'immunité et de moduler la motilité intestinale en stimulant
la synthese de 5-HT par les cellules entérochromaffines (Ye et al. 2021), une étude récente a
mis en évidence les propriétés neuromodulatrices de ce composé. L’indole est en effet capable
d’activer des neurones de DRG de souris via le canal TRPA1 et participe a I’inflammation
neurogene en stimulant la libération de CGRP. Cette interaction directe entre bactérie et
neurone est une preuve récente de la contribution du microbiote intestinal dans le processus

douloureux (Chung et al., 2021).

2.2.3. Les neurotransmetteurs

Le microbiote intestinal produit des neurotransmetteurs comme les catécholamines
(dopamine et noradrénaline), la 5-HT, le GABA, I’acétylcholine et I’histamine (Strandwitz,
2018). La production de neurotransmetteurs par les bactéries intestinales est assez bien connue

notamment pour les souches appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium.

C’est le cas du GABA, le neurotransmetteur inhibiteur principal du SNC. La conversion
du glutamate en GABA représente une stratégie d’adaptation aux environnements acides. En
produisant du GABA, les bactéries abaissent ainsi leur pH intracellulaire (Feehily and Karatzas,
2013). Comme mentionné précédemment dans ce chapitre, le GABA posséde des propriétés

neuromodulatrices et pourrait moduler la douleur viscérale.

La 5-HT posséde également des activités neuromodulatrices. La 5-HT est un messager
intervenant dans le péristaltisme intestinal et est majoritairement produite par les cellules
entérochromaffines. Certaines bactéries intestinales pourraient également étre capables d’en
produire ou de moduler sa production par 1’hote (Valles-Colomer et al., 2019). La 5-HT étant
reconnue par des neurones sensoriels, elle intervient, entre-autres, dans le processus
douloureux. En effet, comme évoqué précédemment, les nocicepteurs exprimant les canaux de
la famille des TRP sont soumis a des phénomenes de sensibilisation par certains médiateurs

inflammatoires, comme c’est le cas pour la 5-HT par exemple.
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Ce phénomeéne a d’ailleurs été observé et impliquerait le canal TRPV4 puisqu’une incubation
de neurones de DRG de souris avec de la 5-HT augmente la réponse neuronale sous une
stimulation au 40PDD (Cenac et al, 2010). De plus, en modulant la disponibilit¢ du
tryptophane, le précurseur de la 5-HT, le microbiote pourrait jouer un réle important dans la

douleur viscérale mais les mécanismes sont encore peu connus (O’Mahony et al., 2015).

2.2.4. Les protéases a sérine

Les protéases a sérine participent également au dialogue bactérie-neurone. Ce sont des
enzymes produites majoritairement par les cellules épithéliales intestinales et ayant de
nombreuses fonctions dans la physiologie de I’hote (coagulation, immunité, cicatrisation). Les
cellules épithéliales ne sont pas les seules a pouvoir produire ces enzymes. En effet, plusieurs
especes bactériennes commensales intestinales peuvent synthétiser des protéases a sérine et
participer a la physiopathologie du SII et des MICI (Steck et al., 2012). C’est notamment le cas
des E. coli entéroaggrégatifs (EAEC) ou encore de Shigella (Henderson et al., 1999).

L’activation des PAR nécessite le clivage du domaine N-terminal extracellulaire par une
protéase et conduit au déclenchement d’une cascade de signalisation impliquant ERK1/2 et NF-
kB. Les récepteurs PAR sont multiples et leur activation peut conduire a 1’excitabilité neuronale
ou bien au contraire, a leur désensibilisation associée ou non a la baisse de la sensibilité
viscérale. En effet, I’administration de 1’agoniste de PAR-4 a permis de réduire ’'HSVC en
réponse a la DCR chez la souris (Augé ef al., 2009). Ainsi, les propriétés anti-nociceptives du
microbiote intestinal pourraient passer par la production de protéases a sérine bactériennes en
activant le récepteur PAR-4 dont ’activation conduit a un effet anti-nociceptif (Augé et al.,
2009; Karanjia et al., 2009; Sessenwein et al., 2017). L’activation directe des récepteurs PAR
par le microbiote intestinal a récemment été démontrée. En effet, en produisant la protéase a
sérine cathepsine G, ’espece F. prausnitzii pourrait réduire 1’excitabilité de neurones issus de
DRG et stimulés a la capsaicine, en activant le récepteur PAR-4 (Sessenwein ef al., 2017). A
I’inverse, I’activation du récepteur PAR-2 par des protéases a cystéine augmente I’excitabilité

de neurones du nerf vague (Pradhananga et al., 2020).
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3. Exemples de modulation de la douleur par le microbiote

3.1. Propriétés pro-nociceptives de souches microbiennes

De par leur grande complexité, les microorganismes, qu’ils soient issus du microbiote
intestinal ou non, possédent et sécrétent une multitude de composés susceptibles d’interagir
avec le systéme nerveux. Les premieres preuves de 1’effet pro-nociceptif de microorganismes
pathogénes résultant d’une interaction directe entre bactérie et neurone (Chiu et al, 2013a;
Ferraz et al., 2011b) suscitent aujourd’hui un vif intérét (Defaye et al., 2020; Deng and Chiu,
2021). Bien que ces données soient relativement récentes, plusieurs mécanismes d’interaction

directe sont décrits.

Staphylococcus aureus : S. aureus est capable d’induire des douleurs spontanées chez
la souris en activant les nocicepteurs via divers facteurs de virulence et ceci, indépendamment
du systéeme immunitaire. Chiu et al,, (2013a) suggérent que S. aureus contribuerait au processus
douloureux indépendamment de la réponse inflammatoire, en activant des récepteurs exprimés
par des neurones sensitifs. Cette interaction ferait intervenir des composés constitutifs de la
paroi bactérienne, les peptides N-formylés, des composés bactériens thermostables, reconnus
par les récepteurs FPR. Ces récepteurs, couplés a une protéine G, sont exprimés par les neurones
de DRG et du ganglion trigéminal (TG). Le pathogéne, en plus d’interagir via les composants
de sa paroi, sécrete plusieurs facteurs de virulence également impliqués dans le processus
douloureux et appartenant a la famille de toxines porogeénes (PFT pour « Pore Forming
Toxin »). Parmi elles, la toxine hémolytique (a-HL) active de fagon directe les neurones. En
interagissant directement avec la désintégrine A et la métalloprotéinase 10 (ADAMI10), la
toxine forme un pore dans la membrane cellulaire et provoque I’entrée de cations. Cette entrée
massive d’ions conduit a la dépolarisation de la cellule neuronale et a son activation (Blake et
al., 2018; Chiu et al.,, 2013a). Bien que I’action de I’a-HL soit suffisante pour induire une
douleur chez la souris, d’autres composés ont ¢été¢ identifiés et contribueraient au processus
douloureux provoqué par le pathogene. C’est notamment le cas des leukocidines et des toxines
phénol-solubles (PSM pour « Phenol Soluble Modulins ») capables d’interagir respectivement
avec les récepteurs Darc et FPR2 et d’activer de facon directe les cellules neuronales (Blake et
al., 2018). Ainsi, un méme pathogéne est capable d’induire une sensation douloureuse en

passant par plusieurs récepteurs neuronaux.

Ce pathogene opportuniste est également rencontré au niveau intestinal et augmente le

risque d’infection récurrente.
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Dans ce contexte, en 2020, Uhlig et al. ont montré que les neurones entériques étaient capables
de détecter et de reconnaitre ces mémes facteurs de virulence. En effet, le surnageant de culture
de S. aureus suscite I’activation de fibres afférentes intestinales suggérant qu’en plus de la
réponse inflammatoire induite lors de I’infection, les exotoxines produites par S. aureus

participent au processus douloureux (Uhlig et al., 2020).

Streptococcus pyogenes : D’autres microorganismes pathogeénes sont capables de
produire des toxines porogénes facilitant ainsi leur dissémination au sein du tissu infecté. En
effet, dans le cas de fasciite nécrosante, une maladie infectieuse attaquant de fagcon progressive
et rapide le tissu cutané, adipeux et sous-cutané et provoquée par le pathogeéne S. pyogenes, la
douleur ressentie serait en partie due a 1’activation de neurones sensitifs cutanés exprimant le
canal TRPV1. Dans cette infection, le pathogéne met en place une stratégie de contournement
de la réponse immunitaire afin d’assurer sa survie. La toxine libérée par le pathogene, la
streptolysine S (SLS), active de fagon directe et non spécifique les cellules neuronales, dont
font partie les nocicepteurs, en formant un pore dans la membrane. Cette activation conduit a
la libération d’un neuropeptide, le CGRP, par la cellule neuronale, neutralisant le recrutement
et I’activité bactéricide des cellules neutrophiles dirigées contre le pathogéne et facilitant ainsi

sa survie au sein du tissu infecté (Pinho-Ribeiro et al., 2018).

Candida albicans : C. albicans est la principale souche incriminée dans le
développement de la mycose vaginale. Une exposition répétée a I’agent pathogeéne conduit a
une hypersensibilité a ’origine de douleur (Farmer et al., 2011). C. albicans présente dans sa
paroi des B-glucanes et des mannanes. Ces composés, reconnus par le récepteur TLR4 exprimé
par les cellules de I’immunité, conduisent a la libération de cytokines pro-inflammatoires
contribuant a 1’allodynie observée chez les patientes atteintes de mycoses vaginales. Plus
récemment, une équipe a noté que le pathogene, en plus de passer par la réponse immunitaire,
contribuait au processus douloureux via 1’activation du récepteur Dectin-1, exprimé par les
nocicepteurs. L’activation de ce récepteur conduit a la libération de CGRP. Alors que les souris
déficientes pour le récepteur ne présentent pas de sensation douloureuse suite a I’exposition au
pathogene, une forte douleur est ressentie par les souris exprimant le gene de la Dectin-1
confirmant son implication dans cette interaction (Maruyama et al., 2018). C. albicans
contribuerait également a la survenue de démangeaisons, que ce soit au niveau vaginal ou
cutané dans le cas de prurit, en interagissant avec le récepteur TLR7. En effet, sa paroi est

également composée de zymozane capable d’activer ce récepteur (Liu et al., 2010).
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Mpycobacterium tuberculosis : Le pathogene M. tuberculosis, plus connu sous le nom
de bacille de Koch, responsable de la tuberculose, pourrait également interagir de fagon directe
avec des nocicepteurs. En effet, un composé lipidique sécrété par la bactérie, le glycolipide
sulfolipide-1 (SL-1) a ét¢ identifi¢ comme responsable d’une activation neuronale en générant
un flux calcique, que ce soit sur des lignées cellulaires immortalisées ou sur des neurones

primaires de DRG de souris exprimant le canal TRPV1 (Ruhl ef al., 2020).

Porphyromonas gingivalis : Les interactions entre le systéme nerveux et les bactéries
ne se limitent pas aux neurones. En effet, alors que les LPS du pathogeéne P. gingivalis
déclenchent 1’activation de nocicepteurs (Ferraz et al, 2011b) via les récepteurs TLR4 et
TRPAI, ils induisent aussi la libération de neuropeptides tels que le CGRP par les cellules
gliales contribuant au développement d’une douleur inflammatoire aigiie et chronique

(Kaewpitak et al., 2020).

3.2. Propriétés anti-nociceptives de souches microbiennes

Les différents membres du microbiote possédent et produisent une myriade de composés
leur permettant d’interagir avec le reste de 1’organisme, les effets étant parfois pro-nociceptifs,
dans le cas d’infection par des microorganismes pathogénes comme précédemment évoqué.

Toutefois, il arrive parfois que ces interactions conduisent a des effets antalgiques.

Mpycobacterium ulcerans : Dans le cas de I'ulcere de Buruli, affectant principalement
la peau et les os, I’agent responsable M. ulcerans produit une toxine, la myolactone, a 1’origine
des lésions tissulaires et de I’inhibition de la réponse immunitaire. A 1’inverse d’autres
pathogenes, cette bactérie ne provoque pas de douleur lors de I’infection. La myolactone
produite par cette souche, interagit avec le récepteur a I’angiotensine 2 (AT2R). L’activation de
ce récepteur conduit a I'ouverture des canaux potassiques (TRAAK) conduisant a une
hyperpolarisation neuronale a 1’origine de ses propriétés analgésiques (Marion et al., 2014).
Ainsi, certains pathogeénes sont capables de contourner les systémes de défense de 1’hote en
modulant la réponse immunitaire mais aussi le processus douloureux. Cette interaction est une
belle démonstration de la « course a I’armement » parfois rencontrée dans la relation hote-
pathogene. La premiére arme de défense est représentée par le systéme immunitaire, capable
de détecter et de lutter contre des agents pathogenes, tandis que 1’agent pathogene riposte a son

tour pour contourner les réponses mise en ceuvre par [’hote.
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Limosilactobacillus reuteri : A I’heure actuelle, de nombreux récepteurs neuronaux
impliqués dans la modulation de la douleur ont été identifiés. TRPV1 représente certainement
I’une des cibles privilégiées dans la recherche de composés antalgiques. En intéragissant avec
le canal TRPV1, Lactobacillus reuteri DSM pourrait réduire la réponse de neurones de DRG
de rat stimulés a la capsaicine et en modifier leurs propriétés électrophysiologiques (Perez-
Burgos et al., 2015). Ces propriétés neuromodulatrices pourraient étre a 1I’origine de I’effet anti-

nociceptif de la souche bactérienne.

Lactococcus lactis NCDO2118 : Certaines souches bactériennes sont reconnues pour
leur capacité a convertir le glutamate en GABA et pourraient représenter une nouvelle stratégie
thérapeutique dans le traitement de douleurs viscérales. C’est notamment le cas de la souche
bactérienne Lactococcus lactis NCDO2118 qui, en produisant du GABA au niveau intestinal,

est capable de réduire ’'HSVC dans un mod¢le de stress chez le rat (Laroute ef al., 2022).

Lacticaseibacillus rhamnosus : Dans un autre contexte pathologique, la souche
Lactobacillus rhamnosus (LR-2) a également prouvé son effet antalgique en réduisant la
sévérité de la douleur et la destruction du cartilage dans un mode¢le d’arthrite induite chez le rat.
Cet effet passerait notamment par une réduction de la libération de cytokines pro-
inflammatoires telles que la chimiokine ligand 2 (MCP-1 ou CCL2) et I'IL-1B et une
augmentation de la production d’IL-10 et de GABA (Jhun et al., 2021).
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Figure 20 : Bilan des interactions directes entre les cellules microbiennes et les récepteurs
exprimés a la surface des terminaisons nerveuses. Certains microorganismes exercent un
effet neuromodulateur en interagissant directement avec les récepteurs neuronaux. Cette
interaction implique la reconnaissance de motifs bactériens constitutifs spécifiques ou de
métabolites sécrétés par ces microorganismes, avec les récepteurs neuronaux. L’effet résultant
de cette interaction peut étre activateur ou inhibiteur, pro-algique ou antalgique. LPS:
Lipopolysaccharides / fMLF : peptide N-formyl-Met-Leu-Phe / fMIFL : peptide N-formyl-Met-
lle-Phe-Leu / PSA : polysaccharide A/ TLR : Toll-like-receptor / TRPAI : Transcient receptor
potential cation channel 1 / TRPM : Transcient receptor potential cation channel subfamily M
member / FPRI : Formyl peptide receptor 1 / a-HL : toxine alpha hémolysine / PSM : toxine
phenol solubles / SLS : streptolysine S/ SL-1 : glycolipid sulfolipid-1/PAR : protease activated
receptor / 5-HT : sérotonine / FFAR3 : Free fatty acid receptor 3 / AT2R : récepteur a
[’angiotensine 2.



Clostridium : D’autres toxines bactériennes ont été identifiées comme inhibant la
neurotransmission et conduisant a un effet analgésique. C’est notamment le cas des bactéries
productrices de la toxine botulique ou de la toxine tétanique et appartenant au genre bactérien
Clostridium. En passant par plusieurs voies cellulaires, ces toxines sont capables de bloquer la
neurotransmission et leur utilisation dans le traitement de la douleur a été envisagée (Kim et

al., 2015)

Bien que I’exploration des mécanismes de reconnaissance n’en soit qu’a ses débuts, il permet
aujourd’hui d’identifier des couples « ligand-récepteur » (Figure 20) et d’envisager de
nouvelles stratégies thérapeutiques dans le traitement de la douleur, qu’elle soit intestinale ou

extra-intestinale.
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4. Syntheése du chapitre I1
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Alors que les voies de la douleur sont relativement bien connues et qu’un certain
nombre de récepteurs impliqués dans les douleurs abdominales chroniques ont été
identifiés, la contribution du microbiote dans la douleur est aujourd’hui fortement

suggéree.

Les recherches indiquent que certaines souches microbiennes, bactériennes et
fongiques, sont capables de moduler I’activation de neurones sensoriels en
communiquant directement avec des nocicepteurs spécifiques. Ces mécanismes
impliquent la reconnaissance de motifs bactériens, qu’ils soient constitutifs de la

paroi ou sécrétés dans le milieu extracellulaire.

La compréhension des mécanismes d’interaction entre bactéries et neurones est un
sujet en plein essor et les chercheurs tentent aujourd’hui d’identifier de nouvelles
cibles thérapeutiques, notamment dans les cas de pathologies chroniques telles que
les maladies cardiovasculaires ou neuropsychiatriques, ou plus particulierement

dans le cas de MICI ou du SII.

Ces données ouvrent un nouveau champ d’investigation dans la recherche de
stratégies thérapeutiques ciblant le microbiote intestinal. Bien que 1’identification
de nouvelles cibles thérapeutiques nécessitent aujourd’hui une meilleure
compréhension de ce dialogue établi entre bactérie et neurone, plusieurs stratégies

de modulation du microbiote intestinal sont actuellement explorées.






Chapitre III : La modulation du microbiote intestinal comme
nouvelle stratégie thérapeutique dans le traitement de la douleur
viscérale

1. Stratégie pharmacologique du traitement de la douleur viscérale

La prise en charge des douleurs abdominales chroniques dont souffrent les patients
atteints de pathologies intestinales comme le SII ou les MICI reste insuffisante. Les traitements
généralement utilisés dans ces pathologies visent a réduire la plupart des symptomes et
consistent en 1’administration d’antispasmodiques, de paracétamol associé a des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), a des régulateurs du transit intestinal ou encore a des
antidépresseurs. Bien qu’il n’existe pas a I’heure actuelle de traitement pharmacologique

spécifique aux douleurs viscérales, ces derniers peuvent soulager le patient.

1.1. Agents antispasmodiques

Les antispasmodiques, aussi appelés spasmolytiques, ont pour fonction de traiter les
spasmes musculaires. En favorisant le relachement des muscles lisses du colon, ces composés
contribuent a diminuer I’hypersensibilité viscérale et les douleurs abdominales. Leurs actions
sont multiples. Dans le cas du SII, I'utilisation d’antispasmodiques est préconisée afin
d’allonger le temps de transit intestinal, d’améliorer la consistance des selles tout en réduisant
la fréquence de défécation. Plusieurs molécules sont actuellement prescrites dans le traitement
du SII et ont déja prouvé leur efficacité en réduisant 1’hypersensibilité viscérale. C’est
notamment le cas du citrate d’alverine, de la mebeverine, du bromide d’otilonium, du bromide
de pinaverium ou encore du phloroglucinol (Annahazi et al., 2014). Ces antispasmodiques
présentent différents modes d’action. Alors que certains induisent le relachement musculaire en
inhibant les canaux calciques comme c’est le cas pour le bromure de pinavérium, d’autres se
fixent aux récepteurs muscariniques comme le bromure d’otilonium. Ces traitements se sont
révélés efficaces dans le cas de SII (Poynard et al., 2001). Dans le cas de MICI, les
antispasmodiques tels que la hyoscyamine et la dicycloamine peuvent également soulager le

patient (Sinopoulou et al., 2021).
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Bien que ces agents soient efficaces et a priori sans danger pour le patient, ils peuvent
néanmoins contribuer au phénomene de constipation (Zielinska, 2020). Ainsi, en plus d’étre
utilisés dans le traitement de la douleur viscérale, les antispasmodiques peuvent également avoir

un intérét dans la régulation du transit.

1.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens et le paracétamol

Chez les patients atteints de MICI, 1’utilisation d’AINS est souvent préconisée. Cette
classe de composés inclut notamment des molécules comme I’ibuprofen, le naproxen, le
celecoxib et le meloxicam. En inhibant I’action de la cyclooxygenase COX-2 et par conséquent,
la libération de prostaglandines, les AINS exercent un effet antalgique. En revanche,
I’utilisation prolongée d’AINS non spécifiques peut conduire a des effets indésirables,
notamment en inhibant ’activité de la COX-1 et la synthése de prostaglandines dont le role est
de maintenir I’intégrité de la barriere épithéliale intestinale (Feagins and Cryer, 2010). De plus,
la maitrise du dosage est un point essentiel afin d’éviter les effets indésirables tels que la
formation d’ulcéres ou une atteinte de la fonction rénale (Johnson and Greenwood-Van
Meerveld, 2016). En combinaison avec le paracétamol, les AINS semblent avoir une efficacité

accrue (Davis, 2012).

1.3. Régulateurs du transit intestinal

L’utilisation de laxatifs ou d’agents anti-diarrhéiques est recommandée dans certains
cas afin de réguler le transit intestinal. Chez les patients atteints du SII-D, le lopéramide, un
anti-diarrhéique analogue structurel des opiacés, est préconisé. En interagissant avec les
récepteurs aux opioides, le lopéramide a pour action de réduire la fréquence des selles.
Néanmoins, le peu de données disponibles ne permet pas de statuer sur le réel bénéfice de ce
composé (Ford ef al., 2014). Lorsque le lopéramide se révele inefficace, le linaclotide est
proposé en traitement de seconde intention. Pourtant approuvé par les instances américaines et
européennes, il n’est cependant pas commercialisé en France. En plus d’agir sur le transit
intestinal, le linaclotide présente un effet antalgique en stimulant la libération de guanosine
monophosphate cyclique (¢cGMP), conduisant a I’inhibition de nocicepteurs (Castro et al.,
2013). L’utilisation de linaclotide présente toutefois des effets indésirables pouvant conduire a
des diarrhées parfois sévéres. A I’inverse, le traitement de la constipation passe par 1’utilisation
de composés tels que le polyéthyléne glycol, un laxatif de premicre intention permettant
d’augmenter la fréquence de défécation et dont I’efficacité¢ a ét¢ démontrée chez 1’adulte

(Belsey et al., 2010).
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1.4. Antidépresseurs

L’utilisation d’antidépresseurs représente 1’une des solutions thérapeutiques dans le
traitement de la douleur viscérale mais reste limité aux cas les plus séveres du fait de leurs
nombreux effets indésirables. Leur action est double, en agissant sur les symptomes liés a la
dépression mais aussi en modulant les douleurs abdominales. Les molécules utilisées sont
généralement des antidépresseurs tricycliques qui ont pour effet d’allonger le temps de transit,
ou des inhibiteurs de la recapture de la sérotonine ayant pour effet de réduire le temps de transit

(Gorard et al., 1994).

2. La modulation du microbiote intestinal comme nouvelle stratégie
thérapeutique dans le traitement de la douleur viscérale

A I’heure actuelle, les traitements pharmacologiques de la douleur viscérale sont peu
spécifiques et peu efficaces et induisent, pour la plupart, des effets indésirables. La recherche
de nouvelles solutions thérapeutiques est donc une priorité. Comme évoqué dans les Chapitres
I et II de cette revue bibliographique, le microbiote intestinal est un acteur clé dans la
physiologie de 1’hote et semble intervenir dans le processus douloureux via ses propriétés
immunomodulatrices et neuromodulatrices. Le microbiote intestinal est donc devenu une cible
thérapeutique dans le traitement des douleurs viscérales. Dans ce contexte, moduler la
composition de son microbiote intestinal prend tout son sens puisque certaines espeéces
bactériennes commensales intestinales sont associées a des effets bénéfiques sur la santé de
1I’hote et qu’elles peuvent soulager les patients atteints de MICI ou de SII grace a leurs propriétés
anti-inflammatoires ou anti-nociceptives. Plusieurs moyens existent a I’heure actuelle pour

moduler son microbiote intestinal a plus ou moins long terme.

2.1. Le régime alimentaire

La nutrition est certainement 1’un des moyens les plus accessibles dans la modulation
de la composition du microbiote intestinal. Plusieurs régimes existent et chacun possede des
spécificités qui lui sont propres permettant d’orienter 1’évolution du microbiote intestinal.
Plusieurs régimes alimentaires ont été définis selon leur composition nutritionnelle et selon leur

impact sur le microbiote intestinal.

Régime alimentaire de type occidental se caractérise par une forte consommation de
viande, de sucres et de lipides, principalement d’origine animale avec des acides gras saturés.

Au contraire, dans ce régime, la consommation de fibres est réduite.
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Ce régime a un impact délétére sur le microbiote intestinal caractérisé par une
augmentation de I’abondance des Alistipes, Bilophila et Bacteroides dont certaines especes sont
reconnues pour leurs effets néfastes. C’est notamment le cas de Bilophila wadsworthia
impliquée dans I’inflammation chronique dans le syndrome métabolique chez la souris (Feng
et al., 2017). Cette dysbiose est aussi caractérisée par une diminution des bactéries bénéfiques
métabolisant les fibres alimentaires non digestibles. C’est notamment le cas de certaines
bactéries appartenant au genre Roseburia, ou des especes E. rectale et Ruminococcus bromii
(David et al, 2014). De nombreuses €tudes menées chez la souris ont permis de révéler
I’importance du régime alimentaire sur la composition du microbiote intestinal mais aussi son
effet rapide, reproductible et réversible (Angoa-Pérez et al., 2020; Carmody et al., 2015;
Turnbaugh et al., 2009) ainsi que sur ses effets a long terme (Hasegawa et al., 2020).

Contrairement au régime occidental, le régime méditerranéen, également appelé
« diete méditerranéenne » est caractérisé par une consommation accrue de fruits, de légumes
et d’huile d’olive. A I’inverse, les produits laitiers, les ceufs ou la viande sont plus rarement
consommés. Ce régime alimentaire influence positivement le microbiote intestinal et limiterait
le développement de maladies neurodégénératives (Karstens et al, 2019), de maladies
neuropsychiatriques et de cancer et plus particuliérement du cancer colorectal (Schwingshackl
et al., 2017). Ce régime permettrait aussi de réduire le risque d’accidents cardiovasculaires

(Estruch et al., 2018; Tsivgoulis ef al., 2015).

Enfin, le régime cétogéne, également connu sous le nom de “diéte cétogéne” se
caractérise par un régime riche en graisses et pauvre en glucides. Il consiste & mimer le
métabolisme du corps en cas de jeline prolongé au cours duquel celui-ci va puiser dans ses
réserves lipidiques qui deviennent alors la premicre source d’énergie pour I’organisme. En
modulant la composition du microbiote intestinal, ce régime réduirait les risques d’épilepsie
(Baranano and Hartman, 2008). En plus d’améliorer les symptomes dans les maladies
neurodégénératives (Bostock et al., 2017; Gasior et al., 2006; Rawat et al., 2021), ce régime
permettrait d’en limiter le développement (Cavaleri and Bashar, 2018) en diminuant I’apoptose
cellulaire et en réduisant le stress oxydatif. Un effet bénéfique est observé chez les patients
atteints de cancer, d’autisme ou de dépression qui se traduit par une amélioration de leurs
symptomes (Bostock et al., 2017; Gasior et al., 2006). Bien que les mécanismes d’action ne
sont pas encore bien compris, il semblerait que 1I’'impact du microbiote soit a I’origine de ces

effets.
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Chez la souris, I’effet de ce régime alimentaire sur le microbiote intestinal se traduit par
une augmentation des bactéries appartenant aux genres Akkermansia et Parabacteroides et

pourrait permettre de protéger les animaux de crises d’épilepsie (Olson et al., 2018).

Dans un contexte pathologique, la modulation du microbiote intestinal présente aussi un
intérét. A ce titre, une intervention nutritionnelle basée sur un régime appauvri en FODMAPs
est souvent préconisée chez les patients atteints du SII afin de soulager leurs symptomes et plus
particuliérement I’inconfort digestif. Réduire sa consommation en FODMAPs permettrait de
moduler son microbiote intestinal, de réduire I’inflammation associée a la muqueuse intestinale,
et de restaurer la barriére épithéliale (Zhou et al., 2018). Ces effets se traduisent par une
réduction de la production de gazs de fermentation et par une baisse des douleurs abdominales

ressenties par le patient (Nanayakkara et al., 2016).

Bien que les mécanismes ne soient pas encore totalement connus, la modulation du microbiote
intestinal par la nutrition est un moyen trés accessible permettant d’améliorer différents aspects

de la santé et du bien-étre de [’hote.

2.2. La transplantation de microbiote fécal

La TMF n’est pas une technique nouvelle. En effet, les premiéres traces d’utilisation de
la greffe fécale proviennent de Chine et datent du IV™® sigcle. Elle servait a traiter les patients
ayant ingéré de la nourriture empoisonnée et souffrant de diarrhées séveres (Zhang et al., 2012).
La TMF consiste a administrer une préparation de matie¢re fécale issue d’un sujet sain a un
patient en vue d’exercer des effets thérapeutiques. Le microbiote fécal est un consortium
complexe comprenant des microorganismes et des substances alimentaires non digérées. La
seule indication validée de la TMF est ’infection récidivante a Clostridium difficile avec des
taux de succes de I’ordre de 90% contre 30% pour le traitement standard a la vancomycine
(Quraishi ef al., 2017). La France a été le premier pays a avoir réglementé la TMF en tant que
nouveau médicament en lui offrant un cadre juridique. En effet, la loi n® 2021-1017 du 2 aott
2021 relative a la bioéthique a introduit un cadre juridique spécifique a la collecte des selles
destinées a la préparation de microbiote fécal a des fins thérapeutiques. Cette nouvelle

législation entend ainsi considérer le microbiote fécal comme nouveau médicament.
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En dehors de I’infection récidivante a C. difficile, 1a TMF ne doit étre pratiquée que dans
le cadre de la recherche. L utilisation de la TMF chez des patients atteints de MICI infectés par
C. difficile s’est révélée efficace (Newman et al., 2017) et est aujourd’hui envisagée comme
traitement thérapeutique. Bien que les premiers résultats de la TMF dans la RCH et dans la MC
soient encourageants, les modalités relatives au traitement de ces pathologies restent a
déterminer (choix du donneur, préparation de I’échantillon et mode d’administration) (Mullish
et al., 2018; Tan et al., 2020). Dans le cas du SII, plusieurs études ont été menées chez 1’animal
et ont permis de révéler le role du microbiote intestinal sur le développement de ’HSVC mais
aussi I'intérét de la TMF comme solution thérapeutique dans le traitement de ce phénotype
douloureux (Lucarini et al., 2021; Zhou et al., 2019). En revanche, I’effet de la TMF évalué
dans le cadre d’une étude randomisée, en double aveugle n’a pas permis de révéler d’effet
bénéfique sur la fréquence ou la consistance des selles ni d’améliorer les douleurs abdominales
chez I’ Homme (Madsen et al., 2021). Les résultats sont parfois contradictoires et les données
ne sont pas toujours comparables du fait de la variabilité dans le protocole établi et dans le suivi
des patients dans la période suivant la TMF. La TMF trouve également son intérét dans d’autres
pathologies comme le trouble de 1’autisme par exemple. En effet, en réduisant de 80% les
troubles gastro-intestinaux et de 25% les symptomes liés a la pathologie, la TMF pourrait étre
envisagée dans des contextes pathologiques autres que le SII ou les MICI (Adams et al., 2019;

Kang et al., 2019).

Malgré ces données encourageantes, le transfert de microbiote fécal d’un donneur a un
receveur représente des risques qu’il est nécessaire d’évaluer a travers des études plus
approfondies. Au-dela du risque li€ a la procédure, la TMF représente un risque biologique non
négligeable. En effet, des cas d’infections ont été rapportés suite a une TMF, notamment chez
des patients immunodéprimés. La TMF peut également s’accompagner du transfert de bactéries
multi-résistantes. De plus, I’'importance du microbiote intestinal dans le développement de
pathologies trés diverses est un fait établi et suscite certaines interrogations. A long terme, les
effets de la TMF sont encore mal connus et plusieurs études évoquent la possibilité que la TMF
pourrait étre la source d’une prédisposition a certaines pathologies telles que le cancer, 1’obésité
ou le développement d’allergies (Gupta et al., 2021). Finalement, les recherches accrues sur le
microbiote intestinal et sur son rdole dans la santé de I’hote placent la TMF comme une solution
thérapeutique séduisante. Cependant, des recherches complémentaires sont nécessaires afin
d’envisager son application dans le traitement de pathologies telles que le SII, les MICI,

I’obésité ou 1’insulino-résistance.
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2.3. La phagothérapie

Bien que la phagothérapie soit une technique ancienne, puisqu’elle précede la
découverte des antibiotiques, elle fait aujourd’hui ’objet de nombreuses études et son
application en santé humaine est envisagée (Liu et al., 2021). Le traitement par phagothérapie
consiste a exploiter I’activité biocide de virus spécifiquement dirigés contre les bactéries : les
bactériophages. Au niveau intestinal, les bactériophages jouent un rdle de régulateur des
populations bactériennes composant le microbiote intestinal et contribuent a maintenir un
microbiote sain. Preuve que le virome fait partie intégrante du microbiome, sa composition a
un impact direct sur celle du microbiote intestinal. En effet, alors que la richesse du virome est
retrouvée augmentée chez les patients atteints de MICI, celle du microbiote intestinal diminue

(Norman et al., 2015).

La meilleure connaissance du microbiote intestinal dans un contexte pathologique
permet aujourd’hui d’orienter les recherches sur le développement de bactériophages ou de
cocktails de bactériophages ciblant spécifiquement certaines espeéces bactériennes. Par
exemple, 1’utilisation de la phagothérapie dans le traitement de MICI fait 1’objet de plusieurs
¢tudes. Les AIEC représentent une cible intéressante puisque leur population est retrouvée
augmentée dans environ 30% des cas de MC. L’administration d’un cocktail de phages a des
souris modeles pour cette pathologie a permis de réduire la concentration en AIEC et d’en
améliorer les symptomes (Galtier et al., 2017). Les infections récidivantes a C. difficile sont
¢galement une problématique visée par cette nouvelle stratégie (Nale et al., 2018; Sangster et

al,, 2014).

Seule I'utilisation de phages dits lytiques est envisagée, les phages tempérés pouvant
persister dans le génome et ainsi représenter un risque non maitris€. La phagothérapie
représente aujourd’hui une stratégie thérapeutique alternative face a 1’apparition
d’antibiorésistances multiples. Cependant, aucun médicament a base de bactériophages ne
dispose d’une autorisation de mise sur le march¢ (AMM) en France. En effet, les phages sont
soumis a la réglementation des médicaments et doivent donc passer par la conduite d’essais
cliniques relativement longs et onéreux. Elle n’est employée que dans de rares cas, le plus
souvent a titre compassionnel, c’est-a-dire, en dernier recours pour des patients chez qui les
traitements connus se révelent inefficaces. De plus, ce traitement doit étre encadré et doit étre
réalisé¢ uniquement dans le cadre d’un essai clinique ou dans le cadre d’une autorisation

temporaire d’utilisation nominative délivrée par I’ANSM.
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Dans ce cadre précis, I’ANSM peut délivrer une autorisation au cas par cas. L’intérét
pour cette technologie réside dans les nombreux avantages qu’elle offre : (i) son action rapide,
(i1) ’absence d’effets secondaires et (iii) la spécificité de son action (dirigée spécifiquement
contre une espece bactérienne). Cependant, il reste aujourd’hui beaucoup d’inconnues quant a
I’effet d’un tel traitement sur la santé¢ humaine. En effet, en plus de moduler la composition du
microbiote, la phagothérapie peut provoquer la libération d’endotoxines lors de la lyse
bactérienne ayant des effets immunostimulateurs. Ainsi, la démonstration de 1’absence de

toxicité reste un point essentiel et nécessite une standardisation des protocoles (Liu ez al., 2021).

Enfin, I’exploitation de la phagothérapie combinée a I’ingénierie génétique ouvre de
nouvelles pistes thérapeutiques. Le systeme CRISPR-Cas est un outil d’édition génétique
permettant de modifier ou de supprimer des genes microbiens spécifiques dans 1’optique de
moduler la composition du microbiote intestinal. Cet outil peut étre utilisé a des fins diverses
et variées, allant de I’élimination de bactéries multi-résistantes colonisant le TGI mais
permettrait aussi d’utiliser le bactériophage comme systéme d’administration du géne CRISPR-
Cas afin de cibler une communauté bactérienne (Nath et al., 2022). Le systtme CRISPR-Cas
présente plusieurs avantages en assurant une spécificité accrue et en ciblant des génes tres
spécifiques. Ce systéme repose sur l’intégration de CRISPR-Cas dans le génome de
bactériophages (Hatoum-Aslan, 2018). Plusieurs stratégies sont envisagées : (i) d’une part,
’utilisation du systéme CRISPR-Cas pourrait permettre de provoquer la mort de bactéries
induite par les dommages irréversibles causés a I’ADN bactérien. La spécificité de ce systeme
repose sur le bactériophage choisi qui reconnaitra spécifiquement une espéce ou un groupe
bactérien au sein duquel il délivrera le systéme. (i1) D’autre part, cette construction pourrait
permettre de rétablir la sensibilit¢ de certains pathogenes intestinaux aux traitements
antibiotiques classiquement utilisés ou bien d’éliminer certains facteurs de virulence comme
les geénes codants les toxines par exemple. Le pathogene verra alors sa résistance et sa
pathogénicité diminuées ce qui maximisera I’effet du traitement antibiotique administré. Cette
technologie permettrait ainsi de s’affranchir des multiples résistances acquises lors de ces
derniéres décennies et a d’ores et déja fait ses preuves sur le pathogéne multi-résistant C.
difficile chez qui la sensibilité a I’érythromycine a été rétablie (Ingle et al., 2019), mais aussi
sur Klebsiella pneumoniae et E. coli, et fait actuellement 1’objet de nombreuses recherches

(Nath et al., 2022).
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Figure 21 : Distinction entre les différentes classes de produits « biotiques ». Les
probiotiques contiennent des microorganismes vivants, les parabiotiques contiennent des
bactéries inactivées ou bien des fragments de bactéries, les postbiotiques (métabiotiques)
exploitent les métabolites bactériens et les prébiotiques sont des composés stimulant la
croissance de certaines bactéries. Enfin, les symbiotiques sont le résultat d une association entre
des probiotiques et des prébiotiques.



2.4. Les produits dits « biotiques »

Parmi I’ensemble des produits dits « biotiques » existants, une distinction est faite entre les

probiotiques, les prébiotiques, les postbiotiques et les parabiotiques (Figure 21).

2.4.1. Les probiotiques

Les probiotiques conventionnels : 1’organisation mondiale de la santé définit les
probiotiques comme des « microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont consommés en
quantités suffisantes, produisent un bénéfice pour la santé¢ de I’hdte » (FAO-OMS octobre
2001). En interagissant avec le microbiote intestinal et la barrieére épithéliale intestinale, les
probiotiques exercent de multiples effets, selon la souche utilisée, pouvant aller de bénéfices
métaboliques, immunitaires, a la fonction endocrine, ou méme aux fonctions cognitives et
comportementales. Ces interactions peuvent passer par la production de métabolites sécrétés
dans la lumiére intestinale ou bien directement via des composés de la paroi bactérienne ou
fongique. Les probiotiques interviennent dans des phénomeénes de « cross-feeding » mais aussi
dans des relations de compétitions nutritionnelles ou spatiales (occupation des sites d’adhésion
au niveau du mucus et des cellules épithéliales) en limitant la prolifération de bactéries
pathogénes, en modifiant leur environnement proche (acidification, pH), ou en produisant des
substances antibactériennes (La Fata ef al., 2018) telles que des bactériocines ou encore des
acides organiques. Toutes ces activités sont a I’origine des effets bénéfiques et contribuent au
maintien de I’homéostasie intestinale et de la santé de 1’hote. La plupart des probiotiques dits
« conventionnels » actuellement commercialisés, qu’ils soient d’origine bactérienne ou
fongique, appartiennent aux genres Lactobacillus, Bifidobacterium et Saccharomyces et
exercent des effets bénéfiques pour 1’hote (George Kerry et al., 2018). Ces probiotiques sont
isolés de I’intestin humain ou bien de produits fermentés. Parmi les activités recherchées, les
probiotiques peuvent moduler la réponse inflammatoire (Plaza-Diaz et al., 2017) et renforcer

ou restaurer I’intégrité de la barriére épithéliale intestinale (Ohland and MacNaughton, 2010).

Les probiotiques de nouvelle génération : Ces vingt dernieres années, les probiotiques
ont gagné en popularité et constituent un marché croissant pour les secteurs de la santé et de
I’industrie pharmaceutique. Le marché croissant des probiotiques va de pair avec I’émergence
de nouvelles techniques de séquencgage a haut débit qui ont permis d’engendrer et d’alimenter
des connaissances sur le microbiote intestinal et d’identifier des souches potentiellement
bénéfiques pour la santé de 1’hote. Ces souches constituent une nouvelle classe de probiotiques

appelée probiotiques de nouvelle génération (NGP, Next generation probiotics).
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Figure 22 : Diagramme schématique résumant les différences historiques et la voie de
commercialisation des probiotiques « conventionnels », des probiotiques de nouvelle
génération (NGP) et des produits biothérapeutiques vivants (LBP). D’aprés O’Toole et al.,
(2017).



Les NGP se différencient des probiotiques conventionnels puisqu’en plus d’apporter des
effets bénéfiques, ils seraient capables de soigner sinon de soulager certaines pathologies
qu’elles soient intestinales ou extra-intestinales (Figure 22). Les termes de LBP pour « live
biotherapeutic product » ou « produits biothérapeutiques vivants », peuvent également étre
rencontrés. Le LBP se définit comme « un produit biologique contenant des microorganismes
vivants ainsi que d’autres ingrédients composant le LBP, mais qui n’est pas un vaccin » (Martin
and Langella, 2019). La plupart des microorganismes appartenant aux NGP ou aux LBP sont
isolés chez ’Homme et sont souvent strictement anaérobies. Ils sont soumis a la réglementation
des nouveaux médicaments contrairement aux probiotiques conventionnels appartenant a la
classe des compléments alimentaires. Ce domaine de recherche en pleine expansion attire de
plus en plus d’industriels et a permis d’identifier un certain nombre de candidats tel que
Bacteroides fragilis (Mao et al., 2013), R. intestinalis (Zhu et al., 2018), F. prausnitzii (Breyner
et al, 2017; Miquel et al., 2016), A. muciniphila (Cani and de Vos, 2017), Hafnia alvei
(Legrand et al., 2020), Parabacteroides goldsteinii (Wu et al., 2019a), Clostridium butyricum
(Zhao et al., 2019) ou encore Christensenella minuta (Mazier et al., 2021) et d’identifier les
différents verrous scientifiques, industriels et réglementaires associés a leur utilisation (O’ Toole

etal., 2017).

Plusieurs espéces bactériennes font aujourd’hui I’objet d’une attention particulicre.
C’est notamment le cas de I’espeéce F. prausnitzii puisque son abondance est fortement
diminuée chez les patients atteints de MC (Joossens et al., 2011; Sokol et al., 2009; Vrakas et
al., 2017). De plus, les effets anti-inflammatoires (Breyner et al., 2017; Quévrain ef al., 2016a)
et anti-nociceptifs (Miquel et al., 2016) de cette souche la place comme solution thérapeutique
potentielle dans le traitement des MICI. C’est aussi le cas de la souche A. muciniphila, retrouvée
diminuée chez les patients atteints de MICI (Png et al., 2010; Presti et al., 2019) et qui a
également montré ses effets bénéfiques (Bian ef al., 2019; Cani and de Vos, 2017; Ottman et
al., 2017a; Zhai et al., 2019). Bien que ces nouveaux probiotiques aient démontré des effets tres
intéressants chez 1’animal dans le traitement de pathologies tres diverses (Chang et al., 2019),
les mécanismes d’action sont encore peu compris et I’absence de recul sur les LBP nécessite
un contrdle plus approfondi avant d’envisager leur utilisation en santé humaine (Saarela, 2019).
Enfin, une évolution de la réglementation actuelle parait inévitable afin de pouvoir exploiter

tout le potentiel de ces nouveaux probiotiques en tant que médicaments innovants.
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Certaines souches bactériennes, qualifiées de psychobiotiques, attirent particulierement
I’attention dans le domaine de la psychopharmacologie (Smith et al., 2019) puisqu’elles
pourraient, via la synthése d’un grand nombre de métabolites, moduler 1’axe de communication
intestin-cerveau et apporter un bénéfice sur la santé mentale de I’hote (Strandwitz, 2018). Le
terme « psychobiotique » est relativement récent puisqu’il a été introduit et défini pour la
premicre fois par Dinan et al., en 2013. De nombreuses bactéries probiotiques utilisées
traditionnellement pour traiter les désordres intestinaux présentent également des activités
psychobiotiques. Parmi elles, des bactéries appartenant aux genres Lactobacillus et
Bifidobacterium peuvent étre citées mais ces propriétés sont ¢galement partagées par certaines
especes des genres Bacillus, Candida, Enterococcus, Escherichia, Streptococcus ou
Saccharomyces (Misra and Mohanty, 2019). Ces psychobiotiques, de par leurs propriétés
anxiolytiques, représentent une stratégie thérapeutique prometteuse dans le traitement des
troubles neuropsychiatriques ou dans le traitement des comorbidités associées a certaines
pathologies intestinales telles que I’anxiété et/ou la dépression. Néanmoins, des études
complémentaires sont nécessaires puisque les mécanismes d’action ne sont pas totalement

caractérisés.

2.4.2. Les prébiotiques

Les prébiotiques ont été définis comme « des ingrédients alimentaires non digestibles
qui stimulent de maniére sélective au niveau du colon la multiplication ou I’activité d’un ou de
plusieurs groupes bactériens susceptibles d’améliorer la santé de I’hdte » (Gibson et al., 2017,
Schrezenmeir and de Vrese, 2001). Les prébiotiques sont généralement des fibres alimentaires
non digestibles et non absorbables par I’Homme comme I’inuline, les galacto-oligosaccharides
(GOS), les fructo-oligosaccharides (FOS) ou I’amidon. La plupart de ces composés sont
retrouvés dans certains fruits ou légumes et leur consommation confere des bénéfices pour la
santé. Ces avantages passent directement par le microbiote intestinal, capable de métaboliser
ces composés complexes. La consommation d’inuline favorise la croissance de bactéries
bénéfiques telles que F. prausnitzii ou des bactéries appartenant au genre Bifidobacterium
comme B. adolescentis ou B. bifidum (Ramirez-Farias et al., 2009). En plus de moduler la
composition du microbiote intestinal, des études ont montré les bénéfices des GOS dans
I’inflammation. Une étude, menée sur des personnes agées de 65 a 80 ans, a notamment permis
de mettre en évidence 1’augmentation des populations de Bacteroides et de Bifidobactéries ainsi

que du niveau d’IL-10, d’IL-8 apres 10 semaines de traitement tandis qu’une baisse du niveau

d’IL-1 a été rapportée (Vulevic et al,, 2015).
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De plus, la modulation du microbiote intestinal par la consommation de prébiotiques
pourrait avoir une incidence au-dela du TGI et jouer un réle central dans la composante
cognitive et comportementale. En effet, bien que les données soient parfois contradictoires, la
consommation de prébiotiques semble promouvoir la diversit¢ microbienne et permettrait
d’améliorer la qualité de vie de patients atteints de troubles anxio-dépressifs (Paiva et al., 2020).
Enfin, leur facilit¢ de production leur confére un avantage non négligeable. L’usage des

prébiotiques est donc envisagée comme thérapie complémentaire dans plusieurs pathologies.

2.4.3. Les symbiotiques

Selon I’ Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et
du travail (ANSES), un symbiotique est défini comme un produit contenant a la fois un ou des
probiotiques ainsi qu’un ou des prébiotiques. L’association de probiotiques et de prébiotiques
donne lieu a une symbiose d’ou le nom de symbiotique. Les combinaisons probiotiques-
prébiotiques possibles sont nombreuses. Les symbiotiques testés sont composés de souches
bactériennes ou fongiques exercant des effets bénéfiques démontrés lorsqu’elles étaient
administrées seules, et de prébiotiques tels que les GOS ou les FOS. Dans certains cas, la souche
probiotique peut également étre combinée a un extrait végétal (Seong et al., 2020). De
nombreuses études ont permis de révéler 1’effet bénéfique de plusieurs combinaisons sur la
santé humaine, notamment chez des patients atteints d’obésité, d’insulinorésistance, de diabéte
de type 2 ou encore de troubles gastro-intestinaux tels que ceux observés chez les patients
atteints de SIT ou de MICI (Markowiak and Slizewska, 2017). L’intérét de combiner ces deux
composants passe par deux stratégies. (i) Dans la premiere, la présence de prébiotiques favorise
la survie et la croissance de la souche probiotique associée dans le TGI. Dans ce cas, le
prébiotique agit comme un support de 1’activité de la souche probiotique contenue dans la
formule. (ii) Dans le deuxiéme cas, certains chercheurs supposent que le prébiotique n’a pas
d’impact sur la souche probiotique associée mais va agir au niveau colique et favoriser la
croissance de souches commensales intestinales bénéfiques ce qui aura pour conséquence de
rétablir ’homéostasie intestinale. Quoi qu’il en soit, en combinant les effets bénéfiques de
prébiotiques et de probiotiques, les symbiotiques représentent une piste de recherche d’intérét
dans le traitement de nombreuses pathologies puisqu’ils pourraient potentialiser 1’effet des
¢léments qui le composent. Tout comme la majorité des produits dits « biotiques », la plupart

des études visent a évaluer leurs effets bénéfiques dans les pathologies intestinales.
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Figure 23 : Comparaison de I’aspect de la souche bactérienne L. rhamnosus non traitée (a
gauche) et ayant subi une tyndallisation (a droite). D’apres Lee ef al., (2016).



De maniére générale, les symbiotiques représentent une stratégie thérapeutique
intéressante puisqu’ils réduisent la sévérité des symptomes observés chez les patients atteints

de SII (Seong et al., 2020; Simon et al., 2021; Skrzydto-Radomanska et al., 2020).

2.4.4. Les parabiotiques

Les parabiotiques, aussi appelés « ghost probiotics » ou probiotiques inactivés
(Martin and Langella, 2019) sont des cellules de probiotiques inactivées (non-viables) entieres
ou fragmentées, contenant des composants cellulaires tels que des peptidoglycanes, des LPS ou
des LTA. Il existe plusieurs méthodes d’inactivation comme les ultra-violets (UV), les rayons
gamma (irradiation), le traitement chimique ou la sonication mais aujourd’hui, I’inactivation
thermique semble étre la méthode privilégiée (Cuevas-Gonzalez et al., 2020; Taverniti and
Guglielmetti, 2011). Les divergences d’efficacit¢ des souches probiotiques actuellement
¢tudiées, le maintien de leur viabilité le long du tractus digestif et le manque de connaissance
quant a leur mode d’action permettent de considérer les parabiotiques comme une alternative

d’étude des mécanismes d’interaction entre les bactéries et leur hote.

Lorsque I’activité est conservée sous sa forme inactivée, 1’usage de parabiotiques
permet de s’affranchir des risques liés aux phénoménes de translocation de bactéries viables,
mais aussi de limiter le développement de résistances aux antibiotiques, ou la modification du
microbiote déja présent (Piqué ef al., 2019). Plusieurs études ont permis de mettre en évidence
le caractére thermorésistant des composés actifs de souches probiotiques (Lee et al, 2016)
(Figure 23). C’est notamment le cas de Lactobacillus casei Lbs2 étudiée dans le traitement des
MICI (Thakur et al., 2016) mais aussi de VSL#3 (Sang ef al., 2013) exercant des activités
immunomodulatrices similaires qu’elles soient administrées vivantes ou inactivées. D’autres
souches probiotiques sont concernées : au niveau de la muqueuse intestinale, Lactobacillus
paracasei MCC1849 inactivée thermiquement conserve son activité bénéfique de défense
contre I’infection de pathogeénes en stimulant la production d’IgA (Arai et al., 2018). C’est
également le cas de Bifidobacterium breve M-16V qui maintient ses propriétés
immunomodulatrices en diminuant la production de cytokines pro-inflammatoires, aussi bien
sous sa forme viable qu’inactivée par la chaleur (Sugahara et al., 2017). Enfin, parmi les
probiotiques de nouvelle génération, I’espece A. muciniphila est un trés bon exemple de

parabiotique en développement.
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En effet, afin d’identifier le composé actif, celle-ci a été inactivée thermiquement et a démontré
des activités accrues en réduisant la masse graisseuse et le développement de
I’insulinorésistance chez des souris diabétiques et obeses (Plovier et al., 2017). Ces études
démontrent que, pour exercer certaines activités, les souches probiotiques ne doivent pas

nécessairement étre viables.

2.4.5. Les postbiotiques ou métabiotiques

Les postbiotiques, aussi appelés métabiotiques, sont des mélanges complexes de
métabolites bactériens, qu’ils soient sécrétés par la bactérie viable ou bien libérés lors de
I’inactivation (thermique, physique ou chimique) bactérienne, et qui, lorsqu’ils sont administrés
en quantité adéquate, conférent un bénéfice sur la santé de I’hdte. Ces métabolites peuvent donc
étre le résultat du métabolisme bactérien comme des AGCC ou bien des composants de la
bactérie tels que des protéines, des polysaccharides, des acides organiques, des LTA ou des
peptidoglycanes (Mayorgas et al., 2021). Tout comme les parabiotiques précédemment cités,
les postbiotiques, en mimant les effets bénéfiques du probiotique, permettent de s’affranchir
des risques et des contraintes liés a I’administration de bactéries viables (Tsilingiri et al., 2012).
En revanche, des étapes d’extraction ou de purification sont parfois nécessaires. Les
postbiotiques exercent des activités trés variées comme des effets antioxydants ou des effets de
biopréservation (Cuevas-Gonzalez et al., 2020), des effets anti-inflammatoires, anti-tumoraux,
antimicrobiens ou cicatrisants (Zotkiewicz et al., 2020) permettant d’envisager leur utilisation
en santé humaine dans des contextes pathologiques variés. Cependant, bien que les études
réalisées sur les postbiotiques soient encourageantes, le niveau d’efficacité doit encore étre
évalué et le mode d’action doit étre exploré. Cette phase de caractérisation est engagée pour
certaines souches probiotiques de nouvelle génération ayant prouvé leurs propriétés bénéfiques.
C’est notamment le cas des espéces F. prausnitzii et A. muciniphila pour lesquelles
I’identification du ou des composés actifs représente un enjeu majeur dans la recherche de
nouvelles stratégies thérapeutiques (Breyner et al. 2017; Depommier et al. 2019; Mulhall et al.
2020; Plovier et al. 2017; Quévrain et al. 2016b; Zhang et al. 2021).
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3. Identification de probiotiques de nouvelle génération aux
propriétés antalgiques pour le traitement des douleurs viscérales

3.1. Isolement et identification des candidats bactériens

Les progrés en matiére de séquencage permettent aujourd’hui d’identifier des signatures
microbiennes propres a certaines pathologies. Alors que certaines bactéries sont retrouvées plus
abondantes, certains membres du microbiote intestinal voient leur population s’effondrer chez
les malades, faisant d’elles des candidats potentiels dans le développement de probiotiques de
nouvelle génération. Dans le cas des MICI par exemple, I’especes bactérienne F. prausnitzii est
systématiquement pointée du doigt et pourrait constituer une cible thérapeutique potentielle

dans le traitement de MICI mais aussi de SII (Caenepeel et al., 2020).

La plupart des souches d’intérét dans le développement de LBP colonise le colon, un
environnement caractérisé par une anaérobiose stricte. Ces conditions extrémes ne facilitent pas
I’étape d’isolement de souches bactériennes du fait de leur extréme sensibilité a I’oxygene. Les
techniques classiques d’isolement emploient généralement une chambre anaérobie ainsi que
des milieux de culture enrichis en agents réducteurs. Cette étape d’isolement est trés souvent
longue et fastidieuse et ne permet pas d’accéder a toute la diversité microbienne colonisant le
TGI (Martin et al., 2017). Aujourd’hui, I’isolement de souches bactériennes coliques est
facilitée par le développement de systémes adaptés. En couplant une chambre anaérobie a un
cytomeétre en flux capable de trier les cellules selon différents parameétres (viabilité cellulaire,
granulométrie, taille, reconnaissance par des anticorps spécifiques, propriétés de surfaces), la
plateforme ANOXIC discrimine plusieurs populations bactériennes au sein de 1’échantillon et
permet de repiquer les bactéries d’intérét tout en maintenant les propriétés strictement
anaérobies du systeme. Ce systéme innovant est un outil prometteur pour 1’étude du microbiote

fécal et plus particuliérement pour les especes sous-représentées (Bellais ef al., 2022).

3.2. Evaluation des propriétés neuromodulatrices in vitro

Aujourd’hui, le développement d’une méthodologie permettant la sélection de candidats
bactériens aux propriétés antalgiques serait un bon moyen d’accélérer le développement de
souches thérapeutiques candidates. La démonstration de ces activités passe par des tests réalisés
in vitro. Les propriétés bénéfiques de souches bactériennes pouvant conduire a un effet

antalgique chez 1’animal sont variées.
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Figure 24 : Evaluation du potentiel neuromodulateur de bactéries par 2 méthodes basées
sur le suivi de flux calciques. A gauche, les flux calciques reflétant I’activation des cellules
neuronales sont suivis grace a un lecteur de fluorescence équipé d’un systéme d’injection. Les
cellules neuronales sont cultivées dans les puits d’une microplaque de 96 puits puis marquées
avec une sonde calcique. Cette méthode permet de tester 96 conditions de fagon simultanée. En
revanche, le signal d’activation correspond au champ cellulaire total contenu dans le puit. De
plus, ce systéme ne permet pas le lavage des puits entre chaque stimulation. A droite, les flux
calciques sont suivis grace a un microscope inversé équipé d’une caméra. Les cellules
neuronales, préalablement marquées avec la sonde Fura-2, sont perfusées en continu avec les
différentes solutions stimulatrices a tester. Un systéme d’aspiration permet de rincer les cellules
entre chaque stimulation. Les cellules neuronales sont alternativement exposées a une longueur
d’onde de 340 nm et 380 nm pendant 400 ms. Alors qu’a 380 nm, la sonde sous sa forme libre
émet une fluorescence a 510 nm, a 340 nm, c’est la forme liée au calcium qui émet un signal a
510 nm. Le ratio de la fluorescence émise a ces 2 longueurs d’onde permet d’accéder a I’état
d’activation de chacune des cellules neuronales présentes sur le champ d’acquisition.



Elles peuvent étre indirectes en restaurant 1’intégrité de la barriére épithéliale intestinale par
exemple (Mennigen et al., 2009) ou en limitant la réaction inflammatoire. Dans ce projet, nous
nous sommes intéressés plus spécifiquement aux propriétés neuromodulatrices de souches

bactériennes.

Profil métabolique de souches bactériennes : Comme évoqué précédemment dans ce
manuscrit, certaines bactéries commensales intestinales sont capables de produire un large
éventail de métabolites comme des neurotransmetteurs par exemple. Ces neurotransmetteurs
interviennent dans le dialogue intestin-cerveau et participent a I’homéostasie intestinale mais
aussi a la motilité intestinale et a la douleur viscérale (Kannan et al., 2017). Le profil
métabolique de souches microbiennes peut-étre évalué par plusieurs méthodes comme le
dosage de métabolites (HPLC ou métabolomique dirigée) ou bien par I’analyse de son génome
(séquengage complet du génome). Le dosage de certaines molécules comme le GABA ou de
I’activité enzymatique de la glutamate décarboxylase (GAD) par exemple est un moyen rapide
d’évaluer le potentiel neuromodulateur de bactéries intestinales (Laroute et al., 2022). C’est
¢galement le cas pour D’activité des protéases produites par certains membres du microbiote
intestinal (Sessenwein et al., 2017) ou bien de certains métabolites issus de la voie de
dégradation du tryptophane tel que 1’indole (Chung et al., 2021). Ainsi, la capacité qu’ont
certaines bactéries a produire des molécules modulant 1’activation neuronale est un premier

indice de leur potentiel neuromodulateur.

Propriétés neuromodulatrices de souches bactériennes: Les propriétés
neuromodulatrices de souches bactériennes peuvent étre évaluées, in vitro, par plusieurs
méthodes. Le suivi des flux calciques ou sodiques est une technique qui renseigne de 1’état
d’activation de la cellule neuronale en se basant sur les flux ioniques. Cette technique utilise
des sondes spécifiques permettant de suivre la concentration intracellulaire de calcium ou de
sodium. Le suivi de flux calcique peut étre réalis¢ a haut débit, a I’aide d’un lecteur de
microplaque a fluorescence. Dans ce cas précis, I’acquisition du signal fluorescent renseigne de
’activation globale d’un champ de cellules. L’étude de I’activation neuronale a I’échelle de la
cellule est néanmoins possible en utilisant la technique d’imagerie calcique. Bien qu’elle soit
chronophage, cette technique permet d’évaluer avec précision le potentiel neuromodulateur de
bactéries mais aussi d’explorer certains aspects mécanistiques et a déja été utilisée dans
plusieurs études afin d’explorer les interactions entre bactéries et neurones (Chiu et al., 2013b;

Perez-Burgos et al., 2015; Ruhl et al., 2020) (Figure 24).
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Les propriétés neuromodulatrices de souches bactériennes peuvent également étre
¢tudiées grace a des techniques d’¢lectrophysiologie. Ces techniques permettent d’étudier les
phénomeénes électriques et électrochimiques de cellules ou de tissus, et plus particulierement de
cellules ou de fibres musculaires. Cette étude passe notamment par la mesure de différences de
potentiels ou de courants €lectriques a différentes échelles biologiques. La mesure du potentiel
de membrane, de la capacitance, et la détermination de la rhéobase, autrement dit, le courant
¢lectrique nécessaire a la génération d’un potentiel d’action permettent d’apprécier les
propriétés membranaires et électrophysiologiques des neurones. Les techniques
d’¢électrophysiologie ont d’ores et déja été utilisées dans plusieurs études (Ma et al., 2009;

Perez-Burgos et al., 2015).

3.3. Evaluation des propriétés antalgiques in vivo : utilisation de modé¢les
animaux de douleur viscérale

Puisqu’il n’existe pas de modéle mimant avec exactitude la physiopathologie des MICI
ou du SII, le développement de modéles animaux est une étape clé afin de mieux comprendre
les mécanismes cellulaires et moléculaires a I’origine des symptomes observés et de rechercher
de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le traitement de ces pathologies encore mal
comprises. En effet, la physiopathologie des MICI et du SII étant extrémement complexe, les
modeles animaux existants ne reproduisent que certains aspects de ces pathologies comme
I’inflammation intestinale, la rupture de la barriére épithéliale ou encore la perturbation de 1’axe
intestin-cerveau mais ils se sont révélés tres utiles dans cette démarche. Les modéles privilégiés
dans ces travaux de recherche conduisent tous au développement d’une HSVC chez la souris
dont I’origine peut étre inflammatoire, post-inflammatoire, une perturbation de 1’axe intestin-
cerveau ou la conséquence d’une infection bactérienne. Dans ces modeles, il est possible de
distinguer les modéles de MICI, induits par I’administration de DSS, de Dinitrobenzen sulfonic
acid (DNBS) ou de TNBS, des modeles de SII-PI induits par I’infection par des pathogenes tels
que Citrobacter rodentium ou Trichinella spiralis ainsi que des modeles induisant la
perturbation de 1’axe intestin-cerveau tel que le modele de séparation maternelle (NMS).
D’autres modeles d’inflammation a bas bruit ou de douleur post-inflammatoire permettent
d’¢étudier et d’évaluer ’HSVC chez I’animal. C’est notamment le cas de 1’acide acétique, du
Zymosan et de I’huile de moutarde, des composants irritants qui, lorsqu’ils sont administrés par
instillation rectale induisent une colite chez le rat ou chez la souris et semblent étre adaptés a

I’étude du SII (Burton and Gebhart, 1995; La et al., 2003).
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Figure 25 : Représentation schématique du mode d’action du DSS sur un épithélium
intestinal. Inspiré¢ de Chassaing et al., (2014).



3.3.1. Modele de douleur inflammatoire : Dextran Sulfate Sodium

Le dextran sulfate sodium ou DSS (36-50 kD) est un polysaccharide sulfaté capable
d’induire une colite lorsqu’il est administré dans I’eau de boisson des animaux (Chassaing et
al., 2014; Okayasu et al., 1990). La sévérité des symptomes associés a la colite dépend de la
dose utilisée mais aussi de la durée du traitement et du fond génétique de I’animal. De maniére
générale, la dose de DSS utilisée varie de 0.5% a 5% et la durée du traitement peut aller jusqu’a
12 jours consécutifs. Le DSS est un composé cytotoxique entrainant la mort des entérocytes et
une hausse de la perméabilité intestinale soutenue par une perturbation de 1’expression des
jonctions serrées (Poritz ef al., 2007). L hyperperméabilité intestinale favorise la translocation
bactérienne. Le passage de composés microbiens au travers de I’épithélium intestinal active les
cellules de I'immunité sous-jacentes et stimule la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
(Yan et al., 2009). L’effet du DSS se traduit, chez 1’animal, par une perte de poids significative
et une diarrhée parfois sanglante. Au niveau macroscopique, 1’inflammation, I’infiltration de
cellules immunitaires ainsi que 1’augmentation du renouvellement cellulaire entrainent un

épaississement de la paroi colique (Figure 25).

Enfin, ce mod¢le est caractérisé par une perte de 1’équilibre du microbiote intestinal.
Bien que les mécanismes ne soient pas encore totalement élucidés, cette dysbiose contribuerait
largement au développement et au maintien de ’HSVC observée dans ce modéle en phase post-
inflammatoire (Esquerre et al., 2020). En effet, aprés résolution de 1’inflammation, le
microbiote intestinal pourrait sensibiliser les nocicepteurs et contribuer au maintien de

I’hyperalgie chez ces animaux.

3.3.2. Modele de douleur post-inflammatoire : DNBS et TNBS

Dans ce modele, la douleur viscérale est induite par instillation rectale de DNBS, ou de
TNBS. L’administration de ces composés, repris dans une solution d’éthanol (30% (v/v)), induit
une colite chez la souris ou chez le rat. L’éthanol a pour effet d’altérer ’intégrité de la barriere
épithéliale intestinale augmentant ainsi la perméabilité intestinale tandis que le DNBS ou le
TNBS, qui sont des hapténes, modifient les antigénes du soi reconnus comme du non-soi par
les cellules de I’immunité et provoquant alors une réaction inflammatoire forte des la premiere
instillation. Enfin, les especes oxygénées réactives (ROS) et les médiateurs inflammatoires tels
que la prostaglandine E2 et les interleukines participent au développement d’une diarrhée
marquée (Grisham et al., 1991), induisant une déshydratation forte et une perte de poids chez

les animaux.
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Les animaux développent une HSVC (Gschossmann et al, 2004) plus ou moins
marquée selon la dose administrée (Adam ez al., 2006). L’effet du DNBS est transitoire puisque
I’inflammation et la diarrhée provoquées s’atténuent quelques jours seulement apres
I’instillation rectale. L’HSVC est quant a elle durable puisqu’elle est toujours présente 4 jours
apres I’instillation (Lucarini et al., 2021). La persistance de I’HSVC apres [’épisode
inflammatoire est un phénomene qui est aussi observé chez le rat. En effet, dans un modele de
colite induite chimiquement au TNBS, ’HSVC semble persister a distance du site et du moment
d’injection du composé suggérant que 1’épisode inflammatoire sensibilise les afférences
coliques plus ¢€loignées (Diop et al., 2002). Enfin, dans une étude récente, le role du microbiote
intestinal dans les douleurs post-inflammatoires a été démontré. Certains métabolites
microbiens pourraient notamment étre a 1’origine de ’HSVC persistante malgré 1’absence

d’inflammation chez ces animaux (Esquerre et al., 2020).

3.3.3. Modele de stress par séparation maternelle : NMS

Des études ont montré qu’un stress de séparation maternelle subit pendant 1’enfance
pouvait engendrer un traumatisme, avoir des répercussions émotionnelles a long terme et
prédisposer au développement de pathologies a 1’age adulte (Champagne et al., 2003; Cirulli et
al., 2003). Le modele de stress induit par la séparation maternelle a été reproduit chez la souris.
Dans ce modele, les souris sont séparées de leur meére, 3h par jour pendant 12 jours dés le
deuxiéme jour suivant la naissance. Cette séparation quotidienne provoque de I’anxiété chez la
mere entrainant une perturbation des soins maternels prodigués a sa progéniture, altérant ainsi
la relation mere-petit. Cette séparation est vécue comme un traumatisme favorisant le
développement d’une anxiété via ’activation de 1’axe HHC impliqué dans la réponse au stress
(O’Mahony et al., 2011b) mais aussi une altération des fonctions cognitives et émotionnelles.
Une perturbation de I’axe corticotrope a aussi été décrite et se traduit par (i) une hausse du
niveau basal de corticostérone (McCormick et al.,, 1998) mais aussi par (ii) une hausse de la
perméabilité intestinale (Moussaoui et al., 2017), par (iii) le développement d’une HSVC chez
50% des animaux a 1’age adulte (Riba et al., 2017) et par (iv) une dysbiose du microbiote
intestinal (Moussaoui et al., 2017; Riba et al., 2017). Cette dysbiose se caractérise par une
baisse de la diversité microbienne, mais aussi des bactéries productrices de butyrate (Moussaoui
et al., 2017), par une augmentation de 1’abondance relative de la famille bactérienne S24-7 et
une diminution de I’abondance relative des genres Bacteroides et Allobaculum (Riba et al.,
2017). Quant a PHSVC, I’'implication du canal TRPV1 a ét¢ suggérée dans ce modéle (van den
Wijngaard et al., 2009).
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Ainsi, la séparation survenant pendant une période de développement cruciale nuit a la
maturation appropriée des systemes modulateurs essentiels. Ce stress survenant au début de la
vie entraine une série d’altérations dans I’axe intestin-cerveau qui sont influencées par le sexe,

la génétique, le stress et le moment de 1’intervention (O’Mahony et al., 2011).

3.3.4. Modele post-infectieux

Aujourd’hui il est admis qu’environ un patient sur dix développe un SII suite a une
infection bactérienne a Campylobacter jejuni, E. coli, Salmonella ou Shigella (Qin et al., 2011;
Spiller and Garsed, 2009). Une infection virale ou parasitaire peut également étre a 1’origine du
développement d’un SII (Spiller and Garsed, 2009). A I’heure actuelle, plusieurs modéles
animaux utilisant des organismes pathogeénes sont utilisés pour mimer le SII-PI. Ces modeles
sont tres utiles pour I’étude de la physiopathologie du SII-PI puisqu’ils induisent la plupart des
symptomes observés chez les patients. Parmi eux, la perturbation de la motilité intestinale,
I’activation d’une réponse inflammatoire, les dommages causés a la barriere épithéliale
intestinale ou le développement de douleurs viscérales ont ét¢ décrits (Barbara et al., 2019).
Les organismes pathogeénes utilisés peuvent étre parasitaires comme 7Trichinella spiralis,
Nippostrogylus brasiliensis, Cryptosporidum parvum ou Giardia duodenalis ou bactériens
comme Campylobacter jejuni et C. rodentium. Chacun de ces modéles murins présente ses
avantages et ses inconvénients. Seuls les modeles d’infection a Citrobacter rodentium et

Trichinella spiralis seront présentés dans ce manuscrit.

3.3.4.1. Citrobacter rodentium

C. rodentium est une bactérie Gram négative, appartenant a la famille des
entérobactéries, et utilisant les lésions de type attachement/effacement pour coloniser la
muqueuse colique chez les rongeurs. L’infection a C. rodentium s’apparente a celle d’E. coli
entéropathogene survenant chez I’Homme. Dans ce modele, les souris sont infectées par la
bactérie pathogéne C. rodentium. Au cours de sa colonisation, le pathogene s’attache aux
cellules épithéliales intestinales et, en remodelant localement le cytosquelette d’actine, va
entrainer un effacement de la bordure en brosse de 1’entérocyte auquel elle est attachée.
L’infection démarre aprés I’administration de 10® a 10 UFC/souris par gavage oral. Suite a
I’infection, les souris sont rapidement colonisées et atteignent le pic de I’infection au 7™ jour
apres I’infection puis la charge bactérienne diminue jusqu’a la clairance totale du pathogéne au

16°™ jour post-infection.
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L’infection a C. rodentium est un modele de référence dans 1’é¢tude de pathologies
intestinales telles que les MICI dans lequel le développement d’une colite, I’infiltration de
cellules neutrophiles, la rupture de la barriere épithéliale intestinale et I’implication de
cytokines pro-inflammatoires ont été décrites (pendant la phase infectieuse) (Mullineaux-
Sanders et al., 2019) mais est aussi et surtout un excellent modéle animal pour 1’étude du SII-
PI (Meynier et al., 2022). En effet, en plus de développer une HSVC, ce modéle permet
d’étudier la composante comportementale et les comorbidités associées. En phase post-
infectieuse, lorsque le pathogene a été totalement €éliminé, les souris développent une HSVC
associée a un comportement de type anxieux pouvant s’apparenter au SII-PI chez ’Homme,

faisant suite, la plupart du temps a une infection gastro-intestinale (Meynier et al., 2022).

3.3.4.2. Trichinella spiralis

T. spiralis est un nématode parasite colonisant le tractus digestif des rats et des souris et
induisant la plupart des symptomes retrouvés chez les patients atteints de SII-PI comme une
forte inflammation, une perturbation de la motilité intestinale, une hausse de la perméabilité
intestinale et le développement d’une HSVC. Bien que ce modele réunisse 1’ensemble des
aspects physiopathologiques du SII-PI, le possible passage des larves dans la circulation
sanguine et dans le cerveau représente une limite (Barbara et al., 2019). L’implication du
microbiote dans le développement de ’HSVC en phase post-infectieuse est largement suggérée.
En effet, la transplantation de microbiote fécal sain ou 1’administration de B. longum a permis
d’augmenter le seuil de sensibilité a la DCR chez le rat en phase post-infectieuse. Cet effet
pourrait notamment étre le résultat de la restauration de I’intégrité de la barriere épithéliale par

le microbiote (Bai et al., 2018).

4. Les candidats bactériens dans le traitement de la douleur viscérale

En plus de constituer des biomarqueurs de la pathologie, les signatures microbiennes ont
permis d’identifier plusieurs candidats bactériens dans le traitement de pathologies intestinales
(Baumgart et al., 2007; Frank et al., 2007; Miquel ef al., 2013; Rajili¢—Stojanovi¢ et al., 2011;
Sokol et al., 2006). Les propriétés portées par ces souches bactériennes sont, la plupart du
temps, des effets anti-inflammatoires ou de restauration de la barriere épithéliale intestinale.
Afin de traiter plus spécifiquement les douleurs abdominales chez les patients atteints de MICI
ou de SII, d’autres activités telles que la régulation du transit intestinal ou des effets antalgiques

sont actuellement recherchées.
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4.1. Les probiotiques régulateurs du transit intestinal

L’idée qu’une interaction directe entre le microbiote intestinal et le SNE puisse moduler
la motilité intestinale est une piste récemment explorée dans la recherche de nouvelles solutions
thérapeutiques. Dans cette optique, plusieurs souches probiotiques ont été étudiées pour leurs
effets sur la motilité intestinale. Lactobacillus reuteri DSM 17938, récemment renommée
Limosilactobacillus reuteri, fait I’objet d’un grand nombre d’études et a déja prouvé son
efficacité dans le traitement de ces troubles digestifs (Saviano et al., 2021). L. reuteri est capable
d’interagir avec le SNE en modulant P’activit¢ de neurones coliques et en modulant le
péristaltisme chez le rat (Wang et al., 2010). Bien que le mécanisme soit encore peu décrit, la
modulation du péristaltisme par la souche L. reuteri DSM 17938 pourrait passer par la sécrétion
de microvésicules puisque ’application de ces composés est nécessaire et suffisante pour
reproduire 1’effet neuromodulateur de la souche bactérienne ce qui suggere qu’ils constituent
I’¢lément actif (West et al, 2020). En interagissant avec le récepteur FPR1, la souche
probiotique Lactobacillus rhamnosus LGG est quant a elle, capable de stimuler la motilité
intestinale. Dans cette étude, un mécanisme d’action impliquant la reconnaissance de L.
rhamnosus GG via les récepteurs FPR1 a été proposé. Cette reconnaissance provoque
I’augmentation de la production de ROS par les neurones myentériques, I’activation de la voie

ERK/MAPK stimulant ainsi la contraction péristaltique (Chandrasekharan et al., 2019).

D’autres souches probiotiques ont prouvé leurs effets bénéfiques en modulant le transit
intestinal. C’est notamment le cas de L. casei et de Bifidobacterium lactis (HNO19 et Bf-6)
(Dimidi et al., 2017). Chez ’Homme, 1’administration d’un cocktail de souches probiotiques
(Lactobacillus sp. et Bifidobacterium sp) pendant 8 semaines a permis d’améliorer le transit
chez des patients atteints de la maladie de Parkinson et souffrant de constipation (Ibrahim et
al., 2020), un symptdme partagé par 80 a 90% des patients atteints de cette pathologie. La
souche probiotique E. coli Nissle 1917 (commercialisée sous le nom de Mutaflor®) a quant a
elle montré un effet bénéfique en ralentissant le transit intestinal. Elle est notamment prescrite
dans le traitement de la diarrhée du voyageur. En agissant sur le SNE intrinseque, E. coli Nissle
1917 limite la fréquence et I’intensité des contractions intestinales et coliques et controle ainsi
le péristaltisme (E. Dalziel et al, 2015). A I’inverse, 1’activité promotrice de la souche
Bifidobacterium lactis HNO19 sur le péristaltisme a été démontrée chez le rat (Dalziel et al.,
2017). Bien que le potentiel neuromodulateur du microbiote suscite un intérét accru ces
derniéres années, les mécanismes d’interaction sont encore mal connus. De plus, les activités

sont parfois contraires chez des especes bactériennes pourtant tres proches.
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C’est par exemple le cas de L. rhamnosus JB-1 et de L. reuteri 17938 qui, appliquées vivantes
sur un c6lon de souris, déclenchent des activités différentes. Alors que L. rhamnosus JB-1 réduit
le péristaltisme, L. reuteri 17938 I’augmente (Wu et al., 2013). Ainsi, en plus de représenter
une stratégie séduisante dans le traitement des troubles gastro-intestinaux tels que la
constipation ou les diarrhées, la recherche de bactéries inhibant le péristaltisme pourrait
constituer une piste intéressante afin de limiter les contractions abdominales et la douleur

ressentie chez les patients.

4.2. Les probiotiques aux propriétés antalgiques

4.2.1. Les probiotiques conventionnels aux propriétés antalgiques

Plusieurs souches probiotiques appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium
ont démontré leurs activités bénéfiques en restaurant la barriére épithéliale intestinale ou en
exercant des propriétés anti-inflammatoires. Certaines d’entre-elles auraient des propriétés
antalgiques en réduisant les douleurs viscérales. C’est le cas de la souche Bifidobacterium
infantis 35624 exergant une activité anti-nociceptive en augmentant le seuil de tolérance a la
DCR chez le rat (Mckernan et al., 2010). La souche Lactobacillus paracasei, récemment
renommée Lacticaseibacillus paracasei, a quant a elle permis d’atténuer I’hypersensibilité
viscérale de souris ayant regu un traitement antibiotique (Verdu et al., 2006). Chez I’animal,
I’administration d’un cocktail de souches probiotiques (VSL#3) a permis de réduire ’HSVC
induite par I’administration d’acide acétique. Cet effet passerait notamment par des récepteurs
impliqués dans la sensibilité¢ viscérale tels que TRPV1 et PAR2 (Li et al, 2019). Chez
I’Homme, VSL#3 a lui aussi démontré son efficacité chez des patients agés de 4 a 18 ans atteints

de SII (Guandalini et al., 2010).

En modulant D’expression de genes neuronaux, en régulant la production de
corticostérone et en modifiant le microbiote, la souche L. rhamnosus GG a permis de réduire le
niveau de sensibilité colique de souris dans un modele NMS. Bien que le composé actif n’ait
pas été identifié, il semblerait que ces activités bénéfiques soient portées par des éléments

sécrétés par la bactérie lors de sa culture (McVey Neufeld ef al., 2020).

Lactobacillus reuteri (DSM17938) fait elle aussi partie des souches probiotiques
d’intérét dans le traitement de la douleur viscérale. Dans une étude, cette souche probiotique a
montré des effets treés intéressants sur I’activation neuronale de nocicepteurs issus de DRG

exprimant le canal TRPV1, fortement impliqué dans la douleur.
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Bien que le composé actif ne soit pas encore connu, les propriétés neuromodulatrices pourraient

étre a ’origine de I’effet antalgique de la souche, observé chez le rat (Perez-Burgos et al., 2015).

E. coli Nissle 1917, est quant a elle capable de produire un lipopeptide
C12AsnGABAOH aux propriétés antalgiques. Ce composé peut passer la barriere épithéliale
et activer les récepteurs GABAg (Pérez-Berezo et al., 2017) conduisant a une hyperpolarisation

des cellules neuronales et a une baisse du seuil de sensibilisation.

Certaines souches bactériennes sont reconnues pour leur capacité a convertir le
glutamate en GABA et pourraient représenter une nouvelle stratégie thérapeutique dans le
traitement des douleurs abdominales chroniques. C’est notamment le cas de la souche
bactérienne L. lactis NCDO2118 qui, en produisant du GABA au niveau intestinal, est capable
de réduire ’HSVC dans un mod¢le de stress chez le rat (Laroute ef al., 2022). En produisant du
GABA et en désensibilisant des afférences nociceptives coliques, la souche B. dentium ATCC
27678 présente elle aussi un effet bénéfique en réduisant ’HSVC chez le rat (Pokusaeva et al.,

2017b).

4.2.2. Les probiotiques de nouvelle génération aux propriétés
antalgiques
Aujourd’hui, plusieurs candidats bactériens font 1’objet d’études approfondies et se
destinent a entrer dans cette nouvelle classe de médicaments : les LBPs. Pour certains d’entre-
eux, une meilleure caractérisation des mécanismes d’interaction a permis d’identifier les

substances bactériennes actives.

Akkermansia muciniphila : 1’espéce A. muciniphila est 'une des bactéries les plus
abondantes du microbiote intestinal. Associée a la muqueuse digestive, sa population est
largement réduite chez les patients souffrant du syndrome métabolique mais aussi chez de
jeunes patients atteints de la MC (Lopez-Siles et al., 2018). Cette bactérie particuliere est
capable d’interagir avec le récepteur TLR2. Cette interaction passe par la protéine Amuc 1100,
constitutive des pili de la bactérie (Ottman et al., 2017b; Plovier and Cani, 2017). Les capacités
immunomodulatrices de cette espece bactérienne sont tres étudiées a I’heure actuelle et celle-ci
est rapidement devenue une souche candidate dans le traitement du syndrome métabolique en
lien avec 1’obésité, le diabéte, et les pathologies cardiovasculaires ou les MICI, pathologies
dans lesquelles I’intégrité intestinale est compromise (Ansaldo et al., 2019; Cani and de Vos,

2017).
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Les recherches accrues menées sur A. muciniphila révélent que cette espece bactérienne recele
d’effets bénéfiques puisqu’elle serait aussi impliquée dans le processus de modulation de la
douleur viscérale. En effet, ’abondance d’A. muciniphila a ét¢ inversement corrélée aux
douleurs abdominales chez des patients atteints de SII et ayant subi une TMF (Cruz-Aguliar et

al., 2019).

Clostridium butyricum : En réduisant la réponse inflammatoire induite chimiquement
par le TNBS chez la souris, I’espéce C. butyricum exerce elle aussi un effet bénéfique en
modulant la réponse inflammatoire a proximité de la muqueuse intestinale. En effet, la souche
C. butyricum administrée pendant 7 jours et ceci 4 semaines apres le traitement au TNBS,
permet de réduire significativement le niveau d’IL-1B&t d’IL-6 et ’HSVC a la DCR (Zhao et
al., 2019). En modulant la réponse inflammatoire, C. butyricum exerce un effet anti-nociceptif
en rétablissant le niveau d’expression du récepteur NLRP6, retrouvé sous-exprimé chez les

patients atteints de SII (Zhao et al., 2018).

Faecalibacterium prausnitzii : Les nombreuses études menées sur cette espece
bactérienne confirment aujourd’hui, qu’en plus d’avoir des propriétés anti-inflammatoires liées
a sa production de butyrate, F. praunsnitzii exerce un potentiel bénéfique pour le bien-étre et la
sant¢ humaine. En effet, F. prausnitzii pourrait présenter des propriétés antalgiques, venant
s’ajouter a ses propriétés anti-inflammatoires notamment en réduisant ’HSVC comme cela a
¢été démontré chez des souris dans un modéle murin de SII induit par NMS (Miquel et al., 2016).
La protéine microbienne anti-inflammatoire (MAM, Microbial Anti-Inflammatory Molecule),
découverte dans son surnageant de culture est capable d’inhiber la voie NF-xB dans plusieurs
lignées cellulaires intestinales (Quévrain ef al., 2016a) et une interaction directe entre la bactérie
et les cellules neuronales n’est pas exclue. Cette souche suscite un intérét croissant aupres des
chercheurs puisque certains phylotypes produisent une matrice d’exopolysaccharides
membranaires (EPM) aux effets immunomodulateurs, passant par la voie TLR2 et conduisant

a la libération de cytokines anti-inflammatoires telles que I’IL-12 et I’'[L-10 (Rossi et al., 2015).

Parabacteroides distasonis : Certaines souches appartenant a I’espéce P. distasonis
présentes au sein du microbiote intestinal, ont également montré des effets immunomodulateurs
et protecteurs intéressants en réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires et en
stabilisant le microbiote intestinal (Kverka et al., 2011). De plus, cette espéce bactérienne
pourrait €tre positivement corrélée a la baisse de ’'HSVC chez les souris ayant subit une

séparation maternelle (McVey Neufeld et al., 2020).
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Les effets bénéfiques relatifs a cette espece bactérienne sont néanmoins contradictoires
et des études complémentaires sont nécessaires afin d’envisager son application dans le

traitement de la douleur viscérale.

Roseburia intestinalis : L’espéce R. intestinalis, représentante majoritaire du
microbiote intestinal, dont les effectifs s’effondrent chez les patients atteints de MICI, a
¢galement prouvé son activité bénéfique. En effet, elle exerce des propriétés anti-
inflammatoires en réduisant la production d’IL-17 (cytokine pro-inflammatoire) et est la
principale espéce bactérienne productrice de butyrate au voisinage de 1’épithélium intestinal ce
qui fait d’elle une souche probiotique candidate dans la prévention ou le traitement des MICI

(Zhu et al., 2018).

Cette liste est non exhaustive et I’intensification des recherches dans ce domaine révele
I’existence de nouvelles souches probiotiques candidates dans le traitement de pathologies
intestinales et plus particuliérement dans le traitement de douleurs abdominales chroniques.
Certaines souches bactériennes font actuellement 1’objet d’études cliniques et sont en lice pour
I’obtention du statut de médicament. C’est notamment le cas de A. muciniphila préconisée dans
le traitement du syndrome métabolique mais aussi dans le SII ou de Blautia hydrogenotrophica

¢galement préconisée dans un contexte de SII (clinicaltrials.gov).

5. Limites réglementaires liées a I’utilisation des probiotiques de
nouvelle génération en santé humaine

La définition des probiotiques donnée par 1’organisation mondiale de la santé (FAO-OMS
octobre 2001) s’applique a plusieurs types de produits finis tels que les aliments, les
compléments alimentaires ou encore les médicaments. Les probiotiques ne constituent en aucun
cas une catégorie de produits. Ils sont plutot considérés comme des substances au méme titre
que les principes actifs. Ainsi, il est plus juste de dire d’un produit qu’il contient une substance
probiotique. Les souches probiotiques sont donc des substances biologiques actives, exercant
des activités diverses (physiologique, immunologique, microbiologique, neurologique ou
endocrinologique) en interagissant avec leur hote. Le résultat de ces interactions peut
représenter un avantage d’ordre nutritionnel ou bien thérapeutique (Cordaillat-Simmons ef al.,
2022). Cependant, la définition proposée par la FAO-OMS ne présume pas du type de bénéfice
apporté a I’hote. Dire que le cadre réglementaire entre ces différents types de produits n’est pas
bien défini est une idée regue puisqu’il existe a I’heure actuelle un cadre réglementaire établit

et définissant les conditions d’acces au marché pour chaque type de statut réglementaire.
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Classification réglementaire des produits contenant des souches probiotiques
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Figure 26: Classification réglementaire des produits contenant des substances
probiotiques. Le terme et la réglementation auquel un produit contenant des microorganismes
vivants est soumis dépend de son usage (population et action ciblées).



5.1. Définition du statut réglementaire d’un produit

Définir le statut réglementaire d’un produit permet d’identifier le cadre législatif et
réglementaire a respecter et de suivre les lignes directrices ou les recommandations appropriées.
Le statut réglementaire d’un produit est défini, non pas selon la nature du produit, mais selon
son usage (aussi appelé¢ « Intended use ») et selon la population ciblée (aussi appelée
« Intended population »). Ainsi, la définition du statut réglementaire d’un produit nécessite
de se poser les questions suivantes : quel est I’objectif / ’action du produit ? A quelle population
s’adresse-t-il ? (Cordaillat-Simmons et al., 2022). En effet, alors qu’un complément alimentaire
aura pour effet d’améliorer ou de maintenir la bonne santé du consommateur, le médicament
aura pour action de soigner, de restaurer, de corriger ou de modifier des fonctions
physiologiques chez un patient malade ou bien chez une population a haut risque, autrement dit
dont la susceptibilit¢ de développer la pathologie est accrue (Figure 26). Bien qu’ils
contiennent tous deux des souches probiotiques, ces deux catégories de produits ne sont pas
soumises aux mémes législations. Cette étape est primordiale et fait partie intégrante du
développement d’un nouveau produit puisque les standards et les contraintes associées aux
développements et a 1’accés au marché seront bien différentes en fonction du statut

reglementaire de ce produit.

5.1.1. Les compléments alimentaires

Les souches probiotiques sont retrouvées dans plusieurs catégories de produits. La
plupart d’entre eux sont notamment représentés dans la classe des compléments alimentaires.
Les compléments alimentaires se définissent comme des « denrées alimentaires dont le but est
de compléter le régime alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de
nutriments ou d'autres substances ayant un effet nutritionnel ou physiologique seuls ou
combinés... » (d’apres la Directive 2002/46/CE du Parlement européen et du Conseil du 10
juin 2002). Lorsque les souches probiotiques sont des principes actifs de compléments
alimentaires, ils doivent obtenir la certification de présomption d’innocuité reconnue (QPS, «
Qualified Presumption of Safety ») accordée par I’autorité européenne de sécurité des aliments
(EFSA, « European Food Safety Authority ») ou le statut de généralement reconnu comme sans
danger (GRAS, « Generally Recognized As Safe ») selon la réglementation américaine,
délivrée par I’agence fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA,

« Food Drug Administration »).

83




Tableau 4 : Feuille de route pour ’analyse des risques liés au développement des LBP.
Différents types de risques sont a prendre en compte dans le développement de LBP et sont a
documenter aux étapes non cliniques et cliniques. Inspiré de Rouanet et al., (2020).

Risques relatifs au produit

Etapes du développement

Risques liés a l'solement et sélection de la  Origine, isolement, processus de sélection,

souche microbienne manipulation de la souche avant sa mise
en collection

Risques liés aux caracténstiques Profil d'antibiorésistance, capacité de

intrinséques de la souche microbienne transfert de géne de résistance, profil de

facteurs de virulence, translocation etc. ..

Risques liés au processus de production Contaminations, optimisation du milieu de
de la souche microbienne culture

Risques liés au produit fini Formulation, mode d’administration,
procédure médicale

Risques relatifs au patient ciblé

Risques liés a l'administration du produit Cible, mode d'action, dose, formulation,
sous sa forme wiable mode d'administration, physiopathologie,
caracténistiques du patient etc. ..



L’¢évaluation du risque est une étape clé dans le développement d’un produit et dépend
de son statut réglementaire. Dans le cas des compléments alimentaires, le bénéfice est considéré
comme « nul » puisque le produit est testé sur une population saine. En revanche, le risque est
bien évalu¢ et prend en considération un point important : la consommation du produit en totale
autonomie. Autrement dit, le consommateur est susceptible de consommer une dose supérieure
a la dose préconisée. Dans ce contexte, la législation exige d’évaluer le risque et les effets
indésirables liés a la consommation de 200 fois la quantité préconisée. De plus, un complément
alimentaire, bien qu’il contienne des souches probiotiques, ne peut €tre préconisé dans le
traitement de pathologies. Les tests ont été réalisés sur une population saine et les effets des
compléments alimentaires contenant des souches probiotiques sur des patients atteints de

pathologies est totalement inconnu et pourraient méme avoir des conséquences désastreuses.

5.1.2. Les nouveaux médicaments

Les souches probiotiques pourraient étre amenées a étre représentées dans la catégorie
des principes actifs de nouveaux médicaments. En effet, lorsque la souche probiotique a pour
objectif de soigner une pathologie, celui-ci est soumis aux législations propres aux nouveaux
médicaments. Dans ce contexte, le terme historique désignant ces produits est celui de
« Pharmabiotics » mais la dénomination légale est « Live Biotherapeutic Microorganisms »
(ou LBM) pour la substance active ou Live Biotherapeutic Product (LBP) pour le produit fini.
Pour commercialiser un produit pharmaceutique, I’obtention d’'une AMM est une étape
obligatoire. En effet, les regles sont beaucoup plus strictes que celles appliquées aux
compléments alimentaires du fait du niveau de risque jugé plus élevé. L’identification des
risques liés au développement de LBP est une étape critique et complexe puisque les risques
sont multiples. Ils peuvent étre directement associés au LBP et concerner les étapes d’isolement,
les caractéristiques de la souche microbienne, le procédé de fabrication ou bien le produit final.
L’identification des risques concerne également le patient auquel le LBP est destiné (mode

d’action, cible, dosage, formulation , pathophysiologie...) (Rouanet et al., 2020) (Tableau 4).

Pour obtenir une AMM, le LBP doit répondre a plusieurs critéres afin d’assurer la
qualité, la sécurité et I’efficacité du produit. La qualité repose notamment sur la reproductibilité
du processus de fabrication, la conformité du produit (en définissant les points critiques et les
standards définis en amont). Une caractérisation complete du produit développé, de la/les

souche(s) microbienne(s) qu’il contient doit étre fournie.
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Cette caractérisation passe notamment par une exploration de son génome visant a
rechercher d’éventuels geénes de virulence, de toxines ou encore de résistances aux
antibiotiques, mais aussi de sa capacité a transférer des génes (Dreher-Lesnick et al., 2017). De
plus, la fabrication du produit doit répondre a la certification des bonnes pratiques de fabrication
des médicaments (GMP, « Good manufacturing practices ») délivrée par un organisme apres
un audit au sein de la société en charge de la production. La sécurité¢ du produit ne peut
mentionner les statuts GRAS ou QPS qui n’ont une valeur que dans la catégorie des
compléments alimentaires puisque les tests sont réalisés sur une population saine. Le produit
doit donc étre évalué sur une population malade identifiée en amont pour juger de son innocuité.
Il en va de méme pour I’évaluation de I’efficacité du produit qui doit faire I’objet d’études
précliniques, cliniques, en aveugle (versus placebo), réalisées par des organismes indépendants.
Dans ces études, la production doit suivre un cahier des charges précis et préalablement défini.
Une fois produit, le LBP doit étre testé sur une population ciblée. Cette phase représente
certainement 1’étape la plus critique puisque les variabilités dans la composition du microbiote

intestinal peuvent affecter son efficacité.

Aujourd’hui, quelques LBP bénéficient d’'une AMM en France. Il y a par exemple
Lénia® ou Trophigil® tous deux formulés a partir de la souche Lactobacillus rhamnosus Ler35,
préconisés respectivement pour le traitement de diarrhée et pour le traitement des symptomes
liés a P’atrophie vaginale. L’Ultra-levure® est quant a elle formulée a partir de la souche
Saccharomyces boulardii et a été commercialisée pour la premiere fois en 1961. Cette
préparation est préconisée dans le cadre du traitement de la diarrhée et dans la restauration de
la microflore intestinale. Alors que S. boulardii peut étre consommeée en tant que complément
alimentaire, elle a aussi démontré son efficacité sur une population trés ciblée en traitant la
diarrhée du voyageur. Ceci démontre qu’une souche probiotique peut bénéficier de deux statuts
réglementaires : complément alimentaire et médicament. Ces produits sont relativement
anciens et il n’existe pas a I’heure actuelle de nouveaux LBPs. Enfin, Mutaflor®, formulé a
partie de E. coli Nissle 1917, n’est pas commercialisée en France mais posseéde le statut de
médicament en Suisse dans D’indication «rectocolite hémorragique dans la phase de

rémission ».

5.2. Limites réglementaires représentées par les LBPs

Actuellement, 2 grands types de produits pharmaceutiques existent : les médicaments

« entités chimiques » et les médicaments biologiques et technologiques.
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Parmi les médicaments biologiques et technologiques on distingue 3 sous-catégories que sont :
les vaccins, les médicaments de thérapie innovante et les dérivés du sang et du plasma. La
législation européenne ne définit donc pas de statut spécifique pour les LBPs. Les industriels
doivent donc s’appuyer sur les directives des produits biologiques et biotechnologiques
n’incluant pas les LBPs et dont les lignes directrices ne sont pas toujours adaptées a ce type
d’innovation ce qui représente un frein dans le développement de cette nouvelle classe de
médicaments biologiques (Cordaillat-Simmons et al., 2020). Bien que la situation semble
compliquée en Europe, elle n’est pas pour autant figée et sera amenée a évoluer dans les
prochaines années. Les Etats-Unis en sont un bon exemple puisque plusieurs souches
bactériennes intestinales font d’ores et déja 1’objet d’études cliniques pour une future
application en tant que nouveau médicament. C’est notamment le cas de Lactobacillus reuteri
[BP94-14 (ClinicalTrials.gov NCT03978000) préconisée pour le traitement de la colite ou
encore Christensenella minuta (ClinicalTrials.gov Identifier : NCT04663139) dans le

traitement du syndrome métabolique lié a 1’obésité chez I’Homme.

5.3. Evolution de la réglementation

Il n’existe pas a I’heure actuelle, de réglementation propre aux LBPs au sein de 1’Union
Européenne. Néanmoins, il n’est pas juste de dire que la réglementation des LBP est floue
puisqu’il n’y a pas d’incertitudes sur les cadres réglementaires mais simplement des questions
réglementaires propres au développement de produits pharmaceutiques innovants. Ce qui peut
paraitre vague, c’est de savoir comment notre innovation peut répondre a la réglementation
appliquée a tous les types de produits afin d’accéder au marché. Les cadres réglementaires ne

sont pas définis sur la nature des produits afin de laisser la place a I’innovation.

Les LBPs ne répondent pas aux directives fournies par la réglementation actuelle.
L’évolution du cadre réglementaire est donc nécessaire de fagcon a répondre a ces innovations.
Cette évolution doit étre initiée par les scientifiques en collaboration avec les autorités
réglementaires, en proposant des alternatives aux regles déja existantes, en apportant la preuve
de leur pertinence. La contextualisation est donc nécessaire et indispensable afin d’assurer
I’avenir de I’innovation. Cette démarche est déja initiée en France par le « Pharmabiotics
Research Institute » (PRI) dans le cadre de leurs activités de « Regulatory science », véritable

passerelle entre les chercheurs et les autorités réglementaires.
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Le PRI est une association trés engagée dans 1’identification et la clarification des défis
réglementaires et scientifiques rencontrés par les entreprises développant des LBPs et autres
types de médicaments biologiques issus de la science du microbiome. En accompagnant les
industries et les entités académiques dans le design d’études appropriées, le PRI intégre les
cadres réglementaires dans un contexte d’innovation. Enfin, une bonne connaissance des
similitudes et des divergences réglementaires observées entre différents territoires comme les
Etats-Unis, 1’Union Européenne, le Japon ou encore le Canada permettrait d’optimiser le
développement de LBPs (Cordaillat-Simmons et al., 2022) et d’accéder a un marché beaucoup
plus étendu. A terme, une harmonisation de ces démarches simplifierait le développement de

médicaments innovants contenant des souches probiotiques.
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6. Synthése du chapitre I11

Les solutions pharmacologiques destinées a traiter la douleur viscérale sont limitées
et relativement peu efficaces, sans compter qu’elles sont responsables, pour la

plupart, d’effets indésirables.

Le microbiote intestinal est un acteur clé dans la physiologie de 1I’hote et dans la
régulation de la douleur viscérale. C’est pour cette raison qu’il représente une
nouvelle voie d’investigation dans la recherche de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

Aujourd’hui, et grace au développement de modeles in vitro et in vivo, le potentiel
thérapeutique de plusieurs souches bactériennes a été évalué. Certaines souches
bactériennes exercent des activités immunomodulatrices ou neuromodulatrices

conduisant a un effet antalgique.

Alors que la plupart des souches étudiées appartiennent aux genres Lactobacillus et
Bifidobacterium, les progrés de séquencage et la meilleure connaissance du
microbiote intestinal ont permis d’identifier un certain nombre d’espéces
bactériennes bénéfiques pour I’Homme. Parmi elles, les probiotiques de nouvelle
génération pourraient représenter une nouvelle classe de médicaments. Néanmoins,
une meilleure connaissance de leur mode d’action, la démonstration de leur
innocuité, une meilleure maitrise de leur production et une évolution de
réglementation européenne actuelle sont nécessaires afin d’envisager leur utilisation

en tant que nouveau médicament dans le traitement des douleurs viscérales.






Objectifs et stratégie expérimentale

La douleur abdominale chronique est un motif fréquent de consultation en
gastroentérologie et il n’existe pas, a I’heure actuelle, de traitement spécifique. C’est pourquoi,
dans le but de traiter sinon de soulager ces patients, la recherche de nouveaux traitements
antalgiques constitue une priorité. Le microbiote intestinal suscite un vif intérét puisque sa
composition semble perturbée dans de nombreuses pathologies associées a de la douleur
chronique, notamment dans le cas de pathologies touchant le tractus digestif telles que les MICI
ou le SII (Frank ef al.,2007; Tap et al., 2017). L’émergence de techniques de séquengage a haut
débit a permis d’accroitre nos connaissances tant sur sa composition que sur sa diversité, et a
révélé des signatures microbiennes liées au SII et aux MICI. Certaines especes bactériennes
voient leur population s’effondrer et leur role dans le maintien de la santé de 1’hote est
aujourd’hui fortement envisagé (Caenepeel et al., 2020). Les données de la littératures
présentées dans I’Introduction Bibliographique de ce manuscrit suggérent que le microbiote
intestinal pourrait notamment jouer un role important dans le contrdle de différentes fonctions
du systéme nerveux, faisant de lui un acteur potentiel dans la régulation du processus

douloureux (Defaye et al., 2019; O’ Mahony et al., 2017).

Dans ce contexte, le premier objectif de ma thése a été d’évaluer dans quelle mesure le
microbiote intestinal pouvait moduler I’activité de cellules neuronales. Au cours de ce projet,
la mise au point d’une méthode de screening avait pour objectif de tester les propriétés
neuromodulatrices de souches bactériennes commensales intestinales isolées de donneurs sains
sur des cellules neuronales immortalisées ainsi que sur des cultures primaires de neurones issus

de DRG de rat.

Afin d’identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le traitement des douleurs
abdominales chroniques, les souches bactériennes capables de réduire 1’activation de cellules
neuronales devaient étre testées pour leur potentiel anti-hyperalgique dans des modeles murins
de douleur viscérale. Les propriétés thérapeutiques de certaines bactéries intestinales sont
actuellement trés recherchées puisqu’elles pourraient constituer une nouvelle classe de
médicaments : les Live Biotherapeutic Products aussi appelés probiotiques de nouvelle
génération. La démonstration de leur innocuité étant une étape cruciale afin d’envisager leur
utilisation chez I’Homme, une étude complémentaire avait pour objectif d’apporter les

premiceres preuves de la non-toxicité de la souche bactérienne retenue.
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Alors que la plupart des souches probiotiques exercent des effets bénéfiques en
modulant la réponse immunitaire ou en restaurant la barriere épithéliale intestinale, I’ interaction
bactérie-neurone impliquée dans ces effets est 1’une des pistes récemment envisagées (Guo et
al., 2019). Dans ce contexte, le troisiéme objectif de ce travail visait a explorer les mécanismes

d’interaction entre bactéries et neurones participant a 1’effet anti-hyperalgique.

Enfin, la constitution d’une collection de souches bactériennes strictement anaérobies
grace au développement d’une technique innovante développée par I’Institut BIOASTER
(Bellais et al., 2022) avait pour objectif d’étendre la méthode de travail adoptée au cours de ce

projet a d’autres espéces du microbiote intestinal.
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ABSTRACT

The potential role of gut microbiota in pain modulation is arousing an emerging interest since
recent years. This study investigated neuromodulatory properties of gut microbiota to identify
next generation probiotics in order to propose alternative therapies for visceral pain
management. Neuromodulation ability of 10 bacterial strains isolated from healthy donor was
assessed both on ND7/23 immortalized cell line and primary neuronal cells from rat DRG. This
screening highlighted the neuroinhibitory property of Parabacteroides distasonis (F1-2) strain,
supported both by its intracellular content and membrane fraction, which was further
investigated in visceral pain mouse models. Oral administration of F1-2 resulted in a significant
1.37-fold decrease of colonic hypersensitivity (CHS) in dextran sulfate sodium (0,5%) model
associated with low-grade inflammation (p<0.05) and 1.98-fold decrease of CHS in Citrobacter
rodentium post-infectious models (p<0.05). No effect of F1-2 oral administration on CHS was

observed in a neonatal maternal separation stress model. Anti-hyperalgesic effect unlikely
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involved modulation of inflammatory processes or restoration of intestinal barrier.
Exploration of direct dialogue mechanisms between this strain and nervous system, assessed by
calcium imaging experiments, revealed that F1-2 interacts directly with nociceptors by reducing
activation level upon capsaicin, inflammatory soup and bradykinin stimulations. Our study
provides new insights about bacteria-host interaction and places P. distasonis as a potential
therapeutic strategy in the treatment of visceral pain observed in leaky-gut associated
pathologies.

Key words: Gut microbiota, visceral pain modulation, anti-hyperalgesia, Parabacteroides
distasonis.

1- INTRODUCTION

In addition to dysregulation of immune response, change in stool consistency and
frequency, the development of chronic abdominal pain is part of symptomatology associated
with Inflammatory Bowel Diseases (IBD) and Irritable Bowel Syndrome (IBS) [1-3]. Due to
its complex etiology, IBS treatments aim at relieving patients rather than treating pathology and
remain poorly effective [4]. Considering IBD, anti-inflammatory drugs or immunomodulators
offer a large therapeutic arsenal to control inflammation but management of chronic abdominal
pain remains challenging mainly because of intestinal adverse effects associated with analgesic
pharmacological therapies [5].

Impairments of the microbiota-gut-brain tripartite communication are well-established
feature of many intestinal pathologies, and dysbiotic microbiome is now recognized as a
hallmark of IBS and IBD with a relative decrease in Firmicutes and an increase in Bacteroidetes
and Enterobacteriaceae [6-9]. At peripheral level, despite pain sensation may be initiated
through inflammatory mediators release triggered by microbial signals, recent evidences
revealed that direct interaction between microbial cells and nervous system is possible and
could lead to subsequent pain signaling and associated comorbidities [10-15]. Recent reports
also suggest beneficial effects of some prevalent bacterial species with reduced abundancy in
several pathologies. Some of them, such as Faecalibacterium prausnitzii [16-18], Akkermansia
muciniphila [18-19] or Parabacteroides distasonis [21-23] display anti-inflammatory or anti-
nociceptive properties although mechanism of action driving the neuromodulatory effect of
these species remain poorly understood and seems to be dependent on the bacterial strain.

In sight of the emerging role of the microbiota in pain processing, the modulation of its
composition has become a novel strategy to relieve visceral pain. This modulation by several

ways can be effective in more or less long term. Among these, “biotics” products are gaining a
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great interest [24-27] since those treatments rely on administration of commensal bacteria
generally well-tolerated compared with pharmacological therapies often responsible for adverse
effects. A focus is now made on “Live Biotherapeutic Products” defined as live microorganisms
with ability to treat or cure symptoms or diseases unlike most of the current probiotics used as
dietary supplements [28]. In this regard, our work compared firstly the neuromodulatory
capacity of several bacterial fractions from different species isolated from healthy donors to
identify a potential candidate to reduce visceral pain in mouse models with different etiologies
characterized by colonic hypersensitivity (CHS). This screening highlighted Parabacteroides
distasonis reference strain F1-2 as a potent neuroinhibitory probiotical strain with anti-
hyperalgesic properties in pain models associated with increased intestinal permeability. After
having identify potential candidate, further experiments were secondly performed to identify

molecular mechanisms and cellular pathways involved in the effect of this F1-2 strain.

2- MATERIALS AND METHODS

2.1. Bacterial cells

2.1.1. Bacterial strain isolation, identification, growth conditions and fractioning

Bacterial strains were isolated from feces of a male healthy donor, (34 years, 178 cm, BMI:
22.1 kg.m?) without gastrointestinal symptoms and antibiotics treatment for the past 6 months,
who provided a written informed consent. Feces samples were processed within one hour of
donation in anaerobic condition. To limit oxygen exposure, they were expressly transferred in
an anaerobic chamber filled with N2 (85%), Hz (5%) and COz (10%). YBHI culture medium
used for anaerobic bacteria isolation, containing Brain Heart Infusion (37 g.L') and Yeast
extract (5 g.L"), was supplemented with D-Maltose (1 g.L!), D-cellobiose (1 g.L!), L-cysteine
hydrochloride (0.5 g.L'"), Hemin (10 mg.L"), agar (14 g.L'") and was adjusted at pH 6.9. After
48h incubation at 37°C in strict anaerobic conditions, bacterial isolates were purified on fresh
agar medium and tested for their oxygen susceptibility. Each colony unable to develop after 1h
of oxygen exposure was selected and identified by 16s rRNA sequencing. Ten anaerobic
bacterial isolates were characterized and stocked at -80°C with 20% of glycerol.

For bacterial screening, all anaerobic bacterial isolates were cultivated in complex anaerobic
medium containing Neutralized soya peptone (10 g.L' OXOID), Yeast extract (15 g.L!
OXOID), KH2PO4 (0.9 g.L'!), KoHPO4 (0.9 g.L), NaCl (0.9 g.L'"), sodium acetate (2.7 g.L™!),
MgS04,7H20 (0.09 g.L'!), L-cysteine hydrochloride (1 g.L!), D-glucose (20 g.L "), NaHCOs
(4 g.L'"), maltose (0.5 g.L! Sigma), cellobiose (0.5 g.L! Sigma), adjusted at pH 6.9 at 37°C
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during 24 to 48h. Biomass of each bacterial isolate was harvested by centrifuging whole culture
30 minutes at 5000g at 4°C and suspended in physiological solution composed by NaCl (140
mM), KCI (3 mM), MgCL (1 mM), CaCl; (2 mM), D-Glucose (10 mM), HEPES (10 mM)
adjusted at pH 7.4. Cells suspensions were mechanically lysed by high-pressure homogenizer
at 2.6 kbar (One shot cell disrupter from Constant systems Ltd) allowing efficient lysis of
bacterial cells. Lysed biomass was centrifuged at 5000g during 15 min at 4°C to separate
insoluble fraction (bacterial membranes or biomass) to intracellular content (also called lysate).
Intracellular content was sterilized by filtration (0.2 um). Each bacterial fraction was stocked

at -80°C before being tested for its neuromodulatory potential.

2.1.2. Parabacteroides distasonis growth conditions

Parabacteroides distasonis (isolate F1-2 (CNCM 1-5828) and corresponding reference strain
from ATCC collection (ATCC®8503™)) were cultivated in 5L bioreactor containing complex
anaerobic medium as described above. Anaerobic conditions were maintained by continuous

injection of a gas mixture (N, (85%), H, (5%) and CO, (10%)) allowing to maintain low Redox

potential (-400 mV) and homogenization was ensured by 2 Rushton blades with an agitation
rate of 150 rpm. Bioreactor culture was conducted during 24h with a controlled temperature of

37°C and reached OD of 6. Biomass of P. distasonis was harvested by centrifuging whole

600nm
culture 30 minutes at 5000 g at 4°C in anaerobic condition to maintain cell viability and

conserved in PBS supplemented with 20% of glycerol. Bacterial titer was estimated between

1,52x 10" CFU.mL" t0 2.06 x 10" CFU.mL"" according to the batch production by count on
brucella blood agar medium (BBA).

2.2. In vivo experiments

2.2.1. Animals and ethic statements

Male C57Bl/6 mice (6-9 weeks old), and male Wistar rats were obtained from Janvier
laboratories (Le Genest-Saint-Isle, France). Male C57Bl/6 mice Navl.8-Cre-GFP were
obtained by crossing mT/mG mice with Nav1.8-Cre mice [29] (from Jackson Laboratory). Mice
and rats were housed in a temperature-controlled room (21+/-1°C) under standard conditions,
with access to food and water ad libitum. For Dextran Sulfate Sodium (DSS) induced CHS
model and Neonatal Maternal Separation (NMS) mouse model, mice were housed in Specific-
Pathogen-Free (SPF). For Post-infectious IBS mouse model, mice were housed in the biosafety

level 2 (ABSL2) facility of University of Clermont Auvergne (Clermont-Ferrand, France). All
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Figure 1: Experimental procedure of colonic hypersensitivity induced mouse model. a)
DSS 0,5% CHS induced mouse model. b) Citrobacter rodentium post-infectious IBS mouse
model and c¢) neonatal maternal separation (NMS) mouse model. FI-2 : P. distasonis FI1-2
bacterial strain; CRD : Colorectal distension; DSS : Dextran Sulfate Sodium; EPM : Elevated
plus maze test; FITC : Fluorescein isothiocyanate dextran.



experiments were performed according to the ethical guidelines set out by International
Association for the Study of Pain [30], complied with the European Union regulation and were
approved by ethics committees: the local committees C2EA-02 of Clermont-Ferrand (approvals
DSS : protocol number APAFIS 02498.01; NMS : protocol number CE110-12 and CE111-12
; PI-IBS : protocol number EU0116-3460). The authors have read the ARRIVE guidelines, and

the manuscript was prepared and revised according to the ARRIVE guidelines.

2.2.2. Mouse models of colonic hypersensitivity and bacterial treatments

Three models of CHS were used. Firstly, low-grade inflammation was induced by 0.5% (w/v)
of DSS (MW = 36,000-50,000 Da) dissolved in drinking water for 12 days ad libitum. Control
group received only drinking water. A post-infectious IBS (PI-IBS) model induced by
Citrobacter rodentium inoculation was also performed as described by Meynier et al/ [31].
Finally, a NMS model was induced by pups isolation from their mothers from day 2 to day 14,
3 hours per day as previously described [17,32]. Pups were then left with their mothers up to

weaning and the experiment was performed on nine-week-old mice.

In all CHS animal models, mice were daily gavaged with 0.2 mL of 1.52 x 10" CFU.mL"! of
P. distasonis F1-2 strain during 8 to 12 days according to the model. In DSS-induced CHS
mouse model, mice were daily gavaged with P. distasonis F1-2 strain or P. distasonis
ATCC®8503™ strain (0.2 mL of 2.06 x 10'® CFU.mL") which have been produced in the same
growth conditions during 12 days (Fig. 1a). In PI-IBS, mice were treated with F1-2 during post-
infectious phase for 8 days, from day 16 until day 23 (Fig. 1b) whereas hypersensitive NMS

mouse were gavaged during 10 days (Fig. 1¢).

2.2.3. Colonic sensitivity

Colonic sensitivity was evaluated by quantifying intracolonic pressure variations in response to
colorectal distensions (CRD) at the end of experiment in each CHS mouse mode as previously
described [31]. Briefly, mice were habituated 30 min prior to experiments to reduce motion
artefacts due to restraint stress. A polyethylene balloon with connecting catheter was inserted
in the distal colon, 1 cm from the base of the balloon to the anus of mice, during light isoflurane
anesthesia. The catheter was fixed to the tail with tape. The balloon was connected to pressure
transducer to control intraballoon pressure during CRD procedure. Barostat was used to manage
air infiltration and balloon pressure control. The CRD procedure allows assessing visceral pain-
related responses and consisted of repeated phasic distensions of 20, 40, 60 and 80 mmHg, with

a duration of 20 seconds and spaced from each other by 4 minutes.
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2.2.4. Anxiety-like behavior

Anxiety-like behavior was assessed by using Elevated Plus Maze (EPM) test (ViewPoint
Behavior Technology, Lissieu, France) at 21 days post infection as previously described [31].
Mice were acclimated to the room at least 45 minutes before test. Individual animal was placed
in the central zone and allowed to explore the maze for 5 minutes. Mice were recorded with a
camera and data were manually scored. The perform distance in the apparatus was recorded
(Ethovision XT 15, Noldus). Anxiety was characterized through the number of entries in each

arm (considered when the four taws are located within the arm) and time spent in open arms.

2.2.5. Intestinal permeability

In vivo intestinal permeability was assessed using fluorescein dextran (FITC-dextran 4000 Da,
TdB labs). Briefly, fasting mice were orally gavaged with 0.6 mg.g™' of FITC-dextran per mouse
body weight, after P. distasonis F1-2 gavage period. Three hours and a half after FITC gavage,
blood samples were collected from the retro-orbital venous plexus and plasma FITC levels were
determined on serum fraction by fluorometry at 488 nm using a Flexstation 3 Multi-Mode

microplate reader (Molecular Devices).

2.2.6. Colonic inflammation

Colonic section of DSS treated mice were harvested at the end of experiment and were
homogenized in potassium phosphate buffer (50 mM) containing HTAB at 0.5% (w/v)
(SIGMA). Supernatants were collected and frozen at -20°C. Inflammatory mediators’ levels
were measured by ELISA using the Duoset kit (R&D System), according to the manufacturer’s
instructions. Inflammatory level was assessed by measure following inflammatory mediators:
Lipocalin-2, [1-1B and IL-8. Th1-Th2 (Bio-Plex Pro Mouse Cytokine TH1-TH2 kit, BIO-RAD)
and Th17 (Bio-Plex Pro Mouse Th17 Panel kit, Bio-Rad) inflammatory pathways were
followed by LUMINEX technology (BIOPLEX® Luminex 200 Bio-Rad), following supplier
recommendations. Data acquisition and/or data analysis were performed on the Department of

Biochemistry and Molecular Genetics of Clermont-Ferrand University Hospital.
2.3. In vitro experiments

2.3.1. Neuronal cells primary culture

DRGs from male Wistar rat, male C57Bl/6 wild-type mouse and male Navl.8-Cre-GFP

C57Bl/6 mouse were explanted, cleaned of anterior and posterior roots and connective tissue
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Figure 2: Experimental procedure of in vitro evaluation of neuromodulatory properties of
bacterial strains. a) Neuromodulatory properties protocol-screening on ND7/23 immortalized
neuronal cells and on primary neuronal cells from DRG rat. b) Evaluation of neuronal cells
activation by ratiometric calcium imaging on DRG mice neurons.

Table 1: Bacterial strains isolated from feces of healthy male donor. 10 bacterial isolates
were selected based on their oxygen susceptibility on agar medium and identified by 16S rRNA
sequencing.

Isolate Denomination Species Identity (16S rRNA sequencing)
A2-3 Escherichia/Shigella coli group
F1-2 Parabacteroides distasonis
NEO0037 Bifidobacterium adolescentis
A2-2 Unknow (not identified)

F1-1 Bifidobacterium longum

G2-1 Clostridium citroniae

Gl1-2 Bifidobacterium animalis
NEO0060 Hafnia alvei

Al-7 Unknown (not identified)

Gl-1 Actinomyces turinencis




and digested by enzyme mix containing Collagenase type III (5 mg.mL"!; Worthington) and
Dispase (10 mg.mL'; Gibco), for 45 min to 1h15 at 37°C. DRG suspension was centrifuged at
175 g for 15 seconds after which the supernatant was removed and replaced by 1 mL of
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; SIGMA). The DRG suspension was triturated
through fire polished Pasteur pipettes and spined at 175 g for 5 seconds. The supernatant
containing dissociated cells was saved at each trituration step. Trituration was repeated 6 time
for mice DRG and 9 times for rat DRG using 3 fire polish Pasteur pipettes of decreasing
diameter. Cell solution was spined for 5 min at 175 g. Supernatant was removed and replaced
by 400 uL of DMEM supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, sodium pyruvate (110
mg.mL"), L-glutamine (2 mM), penicillin (100 pg.mL™), streptomycin (100 p g.mL™),
vitamins, amino acids (MEM NEAA, Gibco) and NGF (6.25 pg.mL™"). Four microliters of the
cell suspension from rat DRG were plated in 96 wells microplates (Krystal 96-well plate with
glass bottom black colour; Dutsher) for bacterial screening experiment. For ratiometric calcium
imaging experiments, 20 uL of cell suspension from mice DRG were plated on poly-L-Lysine
(100 pg.mL1) and laminin (200 ng.mL!) coated glass coverslips. Cells were incubated during
30 minutes at 37°C before adding DMEM supplemented medium. Cells were then incubated at

37°C overnight up to experiments.

2.3.2. Global calcium imaging in cultured cells

To assess neuromodulatory potential of bacterial fractions, first approach was to evaluate the
global signal of neuronal cells in culture. First, screening has been made on ND7/23
immortalized neuronal cell line (from European Collection of Authenticated Cell Culture,
Merck, France) generated by fusion of cultured neonatal rat DRG neurons with N18TG2 mouse
neuroblastoma cells [33]. This immortalized cell line has been characterized as a sensory neuron
model [34,35]. ND7/23 cells were cultivated in 15 mL of DMEM supplemented with 10% (v/v)
fetal bovine serum, sodium pyruvate (110 mg.mL "), L-glutamine (2 mM), and penicillin (100
ng.mL), streptomycin (100 pg.mL™!) in 75-cm? culture flask. At 80% confluence, cells were
detached from the substrate, centrifuged at 175 g for 5 minutes and suspended in ND7/23 fresh

culture medium at 8.0 x 10” cells.mL". ND7/23 suspension was plated on 96 microplate wells

(Greiner bio-one 655096) at 8.0 x 10" cells/well and incubated at 37°C overnight. After 24h of
incubation, culture medium was removed and replaced by 81 pL of calcium probe (Kit FLIPR
Calcium 6-QF, Molecular Devices, 2485 nm (excitation) and A525 nm (emission)) and 81 pL
of HBSS (Hank’s Buffered Salt solution)-HEPES buffer 20 mM (adjusted at pH 7.4, 300
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mOsm). Cells were incubated with calcium probe during 2h at 37°C, following supplier
recommendations. Bacterial fractions were injected in each microplate well following neuronal
activation with Flexstation 3 Multi-Mode microplate reader (Molecular Devices) during 3
minutes after injection. ND7/23 were incubated with bacterial fractions during 45 minutes
before being stimulated with bradykinin (40 nM). Neuronal activation was followed during 3
minutes after stimulatory injection (Fig. 2a). Data analysis consists in maximum signal to
stimulation determined on F-FO normalized kinetic. Maximum signal to stimulatory solution
relative to control was calculated. Based on the similar approach described above,
neuromodulatory potential of bacterial fraction was also tested on DRG Wistar rat primary
neuronal cells (from Janvier laboratories) stimulated with capsaicin (4 pM) instead of

bradykinin.

2.3.3. Single cell ratiometric calcium imaging

To explore interaction that occurs between bacterial cells and DRG mice neuronal cells, another
approach has been adopted. By contrast with global calcium imaging previously described
above, single cell ratiometric calcium imaging technical approach has been preferred because
of'its capability to monitor calcium signaling of single and isolated neuron represented by single
spike resolution. In these experiments, intracellular free Ca®" was followed with Ca**
ratiometric dye Fura-2 acetoxymethyl ester (Fura 2-AM, Invitrogen). DRG mice neurons were
loaded with Fura-2 solution (4 uM) supplemented by pluronic acid (1 pg.mL™) for 45 minutes
at 37°C with slight agitation (40 rpm). All imaging experiments were performed at 32°C in a
dark room. After loading, glass coverslip was mounted in an imaging/perfusion chamber
equipped with perfusion valve system which was mounted and viewed through an inverted
microscope. Neuronal cells were alternatively illuminated with 340 nm and 380 nm
wavelengths. The exposure time to excitation was 400 ms for each wavelength. Image pairs
were acquired every 2 seconds. All calcium imaging experiments consisted on 2 stimulations
spaced by 5 min incubation with 2.4 x 108 P. distasonis F1-2 viable cells suspension after being
rinsed with Tyrode buffer solution (Fig. 2b). Capsaicin (SIGMA), Inflammatory soup
composed by bradykinin acetate salt (SIGMA), serotonin hydrochloride (SIGMA),
Prostaglandin E2 (Sellesckchem), Histamine dichlorhydrate (SIGMA) adjusted at pH6, or
potassium chloride (30 mM) were tested. A lastly KCI (50 mM) stimulation was assessed at the
end to evaluate cell viability. Tyrode buffer solution was composed as followed: NaCl (140
mM), KCI (3 mM), MgCL (1 mM), CaCl; (2 mM), D-Glucose (10 mM), HEPES (10 mM)

adjusted at pH7.4. Osmolarity was also adjusted at 300 mOsm. KCI solution was composed as
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Figure 3: Commensal strict anaerobic bacteria modulate neuronal responses to
nociceptive stimulation via direct interaction. (a) and (b) Ca** responses of ND7/23 neuronal
cells loaded with calcium probe (FLIPR Calcium 6 QF) stimulated with bradykinin (40 nM)
after 45 min incubation respectively with (a) insoluble fraction (biomass) or (b) intracellular
bacterial cells content. (c) and (d) Ca** responses of primary neuronal cells from DRG rat loaded
with calcium probe (FLIPR Calcium 6 QF), stimulated with capsaicin (4 pM), after 45 min
incubation with insoluble fraction (c) or intracellular bacterial cell content (d). Bar graphs
represent maximum peaks values on normalized F-FO relative to control. Each point represents
an average of 3 to 4 independent readings for each bacterial fraction and 15 to 16 independent
readings for control. Mean = SEM.



followed: NaCl (93 mM), KCI (50 mM), MgCl, (1 mM), CaCl, (2 mM), D-Glucose (10 mM),
HEPES (10 mM) adjusted at pH7.4. Osmolarity was also adjusted at 300 mOsm. Data analysis
was assessed on AF/FO normalized kinetics and consisted in clusterization of neuronal sub
populations. For each experiment, 2 sub populations have been identified. First population
corresponded to neuronal cells responding both to the first and the second stimulation applied.
Second population corresponded to neuronal cells only responding to the first stimulation. All
neuronal cells included in analysis responded to KCl final stimulation and were considered as

viable neurons (Fig. 2b).

2.4. Statistical analysis
Results were expressed as mean + SEM. Statistical analysis were performed with GraphPad

Prism 7 software (GraphPad, La Jolla, USA). D’ Agostino-Pearson test and Shapiro-Wilk test
have been used to check if data follow a normal distribution. Mann-Whitney test and Student t
test were used to compare two groups. One-way ANOVA, Kruskal-Wallis test or two-way
ANOVA were used for intergroup-comparisons with Tukey’s, Dunn’s and Dunnett’s test to
compare more than two-groups. To compare populations between two conditions, Chi square

test was used. A p value < 0.05 was considered statistically significant.

3- RESULTS

3.1. Commensal strict anaerobic bacteria fractions modulate neuronal responses to
nociceptive stimulation via direct interaction.

Isolation step made possible to constitute a 10 bacterial strains collection selected on their
oxygen susceptibility (Table 1). Among all the tested biomasses, screening results revealed that
only F1-2 biomass displayed an inhibitory effect on calcium response following bradykinin
stimulation on ND7/23 cells in culture (Fig. 3a). About the intrabacterial contents, most of them
inhibited calcium response to bradykinin on ND7/23 cells in culture, with a strong reduction
observed following incubation with F1-2, NEO0037 and F1-1 soluble fractions (Fig. 3b).

In DRG neuronal cells primary culture, four biomasses displayed an inhibitory effect on
calcium response following capsaicin stimulation while the others had no significant effect
(Fig. 3¢). However, most of the intracellular contents showing inhibitory effect in ND7/23 cells
also reduced DRG neurons response to capsaicin (Figs. 3b and d).

F1-2 bacterial strain was the only one to carry inhibitory activity both in its biomass and in its
intracellular content in ND7/23 cells and DRG neurons. This particular strain, identified as
Parabacteroides distasonis, was further explored to test its effect on colonic sensitivity in CHS

mouse models.
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distasonis F1-2 alleviates colonic

hypersensitivity independently of intestinal barrier reinforcement or proinflammation
resolution in a DSS-CHS induced model. CHS was induced using 0,5% DSS for 12 days.
Mice were daily gavaged with vehicle or P. distasonis F1-2 or vehicle. (a) Visceromotor
response to colorectal distension in control (water + vehicle) mice (n = 8), DSS 0,5% + vehicle
treated mice (n = 10), DSS 0,5% + P. distasonis F1-2 (n = 9) treated mice was assessed at D12.
(b) The area under curve (AUC) was calculated between 60 and 80mmHg for the different
groups. (c) Intestinal permeability was assessed at D11 using FITC-dextran tracer. (d) Lipocalin
2, (e) CXCLI/KC (IL-8) and (f) IL-1B colonic level were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) in DSS and DNBS visceral pain mouse model. Mean + SEM. *
: Water + Veh vs. DSS 0,5% + Veh. $ : DSS 0,5% + Veh vs. DSS 0,5% + F1-2.



3.2. Administration of Parabacteroides distasonis F1-2 alleviates colonic
hypersensitivity independently of intestinal barrier reinforcement or
proinflammation resolution in a DSS-induced CHS model.

A significant CHS was developed in mice treated with DSS (p<0.001 at 40, 60 and 80 mmHg)
(Figs. 4a and b). Oral administration of P. distasonis F1-2 significantly reduced CHS (Fig. 4a)
(DSS + veh vs. DSS + F1-2: p<0.05 at 40 and 60 mmHg; p<0.0001 at 80 mmHg) illustrated by
1.37-fold decrease of AUC between 60 and 80 mmHg in F1-2 treated mice compared to DSS
treated mice (Fig. 4b). The anti-hypersensitive effect exerted by F1-2 was compared to that of
the reference strain ATCC®8503™ belonging to the same species and that shares 99.51% 16s
RNA sequence homology with F1-2. Results of CRD suggested that, unlike F1-2 strain,
reference strain had no effect on CHS induced by DSS treatment (Fig. S1a and b).
Measurement of intestinal barrier disruption highlighted a higher permeability after DSS
treatment (p<0.001) that was not significantly reduced by P. distasonis F1-2 administration
(Fig. 4c¢).

Colonic inflammation, evaluated by Lipocalin 2 (Lcn2), CXCL1/KC and IL-1B levels, was
increased in DSS-treated mice but remained unchanged after F1-2 treatment (Figs. 4d, e and
f). Colonic inflammation severity was further evaluated by LUMINEX technology. Th1-Th2
and Th17 inflammatory pathways were targeted and none of 18 cytokines measured was

significantly increased after DSS treatment (Fig. S2).

3.3. P. distasonis F1-2 alleviates colonic hypersensitivity but not anxiety-like
behavior in post-infectious IBS mouse model.

As previously described [31], Citrobacter rodentium inoculation induced CHS after pathogen
clearance by increasing intracolonic pressure to colorectal distension (p<0.05 at 60 mmHg and
p<0.01 at 80mmHg) (Figs. 5a and b). Oral administration of F1-2 during 8 days significantly
reduced chronic colonic hypersensitivity in this model (p<0.01 at §0mmHg) (Fig. Sa) illustrated
by 1.98-fold decrease of AUC between 60 and 80 mmHg in F1-2 treated mice compared to
infected mice group (Fig. Sb). Post-infectious anxiety-like behavior in Citrobacter rodentium
infected mice has already been described [31]. This result was confirmed in our study by an
increase of the number of entries (p<<0.01) (Fig. 5¢) and time spent in open arms (p<0.01) (Fig.
5d) during EPM test. F1-2 treatment had no beneficial effect on anxiety-like behavior in this
model (Figs. Sc and d).
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Figure S1: Administration of Parabacteroides distasonis F1-2 but not P. distasonis ATCC 8503
prevents colonic hypersensitivity in DSS-CHS induced mouse model. CHS was induced using 0,5%
DSS for 12 days. Mice were daily gavaged with vehicle or P. distasonis F1-2 or P. distasonis ATCC
8503. (a) Visceromotor response to colorectal distension in control (water + vehicle) mice (n = 9), DSS
0,5% + vehicle treated mice (n = 11), DSS 0,5% + P. distasonis F1-2 (n = 10) or DSS 0,5% + P.
distasonis ATCC 8503 (n = 10) treated mice was assessed at D12. (b) The area under curve (AUC) was
calculated between 60 and 80mmHg for the different groups. Mean = SEM.

Figure S2: Immunomodulatory properties of P. distasonis F1-2 in DSS (0,5%) CHS induced mouse
model. Mean = SEM.

DSS 0,5% + DSS 0,5% + F1-

(pa/mL) Ctrl + Veh Veh 2
IL-2 027 £ 0,07 0,15+ 0,03 0.22 + 0,06
IL-4 0,210,086 0,17 0,05 0,16+ 0,04
IL-5 0,54 0,20 0,27 0,02 0.30 + 0,06
IL-10 1,48 £ 0,42 297+1,29 1,66 +0,32
Th1/Th2
IL-12 0,30+ 0,16 0.37+0,18 0+0
IFN-y 0,38 0,11 038+013 0,62 +0,27
TNFa 0,82+0,16 0,76 £ 0,11 047 +0,14
GM-CSF 0.19+0,19 0+0 0.27 £0,27
IL-17F 1,49+ 0,31 1.31+0,11 175+0,25
IL-21 348+348 0+0 3711371
IL-22 0,81+032 2,20+ 0,67 363+1,08
IL-23 0,97 097 00 0,57 £ 0,57
IL-31 24199+3327 191481927  24815+4343
m IL-33 53,10 £ 8,55 85,04 £12,37 82,48 + 11,01
CD40-L 7,19+ 3,04 3.29+255 11,47 £5.81
MIP-3a 0x0 00 0+0
IL-25 1,73 +£1,05 1,96 +1,79 1,86 £1,27

IL-27 089+033 0,20 £ 0,068 199117



3.4. Administration of P. distasonis F1-2 do not modify colonic hypersensitivity in a
non-inflammatory IBS mouse model.

Our previous experiments showed the efficacy of F1-2 treatment in two models of CHS
associated with intestinal hyperpermeability. In order to evaluate the impact of F1-2 strain in a
model with a different etiology and without permeability impairments we used a NMS
paradigm protocol to induce long term CHS [36]. Results of CRD showed that F1-2 has no
effect on CHS in this NMS model (Figs. 6a and b) suggesting that intestinal barrier disruption

may be required to observe a beneficial effect of F1-2 strain (Fig. 6c¢).

3.5. P. distasonis F1-2 decreases nociceptors activation level.
Mouse DRG neurons in culture were submitted to 2 challenges with high concentration KCI

(30 mM), capsaicin (1 uM) or inflammatory soup. In between, cells were incubated either with
F1-2 strain or vehicle. Incubation of DRG neurons with F1-2 strain for 5 minutes did not affect
the percentage of cells activated by a high KCI concentration used as a pan-neuronal stimulation
(Fig. 7a). Interestingly, whereas 5.17% of the cells were desensitized to a second capsaicin
challenge in the control group, this rate reached 17.72% in cells incubated with F1-2 (Fig. 7b).
Among cells responding to inflammatory soup stimulation at the 1% challenge, 12.7% of cells
were inactivated at the second challenge in the control group whereas up to 32.2% did not
respond when incubated with F1-2 (Fig. 7¢).

To further explore the effect of F1-2 strain on nociceptors activation, the same kind of
experiments was performed on DRG neurons cultures stemming from Nav1.8-Cre-GFP mice.
F1-2 significantly increased the percentage of non-responding cells to the second capsaicin
stimulation in Nav1.8 expressing cells (p<0.001) and Navl.8 negative neurons (p<0.05)
compared to control group (Fig. 7d). When neuronal cells were stimulated with inflammatory
soup, the percentage of non-responding cells was significantly increased in Nav1.8 positive

neurons (p<0.01) and no significant effect was observed in Nav1.8 negative cells (Fig. 7e).

3.6. P. distasonis F1-2 decreases activation signal of neuronal cells stimulated with
bradykinin.

As previously described, F1-2 had a very potent effect in ND7/23 cells following bradykinin
stimulation and also in DRG neurons after inflammatory soup challenge containing bradykinin.
This is why we focused the next experiment on neuromodulation property of F1-2 strain after
bradykinin stimulation in DRG neurons. In a first experiment, we assessed the effect of F1-2
strain on primary neuronal cells from DRG mice stimulated by inflammatory soup containing
(IS (+) BK) or deprived (IS (-) BK) of bradykinin or bradykinin alone (BK) by single cell

calcium imaging (Fig 2b). Results indicated that 5 min contact with F1-2 bacterial strain
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Figure 5: P. distasonis F1-2 alleviates colonic hypersensitivity but not anxiety like behavior
in post-infectious IBS mouse model. Mice were infected with C. rodentium at DO before being
gavaged with P. distasonis F1-2 or vehicle between D16 to D24. (a) Visceromotor response to
colorectal distension in uninfected mice (n=8), Infected + vehicle mice (n=9) and P. distasonis
F1-2 infected treated mice (n=7) was assessed at D24. (b) Area under curve between 60 and 80
mmHg for the different groups. Behavioral effect on anxiety-like behavior was evaluated with
Elevated Plus Maze test (EPM) at day 21. (c) entries in open arms, (d) time spent in open arms
and (e) entries in closed arms was measured during 5 minutes. Mean = SEM. * Uninfected +
Veh vs. Infected + Veh. # : Infected + Veh vs. Infected + F1-2.



increased the number of neuronal cells not responding to the second IS (+) BK stimulation in
accordance with the previous results (Fig.7c and 8a). This effect was lost when inflammatory
soup was deprived of bradykinin. Finally, when neuronal cells were stimulated with bradykinin
alone, whereas 39.5% of the cells were desensitized during 2™ stimulation in the control group,
incubation with F1-2 strain increased the proportion of desensitized cells to 82.9% (Fig. 8a).
In a second experiment, dose-response curve of bradykinin on immortalized ND7/23 neuronal
cells was assessed after 45 min incubation with F1-2 or vehicle (Fig. 8b). P. distasonis F1-2
treatment significantly reduced maximum fluorescence intensity after bradykinin stimulation
for every dose tested. Therefore, EC50 switched from 6.1 nM in the control group to 22 nM in
presence of F1-2 (Fig. 8b).

4- DISCUSSION
The present study highlighted the neuroinhibitory effect of bacterial strain P. distasonis

F1-2 in ND7/23 immortalized neuronal cell line and primary culture of rat and mouse DRG
neurons following stimulation with several algogenic substances. Moreover, this strain strongly
reduced CHS solely in mice models associated with intestinal hyperpermeability supporting the
hypothesis of a direct “bacteria-nervous system” interaction.

Isolation step and identification by 16s rRNA sequencing of fecal anaerobic bacteria led
to the constitution of a 10 strains collection. Most of the soluble and insoluble fractions
extracted from these bacterial species were able to modulate activation of ND7/23 immortalized
cell line as well as DRG neuronal cells either by increasing or lowering intracellular calcium
flows upon stimulation with algogenic substances. Direct neuromodulation by bacteria has been
studied for few years now. In most cases, an activation of afferent neurons was shown after
exposure to pathogenic strains such as Staphylococcus aureus [37)], Porphyromonas gingivalis
[38] or Mycobacterium tuberculosis [39] although dialogue mechanisms between bacteria and
neurons are still poorly understood. Regarding the diversity of gut microbiota, we hypothesized
that besides neuronal activation induced by a subset of pathogenic strains, some species could,
by contrast, modulate neuronal activation to inhibit pain signal arising from the gut. Previous
reports demonstrated the antihyperalgesic properties of several bacterial species including
Lactobacillus acidophilus, Faecalibacterium prausnitzii or some Bifidobacteria in models of
visceral pain in rodents but a direct inhibition of neuronal activation was not established so far
[35].

P. distasonis is a high prevalent bacteria and a member of core microbiota considering that is

found in 91.7% of healthy subjects [40] and might represent up to 38% of Bacteroidetes
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Figure 6: Administration of Parabacteroides distasonis F1-2 did not reverse colonic
hypersensitivity in NMS visceral pain mouse model. P. distasonis F1-2 strain was tested in
neonatal maternal separation visceral pain mouse model (NMS). Colonic hypersensitivity was
assessed by colorectal distension (CRD) at the end experiment. (a) Visceromotor response to
colorectal distension NMS mouse model: NMS-S + vehicle (n = 8) and NMS-S + F1-2 (n = 8)
treated mice. (b) The area under curve (AUC) was calculated between 60 and 80mmHg for the
different groups. (c) Intestinal permeability was assessed at D10 using FITC-dextran tracer, and
compared to that of DSS mouse model. Mean + SEM.



present in the gut [41,42]. Because of its lowered abundance in diverse pathological contexts,
and more particularly in IBD [36,38], this strain was thought to provide beneficial effects to the
host [44] through probiotics properties that depends on bacterial strain [45,46]. Nevertheless
deleterious effects were also associated with end-products fermentation of P. distasonis such
as succinic acid production which acts as a pro-inflammatory signaling molecule in immune
cells [47]. This discrepancy may be explained by differences between strains. For instance, no
effect of the reference ATCC strain (ATCC®8503™) was observed on CHS in our study
compared with the isolated strain. This paradoxical effect is consistent with variability observed
between the species and described in the literature [21,46,48]. Among the 3 models of CHS
used in our work, the isolated F1-2 strain reduced colonic sensitivity in DSS-induced CHS
model associated with low-grade inflammation and in the post-infectious IBS model using
Citrobacter rodentium but not in a neonatal stress model of maternal separation paradigm.
Degree of intestinal permeability is certainly one of the parameters differentiating those three
models. A “leaky gut” is a hallmark of DSS-induced CHS model and we previously
demonstrated that intestinal barrier integrity is also altered both in infectious and post-infectious
phases of this model [31]. Interestingly, no effect of F1-2 strain on CHS was observed in the
NMS model for which we previously observed only a slight increase in colonic permeability,
but much less than what is observed in the two previous models [32]. We hypothesized that, in
a pathological context in which intestinal barrier is disrupted, bacteria-neurons direct contact
may be facilitated and would participate to the anti-hyperalgesic characteristics of the F1-2
strain.

Trying to decipher beneficial effects of F1-2 strain, we further investigated its impact
on intestinal permeability in the DSS-induced CHS model. P. distasonis F1-2 was not able to
restore normal intestinal permeability compromised in this model. Only a few strains belonging
to the species have been described for their ability to reinforce epithelial barrier, especially by
increasing production of proteins involved in tight junction such as OCCLUDIN and ZO-1 in
TNBS colitis induced mouse model [21,22,49].

The anti-hyperalgesic effect of P. distasonis F1-2 may involve different mechanisms at both
peripheral and central levels. To further characterize these mechanisms, we evaluated the
modulation of inflammatory parameters by F1-2 strain in the DSS-induced CHS model,
characterized by a low-grade colonic inflammation induced by 0.5% DSS. As expected, Lcn-2,
CXCLI and IL-1B measurements revealed a low-grade inflammation development caused by
DSS treatment, these results being in accordance with the literature [50]. While some P.

distasonis strains have already demonstrated beneficial effect by reducing pro-inflammatory
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Figure 7: P. distasonis F1-2 decreases nociceptors activation level. Neuronal cells were
stimulated a first time with KCI (30 mM), capsaicin (1 uM) or IS before being incubated with
Tyrode or P. distasonis F1-2. Neuronal cells were stimulated a second time with capsaicin or
IS mixed with P. distasonis F1-2 before being lastly stimulated with KCI1 (50 mM). IS was
composed by bradykinin, serotonin, histamine, PGE2 and KCI. % of sub population of neuronal
cells activated by (a) KCl (30 mM), (b) capsaicin (1 pM) or (c) IS in each condition. % of
neuronal cells no responding to second (d) capsaicin or (e) IS stimulation, expressing or not
Navl.8 channel. IS: Inflammatory Soup, Navl.8 (+): neuronal cells expressing Navl.8
channel. Navl.8 (-): neuronal cells no expressing Navl.8 channel. Mean = SEM.



cytokines release in vitro [21] and in mice models of colitis and colorectal cancer [22,23] by
reducing gene expression of IL-4 and TNF-« at colonic level [49], P. distasonis F1-2 did not
modify inflammatory parameters in our study. Therefore, and contrary to many probiotics
strains, these results pointed out anti-hyperalgesic potency of P. distasonis F1-2 despite the lack
of marked inflammation.

In pathological disorders such as IBD or IBS, most of patients are diagnosed with
various comorbidities including anxiety or depression. To study effect of F1-2 at central level,
PI-IBS mouse model was used. The murine pathogen C. rodentium induces the development of
CHS accompanied by anxiety-like behavior, even after pathogen clearance [31]. EPM test
indicated that the P. distasonis F1-2 strain treatment did not reduce anxiety-like behavior
induced in this PI-IBS model. In conclusion, F1-2 strain treatment has no impact on CHS-
associated comorbidities although a modulation of the signal in central structures involved in
the pain matrix by F1-2 strain cannot be ruled out and required further exploration.

To study the peripheral modulation of the pain signaling as a potential mechanism of the F1-2
strain anti-hyperalgesic action, we investigated neuronal activation in DRG neurons primary
cultures after stimulation with several algogenic substances. P. distasonis F1-2 was able to
desensitize a subset of DRG neurons stimulated with a high K* concentration solution, capsaicin
or an inflammatory soup. This neuroinhibition was peculiarly marked in Nav1.8 expressing
neurons since those cells were, as expected, more prompted to be activated by stimulation with
capsaicin or inflammatory soup. However, a subset of Nav1.8 non expressing cells was also
desensitized by F1-2 treatment after exposure to capsaicin suggesting that the effect of the strain
is not restrained to nociceptors. The most potent inhibition induced by F1-2 strain was observed
after bradykinin challenge. In this case, more than 43% of the cells were desensitized by F1-2
pre-incubation. Concomitantly, when inflammatory soup was deprived of bradykinin the
inhibitory effect of F1-2 strain was lost. Therefore, an interaction between F1-2 strain and the
bradykininergic system may constitute a possible mechanism of action involved in the anti-
hyperalgesic effect of the strain and requires further investigation. Bradykinin is a well-
documented pro-inflammatory mediator that excites and sensitizes nociceptors and finally
evokes pain. Its contribution in visceral pain was previously reported both in rodents [51-53]
and humans [54-56]. Interestingly, a cross-talk between bradykinin receptors and TRPV1
channels was previously reported in many studies demonstrating a sensitization of the channel
following activation of bradykinin receptors [57]. On the other hand, blocking B2 via a receptor
antagonist can abolish C-fiber responses, while blocking B1 had no effect [58]. Interestingly,

response to capsaicin was also strongly reduced in nociceptors after F1-2 incubation [59].
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Figure 8: P. distasonis F1-2 decreases activation signal of neuronal cells stimulated with
bradykinin. a) Neuronal cells were stimulated a first time with IS (+) BK, IS (-) BK or BK
before being incubated with Tyrode or P. distasonis F1-2. Neuronal cells were stimulated a
second time with IS (+) BK, IS (-) BK or BK mixed with P. distasonis F1-2 before being lastly
stimulated with KCI (50 mM). Activation signal observed by ratiometric calcium imaging with
2 neuronal sub populations stimulated twice with IS, IS deprived of bradykinin or bradykinin
alone. First one corresponds to neuronal cells responding both to the first and the second
stimulation (in black). The second corresponds to neuronal cells that responding only to the
first stimulation (in grey). Ca®" responses was measured on neuronal cells from DRG mice as
normalized fluorescence 340nm/380nm ratios. % of sub population of neuronal cells activated
by IS (+) bradykinin, IS (-) bradykinin or bradykinin in each condition. (b) Ca®" activation signal
of ND7/23 immortalized cells loaded with calcium probe (FLIPR Calcium 6 QF) stimulated
with various doses of bradykinin (10 to 10"'!M) after 45 min incubation with P. distasonis F1-
2 or vehicle. Dose-response curve of bradykinin on ND7/23 cells expressing bradykinin
receptor incubated with P. distasonis F1-2 or vehicle. Mean £ SEM.



However, whether this effect relies on a direct interaction between the strain and TRPV1
channels or if this is a downstream effect through bradykinin receptors remains to be
determined.

Molecular mechanisms by which F1-2 strain exerts its beneficial effect need to be
explored. Bacterial cell components or metabolites such as polysaccharides [60,61], pili-like
protein membrane [62], butyrate or long chain fatty acids [63] were previously identified as key
molecules that confer anti-inflammatory properties of several intestinal commensal strains. In
our study, despite no anti-inflammatory action was observed, identifying molecules stemming
from F1-2 strain and that could interact with neurons, and more specifically with bradykinin
receptors would be of great interest to characterize neuroinhibition mechanisms induced by this
bacteria. Regarding regulatory limitations in Europe [64,65], there is a long way to integrate
LPB as new treatment but P. distasonis F1-2 strain may constitute a potential novel therapeutic
strategy to treat chronic abdominal pain observed in patients suffering from IBS or IBD in
remission.
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ANABIOTICS : Constitution d’une banque de souches commensales

intestinales et évaluation de leurs propriétés neuromodulatrices
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Exploration du mécanisme moléculaire impliqué dans 1’effet neuromodulateur
entre P. distasonis F1-2 et les cellules neuronales

1. Contexte de I’étude

La souche Parabacteroides distasonis F1-2 exerce un pouvoir antalgique marqué dans
plusieurs modeles de douleur viscérale qui semble impliquer I’intervention d’une interaction
avec les neurones (Article 1). En effet, les expériences menées in vitro ont permis de révéler le
potentiel neuroinhibiteur de F1-2. Ce dialogue entre bactéries et neurones implique une
interaction directe plus ou moins spécifique entre un/des composé(s) bactérien(s) associé(s) a
la membrane et un/des récepteur(s) neuronaux. L’exploration des mécanismes moléculaires
permettrait d’identifier le couple « ligand-récepteur » engagé dans cette interaction et pourrait

mettre en lumiére de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement de la douleur viscérale.
Axe 1 : A la recherche du composé bactérien actif...

Comme quelques représentants du microbiote intestinal, P. distasonis est capable de
synthétiser un certain nombre de neurotransmetteurs comme des catécholamines (dopamine et
noradrénaline), la 5-HT, ’acétylcholine, 1’histamine ou encore le GABA (Strandwitz, 2018).
La synthése du GABA est le résultat de la conversion du glutamate par la glutamate
décarboxylase (GAD) dont I’espéce P. distasonis dispose (Otaru et al., 2021). En plus de jouer
un role au niveau central, le GABA et ses deux récepteurs, GABAa et GABABg, sont aussi
présents a la périphérie et participent a la modulation de la douleur (Loeza-Alcocer ef al., 2019;
Malcangio, 2018). Ils sont présents notamment au niveau viscéral (Brusberg et al., 2009) faisant
du GABA et de ses récepteurs des cibles thérapeutiques dans le traitement des douleurs
abdominales. Le GABA est donc I'une des pistes envisagées afin d’expliquer I’effet
neuroinhibiteur exercé par la souche de notre étude, P. distasonis F1-2, observé in vitro lors des
expériences d’imagerie calcique (Article 1). Les protéases a sérine sont des enzymes produites
majoritairement par les cellules épithéliales intestinales mais elles peuvent également étre
synthétisées par des espéces bactériennes du microbiote intestinal. Elles participent a la
physiopathologie du SII et des MICI (Steck et al., 2012). Comme décrit dans la Revue
bibliographique de ce manuscrit, les récepteurs aux protéases a sérine sont multiples et leur
activation peut contribuer a [D’excitabilit¢é neuronale ou bien au contraire, a leur
désensibilisation. L’activation du récepteur PAR-4, par exemple, a permis de réduire ’'HSVC

en réponse a la DCR chez la souris (Augé et al., 2009).
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A ’image d’autres membres du microbiote intestinal comme F. prausnitzii par exemple,
P. distasonis F1-2 pourrait moduler I’excitabilité de neurones de DRG de souris en produisant

des protéases a sérine (Sessenwein ef al., 2017).

Axe 2 : A la recherche du récepteur neuronal impliqué dans Uinteraction bactérie-

neurone...

Dans le cas du SII ou des MICI, caractérisés par une HSVC, plusieurs médiateurs et
récepteurs neuronaux contribuent au développement de douleurs abdominales chroniques.
C’est notamment le cas des médiateurs de I’inflammation comme la 5-HT, ’histamine, la
bradykinine, la SP, I’ATP, les prostaglandines ainsi que les cytokines et les chimiokines
(Sadeghi et al., 2018). Parmi I’ensemble des récepteurs identifiés, le canal TRPV1 est devenu
une cible thérapeutique potentielle puisque son expression a été retrouvée augmentée dans le
cas de pathologies intestinales (Akbar et al., 2008, 2010). C’est aussi le cas des récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG) comme les récepteurs de la bradykinine, de la 5-HT ou de
I’histamine (Gottesman-Katz et al., 2021). Une expérience avait permis de révéler 1’effet
neuroinhibiteur de F1-2 sur des neurones de DRG de souris stimulés a la caspaicine mais aussi
a la soupe inflammatoire et de soupgonner 1’implication de la bradykinine ou de ses récepteurs
dans I’interaction bactéries-neurones (Article 1). Afin d’aller plus loin dans les aspects

mécanistiques, plusieurs expériences complémentaires in vitro ont été réalisées.

2. Matériel et méthodes

Dosages du GABA : Aprés préculture de la souche F1-2 pendant 24h dans un milieu de culture
adapté et décrit dans I’ Article 1, celle-ci a été repiquée dans un milieu supplémenté de 1% (w/v)
de glutamate. La souche F1-2 a été cultivée pendant 24h a 37°C en présence de ce substrat.
Apres avoir contrdlé la croissance bactérienne par mesure de densité optique a 595nm, les
cultures ont ét¢ centrifugées et le GABA a ¢té dosé dans les surnageants par chromatographie
en phase liquide a haute performance (HPLC) au sein des laboratoires de la société

GREENTECH.

Dosage de ’activité protéasique : Apres une étape de préculture, la souche F1-2 a été cultivée
pendant 24h dans un milieu adapté et décrit dans I’ Article 1. Le dosage de 1’activité protéasique
a ¢été réalisé dans le surnageant ainsi que dans la biomasse broyée en ajoutant le substrat

correspondant (Suc-phe-ala-ala-pha-pNA,Bachem, a 100 uM).
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Figure 27 : Protocole de stimulation des neurones primaires de DRG de souris par
imagerie calcique. Composé X : GABA, antagonistes des récepteurs au GABA associés a la
biomasse de F1-2 ou au véhicule, biomasse traitée aux inhibiteurs de protéases, biomasse
inactivée par la chaleur.
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Figure 28 : Protocole de stimulation des cellules neuronales immortalisées ND7/23. Cette
expérience a été réalisée dans plusieurs conditions : en présence et en absence de calcium
extracellulaire, et aprés blocage de la protéine Gai par la toxine pertussique (PTX).



Le traitement de la biomasse consiste a reprendre les culots dans 1 mL de tampon tris HCI1 (50
mM + 1 mM CaCl; pH 8) + 200 mg de billes de verre (0.1 & 0.25 mm) avant de réaliser un
broyage a 1’aide d’un BeadBeater (2 min, 30/s). Les surnageants des broyats ont été récupérés
pour étre testés. Apres 6h d’incubation a 37°C en présence du substrat, une coloration jaune
apparait, tétmoin d’une bonne réaction entre le substrat et les protéases a sérine. Cette réaction

a été quantifiée par mesure de DO4oonm.

Culture primaire de neurones de DRG de souris et protocole de stimulation : La culture
primaire de neurones ainsi que le suivi de I’activation neuronale par imagerie calcique ont été
réalisés en suivant le méme protocole que celui décrit dans 1’Article 1 (Figure 27). Afin
d’évaluer I’effet neuroinhibiteur du GABA, des neurones primaires de DRG de souris ont été
stimulés avec une solution de capsaicine (1 uM) avant d’étre incubés pendant 5 min avec une
solution de GABA (100 pM). Les cellules neuronales sont stimulées une 2"% fois avec une
solution de capsaicine (1 uM) avant d’étre rincées. Une stimulation finale au KCI1 (50 mM) est
réalisée systématiquement en fin d’expérience afin d’évaluer la viabilité¢ cellulaire. Afin
d’évaluer I'implication des récepteurs au GABA dans I’interaction bactéries-neurones, une
expérience similaire a été réalisée, en bloquant alternativement les récepteurs GABAa et
GABAGB, respectivement avec de la Bicuculline (100 uM) ou avec du CGP55845 (5 uM), des

antagonistes spécifiques de ces deux récepteurs.
Traitements de la biomasse de P. distasonis F1-2 :

Inactivation thermique de la biomasse : Afin de tester le caractére thermostable du/des
composé(s) actif(s), la biomasse de la souche F1-2 a été chauffée a 100°C pendant 1h30 avant
d’étre testée pour son potentiel neuroinhibiteur sur des neurones primaires de DRG de souris

par imagerie calcique (Figure 27).

Inactivation des protéases contenues dans la biomasse : Pour évaluer la contribution des
protéases a sérine dans le potentiel neuroinhibiteur de la souche F1-2, la biomasse de la souche
a €té traitée avec un inhibiteur de protéases (SIGMA P8465) inhibant les protéases a sérine, les
protéases a cystéine, les aminopeptidases et les protéases acides. Cet inhibiteur a été reconstitué
en suivant les recommandations du fournisseur. Deux cents microlitres de la solution
reconstituée ont ét€¢ mélangés a 2 mL de biomasse de F1-2. Cette solution a été pré-incubée 2h
a température ambiante puis congelée a -20°C avant d’étre testée en imagerie calcique (Figure

27).
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Figure 29 : Le GABA produit par la souche ou ses récepteurs ne sont pas impliqués dans
I’effet neuroinhibiteur observé in vitro. (a) Croissance de F1-2 en présence de MSG-
glutamate. (b) Synthése de GABA par F1-2 en présence de 1% de MSG-glutamate. (c)
Protocole. Les cellules neuronales sont stimulées une 1 fois par de la capsaicine (1 M) avant
d’étre perfusées pendant 5 min avec le véhicule + antagoniste du récepteur GABA A ou GABAg
ou bien avec F1-2 couplée ou non avec les antagonistes. Les cellules sont stimulées une 274
fois avec de la capsaicine (1 pM) puis rincées pendant 5 min. Enfin, une derniére stimulation
au KCl (50 mM) est réalisée en fin d’expérience. (d) % de cellules répondantes et non
répondantes a la 2"% stimulation appliquée en présence de GABA (100 uM) (n=3 a 4
dish/condition), (e) en présence de F1-2 et de 1’antagoniste au récepteur GABAA (n=2
dish/condition) et (f) en présence de F1-2 et de I’antagoniste du récepteur GABAg (n=2
dish/condition). (-) GABA A : antagoniste du récepteur GABA4 (Bicuculline) / (-) GABA B :
antagoniste du récepteur GABAz (CGP55845) / Caps : Capsaicine (luM) / MSG : MSG
glutamate. Moyenne = ESM. Analyse statistique : Test de Chi-2 : ****p<(0.0001.



Culture des cellules ND7/23 et protocole de stimulation : La culture des cellules ND7/23
ainsi que I’activation neuronale suivie par flux calcique ont été réalisées en suivant le méme
protocole que celui décrit dans I’Article 1 (Figure 28). Afin d’identifier les flux calciques
impactés par la souche F1-2, I’expérience a été réalisée en présence et en absence de calcium
extracellulaire. Alors qu’en présence de calcium extracellulaire, le signal d’activation refléte
les flux calciques intra et extracellulaires, en absence de calcium extracellulaire, le flux calcique
mesuré se limite a la sortie du calcium du réticulum endoplasmique vers le compartiment
cytoplasmique. Afin de tester I’implication de la protéine Gai dans I’interaction directe entre la
souche F1-2 et les cellules neuronales, les cellules ND7/23 ont été cultivées avec ou sans toxine
pertussique (PTX, 250 ng/mL, SIGMA) et incubées a 37°C pendant la nuit avant d’étre utilisées
(Figure 28).

3. Résultats et discussion
Axe 1 : A la recherche du composé bactérien actif...

Afin d’évaluer la contribution du GABA dans 1’effet neuroinhibiteur de P. distasonis
F1-2, la capacité de F1-2 a convertir le glutamate en GABA a été évaluée in vitro, mais a aussi
été dosée dans la biomasse utilisée en imagerie calcique. Les résultats de dosage HPLC
indiquent que F1-2 est capable de convertir le glutamate en GABA. La présence de GABA a
¢galement été confirmée par dosage, dans la biomasse de F1-2 utilisée pour les expériences
d’imagerie calcique (Figures 29a et 29b). Appliqué sur des cellules neuronales issues de DRG
de souris, le GABA ne permet pas d’augmenter significativement le % de neurones non
répondants a une seconde stimulation a la capsaicine (Figure 29d). Ce résultat suggere que,
dans les conditions expérimentales choisies, le GABA n’est pas responsable de I’effet
neuroinhibiteur exercé par F1-2. Certaines bactéries étant capables de produire des ligands
autres que du GABA et de moduler le processus douloureux comme c’est le cas pour
Escherichia coli Nissle 1917 (Pérez-Berezo et al., 2017), I’hypothese d’une possible activation
des récepteurs au GABA par la souche F1-2 a été testée en bloquant alternativement le récepteur
GABAA puis le GABAB avec des antagonistes spécifiques. Les résultats obtenus indiquent que
le blocage de chacun de ces 2 récepteurs n’induit pas de perte d’activité de F1-2 et permettent
d’écarter I’implication du GABA ou d’une interaction avec ses récepteurs dans le potentiel
neuroinhibiteur de F1-2 (Figures 29e et 29f). Néanmoins, ces récepteurs ont ¢t¢ bloqués
séparément. Il serait donc intéressant d’évaluer I’effet d’un blocage simultané des deux

récepteurs du GABA.
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Figure 30 : Les protéases a sérine sécrétées par P. distasonis F1-2 ne sont pas a I’origine
de son effet neuroinhibiteur. (a) Dosage de ’activité des protéases a sérine associées a la
biomasse ou sécrétées dans son milieu extracellulaire. (b) Protocole. Les cellules neuronales
sont stimulées une 1°° fois par de la capsaicine (1 uM) avant d’étre perfusées pendant 5 min
avec le véhicule, la souche F1-2, la souche F1-2 traitée aux inhibiteurs de protéases ou bien
inactivée thermiquement. Les cellules sont stimulées une 2" fois avec de la capsaicine (1 pM)
puis rincées pendant 5 min. Enfin, une derniere stimulation au KCI (50 mM) est réalisée en fin
d’expérience. (c) % de cellules répondantes et non répondantes a la 2"% stimulation appliquée
apres traitement de la biomasse de F1-2 aux inhibiteurs de protéases (n=2 a 3 dish/condition),
(c) ou aprés inactivation thermique (n=3 dish/condition) (IT). IT : Inactivation thermique.
Moyenne = ESM. Analyse statistique : Test de Chi-2 : ****p<(.0001.



Le dosage de I’activité protéasique révele la présence de protéases a sérine dans le
surnageant de F1-2 mais également associées a la biomasse utilisée en imagerie calcique
(Figure 30a). La neutralisation de cette activité par un traitement de la biomasse aux inhibiteurs
de protéases n’a pas permis d’annuler 1’effet neuroinhibiteur exercé par la souche F1-2 (Figure
30b, 30c). De plus, I’effet neuroinhibiteur semble étre porté par un compos¢ thermostable
puisqu’une inactivation thermique ne permet pas non plus d’annuler cet effet (Figure 30d)
renfor¢ant 1’idée que les protéases a sérine ne sont pas impliquées dans I’effet de F1-2. Ces
premiéres données sont trés intéressantes puisque 1’implication du GABA et des protéases a
sérine dans la neuromodulation par le microbiote intestinal a ét¢ démontrée (Jimenez-Vargas et
al., 2018; Loeza-Alcocer et al., 2019; Sessenwein et al., 2017) et pourrait, dans certains cas,

contribuer a réduire la douleur viscérale (Decraecker et al., 2022; Laroute et al., 2022;

Pokusaeva et al., 2017) ce qui n’est pas le cas de notre souche F1-2.

Axe 2 : A la recherche du récepteur neuronal impliqué dans Uinteraction bactérie-

neurone...

Les premiers résultats obtenus suggéraient 1’implication de la bradykinine ou de ses
récepteurs dans ’interaction bactéries-neurones (Article 1). Alors que I’identification du
récepteur neuronal impliqué dans une interaction est facilitée par I’utilisation d’antagonistes
dans le cas d’une activité neurostimulatrice, celle-ci se révéle beaucoup plus ardue dans le cas
d’une activité neuroinhibitrice. En effet, dans notre cas de figure, il n’est pas possible d’utiliser
des antagonistes puisqu’ils ont le méme effet que I’inhibition. C’est pour cette raison que ces
travaux complémentaires visent a explorer les voies de signalisation engagées dans cette

interaction.

Une expérience complémentaire a été réalisée en stimulant des cellules ND7/23 avec de
la bradykinine en présence ou en absence de calcium extracellulaire. En présence de calcium
extracellulaire, le signal d’activation observé est le résultat d’une entrée de calcium provenant
du réticulum endoplasmique (flux intracellulaire) mais aussi de I’environnement extérieur de la
cellule. En absence de calcium extracellulaire, le signal d’activation observé est le résultat des
flux calciques intracellulaires uniquement. Les résultats indiquent que 1’effet neuroinhibiteur

de la souche F1-2 est retrouvé aussi bien en présence qu’en absence de calcium intracellulaire.
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Figure 31 : L’effet neuroinhibiteur de F1-2 cible les flux calciques intracellulaires. (a)
Signal d’activation neuronale de cellules ND7/23 stimulées a la bradykinine (40 nM) en
présence de calcium extracellulaire. (b) Réponse neuronale relative en présence de calcium
extracellulaire. (c) Signal d’activation neuronale de cellules ND7/23 stimulées a la bradykinine
(40 nM) en absence de calcium extracellulaire. (d) Réponse neuronale relative en absence de
calcium extracellulaire. Veh : véhicule / F1-2 : P. distasonis F1-2. Analyse statistique : Test de
Mann Whitney. b) **p = 0.0022. d) **p = 0.0022.



L’effet neuroinhibiteur de la souche F1-2 pourrait étre majoritairement attribué¢ au
blocage des flux calciques intracellulaires puisque 1’effet semble aussi marqué dans les 2
conditions testées (Figure 31). Ce résultat est trés intéressant puisqu’il est connu que, parmi les
voies cellulaires engagées dans la mobilisation du calcium intracellulaire, 1’activation de
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), parmi lesquels les récepteurs a la bradykinine font

partie, peut étre a 1’origine de ces flux.

Dans le cas des récepteurs de la bradykinine, plusieurs protéines G peuvent étre impliquées
comme la Gai ou la Gag. Alors que I’activation d’un RCPG couplé a une protéine Gai conduit
a I’inhibition de I’adénylate cyclase et des flux calciques intracellulaires, 1’activation d’un
RCPG couplé a une protéine Goq conduit au contraire a la mobilisation des flux calciques
intracellulaires. Une premiere expérience devait permettre de tester I’implication d’une protéine
Goi dans D’interaction bactérie-neurone en la bloquant avec de la toxine pertussique. Les
résultats indiquent que la souche F1-2 ne modifie pas le signal d’activation que les cellules
soient traitées ou non a la PTX, en présence ou en absence de calcium extracellulaire (Figure
32). En effet, la souche F1-2 exerce toujours son effet neuroinhibiteur en réduisant
significativement le signal d’activation (Figures 32). Ces résultats suggerent que I’effet
neuroinhibiteur de F1-2 ne passe pas par ’activation d’un RCPG couplé a une Gai, puisqu’elle
¢tait bloquée par la PTX dans cette expérience. Les récepteurs a la bradykinine peuvent aussi
recruter une Gaos, dont I’activation conduit a I’activation neuronale. Afin de tester 1’éventuelle
implication de la Gas dans cette interaction, un dosage de I’AMP cyclique pourrait étre réalisé
dans des conditions similaires a celles utilisées précédemment. Un dosage de I’AMP cyclique

cellulaire en fin d’expérience permettrait d’accéder au niveau d’activation de cette voie.
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Figure 32 : L’effet neuroinhibiteur de F1-2 ne passe pas par ’activation d’un RCPG
couplé a une Gai. (a) Signal d’activation neuronale de cellules ND7/23 prétraitées, ou non,
une nuit a la toxine pertussique (PTX), stimulées a la bradykinine (40 nM) en présence de
calcium extracellulaire. (b) Réponse neuronale relative en présence de calcium extracellulaire.
(c) Signal d’activation neuronale de cellules ND7/23 prétraitées ou non une nuit a la toxine
PTX, stimulées a la bradykinine (40 nM) en absence de calcium extracellulaire. (d) Réponse
neuronale relative en absence de calcium extracellulaire. Veh : véhicule / PTX : Toxine
pertussique. Moyenne £ ESM (n=6 puits/condition). Analyse statistique : ANOVA 2 voies suivie
d’un test de comparaison multiple de Sidak. ****p<0.0001.



4. Discussion générale

Ces expériences ont permis d’explorer différents aspects de I’interaction directe entre la souche
P. distasonis F1-2 et les neurones. L’implication de certains métabolites bactériens comme le
GABA ou les protéases a sérine a ¢€té écartée. En revanche, la bradykinine et ses récepteurs
constituent une piste d’investigation trés intéressante. Bien que plusieurs hypotheses aient été
testées, cette approche ciblée n’a pas permis d’identifier le/les composé(s) engagé(s) dans
I’interaction bactérie-neurone. Comme explicité dans la Revue bibliographique de ce
manuscrit, les interactions entre bactéries et neurones sont multiples et complexes et les effets
observés impliquent certainement plusieurs voies moléculaires. Cette complexité nécessite
d’adopter une approche plus globale afin d’explorer les voies de signalisation cellulaires.
L’exploration du transcriptome par RNAseq pourrait étre envisagée puisqu’elle permettrait
d’accéder aux activités cellulaires, a un instant donné. Cette technique permettrait d’évaluer le
potentiel modulateur de P. distasonis F1-2 sur les voies cellulaires en lien avec 1’activation

neuronale.

116







Etude de I’innocuité de la souche Parabacteroides distasonis F1-2

1. Contexte de 1’étude

Le microbiote intestinal est une population complexe de microorganismes participant
au maintien de la santé¢ de 1I’hote. Son déséquilibre, appelé dysbiose, peut étre associé a des
pathologies. Parmi les probiotiques actuellement sur le marché, rares sont ceux ayant obtenu le
statut de médicament. Pourtant, certaines souches bactériennes présentent des effets
thérapeutiques et pourraient constituer une nouvelle classe de médicaments microbiotiques
aussi appelés « Live Biotherapeutic Product » (LBP). C’est notamment le cas de
Faecalibacterium prausnitzii ou encore de Akkermansia muciniphila qui font aujourd’hui
I’objet d’essais cliniques. Actuellement, les directives réglementaires ne sont pas adaptées aux
LBP (Cordaillat-Simmons et al., 2020, 2022). De plus, les régles a respecter en vue d’obtenir
une autorisation de mise sur le marché sont beaucoup plus strictes pour une application
thérapeutique que pour les compléments alimentaires puisqu’ils sont soumis aux 1égislations
appliquées aux nouveaux médicaments (Cordaillat-Simmons ef al., 2020, 2022). Aujourd’hui,
la communauté scientifique doit faire preuve d’adaptation en proposant des méthodes
alternatives afin de démontrer la qualité, I’efficacité et la sécurité de cette nouvelle classe de

médicaments en s’appuyant sur la réglementation en vigueur.

La souche Parabacteroides disatsonis F1-2, préalablement isolée d’un donneur sain, a
démontré son effet anti-hyperalgique chez la souris (Article 1). Le développement
d’antibiorésistances multiples par certaines souches appartenant a I’espece a été largement
documentée et pourrait constituer un frein pour son utilisation chez I’ Homme (Boente ef al.,
2010; Kierzkowska et al., 2020; Nakano et al, 2011; Snydman et al., 2017). En effet, ces
derniéres €levent le risque de dissémination de genes de résistance a d’autres especes et limitent
aussi le contrdle de la prolifération de la souche bactérienne. Afin d’envisager son utilisation
en tant de LBP dans le traitement des douleurs abdominales chroniques, la caractérisation de

son profil d’antibiorésistance a €té réalisée.

Enfin, afin d’étudier son innocuité, nous avons décidé d’adopter la méme approche que
celle utilisée récemment par Tan ef al., (2020). Dans cette étude, le modele utilisé consiste a
immunodéprimer des souris par 1’injection de cyclophosphamide (CTX), un composé qui, en
plus de perturber I’'immunité, induit des cystites hémorragiques chez la souris (Boudieu et al.,

2019; Matz and Hsieh, 2017).
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Des analyses macroscopiques, hépatiques et hématologiques ont été réalisées afin
d’évaluer I’impact de la souche P. distasonis F1-2 chez des souris affaiblies par le traitement

CTX.

2. Matériel et méthodes

Antibiogrammes : 8 antibiotiques présentant des mécanismes d’action différents ont été
utilisés afin d’identifier le profil d’antibiorésistance de la souche F1-2: I’ampicilline, la
rifampicine, le chloramphenicol, la tétracycline, 1’érythromycine, la gentamycine, la
streptomycine et la kanamycine. 200 pL d’une suspension bactérienne de F1-2 (5.66 x 10’
CFU.mL™") ont été étalés sur une gélose Blood Brain Agar (BBA) de fagon homogéne. Des
disques imprégnés correspondants aux 8 antibiotiques testés ont été¢ déposés sur les géloses.
Aprés une incubation de 96h a 37°C en condition strictement anaérobie, les diameétres
d’inhibition ont été mesurés. Afin de confirmer et d’affiner ces résultats préliminaires, un
antibiogramme en bouillon a été réalisé pour 4 des 8 antibiotiques préalablement sélectionnés,
a savoir, I’ampicilline, la tétracycline, la streptomycine et la rifampicine. Pour cela, chacun des
antibiotiques a été testé a 8 concentrations différentes (allant de 12.5 pg/mL a 1000 png/mL)
dans des microplaques 96 puits. L’inoculation des plaques a été réalisée en déposant 10% (v/v)
d’une préculture de F1-2 de 24h dans chacun des puits correspondants (DOsoonm = 0.1). Une
lecture de la DOsoonm a €té réalisée au bout de 48h et de 120h d’incubation a 37°C en condition

strictement anaérobie. Chaque condition a été répliquée (n=6/condition).

Modéle murin de souris immunodéprimées : L’expérimentation a été réalisée sur 4 groupes de 10
souris C57Bl/6 males agées de 7 semaines. L’effet de F1-2 a été évalué chez des souris controles ainsi
que chez des souris immunodéprimées. L’immunosuppression a ¢€té induite par I’injection
intrapéritonéale (IP) unique de CTX (250 mg/kg) 3 jours avant le début des gavages. Chaque souris
a recu quotidiennement 200 uL de la souche F1-2 (1,245 x 10'° CFU/mL) ou du véhicule (PBS +
glycérol 20% (v/v)) correspondant, pendant 5 jours consécutifs. Les traitements sont les suivants : Ctrl
+ Veh (n=10), Ctrl + F1-2 (n=10), CTX + Veh (n=10) et CTX + F1-2 (n=10). Un suivi de poids a été
réalis¢ pendant toute la durée de I’expérience. Apres avoir ét€ anesthésiées par injection IP de
pentobarbital Euthasol® (100 pL/souris de concentration 36,46 mg/L), les souris ont été sacrifiées a

J8. Divers prélévements ont été réalisés : sang, rate, foie, colon et vessie.
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Mode d’action de I'ATB Nom de I'ATB Aome o iahiilem Feom
(en cm)
Synthése de la paroi Ampicilline 0 Résistante
Transcription Rifampicine >4 Sensible
Chloramphénicol 2,55 Sensible
Synthese Tétracyclinle 1,15 Sensible
protéiue | “Traduction Erythromyqne 0,8 Sensible
Gentamycine <0,2 -
Streptomycine <0,2 -
Kanamycine 0 Résistante

Figure 33 : Résultat des antibiogrammes sur géloses BBA aprés 96h d’incubation. Les zones
d’inhibition sont mesurées apreés 96h d’incubation.
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Figure 34 : Résultats des tests antibiogrammes en bouillon. 4 antibiotiques ont été testés (A)
ampicilline, (B) Streptomycine, (C) Tétracycline et (D) Rifampicine. La lecture de DOgoonm a ét€ réalisée
au bout de 48h et de 120h d’incubation. Les résultats sont présentés en moyenne + ESM. Chaque barre
représente la moyenne de 6 réplicats.



Etude des paramétres hématologiques et hépatiques : Le sang a été prélevé par ponction
intracardiaque au moment du sacrifice. 500 pL du sang récolté ont été¢ déposés dans des tubes
EDTA microméthodes puis analysés par frottis sanguin automatisé et par cytométrie en flux
(XN 2000, Sysmex Technology). Un volume de sang inférieur a 300uL a été déposé dans des
tubes héparine de lithium avec billes séparatrices. Ces derniers ont été centrifugés a 756 g
pendant 15 minutes pour en extraire le sérum sur lequel une analyse de facteurs hépatiques a
été réalisée par dosages enzymatiques spectrophotométriques (Automate VISTA, SIEMENS).
Les analyses ont été réalisées par le laboratoire d’analyses biologiques du CHU Gabriel

Montpied.

Analyse macroscopique : Le jour du sacrifice, la rate et le foie de chaque souris ont été
prélevés et pesés. Un rapport du poids de la rate et du foie / poids total des animaux a été calculé

pour chaque animal. Le c6lon a été mesuré.

Analyse histologique : Au moment du sacrifice, les vessies ont été prélevées puis fixées dans
du paraformaldéhyde (PFA 4%) pendant 48h. Le PFA a ensuite été retiré et remplacé par une
solution de sucrose 30% (w/v) afin de cryoprotéger les tissus. L’inclusion a été réalisée dans
une solution de Tissue Freezing Medium (TFM) dans des cassettes adaptées. Les vessies ont
été conservées a -80°C avant d’étre coupées au cryostat a -20°C (coupe de 10 pm). Une
coloration a I’hématoxyline-éosine a été réalisée afin de visualiser la structure histologique des

vessies.

3. Résultats et discussion

3.1. Analyse des risques d’une dissémination de genes de résistance aux
antibiotiques

Comme mentionné précédemment, le développement de multirésistances au sein de
I’espece P. distasonis constitue aujourd’hui un frein a son utilisation en santé humaine. Les
résultats des antibiogrammes sur gélose indiquent que la souche F1-2 est sensible au
chloramphénicol (D=2.55cm), a I’érythromycine (D=0.8cm), a la rifampicine (D>4cm) et a la
tétracycline (D=1.15cm). En revanche, elle semble résistante a I’ampicilline et a la kanamycine
(D=0) (Figure 33). Les antibiogrammes réalisés en bouillon permettent de confirmer la
sensibilité de F1-2 a la tétracycline et a la rifampicine, quelle que soit la concentration testée
(Figures 34C et 34D) mais aussi sa résistance vis-a-vis de ’ampicilline et de la streptomycine

(Figures 34A et 34B).
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Figure 35 : Impact de P. distasonis F1-2 sur la perte de poids et sur les organes chez des
souris contréles ou immunodéprimées. (a) suivi du poids des animaux. (b) a la fin de
I’expérience, la rate (b), le foie (c) ont été prélevés puis pesés afin de calculer un ratio pour
chacun des organes. Le ratio calculé pour la rate et le foie correspond au poids de 1’organe / le
poids total de I’animal. (d) Le c6lon de chacun des animaux a été mesuré. Les données sont
exprimées en moyenne + ESM. Analyse statistique : a) ANOVA 2 voies suivi d’un test de
comparaisons multiples de Tukey. Ctrl + veh vs. Ctrl + CTX : (D1) **p<0.01 / (D2)
*¥*%p<0.001 / (D3) ****p<0,0001 / (D4) ***p<0.001 / (D5) ****p<0,0001 / (D6)
*FEXEH<0,0001 / (D7) ****p<0,0001. Ctrl+veh vs. Ctrl+F1-2 : ns. CTX+veh vs. CTX+FI-2 :
ns. b) Test non paramétrique de Kruskal-Wallis suivi d’un test de comparaisons multiples de
Dunn. Ctrl +Veh vs. CTX + FI1-2 : **p<0.01. Ctrl+F1-2 vs. CTX+Veh : *p< 0,05. Ctrl+FI1-2
vs. CTX+F1-2: ***p<0.001. ¢c) ANOVA une voie: ns. d) ANOVA une voie suivi d’un test de
comparaisons multiples de Tukey. CTX + Veh vs. CTX + FI1-2 : **p<0.01.



Néanmoins, une concentration comprise entre 500 et 750 pg.mL' d’ampicilline semble
suffisante pour inhiber la croissance de la souche de 50% (Figures 34A). De méme pour la
streptomycine, une concentration comprise entre 250 et 500 pg.mL! inhibe de moitié¢ la

croissance de F1-2 (Figure 34B).

Préalablement a cette ¢tude, le séquencage complet de la souche F1-2 avait révélé la
présence de 2 geénes de résistance aux antibiotiques, CfxA2 et Tet(, portés par le génome
chromosomique. La résistance de la souche F1-2 a I’ampicilline semble cohérente avec la
présence du gene CfxA2 qui code une béta-lactamase. En revanche, bien que le gene 7TetQ soit
présent dans le génome de la bactérie, nos résultats indiquent que, dans les conditions
expérimentales choisies, la souche F1-2 est sensible a la tétracycline. Il n’est pas exclu que la
résistance apportée par le gene TerQ soit effective dans des conditions autres que celles
appliquées dans notre expérience. Néanmoins, contrairement aux genes plasmidiques, 1’origine
chromosomique de ce géne limite considérablement les phénomeénes de transmissions de geénes
a d’autres espeéces bactériennes. Les résultats de notre étude indiquent que, contrairement a
certaines souches appartenant a cette espece (Nakano ef al., 2011), F1-2 semble sensible a la
majorité des antibiotiques testés. Ces premiers résultats sont rassurants et des analyses
complémentaires ¢largissant le spectre d’antibiotiques testés pourraient permettre d’envisager

son utilisation en santé humaine.

3.2. Analyse de I’innocuité de la souche P. distasonis F1-2 dans un mode¢le de
souris immunodéprimées

La toxicité de la souche F1-2 a été testée in vivo, en administrant une dose quotidienne
de 2.49 x 10? cellules bactériennes pendant 5 jours a des souris immunodéprimées par injection
de CTX, 3 jours avant le début des gavages. De par ses propriétés immunosuppressives, le CTX
est le traitement le plus utilisé dans le cas de leucémie, de myélomes multiples, de lymphomes
ou de maladies auto-immunes. Ce modele a d’ores et déja été utilis¢ afin de démontrer
I’innocuité de la souche Bacteroides fragilis, aux propriétés anti-inflammatoires (Mao et al.,
2013; Troy and Kasper, 2010) et qui est candidate en tant que probiotique de nouvelle
génération (Tan et al., 2020a). Alors que le CTX induit une perte de poids significative dans
les 24h suivant I’injection (J1) (p<<0.001) durable dans le temps, et en accord avec la littérature
(Tan et al., 2020), I’administration de la souche F1-2 ne présente aucun effet sur ce parametre,
que ce soit dans le groupe controle ou dans le groupe ayant recu le traitement CTX (Figure
35a). En effet, dans cette expérience, le taux de survie est de 100% quel que soit le groupe

considéré.
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Figure 36 : Observation microscopique de la paroi vésicale apreés coloration
Hématoxyline-Eosine. (A) groupe Ctrl + Veh ; (B) groupe Ctrl + F1-2 ; (C) groupe CTX +

Veh ; (D) groupe CTX + F1-2.



La toxicité¢ du CTX se traduit aussi par une augmentation significative du poids de la
rate (p<0.001) (Figure 35b), mais ne semble pas modifier celui du foie (Figure 35¢). Enfin, la
longueur du cdlon semble étre réduite par le traitement CTX chez certains animaux (Figure
35d). L’administration de la souche F1-2 n’induit aucun changement significatif dans le groupe
contrble, quel que soit le paramétre étudié. En revanche, elle semble limiter I'impact du CTX

sur la longueur du célon (p<0.001) (Figure 35d).

Le CTX étant un modele de cystite (Boudieu et al, 2019), une observation
microscopique des vessies a été réalisée aprés coloration a 1’hématoxyline-éosine.
L’observation de la structure des vessies révele une infiltration de cellules immunitaires dans
la paroi vésicale de certains animaux traités au CTX. Ce phénomene ne semble pas présent chez
les animaux ayant recu la souche F1-2. Cette infiltration cellulaire pourrait révéler la présence
d’une inflammation qui devra étre vérifiée par dosage de médiateurs inflammatoires par ELISA

ou en utilisant la technologie LUMINEX (Figure 36).

L’analyse de la formulation sanguine indique une perturbation de 1’érythropoicse
induite par le traitement CTX se traduisant par la présence de blastes mais aussi par une baisse
significative du nombre d’érythrocytes, de I’hémoglobine et de I’hématocrite. De plus, la baisse
du nombre de leucocytes et notamment de la population lymphocytaire chez les animaux du
groupe CTX confirme I’efficacité du traitement immunosuppresseur. L’administration de la
souche F1-2 n’altere ni n’aggrave ces différents parametres (Tableau 5). Au niveau hépatique,
et contrairement a ce que Tan et al. (2020) avaient observé, aucune modification n’a été
constatée entre les différents groupes. Ces résultats préliminaires suggerent que, dans les
conditions expérimentales choisies, la souche F1-2 ne présenterait pas d’effets plus toxiques

que ceux engendrés par le traitement immunosuppresseur (Tableau 6).
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Tableau 5 : Synthése des valeurs de paramétres hématologiques chez les souris controles
et immunodéprimées aprés 5 jours de traitement avec F1-2. Les données sont affichées avec
leur moyenne + ESM.

Ctrl F1-2 CTX +Veh CTX+F1-2
LEUCO (10°.uL") 3,43 + 0,49 4,28 0,28 1,76 + 0,20 ** 2,22 +0,18
Erythrocytes (10°.uL") 8,77 + 0,13 9,1+ 0,15 7,07 £ 0,39 **== 6,74 + 0,14
Hb (g.dL") 12,93 + 0,14 13,25 + 0,2 10,23 4 0,53 *=** 0,70 + 0,18
Ht (%) 47,00 1 0,53 49,66 + 1,00 38,25 + 2,15 ***+* 37,07 + 0,71
VGM (iL) 54,75+ 0,41 54,56 0,35 54,41 + 0,46 55,02 + 0,66
TCMH (pg) 14,73+ 0,10 14,56 + 0,05 14,54 +0,1 14,52 + 0,09
CCMH (g.dL") 26,95 + 0,20 26,7 £ 0,23 26,7 £0,31 26,42 £ 0,28
IDR (%) 17,98 + 0,18 17,95 £ 0,17 16,77 £ 0,28 17,03 £ 0,35
Thrombocytes (10°.uL") 559,43 + 26,47 544 122,34 555,22 + 46,31 592,6 + 62,37
VPM {fL) 6,5+0,12 6,3 t 0,08 7,37 £ 0,20 ** 7,23 £ 0,09
NEUT (10% uL") 0,21 + 0,03 0,24 * 0,04 0,31 + 0,03 0,25 + 0,04
LYMPH (10°.uL") 2,83 0,31 3,67 + 0,19 1,23 £ 0,25 **= 1,48 + 0,12
MONO (10° L) 0,41+ 0,19 0,27 + 0,11 0,08 + 0,02 0,25 + 0,06
BASO (10° L") 0,11 + 0,06 0,14 0,07 0,03 * 0,00 0,03 + 0,01
lg (10° pL) 0,01 + 0,00 0,01 + 0,01 0,01 + 0,01 0,02 0,01
NEUT (%) 6,51 + 1,02 5,68 0,74 20,86 + 2,81 ***=* 12,23 + 2,05 #
LYMPH (%) 82,64 3,79 86,69 + 2,45 70,88 + 4,44 72,93 +3,26
MONO (%) 9,02 + 4,14 6,1+2,08 5,59 + 1,86 11,16 + 2,74
BASO (%) 1,35 £ 0,30 1,53 0,31 1,57 £ 0,36 1,34 £0,22
MEUT Gl (S1) 1247 5,07 134,68 £ 3,52 108,06 £ 3,65 110,08 + 4,96
NEUT RI (FI) 32,12 + 0,42 31,98 + 0,36 38,59 + 2,32 41,09 + 2,35
Blastes (10°.pL") 0,00 + 0,00 0,01 + 0,00 0,05 + 0,01 *= 0,11 + 0,03
Blastes (/100 leuco) 0,16 + 0,08 0,3 £ 0,07 3,32+0,84% 5,00 +1,24
RET (%) 3,18 + 0,19 3,14+ 0,19 4,29 + 0,70 3,90 £0,47

RET (10%.uL)

278,41 1 16,94 286,22 £ 18,02 285,78 * 34,64 240,03 £ 37,25

Abréviations: LEUCO, leucocytes ; Hb, hémoglobine; Ht, hématocrite ; VGM, volume globulaire
moyen; TCMH, teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine ; CCMH, concentration corpusculaire
moyenne en hémoglobine ; IDR, indice de distribution des globules rouges; VPM, volume plaquettaire
moyen ; NEUT, polynucléaires neutrophiles, LYMPH, lymphocytes; MONO, monocytes; BASO,
polynucléaires basophiles; Ig, immunoglobulines; NEUT GI, intensit¢é de granulation des
polynucléaires neutrophiles ; NEUT RI, intensité de réactivité des polynucléaires neutrophiles ; blastes,
cellules nucléées immatures érythrocytaires ; RET, réticulocytes. Analyse statistique : Ctrl vs. CTX +
Veh : */ LEUCO (**p value = 0,003), Erythrocytes (****p value<0,0001), Hb (****p value<0,0001),

Ht (****p value<0,0001), VPM (**p<0.01), LYMPH (***p<0.001), NEUT (****p value<0,0001),

Blastes (/100 leuco) (*p<0.05). Blastes ((103.uL_1) (**p<0.01). CTX + Veh vs. CTX + FI1-2 : #./NEUT
(%) : ##p<0.01.



Tableau 6 : Syntheése des valeurs des parametres hépatiques chez les souris normales et
immunodéprimées aprés 5 jours de traitement avec F1-2. Les données sont affichées avec
leur moyenne + ESM.

Ctrl F1-2 CTX + Veh CTX +F1-2
TG (mmol.L~) 1,21 20,21 105007 1122020 1,30 = 0,09
PROT. (g.L7) 52,54 + 2,62 4778 = 1,48 4751 +2,13 49,48 + 2,15
Glu (mmol L) 15,34 + 1,65 14,24 + 0,89 1145 + 0,83 12,3 £ 0,57
CT (mmol L") 1,86 = 0,08 1,85+ 0,06 1,67 £ 0,03 17008
IH 6,6+ 0,51 5,67 = 0.4 58 +0,37 5,75 + 0,53

Abréviations : TG, triglycérides ; PROT, protéines totales ; Glu, glucose ; CT, cholestérol ; IH, indice
d’hémolyse. Analyse statistique : Ctrl vs. CTX + Veh : ns. CTX + Veh vs. CTX + F1-2 : ns.

4. Discussion générale

La souche P. distasonis F1-2 ayant démontré des effets antalgiques en réduisant
I’hypersensibilité viscérale d’origine colique chez la souris (Article 1), elle pourrait constituer
une nouvelle stratégie thérapeutique dans le traitement des douleurs abdominales chroniques.
La démonstration de son innocuité est une étape indispensable afin d’envisager son utilisation
chez I’Homme et pourrait lui permettre de rejoindre la liste des probiotiques des LBP. Cette
étude préliminaire visait a apporter les premieres preuves de son innocuité. Les résultats obtenus
ont révélé I’absence d’antibiorésistances multiples et I’absence de toxicité splénique, vésicale,
hépatique et hématologique. Ces données préliminaires sont rassurantes et témoignent de

I’innocuité de la souche P. distasonis F1-2.
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AnaBiotics

Constitution d’une banque de souches bactériennes commensales intestinales et
¢valuation de leurs proprietés neuromodulatrices

1. Contexte de I’étude

Comme ¢évoqué dans le Chapitre III de la revue bibliographique de ce manuscrit,
I’isolement et la purification de bactéries commensales intestinales est une étape critique du fait
de leur extréme sensibilité a I’oxygene. Alors que les méthodes classiques utilisant une chambre
anaérobie ainsi que des milieux adaptés a la culture de cette microflore particuliére ne
permettent d’accéder qu’a une partie de la diversité microbienne, des systémes sont
actuellement en développement et offrent la possibilité d’accéder a une diversité beaucoup plus
¢tendue. L’équipe de Vincent Thomas, responsable de I'unité technologique collections
biologiques et microbiologie au sein de I’institut BIOASTER, propose une méthode rapide et
efficace permettant de détecter, de séparer, d’isoler et de cultiver la majorité des especes
bactériennes présentes dans un échantillon de selles humaines. Une collaboration récente entre
I’institut BIOASTER, la sociét¢ GREENTECH et le laboratoire NEURODOL a permis
d’obtenir un financement de la métropole clermontoise en réponse a 1’appel a projet

« Clermont Innovation / Recherche-action » en 2021.

La constitution d’une banque de souches bactériennes ainsi que les techniques
développées au cours de la thése avaient pour objectif de sélectionner des souches strictement
anaérobies capables de moduler I’activité de cellules neuronales mais aussi d’évaluer leur

potentiel effet antalgique ou psychobiotique dans différents modeles animaux.

2. Matériel et méthodes

Sélection du donneur sain : Le choix du donneur est une étape primordiale dans ce projet. En
effet, afin de maximiser les chances d’obtenir une biodiversité conséquente, 5 donneurs ont été
sélectionnés sur la base du volontariat. Les donneurs sélectionnés pour 1’étude ont été informés
et ont signé un consentement éclairé de participation et d’exploitation des résultats. Ces
donneurs ont été sélectionnés selon différents criteres d’inclusions et d’exclusions en répondant
a un questionnaire complet. Parmi les 5 dons de selle obtenus, 1’échantillon sélectionné pour
I’¢tude est celui présentant le maximum de viabilité cellulaire et la plus grande diversité

bactérienne, évaluée par cytométrie en flux (Becton Dickinson).
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Figure 37 : Plateforme ANOXIC. La plateforme ANOXIC est composée d’un cytométre en flux couplé
a un trieur BD Influx® équipé de 4 lasers (violet (405 nm, 100 mW), bleu (488 nm, 200 mW), rouge (640 nm, 120
mW) et ultra-violet (355 nm, 100 mW)), permettant de trier des événements de trés petite dimension (particules
d’un diamétre > 0.2 pm) et de multiplexer les marqueurs utilisés, et le tout en maintenant une atmosphére anaérobie
grace a I’ajout d’un caisson a atmosphére contrdlée. Le tri cellulaire s’effectue selon différents paramétres. Alors
que les paramétres de taille et de granulométrie ne nécessitent aucun marquage préalable, la viabilité cellulaire
nécessite quant a elle un marquage de 1’échantillon a 1’aide du kit Live/Dead (SYTOY/IP). Les cellules sont
également triées selon leurs paramétres de surfaces en utilisant les lectines spécifiques. La plateforme ANOXIC
permet de s’affranchir des difficultés liées a 1’isolement de bactéries anaérobies strictes, caractéristiques de la
microflore retrouvée au niveau du colon. Ce systéme est innovant puisqu’il discrimine plusieurs populations
bactériennes au sein de 1’échantillon et permet de repiquer les bactéries d’intérét tout en maintenant les propriétés
strictement anaérobies du systéme.
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Figure 38 : Développement de colonies développées sur gélose anaérobie aprés repiquage

par la plateforme automatisée ANOXIC. Chacune des colonies correspond a un point/événement sur
le cytogramme. Chaque gélose correspond aux repiquages d’un « nuage de points » (« gate ») identifié sur le
cytogramme. Il est & noter que I’aspect morphologique identique de certaines colonies sur la gélose ainsi que la
proximité présente entre plusieurs points d’une méme sous-population sur le cytogramme pourraient indiquer que
plusieurs exemplaires du méme clone ont été isolés. En rouge, les isolats sélectionnés pour étre cultivés en milieu
liquide avant d’étre réunis pour réaliser un séquengage métagénomique.



Isolement de bactéries anaérobies strictes: L’isolement de bactéries commensales
intestinales a été réalisée en utilisant la plateforme ANOXIC équipée d’un cytométre en flux
(Becton Dickinson) et d’un trieur de cellules BD Influx® (Figure 37). Les critéres
discriminants les différentes sous-populations bactériennes étaient : la taille, la granulométrie,
la wviabilit¢ cellulaire, le % en GC (DAPI) et les propriétés de surface (lectines
WGA/HPA/SBA/LEA marquants les résidus saccharidiques (N acetyl glucosamine pour WGA
et N acétyl galactosamine pour HPA)). L’échantillon sélectionné était celui présentant le
nombre le plus important de sous-populations différentes (selon les critéres de discrimination
précités) soit 30 sous-populations. L’isolement de bactéries a été réalisé grace au systeme de
repiquage automatisé, sur un milieu GAM (GAM Agar Modified) supplémenté de 30% (v/v)
de jus de rumen. Chacune des 30 géloses contenait 384 repiquages soit autant de clones
bactériens, correspondant a une sous-population (1 gélose = 1 sous-population). Apreés 4 a 6
jours d’incubation a 37°C en conditions anaérobie, la plupart des repiquages donnait naissance

a une colonie.

Evaluation de la diversité et de la composition bactérienne par séquencage : Pour chacune
des 30 sous-populations (= 30 géloses), 96 colonies ont été repiquées dans un milieu liquide en
plaque 96 puits (Deep-Well ou DW) (Figure 38). Aprés une incubation de 3 jours a 37°C en
anaérobiose, 100 puL de chacune des cultures correspondant a une méme sous-population
(appartenant a la méme gélose) ont été réunies dans un tube Falcon d’une contenance de 15
mL. Aprés une étape d’extraction d’ADN, une analyse métagénomique a été réalisée afin

d’accéder a la diversité et a la composition contenue dans chacune des sous-populations.

Ciblage des bactéries sporulantes : Afin de cibler plus spécifiquement les bactéries
sporulantes, une partie de la selle a été traitée soit a 1’éthanol 70% pendant 4h, soit a la chaleur
(80°C pendant 20 minutes) avant d’étre étalée sur gélose. Les dilutions 1073, 10* et 107 ont été
¢talées et I’évaluation de la diversité et de la composition bactérienne a été réalisée en suivant

le protocole précédemment décrit.

Constitution d’une banque de souches bactériennes anaérobies strictes : Une partie des
cultures réalisées en DW a été cryoconservée (100 pL glycérol / puits) a -80°C dans les locaux

de la socié¢t¢ GREENTECH. Un total de 1590 clones bactériens constitue cette banque.
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Figure 39: Protocole d’évaluation des propriétés neuromodulatrices des
bactériens.
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Figure 40 : Evaluation de la diversité microbienne contenue dans un échantillon de selle

fraiche humaine par cytométrie en flux. Les cytogrammes reflétent la diversité bactérienne au sein de
I’échantillon, selon différents parameétres. On distingue plusieurs sous-populations (« gates », cercles et rectangles

dessinés manuellement sur les cytogrammes) selon le critére discriminant.



Evaluation des propriétés neuromodulatrices de bactéries commensales intestinales :
Comme cela avait été réalisé dans le cadre de mon projet de theése, I’effet neuromodulateur de
bactéries a été évalué. Apres avoir cultivé les 1590 clones bactériens, une mesure de DOgoonm a
¢été réalisée pour chacune d’entre-elles afin de collecter des informations quant a la croissance
de chacun des isolats. Les cultures ont ensuite été inactivées par des cycles répétés de chauffage
et de congélation. Une partie des clones bactériens a été testée pour ses propriétés
neuromodulatrices sur des cellules ND7/23 (6 plaques sur 30) immortalisées stimulées a la
bradykinine. Dans cette expérience, les cellules ND7/23, préalablement marquées avec la sonde
calcique FLIPR Calcium 6 QF (molecular devices) ont été incubées pendant 30-55 min avec
chacune des cultures (30% (v/v)) avant d’étre stimulées avec la bradykinine (40 nM final). Le
signal d’activation mesuré est normalisé puis exprimé en valeur relative par rapport au controle

(Figure 39).
3. Résultats et discussion

3.1. Choix du donneur, traitement de 1’échantillon et constitution de la bio-
banque
Comme mentionné précédemment, le choix du donneur a été motivé par la richesse
bactérienne de 1’échantillon de selle fourni. Pour évaluer la diversité microbienne, les selles ont
été traitées a 1’aide de différents marquages. La premiére discrimination est réalisée selon deux
parameétres que sont la taille et la granulométrie cellulaire. Les bactéries vivantes ont ensuite
¢été discriminées selon leur viabilité. Le donneur a ensuite été sélectionné en fonction du nombre
de sous-populations obtenues aprés un marquage au DAPI et un marquage a la lectine HPA.

(Figure 40).

L’analyse de la selle fournie par le donneur sélectionné réalisée par I’institut
BIOASTER a permis de distinguer 30 sous-populations correspondant a 30 « nuages de
points » ou « gates » sur les cytogrammes. Le repiquage de 384 cellules pour chacune des sous-
populations identifiées a permis d’isoler un total de 1590 clones bactériens, dont 166 obtenus
apres traitement a 1’éthanol ou a la chaleur. Plusieurs exemplaires de ces clones bactériens sont

actuellement cryoconservés dans les locaux de la société GREENTECH.
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Tableau 7 : Espéces bactériennes identifiées dans les différentes sous-populations et
fréquence de détection. En orange, les espéces bactériennes détectées dans plus de 10 sous-
populations, en vert, les espéces bactériennes détectées dans 1 a 2 sous-populations.

Espéces identifiées

Nombre de sous-
populations  dans
lesquelles ’espéce a
été identifiée

Espéces identifiées

Nombre de sous-
populations dans
lesquelles D’espéce
a été identifiée

Agathobaculum 3 Faecalibacterium prausnitzii | 14

butyriciproducens

Akkermansia muciniphila | 18 Finegoldia magna 1

Alistipes inops 18 Firmicutes bacterium CAG | 1
110

Alistipes sp. CHKCIOO3 2 Firmicutes bacterium CAG 83 | 6

Anaeromassilibacillus  sp | 8 Firmicutes bacterium CAG 94 | 3

An250

Bacteroides fragilis 6 Gemmiger formicilis 6

Bacteroides galacturonicus | 1 Gordonibacter pamelaeae 14

Bacteroides vulgatus 23 Lachnospira pectinoschiza 1

Bifidobacterium 24 Lactobaccilus gasseria 3

adolescentis

Blautia obeum 3 Lactobacillus rigosae 1

Blautia wexlerae 2 Lawsonibacter 5
asaccharolyticus

Clostridium citroniae 2 Monoglobus pectinilyticus 16

Clostridium leptum 2 Odoribacter splanchnicus 5

Clostridium 3 Oscillibacter sp 57-20 3

methylpentosum

Corpococcus comes 5 Parasutterella 1
excrementtihominis

Cutibacterium acnes 2 Proteobacteria bacterium | 1
CAG 139

Dialister invisus 8 Proteus hauseri 1

Dorea formicigenerans 6 Proteus vulgaris 1

Dorea longicatena 5 Ruminococcus bromii 11

Eggerthella lenta 15 Ruminococcus lactaris 13

Eubacteriaceae bacterium | 3 Ruminococcus torques 5

CHKIOOS5

Eubacterium hallii 4 Ruthenibacterium 2
lactatiformans

Eubacterium siraeum 3 Staphylococcus epidermidis 2

Eubacterium sp. CAG 180 | 4 Staphylococcus warneri 3

Varibaculum cambriense 1 Turicimonas muris 1




3.2. Evaluation de la diversité bactérienne au sein de 1’échantillon

La diversité bactérienne a ¢té évaluée au sein de chacune des sous-populations
identifiées sur les cytogrammes. Le séquencage des isolats de chacune des géloses/sous-
populations indique que 50 especes bactériennes ont été détectées avec une prévalence
prédominante de Bifidobacterium adolescentis (retrouvée dans 24 des 30 sous-populations
testées), Bacteroides vulgatus (23/30), Alistipes inops et Akkermansia muciniphila (18/30),
Monoglobus pectinilyticus (16/30) et Eggerthella lenta (15/30) (en orange dans les Tableau 7).
Il est a noter que ces prévalences ne donnent aucune indication quant a 1’abondance de chacune
des especes dans 1’échantillon initial. En effet, ce résultat pourrait révéler une limite de la
technique utilisée. Le fait que la méme espéce bactérienne soit retrouvée dans plusieurs sous-
populations pourrait indiquer que les marqueurs de discrimination ne sont pas suffisamment
spécifiques. Ces données indiquent également que la technique utilisée a permis d’isoler des
bactéries reconnues pour leur extréme sensibilité a 1’oxygéne comme c’est le cas pour F.
prausnitzii. Parmi ces 50 especes, 17 d’entre-elles sont détectées dans seulement une ou deux
sous-populations (géloses). A I’inverse des souches présentant une forte prévalence, ce résultat
pourrait indiquer que les marqueurs utilisés permettent de discriminer plus spécifiquement ces

especes bactériennes.

Le traitement a I’éthanol et le chauffage devaient permettre de sélectionner les bactéries
sporulées. L’expérience a permis de valider ce traitement puisque seules quelques espéces sont
capables d’y résister. C’est notamment le cas des especes Dorea longicatena, Eubacterium
hallii, Lachnospira pectinoschiza et Lactobacillus rogosae, qui résistent au traitement a
I’éthanol et de Ruminococcus bromii et Eubacterium sp. CAG 180 qui résistent au traitement

thermique.

Bien que cette technique ait permis d’isoler une cinquantaine d’especes bactériennes,
elle n’a pas permis d’accéder a la majorité des représentants du « core microbiote ». En effet,
seulement 12 d’entre-elles ont été identifiées dans la liste proposée par Qin et al., (2010)
(Tableau 8). Parmi la liste des especes détectées, certaines sont probablement des contaminants
apportés lors de la manipulation de I’échantillon comme c’est le cas pour S. epidermidis ou C.
acnes, caractéristiques du microbiote cutané. Enfin, cette technique n’a pas permis d’accéder a
certains genres bactériens d’intérét comme Roseburia peut-Etre plus difficiles a isoler ou des
bactéries appartenant a 1’espeéce Parabacteroides distasonis, qui nous intéresse plus
particuliecrement dans notre étude et qui présente pourtant une forte prévalence chez les

individus sains (Almeida, 2013).

126




Tableau 8 : Especes détectées dans I’échantillon de selle et communes a la liste du « core
microbiote » proposée par Qin et al., (2010).

Nombre de sous-populations dans lesquelles I’espéce a
Espéces identifiées
été identifiée

Bacteroides vulgatus 23
Clostridium leptum 2
Corpococcus comes 5
Dorea formicigenerans 6
Dorea longicatena 5
Eubacterium hallii 4
Eubacterium siraeum 3
Faecalibacterium prausnitzii 14
Ruminococcus bromii 11
Ruminococcus lactaris 13
Ruminococcus torques 5
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Figure 41 : Effet neuromodulateur des clones contenus dans les 6 premieres microplaques
(soit environ 576 clones bactériens). En vert, les clones bactériens ayant un effet
neurostimulateur, en augmentant de plus de 93% la réponse neuronale par rapport au contrdle.
En rouge, les clones bactériens ayant un effet neuroinhibiteur présentant une réponse neuronale
inférieure ou égale a 7% a celle du contrdle. DW : Deep-Well, microplaque de culture
correspondante (pour rappel : DW1 = sous-population n°l, DW2 : sous-population neuronale

n°2...).



L’absence de spécificité des parametres choisis ou encore la composition du milieu de
repiquage non adaptée a toutes les especes bactériennes sont des facteurs limitants plausibles.
Malgré les limites identifiées dans ce systéme, la capacité d’isolement de souches strictement
anaérobies demeure bien supérieure aux méthodes culturales classiques, plus contraignantes et
chronophages. De plus, une optimisation du systeme par le développement d’anticorps
spécifiquement dirigés contre des espeéces bactériennes ciblées a permis d’isoler plusieurs
souches de Faecalibacterium prausnitzii par I’équipe de BIOASTER et a permis d’effectuer
un ciblage jusqu’au phylogroupe pour cette espeéce. C’est aussi le cas pour [’espéce
Christensenella minuta, une espece pourtant trés faiblement représentée au sein du microbiote
fécal (0.01%) (Bellais et al., 2022). L’utilisation de substrats marqués pourraient également étre
une alternative a 1’utilisation d’anticorps (Tao et al., 2019). Cette preuve de concept ouvre le
champ a de nouvelles stratégies d’isolement de souches bactériennes, non accessibles par les

méthodes culturales classiques.

3.3. Evaluation des propriétés neuromodulatrices des isolats bactériens

Afin d’évaluer I’effet neuroinhibiteur des isolats bactériens, un premier screening a été
réalisé en simplicat en testant les 6 premieres plaques (donc les clones bactériens des 6
premieres sous-populations). Comme mentionné précédemment, les différents isolats ont été
cultivés dans des microplaques 96 puits avant d’étre inactivés par des cycles répétés « chaud-
froid » (Figure 39). Les réponses obtenues aprés une stimulation a la bradykinine sont tres
diverses. En effet, alors que certains isolats ne modifient pas la réponse neuronale, d’autres au
contraire présentent un effet excitateur ou inhibiteur. Ces résultats sont en accord avec les
résultats obtenus au cours de la thése, qui avaient montré le potentiel neuromodulateur du
microbiote intestinal. En effet, en interagissant avec les neurones, certaines souches
microbiennes sont capables de moduler leur activation (Defaye ef al., 2019; Deng and Chiu,
2021). Les résultats indiquent aussi qu’une large proportion d’isolats bactériens possede un

effet inhibiteur sur 1’activation neuronale (Figure 41).
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Figure 42 : Effet neuromodulateur des 30 clones sélectionnés pour leur potentiel
neuroinhibiteur.



Afin de sélectionner les candidats présentant le plus fort potentiel neuroinhibiteur, nous
avons sélectionné les isolats capables de réduire de 93% la réponse neuronale par rapport au
contrble (soit un maximum de 7% de la réponse contrdle). Cette valeur, choisie arbitrairement,
a permis de retenir 79 clones bactériens. Afin de s’affranchir des résultats « faux-positifs »,
nous avons vérifi¢ que les isolats s’étaient effectivement bien développés avant d’étre testés en
consultant les données de DOsoonm. De plus, et afin de maximiser la diversité bactérienne testée,
les isolats sélectionnés provenaient de différentes microplaques (donc de différentes sous-
populations) puisque la probabilité de sélectionner des isolats identiques au sein de la méme

population est plus forte. Cette étape a permis de réduire la liste a 30 isolats.

Afin de confirmer les premiers résultats obtenus, ces 30 clones ont été testés en duplicat
en suivant le méme protocole (Figure 39). Les résultats obtenus ont permis de confirmer 1’effet
neuroinhibiteur observé pour la majorité des clones testés. Ces clones sont de potentiels
candidats pour la suite de 1’étude (Figure 42). Les isolats bactériens restants devront étre testés

pour leurs propriétés neuroinhibitrices.

La mise au point d’une méthode de screening des propriétés neuromodulatrices de
bactéries au cours du projet de thése m’a donc permis de tester une partie des clones bactériens
de la bio-banque. Comme cela a été étudié au cours du projet de thése, ces données préliminaires
pourraient permettre d’identifier des souches bactériennes capables de bloquer une activation
impliquant la bradykinine ou ses récepteurs mais des tests complémentaires sont nécessaires.
De plus, ces résultats pourront étre complétés par d’autres tests in vitro. En effet, les isolats
sélectionnés pourront étre testés sur des neurones primaires issus de DRG soumis a diverses
stimulations nociceptives telles que la soupe inflammatoire (et les différents éléments qui la
composent comme la 5-HT, I’histamine, les prostaglandines ou encore la bradykinine), la
capsaicine ou encore le KCI. Les résultats obtenus permettront ainsi de sélectionner quelques
isolats d’intérét qui pourront étre identifiés puis testés chez 1’animal pour leurs propriétés
antalgiques mais aussi pour leurs propriétés psychobiotiques. Pour cela, différents modéeles
murins disponibles au laboratoire NEURODOL pourront étre utilisés. Etendre I’étude a
d’autres especes bactériennes permettra peut-€tre d’identifier de nouveaux mécanismes
d’interaction entre le microbiote intestinal et le systeme nerveux et d’envisager de nouvelles
stratégies thérapeutiques dans le traitement des douleurs abdominales chroniques mais aussi

dans les troubles neuropsychiatriques.
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4. Discussion générale

Cette premicre étape a permis de valider la technique proposée par BIOASTER
puisqu’elle répond a I’une des difficultés rencontrées pendant mon projet de thése : I’isolement
de bactérie anaérobies strictes. En effet, bien que la culture et la production de souches
anaérobies strictes soient maitrisées au sein de la société GREENTECH, 1’isolement demeurait
une étape limitante et les techniques employées n’avaient permis d’isoler qu’une dizaine de
souches plus ou moins anaérobies au cours de la premiére année de thése, constituant un

matériel biologique de travail limité pour le projet.

Neéanmoins, cette nouvelle méthode présente quelques limites puisqu’elle n’a pas permis
d’isoler tous les représentants du « core microbiote » mais des étapes d’optimisation sont en
cours de développement et permettront d’accéder a toute la diversité bactérienne, y compris les

especes tres peu représentées (Bellais et al., 2022).

GREENTECH est une société¢ développant des actifs pour des domaines d’application
divers et variés comme la cosmétique, la santé¢ animale et la santé humaine, 1’agronomie ou
I’environnement. La disposition de cette bio-banque de souches propriétaires et libres
d’exploitation constitue une richesse non négligeable dans le développement de futurs projets
de recherche. En identifiant de nouvelles souches aux propriétés antalgiques ou
psychobiotiques, GREENTECH sera en mesure de proposer de nouvelles souches candidates

parmi la liste des LBP en lice pour I’obtention d’'une AMM.
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Figure 43 : P distasonis F1-2 exerce un effet anti-hyperalgique en réduisant
I’hypersensibilité viscérale d’origine colique dans un modele post-inflammatoire de
douleur viscérale induit par instillation rectale de DNBS. (a) Procédure expérimentale. La
colite est induite par instillation rectale de DNBS ou d’éthanol 30% au jour O puis au jour 22.
Les souris sont gavées quotidiennement pendant 10 jours avec la souche F1-2 ou le véhicule
(PBS + glycérol) entre le jour 16 et le jour 26. La sensibilité colique est évaluée a la fin de
I’expérience, au jour 26, par distension colorectale. Les groupes sont les suivants : EtOH30%
+ véhicule (n=7), DNBS + véhicule (n=8) et DNBS + F1-2 (n=10). (b) Variations de pression
intracoliques en réponse aux distensions colorectales. (¢) Aire sous la courbe (AUC) calculées
entre 60 et 80 mmHg pour chacun des groupes. Moyenne + ESM. Analyses statistiques : (b)
Moyenne £ ESM. ANOVA 2 voies suivie d’un test de comparaison multiple de Dunnett.
EtOH30% + veh vs. DNBS + veh : ***p<0.001 (a 80mmHg); ****p<0,0001 (a 60 mmHg).
DNBS + veh vs. DNBS + FI1-2 : **p<0.01 (a 80 mmHg), ****p <0,0001 (a 60 mmHg). (c)
Moyenne + ESM. ANOVA une voie suivie d’un test de comparaison multiple de Tukey.
EtOH30% + veh vs. DNBS + veh : ****p<0,0001. DNBS + veh vs. DNBS + F1-2 : ***%p
<0,0001.



Discussion/Perspectives

Dans ces travaux de thése, plusieurs grands axes ont été explorés. Aprés avoir évalué le
potentiel neuromodulateur de plusieurs souches commensales intestinales in vitro, la souche
Parabacteroides distasonis F1-2 a été sélectionnée pour ses propri€tés neuroinhibitrices. Cette
souche a été au cceur de mes travaux de thése puisqu’elle exerce un effet anti-hyperalgique
marqué dans plusieurs modeles d’HSVC chez la souris. Ces travaux étant relativement
nouveaux, les résultats obtenus suscitent aujourd’hui plusieurs interrogations quant a
’utilisation de la souche F1-2 comme nouvelle stratégie thérapeutique pour soulager les
patients présentant des douleurs abdominales chroniques mais aussi quant a son mode d’action,

qui seront développées dans cette discussion.

Partie 1

Propriétés anti-hyperalgiques de Parabacteroides distasonis F1-2

1. P. distasonis F1-2 : un traitement préventif ou curatif ?

Dans notre étude, le potentiel anti-hyperalgique de la souche P. distasonis F1-2 dans un
modele de douleur viscérale associée a une faible inflammation colique (DSS 0,5%) a été
montré (Article 1). Dans ce modéle, F1-2 a été administrée par gavage dés le début de
I’induction de I’inflammation colique. Ainsi, la souche F1-2 pourrait avoir une action
préventive puisque 1’augmentation de la sensibilité colique induite par le DSS 0,5% chez la
souris est normalisé aprés 12 jours de gavage avec la souche F1-2. Des travaux
complémentaires ont également permis de confirmer cette activité préventive dans un modele
dit de douleur post-inflammatoire, induit par 2 instillations rectales de DNBS espacées de 21
jours mis au point par Martin et al., en 2015, et caractérisé par une inflammation a bas bruit
ainsi que par une hausse de perméabilité intestinale (Laval ef al., 2015; Martin et al., 2016).
Dans ce mode¢le, le traitement avec la souche F1-2, administrée pendant 6 jours avant la seconde
instillation (Figure 43a) a permis de rétablir une sensibilité colique proche de celle du groupe
controle (Figure 43b et 43c¢) renforgant 1’idée que la souche F1-2 est capable de prévenir

I’HSVC chez la souris.
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Figure 44 : Effet de P. distasonis F1-2 dans un modé¢le de séparation maternelle avec
induction d’une hausse de perméabilité intestinale. Dans cette expérimentation, 4 groupes
de souris NMS hypersensibles recevraient chaque jour, pendant 8 jours, une instillation rectale
d’EtOH (30%) ou d’eau le matin afin de perturber 'intégrit¢ de la barriere épithéliale
intestinale, et un gavage de la souche F1-2 ou du véhicule correspondant (PBS + Glycérol) en
fin de journée. Une mesure de perméabilité intestinale (Dextran-FITC) serait réalisée un jour
avant la fin de I’expérience et la sensibilité colique serait évaluée par distension colorectale au
9°me jour de 1’expérience.



Malgré I’accumulation de preuves quant a son effet bénéfique sur ’THSVC, I’administration
de la souche F1-2 en méme temps que 1’induction du modele rend ces résultats difficilement
transposables en clinique et ne permettent pas de statuer quant a son potentiel curatif. C’est
pourquoi, I’effet de F1-2 a aussi été testé dans un modele de SII-PI suite a une infection par
Citrobacter rodentium (Meynier et al., 2022) (Article 1). Dans ce modéle, la souche F1-2 a été
administrée en phase post-infectieuse qui pourrait s’apparenter a un traitement curatif de gastro-
entérite et a également montré son efficacité sur ’"HSVC induite par I’infection. Ces résultats
suggerent que F1-2 pourrait étre préconisée en tant que traitement curatif. Néanmoins, le
développement d’un SII et de douleurs abdominales chroniques n’étant pas systématique suite
a un épisode infectieux (Barbara ef al., 2019), son application pourrait étre limitée aux cas de
SII-PI. Afin de confirmer le potentiel thérapeutique curatif de la souche F1-2, celle-ci pourrait
étre testée dans d’autres modeles caractérisés par une HSVC chronique, installée bien avant le
début du traitement. Pour répondre a cette problématique, la souche F1-2 a été testée dans un
modele de stress néonatal induit par séparation maternelle (modéle NMS) (Meleine et al., 2016;
Miquel et al., 2016). Dans ce modele, la souche F1-2 n’exerce pas d’activité anti-hyperalgique
(Article 1). Toutefois, I’atteinte au niveau de I’intégrité de la barri¢re épithéliale intestinale
étant limitée, il est possible que ce modele ne permette pas de révéler I’effet anti-hyperalgique
de F1-2. C’est pourquoi, une perturbation de la barriére épithéliale dans ce méme modé¢le par
I’instillation rectale d’une solution d’éthanol a 30% pourrait favoriser 1’action de la souche F1-
2 (Figure 44). Ces résultats pourraient étre appuyé€s par d’autres modeles murins disponibles et
maitrisés au laboratoire. C’est notamment le cas des souris déficientes pour le gene codant le
récepteur TLRS, qui, au-dela de développer des symptomes caractéristiques du syndrome
métabolique ou de I’obésité (Vijay-Kumar et al, 2010), sont aussi caractéris€ées par une
inflammation a bas bruit (Carvalho et al., 2012) ainsi que par une HSVC persistante observée
au sein du laboratoire. Dans cette expérience complémentaire, le niveau de sensibilité colique
pourrait étre évalu¢ par DCR avant et apres un traitement avec la souche F1-2 dont la durée
reste a déterminer. Enfin, il est aujourd’hui admis que la nutrition a un impact sur la santé. Le
développement de modéles animaux a notamment permis de montrer que 1’administration d’un
régime riche en graisse pendant 12 a 16 semaines conduisait au développement d’'une HSVC
(Groover et al., 2013; Tramullas et al., 2016) impliquant plus spécifiquement le récepteur
TLR4, tant au niveau central que périphérique (Tramullas et al., 2016). Bien que peu de données
soient disponibles sur I’effet d’un tel régime sur la perméabilité intestinale (Cani ef al., 2008),
ces modeles d’HSVC persistante pourraient constituer un terrain propice a I’évaluation du

potentiel curatif de la souche F1-2.
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2. Autres effets de P. distasonis F1-2: impact du traitement par F1-2 sur
I’inflammation ou sur la restauration de la barriere épithéliale intestinale ?

Le dosage de médiateurs inflammatoires par ELISA a permis de révéler une inflammation
a bas bruit caractérisée par une hausse significative de Lipocaline 2, de CXCL1/KC (IL-8) et
d’IL-1PB au niveau colique chez les animaux ayant regu 0.5% de DSS dans I’eau de boisson. Le
traitement F1-2 n’a pas permis de réduire significativement ces 3 médiateurs inflammatoires
suggérant que la souche F1-2 exerce un effet anti-hyperalgique, a priori indépendant de
I’inflammation. Le dosage de 18 médiateurs inflammatoires par la technologie LUMINEX® a
permis d’explorer les voies Th1/Th2 et Th17 de I'inflammation. Les résultats ont confirmé
I’absence d’une inflammation marquée dans ce modele et n’ont pas permis de statuer quant au
caractére anti-inflammatoire de la souche F1-2 (Article 1). Pourtant, les propriétés anti-
inflammatoires de certaines souches de P. distasonis ont été décrites dans plusieurs modéles
(Cekanaviciute et al., 2017; Cuffaro et al., 2020; Hiippala et al., 2020; Koh et al., 2020; Kverka
et al., 2011). Toutefois, les résultats sont parfois contradictoires et semblent étre souche-
dépendants. En effet, Hiippala et al., (2020) ont montré que seulement 3 des 6 souches testées
exercaient un effet anti-inflammatoire en réduisant la libération d’IL-8 par des cellules HT29
stimulées au LPS. Afin de statuer quant au potentiel anti-inflammatoire de la souche F1-2, une
expérience complémentaire pourrait étre réalisée en administrant une dose de DSS plus ¢élevée

favorisant la mise en place d’une inflammation plus marquée.

Alors que I’intégrité de la barriere épithéliale intestinale est perturbée dans la plupart des
modeles d’HSVC utilisés dans notre étude, la souche F1-2 ne semble pas restaurer une
perméabilité proche de celle des animaux du groupe contrdle (Article 1). Pourtant, en restaurant
I’intégrité de la barricre épithéliale intestinale, certaines bactéries pourraient limiter la
translocation bactérienne et moduler ’HSVC. Ces propriétés ont d’ailleurs été décrites in vitro
(Cuffaro et al., 2020; Hiippala et al., 2020) mais aussi in vivo (Cuffaro et al., 2020; Koh et al.,
2020) chez certaines souches appartenant a I’espéce P. distasonis. Un dosage des protéines de
jonctions serrées telles que ’OCCLUDINE ou ZO-1 permettrait de confirmer ’absence d’effet

bénéfique sur le rétablissement de la perméabilité intestinale par la souche F1-2.

Ainsi les propriétés anti-inflammatoires ou de renforcement de la barriere épithéliale
intestinale décrites dans la littérature pour certaines souches de P. distasonis n’ont pas été
retrouvées dans nos expérimentations. Au niveau intestinal, il n’est pas rare d’observer de la

variabilité au sein d’une espece bactérienne.
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C’est notamment ce qui a €t¢ montré pour Faecalibacterium prausnitzii, pour laquelle plusieurs
phylotypes ont été décrits (Fitzgerald et al., 2018). L espéce Akkermansia muciniphila semble
¢galement présenter une variabilité importante (Becken et al., 2021). Finalement, ces résultats

renforcent I’intérét porté a la souche P. distasonis F1-2.

3. P. distasonis F1-2 présente-t-elle des propriétés psychobiotiques ?

Au-dela des atteintes intestinales, I’anxiété et la dépression sont des troubles psychiatriques
partagés par une grande partie des patients atteints de MICI et de SII. En effet, il a été rapporté
que 32,1% a 39.1% de ces patients souffraient d’anxiété et que 25.2% a 28.8% étaient atteints
de dépression (Barberio et al., 2021; Geng et al., 2018; Zamani et al., 2019). De plus, comme
décrit dans le chapitre 1 de la Revue bibliographique de ce manuscrit, les nombreuses données
générées grace aux progres technologiques ont permis de mettre en évidence une dysbiose chez
les patients atteints de dépression ou d’anxiété, caractérisée par une perte de diversité
microbienne. La caractérisation de cette dysbiose a permis de révéler, entre-autres, la
diminution de I’abondance des espéces appartenant au genre Parabacteroides chez ces patients
(Barandouzi et al., 2020). De plus, le microbiote intestinal est capable de synthétiser un grand
nombre de métabolites pouvant moduler le comportement et contribuer positivement ou
négativement au développement de troubles cognitivo-émotionnels comme les troubles anxio-
dépressifs (Averina et al., 2020). Parmi eux, le GABA nous intéresse plus particuliérement
puisque certaines souches probiotiques capables de moduler la teneur en GABA exercent des

effets bénéfiques en réduisant les symptomes de la dépression (Tette ef al., 2022).

Dans notre étude, et en accord avec la littérature, la capacité de la souche P. distasonis F1-
2 a convertir le glutamate en GABA a été montrée (Otaru et al., 2021). La synthése de GABA
par cette souche pourrait lui permettre d’agir au niveau central. Dans le mod¢le de SII-PI suite
a une infection par C. rodentium, 1’effet de F1-2 sur le comportement anxieux a été évalué¢ en
réalisant le test de labyrinthe en croix surélevé (« Elevated plus maze » ou EPM) et n’a pas
révélé d’effet bénéfique (Article 1). Bien que ces premicres données semblent indiquer
I’absence d’effet anxiolytique de la souche F1-2, elles sont aujourd’hui insuffisantes pour
statuer sur le potentiel psychobiotique de la souche F1-2 et nécessitent d’étre complétées en

réalisant d’autres tests de référence comme le test de la planche a trou (Hamieh ez al., 2021).
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Ce modele de SII-PI étant caractérisé par le développement de troubles cognitifs, la réalisation
de tests tels que le laboratoire en Y (Y-Maze), le test de la reconnaissance d’objet nouveau
(« Novel Object Recognition » ou NOR) et de localisation (« Novel location recognition » ou
NLR) permettraient d’évaluer respectivement la mémoire spatiale de travail, la mémoire de
reconnaissance a moyen terme et 1’exploration (Meynier et al, 2022). Enfin, la mise en
évidence d’un trouble dépressif a un stade plus tardif chez ces animaux permettrait, par le test
de suspension par la queue ou le test de nage forcée, d’évaluer I’effet de F1-2 sur la dépression.
Néanmoins, les modalités du traitement pourraient étre modifiées (moment, durée) puisqu’il est
possible qu’une action au niveau central nécessite un traitement plus long que celui utilisé lors

de ces travaux de thése.

Le modé¢le de SII-PI n’est pas le seul modele dans lequel les propriétés anxiolytiques
peuvent étre évaluées puisque I’administration de 2.5% de DSS pendant 5 jours a également été
décrite pour induire un comportement de type anxieux chez la souris (Nyuyki et al., 2018).
Ainsi, un test complémentaire pourrait étre réalisé¢ en évaluant 1’anxiété dans un modéle de
colite induite chimiquement par I’administration de DSS dans 1’eau de boisson, a 2,5% mais

aussi a 0,5% comme cela a été réalisé dans le cadre de mes travaux de thése.

4. Potentiel thérapeutique de P. distasonis : des propriétés bénéfiques non partagées

par toutes les souches de ’espéce ?

Bien que P. distasonis présente une forte prévalence dans la population humaine estimée a
91.7% (Almeida, 2013), une grande variabilité a été retrouvée au sein de 1’espeéce. En effet,
alors que certaines souches exercent des effets bénéfiques (Cuffaro et al., 2020; Hiippala et al.,
2020), il semblerait que ceux-ci ne soient pas partagés par 1’ensemble des souches de cette
espece bactérienne. L’effet anti-hyperalgique de P. distasonis sur ’HSVC n’ayant jamais été
étudié auparavant, nous 1’avons comparé a la souche de référence de la méme espéce provenant
de la collection ATCC (ATCC 8503) dans le modele d’HSVC associé¢ a une faible inflammation
induite par I’administration de DSS a 0,5% dans 1’eau de boisson (Article 1). Alors que la
souche P. distasonis F1-2 exerce un effet anti-hyperalgique marqué, cette propriété n’est pas
retrouvée chez la souche de référence ATCC 8503. Pourtant, les conditions de culture, la dose
administrée ainsi que la procédure expérimentale étaient identiques. Ceci est donc en

adéquation avec la variabilité décrite au sein de cette espece.
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La constitution d’une banque de souches appartenant a cette espéce bactérienne grace a la
plateforme ANOXIC développée par I’Institut BIOASTER et a I'utilisation d’anticorps
spécifiques permettrait d’explorer son activité anti-hyperalgique au sein de I’espece et de mieux

comprendre le mode d’action de F1-2.

L’une des stratégies pouvant étre adoptée afin de comprendre ce qui différencie la souche
F1-2 de la souche de référence ATCC 8503 est basée sur la comparaison de leurs génomes. La
souche FI1-2 ayant été intégralement séquencée au cours de mes travaux de thése,
I’identification des différences, que ce soit au niveau génomique ou transcriptionnel constitue
une véritable source d’informations a exploiter dans de futurs travaux. Comme mentionné
précédemment, une myriade de composés microbiens peut contribuer au développement de ces
troubles cognitivo-émotionnels. L’espece bactérienne P. distasonis étant relativement peu
connue, une analyse métabolomique dirigée ciblant la synthése de neurotransmetteurs dans le

milieu de culture pourrait permettre de mieux caractériser son potentiel psychobiotique.

5. Evaluation des propriétés antalgiques et psychobiotiques de P. distasonis F1-2 chez
I’Homme

La démonstration des propriétés anti-hyperalgiques exercées par la souche F1-2 dans
plusieurs modeles murins renforce la possibilité de proposer I’ utilisation de la souche F1-2 chez
I’Homme pour soulager les douleurs abdominales chroniques associées a une HSVC.
Cependant, le chemin est encore long avant de pouvoir la classer dans les « Live Biotherapeutic
Products ». En effet, au-dela des contraintes réglementaires liées a ce type de produit (Revue
bibliographique - Chapitre III), plusieurs verrous scientifiques et technologiques doivent étre
levés afin d’en assurer la qualité, la sécurité et 1’efficacité. Pour cela, une analyse des risques
doit étre amorcée en amont (Rouanet ef al., 2020). Au cours de ma thése, certains de ces verrous
ont été rapidement identifi€s. Ce travail d’anticipation est indispensable dans le développement
d’un produit, quel qu’il soit, et permet d’aborder les étapes critiques représentées par : (1) la
maitrise de la production a grande échelle (« scale-up ») et de la conservation, (2) la sécurité du
produit et (3) son efficacité. Alors que I’étape de « scale-up » a d’ores et déja été amorcée au
cours de mes travaux et que les premieres preuves de I’innocuité de la souche chez 1’animal ont
¢été apportées (Données complémentaires), I’efficacité et le maintien des propriétés bénéfiques
chez ’Homme n’ont encore jamais été évalués. La démonstration de 1’efficacité d’un produit
pharmaceutique nécessite la conduite d’essais cliniques chez ’Homme. Plusieurs criteres
doivent étre définis au préalable : la dose, le mode d’administration, les criteres d’évaluation de

son efficacité et surtout I’identification de la population ciblée par le traitement.
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Dans ce contexte, et afin d’établir un lien entre la faible abondance de P. distasonis et le
développement de douleurs abdominales chroniques chez les patients atteints de SII ou de
MICI, une étude clinique pourrait étre réalisée afin de quantifier 1’espéce chez les différents
sujets. Ces données permettraient de cibler plus spécifiquement la population recevant le
traitement F1-2 ou de déterminer des critéres d’inclusion dans le cadre d’un essai clinique. Dans
un second temps, 1’essai clinique pourrait étre réalis€¢ chez des patients SII répondant aux
criteres de Rome IV (femmes et hommes, 18-70 ans) en distinguant les patients présentant une
perméabilité intestinale significativement augmentée (« leaky gut »), des autres patients. Cette
¢tude permettrait ainsi d’évaluer ’efficacité du traitement et de connaitre la contribution d’une
perturbation de la barri¢re intestinale sur 1’effet antalgique de P. distasonis F1-2. Ces données
seraient d’autant plus intéressantes puisqu’une part importante de patients atteints de
pathologies intestinales présente une hausse de perméabilité intestinale. En effet, dans le cas du
SII, I’intégrité de la barricre épithéliale est perturbée dans 17-50% pour le SII-PI, dans 37-62%
pour le SII-D et dans 4-25% pour le SII-C (Hanning et al., 2021) mais aussi chez 40% des
patients atteints de MICI (Michielan and D’Inca ,2015).

Dans le cadre de cette étude, plusieurs parametres pourraient étre évalués en plus des
douleurs abdominales ressenties par le patient. Plusieurs questionnaires permettraient ainsi
d’évaluer le score d’intensité de la douleur abdominale, la gravité des symptomes du SII (SII-
SSS), la qualité de vie (SII-QoL), le score d’anxiété et de dépression (HADS), la fréquence et
de I'uniformité des selles ainsi qu’un questionnaire relatif a la nutrition des patients pendant
I’étude. Le format d’administration et la durée du traitement sont a déterminer mais, a I’image
de I’étude clinique menée par la société 4DPharma (Blautix, Blautia Hydrogenotrophica) en
2020, le traitement pourrait consister en la prise de 2 capsules, 2 fois par jour correspondant a
une dose maximale journaliere de 10'© a 10'' bactéries, et ceci pendant 8 semaines

(clinicaltrials.gov, Trial record : NCT03721107).
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Partie 2

M¢écanisme d’action de P. distasonis F1-2 a I’origine de I’effet anti-
hyperalgique

1. L’effet anti-hyperalgique de P. distasonis F1-2 pourrait-il passer par une

interaction indirecte avec le systéme nerveux ?

L.1. P. distasonis FI1-2 pourrait-elle agir en modulant la composition du

microbiote intestinal ?

Les propriétés bénéfiques exercées par la souche F1-2 peuvent étre le résultat d’une action
plus ou moins directe avec le systéme nerveux puisqu’elle pourrait agir a différents niveaux.
Comme évoqué dans la Revue bibliographique de ce manuscrit, le microbiote intestinal joue
un role clé dans la santé de 1’hdte et pourrait participer au développement de douleurs
abdominales chroniques chez I’Homme, notamment lorsque sa composition est perturbée.
L’impact de F1-2 sur le microbiote intestinal est encore inconnu a ce jour. Pourtant, et comme
cela a déja été décrit chez I’Homme (Ishikawa et al., 2003) et chez I’animal (Gaudier et al.,
2005), certaines souches probiotiques peuvent agir en modifiant la composition du microbiote
ou son métabolisme dans le cas de certaines pathologies et pourrait contribuer aux effets
bénéfiques observés. Ces effets pourraient notamment passer par une compétition avec les
bactéries pro-inflammatoires délétéres et par le rétablissement d’un microbiote équilibré en
restaurant I’abondance de certaines especes bactériennes bénéfiques comme c’est le cas pour
I’espéce Akkermansia muciniphila dont I’abondance est retrouvée diminuée chez les patients
atteints d’obésité (Alard et al., 2016) ou encore de F. prausnitzii dans le cas de MICI (Machiels
etal., 2014) . L établissement du profil microbien et métabolomique dans ces modéles animaux,
avant et apres I’administration des différents traitements au niveau fécal mais aussi a proximité
de la muqueuse colique permettrait ainsi de mesurer I'impact du traitement F1-2 sur le

microbiote intestinal et sur son métabolisme.

Comme évoqué dans la Revue bibliographique de ce manuscrit, les différents membres
du microbiote intestinal évoluent en symbiose. Cette symbiose peut notamment se traduire par
des phénomenes d’alimentation métabolique croisée également appelés « cross-feeding », au

sein desquels chaque espece bactérienne influence la croissance d’autres espéces.
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Figure 45: Evaluation de D’activité de P. distasonis F1-2 via une interaction avec
I’épithélium. Dans cette expérience, la souche F1-2 est déposée dans la partie supérieure de la
culture de cellules Caco-2 en Transwell. Apres un temps défini, les deux compartiments (1 et
2) sont récupérés afin d’étre testés pour leurs propriétés neuromodulatrices sur une culture
primaire de neurones de DRG de souris, par la technique d’imagerie calcique.



Afin d’évaluer, in vitro, I'influence de P. distasonis F1-2 sur les autres espéces bactériennes
colonisant le c6lon, I'utilisation de digesteurs artificiels mimant le processus digestif humain
peut étre envisagée. Ces digesteurs sont des outils puissants permettant de modéliser les
parametres essentiels de la digestion. Plusieurs modeles dynamiques gastro-intestinaux existent
a I’heure actuelle. Le TIM (TNO Intestinal Model) par exemple, permet de reproduire les
principales étapes de la digestion (le brassage du chyme, les vidanges gastrique et intestinale,
I’acidification gastrique et la neutralisation du pH en phase intestinale, I’addition séquentielle
des sécrétions digestives et I’absorption dans les parties intestinales de 1’eau et des produits de
digestion par un systéme de dialyse). D’autres systemes comme le SHIME (Simulated Human
Intestinal Microbial Ecosystem), constitué d’un ensemble de fermenteurs maintenus en
anaérobiose, permet aussi de suivre un grand nombre de parametres comme 1’évolution de la
compisition du microbiote intestinal (luminal et mucosal) mais va aussi permettre le dosage de

métabolites (Guerra et al., 2012).

Enfin, comme cela a déja été réalisé pour le pathogéne murin C. rodentium (Wiles et al.,
2006), I’acquisition de propriétés bioluminescentes par modification génétique de F1-2
permettrait d’évaluer sa capacité a s’implanter dans le TGI, de la localiser mais aussi de

s’assurer qu’aucun phénomene de translocation n’a lieu.

1.2. Parabacteroides distasonis FI1-2 pourrait-elle interagir avec les cellules

épithéliales intestinales ?

L’idée qu’un contact direct avec le systéme nerveux sous-jacent soit a 1’origine de I’effet
anti-hyperalgique observé in vivo est s€duisante mais les mécanismes d’action peuvent étre plus
complexes et impliquer une interaction avec les cellules épithéliales intestinales. C’est
notamment ce qui a été récemment démontré par I’équipe de Nicolas Cenac en 2021. Le
composé lipidique C18-30H synthétisé par certaines especes bactériennes intestinales entre
dans les cellules épithéliales mais ne les traverse pas. En se liant au récepteur nucléaire PPARy,
ce composé pourrait étre responsable de 1’effet anti-inflammatoire observé (Pujo ef al., 2021).
Dans la méme idée, I’utilisation d’inserts de culture cellulaire Transwell® permettrait de
reproduire un épithélium intestinal et d’évaluer la capacité de la souche F1-2 a passer la barriere
¢épithéliale intestinale mais aussi de récupérer le sous-nagent afin de le tester pour ses propriétés
neuromodulatrices (Figure 45). Dans le cas ou I’activité neuromodulatrice serait retrouvée dans

le sous-nagent de culture, il sera possible de le caractériser en évaluant sa composition.
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Figure 46 : Parabacteroides distasonis F1-2 exerce un effet neuroinhibiteur supérieur a
celui de la souche de référence ATCC 8503. a) Signal d’activation de cellules ND7/23
stimulées a la bradykinine (40 nM) apres une incubation de 45 min avec F1-2, ATCC 8503 ou
le véhicule. b) Réponse maximale a la stimulation. Moyenne = ESM. (n= 4 a 8 / condition).
Analyse statistique : Test Kruskal-Wallis. Ctrl+veh vs. FI1-2 : ***p<0.001 ; F1-2 vs. ATCC
8503 : *p<0.05 ; Ctrl + veh vs. ATCC 8503 : ns.



Cela permettra aussi de savoir si I’activité est portée par la biomasse bactérienne ou bien par un

métabolite, qu’il provienne de la bactérie ou des cellules de 1’hote, en réponse a 1’interaction.

2. L’effet anti-hyperalgique de P. distasonis F1-2 pourrait-il passer par une interaction

directe avec le systeme nerveux ?

Mes travaux de theése ont permis de révéler les propriétés neuromodulatrices de la souche
P. distasonis F1-2. La capacité de la souche F1-2 a réduire I’activation de neurones est un
phénomene qui pourrait contribuer a ’effet anti-hyperalgique observé in vivo. L’identification
du composé bactérien actif constitue un double enjeu : (i) d’une part, elle apporterait des
informations cruciales quant aux mécanismes d’interaction entre le microbiote intestinal et
notre systéme nerveux. (ii) D’autre part, cela permettrait, en adaptant les paramétres de culture,
d’optimiser la production de ce(s) composé(s) par la souche bactérienne afin de potentialiser
son effet. De plus, une étape de purification du composé neuroinhibiteur pourrait étre envisagée
afin de s’affranchir des contraintes réglementaires liées a I’exploitation de souches probiotiques
comme nouveau médicament comme mentionné dans la Revue bibliographique de ce
manuscrit. Ainsi, une meilleure caractérisation de ces processus d’interaction établis entre F1-
2 et le systéme nerveux garantirait de meilleures chances de succes pour son exploitation en
santé humaine. La caractérisation du mode d’action de LBP faisant actuellement 1’objet
d’études cliniques a d’ores et déja été amorcée. C’est notamment le cas de Faecalibacterium
prausnitzii, chez qui la protéine MAM a été identifiée comme responsable de son effet anti-
inflammatoire (Breyner et al., 2017), mais aussi de la protéine Amuc 1100 ou du
polysaccharide A (PSA) portés respectivement par Akkermansia muciniphila et Bacteroides
fragilis, a I’origine de leurs propriétés immunomodulatrices (Ottman et al., 2017; Troy and
Kasper, 2010), des LBP qui figureront probablement dans la liste de médicaments

microbiotiques dans les années a venir.

Comme évoqué dans I’Article 1, le potentiel neuroinhibiteur de la souche F1-2 se traduit
par une diminution du niveau d’activation de cellules neuronales ND7/23 stimulées a la
bradykinine. La comparaison avec la souche de référence a révélé que, contrairement a F1-2, la
souche ATCC 8503 n’exergait pas un effet neuroinhibiteur aussi marqué (Figure 46). La
différence au niveau de I’activité observée entre ces 2 souches in vitro coincide avec 1’absence
d’activité anti-hyperalgique dans le modele de colite induite par une dose de DSS a 0,5%

(Article 1).
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Figure 47 : Principe de la technologie Monolith (Nanotemper). Cette technique permet de
quantifier et d’évaluer 1’affinité d’une interaction entre une cible et son ligand. (1) La solution
contenant la cible marquée (fluorochrome) ainsi que le potentiel ligand est chargée dans des
capillaires en respectant un gradient de concentrations croissantes. (2) A la plus faible
concentration en ligand, la cible n’émet pas ou peu de fluorescence (3) lorsque le faisceau
lumineux excite la cible. (4) La cible émet une fluorescence croissante a mesure que la
concentration en ligand augmente. Les courbes obtenues peuvent étre analysées de la fagcon
suivante : en absence de ligand ou lorsque le ligand ne présente aucune affinité pour sa cible,
aucun signal n’est détecté (en vert). Lorsqu’un ligand est présent, un signal fluorescent croissant
est détecté a mesure que sa concentration augmente (en rouge). Enfin, lorsqu’un décalage de la
courbe de fluorescence vers la droite est observé, cela signifie que le ligand testé présente une
plus faible affinité pour sa cible (en bleu).



Ces résultats suggérent que (i) I’activité neuroinhibitrice de F1-2 pourrait étre a I’origine de ses
propriétés anti-hyperalgiques et que (ii) les 2 souches testées sont différentes d’un point de vue
des activités antalgiques et neuromodulatrices ce qui renforce I’idée que 1’effet bénéfique puisse

étre souche-dépendant.

I1 est probable que plusieurs voies moléculaires contribuent a I’effet neuroinhibiteur
puisqu’une myriade de composés bactériens ont la capacité d’interagir avec les neurones
(Defaye et al., 2019; Deng and Chiu 2021; Lomax et al., 2019). Bien que les résultats obtenus
in vitro suggerent I’implication du/des récepteur(s) a la bradykinine dans 1’interaction bactérie-
neurone, 1’utilisation d’antagonistes de ces récepteurs ne permettrait pas de confirmer ces
résultats puisqu’ils masqueraient le signal d’activation. C’est pourquoi, la recherche d’une
technique alternative semble indispensable afin de valider I’interaction « ligand-récepteur ».
Celle-ci pourrait notamment étre confirmée, in vitro, en utilisant la technologie Monolith
(Nanotemper). Cette technique permet de quantifier les interactions moléculaires entre une cible
et son ligand grace a la détection des changements d’intensité de fluorescence. Le signal
fluorescent provient alors de la cible préalablement marquée (dans notre cas le(s) récepteur(s)
a la bradykinine) et la constante d’affinité (Kd) est calculée a partir d’une courbe tragant la
fluorescence normalisée par rapport a la concentration du ligand (Figure 47). Dans cette
expérience, la cible, autrement dit les récepteurs a la bradykinine, devront étre marqués

préalablement avant d’établir le contact avec la souche F1-2.

L’interaction entre la souche F1-2 et les récepteurs a la bradykinine devra aussi étre
confirmée in vivo. L’implication de la bradykinine ou de ses récepteurs dans la colite induite
chimiquement chez la souris a d’ores et déja été¢ démontrée, et ceci, dans des modeles similaires
a ceux utilisés au cours de ce projet. En effet, plusieurs souris déficientes pour des genes ciblant
la voie de synthese de la bradykinine ont permis de réduire la sévérité de la colite dans différents
modeles, y compris dans le modele de colite induite par I’administration de DSS dans I’eau de
boisson (Wang et al., 2018). Toutefois, bien que la délétion du géne codant la pKal, de son
cofacteur HK ou des récepteurs a la bradykinine BR1 et BR2 permettent de limiter la perte de
poids des animaux, le score de sévérité ou I’inflammation, ’HSVC n’a pas été évaluée dans ces
modeles. La démonstration d’une HSVC persistante chez ces souris déficientes pour les genes
précités est donc une étape indispensable et permettrait de tester la souche F1-2 dans ces
différents modeles. Cette approche génétique pourrait €tre complétée par une approche

pharmacologique.
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Figure 48 : Evaluation de Peffet de P. distasonis F1-2 sur les voies cellulaires de cellules
ND7/23 activées par une stimulation a la bradykinine.



L’utilisation d’antagonistes spécifiques des récepteurs BR1 et BR2 permettrait ainsi d’évaluer

leur contribution dans ’interaction (Arai et al., 1999; Jaggar et al., 1998).

L’idée que I’interaction entre F1-2 et le systéme nerveux n’engage que cette voie reste
peu probable. Afin d’avoir une vision plus globale et d’explorer les voies de signalisation
cellulaire, le séquencage du transcriptome des cellules neuronales par RNAseq pourrait étre
envisagé puisqu’il permettrait d’accéder aux activités cellulaires, a un instant donné. Cette
technique permettrait d’évaluer le potentiel modulateur de P. distasonis F1-2 sur les voies
cellulaires en lien avec ’activation neuronale. Cette expérience pourrait étre réalisée in vitro,
dans un premier temps sur des cellules ND7/23 (Figure 48) puis sur des neurones primaires de
DRG avant d’étre appliquée a des extraits de c6lons d’animaux issus du modele de colite induite

au DSS.
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Conclusion générale

Ce travail de thése a permis de révéler le potentiel neuromodulateur de certaines espéces
bactériennes commensales intestinales et ceci, grace a la mise au point d’une méthode de
screening a haut débit. Ce potentiel neuromodulateur laisse penser que le microbiote intestinal
pourrait moduler le processus douloureux. Parmi elles, la souche Parabacteroides distasonis
F1-2 isolée lors de cette étude, pourrait exercer un pouvoir antalgique marqué puisque nos
données ont montré une baisse significative de ’HSVC dans plusieurs modeles murins de
douleur viscérale. La plupart des souches bactériennes probiotiques exercent des effets
immunomodulateurs, en réduisant la réponse inflammatoire. Contre toute attente, les résultats
obtenus indiquent que la souche F1-2 emprunte une autre voie, impliquant le systéme nerveux.
L’étude plus approfondie du dialogue direct entre la souche F1-2 et le systéme nerveux suggere
I’implication de la bradykinine ou de ses récepteurs dans cette interaction directe « bactérie-
neurone ». A notre connaissance, notre étude constitue la premiére mise en évidence du
potentiel antalgique porté par I’espéce Parabacteroides distasonis, des résultats aujourd’hui
protégés par un brevet rédigé au cours de la thése. Néanmoins, des expériences
complémentaires sont nécessaires afin de confirmer que I’effet neuro-inhibiteur de F1-2

observé in vitro soit a I’origine de son potentiel anti-hyperalgique chez la souris.

Les techniques développées au cours de ma theése ont permis d’étendre I’étude a d’autres
especes bactériennes commensales intestinales et a fait 1’objet d’un projet collaboratif entre
NEURODOL, GREENTECH et I’institut BIOASTER. L’ensemble de ces travaux a permis
de montrer que d’autres souches bactériennes étaient capables de réduire I’activation de cellules
neuronales soumises a diverses stimulations nociceptives, de potentiels candidats qui

rejoindront la liste des LBP.

Ce projet m’a permis de mobiliser mes connaissances en microbiologie acquises au
cours de mon cursus universitaire ainsi que pendant ma premiere expérience professionnelle,
mais aussi de croiser 2 disciplines : la microbiologie et les neurosciences, un lien central au sein
de I’axe de communication microbiote-intestin-cerveau qui suscite un vif intérét a 1’heure
actuelle. Ayant apporté les premieres preuves de son efficacité et de son innocuité, 1’utilisation
de la souche F1-2 est aujourd’hui envisagée comme nouvelle stratégie thérapeutique dans le
traitement des douleurs abdominales chroniques, un symptome dont souffrent les patients

atteints de pathologies intestinales telles que le SII ou les MICI.
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Abstract

Among the various regulators of the nervous system, the gut microbiota has been recently described to have the potential
to modulate newronal cells activation. While bacteria-derived products can induce aversive responses and influence pain
perception, recent work suggests that “abnormal™ microbiota is associated with neurological diseases such as Alzheimer's,
Parkinson's disease or autism spectrum disorder (ASD). Here we review how the gut microbiota modulates afferent sensory
neurons function and pain, highlighting the role of the microbiota/gut/brain axis in the control of behaviors and newrologi-
cal diseases. We outling the changes in gut microbiota, known as dysbiosis, and their influence on painful gastrointestinal
disorders. Furthermore, both direct host/microbiota interaction that implicates activation of “pain-sensing” neurons by
metabolites, or indirect communication via immune activation 15 discussed. Finally, treatment options targeting the gut
microbiota, including pre- or probiotics, will be proposed. Further studies on microbiota/mervous system interaction should
lead to the identification of novel microbial ligands and host receptor-targeted drugs, which could ultimately improve chronic
pain management and well-being.
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MAM Microbial anti-inflammatory molecule
MAPKs Mitogen-activated profein Kinases
NF-kB  Muclear factor-«B

MNLE NOD-like receptor

NOD MNucleotide oligomerization domain receptor
PAMF  Pathogen-associated molecular pattern
PGN Peptidoglycan

PI-IBS  Post-infectious IBS

PRRs Pattern recognition receptor

P5A Polysaccharide A

SCFA Short-chain fatty acid

TIR Tollfinterleukin-1 receptor

TLE Toll-like receptor
TNF Tumor necrosis factor
TRP Transient receptor potential channel
TRPA]  Tramsient receptor potential ankyrin member |
TEPM3 Transient receptor potential melastatin
member 3
TEPMS Transient receptor potential melastatin
member 8
TEPY1 Transient receptor potential vanilloid member 1
TRPV4  Transient receptor potential vanilloid member 4

ucC Ulcerative colitis
5-HT S-hydroaytryplamine or serotonin

Introduction

Pain, which affects millions of people worldwide, is difficul
to treat and can affect mood, social and professional life.
While acute pain can contribute to a defense mechanism
against microbes, fungi or viruses, maladaptive changes in
the nervous system can drive the transition to chronic per-
sistent pain post-infection.

Bacteria, archaea, viruses, fungi, protozoa, and helminths
that populate our bodies are a thriving dynamic population
forming a symbiotic superorganism. Current estimates sug-
gest that approximately ~ 10" microbes live on or in the
human body with the number of microbial cells cutnum-
bering the human cells (Sender et al. 2016). The greatest
density of microbes resides in our gastrointestinal tract, par-
ticularly the colon part, which has received attention. The
recent surge of gut microbiome-related studies over the last
decade results from the rapid advancement of culture-free,
affordable DNA sequencing technologies to identify com-
mensal species within a given microbial community as well
as the increased accessibility to germ-free (GF) animals,
predominantly mice, enabling us to shape and control micro-
bial reconstitution (Lozupone et al. 2012). These studies
have highlighted the microbiota’gut/brain as a central axis
in the development of central nervous system (CNS) and
revealed an unexpected role of the gut microbiota on many
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aspects of brain function (Cryan and Dinan 2012). Using
GF mice, numerous studies have shown that these mice in
adulthood have marked changes in neurotransmitter levels,
plasticity-related proteins, increased stress response, changes
in anxiety and social behavior and also in pain perception
(Luczynski et al. 2017).

It is now widely described that interaction in the micro-
biota/gutfbrain axis is bidirectional. Efferent nerves of the
central nervous system (CNS) modulate the gastrointestinal
tract including microbiota via the sympathetic and parasym-
pathetic branches of the autonomic nervous system (ANS),
as well as via the hypothalamic/pituitary/adrenal (HPA) axis
(Crowell 2004). These pathways can influence the enteric
microbiota indirectly by modifying its environment and
directly via a large number of signaling molecules including
immunoregulatory neuropeptides with antimicrobial proper-
ties (Maver et al. 2015). Afferent GI nerves from the host
detect quorum-sensing molecules produced by microbes 1o
communicate with one another (Janssens et al. 201 8). These
muolecules include short-chain saturated fatty acids (SCFA),
metabolites of bile acids, and newroactive substances such
as gamma-aminobutyric acid (GABA), ryptophan precur-
sors and metabolites, serotonin, and catecholamines. It also
includes cytokines released during the immune response
to microbes, which can specifically signal to the host via
receplors on local epithelial and mesenchymal cells within
the gut. These factors can also signal via neurocrine path-
ways (vagal and possibly spinal afferences) and endocrine
mechanisms to target well beyond the gastrointestinal tract,
including vagal afferents in the portal vein and receptors
in the brain (Mayer et al. 20015). Some of these signaling
mechanisms can occur in the presence of an intact epithe-
lium but are likely enhanced and altered in the context of
increased intestinal permeability induced by siress (Da Silva
et al. 2014) or mucosal inflammation (Hsiao et al. 2003).

Alterations of the microbiotafgut/brain axis have been
described in chronic intestinal pathologies such as irrita-
ble bowel syndrome (IBS) or inflammatory bowel disease
(IBD}. These intestinal pathologies are also associated with
cognitive disorders, an anxio-depressive phenotype, stress
but also, at the intestinal level, alterations of transit and per-
meability, inflammation, as well as an infectious etiology
and dysbiosis (Ringel and Ringel-Kulka 2015). Accumulat-
ing work suggest indeed a dominant role of the intestinal
microbiota in the appearance of these two types of patholo-
gies. According to a recent study, intestinal dyshiosis is pre-
sent in 73% of IBS patients, in 70% of IBD patients {naive
treatment ) and in 80% of patients with quiescent IBD com-
pared to only 16% of healthy subjects (Casén et al. 20013).
Abdominal pain associated with colonic hypersensitiv-
ity (CHS) is also an important symptom of IBD and IBS
patients, strongly affecting the patients” quality of life (Piche
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et al. 2010). One hypothesis about chronic abdominal pain
is that intestinal dysbiosis could significantly contribute to
the initiation and the maintenance of the observed symptom.

In addition to intestinal disorders, increasing evidence
suggests a correlation between dysbiosis and nearological
diseases like Parkinson's or Alzheimer’s disease {Dutta et al.
2019; Fox et al. 201%; Rueda-Ruzafa et al. 2019). Recent
works indicate that specific microbial metabolites drive
neurninflammatory processes, as well as motor and cogni-
tive deficits in mouse models of Alzheimer’s or Parkinson's
disease, illustrating the impact of microbiota on brain func-
tions. This could provide exciting research interests in the
field of microbicta/gut/brain axis and neurological diseases.
MNevertheless, in contrast to chronic intestinal pathologies,
only a very few studies seem to link gut dysbiosis and bac-
teria-derived metabolites o pathological pain including
newrological diseases without a priori colonic involvement,
like awtism.

In this review, we will focus on preclinical and clinical
studies highlighting an impact of microbiota on pain percep-
tion in a disease context. On the other hand, we will detail
by which pathogen-associated metabolite, the microbiota
may activate nociceptors and so participate in pain pathway
activation.

Modification in microbiota associated
with chronic pain

Gut microbiota

Gut microbiota regulates many aspects of host physiology
including metabolism, immune system maturation, brain
development and behavior (Sekirov et al. 2010). Shifts in
intestinal microbial composition (dysbiosis) and function
may lead to the development of diseases. Among them are
pastrointestinal disorders such as IBS and IBD, but also
extra-intestinal pathologies such as fibromyalgia, cancers,
metabolic syndrome, rheumatic diseases, allergic and
atopic disease, heart disease and neuropsychiatric diseases
(Ahmadmehrabi and Tang 2017; Cryan and Dinan 2012;
Festi et al. 2014; Sekirov et al. 2010; Van de Wiele et al.
2016). Many of these studies have focused on the pathologi-
cal mechanisms associated with dysbhiosis. We will present
the current state of knowledge of the functional relationship
between microbes and pain.

Visceral pain

In the last decade, preclinical models have been used to
determine the involvement of the intestinal microbiota in
visceral pain. The application of a psychological or physi-
cal stress either chronic or in early life is a key factor in the

147

development of visceral pain. Several studies have shown
that GF mice (raised in a sterile environment from birth)
exhibit visceral hypersensitivity accompanied by an increase
in Toll-like receptor expression (TLR1-9) and cytokine lev-
els such as interleukin (IL) &, IL-10 or tumor necrosis fac-
tor (TNF}-u in spinal cord. However, these changes were
normalized by postnatal colonization with conventional
microbiota (Luczynski et al. 2017: O’ Mahony et al. 2013;
Sudo 2002; Sudo et al. 2004). These findings indicate that
cominensal intestinal microbiota is necessary for balancing
the excitability of colonic sensory neurons.

Likewise, antibiotics administered in early life induce
visceral hypersensitivity in adulthood. This is associ-
ated with alterations in ion channels and receptors such as
decrease in the transient receptor potential vanilloid mem-
ber 1 (TRPV 1), the alpha-2A adrenergic receptor, and chol-
ecystokimin B recepior in the spinal cord (0" Mahony et al.
2014). However, in adult, antibiotic effects are controversial.
Studies have shown that antibiotic treatment decreased vis-
ceral hypersensitivity induced by intraperitoneal acetic acid
injection or intracolonic capsaicin infusion in mice, whereas
naive rats displayed hyposensitivity (Aguilera et al. 2015;
Hoban et al. 2016). Another study showed that antibiotic
treatment induced visceral hypersensitivity in association
with local immune response (Verdi et al. 2006).

Strikingly, visceral hypersensitivity can be transferred in
GF rats by fecal microbiota transplantation (FMT) from IBS
patients. Although colorectal compliance, epithelial paracel-
lular permeability and density of colonic mucosal mast cells
remained normal, recipient mice exhibited visceral hyper-
sensitivity to colorectal distension and increased hydrogen
sulfide production known to promote nociceptive behavior
following colorectal infusion (Crouzet et al. 2013; Matsu-
nami et al. 2009,

Various studies demonsirate the efficacy of probiotic
administration on visceral hypersensitivity. In fact, Lactofa-
cillus paracasei NCC2461 in mice, Feecalibacterium prans-
nirzii and the probiotic mix VSL#&3 in rats decreased the
maternal separation stress-indiced visceral hypersensitivity
(Dristruet et al. 20013; Eutamene et al. 2007; Miguel et al.
2006; O Mahony et al. 2012). Similarly, in a restraint stress-
induced visceral hypersensitivity, Bifidobacterium lactis
CNCM I-249%4 attenuated the nociceptive response (Agosting
et al. 2012). V5L#3 also prevented inflammation-induced
visceral hypersensitivity after intracolonic instillation of 4%
acetic acid (Dai et al. 2002). On the other hand, Biffdobac-
teriwm infantiy 35624 ameliorated visceral hypersensitiv-
ity in the trinitrobenzene sulphonic acid-induced (TNES)
model of colitis in rats and blunted nociceptive responses as
described for Lactobacilfus paracasei NCC2461 and Lac-
tobacilius rewtert (Tohnson et al. 200 1: Kamiya et al. 2006;
McKernan et al. 2010; Verdd et al. 2006).
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Irritable bowel syndrome (IBS) Irritable bowel syndrome
(IBS), the leading cause of consultation in gastroenterology,
is an intestinal functional disease with a global prevalence
of 11.2% in 2016, higher in Western countries (Enck et al.
2016). This intestinal disorder is characterized by frequent
abdominal pain associated with changes in stool consistency
and frequency. in the absence of changes in bowel structure.
IBS is a multifactorial pathology whose pathogenesis s not
yet fully understood. Several types of functional alterations
in visceral sensitivity, brain function, intestinal motility or
secretory function have been reported in IBS patients. The
multifactorial etiology of IBS makes it impossible to envi-
sion the development of a single treatment applicable to all
patients. The current treatments are symptomatic and they
will target, according to the patients, the modifications of
the transit, the bloating and/or the pain. The usual therapy
also varies according to the severity of the syndrome bt
generally remains largely insufficient regarding the manage-
ment of pain and associated CHS.

Intestinal dvsbiosis associated with TBS: The concept
that alterations in the gut microbiota composition might be
relevant o IBS arose from observations that symptoms of
IBS often developed after an infection (Lee et al. 2017) and
some data suggest that the colonic microbiome composition
and function is altered in IBS patients in comparison with
healthy controls (Enck and Mazorak 2018).

The role of certain pathogens in the development of post-
infectious (P1) IBS is now well established. In fact, more
than 50 years ago, infectious enteritis was identified as a risk
factor for IBS. The prevalence of PI-IBS varies between 4
and 36% and the symptoms especially visceral pain may per-
sistup to 10 years after gastrointestinal infection (Klem et al.
2017). Bacteria such as Shigella spp., pathogenic Excheri-
chiar colf, Sofmeonella and Coampylobacter jejuni, viral (Noro-
virus) enferitis, or protozoa parasite as Ciardia duodenalis
or potentially Blastocysris have been found to be linked o
PI-IBS (Cremon et al. 2014; Kowaleyk et al. 2014; Nielsen
et al. 2014; Nourrisson et al. 2014 Porter et al. 2012; Ros-
tami ef al. 2017; Tan 2008; Wensaas et al. 2012; Youn et al.
2016; Zanini et al. 2012). In a recent meta-analysis, the rate
after infectious enteritis was higher with parasite (+40%)
than bacterial (4 14%) or viral infections (+4%) (Klem et al.
2017). Virulence of the pathogen but also the duration of
infection is also a risk factor in PI-IBS (Lee et al. 2017).

Various studies described intestinal dysbiosis in [BS
patients. While data are heterogeneous, the gut microbiota
appears o play an important role in IBS pathogenesis. The
modulation of the ratio Firmicwtes/Bacte roidetes is an indi-
cator of changes in the microbiota composition. In the litera-
ture, studies described an increase or a decrease in this ratio
in IBS patients (JTalanka-Tuovinen et al. 2014; Jeffery et al.
2002; Pozuelo et al. 2015; Tana et al. 2010; Tap et al. 2007).
The controversial data may be explained by the primers
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used for the amplification of a variable region of the 165
rENA gene, the DNA extraction method, the small number
of patients with IBS included in the study, the subtype of
IBS diagnosed or the severity of the pathology. Globally,
studies have shown an increase in the relative abundance
of pro-inflammatory bacteria including the family Emtero-
bacterigeeae and a reduction in the relative abundance of
the genera Lactobacillus and Bifidebactertum (Duboc et al.
2012; Kerckhoffs et al. 2009; Parkes et al. 2012; Zhuang
et al. 2017). Interestingly, the species Faecalibacterium
prausaitzii and the genus Bifidobacteriim, the families of
Ruminococcaceae and Ervsipelotrichaceae, and the order
Clostridiales are SCFA-producing bacteria known to be
involved in intestinal homeostasis (Rooks et al. 2014). Vari-
ous studies have shown a reduction in the relative abundance
of these bacteria in IBS patients (Lyra et al. 200%; Pozuelo
et al. 2015; Rigshee et al. 2012; Saulnier et al. 2011 Tana
et al. 20010; Zhuang et al. 2017). Moreover, studies shown
modulation of the quantity of SCFAs in IBS patients (Farup
et al. 20016; Gargari et al. 2018; Treem et al. 1996), but the
results are sometimes contradictory (Tana et al. 2010).
While some studies described a reduction in SCFA levels,
an increase in these levels was observed correlated with an
increase in some SCFA-producing bacteria such as Roxe-
buria, Blowia and Veillonella (Rajilic-Stojanovié and de
Vs 2014).

In addition, changes in the relative abundance of other
type of bacterial were demonstrated in other studies.
Increase in the relative abundance of Ruminococons includ-
ing B. gnavus and R torgues which are able to degrade
mucus, Bacteroides or Streprococcus can lead o IL-6 pro-
duction (Jalanka-Tuovinen et al. 2014; Jeffery et al. 2012;
Lyra et al. 2009: Malinen et al. 2005; Parkes et al. 2012;
Ponnusamy et al. 2011; Rigsbee et al. 2012: Ringel and
Ringel-Kulka 2015; Saulnier et al. 2011; Tana et al. 2010).
More recently, an increase in the relative abundance of
the genus Prevotella has been associated with the devel-
opment of IBS (Su et al. 2018). Interestingly, the relative
abundance of sulfate-reducing bacteria is enhanced in IBS
patients (Crouzet et al. 2003). In addition, methane has been
associated with the development of IBS. The production of
methane is limited to the reign of the archaea, particularly
Methanobacteriales in humans and the increase in meth-
ane levels in patients with IBS (Kim et al. 201 2; Pimentel
et al. 2006; Tap et al. 2017} is characterized by the presence
of Methanobacteriales associated with increased level of
Clostridiales resulting in a slower transit (Falony et al. 2016;
Jahng etal. 200 2; Pimentel et al. 2006; Tap et al. 20017; Van-
deputte et al. 2016). Strikingly, the severity of the symptoms
is positively correlated with the presence of these archaea
and an increase in the abundance of bacteria belonging to the
order of Clostridiales or genus Prevorella (Rodifio-Janeiro
et al. 2018).
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More recently. fecal fungi were examined in IBS patients
with or without visceral hypersensitivity compared to
healthy individuals (Botschuijver et al. 2007). The fecal
mycobiota of healthy individuals consists of 57% of the
species Saccharomyees cerevisine and Candida albicans.
This percentage rises to 76% in hypersensitive and to 83% in
normal-sensitive patients, indicating that IBS patient present
a significant increase in the abundance of these two strains
of yeast regardless of their visceral sensitivity. In addition,
the fungal diversity is decreased among [BS patients com-
pared to control subjects. In this smdy, animal experiments
revealed that CHS induced during neonatal stress could be
reduced by the use of antifungals (Botschuijver et al. 2017).
These results therefore suggest the contribution of certain
fungal communities in eliciting IBS symptoms such as CHS
associated with chronic abdominal pain. However, further
studies are needed to confirm these results and also evaluate
the possible disturbances of the mycobiota according 1o the
different subtypes of IBS.

Treatment by modulation of the microbiofa composition:
Data from previous studies suggest that alierations in the gut
microbiota composition and function may induce or exac-
erbate existing symptoms. This then raises the question of
whether antibiotics, or other related interventions, can be
used to modulate the gut microbiome and thus improve IBS
symptoms. A recent meta-analysis identified 4017 citations
(Ford et al. 2008). Authors showed that data for prebiotics
and symbiotic studies were controversial. With probiotics,
some combinations, or specific species and strains appeared
to have beneficial effects on abdominal pain (Didari et al.
2015; Ford et al. 2018 Rondanelli et al. 2017), but the
heterogeneity of studies by the strain or the guantity used
and duration of the treatment does not allow drawing defi-
nite conclusions about their efficiency. Moreover, host and
microbiome features contribute to the efficiency of probi-
ofics and may explain differences between smudies (Zmora
et al. 2018).

Moreover, few trials using antibiotics like rifaximin
showed modest efficiency in improving symptoms. Nev-
ertheless, there is a growing interest in fecal microbiota
transplantation (FMT) therapy for several gastrointestinal
disorders. While data for FMT in IBS patients were sparse
(Xu et al. 2019). FMT therapy was successful in treating
Clostridium difficile infection, suggesting that future work is
warranted to demonstrate the therapeutic value of microbiota
reconstitution.

The majority of IBS patients had worsening symptoms
after eating certain foods that were rich in carbohydrates,
lipids and had a high calorie count (Bihn et al. 2013; Le
MNewvé et al. 2013; Posserud et al. 2013). The first recom-
mendations are to eat “healthier”, meaning to avoid or limit
the consumption of alcohol, caffeine, spicy or high-far foods,
but also to limit the size and number of meals (Simrén and
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Tack 2018). When the symptoms are not reduced with
this “healthier™ diet, it is then proposed to follow a low-
fermentable oligo-, di-, monosaccharides and polyols
(FODMAPs) diet (Simrén and Tack 2018). Clinical siudies
reported a reduction in symptoms in [BS patients with a
diet depleted in FODMAP: (Halmos et al. 2014 Pourmand
and Esmaillzadeh, 2017; Shepherd et al. 2008; Staudacher
etal. 2017: Zahedi et al. 2008). So far, most of the studies
were conducted over short periods (up to 4 weeks) but a low
FODMAPs diet rather than a complete elimination may be
effective in the longer-term treatment (0 Keeffe et al. 2018;
Whelan et al. 2018). In addition, a depleted regime in FOD-
MAPs may favor changes in the composition of the infestinal
microbiota (Schiwmann et al. 2018). Thus, this scheme can be
used in combination with probiotics 1o preserve gut microbi-
ota and prevent in particular the reduction in the abundance
of the genus Bifidobacte rium, characteristic of IBS patients
(Staudacher et al. 2017).

A gluten-free diet has also been mentioned in the treat-
ment of IBS symptoms {Biesiekierski et al. 2011). Evidence
is emerging about the decrease in activation of immune sys-
tem in a gluten-free diet (Uhde et al. 2016). However, no
direct link has been established between the development
of sympioms associated with IBS and gluten.

Inflammatory bowel disease (IBD) Pain is one of the most
commaon causes of disability and impaired quality of life in
IBD, which regroups Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC) (Linnfors et al. 2014). IBD has a prevalence of
322 cases per 100,000 people worldwide and 503 cases per
100,000 people in Europe. They are characterized by acute
intestinal inflammatory fares of extremely variable duration
and frequency, interspersed with more or less long periods
of remission, spontaneous or under the influence of treat-
ments. However, despite successful treatment of active dis-
ease, the symptoms of abdominal pain are out of proportion
with the observed degree of inflammation (Long and Dross-
man 2010). These symptoms, known as [BS-like symptoms,
are present in approximately 40% of IBD patients with a
higher prevalence in CD than in UC patients (Halpin and
Ford 2012). These pathologies present a multifactorial and
complex etiology comprising immune system, microbiota
and environmental factors on genetically susceptible indi-
viduals (Wallace et al. 2014). Indeed, genetic susceptibility
may lead to an excessive immunological response to the gut
microbiota or an imbalance in the microbiota composition
resulting in environmental stress that may trigger a patho-
logical response from the immune system (Strober et al.
20007}

Intestinal dysbiosis associated with IBD: Clinical studies
have shown potential imbalance of the gut microbiota in IBD
patients, with an overall loss of bacterial richness, a decrease
of Firmicutes and an increase of Proveobacteria (Baumgart
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el al. 2007: Frank et al. 2007; Manichanh et al. 2006; Ot
et al. 2004; Sokol et al. 2006). However, like for IBS, these
studies varied in their design resulting in spare results. A
recent meta-analysis described a role of the gut microbiota
in the activity of IBD. Indeed, compared to patients in remis-
sion, active IBD had lower abundance of Clostridium coc-
cotdes, F. prawsnitzii and Bifidobacterium. Subgroup analy-
ses showed a difference in all four bacteria between patients
with UC classified as active or in remission. Patients with
active CD had fewer C. lepturm, F. prausaizi and Bifidobac-
terinm, but not C. coccoides.

Like with IBS patients, IBD patients display
fungal dysbiosis characterized by an increased
Basidiomyeotal Ascomycofa ratio, a decreased proportion of
Saccharomyces cereviziae and an increased proportion of
Candida albicans compared with healthy control {Chehoud
et al. 2015; Hiev et al. 2012: Sokol et al. 2017). Authors
suggesied that the inflammatory environment of CD favors
the expansion of fungi over bacteria. However, studies of the
mucosa-associated fungal composition have yielded similar
variable results (Mukhopadhya et al. 2015; Ot et al. 2008).

Treatment by modulation of the microbiota composition:
While the anti-inflammatory effect of microbiota manipula-
tion was largely studied, only few studies focused on its anal-
gesic effect. One study reported improverment of abdominal
pain by antibiotics (Castiglione et al. 2003), but microbiota
composition has not been stiudied.

Fermentable polysaccharide supplement known to have
positive prebiofic properties was given to participants.
Reduced abdominal pain was reported with tolerance, but
dizease stafus of patients was not reported. In other study,
abdominal pain was reduced in CD» patients after the con-
sumpiion of used kefir, a source of carbonated and fermented
milk product, containing lactic acid bacteria (Yilmaz et al.
2019).

The low FODMAPs diet has an important role in IBS
management and so it has received considerable interest in
its application to those with IBD. A recent meta-analysis
support that a low FODMAPs diet is beneficial for reducing
gastrointestinal symptoms such as abdominal pain in patients
with gquiescent IBD (Zhan et al. 2018).

Other pathologies associated with painful gastrointestinal
disorders Functional dvspepsia: Functional dyspepsia (FD)
is characterized by troublesome early satiety, fullness, or
epigastric pain or burning. It can easily be overlooked as
the symptoms overlap with gastro-esophageal reflux disease
and IBS (Talley 20017). The pathophysiology of functional
dyspepsia is not completely understood. As described for
IBS, post-infectious gastroenteritis was recently identified
as a risk factor for FD (Talley and Ford 2006). It has been
hypothesized that the site of infection determines the symp-
tom (Talley 2017). Indeed, infection in the small bowel may
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lead to intestinal hypersensitivity-related FD, while colon
infection may lead to IBS (Spiller et al. 20000

Chronic infection is also a risk factor for FD. Meta-analy-
ses of randomized controlled trials established that H. pyiord
eradication had beneficial effects in controlling the symp-
toms of functional dyspepsia (Du et al. 2016; Suzuki and
Moayyedi 2013). There is evidence that the duodenal micro-
biome is altered in FD and antibiotic therapy may reduce the
symptoms (Igarashi et al. 2017). Rifaximin appears effective
in FD but the effect on composition of the intestinal micro-
biota was not discussed (Tan et al. 2017: Yoon et al. 2018).
Probiotics can also treat FD through the normalization of
microbiota (Igarashi et al. 2017: Nakae et al. 2016; Takagi
et al. 2016).

Infantile colic: Infantile colic is a behavioral syndrome
characterized by excessive and inconsolable crying with-
out identifiable canse during the 1st month of life (Daele-
mans et al. 2018). There is accumulating evidence that the
intestinal microbiota in colicky infants differs from healthy
controls. In some studies, intestinal microbiota of colicky
infants is characterized by decrease in bacterial richness and
decrease in the genera Lactobacillus and Bifidobacte rinm,
while Gram-negative bacteria are increased (Savino et al.
2004 de Weerth et al. 2013). Luminal contents from colicky
infants lead to visceral hypersensitivity in mice compared
with non-colicky infants (Eutaméne et al. 2017). While it
is challenging to assess pain in infants, one study reported
that manipulation of microbiota using probiotic or prebiotic
reduced crying-associated pain (Partty et al. 201 3; Szajew-
ska and Dryl 2016).

Cedonic diverticulpsis: Colonic diverticulosis is charac-
terized by protrusions of the mucosa through weak areas of
the colonic musculature. This disease occurs in up to one-
third of people over the age of 60 years and in most cases
does not generate disabling symptoms (Stollman and Raskin
2004). However, in 10-25% of subjects, colonic diverticula
are associated with abdominal pain and changes in bowel
habit.

Alterations in the gut microbiota composition have
been proposed as a potential etiological factor involved
in the pathogenesis of diverticular disease and diverticu-
litis (Choung et al. 20011). While few studies have found a
link between gut microbiota and symptoms, Barbara et al.
showed that symptomatic patients displayved depletion of
beneficial bacteria such as Clostridium cluster IV, Clostrid-
fem cluster IX, Fusobacterium, and Laciobacillaceae com-
pared with asymptomatic patients (Barbara et al. 2017).
Moreover, a recent study reported that abdominal pain was
strongly correlated with fecal dysbiosis (Kvasnovsky et al.
2018).

Autizm: Autism is a neurodevelopmental disorder charac-
terized by impaired social interaction, verbal and non-verbal
communication, and repetitive behavior (Lai et al. 2004).
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In addition to cognitive aspects, autistic spectrum disorder
(ASD) individuals can suffer from gastrointestinal prob-
lems such as abdominal discomfort, pain and gas distension
(Holingue et al. 2018). The cause of gastrointestinal dys-
function in the ASD population is unclear. Altered micro-
biome—gui—brain pathways have been reported in ASD and
may contribute to sympioms by changing microbiota com-
position. Moreover, some studies have reported higher oral
antibiotic use in ASD children than typical children (Kon-
stantareas and Homatidis 19587; Niehos and Lord 2006).
Administration of antibiotics may disrupt intestinal micro-
biota and lead to gastrointestinal dysfunction commonly
reported in ASD populations. Differences in the microbiota
composition have been reported in several studies (De Ange-
lis etal. 2013; Finegold et al. 2010; Kang et al. 2013; Wang
et al. 20013). In addition, Luna et al. identified distinctive
mucosal microbial signatures in biopsies from ASD children
with functional GI disorders (Luna et al. 2017,

Extra-intestinal pain: the chemotherapy-induced pain

Chemotherapeutic drugs induce peripheral neuropathy
in 30% of patients under treatment (Seretny et al. 2014).
Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) is
characterized by pain lasting months to years, which pre-
vent patients from receiving adequate chemotherapy dosages
(Hershman et al. 2014). In recent studies, the involvement
of the intestinal microbiota in the tumor-killing effect of
chemotherapentic drugs has been described (Wiaud et al.
2013). However, the association between intestinal micro-
biota with the incidence and progression of CIPN has
rarely been investigated. Shen et al. showed that oxalipl-
atin-induced mechanical hy peralgesia was reduced in both
mice pretreated with antibiotics and germ-free mice (Shen
et al. 20017). This protection was reversaed after coloniza-
tion in germ-free mice. Reciprocally, there is evidence that
chemotherapy can change the composition of microbiota
(Stojanovska et al. 2001 8).

Urinary microbiota

The urinary tract is not sterile and possesses a complex
microbiota that is regulated by various factors. Dyshiosis
in the lower urinary tract can cause symptoms of interstitial
cystitis, urinary urge incontinence, and chronic prostatitis!
chronic pelvic pain syndrome (Magistro 2019).

Chronic prostatitis/chronic pelvic pain syndrome

Chronic prostatitis (CPWchronic pelvic pain syndrome
(CPPS) are chronic conditions characterized by pain or
discomfort with significant impact on quality of life (Krs-
manovic et al. 2014). CPCPPS patients display a higher
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bacterial richness accompanied by a higher abundance of
Clostridia compared with healthy controls resulting in pre-
dicted perturbations in functional pathways such as sporu-
lation chemotaxis and pyruvate metabolism (Shoskes and
Macoska 2017). Moreover, the prevalence of fungi { Candida
and Saccharomyces sp.) is significantly greater in women
who report a flare compared to those who do not (Nickel
et al. 2016). About the gut microbiota, the bacterial richness
is decreased in CP/CPPS patients with a significant decrease
in the abundance of Prevorella (Shoskes et al. 2016).

Interstitial cystitis

Interstitial cystitis (IC) is defined by chronic pain associ-
ated at least with one additional syvmptom such as worsening
pain with bladder filling or urinary frequency. IC patients
harbor differences in the composition of midstream urine
but also in the gut microbiota composition. Urinary micro-
biota of IC patients is characterized by a decrease in the
bacterial richness accompanied by a higher abundance of
the bacterial genus Lactobacillus and a lower abundance of
Corynebacterinm (Abernethy et al. 2007 Nickel et al. 2019;
Siddiqui et al. 2012). Studies also described an improve-
ment of symptoms after the eradication of Lactobacillus in
the IC urine (Darbro et al. 2009). These results suggest that
Lactobacillus impacts symptom severity, but the role of this
genus in IC has still not been determined. On the other hand,
a study described a reduction in abundance of E. sinensis,
C. aerofaciens, F. prawsniizic, O, splonchnicus, and L. fon-
govifermis in the gut microbiota composition compared to
healthy controls (Braundmeier-Fleming et al. 2016).

Interactions between nervous system
and bacteria

Chronic pain is a maladaptive response of the nervous sys-
tem to inflammation or injury. In fact, pain can be induced
by bacterial infection resulting from the dynamic intérac-
tions established between pathogens and the host (White
20009 It is generally accepied that pain sensation is related
to inflammation pathway. However, different pathways can
be involved in the sensation of pain: on the one hand, it
can be induced by the immune pathway after the recogni-
tion of pathogen-associated molecular pattern (PAMPs), on
the other hand, a crosstalk between microbial agent and the
nervous system can lead to pain sensitization. Nociceptors
are specialized sensory neurons, which detect potentially
damaging stimuli to protect the host by eliciting pain and
aversive behaviors (Fig. 1). To achieve this, nociceptors that
have cell soma in dorsal root ganglion (DRG) propagate
action potentials from the periphery to the spinal cord where
it is integrated and transmitted to the cerebral cortex. Five
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Fig. 1 Implication of gut microbisa in pain perception. (1) Gut
microbiofa can modulale pain perception via constitutive com-
peunds and metabolites secreted. (2) Penpheral nociceptive signals
are relayed by dorsal oot ganglion (DRGYL Axons of these neurons

years ago, it was found that bacterial products could acti-
vale mociceplors o cause pain. Staphviococcs aureny was
shown to induce pain in mice by activating nociceptors via
N-formy] peptides and the pore-forming toxin a-haemolyvsin
(Chiu etal. 2013). In this respect, we can consider pain per-
ceplion as a complex network between immune cells and
the nervous system (Ren and Dubner 2000). Indeed. it has
been found that receptors of immune cells and nervous cells
are shared. In fact, TLR3, TLRT and TLRY are expressed
by human dorsal root ganglia neurons and have both direct
and indirect effects on pain initiation and regulation (Qh
et al. 2011}, However, when the communication between
newrons, non-neuronal cells and immune cells is disrupied,
it can result in a state of hypersensitivity.

Data from many clinical studies suggest that certain
probiotic bacterial strains have the potential to modulate
abdominal pain in case of IBS (Dadari et al. 2015; Hun-
gin et al. 2013; Moayyedi et al. 2010). It is the case of the
strain Excherichio cofi Nissle 1917 which is able to produce
a lipopeptide C12AsnGABAOH and have analgesic prop-
erties. This compound is able to pass the epithelial barrier
and to activate GABAy receptor (Pérez-Berezo etal. 2007).
However, most of the time, data are contradictory and the
mechanisms implied are not well understood. Indeed, it is
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innervate multiple layers of the inestine and synapse with spinal
cond. Message transmission is incured by spinal cord witil the brain
{3} where pain percepiion is transdwced (4). JPANS inirinsic primary
afferent neurcns

difficult to compare data because of variable parameters
{dose, mode of administration, probiotic strain, etc.) with
different specific probiotics which have different effects on
different patients. Therefore, probiotics constitute an inter-
esting field of investigation, although it will be challenging
in ierms of sudy design. The comprehension of specific-
ity of pathogen-derived molecules and the mechanisms of
their detection by the nervous system is just at its beginning.
Besides representing new insights of the study, a better com-
prehension of mechanisms involved in the modulation of
pain perception may contribute to finding novel therapeutic
strafegies.

Indirect interaction between bacteria
and the nervous system through immune activation

It is well accepted that pathogens can intéract with sensory
neurons through indirect mechanisms involving immune
response. Detection of a pathogen and the initiation of a
rapid defensive response constitute the principal challenge
for the host (McCusker and Kelley 2013). Immune cells con-
stitute the first line of host defense against microbial infec-
tion and the recognition by TLRs leads to the production
of pro-inflammatory mediators (cytokines and chemokines )
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that can finally induce sensory neurons activation and pain
perception (Liu et al. 2012). TLRs are transmembrane gly-
coproteins belonging to PRRs (pattern recognition recep-
tors ) and consisting of two domains: an extracellular dormain
with leucin-rich repeat motifs and a toll/interleukin-1 recep-
tor (TIR) signaling domain. These receptors belong to two
different groups according to their localization in the cell:
plasma membrane with TLRI1, TLR2, TLE4-6 and TLRI11
and endolysosomal membrane for the others (Kang et al.
2016). Activation of immune response can take place after
recognition of PAMP localized at the surface of microor-
ganisms. PAMPs are relatively conserved constituents of
the cell wall of microorganisms including viral and bacte-
rial nucleic acids, peptidoglycan (PGN), lipoteichoic acid
(LTA). lipoproteins, lipopolysaccharides (LPS) (Medzhitoy
2007y and flagellin as well as glucans, mannans, chitins and
proteins derived from fungal cell wall (Kumar et al. 2009).
The bacterial cell wall component PGN is a good example
of PAMP which can be recognized by immune cells and
initiate immune response. PGN, a peptide-crosslinked sugar
polymer, constitutes the major element of the cell membrane
both in Gram-positive and Gram-negative bacteria. The
immune system can recognize both intact PGN and its frag-
ments thanks to specific receptors belonging to TLR, TLR2
(Wolf and Underhill 2018), NODI (nucleotide oligomeriza-
tion domain receptor 1) and NOD2 which trigger the produc-
tion of pro-inflammatory cytokines and the recruitment of
neutrophils cells to the site of infection (Inohara et al. 2003).
TLEZ2 may recognize also LTAs present in Gram-positive
bacteria (Wolf and Underhill 2018). The pathway implicated
in the recognition of LPS by TLR is well understood. Indeed,
LPS, a characteristic component of Gram-negative bacteria,
is one of the best studied immunostimulatory components
and is recognized by TLR4 (Lu et al. 2008). The recogni-
tion by TLRS induces activation of mitogen-activated protein
kinases (MAPKs) and transcription factors such as nuclear
factor-kB (NF-xB) contributing to the induction of type I
interferon or proinflammatory cyvtokines and chemokines by
macrophages (Kawai and Akira 2000). N-formyl peptides,
imotifs found on several bacteria represent another potential
ligand that can induce immune response via their recogni-
tion by formyl peptide receptors (FPRs). In fact, FPRs are
expressed by innate immune cells, and their activation lead
to the recruitment of leukocyies and the production of pro-
inflammatory cytokines to fight against microbial infection
(Rooks and Garrett 2016). Finally, the innate immune sys-
tem detects flagellated bacteria via TLRS. This activation
leads o the release of antimicrobial peptides and secretion of
chemokines that induce a recruitment of neutrophils. Flagel-
lin is also recognized by NOD-like receptor family CARD
domain-containing protein 4 (NLRC4). This receptor acti-
vates inflammasome complex cansing the death of infected
cells (Ley and Gewirtz 2016). This is a strategy t© control
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the level of flagellated bacteria in the gut. To limit the access
to the intestinal mucosa, colonic epithelial cells release Lyt/
Flaur domain-containing § (Lypd&) that blocks motility of
bacteria in the colon and constitute a mean o maintain
microbiota homeostasis (Hso et al. 2017: Ley and Gewirtz
201 6; Okumura et al. 2006). LypdS is a highly glycosylated
GPl-anchored protein highly and selectively expressed on
the mucosal surface of the large intestine (Okumura and
Takeda 2018). It was shown that Lypd8 inhibited maotility
of bacteria such as Escherichia coli and Protews mirabilis
and limited bacterial invasion of the colonic epithelia (Oku-
mira et al. 2016). Many others compounds, produced by gut
microbiota, can modulate pain perception via the modulation
of the immune response. MAM (for Microbial Anti-inflam-
matory Molecule) is a protein (13KDa) which has been dis-
covered in the supernatant of Faecalibacterinm prawsmirzii,
a commensal bacterium deficient in Crohn disease, and is
able to inhibit the NF-kB pathway in several intestinal cells
lines (Quévrain et al. 2016). This sirain stimulated lot of
interest because several phylotypes are able to produce extra-
cellular polymeric matrix (EFM) with immunomodulatory
effects through TLR2 pathway and can modulate the release
of IL-12 and IL-10 (Rossi et al. 2015). Many members of
the gut microbiota produce metabolites that can modulate
immune response among them, SCFAS or neurotransmitters.
It is important to consider neuron—immune interactions in
pain and inflammation. The immune system is a major player
in pain by releasing mediators that can sensitize nocicep-
tor function. This response is mediated by the activation of
specific recepiors and ion channels localized at the nerve fer-
minal of the nociceptors. Resident and infiltrating immune
cells like neutrophils, masiocytes and macrophages produce
cytokines, lipids, proteases, histamine, serotonin (5-HT) and
growth factors. The recognition of these pro-inflammatory
molecules via specific mechanism of transduction that inpli-
cate TRPV 1 and transient receptor polential ankyrin member
I (TRPAI) channels, among other leads to newron depolari-
zation, action potential propagation along the afferent pain
pathway (Pinho-Ribeiro et al. 2017).

Possible direct interaction between the gut
microbiota and nociceptors

Interactions by constitutive elements

Many barrier tissues incluoding the skin, gastrointestinal
tract, genitourinary tract and respiratory tract are inner-
vated by the somatosensory nervous system. Perception of
pain is mediated by nociceptors but molecular and cellular
mechanisms leading to the activation of nociceptors dur-
ing infection are not well understood. Recent studies have
shown that sensory neurons developed specific molecular
mechanisms to detect pathogens, whether constitutive or

@ Springer



M. Defaye et al.

secreted molecules (Fig. 2 and Table 1). In addition 1o acti-
vating nociceptive signaling by cytokine release immiuine
cells, Ochoa-Cortes et al. have shown that bacterial cell
products have the potential o directly activate nociceptive
signaling by altering the intrinsic excitability of nociceptive
DRG neurons leading (o modulate pain signaling (Ochoa-
Cortes et al. 2000). In the same way as for immune pathway,
pathogens are recognized by specific receptors called TLRs.
TLR3, TLR4, TLRS, TLR7 can recognized double-stranded
RENA, LPS, flagellin, single-stranded RNA, unmethyLited
cylosine-guanosine (CpG), respectively. Receptors belong-
ing to the family of transient receptor potential chanmel
(TRF) can also recognize LPS {Alpizar et al. 2017). Sev-
eral immune receptors are also expressed on nociceptors.
For example, the expression of TLR4 in adolt DRG new-
rons in mouse has been demonstrated (Acosta and Davies
2008). In addition, Gram-negative bacteria have the abil-
ity to influence sensory neurons. In fact, LPS can direcily
activate sensory neurons and sensitize TRPV [-mediated
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Fig.2 Possible interaction between gut microbiota and sensory new-
rons via constitutive components or secreted metabolites. On one
side, gut microbiota presents a large amount of constitutive efements,
especially on bacterial membrane or secreted metabolites, On the
other side. the expression of several specific receptors has been dem-
ongtrated and makes possible the potential direct imeraction between
hacteria and sensory newrons, For constitutive constimnents, this is
the case of TLR4 and TRPI, receptors that can recognized LPS, or
FPR1 which can recognize N-formylaied peptides. TLRS impli-
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capsaicin responses in rigeminal sensory neurons in vitro
via TLR4 pathway {Diogenes et al. 201 1; Ferraz etal. 20011 ).
The interaction between LPS and TLR4 is well documented
and might trigger intracellular signaling cascades in the
nociceptors, leading (o the sensitization of TRPV1. For
example, E. coli-derived LPS activated TRPV ] channels in
trigeminal newrons (Diogenes et al. 2011). Several studies
have demonstrated the role of nociceptors in releasing pro-
inflammatory neuropeptides 1o mediate neurogenic inflam-
matory responses (De Logo et al. 20018). Its implication in
inflammatory hyperalgesia is mediated by the release of
vasoactive neuropeptides such as calcitonin gene relative
peptide (CGRP) and substance P that have powerful effects
on immune cell recruitment and activation during infection.
These findings are consistent with the hypothesis that bac-
teria can establish direct interactions with sensory neurons.
TRPY 1 constitute a potential therapeutic target for chronic
visceral pain, because clinical studies have demonsirated
upregulation of TRPV I expression or increase of TRPV I

cated in the recognition of Aagellin and TLR2 with PGN and LTA.
Metabaolites secreted by gut microbiota can also interact with odhers
specific recepiors. For example. SCFAs which can be recognized by
GFRAIFFARI. LPS lipopolysaccharide, PGN peptidoglyean, LTA
lipoteichoic acids, SCFAs shori-chain fatty acids, GABA gamma
amino buotyric acid, TER2? toll-like receptor 2, TERS woll-like recepror
4, FPRI formyl peptide receplor |, GPR4! G-coopled recepior 41,
FFARZ free fatty acid receptor 3, DA dopamine, Ach acetylcholine
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Table 1 Several evidences that direct communication between bacteria and neurons is theoretically possible

Bacterial strain'bacterial component/metabolites

Molecular recognition/mechanizms

References

Evidences of direct interaction between bacteria and newrons

Lipopolysaccharides

Ercherichiia coli NLM28 lysate

Toxing from Stapfodococeis aurens

Toin from Mycohaeterinm wlce rams

N-formylated peptides of Srapfdococcies aurens

Lactobacillus dvmnosus LGG

Polysaccharide A from Bacreroides fragilis

Amuc_ 100 from Akkermansio muciniphile
Serine proteases from Faecalibacrerium prawsnirzi

LIPS sensitizes TRPY 1 via activation of TLR4 in
trigeminal sensory newrons

TRPAI channels mediate acute neurogenic inflamma-
tion and pain prodeced by bacterial endotoxins. Neu-
rogenic inflammation caused by LPS is dependent on

TRFPAI channel activation

LIPS activates TRPFV], TRPM3, TRPMS in mouse
dorsal rood ganglia

Lipopolysaccharides from Porplyrosones gingivalis
sengitizes capsaicin-sensitive nociceptors

Escherichia coli NLM2E lysate increased action
potential discharge over 60% compared with control
medium. Lysate activates afferent discharge from
colonic mesenteric nerves. These data demonsirate
that hacterial cell products can directly activate
colonic DRG neurons leading to production of
inflammatery cytokines by neurons and increase
excitabality

Nociceptor newrons showed caleiom influx, action
podential generation, and neuropeptide release in

response (o a-haemolysin woxin from Sreplydococes

aeresis. The toxin may directly depolarize neurons
by forming pore and allowing cations to ender to

cytoplasm. Toxin-induced nociceptor newrons release

the iImmunomodulatory neuropeptide OGRP and
reinforce local inflammatory response

Myocolactone elicits signaling through type 2 angio-
tensin I receptors and lead o potassium-dependent
hyperpolarization of newrons, a direct nerve cell
destruction leading to hypoesthesia

Stapdivlococcus aureus induces calcium Aux and
action potentials in nociceptor newrons, in part via
N-formylated peptides and the pore-forming toxin
alpha-haemolysin

Studies using the formy] peptide receptor | and two
knockout mice revealed that effects of LGG on
enteric newronal signaling were largely mediated by
FPR1, expressed on enteric neuronal cells

Application of PSA induces action potential in IPAN

COLEric SeNsOry MeUrons in ex vivo intestinal prepara-

ticins
Amme_ 1 100 can interact with cells expressing TLR2

Serine profease can directly impact the excitability of
DRG newrons, through PAR-4 activation

Diogenes et al. (2011}

Meseguer et al. (20014

Boonen et al. (200138)

Ferraz et al. (2011)

Ochoa-Cortes ¢t al. {20000

Chiu et al. {2013)

Marion et al. (2014)

Chiu et al. {2013}

Chandrasekharan et al. (2019)

Mao et al. (20013}

Plovier et al. (2017)
Sessenwein et al. (2017)

Bacterial component/metabolites Molecular recognition'mechanisms References
Expression of specific receptors potentially implicated in bacteria—neurons cormmunication
SCFAs GFR41, one of the receptor for SCFAS, is expressed in MNhr et al. (2015)
various parts of the peripheral nervous system including
nisdose newrons, DRG newrons and sympathetic ganglia
NEUNS
Flagellin TLRS is expressed in mouse DRG neurons Xu et al. (2015)
€} Springer
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Table 1 (continued)

Bacterial component/metabolites

Molecular recognition/mechanisms

References

Peptidoglycan, lipoteichoic acid, lipopolysaccharides

TLR2, TLRE3 and TLR4 induce the activation of microglia

Liu et al. (2012)

and astrocytes and the production of the proinflammatory
cytokines in the spinal cord, leading wo the development of
inflammatory pain. TLRs are new players in the processing
of pain by increasing the excitability of primary sensory

NEUFOS
Both human and mouse DRGs express TLR3T/9. Murine

Oithers

Qi etal. (2011)

stimulated with TLR3/7/9 ligands increase mRNA
cxpression and protein production of many inflammatory
cytokines and chemokines, previously identified as media-
tors of pain hypersensitivity

immunoactive fibers in colonic biopsies from patients with
IBD or IBS (Akbar et al. 2008). Another pathway of LPS
recognition exists. In fact, LPS can also activate TRPAL
channels (Meseguer et al. 2014). TRPAI channels are key
participants in the biological response to LPS, because they
do not need TLR4 to be activated and to induce neurogenic
inflammation. TRPA1 is expressed in a smaller proportion
(20-30%) of sensory neurons that often express neuropep-
tides (substance P and CGRP). Besides being expressed in
extrinsic afferents, TRPAI is expressed by enteric neurons
and non-neuronal enterochromaffin cells (EC) in the gut (Lai
et al. 20017). LPS modulates TRPAI activity by inducing
mechanical perturbations in plasma membrane of neuronal
cells leading to release of neuropeptides, local inflamma-
tion and sustained mechanical hyperalgesia (Meseguer et al.
2014). Finally, authors hypothesized that TRPA 1 channels
and patterns receptors like TLR4 act as synergic sensory
mechanisms, altering the host about the presence of patho-
gens, allergens and environmental irritants. Besides being
recognized by TLR4 and TRPAI, other receptors can be
activated by LPS such as transient receptor potential mel-
astatin member 3 (TERPM3) and 8 (TRPMS) at 25 °C (but
not at 35 “C), but not by TRPYVZ which is insensitive to
LP5. Finally, LP5S can activate several receptors. Among
them, TRPA] remains the most sensitive sensory TRP chan-
nel, whereas TRFV requires a higher dose of LPS (Boonen
etal. 20018). TLR3 and TLR7 are expressed in newrons and
glial cells of the myenteric and submucous plexuses of
murine small and large bowel and in plexuses of the human
ileum {Barajon et al. 2009). The expression of TLR3 and
TLRT suggests that a surveillance system exists regardless
of immune response. As seen in the precedent part of the
review, flagellin is recognized by TLRS and NLRC4 (Ley
and Gewirtz 2016) and because TLRS is expressed in DRG
neurons, we can hypothesize that flagellated bacteria can
activate sensory neurons and pain perception; this is a new
way of exploring new therapeutic targets (Xu et al. 2013).
N-formy] peptides are motifs found in bacteria and recog-
nized by FPRs. In addition to activate immune response,
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they can also induce inflammatory pain by interacting with
nociceptors. It is the case of Staphviococous aureus whose
N-formyl peptide is recognized by FPRI leading to pain
perception and release of immunosuppressive nearopeptides
(Chiu et al. 201 3). Indeed, it has been recently demonstrated
that FPR1 is expressed on the enteric neurons and the critical
role of FPR1 in the regulation of enteric signaling and gut
motility (Chandrasekharan et al. 2019).

The question is why do we have two systems of defense o
fight against pathogen invasion? Expression of TLR3, TLR4
and TLRT by the enteric neural network suggests that virus
and bacteria could directly recognize and activate intestinal
neural responses without the intervention of immune system.
This direct interaction between sensory neurons and bacte-
rial or viral agents could constitute the first piece of informa-
tion about intestinal microorganisms, transmitted to the CNS
(Barajon et al. 2009). If we focus at the intestinal level, it is
interesting to learn that IPANS express innate iimimiine recep-
tors, including TLR2Z, TLR3, TLRE4 and TLRT that enable
detection of pathogen-associated molecular patterns. It was
found that the capsular polysaccharide A of Bacreroides
Sfragilis, a symbiotic strain of the gut microbiota can induce
activation of sensory neurons. The fact that polysaccharide
A (PSA) alone can induce this response and that whole bac-
teria is nol necessary o activate Sensory neuron is an open
gate to a better understanding of the mechanisms of interac-
tion involved between symbiotic bacteria and the host and
their implication in chronic pain in case of dysbiosis (Mao
etal. 2013). Amuc_1100, a protein 1solated from the outer
mermbrane of the strain Akkermansia muciniphila, one of
the most abundant members of the human gut microbiota,
can activate cells expressing TLR2 (Plovier et al. 2017). The
expression of TLR in neuron cells has been demonstrated in
many studies and has to draw our attention because of their
potential implication for both acute nociceptive response and
the maintenance of chronic pain states. In addition, multi-
ple factors could influence the magnitude of effects lead-
ing to pain perception, including: (1) ability of bacteria to
directly access the bowel sensory neurons, (2) the expression
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level of TLRs which can be increased during inflammation
(Fukata and Abren 2007, 200%) such as TLR2, TLRE4 and
TLRS which are upregulated in IBD (Brint et al. 201 1; Cario
and Podolsky 20007, (3) and the nature of the bacterial cell
products that ranslocate into the tissues. The possible direct
interaction between pathogen and neuron is not fully under-
stoodd yet but recent evidences of a contact and an activation
of nociceptors by Sraphvlococcus aurens allow us to extend
our investigations on this field. Indeed, beneficial effects
supported by several members of gut microbiota have o
be described at the mechanistic level. It is clear that direct
activation constitute a novel pathway of pain induction and
by extension hypersensitivity often encountered in case of
chronic inflammation and IBD. A betier understanding of the
mechanisms involved becomes a necessity to identify new
therapeutic strategies in the prevention of development and
in reduction of chronic pain.

Interaction with metabolites

Bacteria and particularly those belonging to the gut micro-
biota are able to produce large numbers of metabolites that
can influence the immune response and pain perception via
the activation or inhibition of nociceptors (Fig. 2). In fact,
many of these metabolites constitute ligands of nociceptors.
Among these, bacteria can product SCFAs (Morrison and
Preston 2016), toxins (Marion et al. 2014), neurotransmil-
ters (Strandwitz 2018), capsular polysaccharides (Bland-
ford et al. 2009) or anti-inflammatory proteins (Quévrain
et al. 2016) depending on the strain. The beneficial effects
of 5CFAs are well documented. It has been found that
FFAR3, receptor activated by short-chain farty acids is not
only expressed in enteroendocrine cells but also in postgan-
glionic sympathetic and sensory neurons in both antonomic
and somatic peripheral nervous system that potentially make
a possible interaction between microbial metabolites and
nervous system (Nehr et al. 20135). These metabolites are
the result of a fermentation of undigested complex carbohy-
drates by gut microbiota, and takes place more specifically in
the colon depending on multiple factors such as composition
of gut microbiota, the fiber content of the host diet and so
on. SCFAS constitute an energy source for colonocytes and
maintain colonic epithelium homeostasis. Specific members
of gut microbiota participate in the phenomenon of cross-
feeding. In fact, lactate can be metabolized o acetate, pro-
pionate or butyrate by cross-feeding organisms (Morrison
el al. 2006: Rios-Covidn et al. 2006). For example, Faecali-
barcteriwm prawsnitzil and Roseburia sp. metabolize acetate
produced by other microorganisms (Duncan et al. 2004) and
a study demonstrated that F. prousaiizii has the capacity 1o
use acetate previously released by the strain Bacreroides the-
taieaomicren (Wrzosek et al. 2013). While metabolic path-
way of acerare is widely distribued within gor microbiota,
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production of propionate or butyrate is insured by several
specific species. For example, Akkermansia muciniphila
(Derrien et al. 2004 ) is involved in production of propion-
ate, whereas Ruminococeus bromif and Faecalibacterium
prausaitzii have been identified as the major producers
of butyrate (Louis et al. 20100, There is a real symbiosis
berween bacterial strains through a metabolic dialogue. The
gut microbiota plays an important role in mucosal, neuronal
and systemic 5-HT homeostasis via SCFAs production,
because they can potentially affect serotonergic regulation
by promoting colonic serotonin production by enterochro-
maffin cells (Reigstad et al. 2015). SCFAs have other several
biological properties at the colon level. First, they have an
impact on the luminal pH leading to an acidification that can
limit the growth of pathogenic microonganisms (Macfarlane
and Macfarlane, 2012). Second, they have an anti-inflam-
matory effect by inactivating nuclear factor-xB (NF-xB)
and by decreasing the release of proinflammatory cytokines
(Rooks and Garrett 2016) and inhibiting histone deacetyla-
tion (HDAc) (Donohoe et al. 2004). SCFAs also play an
important role by maintaining epithelial integrity (via the
regulation of tight junction and the expression of Zonula
occludens-1 and Clandin-1) (Wang et al. 2002). Lastly, they
increase mucin production (Jung et al. 2015).

Several mechanisms have been proposed 1o explain the
beneficial effect of butyrate in visceral pain perception.
First, buryrate could modulate serotonin release (which can
increase the compliance of the hollow viscera leading to
decrease in perception) or activate of TRPV 1 receptors in
the colonic mucosa by butyrate which may indirectly lead wo
serotonin release or induce a deactivation of TRFY 1 chan-
nels by repetitive stimulations. Despite all results obtained
in the colon of rats, differences observed in human were not
excluded due to differences in microbial composition and in
metabolism of butyrate (Kannampalli et al. 201 1). Thus, we
can hypothesize that these metabolites can directly act on
nociceptors and have also a role in pain perception, because
one of their receptor G-coupled receptor 41 (GPR41) is
expressed on enteric nerves, in ganglia cells of both submu-
cosal and myenteric ganglia (Inowe et al. 2012; Kimura et al.
2001 1; Nghr et al. 2013).

Another group of metabolites that can modulate pain
perception are represented by neurotransmitters. Bacteria
have been found to be able to produce a wide range of neu-
rotransmitters including catecholamines (dopamine and
norepinephrine), serotonin (3-HT). noradrenaline. GABA,
acetylcholine and histamine (Strandwitz 201 8). The produc-
tion of these compounds has been well described specifically
among genus like Lacrobacillus and Biftdobacterinm. It is
the case of GABA, which represents the major inhibitory
neurotransmitter of the central nervous system. Produc-
tion of GABA by bacteria constitutes a strategy leading to
4 decrease in intracellular pH (Feehily and Kararzas I013).
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Another compound can modulate pain perception, 3-HT,
a signaling molecule, produced by both enterochromaffin
cells and several bacteria of gut microbiota, is able to signal
sensory nedrons and 15 implicated in visceral pain. In fact,
serotonin can activate transient receptor potential vanilloid
member 4 (TRPV4) by three different pathways: (1) by the
phosphorylation of TRPWV4 by phospholipase C and pro-
tein kinase C which increase TRPV4 agonist-induced cal-
cium signaling, (2) by the wanslocation of TRPY4 from the
nuclear zone to the plasmic membrane, (3) by the potentia-
tion of TRPV4 by a phospholipase A2 (Cenac et al. 2010).

In addition, the gut microbiota may be an important
regulator of circulating tryptophan availability, molecular
precursor of serotonin. There is a balance between trypto-
phan utilization and metabolism that is determined at the
gastrointestinal level and tryptophan availability for the host.
Amongst its many functions, serotonin is a key regulator of
pain modulation through the activation of extrinsic afferent
spinal and vagal nerves. Correlation between 5-HT release
in gastrointestinal tract and pain in IBS patients has been
shown (0" Mahony et al. 200135). The use of probiotic bacteria
that can deliver neurochemicals has been also suggested as
a novel treatment for neuropsychiatric diseases (Lyte 201 1).

Generally speaking, there is a link between altered neu-
rotransmission and neurological disorders and pain (Strand-
witz 2018). Finally. it is easy to imagine that the interaction
between gut microbiota and enteric nociceptors can occur
via metabolites that they are able to produce. However, those
interactions need to be better investigated at the mechanistic
level to fully understand how the microbiota could modulate
pain perception and to identify novel therapeutic strategies.
Sessenwein et al. have demonstrated that commensal gut
bacteria can directly impact the excitability of DRG neurons,
through PAR-4 activation and this represents an imporiant
first step which leads to a better comprehension of the ability
of gut microbiota to modulate neuronal activation {Sessen-
wein et al. 2017).

Conclusion and perspectives

Painful conditions are strongly disabling because of the
significant alteration of the patients” “well-being”. Pain is
one of the major symptoms from patients with intestinal
barrier dysfunction as well as mucosal inflammation or
altered motility. These patients often suffer from associated
behavioral disorders such as anxiety or depression (Vivinus-
Mébot et al. 2014). The role of the gut microbiota in the
pathophysiology of such intestinal disorders is suggested
by the presence of risk factors such as host genetics, siress,
diet, antibiotic therapy, infections or eccurrence of traumatic
events during infancy, which can modulate the composition
of the microbiota. In addition, it is now clear that certain
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bacterial pathogens are capable of producing effectors that
can directly activate sensory neurons that subseguently
modulate the host's response to infection (including inflam-
matory response of defensive behaviors), demonstrating an
unsuspected role for the nervous system in host—pathogen
interactions. This review stressed the importance and pos-
sible etiological role of the microbiota in chronic pain and
discomfort. In regard to this review, innovative therapeutic
strategies targeting the microbiota could be considered, for
pain management (Chassard et al. 2012; De Palma et al.
2007).

At present, many studies are being carried out to under-
stand the interactions between microorganisms and eukary-
otic cells. However, there is little interest in the direct dia-
logue between these microbes and neuronal cells, which
are nevertheless primordial cells in host pain control. Thus,
more work needs to be done on these interactions to bet-
ter understand the impact and possible mechanisms linking
microbiota and pain perception. For that purpose, the use of
calcium imaging tools could lead to the characterization of
new microbial ligands that may be responsible for an abnor-
mal modulation of neuronal activity.

Different types of microbiome-based therapeutic
approaches could be investigated in the coming few vears
(Walencia et al. 2007} (1) whole microbiome transplants is
an intervention that introduces microbiota from a healthy
donor into a patient to correct severe intestinal dyshiosis
such as shown with Clostridiem difficile infection. Benefi-
cial effects of microbiome transplant could be investigated
for other painful diseases such as chronic intestinal diseases
but also extra-intestinal pathologies. (2) “Bugs as drugs™ or
probiotics can be used to act on the microbiome by introduc-
ing known beneficial microbes into a patient. One interesting
approach is 1o engineer microbes that produce beneficial fac-
tors after introduction into the gut. (3) Prebiotics and contra-
biotics can favor or block particular microbiota populations
through paracrine signaling and thus modify the microbiome
composition and its structure. (4) Mext-generation antibiot-
ics could be used to target drug-resistant microbial strains
and provide alternatives that avoid major side effects on the
microbiome. (5) Host—microbiome interaction pathways are
being explored based on the analysis of metabolites pro-
duced by the microbiome, the goal being to restore the activ-
ity of the microbiome by introducing signaling molecules,
typically produced through gut fermentation, that can act on
known pathways— ‘microbiome mimics’.

Given the growing interest of gut microbiota modulation
as a therapeutic target, Gilbert et al. proposed a pipeline
for therapeutic strategies for neurodevelopmental disorders
based on microbiome and metabolite profiling (Gilbert et al.
2013). This pipeling recommends (o use disease mouse
model as a first step to understand the impontance of specific
gut microbes and their metabolites in pathogenesis. Then,
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results would be tested and validated in preclinical mod-
els by altering the microbial community andfor metabolite
profile to restore the healthy state. Finally, new analogous
treatments could be formulated and applied in human clini-
cal trials.
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Impact of the Microbiota on Pain
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Résumé De plus en plus d’éudes indiguent que le micro-
biote intestinal pourrait jouer un role important sur les fone-
tions du systéme nerveux en modulant "activité des cellules
nervenses. 11 a éé montré que les produits dérivés des bac-
téries peuvent influencer la perception de la douleur. De
plus, des perturbations du microbiote (ou dyshiose) sont sou-
vent associées 4 des pathologies intestinales ou extra-
infestinales comme des désordres neurodégénératifs ou des
troubles développementaux. Cette revue présente les éudes
précliniques et cliniques mettant en évidence un impact du
microbiote sur la perception de la douleur dans différents
contextes pathologiques. Le lien entre le microbiote et I"ac-
tivation des neurones est discuté au travers de interaction
directe hite—microbiote qui impligue "activation des noci-
cepteurs par les composés ou métabolites microbiens. De
nouvelles éudes sur interaction entre le microbiote et le
systéme nerveux devralent conduire 4 Iidentification de
nouveaux ligands microbiens et de médicaments ciblant les
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réceptenrs de 1"hdte, qui pourraient a terme améliorer la ges-
tion de la douleur chronique et le « bien-étre ».

Mots clés microbiote - axe cerveaw/intestin - douleurs
viscérales

Abstract An increasing number of studies indicates the cen-
tral role played by the intestinal microbiota on the peripheral
and central nervous system. Indeed, it has been shown that not
only bacterial-derived products can influence the perception
of pain, but also perturbations in microbiota (or dyshiosis) are
often associated with intestinal or extra-intestinal pathologies
such as neurodepenerative or developmental disorders. In this
review, we present the preclinical and clinical smdies high-
lighting the impact of the microbiota on the perception of pain
in different pathological contexts. We discuss the cellular and
molecular mechanisms by which intestinal microbiota modu-
late “pain-sensing” sensory neurons at the periphery, and the
overall impact of the brain/gut/microbiota axis in the control
of aversive painful behaviors and neurological disorders.
Finally, we discuss the direct host'microbiota interaction
which involves the activation of nociceptors by microbe-
associated molecular patterns (MAMPs). Thus, new studies
oft the interaction between the microbiota and the nervous
system should lead to the identification of microbial ligands
and drugs tarpeting host receptors, which could ultimately
improve the management of chronic pain and “well-being™.

Keywords microbiota - bram/gut axis - visceral pain

Introduction

Les douleurs chroniques affectent des millions de personnes
i travers le monde. Ces douleurs récurrentes, difficiles i trai-
ter, sont trés souvent associées a des perturbations de la qua-
lité de vie des patients. Alors que la douleur aigué constitue
un mécanisme de défense de I'hate, les douleurs chroniques
se définissent par une expérience sensonelle et émotionnelle
désagréable, lide 4 une lésion Gssulaire existante ou
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potentielle, ou déerite en termes évoquant une telle Iésion,
évoluant depuis plus de trois 4 six mois et'ou susceptible
daffecter de facon péjorative le comportement ou le
o bien-8tre » du patient, attnbuable & touwte cause non
maligne.

Au sein du corps humain, il existe une population dyna-
migue et Horissante appelée microbiote. Composé de bacté-
ries, d’archées, de virus, de parasites et de champignons, il
forme un superorganisme symbiotique. La plos forte densité
de micro-organismes régide an sein du tracius pastro-
intestinal. Chez I"'Homme, ce microbiote intestinal com-
prend environ 10** micro-organismes avec une prédomi-
nance de bactéries. Les micto-organismes sont classés selon
leur rang taxonomique. Cette classification est composée de
sepl rangs principaux : régne, phylum, classe, ordre, famille,
genre et enfin espéce (Fig. 1). Au cours de la demiére
décennie, les avancées considérables des technologies de
séquencage d haut débit et Mutilisation d’ammaux exempts

de micro-organismes (animaux axéniques ou germ jfiee) ont
confribué 4 'amélioration des connaissances sur la compo-
sition, la diversité et les fonctions du microbiote intestinal,
Le colon abrte la popelation la plus abondante de micro-
organismes du tractus intestinal, avec environ 10'" bactéries
par gramme de contenu intestinal, constitnée 4 80 % d"espé-
ces anaérobies strictes appartenant A trois phyla principanx,
les Bacteroidetes {3040 %), les Firmicutes (60-70 %) et les
Actinobacteria (Fig. 1), 11 existe néanmoins d’importantes
variations interindividuelles, qualitatives et quantitatives. Si
ces variations interindividuelles sont en partie lides 4 la géné-
tique de I'hote ef 4 des facteurs environnementaux, ces
mémes facteurs peuvent aussi moduler la composition du
microbiote et étre i origine d’un déséquilibre de ce dernier.
Ces altérations du microbiote intestinal. nommées dyshioses,
sont constatées dans de nombreuses pathologies, gu'elles
soient intestinales telles que le syndrome de 'intestin irri-
table {(SI) ou les maladies inflammatoires chroniques de

Fig. 1 Classification et composition gémérale du microbiote intestinal. Notre microhiote intestinal est composé de nombreux micro-
organismes : levures, champignons, vines et bactéries. Le microbiote bactérien est 4 ce pour le micux connu of représente #0 % du micro-
biote intestinal total. Les bactérics apparticnnent 4 différents sous-ensembles de groupes bactériens (phyla). Les bactéries intestinales,
et plus particuliérement celles retrouvées au nivean du cdlon, appartiennent a quatre phyla majontaires - Firmicutes, Bacteroidetes, Acti-
nobactena et Proteobacteria. Bien que les Actinobacteria et Proteobactenia solent minonitaires, ils sont pountant cssentiels. Les phyla
regroupent plusieurs familles bactériennes dans lesquelles sont retrouvés différents genres bactériens puis des espéces. Par exemple,
au sein du phylum des Firmicutes, if est possible de trouver les bacténes appartenant au genre Lactobacillus, regroupant plusicurs espéces

comme Lackrhacillis plantarm
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Uintestin (MICI) ou extra-intestinales (fibromyalgie [FM],
neuropathies périphériques causées par la chimiothérapie
[NPC]).

Depuis quelgues années, un intérét particulier pour le
microbiote et le développement des douleurs chromigues
associées d ces pathologies a conduit 4 I'émergence de nou-
velles thérapeutiques visant la composition et la fonction du
microbiote intestinal. Dans cette revue, nous présentons les
études précliniques et cliniques metant en évidence Iimpact
du microbiote sur les voies de signalisation de la douleur
dans différents contextes pathologiques. Par la suite, les
mécanismes impliquant les neurones sensoriels et les diffié-
rents métabolites microbiens, pouvant contribuer 4 ces dou-
leurs chroniques, seront discutés.

Pathologies, douleurs associées et microbiote
Douleur viscérale

Depuis quelques années, de nombreux modéles animaux ont
&t utilisés afin de comprendre 1"implication du microbiote
intestinal dans les douleurs viscérales. Les souris axéniques
présentent une hypersensibilité viscérale associée i une aug-
mentation de Iexpression des fall-fike receptors (TLR) 1-9
et a la production de eytokines pro-inflammatoires telles que
les interleukines 6 et 10 {IL-6 et IL-10) et de fumor necrosis
Joctor (THNF)-i au niveau de la moelle épiniére. Ces modifi-
cations sont corrigées aprés recolonisation du tractus par un
microbiote intestinal conventionnel montrant I"importance
du microbiote commensal dans I"excitabilité nevronale [1].
De méme, otilisation d’antibiotiques de maniére précoce
induit, 4 "ige adulte, une hypersensibilité viscérale associée
i des altérations des canaux ioniques tels que le rromnsienr
receptor potential vanilloid member [ (TRPV1), alpha-
24 adremergic receptor et le cholecysfokinin B receptor dans
la moelle épiniére. Un effet analgésique des antibiotiques a
épalement été déent dans différents modéles d hypersensibi-
lité viscérale ou encore chez le rat naif [2], alors que d autres
études montrent un effet proalgique suite 4 utilisation
d antibiotiques [3].

Syndrome de Uintestin irritable

Le 51 est une colopathie chronique fonctionnelle touchant
environ 11 % de la population mondiale et altérant signifi-
cativement la qualité de vie des patients. Prédominante chez
la femme, cette pathologie se caractérise par des douleurs
abdominales chronigues assocides 4 des troubles du transit
en ['absence de modifications macroscopiques de la paroi
intestinale. Le 511 est une pathologie multifactorielle dont
la pathogenése reste complexe et pour laquelle aucun traite-
ment efficace n’est disponible 4 ce jour Depuis quelques

ﬁ: Los

années, la place du microbiote dans la physiopathologie du
SIT est largement décrite.

# Aliération de la communauté bacténienne

La modulation du ratio FirmicutesBacteroidetes est un indi-
cateur de la perturbation de la composition du microbiote
intestinal. Dans la littérature, les émdes rapportent 4 la fois
une augmentation ou une diminution de ce ratio chez les
patients souffrant de 511. Ces divergences pourraient s"expli-
quer par la méthodologie utilisée ou encore le sous-type de
SII diagnostiqué. De maniére pénérale, les études montrent
une augmentation de I"abondance relative de bacténies pro-
inflammatoires incluant la famille des Enterobacteriaceae et
une réduction de I"abondance relative des genres Lactobacil-
lus et Bifidobacterium, et la réduction de Pespéce Faecali-
bacteriuwm prawsniizil [4]. Lensemble de ces bacténes joue
un role maportant dans la dégradation des composés non
digestibles ingérés conduisant a la production des acides
gras i chaine courte (AGCOC) mpliqués dans le maintien
de I'homéosiasie intestinale. La modulation des AGCC
incluant I’acétate, le butyrate et le propionate est décrite chez
les patients atteints de SI1. Le modéle de séparation mater-
nelle mimant la physiopathologie du 511 a moniré que la
modulation du microbiote par différentes souches de probio-
tiques du genre Bifidobacterium  (lactis), Lactobacil-
s (paracaser) ou encore £ prouseiizi normalise hyper-
sensibilitd  viscérale associée [5].  Récemment, une
augmentation de "abondance relative du genre Lactobacillus
et plus globalement de la classe des Lactobacillales a été
montrée chez les patients atteints de SIT pouvant expliquer
les concentrations élevées dlacide acétique assocides 4 la
sévérité des douleurs abdominales [6]. L'augmentation de
I"abondance relative de bacténes sulfatoréductrices produc-
trices d’HsS est aussi retrouvée chez les patients atfeints de
SIT[7]). I a été montré chez des rats axéniques que le trans-
fert de microbiote fécal de patients aneints de 511 présentant
une augmentation de ces bactéries sulfatoréductrices induit
de I'hypersensibilité viscérale. Le méthane a éé lui anssi
associé au développement du 511 Laugmentation des taux
de méthane chez les patients atteints de 811 se caractérise par
la présence de Methanobacteriales (appartenant au régne des
Archées) assocides i "augmentation de I"abondance relative
de 'ordre des Clostridiales se traduisant par un ralentisse-
ment du transit [8].

En se fondant sur ces observations, cerains traitements
du SIT visent & moduler la composition du microbiote intes-
tinal. Une surproduction de gaz peut étre induite par la
consommation de glucides fermentescibles 4 chaine courte
appelés FODMAPs (fermentable oligo-, di-, monosacehari-
dex ard polvals), qui sont des aliments riches en oligosac-
chandes, en disaccharides et en polyols. De nombreuses
études cliniques ont rapporté une réduction importante des
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symptimes des patients atteints du 511 avec une alimentation
appauvrie en FODMAPs [9]. Des probiotiques peuvent aussi
étre utilisés et sont composés principalement de bactéries
appartenant aux genres Bifidobacterium et Lactobacillus
[10]. Enfin, deux études cliniques randomisées ont éé
publidées dans le cadre d’un transfert de microbiote fécal,
mais les résultats sont contradictoires [11,12].

« Aliération de la communauté eucaryote

Fungi

Le régne des Fungi est un composant trés minoritaire (0,1 %)
du microbiote intestinal, appelé mycobiote. Malgré cette
faible abondance, une récente éude a évalué le profil fon-
gique chez les patients atteints de 511 [13]. Dans cente énde,
le pourcentage des espéces Saccharomyces cerevisiae et
Candida afbicans, qui est de 57 % chez les patients témoins,
s'éléve a 76 % chez les patients afteints de SIL Paralléle-
ment, les expérimentations réalisées chez I"amimal ont révélé
que I"hypersensibilité viscérale induite lors d'un stress ndo-
natal par séparation matemelle pouvait ére réduite par 1"uti-
lisation d’antifongiques [13].

Protozoaires

Certains profozoaires ont é1é spécifiguement retrouvés chez
les patients atteints de SIT et peuvent ére & Norigine du déve-
loppement des douleurs dans le cadre du 51 postinfectieux
(SI-PI). Certaines de ces douleurs persistent aprés I'élimina-
tion du parasite tel que Criardio duodenalis. Blastocystis est le
protozoaire intestinal le plus fréquemment retrouvé chez
I"'Homime, mais son role en santé humaine st encore débattu.
Plusieurs éndes épdémiologiques ont rapporté une plus forte
prévalence de Blastocvsiis spp. chez les patients souffrant de
511 en comparaison avec des individus témoins [14]. La pré-
sence d'une dyshiose intestinale a également é1& éudiée chez
les patients atteints de SII porteurs ou non de Blastocystis
[14]. Récemment, une éude chez le rat montre que "infection
par Blastocystis était capable dinduire de hypersensibiling
coligue associée 4 une dysbiose intestinale [15].

Maladies fnflammatoires chroniques de Vintestin

Les MICI regroupent principalement la maladie de Crohn
{MC) et la rectocolite hémorragique (RCH). Toutes deux se
caractérisent par une inflammation de la paroi d’une partie
du tube digestif. Ces maladies évoluent par phases de pous-
sées inflammatoires, de durée et de fréquence extrémement
variables selon les patients, interespacées par des phases de
rémission. En cas d'atteinte iléale, la douleur abdominale et
la diarrhée sont les symptomes prédominants pendant la
phase active de la pathologie. Cependant, plus de 40 % des
patients souffrent de douleurs abdominales durant les phases
de rémission en I"absence d’inflammation. De nombreuses
études rapportent des différences dans la composition du
microbiote intestinal chez les patients atteints de MICL
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Cependant, ces études portent principalement sur la compo-
sition du microbiote intestinal durant la phase active de la
pathologie en lien avec Iinflammation, et rés peu sont asso-
cides au développement des douleurs. Parmi les Firmicutes,
les clusters Clostridium XIVa et IV, dont [espéce
£ prawsnitzii, sont significativement diminués dans les
biopsies iléales et les échantillons fécaux issus de patients
atteints de MC [16]. Les concentrations 4’ AGCC chez les
patients atteints de MICI sont également diminuées et cormé-
lent avec la sévénté de la pathologie [17]. Toutefois, une
éude préclinique a montré que hypersensibilité viscérale
post-inflammatoire &ait associée 4 une augmentation des
concentrations en AGCC [3). L'abondance relative de nom-
breuses bactéries commensales dites « pathogénes » est éga-
lement augmentée chez les patients atteints de MICI telles
que les Excherichio coli nommées AIEC (pour Adberent-
fmvasive B coli). Ces derniéres bactéries sont présentes chez
au moins 40 % des malades souffrant de MC. L'utilisation de
souris humanisées exprimant le récepteur CEACAMG a per-
mis de caractériser le rile de la souche AIEC de référence
LFE2 dans la douleur post-inflammatoire [18].

L'utilisation d’antibiotiques montre une amélioration de
la doulewr chez les patients atieints de MICI [19]. Cepen-
dant, 'utilisation de modéles animaux a mis en évidence
un role délétére des antibiotiques dans le développement de
I'hypersensibilité viscérale [3]. Rares sont les éudes mon-
trant la réduction de la douleur associée au MICI par les
probiotiques ou prébiotiques. Une récente méta-analyse a
imontre qu’un régime faible en FODMAPs améliore la dou-
leur viscérale présente chez les patients en phase de rémis-
sion [20].

Dyspepsie fonciionnelle

La dyspepsie fonctionnelle (DF) se définit par la présence de
douleurs ou d'inconfort dans la partie haute de "abdomen.
Le diagnostic repose sur la présence de ces symptomes dys-
peptiques récurrents et en I"absence de margueurs inflamma-
toires. La physiopathologie de la DF est complexe et mal
connue. Initialement, ["analyse du microbiote dans les flui-
des pastriques de patients atteints de DF a révélé une aug-
mentation du ratio BacteroidetesProteobacieria associée a
une absence du phylum Actinobacteria et 4 une augmenta-
tion de 'abondance du genre Prevotella [21]. De nombreux
groupes se sont intéressés au microbiote associé & la
muquense, mais il existe une forte disparité dans les résul-
tats. Une angmentation de I"abondance du phylum des Fir-
micutes et notamment du genre Streplococcus a éé montrée
en corélation avec la sévérté des symptomes [22]. Au
niveau des traitements ciblant le microbiote, la rifaximine a
montré un effet bénéfique sur la douleur chez les patients
atieints de DP [23]. Des probiotiques tels que Lactobacil-
s gassert présentent aussi une certaine efficacité [24).
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Coligue infunile

Les coliques infantiles (CI) se caracténsent par des épisodes
de pleurs ou de cris difficiles & calmer, voire inconsolables,
chez le nourrisson en bonne santé de guatre mois et moins.
Ces pleurs doivent durer plus de trois heures par jour, plus de
trois fois par semaine et depuis plus de trois semaines (« régle
des 3 » de Wessel). La CT est un syndrome multifactoriel
avec un nombre croissant d’éudes suggérant que le micro-
biote intestinal contribue 4 son développement. Les nowrris-
sons atteints de CI montrent un profil microbien différent de
celui de nourrissons témoins en termes de diversité et de
composition [25]. La réduction de la diversité et la présence
de certaing micro-organismes ont &€ associées positivement
i "angmentation de la fréquence des pleurs chez les nourris-
sons, notamment les bactéries appartenant au phylum des
Proteobacteria [25]. Au sein de ce phylum, une augmenta-
tion de "abondance des Escherichia et des Klebsiella est
retrouvée dans les selles de nourrissons atteints de coliques.
Les Proteobacteria impliquées dans la fermentation du lac-
tose et des carbohydrates peuvent conduire 4 1"accumulation
des gaz chez le nowrrisson entrainant des douleurs abdomi-
nales [26]. La réduction de I"abondance relative des bifido-
bactéries et des Lactobacilles a é1& associée 4 Iintensité des
pleurs [25]. Une méta-analyse a montré que Lactobacil-
les reutert serait un probiotique de choix dans le traement
de la CI [27].

Troubles du specire de Pautisme

Les troubles du spectre de autisme (TSA), résultant d’ano-
malies neurodéveloppementales, apparaissent précocement
au cours de la petite enfance et persistent 4 age adulte. Ils
se manifestent par des altérations dans la capacité 4 dablir
des interactions sociales et 4 communiquer. En plus des
aspects cognitifs, les personnes atteintes de TSA peuvent
présenter des mamnifestations gastro-intestinales telles gue
des douleurs abdominales. L'étiologie de ces douleurs est
peu connue. Des altérations de I"axe cerveaw/intestin/micro-
biote ont ét& montrées dans le cadre des TSA. 1l existe de
nombrewses évidences quant a 1I"éablissement d’une dys-
biose intestinale chez les enfants atteints de TSA. Les
concentrations 4" AGCC, notamment de propionate, sont for-
tement augmeniées chez les patients atteints de TSA. Cette
production est associdée positivement a augmentation de
I"abondance de "espéce Bacteroides vulgatus ou encore du
genre Desulfovibrio [28]. Récemment, une étude a mis en
évidence le rile des Clostridiales dans le développemsent
d’une hypersensibilité viscérale chez les patients atteints de
TSA versus des patients TSA normosensibles [29]. Cette
augmentation de Iabondance d’espéces appartenant aux
Clostridiales a d’ailleurs é1é comélée 4 1"élévation des
concenirations de sérotonine et de tryplophane dans les
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biopsies de patients. Les modéles animaux de TSA mon-
trent également une augmentation de la synthése de séroto-
ning (5-HT), ce gui entraine "apparition de symplomes
gastro-intestinaux associés [30]. Auw niveau des traitements
symptomatiques du TSA, certains probiotiques sont prescrits
pour lutter contre les symptimes gastro-intestinaux tels
que Lactobacillus rhamnosus, Lactobactlius acidophilus et
Bifidobacterivm infantis. Des résultats prometteurs, publiés
par Kang et al., révélent que le transfert de microbiote fécal
réduil les symplomes gastro-intestinaux [31].

Douleur extra-intestinale

Fibromyalgie

La FM se caractérise par des douleurs musculosguelettiques
pénéralisées, souvent associées 4 une grande fatigue, des
troubles du sommeil et d’autres altérations cognitives. L'exa-
men clinique ne met en évidence aucune anomalie que ce
soit articulaire, musculaire ou neurologique. De récentes
études montrent que le microbiote intestinal contribue au
développement de cette pathologie. Bien que ces édes
soient peu nombreuses, elles ont déerit une réduction de
I'abondance de bacténes productrices d’AGCC telles gue
F prawsnitzii ou Bacteroides uniformis [32]. A linverse,
de nombreuses bactéries issues des penres Bacteroides et
Clostridium, impliquées dans le métabolisme des acides
biliaires, voient leur abondance relative augmentée chez
ces patients [33]. Un régime alimentaire végan riche en Lac-
tobacilles a montré une réduction des symptomes, alors gue
I"utilisation de probiotique n’a révélé ancun effet sur les sco-
res doulowreux des patients avec FM [34].

Newropathies périphérigues causées
par fa chimiothérapie

Ces dermiéres années, des progrés considérables ont é1é réa-
lisés dans le traitement du cancer. Néanmoins, 1'utilisation
de la chimiothérapie (oxaliplatine, paclitaxel) entraine des
douleurs chroniques associées i une altération de la qualité
de vie et qui se prolongent dans le temps malgré la fin du
trattement. Ces patients présentent alors des NPC. Bien que
le microbiote intestinal soit rarement étudié chez les patients
atieints de NPC, guelques éudes chez animal ont décrit la
contribution du microbiote dans le développement de ces
douleurs. La chimiothérapie est capable de moduler la com-
position du microbiote chez amimal [353]. Réciproquement,
Shen et al. ont montré que I"hyperalgésie mécanigue induite
par I"oxaliplatine était réduite chez des souris axénigues ou
bien des souris prétraitées avec des antibiotiques [36]. La
recolonisation des souris axénigques au préalable restaure
I'hyperalgie mécanique. Récemment, le transfert de micro-
biote fécal de souris hyvperalgiques (mécanique et thermigque)
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chez des souris axéniques révéle I"importance du microbiote
intestinal dans le développement de ce phénotype doulou-
reux [37].

Modulation de la douleur par les micro-
organismes

La douleur est un sysiéme d’alanme protégeant ["organisme
el déclenchant des réponses réflexes componementales, dont
le but est d’en supprimer la cause et d'en limiter les consdé-
quences. La perception de la doulewr fait intervenir des neu-
rones spécialisés appelés nocicepteurs. Ces cellules spéciali-
sées sont situées dans la peau, les mugueuses, les os, les
articulations, les muscles et les viscéres, et sont impliquées
dans la douleur. En effiet, en réponse d des stimuli potentiel-
lement dommageables pour I"hite, ces neurones sensoriels
preuvent conduire i des douleurs ou d des modifications com-
poriementales. Lactivation de ces nocicepieurs par divers
stimuli (mécanique, chimigue ou thermique) entraine la
pénération d’un potentiel d’action qui est alors transmis par
les fibres nerveuses jusqu’a la come postérieure au nivean de
la moelle épiniére. Cette information douloureuse remonte
Jusquan trone cérébral ol elle sera codée par le thalamus
en message douloureux. L'une des particularités de la dou-
leur viscérale est qu'elle est médiée par les voies vagale et
spinale. Ces deux voies de signalisation sont impliquées
dans différents processus physiologiques. La voie spinale
est associée & la perception douloureuse, tandis que la voie
vagale est liée au fonctionnement homéostatique et physio-
logique des organes. Néanmoins, un dysfonctionnement du
nerf vague au niveau digestif peut participer aux douleurs
viscérales. Il est probable que les métabolites microbiens
constituent de véritables messagers modulateurs de la dou-
leur viscérale, en passant par ces deux imnervations au
niveau du colon, modulant alors 1"axe cerveawintestin
microbiote, ce qui suscite un intérét grandissant depuis ces
dermiéres anndées [38].

I est largement admis que les micro-organismes patho-
pénes peuvent interagir avec les newrones sensoriels par
des mécanismes impliquant la réponse immunitaire. Les cel-
lules de I'immunité représentant la premiére ligne de défense
confre les agents infectieux, la déection de pathogénes et
I'initiation d’une réponse de défense rapide constiluent le
principal processus de défense de I'hate. Le modéle de sépa-
ration maternelle chez la souris, qui consiste & séparer tem-
porairement les nouvean-nés de leur mére, génére un stress
permettant aujourd o 4’ émdier I"impact du lien éabli entre
la mére et le nouveau-né sur des aspects physiologiques.
Dans ce modéle, 'angmentation de IMexpression de eytoki-
fes pro-inflammatoires et de protéases contribuerait ainsi au
développement d'une hyperalgésie viscérle en lien avec
une augmentation de la perméabilind intestinale [39].
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La coexpression de nombreux récepteurs entre les sysié-
Mes imminitaires e nerveux témoigne d un langage comimun
et permet d'imaginer un grand nombre d'interactions possi-
bles entre le microbiote et le systéme nerveux. Alors que 1Mini-
tiation de la douleur via la reconnaissance de motifs bacé-
riens par le sysiéme immunitaire est largement documenice,
pen de mécanismes moléculaires impliqués dans une inter-
action directe bactérie-neurone sont décrits. Une meilleurs
compréhension de ces mécanismes est indispensable pour
identifier de nouvelles cibles pharmacologigues et proposer
des solutions thérapeutiques efficaces et adapiées.

Motifs bactériens

De récentes études ont montré que les nociceplewuss sont
capables de détecter différents micro-organismes, via divers
éléments, quiils solent constitutifs (Fig. 2) ou bien sécrétés
(Fig. 3). Les bactéries 4 Gram négatif possédent des motifs
bactériens membranaires hautement réactifs, les lipopolysac-
chandes (LPS), pouvant moduler Mactivité des neurones en
interagissant avec le TLR4 exprimé a leur surface. Cette
interaction entre le LPS et le TLR4 conduit & une sensibili-
sation du canal TRPVI impliqué dans la perception doulou-
reuse [40]. En plus d activer TLR4, le LPS peut également
activer le canal transient receptor potential ankyrin subtvpe |
(TRFAL) [41]. La flagelline, composant des flagelles bacté-
riens, esl reconnue par les récepteurs TLRS et mucleotide-
binding domain fewcin-rich repeal confaining 4 (NLRC4)
du sysiéme immunitaire. Le récepteur TLRS est également
exprimé par les neurones des ganglions de la racine dorsale,
ce qui suggére que la reconnaissance de ce motif peut induire
une réponse doulowreuse. Dautres TLRs soni aussi expri-
més par les nocicepteurs. Clest le cas de TLR3 et TLR7
exprimés par les cellules neuronales, mais il n’y a aucune
évidence quant & leur rile dans la transmission du message
doulourewx. Enfin, le peptidoglveane (PGN), constituant
majoritaire de la paroi bactérienne, est un motf impliqué
dans la régulation de I'inflanimation intestinale et pourrait
représenter une voie de communication directe avec le svs-
téme nerveux, puisque le récepteur TLE2 est exprimé par les
neurones sensitifs [42].

Les peptides N-formylés sont des composés bactériens
thermostables reconnus par les récepteurs formyl peptide
(FPRs). [1s sont capables d'induire une réponse immunitaire
mais également un message douloureux en inferagissant
avec les nocicepteurs 4 proximité. Clest notamment le cas
de Staphviococous awrens dont les peptides N-formylés,
reconnus par FPR1, conduisent 4 une sensation douloureuse
chez la souris [43].

C. albicans, principale souche incriminée dans le dévelop-
pement de la mycose vaginale, joue également un rile dans
IMinitiation de la douleur. Une exposition répétée conduirait an
développement dune "hypersensibilité. C. alfbicans présente
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Fig. 2 Mécanismes d'interactions possibles entre des composés constitutifs microbiens et le systéme nerveux i 'origine du déclen-
chement de la douleur. Le microbiote contient un grand nombre d'éléments constitutifs, souvent associés & leur membrane, a leur parod
ou a leur flagelle reconnus par des récepteurs coexprimés par les cellules de "immunité et par les cellubes du systéme nervewx. Cette
reconnaissance peut conduire au déclenchement d une inflammation, mais aussi parfiis & un signal doulourewsx. LPS : lipopolysacchari-
des ; PG : peptidoglycane ; LTA : acide lipotéicholque ; TLR © fofi-like receptor ; TRPAL : transcient receplor potential cation chan-

nel A, §; FPR] : farmy! peptide receptor |

dans sa paroi des f-glucanes el des mannanes, composés
reconnus par les cellules de Pimmunité via le récepteur
TLE4. Cette activation conduit 4 la libération de cyiokines
pro-inflammatoires contribuant & 1"allodynie observée chez
les patientes atieinles de mycoses vaginales. Plus récemment,
une équipe a découvert que C. albicans, de maniére directe,
induisait de la douleur via le récepteur dectin-1 exprimé par
les nocicepieurs [44].

Métabolites bactériens

Les micro-organismes, et en particulier la communauté bac-
térienne, soni capables de produire et de séeréter un grand
nombre de métabolites pouvant interagir avec les nocicep-
teurs (Fig. 3). Parmui eux, les AGCC, les toxines, les neuro-
transmetteurs, les polvsaccharides ou encore des protéines
anti-inflammatoires peuvent étre cités selon la souche bacté-
rienne. Par exemple, les toxines produites par les micro-
organismes peuvent initier une sensation doulourense. C'est
la coe de la toxine hémolytique (o-HL) sécrétie par 5 oo
yuu, de lsgon direcie, esid capable d aclver les neurones |43 ).
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Les AGCC sont produits au niveau de la lumiére intesti-
nale 4 partir de fibres alimentaires non digestibles par 1"hdte
el grice 4 des enzymes bactériennes du microbiote intesti-
nal. Ces composés interviennent dans un résean complexe
d’alimentation croisée enire différents représentants du
microbiote intestinal. Le lactate est métabolisé en acétate,
propionate ou butyrate par différents micro-organismes.
Il arrive aussi que les produits intermédiaires tels que acé-
tate ou le propionate soient métabolisés en butyrate. Par
exemple, F prawsniizil et Roseburia spp. transforment acé-
tate préalablement libéré par d’autres bactéries comme
Bacteroides  thetaiotaomicron. Conlraifement aux authes
AGCC, le propionate et le butvrate ne sont produits que
par gquelques représentants du microbiote. Clest le cas d”4k&-
kevmansia muciniphila, forte producinice de propionate [45].
A I'inverse, les souches F. prausniizii el £ bromi produisent
de grandes quantités de butyrate [46]. Dans ce contexie,
F. prausniizii a déja prouvé son effet analgésique dans des
modéles d"éudes précliniques du 511 [5]. Afin 4 expliquer
les bénéfices du butvrate produll par ces souches dans la
douleur, plusieurs mécumismes A seiion ool GIE proposts.
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Fig. 3 Méeanismes d'interaction entre le microbiote et le systéme nerveux via des métabolites sécrités. Le microbiote intestinal est
capable de produire un grand nombre de métabolites. Certains de ces composés sont reconnus specifiguement par des récepieurs neuro-

naux. Cette reconnaissance est responsable du déclenchement de réponses pronociceptives ou antinociceptives, parfois dose-
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Adnsi, le butyrate interviendrait dans la modulation de la
production de sérotonine (5-HT). Une libération répétée de
5-HT en association avec une activation prolongée du canal
TRPVI] entraine un phénoméne de désensibilisation condui-
sant 4 la réduction de la douleur [47]. Le récepieur FFAR3
reconnail le butyrate et est exprimé i la surface des neurones
sympathiques et sensoriels dans le svstéme nerveux pénpheé-
tique autonome et somatique. Cela suggére que les AGCC,
en plus d'agir via le sysiéme endocrinien, peuvent jouer un
ridle sur le systéme nerveux. Il n'y a cependant aucune indi-
cation que FFAR3Z soit directement impliqué dans le pro-
cessus nociceptif au niveau viscéral [48]. Néanmoins, il n’est
pas impossible gue le microbiote intestinal, via la production
des AGCC, soit capable de moduler la perception doulou-
reuse. A ce titre, les effets analpésiques des AGCC ont été
démontrés chez des volontaires saims et chez des patients
atteints de 811, et cela, indépendamment du mode d’adminis-
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3-HT : sérotonine ; GABA : gamma amino butvric acid ;

tration. Chez les sujets sains, 1'instillation de butyrate dans la
partie distale du colon permet de réduire la doulewr et Iin-
confort liés 4 la distension colorectale [49). Banasiewicz
et al. ont montré que "administration orale de butyrate pet-
mettait de rédoire la fréquence des douleurs abdominales
chez les patients atteints de 511 [50]. A Tinverse, des effets
pronociceptifs du butyvrate ont éé reportés [51]. Bien qu’une
dose élevée de butyrate induise un effet pronociceptif, une
dose physiologique, & inverse, condmt & un effet analgé-
sique dans un modéle de S11 chez le rat [52].

La 5-HT, produte majoritairement par les cellules entéro-
chromaffines, peut également étre produite par certaines sou-
ches bactériennes. La 5-HT peut induire des douleurs viscé-
tales via I'activation du canal TRPV4 expamé sur les
afférences primaires [53]. Par ailleurs, le mictobiote est un
acteur clé dans la production de 5-HT. puisqu’il intervient
dans le métabolisme du tryptophane, le précurseur de la

[avoisicr
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5-HT, en modifiant la tenewr en tryptophane disponible.
Il existe une balance entre le tryptophane produit et le tryp-
tophane métabolisé. Une corrélation a éé éablie entre les
concentrations de 5-HT libérée au niveau intestinal et la dou-
leur observée chez les patients atteints de SII [54]. L'acide
kynurénigue (KYNA), composé issu du métabolisme du
tryptophane, est une cible thérapeutique intéressante dans
le traitement de la douleur inflamimatoire, puisqu’il posséde-
rait des propriétés neuromodulatrices et immunomaodulatn-
ces [55]. En activant le ¢ protem-coupled receptor 35
(GPR35), le KYNA exercerail une activité analgésigue
[55]. 11 semblerait que le microbiote intestinal soit aussi
impliqué dans la modulation de la production de KYNA et
par conséquent impliqué une nouvelle fois dans les activités
neuromodulatrices. Le microbiote intestinal (notamment les
Lactobacilles et les bifidobactéries) produit ézalement 4 au-
tres neuromédiateurs tels gue la dopamine, la noradrénaline,
le GABA, I"acétylcholine ou encore "histamine. Dans une
visée thérapeutique, la souche E. coli Nissle 1917 a éé
décrite comme capable de synthétiser un lipopeptide
Cl2AsnGABAOH capable de passer la barriére épithéliale
el d'activer les récepteurs GABAp [56].

Les données sur les mémbolites bactériens et le systéme
nerveux périphérique s enrichissent de jour en jour et ont
permis de mieux comprendre ce dialogue complexe au sein
de 1"axe cervean/intestin‘microbiote. Toutes ces interactions
constituent "évidence méme du réle majeur et central du
microbiote intestinal dans les processus physiologiques
humains. De nouvelles éudes sur Iinteraction entre le
microbiote et le sysiéme nerveux devraient conduire &
Midentification de nouveaux ligands microbiens ayant une
activité neuromodulatrice. Par la suite, en se fondant sur
ces observations, il serait possible de produire de nouvelles
imolécules (ou médicaments) ciblant les récepteurs de "hote,
qui pourraient 4 terme améliorer la gestion de la douleur
chronique et le « bien-ére » chez I"'Homme.
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Résumé

Les douleurs abdominales chroniques, un symptome partagé par de nombreux patients atteints
de pathologies gastro-intestinales comme le Syndrome de I’Intestin Irritable (SII) ou les Maladies
Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin (MICI), représentent un motif de consultation récurrent en
gastroentérologie et pour lesquels les traitements sont limités et souvent peu efficaces. Dans ce contexte,
la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques constitue une priorité. Le microbiote intestinal tient
une place centrale puisque les progreés en matiére de s€quengage ont permis de révéler une altération de
sa composition chez ces patients. Alors que certaines especes bactériennes proliférent, d’autres au
contraire voient leur population s’effondrer et leur role dans la santé de 1’hote est aujourd’hui fortement
envisagé. En plus de restaurer la barriére épithéliale intestinale et de moduler la réponse inflammatoire,
certaines bactéries bénéfiques participent activement au dialogue « microbiote-intestin-cerveau » et
pourraient, en interagissant directement avec le systéme nerveux, moduler le processus douloureux.
Ainsi, le potentiel thérapeutique du microbiote intestinal ouvre le champ a une nouvelle classe de
médicaments : les probiotiques de nouvelle génération.

Mes travaux de thése avaient pour objectif de révéler le potentiel neuromodulateur du
microbiote intestinal et de sélectionner un candidat bactérien capable de réduire I’hypersensibilité
viscérale d’origine colique (HSVC) dans plusieurs modéeles murins de douleur viscérale.
L’établissement d’une collection de souches anaérobies et la mise au point d’une méthode de screening
a haut débit a permis, d’une part, de révéler les propriétés neuromodulatrices de souches bactériennes
mais aussi de sélectionner la souche Parabacteroides distasonis F1-2 pour ses propriétés neuro-
inhibitrices sur des cellules neuronales immortalisées mais aussi sur des cultures primaires de neurones
issus de DRG de rat.

Le second objectif de ma thése a été de déterminer si I’effet neuro-inhibiteur de la souche F1-2
pouvait se traduire par un effet anti-hyperalgique chez la souris. La souche F1-2, testée dans plusieurs
modeles de douleur viscérale, exerce un effet anti-hyperalgique remarquable en réduisant ’HSVC
lorsque I’intégrité de la barriére intestinale est compromise. Cependant, et contrairement a la plupart des
souches probiotiques déja connues, la souche F1-2 ne présenterait pas de propriétés anti-inflammatoires
ni de renforcement de la barricre épithéliale intestinale. Ces travaux constituent la premiere preuve d’un
potentiel effet antalgique de P. distasonis et les premiers résultats obtenus quant & son innocuité sont
des données fortement encourageantes et permettent d’envisager son utilisation chez I’Homme.

L’hypothése d’une interaction directe entre la souche F1-2 et les cellules neuronales est
aujourd’hui suggérée et I’exploration des mécanismes d’interaction a permis de caractériser 1’effet
neuro-inhibiteur de la souche F1-2 sous diverses stimulations nociceptives. La possible implication de
la bradykinine et/ou de ses récepteurs ouvre une nouvelle voie d’investigation dans la compréhension
du dialogue établi entre bactéries et neurones.

Ainsi, ce travail de thése a permis de mettre au point une méthode visant a sélectionner des
souches bactériennes aux propriétés neuromodulatrices et de révéler le potentiel thérapeutique de la
souche bactérienne P. distasonis F1-2 chez la souris. Il est aujourd’hui possible d’envisager son
utilisation chez ’Homme en tant que probiotique de nouvelle génération destiné a soulager les patients
souffrant de douleurs abdominales chroniques.



