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MICI : maladie inflammatoire chronique de
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88
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NMU : neuromédine U
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domain 2
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p-ANCA :
anti-cytoplasme des

anticorps périnucléaires
polynucléaires
neutrophiles

PBMC: cellule

périphérique
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PCR : réaction de polymérisation en chaine
PGE?2 : prostaglandine E2

plgR : récepteur d’lg polymérique

PPAR-y: récepteur Y activé par les
proliférateurs de peroxysomes

PRR : récepteur de reconnaissance de motifs
moléculaires

RAB2A : ras-related protein Rab-2A

RCH : rectocolite hémorragique

Reglll-B : protéine llI-B en régénération d'ilots

RELM : molécule pro-inflammatoire de type
résistine 3

RET : Rearranged during transfection

RIP2 : receptor interacting protein 2

RORC : récepteur C orphelin apparenté aux
récepteurs de |'acide rétinoique

ROS : espéces réactives de I'oxygéne

SGLT1 : co-transporteur Na+-glucose apical 1
SMCT1 : transporteur 1 de monocarboxylate
couplé au sodium

SNE : systéme nerveux entérique

SP : substance P

SPF: exemptes d'organismes pathogénes
spécifiques

sPLA2 : phospholipase sécrétoire A2

STAT3 : transducteur de signal et activateur de
la transcription

TAMP : Tight Junction-Associated MARVEL
Proteins

TCR : récepteur des lymphocytes T

TEER : résistance électrique transépithéliale
TFf3 : facteur en tréfle 3

TGF-B : facteur de croissance transformant 3
Th : T helper (pour lymphocyte)

TJ : tight junction

TLR : récepteur Toll-like

TNBS : acide 2,4,6-trinitrobenzénesulfonique
TNF : facteur de nécrose tumorale

TNFR2 : récepteur TNF 2

Tr1 : T régulateur de type 1 (lymphocyte)

Treg : T régulateur (lymphocyte)

Trpm5 : canal ionique non-sélectif dit « de
potentiel de récepteur transitoire »

Tslp : lymphopoiétine stromale thymique

UCEIS : Ulcerative Colitis Endoscopic Index of
Severity

VEGF : facteur de croissance endothéliale
vasculaire

VIP : peptide intestinal vasoactif

Zg16 : protéine de granule de zymogéne 16
ZO : zonula occludens
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L'intestin présente une organisation complexe, faisant intervenir un jeu d’interactions étroites
entre différents systémes biologiques. Parmi les acteurs majeurs de I'homéostasie intestinale sont
retrouvés la barriére épithéliale intestinale, le systéme immunitaire, le systéme nerveux entérique et le
microbiote intestinal. L’ensemble de ces acteurs assure non seulement des fonctions digestives, mais
permet aussi le maintien d’une tolérance aux nutriments et aux micro-organismes commensaux, tout en
contrant les éventuels pathogénes et lésions/ruptures physiques intestinaux. Le microbiote intestinal est
un acteur particuliérement intéressant par sa complémentarité fonctionnelle & celle de son héte, qu'il
met notamment & profit dans le métabolisme d’aliments non digestibles par I'héte. Une dérégulation
des composantes de [lintestin engendre de lourdes conséquences pour [Iindividu, menant
potentiellement & des atteintes systémiques de I'ordre métabolique et immunitaire entre autres, et se
traduisant par des symptémes extra-digestifs. La fenétre temporelle pendant laquelle se situe cette
dérégulation est importante, avec certaines périodes se caractérisant par une forte plasticité des
organes et des systémes biologiques comme la période périnatale pendant laquelle s'opére la
maturation des grands systéemes biologiques. Couplés & un terrain génétique et environnemental
favorables, ces dysfonctionnements intervenant & des moments précis de la vie d’un individu peuvent
aboutir au développement de maladies chroniques comme les MICI, en accord avec le concept du
DOHaD.

Les MICI représentent un enjeu majeur de santé public mondial, dont la prévalence ne fait que
s’accroitre au fil des années. La problématique principale que posent les MICI est I'absence & ce jour
de soins curatifs pour ces maladies. Les stratégies thérapeutiques actuelles proposent une prise en
charge des symptdmes majeurs par ciblage du systéme immunitaire. Toutefois, celles-ci ne s’avérent
pas suffisantes pour s’affranchir du besoin de recourir & la chirurgie quelques années aprés le
diagnostic. Ainsi I'objectif principal des recherches en cours dans le domaine est de proposer une
meilleure prise en charge des patients MICI, afin d’assurer un soin et une amélioration de leur qualité
de vie pérenne.

Un intérét croissant est en ce sens porté sur la modulation du microbiote intestinal, & travers
I'vtilisation de prébiotiques, probiotiques, postbiotiques voire de régimes alimentaires spécifiques. De
méme, la fenétre temporelle d’intervention est importante & prendre en compte dans cette
modulation. L'impact d’une intervention anténatale n’est que faiblement exploré, malgré des résultats
prometteurs concernant la protection contre le développement de maladies allergiques et auto-
immunes chez la descendance murine par supplémentation maternelle en prébiotiques.

De ce fait, nous nous intéressons dans ce projet & déterminer si une modulation maternelle du
microbiote intestinal par prébiotiques peuvent avoir des effets similaires dans les MICI.
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Avant d’aborder plus en détail les résultats issus de mon projet de thése, nous reviendrons
en premier lieu sur la caractérisation globale des MICI. Nous introduirons ensuvite chacune des
composantes majeures de l'intestin (épithélium intestinal, microbiote intestinal, systéme immunitaire
et systéme nerveux entérique) et leur implication individuelle dans la pathogenése des MICI.
L'étiologie des MICI sera également abordée, avec un focus sur la période de vie périnatale.
Enfin, un récapitulatif de I'arsenal thérapeutique disponible & ce jour sera effectué et abordera
de nouvelles stratégies prometteuses comme la modulation du microbiote intestinal qui est a la
base de notre hypothése d’étude.

A. Caractéristiques générales

Les maladies inflammatoires chroniques de lintestin (MICI) sont des maladies se
caractérisant par une réponse inflammatoire chronique d’une partie du tube digestif, due & une
dérégulation du systéme immunitaire et du microbiote intestinal, chez un individu prédisposé
génétiquement [1]. Malgré une premiére description de ces maladies au cours de I'Antiquité, ce
n'est qu'au 20%me siécle que la terminologie actuelle des MICI a été introduite (Figure 1). Au méme
moment, des traitements comme les corticostéroides ont montré des résultats prometteurs dans la
prise en charge des MICI| et ont ouvert la voie au développement de thérapies ciblant les MICI. Ce
développement s’accompagne & la fin du 20%me siécle d’avancées dans la modélisation des MICI &
I’échelle animale, permettant ainsi une meilleure caractérisation de la pathogenése et de
I’évolution des MICI. De nouvelles pistes d’étude ciblent maintenant le microbiote intestinal, acteur
central dans le développement d'une MICI et pour lequel un regain d’intérét croissant est observé
dans la communauté scientifique (Figure 1).
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”460j3g7 Hippocrate a décrit une pathologie liant des diarrhées chroniques a des selles sanglantes.
av. J-C.

Thomas Sydenham, médecin britannique, nomme la maladie décrite par Hippocrate le flux
sanglant.

G. B. Morgagni, médecin italien, a généré la premiére description de la MC.

Samuel Wilks, médecin britannique, utilise pour la premiére fois le terme RCH pour décrire une
patiente.

Kennedy Dalziel, médecin britannique, publie une série de cas d'iléite chronique chez 13
patients.

Article fondateur par Dr. Burrill Crohn, Dr. Leon Ginzburg et Dr. Gordon Oppenheimer sur l'iléite
régionale, a la base du terme MC.

Premiéres descriptions des MICI et réponse des patients aux corticostéroides.

Utilisation des immunomodulateurs thiopurines comme traitements de premiére ligne
réduisant I'usage de stéroides.

Développement des premiers modéles animaux de MICI.

Identification d'une susceptibilité a la MC sur le chromosome 16.
Targan et al. publient une étude montrant l'efficacité de l'infliximab dans la rémission de la MC.

Découverte de la mutation du géne NOD2 dans la MC.

Le NIH lance un projet d'étude du microbiome humain dans la santé et les maladies, dont les
MICI.

y

Figure 1. Résumé de I'Histoire des MICI. Figure adaptée de Gajendran et al. de 2018 [2-4]. MC = maladie de Crohn, RCH =

rectocolite hémorragique, NIH = National Institutes of Health.

Ces maladies comprennent essentiellement la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite

hémorragique (RCH), qui se distinguent par la localisation de leur atteinte intestinale et le type de

réponse immunitaire induite [5]. La MC est définie par une inflammation répartie sur I'ensemble du

tube digestif, avec 25% des patients atteints d’une colite et 50% d’une iléocolite (Figure 2) [4,5].

Au niveau du cblon, cette inflammation s’avére transmurale, c’est-a-dire potentiellement étendue &

toute I'épaisseur de la paroi du cdlon [4]. Dans la RCH, I'inflammation est quant & elle restreinte &

la muqueuse du cdlon (Figure 2) [6]. Elle se développe de maniére continue et rétrograde, avec

une initiation de I'atteinte au niveau du rectum qui peut ensuite s'étendre jusqu’a I'ensemble du

cdlon [7,8].

CD uc

Figure 2. Localisation des atteintes dans la MC (a gauche) et la RCH (a droite) [9]
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Chez les patients MICI, des épisodes de poussées inflammatoires surviennent en alternance
& des phases de rémission [4,8]. Les patients sont sujets & des symptdmes communs qui
comprennent des symptémes digestifs comme des diarrhées, des douleurs abdominales, une perte
de poids due & une malnutrition et des saignements rectaux [10]. Des symptémes systémiques tels
que de la fiévre et de la fatigue se manifestent également chez les patients, et des atteintes
extra-digestives touchent jusqu'a la moitié des patients MC. Ces symptémes extra-intestinaux
peuvent étre de nature variée : musculo-squelettique, cutané, oculaire ou hépatobiliaire, avec
I'arthrite comme symptdme le plus commun (Figure 3) [6,11]. Leur évolution peut étre similaire ou
indépendante des MICI, et leur survenue peut étre en partie due & des complications générées
suite & la prise en charge médicamenteuse ou par chirurgie des MICI [12]. L’évolution d’une MICI
s'accompagne d'une aggravation des symptémes, avec pour la RCH une augmentation de la
surface des atteintes et du risque de développer un cancer colorectal montant jusqu’d 18% & 30
ans de maladie [8].

C

Eye:
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* Iritis

« Conjunctivitis

Gallbladder:
» Cholecystolithiasis

Kidney: 4@ é
o
A

Liver and bile duct:
* Primary sclerosing
cholangitis

* Nephrolithiasis « Liver damage

Bone:
* Osteoporosis

Circulation:
* Thrombosis

' ‘—Joints:
* Arthralgias
thriti
Skin: and arthritis
* Erythema nodosum
* Pyoderma

Figure 3. Symptomes extra-intestinaux dans les MICI [13]

B. Diagnostic et suivi d’'une MICI

L’endoscopie reste la technique privilégiée pour diagnostiquer une MICI. Elle s’accompagne
de prélévements de biopsies & différentes régions du tractus gastro-intestinal (Gl) afin de
caractériser histologiquement les atteintes [8]. L'endoscopie peut étre complétée par des
entérographies par résonance magnétique ou par tomodensitométrie afin de détecter une
inflammation plus proximale, non visible par endoscopie [6]. Suite & ce diagnostic, la
quantification de biomarqueurs non invasifs permet un suivi de I'évolution de la maladie chez le
patient [6]. Les marqueurs les plus utilisés sont la protéine C réactive sanguine et la calprotectine
fécale. La protéine C réactive sanguine représente le marqueur sanguin d’inflammation le plus
sensible, tandis que la calprotectine est un indicateur d’inflammation de la muqueuse intestinale
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[6]. De plus, la concentration en calprotectine est corrélée au degré de sévérité de la RCH évalué
par endoscopie et par histologie [14]. D’autres marqueurs tels que les anticorps périnucléaires
anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (p-ANCA) et les anticorps anti-Saccharomyces
cerevisiade (ASCA) donnent des indications sur la nature de la MICI, avec un profil ASCA-/p-
ANCA+ étant associé a la RCH et le profil inverse associé a la MC [8].

L'ensemble de ces mesures permet d'établir un score pathologique reflétant le
développement d’une MICL Il n'existe pas & ce jour de standardisation sur la procédure
d’évaluation de la MICI, toutefois un nombre réduit de scores sont aujourd’hui couramment utilisés.
Certains systémes d’évaluation s’appuient sur des données endoscopiques comme les critéres de
Rutgeert qui constituent le score de référence pour la récurrence endoscopique de la MC [4].
L'index endoscopique de sévérité de la RCH (UCEIS, pour « Ulcerative Colitis Endoscopic Index of
Severity ») est quant & lui le seul index pour la RCH parmi ceux & ce jour développé [3,15].
D’autres systémes de notation tels que le "short inflammatory bowel disease questionnaire”
incluent également des paramétres plus généraux comme la qualité de vie du patient [4,6]. Ces
évaluations permettent non seulement le diagnostic d’'une MICI, mais permettent aussi de suivre son
évolution et d’ajuster le traitement requ par le patient. Un score fréquemment utilisé pour
caractériser la progression d’'une RCH et moduler le traitement est le score de Mayo (Figure 4).
Concernant la MC, le "Crohn's Disease Activity Index* (CDAI) est un systtme de notation
couramment utilisé dans les essais cliniques afin de déterminer la réponse au traitement et la
rémission du patient [4].

Mayo Index 0 1 2 3

Stool frequency Normal 1-2/day more than 3-4/day more than 5/day more than
normal normal normal

Rectal bleeding None Streaks Blood in stool Pure blood

Mucosa Normal Mild friability Moderate friability, Spontaneous bleeding,

erosions ulcerations
Physicians global Normal Mild Moderate Severe
dssessment

Interpretation of scores: scores should be compared to previous scores for a patient. The score can range from 0 to 12
with higher scores indicating worse severity.

Figure 4. Score de Mayo [8]

C. Epidémiologie

Les MICI impactent principalement les pays occidentaux, dont le Nord de I'Europe et les
USA, avec environ 3 millions de personnes touchées en Europe et 1,6 million aux USA (Figure 5)

[6,16].
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Figure 5. Prévalence mondiale des MICI en 2015 (en haut) et évolution temporelle de I'incidence des MICI (en bas) [17]

C’est ainsi 0,5% de la population des pays occidentaux qui est touchée par les MICI [17].
A I'échelle mondiale, la RCH est plus fréquente que la MC [8]. La RCH est également plus présente
dans les pays dits « industrialisés », et son incidence augmente en Asie (Figure 5) [8]. La
prévalence annuelle de la MC est par exemple en 2007 de 201 cas contre 238 pour la RCH,
pour 100 000 individus en Amérique du Nord [18]. La survenue d’une MICI ne concerne pas
uniquement des individus adultes, mais aussi des personnes de moins de 20 ans qui représente
prés de 25% des patients [10]. La distribution en &ge différe selon la maladie, avec la majorité
des patients MC entre 15 & 35 ans tandis que le pic d’incidence des patients RCH se situe dans les
tranches d’dge 20-30 ans et 50-80 ans [8]. Outre I'dge, les données disponibles au sujet de
I'impact du sexe de lindividu sur l'incidence d’une MICI sont controversées. Plusieurs études
suggérent cependant un effet du sexe sur différents paramétres de la maladie, que ce soit au
niveau de I'étiologie, des symptdmes et de sa prise en charge (Figure 6) [16]. Cela concerne
notamment les facteurs psychosociaux, avec la qualité de vie étant rapportée plus faible chez les
femmes que les hommes (Figure 6) [16].
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Dimension Gender-specific difference

Epidemiology ~ Higher rates of CD in females in EU and US
Higher rates of CD in males in Asia
Young females with lower risk for CD, older
females with higher risk
Older males with higher risk for UC

Environmental ~ Appendectomy and smoking in females
factors Antibiotic use in males

Genetics Female imprinting in familial IBD
Susceptibility gene variants such as IL-23R
variant L310P (protects women but not men
from getting UC)

X-chromosome abnormalities

Disease activity ~ EIM more frequent in females
and phenotype  Upper GI involvement in males
Ileal disease more frequent in males

Disease Higher risk and mortality for CRC in males
complications  Higher mortality of pulmonary complications
in females

Osteopenia more frequent in males

Treatment Male gender associated with loss of response
to anti-TNF
Drug survival higher in males
More side-effects to anti-TNF in females
Adherence rates lower in females

Psychosocial Depression more frequent in females
factors Self-reported QoL lower in females
Fatigue more frequent in females

CD, Crohn’s disease; UC, ulcerative colitis; IBD, inflammatory
bowel disease; EIM, extraintestinal manifestations; IL, interleukin;
CRC, colorectal cancer; TNF, tumor necrosis factor; QoL, quality
of life.

Figure 6. Principaux impacts du sexe dans les MICI [16]
D. Impact psychosocial et sociétal

1) Impact psychosocial des MICI

Ainsi les MICI impactent I'individu non seulement au niveau physique mais également au
niveau psychosocial [19]. Les symptdmes rencontrés par les patients MICI diminuent leur qualité de
vie et leur bien-étre, et la prise en charge des patients doit de ce fait prendre en considération
cette composante psychologique et sociale [20]. Plusieurs études ont en ce sens caractérisé le
ressenti des patients, et par ce biais ont permis d'identifier différents besoins & intégrer dans
I’élaboration d’'une stratégie thérapeutique [20]. Les patients atteints d’'une MICI souffrent & tout
dge d’'une anxiété, de symptémes dépressifs et d’'une honte liée & la dépendance & la proximité
de commodités [20]. Le caractére imprévisible de lincontinence et du futur ont de fortes
conséquences sur le comportement du patient, qui est plus préne a s’isoler socialement et & perdre
son estime de soi [20]. Les MICI impactent alors non seulement les patients, mais également leur
entourage.

Certains besoins identifiés évoluent selon I'Gge du patient, comme le montre la revue
exploratoire de Volpato et al. de 2021 qui fait la distinction entre le ressenti des enfants, des
adolescents et des adultes atteints d’'une MICI [20]. Les enfants atteints d’'une MICI ressentent
majoritairement une peur de parler de leur pathologie, liée & une peur d’étre exclu [20]. Les
parents de ces enfants sont de méme impactés, avec un changement marqué de leur
comportement vis-a-vis de leur enfant suite au diagnostic d’'une MICI [20]. Les adolescents atteints
d’'une MICI présentent quant & eux une mauvaise connaissance de leur maladie [20]. Le suivi du
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traitement est mauvais chez les adolescents qui souffrent d’'un manque de confiance en soi, de
problémes de comportement et d'une altération de la perception de leur image corporelle [20].
Les patients adultes atteints d’'une MICI privilégient I'amélioration de leur qualité de vie par
rapport au contrdle de leur maladie [20]. Une méfiance envers le systéme de santé est alors
soulignée, du fait de la persistance des symptémes et des effets secondaires [21]. Par ailleurs, la
MICI influence négativement le désir de grossesse, en dissuadant le patient d’entreprendre celle-ci
[20].

Ces troubles psychiatriques font partie des comorbidités fréquemment retrouvées dans les
MICI. Le taux de prévalence des troubles anxieux et dépressifs est respectivement de 20 et 15%
chez les patients MICI, avec une augmentation de ces taux lors de poussées inflammatoires [19].
Lincidence de ces troubles, mais aussi des troubles bipolaires, est plus importante chez les
individus atteints d’'une MICI, selon les groupes d’étude considérés (femmes, jeunes adultes de 18-
24 ans, faible classe socio-économique...) [19]. Les maladies psychiatriques sont ainsi liées & une
augmentation de la sévérité des symptdmes observés en MICI, entrainant une augmentation des
hospitalisations et des opérations chirurgicales [22]. De méme, les MICI peuvent elles-mémes
influencer la survenue de troubles psychiatriques tels que le trouble du stress post-traumatique
[22]. Une prise en charge psychologique se révele étre importante & intégrer dans le parcours
thérapeutique d’un patient MICI. Elle peut s’appuyer sur différentes thérapies telles que la
thérapie cognitivo-comportementale, 'lhypnothérapie ou la thérapie cognitive basée sur la pleine
conscience [22].

2) Codits

La prise en charge de ces comorbidités représente un pilier de dépenses conséquent dans
la prise en charge globale des MICI. Une analyse longitudinale rétrospective d’une cohorte aux
Etats-Unis de personnes assurées suivies de 2007 & 2016 a en effet identifié les facteurs mentaux
comme un des facteurs pesant majoritairement sur les dépenses liées aux MICI [23]. Parmi les
avtres facteurs influents sont retrouvés le traitement spécifique des MICI, le recours au service des
urgences, les services de soins et I'anémie [23]. Les patients MICI de cette cohorte présentent un
colt annuel moyen de santé 3 fois plus élevé que celui des patients contréles non-MICI, de 'ordre
de 23 000 $ [23]. Les 20% des patients MICI de la cohorte sous traitement biologique (e.g. anti-
TNF, anti-intégrines) présentent un colt annuel total des soins 3 fois plus élevé que les patients
MICI sous un autre traitement [23]. A ce jour, les dépenses associées & la thérapie biologique sont
considérables et avoisinent 25 000$ par patient [17].

Ainsi les colts sont multiples et se situent & plusieurs niveaux. Les colts engendrés par les
MICI peuvent étre directs et concerner le colt des médicaments, des hospitalisations et des
chirurgies [24]. lls peuvent étre de nature sociétale indirecte, et étre exprimés en perte de
productivité, de temps passé en clinique, en retraite anticipée ou par la mort prématurée [24]. A
I’échelle du patient, les conséquences financiéres sont visibles sur le long terme, avec un impact des
MICI sur la scolarité et la carriére professionnelle. Les patients MICI éprouvent des difficultés &
trouver et garder un emploi, en partie liée a leur difficulté & travailler sur de longues plages

horaires et la prise de congés maladies due & leur maladie [21,25].

Les MICI constituent de ce fait un enjeu de santé publique majeur, engendrant des colts
annuels directs et indirects de 'ordre de 8,1 a 14,9 milliards de dollars aux USA pour la prise en
charge de la RCH [8]. En Europe, ces coits sont de I'ordre de 4,6 & 5,6 milliards d’euros par an
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[16]. Les organismes de santé doivent faire face & une prévalence forte des MICI, qui se traduit
par une double prise en charge : & la fois d’'une population MICI vieillissante & comorbidités, et de
jeunes patients MICI récemment diagnostiqués [17]. Afin de réduire la charge financiére qui pése
sur les patients MICI et afin de faciliter 'accés aux soins, le développement d’alternatives
thérapeutiques et une négociation des prix sont nécessaires. La production d’agents biologiques
génériques et la découverte de nouveaux traitements peuvent contribuer & apporter un meilleur
soin au patient [17]. La recherche fondamentale et clinique s’inscrivent dans cette démarche
d’amélioration des soins, par I'approfondissement des connaissances portant sur la pathogenése et
la physiopathologie des MICI [17].

Définition générale des MICI

e Les MICI comprennent la MC et la RCH. La MC peut toucher I'ensemble du
tractus Gl tandis que la RCH se limite au célon.

® les symptdmes rencontrés dans une MICI sont digestifs et extra-digestifs. Leur
sévérité augmente au cours du temps, tout comme leur impact psychosocial. Ainsi
la qualité de vie des patients atteints d’'une MICI est fortement dégradée sur le
long terme.

e Les MICI représentent un enjeu de santé publique majeur & I'échelle mondiale,
dont les colts directs et indirects sont de I'ordre de milliards d’euros/dollars.

Afin d’étudier les mécanismes potentiellement mis en jeu dans la pathogenése des MICI, il
est nécessaire de revenir au préalable sur les notions connues sur les systémes biologiques
intestinaux impactés. Cet état des lieux des connaissances, en condition saine et pathologique de
MICI, de chacune des composantes intestinales (barriére intestinale, microbiote intestinal, systéme
immunitaire intestinal et systéme nerveux entérique) permet une meilleure compréhension de leur
importance dans le développement d’'une MICI mais aussi I'enjeu qu’elles représentent dans sa
résolution.

1) Organisation générale

Le tractus Gl se déploie de la bouche & I'anus et comprend donc la cavité buccale,
I'cesophage, I'estomac, l'intestin gréle et le gros intestin (Figure 7) [26]. L'intestin gréle est divisé en
3 parties que sont le duodénum, le jéjunum et l'iléon, tandis que le gros intestin comprend le
caecum, l'appendice, le célon ascendant, le célon transverse, le cblon descendant, le cdlon
sigmoide, le rectum et I'anus [27,28].

19



Etude bibliographique

Oral cavity ——m8 ———— —‘
Oesophagus \
E Stomach
(&}
58S
&
=]
Duodenum
Small Jejunum
intestine u
Colon S
Tleum Caecum Large | =
Appendix | intestine ]
— Rectum o)
T Anus |

Figure 7. Structure anatomique du tractus Gl [29]

Au sein de l'intestin, la structure anatomique se décompose du plus externe au plus proche
du lumen en: mésentére, séreuse, muscularis avec les muscles longitudinal et circulaire, sous-
muqueuse et une muqueuse intégrant la musculaire muqueuse, la lamina propria et I'épithélium
intestinal (Figure 8) [26,30]. L’intestin est un organe hautement vascularisé par des vaisseaux
sanguins et lymphatiques présents jusqu’a la pointe des villosités, assurant notamment le transport
d’oxygéne, de nutriments, d’antigénes et de lipides [31,32].
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Figure 8. Structure anatomique de l'intestin [33]

2) Fonction principale de l'intestin : la digestion et 'absorption

Cette structure complexe de [lintestin permet d’exercer et d'assurer son bon
fonctionnement. Les fonctions principales de [lintestin sont la digestion et I'absorption des
nutriments, qui représentent leur prise en charge enzymatique et leur accés aux tissus par voie
sanguine [26]. Le bol alimentaire migre le long du tractus Gl gréice & un processus de contraction
musculaire lisse appelé péristaltisme, alors qu’un processus de segmentation assure un temps de
contact suffisant entre I'épithélium et le contenu luminal [26]. Le temps de transit varie selon le
compartiment intestinal, tout comme le pH. Cette diversité d’environnements permet une digestion
optimale [28]. La digestion et I'absorption sont des fonctions réalisées en s’appuyant sur 3

propriétés du tube digestif : la motricité, la sécrétion et la perméabilité, qui dépendent des
muscles lisses et de la barriére épithéliale intestinale.
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B. Barriere épithéliale intestinale

1) Composition

La barriére intestinale désigne la barriére physique, mais aussi chimique, que représente
I'’ensemble constitué par la couche monocellulaire épithéliale (BEI, pour barriére épithéliale
intestinale), le mucus interne et externe au sein de l'intestin [34]. En support de la BEI est retrouvée
la lamina propria, une fine couche de tissu conjonctif, et les muscles lisses [34]. Ce systéme permet
I'établissement d'un dialogue direct et/ou indirect entre le microbiote intestinal, les cellules
épithéliales intestinales (CEl) et le systéme immunitaire sous-jacent [34].

L’architecture et la composition de I'épithélium intestinal différent entre I'intestin gréle et le
cdlon. L'épithélium présente des structures invaginées appelées cryptes de Lieberkihn tout le long
de lintestin, tandis que [lintestin gréle comprend également des structures protubérantes
dénommées villosités intestinales (Figure Q) [35]. Des cellules souches intestinales & récepteurs
couplés & une protéine G contenant des répétitions riches en leucine (Lgr57) résident au creux des
cryptes (3-5 cellules souches/crypte), et sont & I'origine de cellules se différenciant tout le long des
cryptes jusqu’a atteindre I'apex ou elles sont finalement éliminées dans le lumen [35,36]. Les
villosités ainsi que les microvillosités situées au pdle apical des entérocytes permettent
d’augmenter la surface de muqueuse, et de ce fait 'absorption des nutriments [35]. Le célon ne
comprend pas de villosités, mais se caractérise entre autres par une diversité plus importante de
types cellulaires [35]. De méme, certains types cellulaires sont uniquement retrouvés dans I'intestin
gréle et seront décrits par la suite [35]. La BEl est un ensemble dynamique dont le renouvellement

cellulaire est constant et strictement régulé : une crypte entiére se renouvelle en effet en 4-5 jours
[34,35].
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Figure 9. Architecture de la BEI dans l'intestin gréle (en haut) et le c6lon (en bas) [35]

a) Cellules épithéliales

La BEIl est composée d’une diversité de cellules qui se distinguent par leur localisation au
sein de l'intestin, des cryptes et des villosités, tout comme par leurs fonctions (Figure 9, Figure 10,
Figure 15) [34]. Elles interagissent entre elles et contribuent collectivement & préserver I'intégrité
de la BEL Les particularités de chaque type cellulaire seront détaillées, pour ensuite aborder leurs

fonctions individuelles et/ou collectives.
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Figure 10. Différenciation des cellules épithéliales intestinales et fonctions associées [37]
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Les cellules les plus abondantes de la BEIl sont les entérocytes, appelées aussi colonocytes
dans le cdlon [35]. Les fonctions assurées par les entérocytes sont multiples, allant de la barriére
physique, du filtre sélectif de composés, & la défense contre les pathogénes. Ces cellules sont par
exemple coiffées de microvillosités qui comportent des acides sialiques terminaux chargés
permettant de repousser les particules négativement chargées [35]. Les entérocytes arborent
également des protéines de jonctions serrées latérales (cf. partie « Jonctions cellulaires » ci-
dessous), participant & la régulation du transport des composés hydrophiles et au maintien de la
barriere physique [34]. D’autres réles sont assurés par ces cellules, comme I'absorption de
nutriments et d’eau [35]. Des récepteurs Toll-like (TLR) sont exprimés majoritairement du cété basal

de ces cellules, comme les TLR2 & TLR5 et TLRY, avec TLR2 et TLRY également exprimés
apicalement [35]. Les TLR participent & la reconnaissance et & la prise en charge des composés

bactériens, par stimulation de la sécrétion de facteurs antimicrobiens comme des [3-défensines et
la forme inductible de I'oxyde nitrique synthase (iINOS) [35]. L'activation des TLR induit aussi la
sécrétion de cytokines telles que le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a, I'interleukine 6
(IL-6) et I'lL-18 qui vont activer les cellules immunes voisines [35]. Une augmentation de
'expression de composés de I'inflammasome est de méme induite par la voie de signalisation des
TLR [35]. Ainsi, les TLR permettent de moduler l'interaction entre le microbiote intestinal, les
pathogénes et les cellules immunes de la lamina propria [38]. Présents sur I'ensemble des cryptes,
le métabolisme des entérocytes et leur degré de différenciation différent néanmoins selon leur
localisation au sein des cryptes [35]. Les entérocytes situés & la base des cryptes métabolisent le
glucose en lactate de maniére anaérobique, tandis que les entérocytes du cété apical
métabolisent aérobiquement les produits bactériens tels que les acides gras & chaine courte
(AGCC) [35].

Les cellules caliciformes sont retrouvées au niveau du cdlon, ou elles jouent un rdle central &
la fois dans la tolérance intestinale et I'induction d’une réponse immunitaire de la muqueuse [35].
Elles sont & l'origine de la formation des couches de mucus interne et externe [35]. De ce fait, les
cellules caliciformes contribuent au renforcement de la BEl, par la production et la sécrétion de
glycoprotéines telle que la mucine 2 (Muc-2), mais aussi de la protéine de liaison Fcg (Fegpb) ou
le facteur en tréfle 3 (Tff3) [20, 22]. Muc-2 est I'un des composants majeurs du mucus, tandis que
Fcgpb renforce cette structure en se liant de maniére covalente a Muc-2 [35]. Le facteur Tff3
favorise la réparation de la muqueuse par inhibition de 'apoptose [35]. Les cellules caliciformes
ont par dailleurs un réle dans la surveillance immune car elles échantillonnent le contenu luminal
pour le présenter, sous forme d’antigénes ou par transcytose, aux cellules dendritiques sous-
jacentes [35]. Cette interaction avec les cellules dendritiques participe & l'induction de la tolérance
aux antigénes alimentaires et au microbiote intestinal, fout comme & la réaction du systéme
immunitaire envers les pathogénes. Les cellules caliciformes contribuent de méme & la détection et
a la régulation du microbiote, par sécrétion de composés tels que la protéine de granule de
zymogéne 16 (Zg16), une protéine similaire aux lectines favorisant I'agrégation de bactéries &
Gram positif par liaison & leurs peptidoglycanes, ce qui empéche leur passage dans le mucus
[35]. Un autre mécanisme de défense passe par la sécrétion de la molécule pro-inflammatoire de
type résistine 3 (RELMB), qui module I'immunité Th2 et induit la mort de bactéries & Gram négatif
par atteinte de leurs membranes [35,40]. RELM[B permet aussi de présenter les antigénes luminaux
aux cellules dendritiques tolérogénes [40]. Par ailleurs, un sous-type de cellules caliciformes dites
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sentinelles a été récemment identifié & 'apex des cryptes coliques [35]. En cas de détection de
bactéries & proximité de ces cellules sentinelles, une forte sécrétion cryptique de mucine est induite
par ces cellules, par voie de signalisation TLR /facteur de différenciation myéloide 88 (MyD88)
pour éliminer les bactéries dans le lumen [35].

Les cellules entéro-endocrines (CEE) forment une vaste famille de cellules sécrétrices
d’hormones comprenant au minimum 8 sous-types, selon les hormones produites [35]. Ces sous-
types incluent notamment les cellules entérochromaffines et les cellules G. Les cellules G sécrétent
de la gastrine, qui favorise la satiété et la libération de sucs digestifs [41]. Les cellules
entérochromaffines produisent quant & elles de la sérotonine (ou 5-HT pour 5-hydroxytryptamine)
[35]. Suite & un repas, les CEE produisent des hormones intestinales exercant différentes fonctions,
dont le contrdle local de la motilité et de la sécrétion hormonale d’autres cellules intestinales et de
I'estomac, la régulation de la sécrétion d’insuline et la prise alimentaire [41].

Une étude menée par Haber et al. en 2017 suggére I'existence de 2 sous-types de cellules
tuft, 'une nommée tuft-1 et 'autre tuft-2. Le marqueur immun cluster de différenciation (CD)-45 est
exclusivement exprimé par les cellules tuft-2 qui expriment aussi un niveau plus élevé de cytokine
épithéliale lymphopoiétine stromale thymique (Tslp) que les tuft-1 [42]. Les cellules tuft sont
chimiosensorielles et jouent & la fois un rdle dans la défense contre les helminthes et dans
'lhoméostasie des cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) [35]. La détection d’helminthes
luminaux peut étre effectuée par la protéine de liaison de guanosine triphosphate (GTP)
a-gustducine qui active le canal ionique non-sélectif dit « de potentiel de récepteur transitoire »
Trpm5 [35]. De maniére constitutive, les cellules tuft sécrétent I'lL-25 pour assurer 'homéostasie
des ILC2 [35]. Une augmentation de cette sécrétion a lieu suite & détection d’helminthes, ce qui va
stimuler la sécrétion d’IL-13 par les ILC2 [35]. En retour, I'lL-13 agit sur les cellules progénitrices
épithéliales qui induisent une prolifération des cellules tuft et caliciformes, entrainant ainsi une
augmentation de la sécrétion de mucines [35]. Cette augmentation de sécrétion va permettre
I'expulsion du parasite [35].

Certains types cellulaires sont uniquement retrouvés au sein de l'intestin gréle et comportent
par exemple les cellules de Paneth situées au fond des cryptes avec les cellules souches, et les
cellules M qui sont localisées au niveau des plaques de Peyer (Figure Q) [35]. Les cellules de
Paneth contribuent au maintien et & la protection des cellules souches Lgr5* résidant au fond des
cryptes, tout en prévenant d’une éventuelle invasion de bactéries pathogénes [35]. Leur
mécanisme d’action passe par la sécrétion de peptides antimicrobiens comme des O-défensines,
des protéines Ill-B et lll-y en régénération d’ilots (Reglll-, Reglll-y), la phospholipase sécrétoire
A2 (sPLA2) et des lysozymes notamment via la voie TLR/MyD88 [35]. L'axe NOD2-RIP2—-LRRK2—
RAB2A (cf. abréviations pour détail) est de plus nécessaire pour assurer la sécrétion de lysozymes
par les cellules de Paneth suite & la détection d’un pathogéne bactérien [35].

Les cellules M, ou aussi « microfold cells », contribuent & la présentation des antigénes
bactériens aux cellules dendritiques [34]. Par ce biais, elles participent & la fois & I'implantation
de la tolérance intestinale et & I'induction d’une réponse immunitaire [34]. Leur localisation au sein
de I'épithélium associé au follicule compris dans les plaques de Peyer optimise leur action, tout
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comme leur architecture qui facilite le contact avec les lymphocytes et les cellules dendritiques
[35]. De maniére similaire aux cellules caliciformes, les cellules M prélévent du contenu luminal puis
I’acheminent aux cellules dendritiques sous forme d’antigénes par transcytose, phagocytose ou via
des microvésicules [35].

b) Jonctions cellulaires

La présence de jonctions intercellulaires entre les CEl permet d’assurer la formation et le
maintien de la BEl et de ses propriétés [43] (Figure 11). Les jonctions recensées sont, dans le sens
apical a basal, les jonctions serrées ((« tight junctions », TJ), les jonctions intermédiaires dites
« adherens junctions » ou zonula adherens et les desmosomes [44]. De plus, un autre type de
jonctions recensées dans I'intestin sont les jonctions gap [45]. L'ensemble de ces jonctions forme le
complexe de jonction apical. Ce complexe de jonction apical entretient un dialogue avec les
adhésions focales qui sont des ensembles de protéines associées au cytosquelette permettant de
lier les cellules & la matrice extracellulaire par adhésion dépendante des intégrines [46]. En
complément, un réseau dense d’'actine et de myosine Il encercle la partie apicale des cellules et
soutiennent le réseau cortical d’actine [44,47]. Ces deux réseaux jouent chacun un réle distinct,
I'anneau d’actomyosine périjonctionnel (PAMR) régule la BEIl tandis que le réseau cortical d’actine
soutient la bordure en brosse formée par les microvillosités [44,47]. Les jonctions intermédiaires et
les desmosomes jouent un rdle primordial dans le maintien des jonctions intercellulaires via la mise
en jeu de forces adhésives [44].
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Figure 11. La BEI présente différents types de perméabilité (a gauche), modulée en partie par des jonctions intercellulaires
intestinales formant le complexe de jonction apical (a droite) [48]

o Jonctions gap
Les jonctions gap relient des cellules voisines en mettant en communication leur cytoplasme
par la formation d'un canal & travers leurs membranes respectives (Figure 12, Figure 13) [49].
Ces canaux intercellulaires permettant le passage de petites molécules et d’ions entre les cellules
adjacentes [50]. Six protéines transmembranaires appelées connexines sont comprises dans ces
jonctions [49]. En plus de leur réle dans les jonctions, les connexines impactent le développement et
la différenciation des cellules épithéliales [49].
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o Desmosomes
Les desmosomes sont des structures ponctuelles liées aux filaments intermédiaires du
cytosquelette, ce qui permet le maintien d’'une proximité cellulaire tout en servant de sites de
communication intercellulaires (Figure 11, Figure 13) [45]. Les desmosomes sont constitués des
familles de cadhérines desmogléines et desmocollines ainsi que de protéines telles que la
desmoplakine et la kératine [50]. Les hémidesmosomes assurent quant & eux la liaison entre les
cellules épithéliales et la lamina propria [53].
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o Jonctions intermédiaires
Les jonctions intermédiaires sont composées de cadhérines qui sont des protéines
transmembranaires s’associant de maniére homotypique a la partie extracellulaire des cadhérines
des cellules adjacentes (Figure 11) [44,45]. Ces jonctions sont en interaction avec le cytosquelette
d’actine [44]. Leur localisation directement sous-jacente aux TJ contribue & un de leurs rdles
majeurs, qui est d’assurer la mise en place efficace des jonctions serrées par stabilisation
mécanique [44—46].

o Jonctions serrées
Les jonctions serrées désignent un ensemble d’acteurs pouvant étre catégorisés en protéines
transmembranaires, protéines cytosoliques de structure et des protéines régulatrices, formant
ensemble une structure complexe (Figure 11) [34,44]. Les TJ peuvent classiquement associer 2
cellules, donc former une TJ bicellulaire, ou associer 3 cellules de maniére discontinue pour former
une TJ tricellulaire [55]. Une forte interaction existe entre chacun de ces acteurs mais aussi avec le
cytosquelette [34].

Les TJ jouent un réle important dans les fonctions de barriére et de passage de la BEl, par
un contréle de la perméabilité paracellulaire. Elles permettent le passage sélectif de molécules
d’eau, d'ions, de petites et macromolécules alors que le transport de protéines, de lipides et de
peptides microbiens est empéché [34,43]. Ces fonctions sont sous contrdle de 2 familles de
protéines des TJ transmembranaires traversant 4 fois la membrane cellulaire que sont les
protéines associées aux TJ dits TAMPs (pour « Tight Junction-Associated MARVEL Proteins », avec
MARVEL = « myelin and lymphocyte protein, and related protein for vesicle trafficking and
membrane link ») et la famille des claudines [56]. Les TAMPS comprennent les protéines
occludines, tricellulines et MarvelD3, tandis que les claudines forment une vaste famille de 27

27



Etude bibliographique

protéines & ce jour identifié chez le mammifére [56]. L'expression des TJ différe selon I'dge de
Iindividu, avec par exemple la claudine-2 exprimée dans le cdlon uniquement au stade feetal et
non chez l'adulte [55]. Le passage des composés est par ailleurs régulé par des facteurs
environnementaux et physiologiques [43,55]. Cette régulation dynamique peut étre effectuée par
des molécules de transduction de signalisation intracellulaire telle que les petites protéines de
licison guanosine-5'-triphosphate, des tyrosines kinases, des bactéries, des aliments ou de
I'hyperglycémie [46]. Les protéines transmembranaires sont en effet des phosphoprotéines dont la
phosphorylation peut influencer l'interaction entre les protéines des TJ et donc la stabilité des TJ
[57].

Les TAMPs

e MarvelD3

Les protéines MarvelD3 ont été récemment identifiées comme membres de la famille des
TAMPs. Leur caractérisation est encore incompléte et controversée [58,59]. La littérature montre
que la présence de MarvelD3 n’est pas nécessaire & I'établissement de TJ fonctionnelles mais que
leur déplétion a un impact sur la résistance électrique transépithéliale (TEER), soit par une
réduction ou une augmentation de celle-ci selon I'étude considérée [58,59]. D'autres études
indiquent I'impact des MarvelD3 sur la régulation de la prolifération et de la migration cellulaire
[59].

e Tricellulines

Les tricellulines se concentrent au niveau des TJ tricellulaires ou elle forme une barriére aux
macromolécules sans affecter la perméabilité aux ions, car leur nombre est trop limité pour
assurer une régulation du passage des ions [45,55]. Ces protéines forment un tube central
permettant un passage sélectif de composés (<10 kDa) [50].

e Occludines

Les premiéres protéines de TJ & avoir été identifiées sont les occludines [34]. Ces protéines
contribuent & l'intégrité structurelle des TJ [34]. Leur niveau d’expression est corrélé aux fonctions
de la BEI [34]. Des souris knock-out (KO) pour I'occludine présentent certes des TJ intactes, mais
souffrent en paralléle d'une inflammation chronique et d’'un défaut de barriére intestinale [34]. La
phosphorylation des occludines sur certains résidus sérine, thréonine ou tyrosine régule I'interaction
des occludines avec d’autres protéines de TJ comme zonula occludens 1 (ZO-1) [57]. Par exemple,
le résidu S471A est un potentiel site de phosphorylation stabilisateur de I'occludine impliqué dans
son interaction avec ZO-1 [57].

Les claudines

e Claudines

Les claudines régulent I'espace paracellulaire et la sélectivité aux ions par la formation de
pores [34]. Elles possédent plusieurs isoformes qui sont distinctes par leurs fonctions [34]. Deux
classes sont distinguées : les claudines formant des pores et les claudines de scellage [55]. Parmi
les claudines de scellages des TJ sont retrouvées les claudines 1 a 5, 8, 11, 14, 18, et 19 [55]. Les
claudines formant des pores comprennent notamment les claudines 2, 10a/10b, 15 & 17 [55]. La
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claudine 2 forme notamment des canaux paracellulaires sélectifs en taille pouvant alterner entre
un état ouvert et fermé [44]. Chaque claudine formant des pores se démarque par une spécificité
selon la charge ionique et la taille de I'ion considéré [55].

Les protéines structurantes des TJ

e Zonula occludens (ZO)

Les protéines ZO sont des protéines d’échafaudage associées a la membrane périphérique
et exprimées de maniére ubiquitaire par les cellules endothéliales et épithéliales [34]. Elles sont &
la fois en interaction directe avec les protéines transmembranaires des TJ, avec le cytosquelette
d’actine, mais aussi avec des éléments régulateurs d’actine [44]. Cette famille de protéines
regroupe plusieurs isoformes que sont ZO-1, ZO-2 et ZO-3. ZO-1 est l'isoforme interagissant
principalement avec les protéines transmembranaires des TJ [44]. Les ZO tout comme les cingulines
sont essentielles & la structuration et & la connexion des protéines de TJ au cytosquelette [34].

e  Molécules d’adhésion jonctionnelle (JAM)

Les JAM sont nécessaires & la maintenance de l'intégrité de la BEl, en participant a la
régulation de la formation des TJ [34,45]. La fonction des JAM ne se limite pas & la BEIl Elles
contribuent aussi @ l'adhésion cellulaire des cellules endothéliales et & la migration des
neutrophiles [45]. Cette famille de molécules fait partie d'une famille plus large
d’'immunoglobulines (Ig) [45]. JAM-A est I'un des premiers membres décrits et son importance est
notamment visible chez des souris dépourvues de JAM-A qui présentent une augmentation de
perméabilité associée & une translocation bactérienne plus élevée [34].

c) Mucus

La couche de mucus est la partie de la BEl au contact direct avec le lumen intestinal (Figure
14). Sa présence est décisive pour réguler I'exposition de I'épithélium intestinal au microbiote
[34]. Elle facilite également le passage longitudinal du contenu luminal le long de l'intestin [53].
Dans le cdlon, cette couche de mucus représente une barriere complexe, en partie chimique,
dynamique, et essentiellement constituée de Muc-2 sécrétée par les cellules caliciformes qui lui
confére ses propriétés viscoélastiques (Figure 14) [39,60]. En plus de mucines, le mucus & la
surface du cdlon retient une concentration élevée de phospholipides dont plus de 90% sont des
phosphatidylcholines et des lyso-phosphatidylcholines, organisées en structures lamellaires [61,62].
De plus, les CEl expriment des mucines transmembranaires donc Muc-3A /B, Muc-12, Muc-13, Muc-
15 et Muc-17, Muc-20 et Muc-21 & proximité des TJ apicales qui forment une couche riche en
carbohydrates appelée glycocalyx (Figure 14) [60]. Le réseau Muc-2 d’une épaisseur pouvant
atteindre 800 PUm est structuré par des liaisons disulfures formant la couche interne de mucus, en
contact direct avec I'épithélium intestinal et appauvri en bactéries commensales [39,45]. Cette
relative stérilité est due aux concentrations élevées dans la couche de mucus de peptides
antimicrobiens comme des cathelicidiens, des défensines, des cryptidens et des Ig [39,45]. Des Ig
telles que les IgA produites par les lymphocytes B assurent la tolérance au microbiote commensal
et aux aliments, tout en luttant contre les pathogénes [63]. Elles contribuent & la mise & distance
des pathogénes a la BEl, en empéchant leur ancrage aux cellules épithéliales par blocage de
leurs récepteurs spécifiques a I'épithélium [45,53]. Non seulement des micro-organismes mais aussi
des antigénes alimentaires sont ainsi emprisonnés dans le mucus [63]. Ces IgA peuvent également
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induire la diminution de I'expression d’épitopes pro-inflammatoires sur les bactéries, et induire par
opsonisation l'internalisation des bactéries luminales par des CEl, qui entraine ensuite leur
restitution dans la lamina propria pour une prise en charge par des cellules immunes [45]. De ce
fait, une surveillance immunitaire du lumen est assurée [45]. En contact direct avec le lumen, la
couche de mucus est exposée aux enzymes de I’héte et du microbiote qui vont dégrader la partie
apicale de la couche par hydrolyse. Cette partie moins dense en mucus permet la présence de
bactéries du lumen et forme la couche externe de mucus [39,45]. La bicouche de mucus est visible
uniquement au niveau du cdlon, tandis que l'intestin gréle ne présente qu'une seule couche diffuse
(Figure 14) [53].
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Figure 14. Représentation de la couche de mucus dans l'intestin gréle et le clon [60]

La barriere épithéliale intestinale est une structure complexe associant une diversité de
cellules & une (bi)couche de mucus dont les fonctions et mécanismes d’action différent selon la
localisation intestinale (Figure 15).
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2) Fonctions de la BEI

La BEl assure plusieurs fonctions qui ne sont pas uniquement digestives mais également
défensives. Pour ce faire, la BEI est en étroite interaction avec le systéme immunitaire, le systéme
nerveux entérique (SNE) et le microbiote intestinal.

a) Perméabilité

Une régulation fine de la perméabilité de la BEl est nécessaire pour assurer I'intégrité de
la barriéere tout en permettant le déroulement de processus métaboliques et la tolérance
immunitaire [46]. Les CEl régulent en effet le passage d’ions, d’eau et de nutriments tout en
empéchant le passage de toxines et de pathogénes d’origine bactérienne, ce qui contribue au
maintien de 'homéostasie intestinale [34].

L'une des voies mise en jeu dans la perméabilité est la voie transcellulaire qui permet le
passage de composés de maniére passive, ou active a travers la cellule par l'action de
transporteurs et récepteurs [34,45]. Les canaux d’eau appelés aquaporines constituent par
exemple la voie transcellulaire principale de passage de l'eau dans le tractus Gl [64]. La
diffusion passive permet le passage de petits lipides solubles et de petits composés hydrophiles
tandis que les macromolécules, comme des antigénes ou des protéines alimentaires (>600kDa),
nécessitent un transport actif par endocytose [48,50]. Le passage de macromolécules est assuré
par plusieurs systémes d’endocytose sélectifs et non sélectifs [65]. Parmi ces systémes est retrouvé
I’endocytose dépendante de clathrines, qui implique linvagination de la membrane avec
formation de puits recouverts de clathrine, suite & la licison d’une molécule & un récepteur
spécifique [45,50]. Des vésicules sont ainsi formées et fusionnent avec des endosomes précoces
[45]. Le produit de cette fusion va ensuite, soit étre dégradé par interaction avec les lysosomes,
soit passer au pdle basolatéral par transcytose tout en recyclant les récepteurs impliqués [45].
Certaines cellules spécialisées comme les cellules M et caliciformes participent & la prise en charge
transcellulaire des antigénes du lumen et vont présenter par transcytose les composés au systéme
immunitaire, contribuant ainsi & la surveillance immune [45,48].

La perméabilité paracellulaire désigne une diffusion passive de composés hydrophiles
(entre 400 Da et 20 kDa), d’ions et d’eau a travers I'espace intercellulaire, et qui est soumise aux
gradients de concentration [34,50,53,66]. Celle-ci est essentiellement déterminée par les TJ qui
discriminent le passage des composés selon leur taille et leur charge [44]. Deux voies permettent
le passage paracellulaire : la voie des pores « pore pathway » et la voie perméable « leak
pathway » (Figure 16) [44]. La perméabilité par la voie des pores est déterminée par sa
composition en claudines, qui va réguler le passage d’ions de maniére sélective et avec une haute
capacité [43,44]. La voie perméable régule le passage de macromolécules en faisant appel aux
occludines, tricellulines, et par extension, également & leur partenaire cytoplasmique ZO-1 mais
aussi & la kinase de la chaine légére de la myosine (MLCK) (Figure 16) [43,44]. En effet, la
phosphorylation de la chaine Iégére de la myosine par MLCK induit la contraction de PAMR et
donc une tension sur les protéines de TJ & I'origine d’un écartement entre les cellules augmentant la
perméabilité paracellulaire [47]. MLCK comportent 2 variants que sont MLCK1 et MLCK?2, qui sont
respectivement retrouvés au niveau de PAMR et dans le cytosol [47]. MLCK1 constitue un
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régulateur important de la barriére paracellulaire et peut étre activé par le co-transport de
glucose et sodium (Figure 16).
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b) Métabolisme de I'hote

La BEl permet ainsi le passage régulé de molécules nécessaires a I'organisme, dont les
nutriments apportés par la digestion d’aliments. Par exemple, la BEl au niveau de l'intestin gréle
constitue le lieu d’absorption majoritaire des minéraux par transport actif [68]. Les lipides sous
forme d’acides gras sont aussi pris en charge par la BEl, via plusieurs protéines de transport des
CEl telles que la protéine transmembranaire FATP qui favorise I'internalisation cellulaire d’acides
gras polyinsaturés (AGPI) & longue chaine [69]. D’autres protéines comme la protéine de liaison
d’acides gras (FABP) et I'acyl-coenzyme A synthétase & longue chaine (ACSL) et CD36 participent
a l'internalisation des AGPI [69]. L'absorption de glucose est également transcellulaire et soumise
& un gradient de concentration [53]. Elle fait appel au co-transporteur Nat-glucose apical 1
(SGLT1) et le transporteur de glucose 2 (GLUT2) indépendant du sodium [53]. La sécrétion d’eau
est présente en proportion égale tout le long de lintestin afin d’assurer I'hydratation de
I'épithélium [53]. De méme, I'absorption intestinale de calcium est nécessaire a ’homéostasie de
I'ensemble des organes, et s'effectue par les deux voies transcellulaire et paracellulaire de
perméabilité [53].

c) Défense

Les principaux mécanismes de défense des CEl ont pour but : soit de tenir & distance les
bactéries pathogénes par production de mucines et de peptides antimicrobiens, soit de recruter
des cellules lymphoides et myéloides au site d’infection par la production de facteurs
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chimiotactiques [35,38]. Par dilleurs, les CEl peuvent aussi prendre en charge les bactéries
pathogénes, par phagocytose ou par séquestration et neutralisation des toxines bactériennes [34].
En effet, un inflammasome spécifique a la cellule est activé en cas d’intrusion directe d’un
pathogéne au sein d'une CEl [35]. Linflammasome est un complexe de signalisation
macromoléculaire se formant en réponse & des motifs moléculaires associés & des pathogénes
(PAMP) ou aux dégats cellulaires (DAMP) issus d’atteintes faites au cytoplasme [35].
L'inflammasome, tout comme caspase-4 et -11 aprés exposition au lipopolysaccharide (LPS)
bactérien, va activer caspase-1 (Figure 17) [35]. Il s’ensuit alors la production et la sécrétion d’IL-
18 qui est a l'origine de I'induction d’'une forme de mort cellulaire appelée pyroptose. Un réseau
d’actine se forme autour des CEl en pyroptose, retenant les pathogénes au sein du cytosquelette
tout en maintenant l'intégrité de la BEI [35]. Les CEl en pyroptose sont ensuite expulsées de la BEI,
rejoignant le contenu luminal [35]. En paralléle de ce processus, I'inflammasome entraine la
formation de pores de gasdermines D (Gsdmd) au niveau des CEl en pyroptose qui vont libérer
leur cytoplasme dans le lumen et sécréter de I'lL-18 et de la prostaglandine E> (PGE>) (Figure 17)
[35]. Ces cytokines induisent & la fois la production d’IFN-y, le recrutement de neutrophiles et la
sécrétion de fluides aidant I'expulsion de ces cellules [35]. De méme, caspase-8 peut induire la
mort cellulaire via un inflammasome de la protéine de la famille de récepteurs de type Nod
contenant le domaine 4 d'activation et de recrutement des caspases (Nlrc4) formé suvite & la
détection de flagelles (Figure 17) [35]. La reconnaissance d’autres composants bactériens via les
TLR des CEl va activer le facteur nucléaire KB (NF-KB) et donc I'expression de composés de
I'inflammasome qui va préparer les cellules voisines & une éventuelle atteinte cytoplasmique [35].
Les cellules sentinelles caliciformes jouent de maniére similaire un réle dans la défense contre des
pathogénes, & travers la formation d’un inflammasome de la protéine de la famille NLR contenant
le domaine pyrine 6 (NIrp6) aprés détection d'un pathogéne par leur TLR (Figure 17) [35]. Cet
inflammasome NIrpé est a l'origine d’'une sécrétion massive de mucines par la cellule sentinelle
caliciforme, mais également par les cellules caliciformes adjacentes via une signalisation par
jonctions gap [35].
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d) Réparation

L’homéostasie de la BElI passe par le maintien de I'intégrité de la BEl. Cette homéostasie
dépend notamment de la capacité a réguler la mort cellulaire des CEl [70]. Briévement, la mort
cellulaire programmée comprend plusieurs formes dont I'apoptose, I'anoikose, la nécroptose, et la
pyroptose avec les deux premiers restreignant l'inflammation et les deux derniers étant pro-
inflammatoires (Figure 18) [70]. En effet, 'apoptose peut étre physiologique et advenir & la
pointe des villosités [70]. Chacun de ces modes de mort cellulaire se distingue par leur induction,
leurs cellules ciblées et leurs mécanismes d’action mis en jeu. La pyroptose assure par exemple la
défense contre les pathogénes intracellulaires et entraine la libération du contenu cellulaire et des
pathogénes dans le lumen intestinal [70]. L'anoikose permet I'extrusion de la BElI de certaines CEl
comme des cellules tuft, caliciformes ou entéroendocrines [70]. La nécroptose constitue une
alternative & 'apoptose lorsque celle-ci est inhibée et est fréquemment rencontrée par les cellules
de Paneth & la base des cryptes intestinales [70]. A ce méme lieu, les cellules souches peuvent
étre susceptibles & I'apoptose, qui génére des corps apoptotiques dans I'attente d’étre prise en
charge par les phagocytes, ce qui permet d’éviter I'induction d’une inflammation [70]. Toutefois, un
retard dans I'élimination des cellules apoptotiques entraine une nécrose secondaire induisant la
libération des contenus intracellulaires [70]. Par ailleurs, chaque mode de mort cellulaire induit la
libération de facteurs comme des DAMP (i.e. ATP, IL-1a , IL-33, HMGB1 pour « high mobility
group box 1 ») qui peuvent stimuler la prolifération cellulaire pour compenser la perte de cellules
[70].
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Les processus de réparation de la muqueuse sont régis par une interaction orchestrée
spatialement et temporellement entre différents acteurs que sont les CEl, les cellules immunes et les
cellules souches mésenchymateuses (Figure 19) [37]. L'élimination de CEl infectées ou une atteinte
des CEl s’accompagnent de la formation et de la contraction de faisceaux multicellulaires
d’actomyosine, qui vont mener & l'expansion des TJ & la surface basale des cellules extrudées
pour assurer un rapide retour & la continuité de I'épithélium [44]. Au niveau de l'intestin gréle, une
atteinte sévére de l'intégrité de la BEl entraine la contraction des villosités via la contraction de
myofibroblastes, ce qui réduit la surface dénudée de I'épithélium [55]. Les myofibroblastes et les
fibroblastes proliférent au niveau du site endommagé et produisent du collagéne suite a l'initiation
des processus de réparation de la muqueuse [37].

Quelques minutes aprés I'apparition de la lésion, un processus de restitution épithéliale se
met en place et consiste, pour les CEl adjacentes au site endommagé, a recouvrir la partie
dénudée sans prolifération, ce qui nécessite au préalable une dépolarisation des cellules pour
désassembler les microvillosités [37,55,61]. Des endosomes de recyclage vont réinsérer par la
suite les protéines des TJ éventuellement internalisées pour restaurer la polarité cellulaire [55]. De
ce fait, des changements au niveau du cytosquelette d’actine sont requis pour la restitution
épithéliale et sont induits par des petites GTPases [61]. Ce processus est régulé par des cytokines
[61]. En ce sens, les cellules souches mésenchymateuses et les CEl jouent un réle dans ce processus
de réparation, par la production notamment du facteur de croissance transformant 3 (TGF-[3) [37].
TGF-B augmente la production des myofibroblastes de protéines extracellulaires, et stimule la
production du facteur de croissance de fibroblastes FGF2 et IL-17 par les lymphocytes T
régulateurs (Treg) et T helper (Th)17 [37]. Ces deux composés induisent plusieurs génes liés a la
régénération épithéliale comme celui de la métalloprotéase de la matrice 9 (MMP9) [37]. De plus,
les cellules souches mésenchymateuses des cryptes intestinales produisent d’autres composés
comme Wnt2b et Wnt5a qui jouent un réle dans la régénération des cryptes intestinales et de
I’épithélium, ainsi que P'IlL-33 qui induit la différenciation en CEl sécrétrices [37]. Des cellules
immunes comme les ILC2 et ILC3 contribuent & la réparation de la muqueuse, en assurant la
défense antimicrobienne et en induisant la prolifération de CEl [37]. Les macrophages tout comme
les CEl produisent aussi de I'lL-36 afin de stimuler les cellules mésenchymateuses pour favoriser la
réparation de la muqueuse [37]. De maniére intéressante, les TLR présentés par les CEl contribuent
& la régulation des processus de réparation [61]. TLR4 réduit la translocation bactérienne &
'apparition d’une lésion et TLR2 induit la synthése de TFF3 qui favorise la survie des CEl et la
cicatrisation de la muqueuse [61].

Quelques heures ou jours aprés I'initiation de la Iésion, des processus de prolifération et de
différenciation cellulaire se mettent en place [61]. La régénération est assurée par les cellules
souches des cryptes qui proliférent pour restaurer le nombre de cellules composant la BEI [55].
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Figure 19. Processus de réparation et de régénération de la muqueuse intestinale [37]

3) Dégradation de la BEI dans les MICI

La BEl se révele étre un élément important dans le maintien des fonctions intestinales, et
une dérégulation de celle-ci est associée au développement de maladies chroniques telles que les
MICI [34]. Certaines études suggérent qu'un défaut de BEI précéde l'induction d’une MICI, avec
prés de 40% des membres de la famille au premier degré d'un patient atteint d’'une MC
présentant une altération de la perméabilité de I'intestin gréle [51]. De plus, la majorité des loci
génétiques associés a une prédisposition aux MICI sont liés & un défaut de BEI fonctionnelle [51].
Ainsi, il a été démontré que des patients MICl possédant une mutation au niveau de NOD2
présentent des contacts intercellulaires épithéliaux dérégulés [51]. En effet, NOD2 est le récepteur
primaire du dipeptide muramyle présent chez les bactéries Gram positives et négatives [71].

Tout d’abord, la couche de mucus est impactée dans les MICI. Cette premiére ligne de
défense s’avére amoindrie chez les patients atteints d’'une MC et RCH qui présentent une
diminution de la sécrétion de Muc-2 [72]. La couche de mucus de patients atteints d’une RCH
échoue a inhiber le contact de bactéries du lumen & I'épithélium intestinal, et sa concentration en
phosphatidylcholine et lyso- phosphatidylcholine est réduite de 70% pour les patients [62,71]. De
plus, une diminution du nombre de cellules caliciformes dans les tissus intestinaux des patients MICI
est observée. L'importance de la couche de mucus est confirmée chez I'animal & travers des souris
dont la déficience en Muc-2 entraine le développement d’une colite [71]. De méme, des essais
cliniques contrélés par placebo sur patients atteints de RCH sous traitement ou non, montrent une
induction de rémission plus élevée suite a I'administration journaliére de phosphatidylcholine &
libération retardée [61].

Une perte de l'intégrité de la BEI est observée chez les patients MICl, accompagnée d’une
altération de sa structure, de sa composition et des fonctions des TJ [34,44]. Une augmentation de
'expression de claudine 2 génératrice de pores et une diminution de plusieurs protéines
structurantes de la BEl comme JAM-A, l'occludine et la tricelluline ont été observées dans la
muqueuse intestinale des patients MICI [34,43,51]. Par dilleurs, la claudine 5 et 8 sont diminuées
dans la MC et la claudine 4 dans la RCH [51]. La claudine 2 est connue pour étre fortement
exprimée dans les tissus épithéliaux perméables dits « leaky » et son augmentation favorise
I'inflammation [34]. Ces altérations sont & I'origine d’'une augmentation de perméabilité intestinale
[46]. La perméabilité est alors non sélective et & haute capacité, ce qui va jusqu’a permettre le
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passage de larges protéines et de bactéries [44]. A la fois la perméabilité paracellulaire et
transcellulaire sont augmentées dans les MICI, avec une expression anormale des TJ, une
augmentation de I'activité MLCK et une internalisation bactérienne dans I'épithélium [51].

L’interaction entre la BEl et le systéme immunitaire, et donc la réponse immunitaire, sont en
paralléle dérégulés [46]. Cette dérégulation contribue également & I'augmentation de
perméabilité. En effet, une concentration élevée d’'IFN-y et de TNF-O sont retrouvées dans la
muqueuse de patients MICI. Ces cytokines jouent un rdle & la fois dans la cascade pro-
inflammatoire et dans la dérégulation de la BEl [51]. Allant dans ce sens, une thérapie par
anticorps anti-TNF a montré une amélioration de la fonction de barriére chez des patients MICI
[61]. TNF-a se lie aux récepteurs TNF 2 (TNFR2) des CEl qui induit I'augmentation de I'expression
de MLCK1 qui va lui-méme induire la contraction de PAMR et donc une augmentation de
perméabilité paracellulaire (Figure 20) [47]. Une endocytose des occludines participe par ailleurs
& cette augmentation de perméabilité [47]. L'importance de MLCK1 dans les MICI est d’qilleurs
souligné chez la souris, oU une colite induite génére une concentration de MLCK1 aux PAMR des
CEl non visible en condition saine [47]. La perméabilité intestinale se révéle étre un processus clef
dans I'évolution d’'une MICI, et sert méme d’indicateur pronostique pour les patients MC en
rémission chez qui une augmentation de la perméabilité précéde la rechute de la maladie
[34,44].
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Figure 20. Augmentation de la perméabilité intestinale dans les MICI [47]

Les patients MICI présentent par ailleurs un défaut de production de défensines [51]. Les
patients atteints d’'une MC présentent un faible niveau de I'expression constitutive d’HBD1 (codant
pour B-défensine 1) au niveau du cdlon, et une induction défaillante d’HBD2 et HBD3 [51]. Cette
diminution impacte leur rdle dans la défense contre les pathogénes, mais aussi leur contribution &
la réparation de la BEL. La HBD2 augmente en effet la production de mucines et inhibe I'apoptose
des CEl induite par TNF des lignées cellulaires Caco-2 et HT-29 [61].
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Outre ces fonctions de la BEI, les fonctions de mort cellulaire et de réparation sont aussi
impactées dans les MICL. L'apoptose des cellules épithéliales et la présence d’ulcéres contribuent &
déstabiliser la BEI [43]. En effet, la sévérité d’une MICI est associée a I'élévation de 'apoptose et
de la nécroptose des CEl [70]. Une augmentation de la mort cellulaire des CEl est observée
histologiquement chez des patients MICI, et 'apoptose est plus élevée dans les cryptes intestinales
dans la muqueuse inflammée de patients MICI [70]. De plus, une augmentation de la libération
des contenus nucléaires et mitochondriaux de CEl nécrotiques et de granulocytes est observée lors
de poussées inflammatoires chez des patients MICI [70]. L'IL-1a est I'un des DAMP libérés par les
CEl nécrotiques [70]. Il est & l'origine d'une exacerbation de I'inflammation intestinale dans un
modéle expérimental de colite induite au DSS [70]. Par dilleurs, la phagocytose semble aussi étre
dérégulée dans les MICI. Plusieurs mutations de génes de susceptibilité & une MICI comme NLRP3
sont associées aux phagocytes [70]. Concernant les capacités de réparation, une forte
concentration de MMP est exprimée dans la muqueuse de patients MICI, notamment MMP-3 et
MMP-9 qui sont associées a la formation de fistules dans la MC [71]. Des données montrent par
ailleurs que des fibroblastes intestinaux issus de lésions fibrotiques de patients atteints d’'une MC
expriment un fort niveau d’inhibiteurs de métalloprotéinase 1 [71]. Ainsi, un dépdt excessif de
matrice extracellulaire conduisant & une fibrose intestinale est présente de maniére transmurale ou
superficielle chez les patients MICI, respectivement atteints d’'une MC ou d’'une RCH (Figure 21)
[71].
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Figure 21. Développement d'une fibrose intestinale suite a stimuli exogénes [71]

La dégradation et les dérégulations de la BEl observées chez les patients MICI sont & I'origine du
développement de symptémes macroscopiques tels que de la diarrhée et des saignements rectaux

[10].
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La barriére épithéliale intestinale

e Les CEl sorganisent selon leur identité le long de l'intestin, au sein de cryptes et
villosités ou elles assurent des fonctions spécifiques de défense contre les
menaces exogénes, de perméabilité et donc contribuent au métabolisme de
I’héte.

e |’homéostasie de la BEl est assurée par chacune de ses composantes et par leur
dialogue étroit avec les autres systemes biologiques, en particulier le systéeme
immunitaire et le microbiote intestinal.

e L|’'aspect temporel est important dans les conséquences des MICI sur la BEl. Une
inflammation chronique dérégule les processus de réparation en faveur d'une
fibrose, et un retard dans I'élimination de CEl apoptotiques peut entrainer la
survenue d’une nécrose secondaire pro-inflammatoire.

C. Microbiote intestinal

Un autre élément important dans l'intestin est le microbiote intestinal, la premiére ligne de
défense /contact avec le milieu extérieur, qui peut étre décrit comme un organe & part entiére
interagissant avec I'’hdte [73]. Des informations complémentaires & celles étayées dans cette partie
sont retrouvées dans la partie « Modulation du microbiote intestinal » p.93.
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1) Organisation spatiale du microbiote intestinal : focus sur les bactéries

Le microbiote désigne I'ensemble des micro-organismes peuplant un environnement.
Plusieurs sites de colonisation sont dénombrés chez I’Humain. En plus de l'intestin, la cavité buccale,
la peau et le vagin font partie des milieux principaux peuplés par un microbiote [27]. La
muqueuse intestinale avec sa surface allant jusqu’a 300 m?2 est le lieu de résidence de plus de 10
trillions de micro-organismes allant des bactéries, archées, virus, champignons, helminthes aux
protozoaires [73,74]. Leur abondance est dix fois plus élevée que celle des cellules somatiques et
germinales du corps humain, et le nombre de génes contenus dans leur génome est cent fois plus
élevé que celui de I'héte [27,73].

Le microbiote intestinal est le microbiote le mieux décrit et étudié a ce jour, et pour lequel
nous disposons d’informations détaillées concernant son organisation spatiale et son gradient de
densité au sein du tractus Gl [53]. Les bactéries intestinales mais aussi le microbiote intestinal en
général présentent en effet un gradient proximal-distal et muqueux-luminal, en plus de disparités
individuelles (Figure 22) [73,75]. Cette hétérogénéité peut étre liée a des gradients chimiques
comme le pH ou les concentrations biliaires, au potentiel d’oxydoréduction, & une distribution
d’oxygéne radiale, a la disponibilité en nutriments, aux réponses immunes ou au temps de transit
[32,37]. Ainsi, la densité bactérienne dans le duodénum avoisine 10 & 103 bactéries/g contenu
qui augmente & 1047 dans le jéjunum et l'iléon pour atteindre 10'1-12 dans le cdlon [53]. Cette
densité bactérienne colique contribue & 60% de la masse fécale [53]. En plus de la densité, le
type de bactéries retrouvées dans les différentes parties du cdlon différe. Le duodénum présente
peu de bactéries du fait d'une concentration élevée en acides biliaires, en sécrétions
pancréatiques et en agents antimicrobiens, mais aussi @ cause d’un transit rapide et d’un taux
élevé en oxygéne [27]. Cette population limitée en bactéries appartient majoritairement aux
phyla Firmicutes et Actinobacteria [27]. Le jéjunum est colonisé par des bactéries Gram positives
aérobies et des bactéries anaérobies facultatives dont des Lactobacilli, Enterococci et des
Streptococci [27]. La partie distale de I'iléon a une composition bactérienne plus proche du célon,
avec des bactéries anaérobies et Gram négatives [27]. Le célon est quant & lui peuplé
majoritairement de bactéries anaérobies, dont le nombre surpasse d’un facteur 100-1000 celui
des bactéries aérobies [27]. Les Firmicutes et Bacteroidetes dominent au sein de cette population
bactérienne [27].

2) Composition du microbiote intestinal

Plusieurs types de micro-organismes résident dans l'intestin, dont les plus prépondérants
sont détaillés ci-dessous (Figure 22, Figure 23).
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Bacteria:

Archaea:
10®- 10" cfu g* faeces,
~0.8% of total DNA
{Wampach et al., 2017)

Figure 23. Groupes taxonomiques majoritaires du microbiote intestinal dont les helminthes (ici non représenté) [76].

a) Parasites intestinaux eucaryotes

Les parasites intestinaux eucaryotes comprennent des helminthes et des protozoaires qui,
de par leur évolution, causent auvjourd’hui des dégdts limités pour I'hdte [77]. Certains de ces
protozoaires sont méme considérés comme une partie intégrante de l'intestin [77].

o Protozoaires

L'identification des protozoaires intestinaux est rendue difficile par le manque de données
génomiques sur ces parasites [77]. Les données disponibles sur leurs actions sont controversées et
dépendent du protozoaire considéré. Certains protozoaires comme Blastocystis hominis, qui est un
parasite commun de l'intestin retrouvé & la fois chez I’Humain et I'animal via une transmission par
voie fécale-orale, sont associés & plusieurs maladies Gl [77]. Ces parasites considérés comme des
espéces pathogénes induisent une inflammation intestinale, tandis que d’autres parasites comme
Entamoeba spp. hormis E. histolytica sont liés & une augmentation de la diversité bactérienne
intestinale [77].

o Helminthes

Les helminthes sont des vers parasites colonisant non seulement le tractus Gl, mais
également selon I'espéce d’autres parties du corps comme le foie, les reins, les poumons, le
systéme lymphatique et les tissus sous-cutanés [73,78]. La transmission des helminthes peut étre
faite via consommation d’aliments et d’eau contaminés, ou par piqire d’insectes infectés [78]. Les
helminthes intestinaux assurent entre autres une immunorégulation et une sécrétion de mucus et
d’eau dans le lumen intestinal [73]. Une infection aux helminthes active une réponse immunitaire de
type Th2 chez I'héte [78]. En paralléle, des mécanismes de tolérance du parasite sont induits, tels
que l'activation de lymphocytes Treg et B régulateurs (Breg), des cellules dendritiques
tolérogéniques et la production d’'IL-10 et du TGF-B [78]. Les helminthes Trichinella spiralis et
Schistosoma mansoni influencent par exemple le développement de lymphocytes Treg, tandis que
Trichuris frichiura régule positivement la réponse Th22 et Heligmosomoides polygyrus induit une
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diminution de la réponse Th17 [73]. Une interaction existe entre les helminthes et les bactéries du
microbiote intestinal [78]. La présence du microbiote intestinal favorise l'infection de certains
helminthes par des interactions directes, en stimulant la reproduction de ces parasites et par
immunomodulation [78]. De méme, la présence d’helminthes peut influer sur la composition et
I'activité du microbiome intestinal [78].

b) Mycobiome

Les champignons font partie intégrante des communautés microbiennes humaines et sont
retrouvés de maniére similaire aux bactéries dans différentes parties du corps comme la peau, la
cavité buccale, les voies respiratoires, l'intestin et le tractus génito-urinaire [77,78]. Tout comme
pour d’autres groupes taxonomiques du microbiote intestinal, la caractérisation des espéces
fongiques représente un défi car il n'existe pas & ce jour de consensus sur la méthode
d’identification [77]. Les techniques actuellement utilisées comme les analyses par culture, les
techniques de séquencage nouvelle génération (métagénomique ou métabarcoding) ou la
spectrométrie de masse MALDI-TOF (pour « Matrix Assisted Laser Desorption lonization/Time Of
Flight ») comportent des biais. Ces biais peuvent étre de différentes natures, allant de la faible
proportion de champignons dans les échantillons, de Iimpact du protocole non optimisé
d’extraction ADN et donc de la sous-estimation du nombre d’espéces, au temps de culture ne
permettant pas une analyse & haut débit [75,77]. A ce jour, la technique utilisée pour
I'identification des champignons est le séquengcage métabarcoding qui fait appel a la réaction de
polymérisation en chaine (PCR) de la séquence d’acide ribonucléique (ARN) 18S ou principalement
de l'espaceur interne transcrit 1 et 2 (ITS1 et ITS2, « internal transcribed spacer region ») qui
bordent I'’ARN de la sous-unité ribosomale 5,8S [75,79]. Ainsi la base de données génomiques
fongiques est incompléte du fait de ces difficultés [73]. Des études chiffrent les espéces fongiques
& 105-¢/g matiére fécale, et une autre étude décrit la proportion de champignons comme mineure,
a 0.1% du nombre total de micro-organismes du microbiote [73,75,77]. L'acquisition du
mycobiome est sujette & controverse et pourrait étre effectuée précocement par I'alimentation
[78]. Une étude basée sur I'échantillonnage longitudinal d’individus a aussi mis en évidence une
dynamique de la composition du mycobiome, qui varie au cours du temps et selon l'individu
considéré [75,77,78]. Des différences interspécifiques existent également, avec des espéces
commensales spécifiques chez I'Humain comme Candida albicans, C. parapsilosis and C. blabrata
qui laissent la place chez la souris & C. fropicalis comme espéce commune prépondérante [73]. Les
changements de composition fongique peuvent étres dus, de maniére similaire aux bactéries, &
des facteurs environnementaux comme le régime alimentaire ou la prise d’antibiotiques [73,771].
Au sein de l'intestin, la diversité fongique est plus basse que celle des bactéries, avec en moyenne
moins de 20 espéces fongiques identifiées [75]. Dans le tractus Gl, les phyla majoritairement
retrouvés sont les Ascomycota, Basidiomycota et Zygomycota [77]. Les 10 genres prépondérants
dans l'intestin et formant un « noyau » (« core ») sont Candida (surtout C. albicans), Saccharomyces
(surtout S. cerevisiae), Penicillium, , Aspergillus, Cryptococcus, Malassezia (surtout M. restricta),
Cladosporium, Galactomyces, Debaryomyces et Trichosporon dans I'ordre décroissant d’abondance
[75,77,80]. En termes de fonctions, certaines espéces fongiques possédent des propriétés
probiotiques comme S. boulardii et C. kefyr [77]. En tant que probiotique, S. boulardii est prescrit
pour prévenir de la diarrhée et d’une infection & C. difficile suite & la prise d’antibiotiques [77].
Son administration peut induire I'inactivation de toxines pathogénes, I'inhibition de la croissance et
de Tlinvasion de pathogénes intestinaux [77]. Candida kefyr peut quant & Iui diminuer
I'inflammation en contexte de colite, par réduction de I'abondance de Bacteroides et de la
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production d’IL-6 [77]. Ainsi les champignons intestinaux influencent le systéme immunitaire, en
contribuant notamment dans I'enfance & la maturation des organes lymphoides secondaires [75].
De maniére intéressante, les bactéries et les champignons entretiennent des interactions de
différentes natures, allant du mutualisme, commensalisme, & la compétition pour assurer leur survie

[75].

c) Archéome

Les archées se distinguent des bactéries et des eucaryotes et forment un domaine & part,
tout en partageant des éléments communs avec les deux autres domaines [77]. En éléments
communs, les archées partagent avec les bactéries une morphologie et une organisation
unicellulaire dépourvue de noyau ou d’organites liés & la membrane [77,81]. Elles partagent
également plusieurs caractéristiques avec les eucaryotes comme les mécanismes de réplication et
de réparation, de transcription et de traduction [77]. Parmi les caractéristiques propres aux
archées sont retrouvées des voies métaboliques spécifiques utilisant comme sources d’énergie le
soleil et des substrats organiques et inorganiques [77]. Les archées sont des composantes
essentielles du microbiote, acquises dés I'enfance, et sont retrouvées & plusieurs endroits du corps
dont l'intestin [77]. La détection des archées s’avére difficile, d’un point de vue de leur isolation
peu efficace et de la faible abondance d’acide désoxyribonucléique (ADN) archéale dans les
échantillons, mais aussi du cété de leur identification & travers des amorces inefficaces et des
bases de données d’ARN ribosomal (ARNr) incomplétes [77]. Les archées détectées dans I'intestin
sont en majorité des méthanogénes [77]. D'autres sont également détectées, comme des
Desulfurococcales, Sulfolobales, Thermoproteales, Nitrososphaerales, et Halobacteriales [77]. Les
méthanogénes sont retrouvés & hauteur de 100 cellules/g matiére fécale et représentent 10%
des organismes anaérobies retrouvés dans [l'intestin, avec comme archée majeure
Methanobrevibacter smithii [77,82]. Les fonctions des archées dans l'intestin sont peu connues.
Certaines fonctions émergent toutefois avec les méthanogénes. Les méthanogénes utilisent le
dihydrogéne (H2) pour produire du méthane sous condition anaérobie [77]. Par cette action, ces
archées peuvent contribuer & I'amélioration de I'efficacité de la fermentation bactérienne, car
I'accumulation d’H2 est connue pour inhiber la production bactérienne d’énergie [77]. Par dilleurs,
M. luminyensis peut dégrader le triméthylamine qui est un composé impliqué dans des maladies
métaboliques telles que la triméthylaminurie [77].

d) Virome

Le virome constitue I'ensemble des bactériophages et virus eucaryotes retrouvés au sein
d’un organisme. Il inclut des virus & doubles (dsDNA) ou simples brins (ssDNA) d’ADN et des virus &
ARN [77]. Leur présence est ubiquitaire dans le corps humain, mais I'intestin constitue la niche la
plus peuplée et la plus étudiée en virus [77,78]. Le virome de lintestin est dominé par les
bactériophages, dont le nombre avoisine 105 dans lintestin [77,79]. Ainsi le nombre de
bactériophages est environ dix fois plus élevé que celui des bactéries intestinales [83]. Ces
bactériophages appartenant surtout aux virus dsDNA des familles Myoviridae, Podoviridae, et
Siphoviridae de I'ordre des Caudovirales, et des virus ssDNA de la famille Microviridae [78]. Un
nouveau type de phage appelé crAssphage a été identifié et représenterait 90% des reads du
métagénome viral fécal humain [77]. Des études in silico analysant le génome crAssphage ont mis
& jour des séquences métagénomiques associées aux Bacteroidefes qui suggérent que des
bactéries de ce phylum sont les principaux hétes des crAssphages [77]. Concernant les virus
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eucaryotes présents dans I'intestin, ceux-ci incluent les familles Adenoviridae, Anelloviridae,
Astroviridae, Parvoviridae, Picornaviridae, et Picobirnaviridae.

De maniére similaire aux bactéries, les virus colonisent progressivement I'organisme
humain, dont la muqueuse intestinale, de la naissance aux 2 premiéres années de vie [77]. Cette
évolution suggére une colonisation par exposition environnementale [77]. Toutefois, les données &
ce sujet sont faibles et soulignent le besoin d’approfondir I'étude de I'acquisition du virome. La
composition du virome varie entre les individus, mais que trés peu au cours du temps pour un méme
individu hors stimuli environnementaux forts [78]. Les fonctions assurées par le virome intestinal sont
multiples. Le virome peut contribuer & la fonction de barriére intestinale. En effet, les
bactériophages ont la capacité d’adhérer a la couche de mucus par liaison de protéines de type
Ig & la surface des capsides avec les glycoprotéines des mucines [73]. Ainsi, une infection puis la
lyse des bactéries présentes au sein de la couche de mucus par les bactériophages est rendue
possible. Les bactéries du mucus peuvent étre néfastes pour les CEl, ainsi leur lyse est associée &
une diminution de la mortalité des CEl [78]. Les bactériophages sont intégrés par ailleurs sous
forme de prophages dans leur héte bactérien, ce qui permet un transfert génétique horizontal
conférant par exemple des facteurs de virulence ou des génes de résistance aux antibiotiques aux
bactéries [77,79]. Le transfert génétique horizontal augmente de ce fait la virulence de bactéries
potentiellement pathogéniques comme E. coli ou Vibrio cholerae [78]. Les bactériophages peuvent
induire par ailleurs une réponse immunitaire en jouant le réle d’antigéne/ligand pour renforcer
'immunité de I'héte et I'inflammation [73]. De ce fait, les virus eucaryotes protégent I'hdte des
pathogénes, par augmentation des fonctions immunitaires via I'activation des macrophages dans
un modéle murin, et par interaction directe avec les pathogénes [78]. Ces mécanismes de
protection sont observés par exemple chez le virus de I'herpés et le cytomégalovirus dans le but
de contrer les effets de Listeria monocytogenes et Yersinia pestis [78].

e) Bactériome

Les bactéries intestinales forment I'une des composantes majeures du microbiote intestinal
et est celle la mieux étudiée & ce jour. Comme vu précédemment, les bactéries sont présentes sur
plusieurs parties du corps & différentes densités et compositions. L'intestin comprend un noyau de 7
phyla prédominants que sont les Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia et les Cyanobacteria [27,84]. Parmi ces phyla, les Bacteroidetes
Gram négatives et les Firmicutes Gram positives regroupe 90% des bactéries intestinales
retrouvées chez l'adulte [27,38]. La majorité des bactéries intestinales est anaérobie [35]. La
composition du bactériome varie au cours du temps et selon I'individu, mais également selon le
sexe de l'individu [85]. Leur acquisition sera par la suite détaillée (p. 49).

Des études de grande ampleur comme |'étude Human Microbiome Project du NIH et le
consortium européen MetaHIT lancés dans les années 2007-2008 et finalisés en 2012 ont
largement contribué & I'étude de la composition et de la fonctionnalité du microbiote intestinal
humain [86—88]. Le travail du consortium MetaHIT coordonné par le centre de recherche de
I'INRAE de Jouy-en-Josas a abouti a la publication du premier catalogue de génes du microbiome
intestinal humain en 2010 [89,90]. Le projet Human Microbiome Project a permis quant & lui de
caractériser le microbiome de différentes régions corporelles chez des individus sains, et
d’acquérir des données multiomiques chez des patients MICI et des individus & risque pour le
diabéte de type 2 [91,92].
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e Firmicutes

Le phylum des Firmicutes prépondérant dans I'intestin inclut plusieurs espéces bactériennes
notables appartenant aux Clostridium clusters IV et XIVa de la classe Clostridia qui regroupe entre
autres les genres Clostridium, Faecalibacterium, Roseburia, Lachnospira, Ruminococcus et Butyrivibrio
[27,93]. La plupart des Clostridia sont commensales tandis que quelques espéces comme
Clostridium difficile sont pathogénes [93]. La classe des Clostridia représente 60% des bactéries
associées A la muqueuse intestinale. Certaines espéces contenues dans cette classe possédent la
capacité de produire des AGCC et d’activer des lymphocytes Treg, ou des macrophages et des
lymphocytes B produisant de I'IlL-10 [83]. Les Clostridium ont en ce sens des propriétés anti-
inflammatoires, & travers une augmentation de la concentration de TGF-B favorisant la
différenciation en lymphocytes T régulateurs Foxp3* (pour « forkhead box 3 »). lls inhibent aussi
le développement des Enterobacteriaceae par activation du « récepteur Y activé par les
proliférateurs de peroxysomes » (PPAR-Y) qui induit une réduction du taux d’oxygéne luminal

[83,94].
® Faecalibacterium prausnitzii

Faecalibacterium prausnitzii est une bactérie anaérobie obligatoire [35]. Elle constitue I'une
des espéces les plus abondantes du cdlon sain humain et représente jusqu’a 5% de la population
bactériale totale [95]. Cette bactérie est notamment connue pour ses propriétés anti-
inflammatoires [96]. Lors de sa croissance, F. prausnitzii produit TAGCC butyrate, de petites
quantités de D-lactate et d’autres métabolites contribuant & la suppression de l'inflammation
[38,97]. Parmi ces molécules est retrouvée la molécule anti-inflammatoire microbienne (« Microbial
Anti-inflammatory Molecule ») qui inhibe in vitro la voie NF-KB de lignées cellulaires épithéliales
[94,98—100]. Concernant les mécanismes & l'origine de I'effet anti-inflammatoire du butyrate
produit par F. prausnitzii, de récents travaux ont montré I'implication d’'une augmentation de
I'expression du géne Dact3 [101]. F. prausnitzii joue un réle dans I'établissement de la tolérance
en favorisant notamment in vitro la différenciation cellulaire de lymphocytes T en lymphocytes T
régulateurs de type 1 (Tr1) sécrétant IL-10, par modulation de I'action des cellules dendritiques
humaines [102]. Cette modulation s’exerce par la voie de signalisation TLR2/6/JNK et I'induction
de CD39, l'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO-1) et IL-27 [102]. En ce sens, la production d’IL-10
par des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) humaines est stimulée en présence de
F. prausnitzii, tandis que la production des cytokines pro-inflammatoires IL-12 et IFN-y est inhibée

[97].
e lactobacillus

Les bactéries du genre Lactobacillus sont anaérobies facultatives et résident de maniére
préférentielle dans l'intestin gréle, dont l'iléon [103]. Les Lactobacillus sont de méme retrouvés
dans le lait maternel ou ils fermentent la caséine et le lactose du lait [104]. En plus de leur réle
dans la digestion, les Lactobacillus sont utilisés comme probiotiques et contribuent ainsi & la
maintenance de la BEl et & la régulation de la réponse immune [85,105]. Ces bactéries
augmentent in vitro I'expression de I'’ARN de Muc-2 dans les CEl humains, tout en les préservant de
leur apoptose induite par cytokines [105]. Ce sont des bactéries lactiques réduisant le pH luminal
et produisant des composés antimicrobiens qui permettent de contrer les bactéries pathogénes

[106].
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Le phylum des Bacteroidetes regroupe des bactéries anaérobies essentiellement issues des
genres Bacteroides et Prevotella [27,74]. Les Bacteroidetes jouent un rdle dans 'lhoméostasie de la
muqueuse intestinale, avec certaines espéces montrant un effet protecteur par leur action sur la
BEI, le microbiote environnant et le systéme immunitaire [107]. Ce phylum regroupe des bactéries
dont les Muribaculaceae, qui sont capables de produire des AGCC comme le propionate par
fermentation des fibres indigestibles pour I'hdte [108,109]. En interaction étroite avec le reste du
bactériome, le ratio Bacteroidetes/Firmicutes donne une indication sur la capacité de I'héte &
extraire de I'énergie de son alimentation [110]. Le systéme immunitaire est aussi influencé par les
Bacteroidetes. La population des lymphocytes Treg est augmentée en présence de bactéries de ce
phylum, par production de polysaccharide A qui favorise de ce fait la production d’IL-10 [111].

e Bacteroides

Plusieurs espéces bactériennes du genre Bacteroides ont été étudiées dans la littérature, les
plus connues étant Bacteroides fragilis, B. thuringiensis et B. thetaiotaomicron. Certaines espéces
Bacteroides sont des pathogénes opportunistes mais la plupart présentent des effets anti-
inflammatoires comme celles citées précédemment [112]. B. thefaiotaomicron consomme par
exemple des fibres utilisées par C. rodentium, une bactérie pathogéne, pour produire entre autres
du butyrate [35,74]. Cette bactérie produit des enzymes fucosidases qui clivent les résidus fucoses
des glycanes et qui activent la sécrétion de mucines par les cellules caliciformes [27]. B.
thurengiensis permet une défense contre des pathogénes via la sécrétion de bactériocines ciblant
notamment des Bacilli et Clostridia dont le pathogéne C. difficile. Ces bactériocines agissent entre
autres en perturbant la membrane cellulaire par dépolarisation de celle-ci [35,74]. B. fragilis agit
sur le systéme immunitaire en induisant une réponse systémique Th1l et le développement de
lymphocytes Treg, ce qui permet d’améliorer I'inflammation induite dans différents modéles de
colite comme ceux utilisant un pathogéne ou un transfert de lymphocytes T [79,105].

e Prevotella

Les souches bactériennes du genre Prevotella font partie de la famille des Prevotellaceae
qui est connue pour déstabiliser enzymatiquement la BEI [113]. Les souches au sein des Prevotella
présentent une grande diversité génétique et interspécifique [114]. Ces bactéries commensales
anaérobies colonisent les muqueuses et sont retrouvées abondamment dans la cavité buccale, la
salive et les voies respiratoires en plus de l'intestin [114]. Les Prevotella activent en maijorité le
TLR2, ce qui induit la production d’'IL-23 et d’IL-1 qui entraine une réponse immune Th17 et donc
une inflammation de la muqueuse [114]. La dysbiose liée & une surabondance de Prevotella
provoque une diminution de la production d’IL-18 par les CEl par la voie dépendante de NLRP,
ce qui renforce la dysbiose existante [114].

Les Proteobacteria constituent & ce jour le plus large phylum du bactériome, divisé en 6
classes [115]. Plusieurs sites de leur colonisation sont dénombrés dans I'organisme, passant de la
peau, la cavité buccale au tractus vaginal et & l'intestin [115]. Leur abondance est la plus élevée
dans la cavité buccale [115]. Leur morphologie variée et leur physiologie adaptable représentent
des avantages compétitifs pour ces bactéries qui occupent ainsi plusieurs niches écologiques [115].
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Ce sont aussi pour ces raisons que la composition des Proteobacteria est instable au cours du temps
[116]. Une augmentation de Proteobacteria est fréquemment associée & une dysbiose du
microbiote intestinal. Un élément soutenant cette hypothése réside dans le fait que les CEl

réduisent leur capacité de [-oxydation en cas d’inflammation intestinale, ce qui induit une
augmentation d’oxygéne favorisant une dysbiose associée & une prolifération de Proteobacteria

[115].
e [Enterobacteriaceae

Les souches bactériennes de la famille des Enferobacteriaceae comprennent notamment les
espéces Escherichia/Shigella dont I'adhérente-invasive Escherichia coli (AIEC) considérée comme
pathogéne [112]. Les Enterobacteriaceae sont connues pour leurs effets délétéres, de par leur
invasion de I'épithélium de la muqueuse intestinale, I'induction de diarrhées sanglantes et d’ulcéres
dans le célon [112]. Les souches AIEC induisent aussi une réponse inflammatoire associée & une
infection des CEl, et peuvent proliférer & I'intérieur de macrophages [83]. Leur action sur la BEI est
double : par sécrétion d’entérotoxines qui affaiblissent les fonctions de barriére des protéines de
TJ et par adhésion & I'épithélium intestinal qui impacte la perméabilité intestinale [74]. Ces
souches ont également un impact sur I'activité et la composition du microbiote intestinal [74].

e Helicobacter pylori

L'infection & Helicobacter pylori est l'infection la plus répandue dans la population
mondiale [117]. Elle constitue un facteur de risque majeur de développement d’'un cancer
gastrique [117]. Les souches H. pylori sont capables de résister & I'environnement acide de
I'estomac [117]. Elles produisent par exemple des uréases afin d’augmenter le pH et diminuer la
viscosité du mucus, pour pénétrer & la surface des cellules épithéliales gastriques [27]. L'adhésion
des bactéries est renforcée par la présence d’adhésines [117]. La déstabilisation de la barriére
épithéliale peut également passer par la perte de certaines protéines des TJ gastriques comme
les claudines 4 et 5, induite par la sécrétion d’entérotoxines d’H. pylori [118]. De méme, des
dysfonctions de I'autophagie et des dommages & I’ADN des cellules épithéliales engendrés par
I'infection par H. pylori contribuent & la carcinogenése gastrique [117]. Ces effets pourraient
potentiellement étre retrouvés au niveau de l'intestin.

Les bactéries du phylum Actinobacteria sont réparties en 3 familles anaérobies que sont les
Bifidobacteria, les Propionibacteria, les Corynebacteria ainsi que la famille Streptomyces de
bactéries aérobies [119]. Dans lintestin, la famille des Bifidobacteria prépondére [119]. Les
Actinobacteria font partie des bactéries produisant I'acétate [119]. Une forte concentration
d’acétate protége par exemple I'hdte d’une infection entérohémorragique par E. coli, ou d’une
infection par Shigella [119]. Elles produisent également du lactate qui intervient dans la
production de butyrate par d’autres familles de bactéries [119]. Ces bactéries sont également
impliquées dans la digestion d’amidon résistant et dans la transformation d’acide linoléique en
acides linoléiques conjugués [119]. En plus de leur réle dans la digestion, les Actinobacteria
peuvent moduler la réponse immune inflammatoire en activant des lymphocytes Treg [119]. Par
ailleurs, une diminution du nombre d’Actinobacteria est liée & une augmentation de perméabilité
intestinale, ce qui indique aussi un effet sur la BEI [119].
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e Bifidobacterium

Le genre Bifidobacterium regroupe 80 (sous-)espéces dont un nombre abondant d’espéces
probiotiques [120,121]. Les bactéries de ce groupe sont retrouvées dans plusieurs niches
écologiques, telles que le tractus Gl et la cavité buccale [121]. Elles agissent sur le systéme
immunitaire en influencant la capacité des cellules dendritiques & réguler la tolérance aux
antigénes et aux bactéries, tout en favorisant I'inhibition des pathogénes [68,122]. Bifidobacterium
bifidum active en ce sens les populations anti-inflammatoires de macrophages, de cellules
dendritiques et de lymphocytes T [96]. B. bifidum inhibe aussi I'activation par LPS de NF-KB dans
les CEl [96]. Ces bactéries, pour la plupart probiotiques, produisent des AGCC et augmentent la
proportion de bactéries bénéfiques pour I'hdte par alimentation croisée [122]. Par exemple, des
souches Bifidobacterium fermentent de I'amidon et libérent des sucres utilisés par d’autres
bactéries [123]. La fonction de barriére est également améliorée par les souches Bifidobacterium,
a travers une augmentation de I'expression des protéines de TJ, telles que I'occludine et ZO-1 par
action du milieu conditionné de B. infantis sur la lignée cellulaire épithéliale T84 [68,124]. Enfin,
les souches Bifidobacterium contribuent au métabolisme de I'héte par déconjugaison des acides
biliaires [121]. L'action détergente des acides biliaires permet de réduire I'absorption intestinale
et d’augmenter I'élimination fécale [121].

L'unique genre bactérien du phylum Verrucomicrobia retrouvé dans l'intestin est nommé
Akkermansia [28]. Dans le célon d’individu sain, 'espéce Akkermansia muciniphila a une abondance
forte, de I'ordre de 3% [28]. L'abondance d’A. muciniphila varie selon 'individu et I'ége considéré
[28]. Cette bactérie anaérobie est retrouvée non seulement dans le tractus Gl mais aussi dans le
pancréas et le systéme biliaire [28]. L'activité premiére d’A. muciniphila est de dégrader les
mucines et glycanes de I'héte [28,125]. Elle peut toutefois stimuler la synthése de mucines et
renforcer la BEl en adhérant & I'épithélium [28]. A. muciniphila produit par dilleurs une grande
quantité d’AGCC comme 'acétate et le propionate [28].

3) Mise en place du microbiote intestinal bactérien

Lors de la grossesse et en particulier & la 24éme semaine de gestation, les propriétés du
tractus Gl se développent pour permetire & la naissance une alimentation & base de lait.
Cependant, les fonctions du tractus Gl ne sont pas encore & maturité & la naissance, tout comme le
microbiote intestinal dont la composition et la fonctionnalité varient au cours de la période
périnatale (Figure 24) [104,110].
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Figure 24. Acquisition du microbiote intestinal dans les premiéres années de vie [110]

La colonisation de [lintestin in utero fait encore I'objet de nombreux débats [126].
Certaines études stipulent la présence de bactéries commensales dont des Firmicutes dans le
placenta, et la présence majoritaire de protéobactéries dans le liquide amniotique [127,128]. De
méme, une étude sur modéle murin démontre la présence de bactéries cultivables dans I'intestin
foetal [129]. D’autres études suggérent la non-viabilité des bactéries détectées et le fort risque de
contamination expérimentale comme explication & la présence de bactéries et positionne la
capacité a générer des animaux stériles dits « germ-free » (GF) comme argument allant dans le
sens d'une stérilité in utero [130]. Néanmoins, certaines études démontrent la potentielle
transmission de métabolites bactériens de la mére & I'enfant via le liquide amniotique, comme
acétate ou des acides aminés [104,109]. A la naissance, le nouveau-né est exposé aux
microbiotes de la mére et & celui de I'environnement. Le mode d’accouchement influence ainsi les
microbiotes rencontrés : en majorité cutané ou vaginal si la naissance a lieu par voie basse [38].
La colonisation microbienne du nouveau-né lors des premiéres semaines d’existence est étroitement
liée au développement du systéeme immunitaire [38]. Un processus nommé la succession
microbienne a lieu, ou la colonisation de certaines espéces bactériennes dépend de la colonisation
antérieure d’autres espéces [104]. L’environnement anoxique de l'intestin & la naissance permet
d’accueillir des bactéries initiales colonisatrices, pour la plupart anaérobies facultatives, faisant
partie des genres Enterobacter, Enterococcus, Staphylococcus et Streptococcus [104]. Le
développement de ces bactéries va diminuer le potentiel redox et par ce biais permetire le
développement de bactéries anaérobies obligatoires comme des Bifidobacterium, Bacteroides et
Clostridium [104]. Au cours de la premiére année d’existence de I'’enfant, le genre Bifidobacterium
prédomine et la diversité microbienne augmente progressivement jusqu'd 2-3 ans pour
s'approcher d’une composition stable retrouvée chez I'adulte (Figure 24) [38]. L'dge de maturation
finale du microbiote n'est pas totalement fixé. Une étude indique par exemple qu’a I'dge de 3-5
ans, le microbiote intestinal acquiert 40-60% de similitude & celui d’'un adulte et que son
métabolisme évolue pour permettre la digestion de polysaccharides végétaux, la biosynthése de
vitamines et la dégradation de xénobiotiques [27]. Le microbiote intestinal adulte bénéficie quant
& lui d'une certaine stabilité et résilience [73]. Des facteurs environnementaux comme la prise de
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médicaments ou le régime alimentaire, mais aussi le vieillissement, peuvent toutefois influencer le
microbiote de I'adulte (Figure 24, Figure 25) [73,131].

Geography
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Figure 25. Evolution temporel et facteurs influengant le microbiote intestinal chez un individu [131]

4) Fonctions, focus sur le célon

1) Interaction h6te-microbiote intestinal

Le microbiote intestinal jouit d’un environnement propice au sein de l'intestin, riche en
nutriments [38]. En contrepartie, il fait bénéficier I'hdte de son panel de génes non retrouvés chez
I'lhumain, afin de moduler certains de ses systémes biologiques [38]. Parmi les fonctions du
microbiote intestinal sont retrouvées la prise en charge des nutriments, I’'homéostasie énergétique,
le développement du systéme immunitaire et du SNE (Figure 26) [38]. De ce fait, la relation entre
I'héte et le microbiote est davantage décrite comme commensale plutét que mutualiste, c’est-a-
dire que I'un des partenaires acquiére des bénéfices alors que la relation est considérée neutre
pour I'autre partenaire [27]. Le génome de I'hdte semble aussi influencer le microbiote et son
métabolisme [27]. De facon intéressante, une étude transcriptomique a mis & jour que 6000 génes
de I'épithélium colique sont liés au microbiote intestinal [27]. La communication entre I'héte et le
microbiote intestinal peut s’effectuer de plusieurs maniéres, & travers des motifs moléculaires
associés aux microbes (MAMP) reconnus par des récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires (PRR) comme les TLR et NOD [38]. Les TLR sont présents sur une variété de cellules
dont les CEl, des cellules immunes et des cellules du SNE. De maniére similaire, les molécules du
quorum sensing bactérien comme les N-Acyl-homosérines lactones peuvent agir sur les cellules
eucaryotes de I'héte, & travers un procédé nommé la signalisation « interkingdom» [43,132].
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Figure 26. Exemples de fonctions assurées par le microbiote intestinal [74]

o Digestion

Le microbiote intestinal sécréte une grande variété d’enzymes complémentaires permettant
de métaboliser des substrats non digestibles pour I'hdte [39,73]. La synthése de nutriments
essentiels dont des vitamines et des AGCC est par ce biais assurée [53,73]. Bifidobacterium
produit par exemple de la vitamine K et de la vitamine B soluble [74]. Les substrats générés par
le microbiote sont soit des produits secondaires issus de la digestion d’aliments, des métabolites de
I’héte modifiés ou des composés produits de novo [133]. Le tractus Gl digére 85% des glucides
complexes, dont des fibres comme I'amidon résistant et des oligosaccharides [27]. Cette
fermentation aboutit & la formation de gaz (méthane, hydrogéne et CO3), d’AGCC, d’'acides
organiques (lactate, succinate) et d’alcools (méthanol, éthanol) [27]. Certains composés formés
servent de sources d’énergie pour les cellules [110]. Quelques espéces bactériennes se servent
également des mucines de la couche de mucus de I'épithélium intestinal comme source alternative
d’énergie [39]. En plus des glucides, le tractus Gl prend en charge la digestion de 66 a 95% des
protéines et des graisses [27]. Appuyant ces propos, une étude souligne le réle du microbiome
intestinal dans la variation des concentrations sanguines de lipides (triglycérides, lipoprotéines de
haute densité) et de l'indice de masse corporelle [134]. La digestion de protéines par le
microbiote intestinal génére des peptides, acides aminés et d’autres composés [27]. Les
métabolites issus des protéines digérées comprennent des composés neuromodulateurs
(tryptamine, sérotonine, dopamine...), des sulfures (H2S), des composés aromatiques (phénol,
indole...), des polyamines (dont la spermine), des AGCC et de 'ammoniaque [27].

e Acides biliaires

La génération et I'excrétion d’acides biliaires représentent la voie majoritaire du
catabolisme du cholestérol chez les mammiféres [135]. La production d'un acide biliaire débute
dans le foie par I'hnydroxylation du cholestérol, qui est ensuite conjugué a la glycine ou taurine
avant d’étre sécrété dans l'intestin [27]. 95% de ces acides biliaires primaires sont réabsorbés au
niveau de I'iléon distal et le restant est pris en charge par le microbiote intestinal pour production
d’acides biliaires secondaires par déconjugaison (perte de la glycine ou taurine) et
déshydroxylation [27,135]. Ces acides biliaires secondaires incluent I'acide cholique, I'acide
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lithocholique et I'acide ursodésoxycholique [27]. Ces acides biliaires secondaires sont en partie
passivement absorbés par le cdlon, puis transportés & nouveau au foie ou excrétés dans les selles.

Les acides biliaires primaires et secondaires jouent plusieurs réles importants pour
I'organisme. lIs contribuent au transport et & la digestion de nutriments, de graisse et de vitamines
[135]. Ces acides peuvent agir en tant qu’agonistes de récepteurs couplés a la protéine G et ainsi
contribuer & des fonctions endocrines, au métabolisme du glucose et énergétique de I'’hdte
[135,136]. Une modulation du systéme immunitaire est aussi observée en présence des acides
biliaires, par réduction de I'expression de cytokines pro-inflammatoires par les monocytes, cellules
dendritiques, macrophages intestinaux et hépatiques [133].

e AGCC dans I'intestin

Les AGCC sont produits par le microbiote intestinal & partir de glucides non digestibles.
Les principaux producteurs d’AGCC du microbiote intestinal sont des souches membres des clusters
Clostridium XIVa et IV dont Roseburia, Eubacterium et F. prausnitzii [27]. Les AGCC sont les anions
majoritaires du cdlon et comprennent I'acétate, le propionate et le butyrate [74]. Jusqu'a 95%
des AGCC sont absorbés dans le cdlon par diffusion passive ou par transport actif avec échanges
ioniques [27]. Il existe plusieurs transporteurs spécifiques permettant 'absorption des AGCC et
des métabolites associés, comme le pyruvate ou les corps cétoniques, par I'épithélium intestinal : le
transporteur 1 de monocarboxylate (MCT1) encodé par SLCT6A1 et le transporteur 1 de
monocarboxylate couplé au sodium (SMCT1) encodé par SLC5A8 en font partie [38,137]. MCT1
est exprimé & la fois du cété apical et basolatéral de la membrane cellulaire des CEl [137]. Ces
transporteurs permettent ainsi le passage des AGCC du lumen aux colonocytes, voire la lamina
propria [137]. Les AGCC peuvent alors rejoindre la circulation sanguine pour interagir par
exemple avec le systéme immunitaire [38]. L'interaction des AGCC avec les cellules avoisinantes
peut également passer & travers I'activation de récepteurs comme les récepteurs couplés a la
protéine G nommés GPR41 (=Ffar3), GPR43 (=Ffar2), GPR10%9a, ou des récepteurs olfactifs
comme OIfr78 [138]. Les transporteurs et récepteurs mentionnés sont non seulement retrouvés sur
les CEl mais aussi & la surface de cellules immunes [138].

Dés leur entrée dans les CEl et/ou contact avec les récepteurs des CEl, les AGCC activent
une cascade de signalisation faisant appel & plusieurs acteurs dont des protéines kinases comme
I'adénosine monophosphate (AMP) kinase ou la protéine kinase activée par des agents mitogénes
(MAPK), la cible de la rapamycine chez les mammiféres (mTOR), le transducteur de signal et
activateur de la transcription 3 (STAT3) et NF-xB (Figure 27) [138]. L'activation de la cascade de
signalisation peut résulter en une modulation de [I'expression des génes par mécanismes
épigénétiques comme I'acétylation et la désacétylation des génes via les enzymes histone
acétyltransférase (HAT) et histone désacétylase (HDAC) [138]. Les effets des AGCC au niveau
intestinal sont multiples. En tant que premiére source d’énergie des CEl, les AGCC participent &
'lhoméostasie de la BEI [139]. lIs contribuent & la défense contre les pathogénes en abaissant le
pH et le potentiel redox, tout en stimulant la sécrétion de peptides antimicrobiens, de chimiokines
et de cytokines inflammatoires par les CEl en réponse & une intrusion [139]. La fonctionnalité de
I'intestin est impactée via une régulation des hormones intestinales par les AGCC, ce qui entraine
une modulation des réponses locomotrices de [I'intestin [68]. D'un point de vue immunitaire
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intestinal, les AGCC augmentent la fréquence des cellules dendritiques conventionnelles et
stimulent la différenciation des lymphocytes en Treg [109]. De méme, I'expression génique des
lymphocytes B et leur métabolisme peuvent étre impactés par les AGCC afin d’augmenter la
sécrétion d’IgA [38]. Les AGCC influencent aussi le SNE, en induisant par exemple la sécrétion de

sérotonine par les cellules entérochromaffines [27].
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Figure 27. Actions des AGCC en contexte de muqueuse intestinale colique saine (A) et inflammatoire (B) [137]
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Le butyrate est un AGCC produit majoritairement par des bactéries anaérobies
obligatoires comme celles appartenant aux clusters Clostridium IV et IXa [35]. Le butyrate
constitue la source premiére énergétique des colonocytes. Les colonocytes & la pointe apicale des

cryptes B-oxydent le butyrate pour produire des corps cétoniques et du CO2 par consommation
d’oxygéne fourni localement par les vaisseaux sanguins sous-jacents (Figure 28) [27,35].
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Figure 28. Production et consommation du butyrate dans le colon [35]

La régulation de I'énergie par le butyrate s’effectue par ailleurs via la stimulation de
cellules entéroendocrines pour induire la production de leptine par des adipocytes [27]. Le
butyrate participe & I'homéostasie de la BEl. En effet, la consommation d’oxygéne par -
oxydation crée un environnement anaérobie propice au développement de bactéries
butyrogénes, et donc protége la BEl des pathogénes par colonisation du milieu [35]. Le butyrate
induit la différenciation des CEl et inhibe la prolifération des cellules souches coloniques [38]. Le
gradient d’oxygéne formé par le métabolisme du butyrate protége les cellules souches du fond
des cryptes de I'effet inhibiteur [35]. De méme, le renfort de la BEl passe par I'augmentation de
I'expression de mucines et de peptides antimicrobiens par le butyrate, fout comme l'induction de
'assemblage de ZO-1 et de I'occludine [34,38].
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Figure 29. Impact du butyrate sur I'immunité intestinale [38]

La présence intracellulaire du butyrate permet une régulation de I'expression des génes
par des effets épigénétiques, via I'inhibition de I'HDAC. Cette inhibition a pour effet final de
diminuer l'inflammation en inhibant NF-KB et la synthése d’oxyde nitrique [38,94]. Les effets anti-
inflammatoires du butyrate sont aussi visibles & travers I'activation de l'inflammasome des CEl,
I'induction de la production d’'IL-18, de B-défensines et de I'expression de TGF-[3 pour induire la
différenciation des lymphocytes B pour produire des IgA (Figure 29) [38,138]. La liaison du
butyrate aux récepteurs GPR109a, GPR41 et GPR43 contribuent & I'augmentation de populations
immunes régulatrices comme des lymphocytes Breg, Treg et des macrophages M2, en plus de leur
production de cytokines anti-inflammatoires (Figure 29) [38].

Propionate

Le propionate est connu pour &tre un composé issu de la fermentation du lactate par des
bactéries des phyla  Actinobacteria et  Firmicutess comme  Propionibacterium et
C. propionicum respectivement [111]. Suite & sa production, le propionate est soit utilisé dans
Iintestin, soit rendu disponible d’un point de vue systémique [74]. Par licison aux récepteurs
GPR41 ou GPR43, le propionate agit a la fois sur le développement de I'intestin et sur I'immunité
intestinale, par des mécanismes notamment épigénétiques [38]. Tout comme le butyrate, le
propionate inhibe HDAC [38]. En combinaison avec celui-ci, le propionate permet I'inhibition de
inflammation induite au LPS, par activation des lymphocytes Treg et par diminution de la
production de cytokines pro-inflammatoires comme [I'IL-6 et PIL-12 [27]. Par ailleurs, le
développement de cellules entéroendocrines en période prénatale requiert la signalisation induite
par la liaison du propionate au GPR43 [140].
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Les Bifidobacteria sont & I'origine de 'acétate qui contribue, par alimentation croisée, a la
production de butyrate [68,141]. L'acétate est disponible au niveau systémique & travers sa
présence dans la circulation sanguine & hauteur de 0,10-0,15mM, ce qui lui permet d’agir en tant
que source d’énergie pour des tissus périphériques [27]. Cet AGCC contribue & renforcer la BEl en
modulant la sécrétion de mucines par les cellules caliciformes, et la sécrétion d’IgA par les
lymphocytes B, tout en favorisant la différenciation en lymphocytes Breg [27,35]. De maniére
intéressante, 'acétate se lie au récepteur GPR43 avec une meilleure affinité que le butyrate [27].

En plus des effets des métabolites du microbiote intestinal sur la BEl qui comprennent
I'abaissement du pH et la stimulation de la production de peptides antimicrobiens, les bactéries
elles-mémes peuvent impacter la barriére. La BEIl nécessite ainsi la présence d’interactions entre
les TLR des CEl et les bactéries commensales afin de préserver sa fonctionnalité. En effet, ces
interactions contribuent par exemple & maintenir la distribution des protéines de TJ au sein des CEl
[35]. La détection bactérienne et la signalisation induite par les TLR contribuent de plus & la
capacité de réparation de I'épithélium intestinal, en stimulant la sécrétion de facteurs protecteurs
des tissus, en inhibant I'apoptose et par recrutement de cellules stromales et myéloides aux cryptes
[74,79]. Par exemple, les LPS et la flagelline dérivés des bactéries intestinales stimulent
I'expression de peptides antimicrobiens et de Regllly par les CEl via une stimulation des cellules
stromales TLR4 et les cellules dendritiques TLR5 [74]. Des bactéries comme B. thuringiensis
produisent eux-mémes des bactériocines & spectre étroit efficace contre C. difficile [35]. Par
ailleurs, la sécrétion de polyamines comme la putrescine ou la spermidine par des bactéries
renforce les fonctions de barriéres intestinales.

Le microbiote intestinal contribue au développement et & la maturation du systéme
immunitaire de I'héte et inversement, le systéme immunitaire influence la structure et les fonctions
du microbiote intestinal (Figure 30) [74]. L'importance du microbiote intestinal a été illustrée chez
la souris germ-free pour qui le développement du systéme immunitaire est perturbé. Cette
dérégulation est visible par des tissus lymphoides immatures, une diminution des lymphocytes
intestinaux et de la sécrétion de peptides antimicrobiens [74]. La restauration du microbiote
intestinal permet de rétablir un systéme immunitaire fonctionnel [74]. La colonisation par le
microbiote stimule par ailleurs la production d’'IL-22 par I'ILC3, IL-22 étant un acteur dans le
maintien de la fonction de BEIl et dans sa réparation [38]. Le microbiote intestinal peut initier et
moduler directement la réponse immune, suite a un contact par exemple avec les cellules immunes
via des récepteurs en surface comme les TLR [94]. Par ce biais, le microbiote intestinal peut induire
des changements de composition des populations de lymphocytes T, voire modifier le profil de
réponse immunitaire [74]. Les genres bactériens Clostridium ou Bacteroides contiennent des
bactéries induisant le développement de lymphocytes Treg et donc contribuent a atténuer
I'inflammation [73]. Les bactéries commensales Clostridia favorisent I'accumulation de lymphocytes
Treg Foxp3™* par stimulation de la production de TGF-3 et d'IDO-1 tandis que B. fragilis régule
lactivité de ces lymphocytes via ses polysaccharides A présents & sa surface [142]. D’autres
effecteurs de surface sont observés chez les bactéries comme les LPS. Les LPS les plus connus sont
les LPS hexa-acylés d’E. coli stimulant la réponse immunitaire, alors que les LPS penta-acylés

58



Etude bibliographique

produits par des souches Bacteroides spécifiques inhibe en revanche la réponse immunitaire [142].
Dans ce sens, l'interaction entre les bactéries Helicobacter hepatica et les récepteurs TLR2 des
macrophages induit la sécrétion d'IL-10 par ces macrophages [94]. Au contraire, des bactéries
telles que les bactéries filamenteuses segmentées, C. rodentium, AIEC et Bifidobacteria adolescentis
vont favoriser I'activation de cellules Th17 au niveau de la muqueuse intestinale mais aussi de
maniére systémique [74,142]. Cette diversité d’effets sur le systéme immunitaire est le reflet de la
diversité des espéces bactériennes peuplant 'intestin, dont les fonctions principales ont été décrites
précédemment (Figure 30). Les métabolites produits par le microbiote intestinal, dont les AGCC,
impactent également le systéme immunitaire de maniére indirecte [38].
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Figure 30. lllustration de la diversité des fonctions immunitaires exercées par le microbiote intestinal influengant
I'inflammation [142]
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Le microbiote intestinal peut interagir avec le SNE par la production de neurotransmetteurs
et de facteurs neurotrophiques, la maintenance de la BEl, la modulation des afférences entériques
sensorielles, la production de métabolites et par la régulation du systéme immunitaire [27]. Ainsi,
I'interaction est directe et indirecte, en faisant appel a d’autres systémes que sont la BEl et
I'immunité intestinale. Les cellules gliales et les neurones entériques tout comme les précurseurs
neuronaux entériques disposent de récepteurs comme TLR2 et TLR4 qui permettent la détection du
microbiote intestinal, ce qui peut entrainer une modulation du SNE et de ses fonctions
neuromusculaires [104]. TLR2 module en effet la libération de facteurs neurotrophiques par les
cellules musculaires lisses [104]. La régulation de la motilité colique par le microbiote intestinal
peut faire aussi appel au facteur de transcription nommé le récepteur d’aryl hydrocarbone (AHR)
exprimés par les neurones entériques coliques, qui agit en réponse a des stimuli alimentaires ou au
microbiote par exemple [30,104]. L'importance du microbiote intestinal pour le développement du
SNE est mise en avant chez la souris adulte GF qui présente un SNE immature, avec une altération
du développement du réseau de cellules gliales entériques de la muqueuse [143,144]. Coloniser
ces souris avec un microbiote de souris conventionnel induit une augmentation de la vitesse de
transit intestinal, accompagnée d’une modification de la neuroanatomie du SNE, d’'une production
neuronale et muqueuse de sérotonine et de la prolifération de progéniteurs neuronaux entériques
[143]. Prés de 90% de la sérotonine du corps humain est produite par les cellules
entérochromaffines intestinales, sachant que les neurones intestinaux peuvent également en
produire via une autre voie de synthése [143]. La sérotonine entérique issue de ces deux sources
joue un rdle important dans la maintenance du SNE adulte. La sérotonine issue de la muqueuse
s‘avere étre inflammatoire, tandis que la sérotonine d’origine neuronale agit & la fois comme un
facteur de croissance neuronale majeur et comme inhibiteur de l'inflammation de la muqueuse
intestinale [143]. La sérotonine active des récepteurs 5-HT4 du SNE, ce qui induit la production de
neurones et un effet neuroprotecteur [143]. Le microbiote intestinal est capable de moduler la
production de sérotonine par la muqueuse intestinale [143]. Les souches du genre Clostridium
favorisent par exemple la synthése de sérotonine par les cellules entérochromaffines coliques mais
aussi les neurones myentériques. Ces souches favorisent donc, par augmentation du nombre de
récepteurs 5-HT4, la motilité colique [145]. D’'un point de vue immunitaire, les neurones entériques
produisent un facteur de stimulation des colonies 1 (Csf1) contribuant & la survie des macrophages
de la muscularis [30]. Cette production de Csf1 par les neurones entériques peut étre augmentée
par le microbiote intestinal via les MAMP, dont le LPS [30]. Toutefois, une dysbiose liée & une
infection entérique contribue & la perte de neurones entériques [30]. Non seulement les souches
bactériennes, mais également leurs métabolites, peuvent influer sur le SNE [145]. Les AGCC
régulent en ce sens le développement du SNE en augmentant la vitesse de croissance des
progéniteurs neuronaux, par modulation de génes liés a l'apoptose, la prolifération et la
neurogénése [104]. Le butyrate influence par exemple la formation postnatale de réseaux de glie
chez le rat [145]. De plus, le butyrate stimule la synthése neuronale d’acétylcholine (ACh) et par
ce biais augmente la motilité Gl [146].

5) Dysbiose dans les MICI

1) Changement de composition
Les patients MICI présentent une dysbiose intestinale qui s’accompagne d’une diminution de
la diversité non seulement du bactériome, mais aussi du mycobiome et du phagéome (Figure 31)
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[77,112]. Les données disponibles sur la composition en protozoaires, archées et helminthes des
patients MICI sont rares, en partie d cause des difficultés liées & leur identification. D’autres
paramétres sont a prendre en compte dans I'étude de la dysbiose dans les MICI, comme la
régionalité de la dysbiose et la prise ou non de médicaments par le patient [147]. En effet, des
travaux menés sur une population de patients atteints d’'une MC de moins de 17 ans nouvellement
diagnostiqués et non traités, démontrent I'exacerbation de la dysbiose par la prise d’antibiotiques
[147]. De méme, cette étude souligne lintérét de considérer la covariance des souches
bactériennes, qui co-diminuent/augmentent dans une MC [147]. La zone d’échantillonnage du
microbiote intestinal est également importante dans cette étude, qui montre que la composition du
microbiote du rectum et non celle des féces constitue un outil de diagnostic de la MC [147].

Decreased in IBD

Increased in IBD

Microbial Bifidobacterium sp. Protecbacteria
composition
Groups IV and XIVA Clostridium Escherichia coli,
adherent/invasivea
Faecalibacterium prausnitzii Fusobacterium species
Roseburia species Ruminococcus gnavusa
Suterella species Pasteurellaceae
Bacteroides Veillonellaceae
Saccharomyces ceravisiae Caudovirales
Clavispora lusitaniae
Kluyveromyces marxianus
Candida albicans
Candida tropicalis
Cyberlindnera jadlinii
Micrabial SCFAs, butyrate Auxotrophy
function Butanoate and propanoate Amino acid transport

metabolism
Amino acid biosynthesis

Sulfate transport
Oxidative stress

Type Il secretion system
Secretion of toxins

Figure 31. Changement majeurs de la composition du microbiote intestinal observé dans les MICI [77]

L'importance du microbiote intestinal dans les MICI est mise en avant dans une étude de
transfert de microbiote de patients MICI & des souris GF [148]. Ce transfert induit une réponse
immune chez ces souris, corrélée au degré de sévérité de la MICI et avec un nombre de
lymphocytes intestinaux Th17 et Th2 augmenté tandis que le nombre de lymphocytes Treg RORgt*
est diminué [148]. De plus, cette colonisation est & l'origine de I'exacerbation d’'un modéle de
colite de transfert de lymphocytes T naifs chez des souris Rag1-/-[148].

Les données disponibles sur les changements de composition des protozoaires chez les
patients MICI sont faibles et mitigées. Certaines études indiquent une diminution de Blastocystis
hominis chez les patients RCH par rapport & des individus sains, ou par rapport & des patients
RCH en rémission [77]. Une autre étude montre & l'inverse une diminution de B. hominis chez des
patients RCH actif par rapport & ceux en rémission [77]. De méme, I'effet de B. homonis n’est pas
encore tranché. Cette espéce est commune du microbiote intestinal mais est, dans le cadre d’une
infection, associée & une aggravation des symptdmes RCH et & une réduction de I'efficacité des
traitements [77].

61



Etude bibliographique

L'absence d’helminthes chez I'héte est associée au développement d’une MICI [73]. Les
helminthes possédent des propriétés immunorégulatrices, visibles par exemple chez Trichuris muris
et Heligmosoides polygyrus qui protégent des souris déficientes en NOD2 d’une inflammation, par
inhibition de souches bactériennes Bacteroides inflammatoires [73].

Chez les patients MICI, une hausse de I'abondance en Methanosphaera stadtmanae, & fort
potentiel immunogéne, et une diminution de l'abondance de Methanobrevibacter smithii sont
observés par rapport & des individus sains [77]. Ces changements pourraient étre corrélés a la
dysbiose bactérienne et & une modification de I'environnement nutritif [77].

Des analyses métagénomiques de patients MICI ont permis de mettre en évidence que
'avancement de la maladie est liée a une augmentation de la variabilité interindividuelle du
virome intestinal et & une diminution de sa diversité [78]. De méme, une augmentation de la
richesse des bactériophages et en particulier des Caudovirales est observée chez les patients MICI,
et est associée & une réduction de la diversité bactérienne [79,149]. La proportion de virus
eucaryotes augmente aussi chez les patients MICI, avec une augmentation des virus de la famille
des Herpesviridae [77]. Des différences entre RCH et MC sont néanmoins retrouvées : les patients
RCH présentent une diminution de 'abondance des familles virales Polydnaviridae et Tymoviridae
tandis que les patients MC présentent une diminution de Virgaviridae [77].

Plusieurs éléments soulignent I'importance du mycobiome dans les MICI. Différents génes de
susceptibilité & une MICI encodant la protéine 9 contenant le domaine de recrutement des
caspases (CARD9), la dectine 1, I'lL-23 et d’autres protéines des voies Th1 et Th17 sont liés & la
reconnaissance et a la réponse aux champignons [75]. Leur rdle dans les MICI est confirmé dans
plusieurs modeéles murins KO pour la dectine 1 ou CARD9, oU une susceptibilité accrue au
développement d’une colite induite au DSS et une concentration intestinale de champignons élevée
sont observés mais atténués suite & un traitement antifongique [75]. La dectine 1 a un effet
protecteur en contexte de colite par sa contribution dans la baisse de production des peptides
antimicrobiens ST00A8 et S100A9, engendrant la surabondance de Lactobacillus spp. qui
induisent la différenciation des lymphocytes en lymphocytes Treg [75].

Les résultats disponibles concernant les variations de mycobiome dans le cadre d’une MICI
sont hétérogénes [79]. Une dysbiose fongique accompagnée d’une réduction de la diversité du
mycobiome ont été toutefois observées, & la fois chez les patients MICI pédiatriques et/ou adultes
[77]. Le ratio Basidiomycota/Ascomycota est augmenté, en comparaison avec des individus sains
ou des patients en rémission [77]. Ce changement de ratio s’explique majoritairement par
I'augmentation de I'abondance de certaines espéces Candida comme C. albicans et une réduction
de celle de Saccharomyces cerevisiae [75,77]. C. albicans a été démontré comme exacerbant la
colite chez la souris [75]. De plus, la diminution de S. cerevisiae, visible dans les féces et biopsies
de patients MICI, est positivement corrélée & la réduction de plusieurs souches bactériennes des
genres Bifidobacterium, Blautia, Roseburia et Ruminococcus [75,77]. De maniére intéressante, une

62



Etude bibliographique

augmentation de la concentration d’anticorps ciblant S. cerevisiae (mais aussi d’autres
champignons) a été associé a la MC [75]. Les effets protecteurs d’une supplémentation en S.
cerevisiae ou C. albicans contre I'induction d’une colite par DSS peuvent compenser la perte des
fonctions des bactéries du microbiote déplétées par antibiotiques [75]. L'abondance d’autres
espeéces fongiques est également impactée dans une MICI et dépend de la nature de la maladie
[77]. Cependant, le faible nombre d’études ne permet pas de dégager une tendance générale,
que ce soit pour la RCH ou la MC.

Une dysbiose du bactériome intestinal est visible chez les patients MICI, avec des disparités
entre la RCH et la MC [112]. Les patients MC présentent des changements microbiens plus
important que les patients RCH, avec l'inflammation de [l'iléon comme acteur majeur de la
différence de bactériome entre ces maladies [112]. La diversité du microbiote intestinal est
réduite, avec une diminution de 'abondance de phyla tels que Firmicutes et une augmentation de
Proteobacteria [73,79].

Des espéces bactériennes pathogénes dont certaines souches adhérentes comme I'AIEC sont
augmentées, tandis que la diversité d’espéces bactériennes bénéfiques comme F. prausnitzii est
réduite chez les patients MICI [83,110,112,150]. De méme, la proportion de plusieurs bactéries
productrices d’AGCC comme Roseburia ou Phascolarctobacterium est diminuée chez les patients MC
[73,112]. Les bactéries proliférant le plus dans une MICI sont aérotolérantes (aérobies ou
anaérobies facultatives) et tolérent 'augmentation du stress oxydant environnant [83,151,152]. En
ce sens, une augmentation transitoire des bactéries d'un clade de Ruminococcus gnavus est
observée chez les patients MICI. Ces bactéries possédent en effet des génes impliqués dans la
réponse au stress oxydant en plus d’autres génes dont certains sont liés a I'utilisation des mucines
[152]. Parmi les bactéries a caractére pro-inflammatoire, la souche Klebsiella pneumoniae isolée
d’un patient MC et membre de la famille Enferobacteriaceae, induit expérimentalement une colite
a forte réponse immune Th1 [83]. A noter aussi que certaines souches Enferobacteriaceae couvertes
d’lgA sont associées aux spondyloarthrites associées a la MC et induire chez la souris une colite
[142]. Un certain nombre de bactéries réductrices de sulfate comme Desulfovibrio sont par ailleurs
augmentées en MICI, ce qui peut contribuer & l'inflammation de la muqueuse par impact de la
production de sulfure d’hydrogéne sur les CEl [74]. Une autre bactérie pathogéne nommée
Prevotella intestinalis a démontré une exacerbation de la susceptibilité & une colite aigué induite
au DSS suite & sa colonisation chez des souris exemptes d’organismes pathogénes spécifiques
(SPF), accompagnée d’une augmentation de TNF-a et d’IL-6 dans le célon distal ainsi que du
recrutement de neutrophiles dans la lamina propria [153].

Certains travaux montrent de maniére surprenante un effet protecteur de l'infection &
Helicobacter pylori contre le développement de maladies dont les MICI, & travers I'induction d’une
tolérance immunitaire et d’une limitation de la réponse immunitaire [73]. Les effets protecteurs
peuvent également s’exercer par ciblage de bactéries pathogénes telles que certaines espéces
Candida inductrices de colite, inhibées par la production du peptide antimicrobien CRAMP (pour
« cathelicidin-related antimicrobial peptide ») par la bactérie Bacteroides thetaiotaomicron [142].
D'autres bactéries possédent des effets protecteurs contre les MICI comme certaines souches
Clostridia dont la colonisation chez des souris est associée & une résistance a I'induction d’une colite
par stimulation du développement de lymphocytes Treg [142]. De méme dans des modéles de
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colite chez la souris, les Lactobacillus améliorent la maladie & travers une induction de la
différenciation des lymphocytes Treg et une diminution de la perméabilité de la muqueuse
[105,139]. Outre ces souches, une des espéces bactériennes les plus connues pour ses effets
bénéfiques est F. prausnitzii, qui produit une molécule anti-inflammatoire microbienne efficace
pour prévenir du développement d’une colite sévére ou modérée induite & I'acide sulfonique
dinitrobenzéne (DNBS) ou au « dextran sodium sulfate » (DSS) chez la souris [94,98-100].
L'administration orale de souches vivantes F. prausnitzii A2-165 ou de son surnageant réduit aussi
la sévérité d’une colite induite au « 2,4,6-trinitrobenzenesulphonic acid » (TNBS) chez la souris
[95,97]. Dans un modéle d'inflammation chronique de bas grade induite au DNBS, I'administration
de F. prausnitzii ou son surnageant ont un effet bénéfique sur la BEl en diminuant la perméabilité
et les concentrations de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-6 [154]. De par ses propriétés, F.
prausnitzii se révéle étre un bon marqueur prédictif de I'évolution des MICI. Le risque de
récurrence de la MC iléale aprés chirurgie est en effet plus élevé si la concentration de F.
prausnitzii dans la muqueuse intestinale est faible [73,74,94]. Sa proportion faible dans des
résections de muqueuse MC iléale est de méme associée & une récurrence endoscopique & 6 mois

[97].

L'utilité de la caractérisation du microbiome intestinal se situe non seulement dans le suivi
d’une MICI, mais également dans son diagnostic. Une étude a ainsi montré que des méthodes de
diagnostiques basées sur le microbiome permettent d’identifier des patients MICI pédiatriques,
dont le diagnostic est connu pour étre difficile du fait de la non-spécificité de leurs symptdmes
rencontrés [152]. Cette classification selon le microbiome s’avére intéressante en complément des
techniques préexistantes de détection d’'une MICI (endoscopie, examen histologique...) [152].

2) Changement du métabolisme

Les changements avérés de composition du microbiote impactent directement ses fonctions,
et donc en paralléle potentiellement I’héte (Figure 31). Une étude suggére méme que I'altération
dans les MICI du métabolisme du microbiote est plus grande que celle de sa composition, avec
12% des voies analysées modifiées contre 2% des genres bactériens [155]. Les patients MICI
rapportent une faible tolérance aux aliments fermentables riches en fibres [156]. Ceci va de pair
avec la diminution de génes du microbiote fécal de patients MICI liés au métabolisme de glucides
complexes [110]. Une altération de la transcription du microbiote est observée dans les MICI, &
travers une diminution de génes induisant une modification des voies métaboliques [151]. En plus
du métabolisme des glucides, la voie de biosynthése des acides aminés est diminuée chez les
patients MICI en faveur des voies de virulence, de I'assimilation de nutriments, du métabolisme
d’acides aminés composés de soufre et de la prise en charge du stress oxydant [79,139,152]. Les
MICI sont en effet associées & une augmentation de la production d’espéces réactives de
'oxygéne (ROS) et d’espéces réactives de |'azote qui sont & I'origine d’un stress oxydant pour les
CEl et le microbiote intestinal [152]. La production d’AGCC est par ce biais impactée, avec une
diminution de la concentration du butyrate et du propionate associée & une augmentation de
lactate chez les patients MICI [111]. L'augmentation de lactate est corrélée dans la littérature
avec une augmentation du risque de diarrhée et d’inflammation de la muqueuse [111].
L'altération des voies enzymatiques microbiennes en MICI impacte le métabolisme des acides
biliaires de I'héte [79]. Le potentiel de déconjugaison des acides biliaires et de biotransformation
du microbiome des patients MICI est diminué, entrainant une proportion plus élevée d’acides
biliaires conjugués que déconjugués dans les selles des patients MICI [136].
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e Le microbiote intestinal est composé d’une diversité de micro-organismes dont les
ensembles les plus prépondérants sont le bactériome, le virome, le mycobiome,
I'archéome et les parasites intestinaux.

e L’abondance, la composition et I'activité du microbiote dépendent de gradients
physico-chimiques : pH, taux d’oxygéne, vitesse de transit, mais aussi de facteurs
environnementaux comme la disponibilité en nutriments. Les micro-organismes
s'influencent aussi, dans une interaction allant du mutualisme & la compétition.

e Une dysbiose intestinale est associée a la survenue des MICI. La composition et la
fonctionnalité du microbiote est altérée, avec une diminution de micro-organismes
bénéfiques comme F. prausnitzii ou S. cerevisiae, et I'augmentation de pathogénes
comme I'AIEC et C. albicans. Ces modifications entrainent une exacerbation de
I'inflammation et une reprogrammation métabolique du microbiote en faveur de
la prise en charge de cette inflammation, au détriment d’autres fonctions
importantes pour I'hdte comme la fermentation de glucides complexes et la
production d’acides biliaires secondaires.

1) Composition

Le systéme immunitaire intestinal, appelé également tissue lymphoide associé a l'intestin
(GALT), représente un organe lymphoide secondaire jouant un rdle important dans la prise en
charge d’antigénes et le développement d’une réponse immune au sein de lintestin [138]. I
s'organise en 3 couches dépendantes de la localisation de ses composantes dans I'intestin : le
GALT peut étre retrouvé au coceur de I'épithélium intestinal, dans la lamina propria ou dans des
follicules lymphoides comme les plaques de Peyer (Figure 32) [27,157]. Parmi ces localisations,
I’épithélium et la lamina propria font partie des sites effecteurs de I'immunité intestinale tandis que
les autres sites sont dits inductifs [158].
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Figure 32. Architecture de l'intestin et représentation de cellules immunes [158]

Les follicules lymphoides sont répartis tout le long de l'intestin, en particulier & I'extrémité
terminale de l'iléon ou ils forment des agrégats nommés plaques de Peyer (Figure 32) [157]. Le
cdlon posséde également des structures similaires sous forme de patchs caecaux et coliques
comprenant des petits agrégats lymphoides de tailles variables, dont les plus grands sont appelés
des follicules lymphoides isolés (ILF) [159]. Plus précisément, les follicules lymphoides sont situés
dans la muqueuse et sous-muqueuse, entourés d’un épithélium associé aux follicules qui comprend
des cellules M [159]. Un ddéme sous-épithélial est retrouvé en dessous, concentrant des cellules
dendritiques et des cellules immunes adaptatives [159]. Au contraire de ces follicules, les plaques
de Peyer ne sont pas encapsulées et contiennent des centres germinatifs (clusters de lymphocytes B
en maturation et prolifération) [159]. Les plaques de Peyer représentent la source principale de
plasmablastes résidents sécréteurs d’IgA, tandis que les patchs caecaux jouent un réle dans la
génération de plasmocytes sécréteurs d’IgA migrant dans le célon en réponse au microbiote
intestinal [159]. Les ILF contiennent quant & eux essentiellement des lymphocytes B et des centres
germinatifs [159].

De méme, des ganglions lymphatiques mésentériques sont présents dans l'intestin et
drainent de maniére différenciée chaque partie de l'intestin (Figure 33) [157,159]. Le systéme
lymphatique intestinal se distingue en deux compartiments distincts, avec un compartiment drainant
la couche musculaire et I'autre la muqueuse jusqu'a atteindre le coeur des villosités [159]. La
vascularisation lymphatique est importante pour drainer et éliminer les antigénes et les leucocytes
des sites d’inflammation [71].
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Figure 33. Drainage lymphatique de I'intestin [159]

La composition en cellules immunes varie non seulement en fonction de la couche considérée
mais également selon le segment d’intestin [7]. Le célon proximal est peuplé d’une part importante
de lymphocytes T CD8* et B CD19* alors que le cdlon distal et le rectum sont enrichis en
lymphocytes T CD4* en majorité producteurs d’IL-17, et de cellules sécrétrices d’anticorps [7,159].
Le cdlon transverse présente un nombre important de lymphocytes Y3 et de cellules Natural Killer
(NK) [7]. Tout le long de l'intestin sont retrouvés des macrophages, tout comme des plasmocytes
pour la plupart sécréteurs d’IgA [159].

L’épithélium contient essentiellement des cellules immunes adaptatives comme des
lymphocytes intra-épithéliaux (LIE) situés entre les CEl (10-15 lymphocytes pour 100 CEl), et des
cellules NK [38,157,159]. Les LIE comportent des lymphocytes conventionnels GBTCR* (TCR pour
récepteur des lymphocytes T) dont 34 de lymphocytes T CD8a [B* (des lymphocytes T CD8+
mémoires effecteurs résidents des tissus) et des lymphocytes T CD4af*, mais aussi des
lymphocytes T non conventionnels CD8aa* dont TCRyd* ou QRTCR* et des cellules NK
[36,38,159]. Les LIE sont plus abondants dans l'intestin gréle que dans le célon [159]. Chez la
souris, les LIE du cdlon les plus abondantes sont CD4+ et CD8AR* [159]. Cette localisation permet
aux cellules immunes d’étre en interaction étroite avec les CEl environnantes [36]

En dessous de I'épithélium intestinal, la lamina propria constitue un réservoir de cellules
dendritiques, de lymphocytes T mémoires effecteurs CD8* sinon majoritairement des lymphocytes T
CD4*, de lymphocytes B et de macrophages résidents non migratoires en majorité M2 [38,157].
Elle contient également des cellules stromales et des ILC [38]. Les lymphocytes CD4™ retrouvés
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dans la lamina propria présentent une grande diversité, avec entre autres des lymphocytes IL-27,
IL-17%, Treg dont des lymphocytes FOXP3- Tr1 [159].

2) Systeme immunitaire inné

Le systéme immunitaire inné est la premiére ligne de défense de lintestin contre des
pathogénes (Figure 34) [160]. La réponse immune engendrée est non spécifique et ne confére pas
d’immunité durable [160]. Les acteurs impliqués dans celle-ci sont des macrophages, neutrophiles,
cellules dendritiques et NK, ILC, des basophiles mais aussi les CEl et des myofibroblastes [161]. La
détection de micro-organismes pathogénes, microbiens ou fongiques par exemple, est effectuée
par des PRR comme les TLR et les récepteurs cytoplasmiques de type NOD [160]. Une cascade
signalétique est enclenchée suite a détection, pour aboutir & I'activation de NF-KB qui entraine la
transcription et la production de médiateurs pro-inflammatoires, 'assemblage d’inflammasomes et
I'activation de voies de réparation épithéliale [79,160].
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Figure 34. Immunité intestinale innée et adaptative avec les principales cellules immunes impliquées et leur impact
fonctionnel [9]

a) Neutrophiles

Les neutrophiles (ou leucocytes polymorphonucléaires) sont d’importantes cellules de
I'immunité innée représentant prés de 50-60% des leucocytes de la circulation sanguine [162].
Ces cellules peuvent étre recrutées par des monocytes résidents de l'intestin jusqu’aux sites
d’inflammation par production de chemokines [162]. Les neutrophiles possédent des PRR dont la
plupart des TLR excepté TLR3, et contribuent & la défense contre des pathogénes microbiens par
une variété de fonctions qui comprennent la phagocytose et la dégranulation [162,163]. Le
contact de pathogéne avec les neutrophiles induit la génération massive de ROS et la libération
de granules qui contiennent des peptides antimicrobiens comme des cathelicidines, la
myéloperoxidase, des enzymes hydrolytiques dont des lysozymes, des phospholipases cationiques
et des chélateurs de métaux comme la lactoferrine [162]. De maniére intéressante, les neutrophiles
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peuvent aussi séquestrer des pathogénes dans des structures appelées des pieéges extracellulaires
des neutrophiles [162].

b) Cellules NK

Les cellules NK sont des cellules immunes innées CD3-CD56" présentes dans le GALT [36].
Les cellules NK de la muqueuse intestinale se distinguent des cellules NK conventionnelles par leur
expression du facteur de transcription RORC, un récepteur C orphelin apparenté aux récepteurs
de I'acide rétinoique, d’'IL17RA , de NKp44 et de NKp46 [159]. Leur production d'IL-22 contribue
& la survie des CEl par modulation de leurs génes [36]. Elles jouent également un réle dans la
réponse immune contre une infection intestinale, via I'interaction de leurs TLR tels que TLR2, TLRS3,
TLR4 et TLRY avec les pathogénes [36]. Les cellules NK sécrétent de I'IFN-y qui active les cellules
myéloides pour favoriser la phagocytose et I'élimination des pathogénes [36].

c) Cellules dendritiques

Deux sous-types de cellules dendritiques (DC) sont majoritaires : les plasmacytoides pDC et
les conventionnelles myéloides ¢DC [158]. Tous deux sont retrouvés aux sites effecteurs et
inducteurs du GALT [158]. Parmi les cellules dendritiques conventionnelles, 4 sous-groupes sont
distingués chez la souris sur la base de leur expression de CD103 (appelée aussi intégrine OE) et
CD11b [159]. Les cellules dendritiques CD103+*CD11b- constituent le sous-groupe majoritaire du
cdlon, et leurs rdles restent encore & étre précisés tout comme celui des autres sous-groupes [159].
Les pCD semblent étre restreints & l'intestin gréle chez la souris, hors recrutement au célon en
réponse & une infection/inflammation [159]. Chez la souris, les pCD ne rejoignent pas les
ganglions lymphatiques mésentériques mais stimulent la migration des cDC dans la lymphe en
réponse & I'action de TLR7 et/ou TLR8 [159].

Les DC sont d’importantes cellules présentatrices d’antigénes (APC) ayant la capacité a la
fois d'interagir directement avec le microbiote intestinal via des TLR, par extension de leurs
dendrites & travers les TJ jusqu’au lumen, mais aussi indirectement en prenant le relai des cellules
M qui ont au préalable pris en charge des micro-organismes [164]. Suvite & I'acquisition des
antigénes du microbiote, ces cellules migrent aux ganglions mésentériques [38]. Les DC détectent
non seulement les produits du lumen mais aussi les fragments de cellules apoptotiques [158]. Elles
sécretent des cytokines et des molécules de co-stimulation contribuant a la détermination du type
de réponse immunitaire mise en place (Th ou Treg) par activation de lymphocytes T naifs et/ou
mémoire [158,164]. Ainsi, les DC participent également & la tolérance des antigénes alimentaires
et des organismes commensaux [38]. En ce sens, des travaux ont montré la potentielle liaison
sélective du polysaccharide A dérivé de B. fragilis aux TLR2 des pDC, qui méne & la génération
de lymphocytes T producteur d'IL-10 [159]. De ce fait, les cellules dendritiques contrélent en
partie l'interaction entre I'immunité innée et adaptative [71].

d) Cellules lymphoides innées

Les ILC sont des cellules effectrices hématopoiétiques résidentes des tissus dérivant d’un
progéniteur commun exprimant Id2 et partageant comme caractéristiques : une morphologie
lymphoide, une lignée cellulaire négative (CD3-, B220-, GR1-, CD11b-, Ter119-) et I'absence de
récepteurs d’antigénes RAG-dépendant [161,165]. Trois groupes d’ILC sont recensés [161]. Le
premier groupe d’ILC est constitué des ILC1 et se définit par sa capacité & produire des cytokines
associées aux cellules Th1 dont IFN-y [161]. Le deuxiéme groupe d’ILC composé des ILC2 se
caractérise par sa production de cytokines Th2 comme IL-5 et IL-13, mais aussi par I'influence &
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laquelle sont soumises ces cellules qui est exercée par l'activité alimentaire dépendante du rythme
circadien lui-mé&me sous contréle du peptide intestinal vasoactif (VIP) [159,161]. Enfin, le troisieme
groupe d’ILC représenté par les ILC3 et leurs précurseurs de type cellules inductrices des tissus
lymphoides (LTi) sécrétent des cytokines de type Th17 comme IL-17 et IL-22 [161]. Ce troisiéme
groupe présente dans 'intestin gréle différents sous-types par rapport au cdlon [159]. D’intérét,
les ILC3 peuvent inhiber la réponse immunitaire Th17 aux bactéries filamenteuses segmentées
[159].

e) Macrophages

Les macrophages sont les leucocytes majoritaires de la lamina propria intestinale et sont
dérivés de monocytes sanguins différenciés localement par un contréle de I’environnement
muqueux [159]. Ces cellules assurent des fonctions multiples comme la phagocytose et la
dégradation de débris cellulaires et de micro-organismes, ainsi que la production de médiateurs
stimulant le renouvellement cellulaire [159]. lls sont divisés en plusieurs phénotypes, M1 et M2, se
distinguant selon les stimuli présents dans leur microenvironnement local (Figure 35) [1]. Les
macrophages de type M1 se développent en présence d'IFN-y, de cytokines ou de stimuli
microbiens comme le LPS [166]. lIs permettent de lutter contre les pathogénes par la production
de cytokines pro-inflammatoires et par un renforcement de I'activité antimicrobienne [167]. Les
macrophages M2 présente plusieurs sous-catégories selon les stimuli rencontrés (Figure 35) [167].
lIs sont toutefois assimilés de maniére globale (hors M2d) & un phénotype anti-inflammatoire, avec
la production de médiateurs pro-résolutifs comme la résolvine D5 ou la protectine D1 [167]. Leur
production d’IL-10 contribue également & prévenir de I'inflammation et favorise la survie et les
fonctions de lymphocytes Treg de la muqueuse [159].

Phenotypes Stimuli Markers Functions References

Human monocytes/macrophages

M1 IFN-y, LPS, GM-CSF, CXCL9, IL-12 high/IL-10 low, INOS, IL-6, Pro-inflammation, microbicidal 126-81127.63.106
TNF-a CD80, CD86, TNF-a effect, tumor resistance

M2a IL-4, IL-13 CCL17, IL-1R, CD206, Dectin-1, IL-10, Anti-inflammatory, wound healing 126-863105,141
DC-SIGN

M2b LPS+IC, IL-15+IC CCL1, IL-10 high/IL-12 low, TNF-a, Immunoregulation, promoting 12,6=8,11.27 39416375,
CD86, IL-6 infection, tumor progression AL

M2c IL-10, Glucocorticoids CXCL13,CD206, CD163,1L-10, TGF-4, Immunosuppression, phagocytosis, 16-8.63
MerTK tissue remodeling

M2d LPS+AZR ligands, IL-6 VEGF, IL-10, TGF-# Tumor progression, angiogenesis S

Mouse monocytes/macrophages

M1 IFN-y, LPS, GM-CSF, CXCLY, IL-12 high/IL-10 low, INOS, IL-6, Pro-inflammation, microbicidal 1268112683
TNF-a CD80, CD86, TNF-a effect, tumor resistance,

M2a IL-4,1L-13 CCL17,IL-1R, Dectin-1, IL-10, Arg-1, Anti-inflammatory, wound healing, 12483143
Chil3,FIZZ1

M2b LPS+IC, IL-18+IC CCL1, IL-10 high/IL-12 low, TNF-a, Immunoregulation, promoting 1268.114143.63.71.164
CD86, IL-6, LIGHT infection, tumor progression

M2c IL-10, Glucocorticoids CXCL13, CD206, CD163,1L-10, TGF-4, Immunosuppression, phagocytosis, 16863
MerTK, Arg-1 tissue remodeling

M2d LPS+AZ2R ligands, IL-6 VEGF, IL-10, TGF-4,iNOS Tumor progression, angiogenesis 1812.18.19.63

Figure 35. Description des différents types de macrophages chez I'Humain et la souris [168]

D’autres cellules immunitaires innées sont présentes dans I'intestin comme des lymphocytes T
invariants associés a la muqueuse (MAIT) et des lymphocytes NK invariants (iNK) qui, en cas
d’activation par des bactéries, induisent une activité cytolytique ou la production d’IL-4 et IFN-y
respectivement [159]. Une part importante d’éosinophiles est retrouvée dans la muqueuse
intestinale ou ils peuvent représenter jusqu’a 30% des cellules myéloides [159]. Leurs potentiels
réles intestinaux incluent le maintien du nombre de plasmocytes sécréteurs d’lgA, de cellules
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dendritiques CD103* et de lymphocytes T Treg FOXP3* dans la lamina propria de l'intestin gréle
par la production entre autres de TGF-B [36]. Des mastocytes sont également retrouvés dans
I'intestin, en majorité dans la lamina propria et la sous-muqueuse [159]. Leurs réles sont variés,
allant de la régulation de lintégrité, de la perméabilité de la BEl et du péristaltisme a la
détection de micro-organismes par des TLR dont TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6 [159,169].

3) Systeme immunitaire adaptatif

La réponse immune adaptative est a l'opposé de la réponse innée, par son haute
spécificité et son immunité durable [160]. Cette réponse est portée par les lymphocytes T et B qui
coopérent entre eux, mais aussi avec le systéme immunitaire inné, pour assurer une réponse
immune efficace (Figure 34) [160,161]. Suite & interaction entre un antigéne ou produit microbien
avec une APC, une cascade de signalisation pro- ou anti-inflammatoire active des populations de
leucocytes résidents et circulants afin qu’ils rallient le lieu d’inflammation [40]. La migration
s'appuie sur l'interaction entre les molécules d’adhésion des leucocytes, comme des intégrines
(0B2, 04B1,04B7 et QeP7), avec des molécules d’adhésion cellulaires exprimés & la surface des
cellules endothéliales [40]. Des chimiokines produites par les cellules endothéliales soutiennent aussi
cette migration en attirant les leucocytes [40]. La réponse immune engendrée dépendra du type
d’activation des lymphocytes.

a) Lymphocytes T

Les lymphocytes sont générés dans la moelle osseuse et achévent leur développement dans
le thymus avant de rejoindre la circulation sanguine (Figure 36) [?]. lls peuvent accéder & des
ganglions lymphatiques obu des APC vont les activer [?9]. Les lymphocytes vont alors rejoindre le
lieu d’inflammation via la circulation sanguine [?]. Au niveau de l'intestin, 'activation peut étre
directement effectuée dans la lamina propria ou les plaques de Peyer [9]. L'activation des
lymphocytes va engendrer leur différenciation, ce qui va déterminer le type de réponse
immunitaire locale induite [9]. Suite & la prise en charge des antigénes ou de l'inflammation, une
partie des lymphocytes deviennent des lymphocytes mémoires centraux, effecteurs ou résidents au
lieu de résolution (Figure 36) [9].
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Figure 36. Circulation des lymphocytes T dans l'intestin avec les lymphocytes T : mémoires centraux T, mémoires effecteurs
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o Lymphocytes Th
Les lymphocytes Th assurent une protection envers les organismes pathogénes de maniére
conjointe avec les lymphocytes T cytotoxiques et les lymphocytes B [170].

e Thi

Induits par I'lL-12 et I'IFN-y, les lymphocytes Th1 se caractérisent par leur importante
sécrétion d’'IFN-y, d’ll-2, de TNF-Q, de lymphotoxine O et d’IL-6 (Figure 34) [161,171,172]. lIs sont
a lorigine d’une immunité dite de type 1, caractérisée par une phagocytose importante
[172,173]. Celle-ci est associée a la prise en charge de pathogénes intracellulaires et I'élimination
de cellules cancéreuses [172—-174]. Les cytokines produites sont importantes dans la réponse
immunitaire engendrée. En effet, I'lFN-y induit 'apoptose des entérocytes et la libération de
TNF-a par les macrophages activés de la muqueuse [160]. Le TNF-a contribue aussi & la réponse
immunitaire en induisant la différenciation des cellules stromales en myofibroblastes et leur
production de MMP, qui digérent la membrane basale des entérocytes [160]. Cette digestion
participe & I'apoptose des CEl [160].

e Th2

Les lymphocytes Th2 sont induits par I'lL-4 et se démarquent par leur production d’IL-4, IL-
5, et 1I-13 [160,171]. L'IL-13 est par exemple connu pour son effet d’augmentation de la
perméabilité intestinale et d’induction de la différenciation et apoptose des entérocytes [160]. Les
lymphocytes Th2 stimulent une immunité de type 2 caractérisée par une production importante
d’anticorps permettant la prise en charge de parasites extracellulaires [172,174]. La réponse
immune induite impacte les autres réponses pro-inflammatoires, comme Th1 et Th17 qui sont
diminuées [78]. Elle induit aussi une protection par augmentation de la production de mucus par
les CEl et stimulation de la contraction musculaire lisse [78].
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e Thi7

Les lymphocytes se différencient en Th17 en présence d'IL-6, et TGF-3 et leur multiplication
est induite par I'lL-23 [160]. Ces lymphocytes sécrétent une quantité importante d’IL-17A, IL-17F,
IL-21 et IL-22 [74,160]. Ces cytokines jouent un rdle important en contexte inflammatoire, avec
'IL-17A induisant le recrutement de neutrophiles au site d’inflammation et I'augmentation de la
production de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1 [160]. L'IL-21 stimule quant & lui la
production de MMP par les cellules stromales et d’'une protéine chimiotactique de lymphocytes T
nommée MIP-30 (pour « macrophage inflammatory protein 3d ») par les CEl [160]. La réponse
immunitaire induite par les lymphocytes Th17 est liée & une réponse des neutrophiles et peut étre
déclenchée suite & détection de cellules apoptotiques infectées [174]. Elle contribue de méme &
I’élimination de bactéries extracellulaires et d’espéces fongiques pathogénes [160]. De plus en
plus d’intérét est par ailleurs porté sur un sous-type de lymphocytes appelé Th1 /Th17 (ou Th1-like
Th17), qui exprime a la fois I'lFN- y et I'lL-17A [160,170].

D’autres sous-types de lymphocytes, et donc réponses immunes, ont été identifiés et
peuvent contribuer & la pathogenése de maladies comme les MICI. Parmi ces nouveaux sous-types
sont retrouvés Th9, TH22 et les lymphocytes T folliculaires helper [161,175].

Les lymphocytes Treg forment un sous-ensemble de lymphocytes dont la différenciation est
soumise & l'influence de facteurs environnementaux et & des signaux du microbiote intestinal [79].
Une diversité de sous-populations est retrouvée chez les lymphocytes Treg : les lymphocytes Treg
naturels différenciés dans le thymus se distinguent des lymphocytes dits induits, différenciés en
périphérie [176]. Tout d’abord, les lymphocytes Treg CD4* naturels participent & la tolérance aux
auto-antigénes par différentes fonctions, dont la stimulation de cellules dendritiques tolérogénes et
la production d’IL-10 [177]. Les lymphocytes Treg induits (iTreg), générés en présence de TGF-f3
et d’acide rétinoique, contribuent & la tolérance des antigénes alimentaires et du microbiote
intestinal [178]. Un sous-type de iTreg nommé Tr1 a une activité immunosuppressive basée sur la
production d’IL-10 mais aussi sur I'inhibition de la production d’IL-13 et de TNF par des cellules
myéloides tout en supprimant la prolifération de lymphocytes effecteurs [179]. Un autre sous-type
d’iTreg, que sont les lymphocytes Th3 CD4* induits par TGF-3 ou par un antigéne, sécréte du TGF-
B pour exercer un effet suppresseur sur les lymphocytes Th1 et Th2 [176].

lIs contribuent & la maintenance de I'homéostasie intestinale en assurant la tolérance envers
les antigénes alimentaires et du microbiote intestinal commensal [160]. Leur action réside dans la
suppression de la prolifération, de I'activation et de I'activité des lymphocytes effecteurs [160]. Un
contréle de la réponse immunitaire innée est de méme assuré par les lymphocytes Treg [40].

b) Lymphocytes B

Les lymphocytes B sont générés dans la moelle osseuse tout comme les lymphocytes T &
partir d’un progéniteur commun lymphoide [180,181]. La maturation des lymphocytes B débute
dans la moelle osseuse puis continue dans le systéme immunitaire périphérique [181]. Les
lymphocytes B matures présentent des Ig & leur surface [180]. lls sont présents dans la circulation
sanguine et les lymphocytes B non activés résidents dans des ganglions lymphatiques et la rate
[182]. Les lymphocytes B circulants peuvent étre activés par des lymphocytes T qui vont induire
leur entrée dans des follicules ouU ils vont proliférer et se différencier en plasmocytes sécréteurs
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d’anticorps et en lymphocytes B mémoires [182]. L'activation des lymphocytes B peut également
étre indépendante des lymphocytes T. Les anticorps sécrétés sont spécifiques d’antigénes donnés
et constituent un mécanisme de défense contre des micro-organismes [73,182]. Au sein de l'intestin,
les lymphocytes B produisent des IgA pouvant migrer jusqu’au lumen via le récepteur d’lg
polymérique (plgR) ou ils vont neutralisation les pathogénes par séquestration dans le mucus [27].
La présence du microbiote intestinal s’avére importante car la production d’IgA sécrétoires et
I'augmentation de I'expression de plgR dans le cdlon en dépendent [159].

En plus de leur fonction de présentation d’antigénes et de sécrétion d’anticorps, les
lymphocytes B jouent un réle dans I'établissement de la tolérance et la régulation de la réponse
immunitaire [183]. Les lymphocytes Breg constituent un groupe récent et hétérogéne de
lymphocytes B & propriétés régulatrices. Il reste encore & ce jour a clarifier I'induction de ces
cellules, et & déterminer des marqueurs spécifiques des Breg pour approfondir leur étude [183].
Une caractéristique commune aux lymphocytes Breg est leur production de facteurs
immunosuppresseurs tels que I'lL-10, TGF-3 et I'lL-35 [183]. Ces facteurs contribuent & induire la
différenciation des lymphocytes T en Treg [109].

La présence de lymphocytes exprimant la choline acétyltransférase (ChAT) capables de
synthétiser de I'acétylcholine, a été observée dans l'intestin [184,185]. Toutefois, leurs fonctions
dans l'intestin restent & ce jour & préciser. La production de ChAT par les lymphocytes est induite
par activation cellulaire comprenant la liaison aux PRR ou aux TCR [185]. Les lymphocytes ChAT*
sont par exemple stimulés svite & Iactivation des récepteurs adrénergiques des cellules
dendritiques [184]. Dans [lintestin, la majorité des lymphocytes ChAT* possédent des
caractéristiques similaires aux lymphocytes Th17 comme la co-expression d’IL17A, d’'IL22 et RORC
[185]. Des souris KO en lymphocytes ChAT* présentent un nombre réduit de peptides
antimicrobiens dans la muqueuse du jéjunum et une augmentation de la diversité microbienne
intestinale [185]. En absence de ces lymphocytes, I'expression d’iNOS par les CEl est également
diminuée [185]. Ainsi des données suggérent le réle des lymphocytes ChAT* dans la réponse aux
micro-organismes [185].

4) Modification du systeme immunitaire en MICI

Plusieurs génes de susceptibilité aux MICI sont associés aux réponses immunitaires innée et
adaptative comme le locus ILT10, ATG16L1 et IRGM [159]. ATG16L1 et IRGM sont deux génes
impliqués dans I'autophagie [71]. De maniére intéressante, les déficiences de génes restreintes
aux cellules CD11c* montrent une régionalité des atteintes [159]. Un KO spécifique de la
signalisation du récepteur a I'lL-10 chez les macrophages entraine une colite, alors que des souris
KO spécifiquement pour les cellules CD11c* du facteur 6 associé au récepteur du TNF
développent une inflammation de type Th2 uniquement dans lintestin gréle [159]. Le
polymorphisme des génes des récepteurs de type immunoglobuline tueur (KIR) a été montré
comme impliqué dans la susceptibilité & la MC, avec le génotype KIR2DL3/HLA-C1 associé & la
MC et le KIR 2DL5/2DS1 associé & la RCH [159].

Un dysfonctionnement du systéme immunitaire est observé en MICI, que ce soit par une
activation anormale de mécanismes effecteurs, par défaut de mécanismes anti-inflammatoires ou

74



Etude bibliographique

par une insuffisance de la défense contre des pathogénes [160,175]. La résultante de ces
dérégulations engendre une inflammation intestinale accrue et chronique [160]. La fréquence des
populations immunitaires est en paralléle impactée (Figure 37).

Un des premiers signes d’inflammation est l'infiltration de neutrophiles dans la muqueuse
intestinale, qui persiste en présence de I'inflammation au cours de la MICI [71]. Les neutrophiles
contribuent aux MICI par des dommages tissulaires, la dérégulation de la BEl et & la persistance
de l'inflammation [71]. Le systéme immunitaire inné est ainsi impacté, avec également la présence
d’une perturbation de la balance des cellules NK NKp44*NKp46- et NKp44-NKp46* de la
muqueuse intestinale dans la MC qui est associée & une production d’IFN-y [70]. Les cellules NK
peuvent étre ciblées dans la MC par un traitement utilisé en RCH qui est le 6-mercaptopurine et
par lequel en RCH une apoptose des cellules NK est observée [159]. Cette déplétion peut
potentiellement limiter I'inflammation [159]. D'autres cellules de I'immunité innée sont modifiées
dans les MICI. Les cellules dendritiques s’accumulent dans la lamina propria intestinale des patients
MICI, ce qui impacte le trafic de cellules immunitaires au niveau des follicules lymphatiques et donc
I'activation de la réponse immunitaire [6]. Une augmentation de I'expression des TLR2 et TLR4 des
cellules dendritiques est observée dans les MICI, accompagnée d’une production plus élevée d’IL-
12 et d'IL-6 [71]. Dans un modéle murin de colite induite par infection pathogéne, les ILC sont par
ailleurs associées a la production d’'IL-23 et d’'IL-17 [70]. Toujours chez la souris dans le cadre
d’une colite induite au DSS, les macrophages M1 sont associée a la pathogenése de la colite alors
que les macrophages M2 contribuent & sa résolution [1].

Les cellules de I'immunité adaptative sont également altérées dans les MICI. Un sous-type
de lymphocytes T CD4+ exprimant NKG2D produit dans la MC de I'lL-17 et de I'lL-22 [70]. A
noter que des anticorps dirigés contre NKG2D montrent des résultats prometteurs avec I'induction
d’'une rémission clinique chez certains patients atteints de la MC [159]. Par qilleurs, une
augmentation du nombre de lymphocytes T produisant de I'lL-9 est observée pour les patients
atteints de RCH mais aussi chez des souris atteintes de colite induite par oxazolone, suggérant
I'implication de lymphocytes Th9 dans le développement de cette colite et de la RCH [71].
L'exacerbation des réponses immunitaires s'avére globale car elle entraine aussi une
augmentation des lymphocytes Treg dans la muqueuse intestinale des patients MICI [160]. Le
nombre de cellules immunitaires mémoires résidentes de l'intestin augmente en paralléle, ce qui
pourrait contribuer & l'augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires et
participer aux épisodes de poussées inflammatoires rencontrés par les patients MICI [9]. La
concentration de cytokines et de médiateurs pro-inflammatoires comme I'IFN-y, le TNF-Q et la
PGE2 est en effet augmentée dans l'intestin des patients MICI [92,186,187]. La concentration
intestinale d’IL-21 est plus élevée chez les patients atteints d’'une MC et dans des modéles murins
DSS et TNBS de colite [71]. L'augmentation d’IL-21 favorise une signalisation Th1 et la production
d’IFN-y [71]. De méme, I'expression d’IL-22 est augmentée dans les tissus inflammés dans la MC,
mais est diminuée dans la RCH [71]. Par dilleurs, la concentration d’anticorps est impactée dans les
MICI. Un auto-antigéne de I'épithélium colique a été décrit dans la RCH et est reconnu par les
anticorps IgG liés au tissu [71]. Cet auto-antigéne est aussi retrouvé dans des zones du corps
comme la peau, les yeux, les articulations qui sont des zones typiques des symptdmes extra-
digestives rencontrés dans la RCH [71]. Ces résultats suggérent I'existence d'une réponse
immunitaire engendrée par des anticorps qui pourrait étre & l'origine de symptémes & la fois
digestifs mais aussi extra-digestifs [71]. De maniére intéressante, la production d’anticorps

souligne linteraction du systéme immunitaire avec les micro-organismes. Ainsi, la présence
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d’anticorps dirigés contre S. cerevisiae, la flagelline et la protéine C de membrane externe d’E.
coli est associée a la MC [71].

L'altération de la fréquence des populations immunitaires observée dans les MICI pourrait
étre en partie expliquée par une défaillance de I'apoptose de ces populations [71]. En effet, les
lymphocytes T de la muqueuse sont dans la MC résistantes & 'apoptose [71]. De plus, ces
lymphocytes T de la muqueuse se propagent plus vite dans la MC qu’en condition contréle [71]. La
prolifération des lymphocytes T peut étre en partie due par une perte d’'un mécanisme de
régulation basé sur I'action du géne suppresseur de tumeur nommé TP53 [71]. En complément,
I'expression du géne de I'inhibiteur d’apoptose survivine est augmentée en MC pour les
lymphocytes T [71].

Non seulement les populations immunitaires mais aussi le systéme lymphatique et le systéme
sanguin sont impactés dans les MICI. Ceci est visible a travers I'augmentation du facteur de
croissance endothéliale vasculaire (VEGF-)A dans le plasma et la muqueuse des patients MICI
[71]. En ce sens, le peptide anti-angiogénique ATN-161 diminue la sévérité d’une colite chez des
souris KO pour I'lL-10 [71]. A linverse pour le systéme lymphatique, I'administration du facteur
pro-lymphangiogénique VEGF-C protége les souris du développement d’une colite aigué ou
chronique, par recrutement de cellules immunitaires et par migration des bactéries des tissus
inflammés aux ganglions drainants [71].

La MC a longtemps été considérée comme une maladie majoritairement Th1 tandis que la
RCH était associée & un profil Th2 [160]. L'inflammation transmurale observée dans la MC serait
due & une réponse immunitaire Th1 et Th17 excessives, induite par la production d’IL-12, IL-18, II-
23 et TGF-B par les APC et macrophages [40,160]. Cette inflammation serait alors auto-
entretenue par les réponses Th1 et Th17 qui aménent & la production d’'IL-17, IFN-y et TNF-Q
stimulant les APC, macrophages mais aussi les cellules endothéliales [40]. Des études montrent par
ailleurs une augmentation de la différenciation Th17 chez les patients MICI, avec une expression
élevée d’IL-17A et d’IL-21 dans la muqueuse intestinale des patients MC et RCH [40,160]. La RCH
est quant & elle associée & une réponse immune de type Th2 régulée par IL-5, IL-13 et TGF-B qui
sont présents en concentration élevée [2]. Cette réponse immune stimule I'activation des
lymphocytes B et des lymphocytes T Natural Killer (NKT) qui produisent de I'lL-13 [6]. L'IL-13
s’avére important dans la RCH, car sa diminution par un traitement avec I'IFN-B1a est associée &
une amélioration des symptdmes cliniques de patients atteints d’'une RCH [159]. Aujourd’hui, de
plus en plus d’études nuancent ces affirmations et montrent un profil dynamique de la réponse
immunitaire [161]. En effet, de récents travaux ont démontré le réle pathologique de I'lL-22 et I'IL-
9 favorisant I'inflammation dans des modéles de colite murine, mais dans le cas de I'lL-9, ces
résultats sont controversés car I'lL-9 a également des effets protecteurs en inhibant la sécrétion
d’IFN-y et d’IL-17A [175,188]. En particulier, les cellules Th1-like Th17 témoignent de la plasticité
des lymphocytes T par leur capacité de transdifférenciation en condition inflammatoire, ce qui
contribue & la pathogenése des MICI [170].

L'importance du systéme immunitaire dans les MICI est telle qu’il fut pendant longtemps la
cible privilégiée de la mise au point des stratégies thérapeutiques. L'usage d’anticorps anti-TNF-a
constitue encore aujourd’hui la référence comme traitement pour la prise en charge des MICI, et ce
malgré des effets secondaires notables comme le risque de tuberculose [159]. Concernant leurs
effets, le traitement anti-TNF augmente le nombre de lymphocytes T Treg FOXP3* dans la
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muqueuse de patients pédiatriques atteints d’'une MC et inverse I'apoptose des lymphocytes Treg
FOXP3* dans la muqueuse de patients adultes avec une MICI active [71].
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Figure 37. L'immunopathogénése des MICI et les acteurs associés immuns et non-immuns [71]

Le systéme immunitaire intestinal

o Appelé GALT, le systétme immunitaire intestinal se caractérise par sa diversité
d’acteurs cellulaires de I'immunité innée et adaptative répartis tout le long de
I'intestin, et dans les différentes couches tissulaires.

e De maniére intéressante, le microbiote intestinal, les CEl et les cellules
endothéliales sont également acteurs de la réponse immunitaire et ce, de maniére
directe ou indirecte.

e Une réponse immunitaire & dominante Th1/Th17 est classiquement associée a la
MC, et & dominante Th2 pour la RCH. Ces assignations sont toutefois sujettes &
débat de par la capacité de transdifférenciation des lymphocytes qui témoigne
de leur plasticité. Aujourd’hui de nouveaux profils immunitaires dans les MICI
comme les ThQ et Th22 sont & I'étude.
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E. Systéme nerveux entérique

1) Innervation extrinséque : axe intestin-cerveau

Les fonctions principales du tractus Gl comme la motilité, la sécrétion, la vasorégulation
sont sous contréle du systéme nerveux autonome qui comprend le contréle extrinséque de l'intestin
par des composantes sympathiques et parasympathiques (Figure 38) [189]. Ces deux systémes
comportent des fibres nerveuses efférentes projetant vers le tractus Gl et des fibres afférentes
projetant vers le systéme nerveux central via le tronc cérébral et la moelle épiniére. Dans ce
cadre, le SNE assure I'innervation intrinséque de I'intestin [30].

Brainstem

Nodose ganglia

Vagal Nerve

Sympathetic chain

Celiac Ganglia

i
Superior Mesenteric Ganglia M |
- — \_/‘\\J‘

“FA
a
o
Small intestine

Inferior Mestenteric Ganglia

Spinal Cord

$00000000000000@

Pelvic nerve

Large intestine

Afferent Efferent

nerves nerves

Figure 38. Innervation extrinséque du tractus Gl [30]

Les neurones sympathiques sont répartis dans 'ensemble des couches de I'intestin et le long
du tractus Gl [189]. L’innervation sympathique du célon distal et du rectum passe notamment par
les nerfs pelviens (Figure 38) [30]. La signalisation sympathique est assurée par des
catécholamines comme la dopamine, I'épinéphrine (ou adrénaline) et la norépinéphrine (NE, ou
noradrénaline) qui agissent sur des récepteurs O ou [ adrénergiques [30]. Le principal
neurotransmetteur sympathique est la norépinéphrine qui se lie a des récepteurs adrénergiques
qui sont des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) [189]. La composante parasympathique
est cholinergique, avec ACh comme principal neurotransmetteur qui se lie & des récepteurs
muscariniques et nicotiniques [189]. La majorité de I'innervation parasympathique s’effectue a
travers le nerf vague, avec un gradient de densité rostro-caudale (donc moins élevée dans le
cdlon que I'estomac) (Figure 38) [30].

Outre les neurones cités, des neurones sensoriels sont présents dans l'intestine et sécrétent
des neuropeptides comme le peptide relié au géne de la calcitonine (CGRP) et la substance P (SP)
[30]. Ces neurones sensoriels détectent au niveau de l'intestin les composés du lumen, des stimuli
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immunitaires ou mécaniques et assurent une transduction des signaux jusqu’au systéme nerveux
central [30]. Ainsi, une communication bidirectionnelle est assurée entre lintestin et le systéme
nerveux central. Le cerveau n’est pas le seul organe & contréler les fonctions intestinales. Le SNE
contribue de maniére importante au bon fonctionnement de l'intestin et est lui-méme en interaction
avec le systéme nerveux central (Figure 39).
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Figure 39. Innervation de l'intestin gréle par le SNE et le systeme nerveux central [189]

2) Composition du SNE

Le SNE est un systéme nerveux autonome et intégratif, capable d’assurer la supervision de
la digestion sans impliquer le systéme nerveux central, par régulation des fonctions de la
muqueuse et le contréle des muscles lisses [26]. Le SNE se compose de plus de 100 millions de
neurones et de 400 millions de cellules gliales organisées en ganglions entériques, reliés par des
fibres interganglionnaires formant un réseau dense présent dans la paroi intestinale du tiers
inférieur de l'cesophage & l'anus [189]. Ce réseau est organisé en deux plexus : le plexus
myentérique situé entre les couches musculaires circulaires et longitudinales, et le plexus sous-
muqueux dans la sous-muqueuse (Figure 40) [30].

a) Plexus myentérique et sous-muqueux

Le plexus myentérique, aussi appelé le plexus d’Auerbach, est visible dans une grande
partie du tractus Gl, de I'cesophage jusqu’au sphincter interne [189]. Ce plexus contrdle la motilité
des couches de muscles lisses afin d’assurer le mouvement du bolus alimentaire, par péristaltisme le
long du tractus Gl [53,189]. Des cellules interstitielles de Cajal sont présentes au sein de ce plexus
et assurent une fonction pacemaker par des décharges rythmiques qui contribuent & la régulation
de l'activité musculaire [190]. Le plexus sous-muqueux, dit de Meissner, est retrouvé dans l'intestin
et en faible proportion dans I'estomac [189]. Il permet de contréler 'absorption et la sécrétion
d’eau et de chlore [53]. Les deux plexus sont en interaction & travers la présence d’interneurones,
de neurones moteurs et de cellules gliales [30]. Cette interaction permet de maintenir une bonne
coordination des deux plexus, ce qui est déterminant pour assurer le bon fonctionnement de la
digestion [53].

79



Etude bibliographique

Gut Lumen

Myenteric

Submucosal

lexus
P! Circular

muscle

Submucosa

Longitudinal
muscle

Figure 40. Schéma des plexus du systéme nerveux entérique dans l'intestin gréle (gauche) et immunomarquage d’un intestin
gréle de souris avec le réseau glial en vert et neuronal en rouge (droite) [33,191]

b) Cellules gliales entériques

Les cellules gliales entériques désignent une population hétérogéne de cellules, diverse par
leur morphologie qui dépend de leur localisation tissulaire : dans la muqueuse, dans un ganglion
ou intramusculaire. Les cellules gliales se démarquent aussi par leur taux d’expression de 3
marqueurs que sont la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), STO0B et SOX10 qui est exprimé
par les cellules gliales matures [146]. Plusieurs fonctions de la BEI sont influencées par les cellules
gliales, notamment la perméabilité, la réparation et la différenciation des CEl décrites
ultérieurement.

c) Neurones entériques

Le SNE comporte une variété de neurones permettant I'intégration des informations au sein
du tractus Gl : les neurones afférents primaires (IPAN) sont connectés aux interneurones qui
contrélent a la fois I'activité des neurones moteurs régissant la partie musculaire Gl, et les
neurones sécrétomoteurs en contact avec les cellules sécrétrices [26]. Par dilleurs, les neurones
entériques coliques peuvent détecter la présence du microbiote intestinal tout comme d’autres
composés du lumen par expression du facteur de transcription AHR [30]. La voie de signalisation
AHR est de plus essentielle & la régulation de la motilité [30].

3) Fonctions du SNE

Le SNE coordonne plusieurs fonctions physiologiques intestinales qui comprennent la
motilité, la sécrétion, I'absorption et le débit sanguin [143,146]. Plus de 30 neurotransmetteurs
peuvent étre détectés par le SNE et contribuent ainsi & ses fonctions [27].

e Régulation de la digestion

L’action conjointe et coordonnée des plexus entériques assurent le bon déroulement de la
digestion, ce qui comprend non seulement le mouvement du bolus alimentaire mais aussi la
sécrétion d’enzymes digestives et I'absorption de nutriments, d’ions et d’eau [26,53].

e Régulation de la BEI
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Figure 41. Régulation des fonctions de la BEI par les cellules gliales (violet) et les neurones (vert). Différentes CEl sont
impactées : les entérocytes (beige), les cellules souches (bleu), cellules de Paneth (rouge), cellules caliciformes (vert), cellules
entéroendocrines (violet) [146]

Les neurones entériques sécrétent un panel de protéines effectrices comme I'acétylcholine,
le VIP et 'oxyde nitrique (NO) qui régulent les fonctions de la BEl par modulation de la sécrétion
de mucus, du débit sanguin de la muqueuse ou du recrutement de lymphocytes par exemple
(Figure 41) [192]. LIL-18 produite par les neurones entériques coliques peut contribuer au
développement d’une réponse immunitaire innée contre une infection, dont celle & Salmonella, et &
la production de peptides antimicrobiens par les cellules caliciformes [30,193]. De méme, les
cellules caliciformes assemblent des passages d’antigénes associés aux cellules caliciformes (GAP)
permettant d’échantillonner les antigénes du lumen [30]. La formation de GAP peut étre modulée
par des neurotransmetteurs comme I'’ACh et ses analogues [30]. De ce fait et comme évoqué dans
la partie sur le microbiote, le SNE contribue & une régulation du microbiote intestinal et & la prise

en charge des pathogénes.

La perméabilité intestinale est influencée par les neurones et les cellules gliales entériques.
Les neurotransmetteurs sécrétés par les neurones comme I'ACh et la substance P peuvent
augmenter la perméabilité paracellulaire, tandis que VIP est associé & une diminution de cette
perméabilité [146]. L'acétylcholine augmente de plus la perméabilité transcellulaire [146]. VIP
augmente quant a lui I'expression de la protéine de TJ ZO-1, et peut contribuer & abroger
'augmentation de perméabilité paracellulaire induite par infection par C. rodentium [146]. Les
cellules gliales participent de méme au contrdle de la perméabilité & travers la sécrétion de NO,
S-nitrosoglutathion et du facteur neurotrophique dérivé des cellules gliales (GDNF) [146]. GDNF
contribue au maintien des fonctions de la BEI en inhibant la mort cellulaire des CEl induite par TNF
[146]. La résistance de la BEIl est par ailleurs augmentée par action des cellules gliales entériques
[194]. Concernant la prolifération des CEl, des effets antiprolifératifs ont été observés pour VIP et
pour les cellules gliales [146]. La prolifération des CEl est inhibée par les cellules gliales
entériques par voie TGF-B1 ou par des médiateurs lipidiques comme la 15-désoxy-D-
prostaglandine J2 [194]. La SP et I’ACh stimulent au contraire la prolifération des CEl [146]. Les
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cellules gliales stimulent d’autre part la différenciation des CEl [146]. Les effets des cellules gliales
sur la différenciation et la prolifération passent par l'activation des voies PPAR-y [146].
Concernant la réparation de la BEl, les neurones entériques peuvent produire des
endocannabinoides stimulant ce processus [146]. De méme, les cellules gliales contribuent & cette
réparation par augmentation de I'expression et de I'activité de la kinase d’adhésion focale FAK
dans les CEl [146].

e Interaction avec le systéme immunitaire

Le SNE et le systéme immunitaire entretiennent un dialogue bidirectionnel par la présence
pour l'un, de récepteurs aux médiateurs de l'inflammation, et pour I'autre de récepteurs aux
neurotransmetteurs & la surface des cellules du systéme considéré qui seront détaillés ici [30]. La
proximité spatiale des acteurs des deux systémes permet leur étroite collaboration sous forme
d’unités, qui peuvent étre modulées par les composants du lumen [30].
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Figure 42. Interaction entre les neurones et les macrophages dans l'intestin [30]

Les macrophages muscularis situés dans la couche du méme nom possédent un phénotype
protecteur du tissu par rapport aux macrophages lamina propria plus proches du lumen, qui sont
dotés d’effets pro-inflammatoires [30]. Les macrophages muscularis régulent la motilité intestinale
par production de la protéine morphogénétique osseuse 2 (BMP2) qui est un facteur de croissance
se liant & son récepteur BMPR sur les neurones entériques pour induire la contraction musculaire
(Figure 42) [30]. En cas d’infection, les macrophages muscularis peuvent limiter la mort cellulaire
induite des neurones entériques. Cet effet protecteur repose sur la production de polyamines des
macrophages muscularis suite & l'activation d’une voie de signalisation par les neurones
sympathiques innervants le plexus myentérique (Figure 42) [30].

NMUR1
* Host defense against
NMU IL-5, IL-13 8 _ Host defense against GF'-S IL-22 C. rodentium infection
e s

N. braliensis infection Host protection against
DSS-induced inflammation

Cholinergic "< ILCc2 ILC3
neurons Glial cells

Figure 43. Interaction du SNE avec les ILC intestinaux [30]

D’autres cellules immunitaires entrent en interaction avec le SNE. Les ILC2 et ILC3 jouent un
réle dans ’homéostasie intestinale et la lutte contre les infections pathogénes par action combinée
avec le SNE (Figure 43). Lors d’une infection par helminthe, les neurones entériques cholinergiques
expriment le neuropeptide protecteur neuromédine U (NMU) qui active les ILC2 via liaison & leur
récepteur 1 de la NMU (Nmurl). L'activation des ILC2 entraine leur prolifération et leur sécrétion

82



Etude bibliographique

de cytokines de type 2 [30]. La CGRP est un autre neuropeptide modulateur de I'activité des ILC2
inhibant I'expansion des ILC2 et leur production d’IL-13 [30]. Elle est produite & la fois par les
neurones entériques et les neurones extrinséques sensoriels [30]. Les ILC3 expriment fortement des
récepteurs au GDNF nommés RET (pour « Rearranged during transfection ») qui indique un
contrdle par les cellules gliales [30]. La voie de signalisation par RET induit la production d’IL-22
par les ILC3. De plus, un déficit en RET rend les animaux plus susceptibles au développement d’une
colite induite au DSS ou par C. rodentium [30].
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Figure 44. Interaction entre le SNE et les lymphocytes T (a gauche) et B (a droite) [30]

Les lymphocytes T interagissent avec des neurotransmetteurs sous infection du type C.
rodentium (Figure 44). Dans le cadre de cette infection, des lymphocytes T ChAT* sont recrutés
dans le célon et peuvent produire de I’ACh [30,195]. L'acétylcholine module de méme les
lymphocytes T, seule ou par licison aux récepteurs d’ACh muscariniques M3 (M3R), en induisant
leur production d’IL-13 et d’IFN-Y en réponse & une infection par Salmonella Typhimurium [30]. Des
données in vitro démontrent par ailleurs un effet de neurotransmetteurs sur les lymphocytes B
(Figure 44). VIP induit in vitro la production d’IgA par des lymphocytes B humains, et la SP
favorise la prolifération de lymphocytes B producteurs d’immunoglobulines [30].

4) Dérégulation du SNE dans les MICI

Plusieurs éléments indiquent une implication du SNE dans les MICI. En plus de génes de
susceptibilité & une MICI liés au SNE, une hypertrophie des fibres nerveuses de la muqueuse, sous-
muqueuse et du plexus myentérique intestinaux a été observée dans l'intestin inflammé de patients
MICI [196]. De méme, des défauts structurels sous-muqueux pouvant induire une hyperexcitabilité
neuronale et des lésions neuromateuses (tumeur du tissu nerveux) sont observés chez ces patients

[196].

La concentration de plusieurs neuromédiateurs est altérée dans les MICI. La SP est entre
auvtres augmentée dans les MICI, avec des données montrant une augmentation du nombre de
neurones SP* dans le plexus myentérique de patients atteints d’'une RCH [196]. L’expression de
GDNF et S100B est augmentée chez les patients MICI [146]. L'augmentation de ST00B est
associée a une augmentation de NO qui est connu pour endommager la BEl & haute concentration
[146,197]. Plus précisément, I'expression d'INOS de la muqueuse intestinale de patients atteints
d’une RCH active ou non est augmentée, tandis que celle de la NOS neurale est diminuée [196].
En contexte de colite induite au DSS, le GDNF permet de rétablir les fonctions de la BEI [146]. Son
expression est augmentée dans les zones inflammées de patients MICI [146]. VIP joue aussi un
réle potentiel dans les MICI, car la délétion génétique de sa voie de signalisation altére la
production d’IL-22 par les ILC3 et augmente la susceptibilité & la colite [196]. L’IL-18 produite par
les neurones entériques est augmentée chez les patients MICI. Son importance est soulignée du fait
qu’un traitement & base d’anti-IL-18 s’avére efficace pour améliorer les symptémes Gl [196] La
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production gliale de 15-HETE est par dailleurs diminuée chez les patients MC [146,194]. Ce
médiateur lipidique joue un rdle important dans le contréle de la perméabilité de la BEI, en
augmentant entre autre I'expression de ZO-1 [194].

Le phénotype et I'activité des cellules gliales sont par conséquent altérés chez les patients
MICI et contribuent & l'inflammation intestinale [146,197]. La distribution des cellules gliales
entériques dans les parties saines du cdlon des patients MICl est réduite, associée & une
augmentation de I'expression de GFAP chez les patients RCH ou une diminution de celle-ci chez les
patients MC [146,194]. Par dailleurs, la colite chez I'Humain et I'animal est associée & une perte de
neurones et & une diminution de la sécrétion de neurotransmetteurs [189].

De maniére intéressante, des cellules immunes comme les lymphocytes ChAT* et dont la
production d’acétylcholine peuvent impacter le SNE. Leur nombre est augmenté suite & une
infection & C. rodentium chez la souris [185]. Dans un modéle aigu de colite induite au DSS, un KO
de ces lymphocytes atténue l'inflammation alors que I'effet inverse est montré pour ce méme KO
dans un modéle de résolution de la colite au DSS [195]. Ces résultats suggeérent & la fois que les
lymphocytes ChAT* exacerbent la réponse immunitaire innée et qu’ils contribuent également & la
résolution de I'inflammation [195].

Le systéme nerveux entérique

e Le SNE est composé de cellules gliales et de neurones, regroupés en ganglions
spatialement répartis tout le long de I'intestin dans les plexus myentérique et
SOUS-MUQUEeUX.

e Le SNE fait partie du systéme nerveux autonome et assure principalement des
fonctions régulatrices portant sur la digestion (dont la motilité et I'absorption), la
BEI et le systéme immunitaire.

e Une part croissante d’études caractérise les dysfonctions du SNE dans les MICI.
L’altération de la production gliale de médiateurs lipidiques comme le 15-HETE

ou de ses marqueurs comme le STO0P contribue & cette inflammation.

Les MICI sont des maladies complexes dont le développement altére plusieurs systémes
biologiques de I'héte et son microbiote, dans leur composition et leurs fonctions. Ces différentes
composantes sont interconnectées et s’influencent mutuellement, entrainant une dynamique a&
I'origine de nouveaux symptédmes. Ainsi, les MICI évoluent au cours du temps et modulation sur le
long terme les mécanismes biologiques (Figure 45).
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Figure 45. Impact des différents systémes biologiques sur les MICI et son évolution temporelle [81]

3. Etiologie des MICI

L’étiologie exacte des MICI n’est actuellement pas connue [107]. Il est toutefois aujourd’hui
accepté d’inclure dans la pathogenése des MICI I'exposome, le génome, I'épigénome, le systéme
immunitaire et le microbiome (Figure 46) [81]. Les facteurs environnementaux et génétiques
pourraient influencer la pathogenése des MICI par modulation du microbiome [40]. L'induction
d’une inflammation par le microbiome requiert cependant une dégradation de l'intégrité de la
BEI, et 'activation immunitaire associée dépend de la balance en cellules immunes effectrices et
régulatrices présentes dans la muqueuse intestinale [40].
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Figure 46. Etiologie des MICI [198]
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A. Facteurs génétiques et épigénétiques

1) Facteurs génétiques

Des études ont montré une concordance des MICI chez des jumeaux, avec jusqu’a 58% de
concordance pour des jumeaux monozygotiques MC [6]. De plus, des personnes apparentées au
premier degré & un patient MICI présentent 5 fois plus de risque de développer une MICI. Les
personnes apparentées proches qui sont asymptomatiques présentent de plus une BEI
endommagée [34]. Ces résultats montrent I'importance d’une composante génétique dans les MICI.
A ce jour, 201 mutations génétiques sont recensées comme étant associées au développement
d’une MICI (Figure 47) [6]. Parmi ces mutations, 41 sont spécifiques de la MC et 30 de la RCH [6].
De maniére intéressante, 80-90% des loci déterminés sont non codants et pourraient donc
désigner des marqueurs épigénétiques, de I’ARN non codant ou des microARN [6].

Table 1
Inflammatory bowel disease—-associated genes

UC-associated Genes ~ TNFRSF14, RFTN2, PLCL1, PRKCD, ITIH4, NFKB1, MANBA, SLC9A3,
CARD11, GNA12, DLD, IRF5, JRKL, MAML2, FAM55A, FAMS55D,
ITGAL, ZFP90, CALM3, ADA, HNF4A

CD-associated Genes ~ PTPN22, ADAM30, UCN, FASLG, TNFSF18, SP140, ATG16L1, IL6ST,
IL31RA, CPEB4, TAGAP, CEBS, JAZF1, RIPK2, LACC1, RASGRP1,
SPRED1, NOD2, LGALS9, NOS2, GPX4, FUT2, HMHA1, IFNGR2,
IFNAR1

IBD-associated Genes ~ TNFRSF18, TNFRSF4, TNFRSF9, IL23R, RORC, CD48, FCGR2A/B, FCGR3A,
Clorfs3, KIF21B, IL10, ADCY3, FOSL2, BRE, REL, SPRED2, IL18RAP,
IL1R1, IFIH1, IL18RAP, IL1R1, GPR35, MST1, PFKB4, IL2, IL21, DAP,
PTGER4, ERAP2, ERAP1, IBDS locus, SPRY4, NDFIP1, IRGM, 1L12B,
DOK3, TRAF3IP2, TNFAIP3, PHACTR2, CCR6, RPS6KA2, ZPBP, IKZF1,
SMURF1, EPO, TRIB1, JAK2, NFIL3, TNFSF15, CARDSY, IL2RA, IL15RA,
MAP3K8, CREM, CISD1, IPMK, TSPAN14, C100rf58, NKX2-3, TNNI2,
LSP1, CNTF, LPXN, CD&, RELA, CCDC88B, CXCR5, MUC19, LOH12CR1,
VDR, IFNG, SMAD3, GPR183, GPR18, ZFP36L1, FOS, MLH3, GPR65,
GALC, CRTC3, 50CS1, LITAF, PRKCB, 1L27, IRFS, CCL13,CCL2,
ORMDL3, STAT3, TUBD1, RPS6KB1, SMAD7, CD226, TYK2, CEBPG,
HCK, CD40, DNMT3B, CEBPB, ZNF831, CTSZ, ICOSLG, TNFRSF6B, LIF,
OsM

Figure 47. Liste des génes associés aux MICI [6]

Plusieurs génes identifiés comme associés aux MICI sont liés & la régulation de la BEI
Certaines mutations des protéines de TJ comme MYO9B, PARD3 et MAGI2 en font partie, tout
comme les mutations de MUC19 ou NOD2 [34,94,110]. NOD2 est un PRR intracellulaire exprimée
essentiellement par les cellules caliciformes de l'iléon, et contribue en condition physiologique &
I’élimination de pathogénes intracellulaires [6,159]. En ce sens, le nombre de bactéries adhérentes
de la muqueuse porteuses d’une mutation NOD2 est vu augmenté chez les patients MICI [94]. Un
défaut de NOD2 chez la souris entraine de plus une agrégation de cellules caliciformes et de
lymphocytes, associée & I'expression de facteurs pro-inflammatoires [94].

Le nombre de génes liés au microbiome s’avére important [94]. Non seulement NOD2 mais
également IL23R et ATG16L1 contribuent & la prise en charge de micro-organismes par I'initiation
d’'une réponse inflammatoire ou par autophagie [17]. Une mutation d’ATG16L1 induit une
augmentation de I'abondance d’E. coli, et la déficience en ATG16L1 chez des souris KO diminue le
nombre de lymphocytes Treg et Th2 [94]. L'immunité antifongique est quant & elle assurée par des
acteurs comme la protéine CARD9 qui a été identifiée comme mutée dans les MICI [38,94]. Une
étude a associé 11 mutations génétiques fonctionnelles liées & la prise en charge des bactéries
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comme celles évoquées ci-dessus pour établir un score génétique de risque d’une MICI qui a été
corrélé chez des individus sains & une diminution de Roseburia dans leur microbiote intestinal, une
souche bactérienne convertissant I'acétate en butyrate et dont la diminution est observée chez des
patients MICI [199]. Les génes cités participent a la réponse immunitaire, qui est d’autant plus
impactée dans les MICI par la mutation d’autres génes, comme CCL8 et ILBR qui sont liés au
recrutement de cellules innées, ou FOXP3 et IL-10 qui sont associés & la tolérance immunitaire
[79,110]. Ananthakrishnan et al. suggérent par ailleurs en 2018 un concept intéressant de réseaux
d’interaction de composés biologiques qui, selon leur connexion, vont chacun induire une maladie
différente (Figure 48).

Crohn’s ileitis Microscopic colitis
T IL-6 STAT3 T oo TRAF1 IL-1
IL-1 T2 TNF TRAF1
IL-6 T ICAM-1 IL-23R
IL-17 TNF
IL-17 T17
T STAT3 ICAM-1  IL-23R T2 T17
reg
Necrotizing enterocolitis Pancolitis IL-6
TNF
ICAM-1 IL-23R
ICAM-1
TRAF1 IL-1
IL-23R
STAT3 TNF STAT3
IL-17 T

Figure 48. Réseaux d'interactions biologiques potentiellement reliés au développement d’'une MICI [81]

2) Facteurs épigénétiques

Quelques éléments soulévent I'hypothése de la contribution d’une plasticité épigénétique
dans I'étiologie des MICI, & travers notamment des modifications d’histones et de micro-ARN
(Figure 49) [200]. Des variations de méthylation de I’ADN associées & la RCH ont été identifiées
et impactent par exemple I'IL4R lié & I'immunité Th2, et SAA1 qui est une apolipoprotéine pro-
inflammatoire [42,200,201]. En réponse & une modification microbienne, la muqueuse intestinale
et orale peuvent subir des modifications épigénétiques au niveau de génes d'intérét comme HBD2
qui encode la B-défensine 2 humaine [200]. L'empreinte épigénétique est plus élevée en période
périnatale, et donc son réle potentiel dans les MICI pourrait étre plus important & cette période

plutdt que chez I'adulte oU les mécanismes non génétiques prennent une place plus prépondérante
(Figure 49).
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Figure 49. Empreinte épigénétique dans le développement d'une MICI [200]

B. Facteurs environnementaux

1) Généralités

Plusieurs facteurs environnementaux sont associés a I'étiologie d’une MICI. Certains sont
reliés a la période périnatale comme I'allaitement, alors que d’autres sont amenés & évoluer au
cours du temps comme 'hygiéne, le régime alimentaire, la prise de médicaments voire la situation
géographique [81,200]. L'allaitement réduit la prévalence des MICI chez la descendance par ses
effets protecteurs contre des infections Gl, en contribuant au développement de son tractus Gl
[10]. Au contraire, la prise de médicament comme des antibiotiques ou des anti-inflammatoires
non stéroidiens peut étre délétére et augmenter le risque de MICI par dérégulation du microbiome
et/ou la réduction de la synthése de prostaglandines protectrices [6,81]. L’hypothése d’hygiéne
suggére par ailleurs la possibilité d’une diminution élevée dans I'enfance de I'exposition & des
agents infectieux de I'environnement due & I'amélioration des conditions sanitaires. Cette
diminution serait ensuite a la base d’'une disproportion de la réponse immunitaire induite a la
premiére exposition, plus tardive, de l'individu & ces agents.

Les facteurs environnementaux peuvent aussi s'associer et covarier. Par exemple
I'industrialisation, I'urbanisation, I'hygiéne, I'hypoxie, I'alimentation et la pollution sont trés
dépendant de la situation géographique du patient MICI. Les génes de susceptibilité a la MC
peuvent de la méme maniére étre différents selon la population considérée : dans les peuples
asiatiques, la mutation NOD?2 est différente de celle d’individus européens, et ATG16L1 n’est pas
associé a une MICI [17]. LU'exposition d’un individu & un environnement hypoxique comme une
haute altitude peut induire une inflammation Gl et des ulcéres, en partie expliqués par
I'accumulation de cellules inflammatoires dans plusieurs organes et un taux élevé de cytokines
[81]. La pollution, comme celle engendrée par I'exposition chronique & des particules fines en
suspension dans I'air, a été étudiée chez la souris [81]. Dans ce modéle animal, une augmentation
de cytokines pro-inflammatoires et une altération du microbiote et des fonctions intestinales ont
été observées [81]. De plus, cette pollution aérienne exacerbe la colite chez les souris KO IL-10-/-
[81]. Vivre dans un environnement urbain est par ailleurs associé aux MICI tout comme le fait de
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fumer [17,81]. De maniére intéressante, émigrer dans une région a plus haute prévalence de MICI
augmente le risque de MICI [10]. Ce risque est d’autant plus grand chez les descendants des
personnes immigrées [10].

2) Alimentation

L’alimentation de I'individu peut avoir des implications géographiques, par un mode de vie
et des aliments disponibles différents. Le régime alimentaire occidental est associé & une
augmentation du risque de développer une MICI, alors que la consommation importante de thé en
Asie a un effet protecteur [8,17]. Certains aliments sont en particulier & l'origine d’effets
délétéres, comme les acides gras saturés qui activent les TLR2 et TLR4 [202]. Une consommation
élevée d’acides gras saturés et un ratio élevé n-6/n-3 d’acides gras polyinsaturés sont associés &
une rechute de MICI [202]. En combinaison avec une alimentation riche en sucre, un taux élevé de
matiéres grasses dans I'alimentation induit une dysbiose intestinale liée & une surabondance de
Proteobacteria [203]. A linverse de ce régime, une alimentation riche en fruits, légumes et en
fibres réduit le risque de développer une MICI [6,202,203]. L'inflammation chronique couplée ou
non & la prise en charge médicamenteuse est & I'origine d’un risque de carences nutritionnelles en
fer, vitamine A ou vitamine D par exemple [204]. Des informations complémentaires seront
présentées ultérieurement dans la partie détaillant les modulations possibles du microbiote dans
les MICI.

C. Importance des facteurs environnementaux a un stade précoce de la vie dans
I'induction d’une MICI : concept de DOHaD

Les facteurs environnementaux s’avérent étre des acteurs clés dans le développement
d’une MICI. D’autres maladies chroniques sont soumises & [linfluence de paramétres
environnementaux, et ce trés tot dans la vie d’un individu.

1) DOHaD

L’hypothése de l'origine développementale de la santé et des maladies (dit DOHaD, pour
« Developmental Origins of Health and Disease ») stipule que des stimuli environnementaux ayant
lieu & différents stades développementaux d’un individu peuvent laisser une empreinte & long
terme sur son organisme. Cette empreinte le prédispose ou le protége du développement futur, &
I'dge adulte, d'une maladie non transmissible [126]. Les maladies non transmissibles se
caractérisent par leur aspect chronique et se distinguent des maladies & composante génétique ou
infectieuse [126]. Elles incluent les maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2, le cancer du
sein et 'asthme par exemple [126]. Les facteurs environnementaux impliqués sont variés, allant de
la prise de médicaments comme des antibiotiques, le stress, le tabagisme, I'activité physique au
régime alimentaire [126]. Les facteurs environnementaux mentionnés sont similaires & ceux
évoqués pour les MICI, ce qui suggére que le concept de DOHaD s’applique également aux MICI.

2) Reprogrammation in utero

La période prénatale est une période clé du développement de I'enfant ou
I’environnement maternel influence le systéme immunitaire du feetus par transmission de facteurs
immuns et potentiellement de métabolites bactériens par le placentq, le liquide amniotique et le
sang du cordon ombilical [109]. Ainsi, les systémes biologiques de I'enfant sont sensibles &
I’environnement utérin fourni par la mére, et bénéficient & ce stade d’un degré élevé de plasticité
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[126]. Ces conditions sont propices & une programmation in utero dont les effets sont visibles &
long terme chez Iindividu [126]. A titre d'illustration, une sous-nutrition maternelle prolongée
impacte le développement des organes, dont les reins de I'’enfant tout comme son épigénome
[126]. L'hypothése controversée mais existante d’un microbiote foetal, mentionnée dans le chapitre
sur le microbiote, constitue également une potentielle reprogrammation in utero.

3) Alimentation maternelle

Parmi les facteurs environnementaux impliqués dans la reprogrammation in utero,
I'alimentation maternelle joue un réle particulierement important [126]. Sa modulation a démontré
des effets protecteurs dans le cadre de maladies non transmissibles. Un régime alimentaire
maternel riche en acides gras n-3 protége ainsi les descendants du développement d’'une allergie
[109]. De méme, une alimentation maternelle riche en fibres protége les descendants des effets
délétéres induits par un régime riche en matiéres grasses que sont l'intolérance au glucose et la
résistance & l'insuline [140]. Concernant les MICI, il a été démontré qu’un régime alimentaire
maternel riche en donneurs de méthyles accroit la susceptibilité & la colite chez la descendance
murine [205]. Néanmoins peu d’études explorent le potentiel préventif d’'une modulation de
I'alimentation maternelle dans le cadre des MICI. Cet aspect sera abordé ultérieurement dans
'aspect préventif de la modulation du microbiote, par I'usage notamment de prébiotiques et de
régimes alimentaires enrichis en acides gras n-3 et n-6.

4) Modeéle « Triple Environmental Hit » dans les MICI

Triple Environmental Hit in IBD
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Figure 50. Schéma récapitulatif du concept de "Triple Environmental Hit » dans les MICI [206]

En s’appuyant sur le concept de DOHaD, Kellermayer et al. ont proposé en 2020 un
modéle de développement de MICI intitulé « Triple Environmental Hit » [206]. Dans ce modéle, 3
périodes temporelles clés ont été identifiées et regroupent la période prénatale, postnatale
précoce et la période avant diagnostic de la MICI (« near-onset ») (Figure 50) [206]. Ces fenétres
temporelles contribuent collectivement & I'établissement d’une prédisposition aux MICI [206]. La
période prénatale s’accompagne de changements épigénétiques importants alors que la période
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postnatale précoce initie la mise en place du microbiote intestinal. Ces deux périodes sont
propices a dérégulation, mais ne suffisent pas & elles seules & causer une MICL. Un troisiéme
stimulus est nécessaire et peut étre par exemple de nature infectieuse. La résultante de ces 3
stimuli serait potentiellement & 'origine d’'une MICI diagnostiquée chez le jeune adulte [206].

Etiologie des MICI
® les causes exactes des MICI ne sont & ce jour que partiellement définies.

e En plus des systémes biologiques vu précédemment, la pathogenése des MICI est
associée & des facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux liés a la
régulation de ces systémes.

e les facteurs environnementaux impliqués dans les MICI sont multiples et peuvent
covarier. L'intensité et la durée de leur impact sont étroitement liées a la fenétre
temporelle considérée.

e Le concept de DOHaD souligne I'importance des périodes périnatales dans le
développement de maladies non transmissibles dont potentiellement les MICI,
avec une empreinte a long terme des facteurs environnementaux comme
I'alimentation maternelle.

Malgré d’importants travaux de recherche menés sur la prise en charge des MICI, les
traitements proposés & ce jour ne permettent pas une guérison totale du patient [20]. Méme si
I'efficacité des traitements augmente, la nécessité de recourir & la chirurgie subsiste et concerne
jusqu’d 30% des patients RCH et 2/3 des patients MC [4,8]. L'objectif principal de la prise en
charge d'une MICI est la rémission compléte, que ce soit d'un point de vue histologique,
endoscopique ou symptomatique [4]. De méme, 'amélioration de la qualité de vie du patient et la
diminution du risque de cancer font partie intégrante des considérations prises en compte dans la
prise en charge [4].

Le choix du traitement dépend des caractéristiques du patient et de ses antécédents : age
d’initiation et durée de la maladie, nombre de rechutes, historique médical etc. Ce choix n’est pas
arrété et sera amené a évoluer selon la dynamique de la maladie [8]. En effet, I'étendue de
I'atteinte tout comme la sévérité de la maladie évoluent au cours de la maladie [8]. Ces différents
éléments vont impacter la réponse au traitement et donc leur efficacité.

1) Médicaments

Différentes catégories de médicaments se distinguent et permettent & la fois I'induction et
la maintenance de la rémission [4]. Ces médicaments comportent également des effets secondaires
dont la survenue augmente avec la durée d'utilisation [107].
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a) Aminosalicylés

Les formulations comprenant de I'acide 5-aminosalicylique (5-ASA) constituent le traitement
de premiére intention pour les patients atteints de RCH d’intensité légére a modérée [8]. Leurs
effets dans le cadre d’'une MC sont plus controversés [4]. Les médicaments de cette catégorie
comprennent notamment la sulfasalazine, premier médicament développé de la classe, et la
mesalamine [7]. La voie d’administration peut étre orale ou rectale, & libération prolongée ou
retardée, avec une action restreinte au cdlon ou allant jusqu’a l'intestin gréle [7]. Le mécanisme
d’action des composés a base de 5-ASA n’est pas encore clairement défini mais une inhibition de
la synthése de médiateurs pro-inflammatoires tels que les leucotriénes, les prostaglandines et les
radicaux libres est observée, par inhibition des enzymes LOX et COX de la voie de I'acide
arachidonique [4]. Parmi les potentiels effets secondaires de ces composés sont retrouvés
I'hépatite et la pancréatite [207].

b) Stéroides et corticostéroides

Les stéroides topiques et les corticostéroides, représentent une alternative pour les patients
RCH ne répondant pas ou étant intolérant a 5-ASA [8]. Les corticostéroides comme la prednisone
sont utilisés pour induire la rémission [107]. Leur utilisation est largement répandue dans le cadre
de la MC et s'inscrit dans la prise en charge de la RCH d’intensité modérée & sévére [8]. Leurs
effets sur le systéme immunitaire présentent un spectre d’action large. lls diminuent la production
de cytokines pro-inflammatoires, inhibent les molécules d’adhésion et induisent I'apoptose de
lymphocytes activés [4]. Parmi les complications liées a leur utilisation prolongée sont retrouvées le
gain de poids, la perte de cheveux et 'ostéopénie [207].

c) Immunomodulateurs pharmacologiques
Ces composés sont utilisés pour le maintien de la rémission & la fois dans le cadre d’une
RCH et MC. Ces composés regroupent notamment les thiopurines et le methotrexate [4]. Les
thiopurines sont des antagonistes des purines qui inhibent la prolifération des lymphocytes B et T
en interférant avec la synthése de ’ADN et de I’ARN [4]. Comme alternative aux thiopurines, le
methotrexate est un antagoniste de la vitamine B9 [4].

d) Thérapie biologique

La mise sur le marché des thérapies biologiques dans les années 2000 a permis de réduire
les chirurgies et d’améliorer considérablement la qualité de vie des patients MICI [17]. Parmi les
composés de cette classe sont retrouvés les agents anti-TNF-O tel que I'infliximab, qui est I'agent
biologique le plus utilisé pour induire la rémission chez les patients souffrant d’une sévére RCH [8].
Les agents anti-TNF-a sont également efficaces pour induire et maintenir la rémission chez les
patients MC [4]. Ce sont des anticorps IgG1 chimériques ou humanisés se liant & la cytokine pro-
inflammatoire TNF-a [4].

Une autre catégorie d’agents biologiques est constituée des molécules anti-adhésion. Ces
agents sont adaptés a la prise en charge de patients MICI atteints d’'une RCH modérée a sévére,
ainsi qu'aux patients & MC modérée & sévére non répondeurs au traitement anti-TNF-a [8]. Le
Vedolizumab en fait partie et agit par blocage de lintégrine a 4B7 exprimée par les
lymphocytes, dont CD4* régulateurs et effecteurs, empéchant ainsi leur extravasion et de ce fait
leur résidence dans la lamina propria intestinale [5]. La plus récente classe de médicaments
approuvée en 2018 pour la prise en charge des RCH modérées et sévéres comprend des
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inhibiteurs de Janus kinases (JAK) comme la petite molécule Tofacitinib ciblant toutes les JAKs

(JAK1 /JAK2/JAK3 /TYK2) [8].

La suppression immunitaire induite sur le long terme par l'utilisation prolongée de ces
agents biologiques, mais aussi des immunomodulateurs, augmente toutefois le risque infection
opportuniste et de lymphome [17].

2) Chirurgie

Les principaux indicateurs de la nécessité & recourir & une chirurgie pour un patient MICI
sont une perforation, une hémorragie incontrdlée, un cancer, une obstruction récurrente, une
dysplasie et la non-réponse au traitement médical [4,8]. Avant chirurgie, la continence fécale doit
étre vérifiée et son absence constitue une contre-indication & la chirurgie [8]. Les actes chirurgicaux
employés dans la MC sont variés, allant de la stricturoplastie, le drainage d’abcés & la résection
intestinale [4]. En RCH, la chirurgie se focalise sur la résection intestinale avec comme chirurgie
majoritaire la coloproctectomie réparatrice avec anastomose iléo-anale (IPAA) (Figure 51) [8].
Cette chirurgie peut étre curative chez les patients RCH, avec un gain en qualité de vie. Mais
celle-ci s'Taccompagne aussi de complications & court et long terme comme des saignements ou une
pochite [8]. La pochite est une inflammation non spécifique de la poche iléale constituée aprés
anastomose et représente la complication la plus courante aprés IPAA [8]. Dans les 10 ans suivants
chirurgie, prés de 50% des patients développe cette complication [8].

A 1 A Proctocolectomy /
with anal sphincier
peeserved

entie
colon
anal and
sphincter rectum
presemnved 7 / removed

Figure 51. Coloproctectomie réparatrice avec anastomose iléo-anale [208]

De méme pour les patients atteints de MC, la rémission peut ne pas étre totale et
s’accompagner d’une récurrence de la maladie au niveau endoscopique, symptomatique et
chirurgical [4]. En effet, 35% des patients MC nécessitent une seconde résection intestinale 10 ans
apreés la premiére opération [4].

B. Modulation du microbiote intestinal pour les MICI

La prise en charge des MICI par traitements médicamenteux et la chirurgie présentent des
limitations et des effets secondaires incitant & développer de nouveaux traitements. En effet, la
stratégie actuelle se focalise sur le systéme immunitaire tandis qu’une piste d’étude récente cible
la modulation du microbiote intestinal, acteur majeur dans la physiopathologie des MICI.
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La présente revue écrite conjointement avec des membres du laboratoire Inserm U1235 et
du laboratoire INRAE BIA synthétise les études récentes menées sur la modulation du microbiote
intestinal en contexte de MICI. Elle distingue les protocoles de stratégie primaire et secondaire
(prévention et traitement) tout en permettant de comparer les données cliniques aux travaux
menés sur I'animal et in vitro. La question d’une intervention alimentaire comme la supplémentation
en acides gras n-3 et n-6 sera abordée, tout comme la caractérisation des prébiotiques,
probiotiques, synbiotiques et postbiotiques, avec une ouverture sur la transplantation de
microbiote fécal. Les résultats majeurs mis en avant par la revue soulignent tout d’abord la
différence de modulation du microbiote et de I'hdte obtenue entre la MC et la RCH, I'importance
de la fenétre d’intervention ainsi que des potentiels effets secondaires générés. Malgré ces
disparités, le développement de stratégies permettant d’améliorer le microbiote intestinal reste
une piste prometteuse dans la prise en charge des MICI, a minima en complément des thérapies
existantes.
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ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD), a heterogeneous group of conditions that
encompass both ulcerative colitis and Crohn's disease, represent a major public health problem.
The etiology of IBD is not yet fully understood and no cure is available, with current treatments
only showing long-term effectiveness in a minority of patients. There is a need to increase our
knowledge on IBD pathophysiology, in order to define preventive measures, to improve disease
outcomes and to develop new effective and lasting treatments. IBD pathogenesis is sustained by
aberrant immune responses, associated with alterations of the intestinal epithelial barrier (IEB),
modifications of the enteric nervous system and changes in microbiota composition. Currently,
the majority of treatments are targeting the inflammation and the immune system, but holistic
approaches targeting lifestyle and diet improvements are emerging. As dysbiosis is suspected to
play a role in IBD pathogenesis, pre-, pro-, syn- and postbiotics are used/tested to reduce the
inflammation or strengthen the IEB. The present review will resume these works, pointing out
the stage of life, the duration and the environmental conditions that should go along with
microbiota or microbiota-derived treatments.
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INTRODUCTION

Inflammatory bowel diseases (IBD), a heterogeneous group of conditions that
encompass both ulcerative colitis and Crohn's disease, are complex chronic inflammatory
disorders with increasing incidence and prevalence worldwide in the past decade [1]. IBD is now
a major public health problem that affects approximately 3.6 million people in the United States
and Europe [2]. IBD onset typically occurs between the second and third decades of life. A
majority of affected individuals progress to a relapsing and chronic disease characterized by an
immune activation and inflammation of the gastrointestinal (Gl) tract that severely alter its
function. Common IBD symptoms include bleeding, severe diarrhea, cramps, abdominal pain,
fever, and weight loss. In CD as well as UC, inflammation of the gut is associated with the
breakdown of intestinal barrier integrity, abnormal secretions, and changes in motility patterns.
UC features include diffuse mucosal inflammation that extends proximally from the rectum
whereas CD may be patchy, segmental, and with transmural inflammation . This uncontrolled
chronic inflammation can result in a complicated disease course with undesirable abdominal
abscesses, fistulae, strictures, subsequent bowel obstruction and an increased risk for Gl
malignancy. As such, a greater understanding of IBD pathophysiological mechanisms is required.

IBD Etiology

IBD develop in genetically predisposed individuals under the influence of environmental
factors. Family aggregation has long been recognized and first-degree relatives of affected
individuals have a relative IBD risk of fivefold or greater. More than 240 genetic risk loci have
been associated with IBD [3]. Despite susceptibility genes that are for the most part different
between CD and UC, 30% of IBD-related loci are common to these two intestinal diseases. These
genes are involved in the immune system modulation (immune cell recruitment, innate mucosal
defense, antigen presentation, T and B cell regulation) as well as in the control of IEB functions
(permeability, restitution, migration, repair, autophagy, cell death). Most interestingly, many of
the known IBD susceptibility genes are associated with recognition and processing of bacteria,
which is consistent with a role of the gut microbiota in the pathogenesis of IBD [4].

It is of interest that in several countries with historically low rates of IBD, a pattern of
rising incidence in the past one to two decades and particularly for Crohn’s disease, has
occurred. These data suggest that environmental factors are also involved. Potentially relevant
environmental IBD risks factors encompass mode of childbirth, major life stressors, diet and/or
lifestyle. They span the spectrum of life from birth and early-life exposures (breastfeeding and
antibiotic exposure in infancy) to exposures later on, in adulthood (smoking, depression,
impaired sleep, low fiber diet, low vitamin D or UV exposure, and poor hygiene and physical
activity) [2,5].

IBD Pathophysiology
Though the etiology of IBD has not been fully elucidated, it is currently known that IBD
pathogenesis is sustained by aberrant immune responses associated with alterations of the
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intestinal epithelial barrier (IEB) as well as changes in microbiota composition [6-8].
Accumulating evidence also suggests that the enteric nervous system could play a role in the
pathogenesis of IBD, particularly for CD [9]. Defective intestinal epithelial barrier (IEB)
participates in IBD pathogenesis, not only by cell death abnormalities but also by deregulation
of the permeability [10]. Indeed, one of the early features of IBD is the increase of the IEB
permeability [11]. The reduction of IEB permeability appears to protect against the induction of
inflammation [11]. On the other hand, data demonstrated that an increase of gut permeability
occurred before the onset and relapse of CD and at areas with no inflammation, suggesting a
defect of the intestinal permeability independent of the inflammation [11]. Moreover, clinical
remission is linked to intestinal mucosal healing [11]. Another common disease denominator in
all IBD patients is the infiltration of inflammatory CD4" T-cells in intestinal tissue encompassing
an increase in inflammatory T cells (Th1, Th2, Th9, Th17, and Th17.1) response, associated with
a reduced regulatory T cells (Treg and Tr1) response [12]. CD4CD8aa T lymphocytes for example
have been shown to function as Treg and to be decreased in the colonic mucosa of IBD patients
[13]. In addition, the immune chronic activation in IBD involves a dysfunction of neutrophil
granulocytes and phagocytes, T- and B-cell selection and activation, and immune inhibitory
mechanisms. In recent years, a new type of lymphocytes, termed innate lymphoid cells, has
been described and classified into three subtypes of innate lymphoid cells-group 1, group 2 and
group 3 [14,15]. An imbalance interaction among these cell subsets and with the gut
microbiome, and other immune cells affects intestinal mucosal homeostasis [16,17]. In addition,
widespread damage of the enteric nervous system (ENS) has been described in Crohn's disease
for a long time and its dysfunction has been recently demonstrated. There are conflicting results
regarding the expression of neuronal marker or neurochemical composition of the ENS of CD
patients, but structural abnormalities of the ENS have consistently been observed in CD and,
less frequently, in UC [18-22]. Coarse nerve fibers and axonal necrosis have been observed in
CD ileum or colon [23,24]. In these segments, enteric glial cells have lost their control upon
intestinal healing and permeability [25,26]. Finally, many studies have associated IBD with
dysbiosis, and the use of antibiotics in childhood was associated with an increased risk of IBD,
younger age and longer exposure being aggravating parameters [27,28]. Alterations of the gut
microbiota have not only been observed in mice models of colitis but also in IBD patients [29-
33]. The dysbiosis are different between UC and CD patients, but they are observed in both
pediatric and adult population, in active or quiescent phases of the pathology and in treatment-
naive CD patients [34]. The most consistent observation in IBD is a reduced bacterial diversity,
with a decrease of Firmicutes phylum and Bifidobacteriaceae family, an increase of the
Enterobacteriacea and Fusobacteriaceae families, Porphyromonas and Akkermensia genera
(Akkermensia muciniphila). Periods of disease activity are also marked by increased transient
microbial changes with characteristic/compositional taxonomic, functional, and biochemical
shifts [35]. The strain Faecalibacterium Prausnitzii is not only decreased in patients with CD
compared to healthy subjects, but its absence also correlates with the risk of relapse of ileal CD
after surgery and its recovery is associated with the maintenance of clinical remission [36—39].
Increasing studies describe how F. Prausnitzii can damper the inflammation through reduction
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of pro-inflammatory cytokine production, regulation of Treg or intestinal epithelial cells [13,40—
43]. Altogether, these studies highlight the concept that host—microbiota interactions play a
central role in IBD pathogenesis and are potential therapeutic targets [44,45].

Treatments

At present, the mainstay of IBD treatment is immunosuppressive and immune-
modulating agents. Therapeutic agents comprising anti-TNF demonstrated significant changes in
our ability to obtain and maintain clinical response and remission, but similar to anti-a4p7
integrin or anti-IL-12/IL-23 antibodies, they show some limitations. A significant percentage of
IBD patients do not respond primarily to the treatment or lose responsiveness over time [46].
Various new agents targeting cytokines, adhesion molecules or tyrosine are currently in clinical
trials. In addition to the failure of approved therapies and in some cases, the inability to provide
a surgical treatment due to physical extension and/or mislocalization of lesions represent a
major challenge in the management of IBD [47,48]. Therapies targeting or based on the gut
microbiome and targeting host—microbiome interactions are under extensive investigation in
IBD, with varying success. Modulating the metabolome or the gut microbiota by targeting
selected strains, by fecal microbiota transplantation and/or by dietary exclusions or
modification, emerge as attractive novel therapeutic approaches for patients with IBD.

MICROBIOTA-BASED INTERVENTIONS

A major task force has recently been dedicated to study the human gut microbiota, as
well as the factors shaping its structure and functionality. A microbiota is defined as an
“assemblage of microorganisms (all the bacteria, archaea, eukaryotes, and viruses) present in a
defined environment” and is found in all multicellular organisms [49]. The gut microbiome, that
encompasses about 600,000 microbial genes, contributes to trophic functions, metabolism,
barrier function, immune stimulation, and signalization. Its link with the host’s physiology and
health is increasingly recognized, although the full composition of our microbiota, and the
mechanisms involved in the crosstalk between the gut microbiota and the host, remain largely
unknown. It has however become obvious that host-microbiota interaction plays a key role in
human health, with alterations of the microbiota reflecting a pathological status and are
associated with numerous neurological and chronic diseases [50-53]. These alterations are
encompassed in a global concept of dysbiosis which describes the imbalance of the microbiota
in its composition and metabolism [54,55]. Of note, the definition of dysbiosis remains
challenging as the definition of a healthy microbiota is complex and in constant need of
refinement [56].

Resulting from this, different strategies are experimented in order to compensate or
restore the default observed in microbiota-to-host communication, and treat dysbiosis and/or
inflammation. Among many factors which may influence it, the diet is now well recognized for
being able to rapidly and reproducibly alter the gut microbiota [57]. Different dietary and
microbial factors indeed elicit either health benefits or detrimental consequences in the host
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[58]. In a more targeted way, the use of prebiotics aims at enriching the microbiome, and fecal
transplantation or ingestion of microorganisms are under study, in preventive as well as
therapeutic strategies. Finally, in order to circumvent the difficulty of manipulating
microorganisms, and because our knowledge is increasing as to how they regulate the host, the
uses of products derived from or associated with the microbiota are being tested. The present
review will examine the uses of pre-, pro-, syn- or postbiotics, fecal microbiota transplantation
and diet modification in the IBD patient care.

PREBIOTICS

Prebiotics definition

Since the first definition of a prebiotic in 1995 by Gibson and Roberfroid, its meaning has
evolved to reach in 2017 the following description by the International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics: a substrate selectively used by micro-organisms of the host conferring
benefits for his health [59]. A prebiotic should follow certain criteria to be granted this
designation, such as being resistant to the digestion by endogenous enzymes of the stomach
and the small intestine, being fermentable by the gut microbiota and to selectively promote the
growth and/or the activity of specific beneficial intestinal bacteria for the host [60,61].

Types

Several types of prebiotics exist and include mainly oligosaccharides, non-digestible
carbohydrates, other products like pectin and potentially polyphenols or polyunsaturated fatty
acids [62-64]. Many substrates constitute potential prebiotics, but only a few components have
been rigorously proved to be prebiotics. Due to their modulatory effects on the microbiota,
fructo-oligosaccharides (FOS) and inulin, as part of the fructans, but also galactans like galacto-
oligosaccharides (GOS) represent the most studied prebiotics [60]. Prebiotics are found
naturally in vegetables (leek, onion, garlic, artichoke, chicory root, agave, asparagus), fruits
(apple, banana) and cereals (wheat, rye, corn) [60,65]. Furthermore, human milk contains also
prebiotics that are called human milk oligosaccharides (HMOs) [66]. So, prebiotics are part of
our diet with GOS and inulin being the most occurring ones [60]. A second generation of
prebiotics is emerging as well, which aims to enhance the beneficial effects of current prebiotics
by engineering their chemical structure with probiotic enzymes [60].

Effects

The effects of prebiotics are not only limited to the gut and can have beneficial effects on
multiples organs/system (lung, metabolism...) [60]. They influence the host health by two
distinct mechanisms: direct and indirect. The described mechanisms impact different biological
systems which are in close interaction: the immune system, the epithelial barriers and the
microbiota [60].

Direct effects on host:

Prebiotics can bind to cell surface receptors (Toll-like receptors TLR4, mannose
receptors, PRRs for pattern recognition receptors...) on skin, gut and lung epithelial cells as well
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as immune cells [67,68]. Prebiotics may serve as decoy receptors to inhibit the adhesion of
pathogens or, on the contrary, increase the adhesion of probiotic strains [69]. FOS and GOS bind
for example to TLR4 on immune cells, leading to a potential increase of cytokines production.
Amongst them, anti-inflammatory cytokines including IL-10 and pro-inflammatory cytokines like
IL-1B and TNF-a are released by blood monocytes. By this mean, prebiotics can exert
immunomodulatory effects, including the enhancement of tolerance through the induction of
Treg cells and the production of IL-10 by dendritic cells [60]. Prebiotics may interact with
physical barriers like the skin, the lungs or the gut to promote barrier integrity, so influencing as
well the organ functions such as wound repair, intestinal permeability and transit [60,63]. In a
broader sense, prebiotics have also a positive effect on the metabolism of glucose or
psychological processes including mood and memory [60,63].

Indirect effects on host:

The indirect effects of prebiotics are mainly driven by the products of their fermentation
by specific commensal bacteria which can influence the gut microbiota activity and composition
that would benefit the host [60]. Prebiotics promote the growth of probiotic strains populations
like known Bifidobacterium species and inhibit the adherence and expansion of pathogens such
as Clostridium difficile [70,71]. For example, inulin intake increases specific beneficial bacteria,
like strains of the Bifidobacteria and Lactobacilli genera [72].

Among the products of bacterial fermentation, short-chain fatty acids (SCFA) and lactic
acid are bioactive metabolites that can regulate the epithelial and immune cells [62]. SCFA
constitute themselves energy sources for epithelial cells and activate signaling pathways to
modulate genes expression, thus acting on biological processes like satiety, metabolism,
antimicrobial activity or the cellular cycle [60,73,74]. Butyrate is for example the primary
substrate for colonocytes and is known for its multiple effects on the barrier and the intestinal
immunity [61,75]. SCFA also influence the differentiation of T cells into Treg cells by induction of
tolerogenic CD103" dendritic cells (DC) through retinoic acid [60]. They enhance in turn host
immunity against infections and aggressions by inhibiting the growth of pathogens, and by
increasing the release of antimicrobial peptides, inflammatory cytokines and chemokines [60].
They have a broader impact on gut functions, through the regulation of the enteric nervous
system and gut motility, and are thereby interesting in the context of IBD treatment [76].
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acidic oligosaccharides.

Table 1. Primary prevention with prebiotics in IBD. AOS
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thymic stomal

peptidoglycan recognition protein 3, TSLP

acidic fraction of HMO, nHMO

Table 2. Secondary prevention with prebiotics in IBD. PGlyRP3

neutral fraction of HMO,

tivity index, IBDQ

cord blood mononuclear cells, aHMO =

lymphopietin, CBMC

BMDC

inflammatory

Isease ac

d
double-blind, RPCT = randomised placebo controlled

under baseline treatment.

clinical activity. Index, DAI

bone marrow-derived dendritic cells, CAl

bowel disease questionnaire. RCT = randomised controlled trial, DB

trial, UBT
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In vitro studies

Several in vitro studies aimed to decipher the potential direct effects and mechanisms of
prebiotics on inflammation (Table 1, Table 2). Amongst them, only two studies focused on the
preventive effects of prebiotics whereas 13 articles investigated the treatment of inflammation
by prebiotics. Different intestinal and immune models were used, ranging from murine and
porcine cell lines, primary equine and human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to
human samples of feces and ex vivo intestinal tissues from patients and piglets. A few cell lines
from other cell types like human epidermoid carcinoma (Hep-2) cells and human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) cells were also used. Most of these in vitro studies focused on the
potential therapeutic effects of the oligosaccharides, GOS and HMO constituents, and fructans
like FOS and inulin.

The preventive effects of prebiotics were investigated in two studies that both used
immune cells as in vitro model (Table 1). Different mixtures of prebiotics (GOS, GOS+FOS,
GOS+FOS+acidic oligosaccharides (AOS)) were tested in the first study on primary equine PBMC
before and while being stimulated by lipopolysaccharides (LPS) [77]. These prebiotics increased
in a dose-dependent manner the production of TNF-a by PBMC, hence enhancing inflammation.
They reduced also the PBMC production of IL-10, so potentially decreased tolerance. It should
be noted that a minor endotoxin contamination was assessed in the tested prebiotics that could
biased the results. The second study used orange pectin and side chain-derived polysaccharides
on the murine macrophage cell line RAW 264.7 prior to the induction of inflammation by LPS or
a TLR agonist called Pam3CSK4 [78]. Both prebiotics promoted anti-inflammatory effects by
suppressing the IL-6 secretion induced by inflammation [78]. The two studies used different
models and prebiotics and do not constitute a representative and sufficient number to
sufficiently assess the in vitro existence of a preventive effect of prebiotics. Further investigation
is needed with a homogenized study design taking into account the impact of the type, the
duration and concentration of prebiotic intake, the in vitro model tested and based on specific
output parameters which are all necessary for a correct comparison between studies.

e Intestinal in vitro models

Seven identified in vitro studies used intestinal models to investigate the therapeutic
potential of prebiotics: mostly human cell lines like HT-29, Caco-2 or porcine cell lines like PSlcl
and IPEC-J2 (Table 2). Adult colonic tissue and immature small intestinal human tissues served
also as models. Some studies used directly feces from adult IBD patients or pre-weaned piglets,
as part of a complex Gl tract model comprising a fermentation step in vials. The induction of
inflammation took place essentially by adding LPS with or without pro-inflammatory cytokines
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like TNF-a , IFN-y or IL-1PB. Infections by pathogens such as Salmonella and Listeria worked as
well. Positive changes of microbiota activity, including SCFA production, and changes of
composition were promoted by prebiotics. Indeed, apple pectin increased the abundance of
butyrate-producing bacterial strains including S. variabile, R. hominis and F. prausnitzii and
butyrate concentrations in feces from UC and CD patients [79]. Another example is that the
collected supernatant of rye bran-fermentation made in a pre-weaned porcine Gl tract model
induced an increase of Bifidobacterium species in IPEC-J2 cells while citrus and chicory pulp
fermentation increased the production of acetate [80]. Prebiotics modulated the expression of
genes related to the integrity of the intestinal barrier, and genes related to inflammation,
towards a decrease of potential barrier damage. Namely, an upregulation of MUC1 and Occludin
expression was induced by fermented chicory pulp supernatant in the same Gl tract model
mentioned above, while TNF-a and COX2 were downregulated [80].

e [mmune in vitro models

Five in vitro studies investigated the effects of prebiotics on primary human and murine
immune cells, either classically stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and
ionomycin, or with LPS, or with TNF-a (Table 2). The maturation, functions and secretion profile
of the immune cells were impacted by the supplementation with prebiotics. The acidic fraction
of human milk oligosaccharides (aHMO) reduced lymphocytes and neutrophils adhesion to
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) as well as increased CD25 expression on T cells,
and IFN-y production [81,82]. Depending on the prebiotic, like inulin, pro-inflammatory
cytokines were increased instead: IL-6, TNF-a, IL-17 [67]. Regarding T cells maturation, short
chain GOS + long chain FOS treatment on dendritic cells led to IL-10 production and Treg
differentiation [68].

Preclinical studies

In line with in vitro studies, animal studies confirmed a beneficial effect of a large panel
of prebiotics on IBD development (Table 1, Table 2). Six preclinical studies focused on colitis
prevention by prebiotics. Eight preclinical studies used prebiotics as treatment of colitis,
including 3 studies as early age intervention with post-weaned old mice and rats. The animal
models were mainly murine, with transgenic or wild-type mice and rats raised or not under
specific pathogen free conditions. IBD dogs accounted also for the in vivo models.

Most of the studies induced IBD by chemical agents such as dextran sodium sulfate (DSS) or 2, 4,
6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS). Few studies employed infection models like Salmonella,
Listeria or Citrobacter rodentium, although as the latest is a natural mouse pathogen, to induce
colitis [83,84]. It should be noted that the described IBD models are principally based on acute
induction protocols, so the chronic effects on the immune, host and microbiota systems are not
represented. Among the various types of prebiotics administrated to the animal models,
fructans like FOS and inulin were the most common. Prebiotic formulation (diet, infant formula,
soluble in drinking water) and administration routes (enema, intragastric infusion, ad libitum)
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were quite different depending on the studies. Duration of prebiotics intake was heterogeneous
as well, going from 10 days to 180 days.

The preventive effects of prebiotics were tested only in adult mice and rats (Table 1)).
They confirmed mechanisms seen previously in vitro on the gut microbiota and the immune
system. On microbiota, pea starch increased caecal abundance of beneficial bacteria like
Bacteroidetes and decreased pathogens like E. coli in SPF housed C57BL/6 mice [85]. Caecal
SCFA production was also promoted by FOS administration in WISTAR rats, with an increase of
butyrate and also lactate concentrations which lowered the luminal pH. The acidification of the
luminal content may inhibit the development of pathogens and enhance the growth of lactic
acid bacteria [86]. On immune scale, Kittana and colleagues demonstrated that galacto-
oligosaccharides (GOS) given 2 weeks before C. rodentium colitis induction attenuated disease
severity [70]. The decrease of clinical symptoms and colitis severity by prebiotics intake was
linked notably to a decrease of immune cells infiltration in the gut, and a decrease of pro-
inflammatory cytokines secretion such as IL-17A or TNF-a [78]. Further investigation of the
preventive effects of prebiotics is needed as no study analyzes the impact of prebiotics in
newborns or even at maternal scale during gestation.

e Early life

Prebiotics as a treatment mainly for spontaneous colitis was investigated in newborn
piglets and post-weaned rats and mice (Table 2). Similar to in vitro and in vivo preventive
studies, prebiotics influenced the microbiota composition and SCFA production. FOS increased
faecal Bifidobacterium spp. and decreased faecal Enterobacteriaceae in 4 weeks old HLA-B27 TG
rats while inulin increased caecal butyrate concentration in 4 weeks old C57BL/6 mice. The
production of pro-inflammatory cytokines like IL-1B and TNF-a were decreased by 3-sialyllactose
HMO intake in 4 weeks old /L-107" mice [87]. Although, the anti-inflammatory effects and
beneficial effects of prebiotics on microbiota were mitigated, disease severity and clinical
symptoms (body weight, spleen, colon and caecum) were still improved by prebiotics intake
early in life for these animal models.

e Adulthood

In adult murine models but also in IBD dogs, several mixtures of prebiotics were tested
and different induction protocols for colitis were used (Table 2). Similar to early life studies,
regulation of/shift in the gut microbiota represents one mechanism by which prebiotics elicit
anti-inflammatory effects. They increase both the diversity of the microbiota and beneficial
strains of the Firmicutes phylum, and the balance of SCFA shifts as a result towards the
production of anti-inflammatory molecules including butyrate [88,89]. The physical gut barrier is
also improved by prebiotics consumption. Germinated barley stuff reduces for example the DSS-
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induced disruption of collagen and reticulin fibers in the intestinal mucosa [90]. An overall
improvement of clinical symptoms like colonic damages, histological scores and the disease
index were observed following prebiotic treatment, except for IBD dogs.

To conclude on this part, in vivo studies showed promising results toward a beneficial
effect of prebiotics on IBD treatment and prevention. However, studies at early age or even
during gestation are lacking to fully assess the preventive effects of prebiotics. A harmonization
of protocols based on inflammation induction and prebiotics intake, should be done in order to
compare different prebiotics. In that sense, chronic induction of colitis should be studied as well
to complete our knowledge on immune modulation by prebiotics.

Clinical studies

We found 13 studies using prebiotics to treat IBD (Table 2). All studies were achieved in
adults and exclusively as a treatment of the pathology. Few placebo-controlled randomized
clinical trials were available, with a relative small number of participants considering the
microbiota variability (~ 30 individuals per condition) under prebiotics consumption in IBD.
There were mostly pilot trials investigating the effects of a few prebiotics, mainly germinated
barley foodstuff (GBF) and mix of oligofructose and inulin. Potential prebiotics such as oat and
wheat bran were also tested. Indeed, dietary fibers have interesting properties like the
enhancement of immune and intestinal functions including transit and stool consistency [64].
UC and CD patients enrolled for these studies presented mild to moderately active disease and
some studies analyzed patients in remission. The microbiota composition and metabolism were
also impacted, with an increase of faecal Bifidobacteria following the intake of the mix “Prebio
1” of FOS and inulin [91]. Oat bran, a potential prebiotic, increased faecal butyrate
concentrations [92]. Immunological parameters were affected by prebiotics consumption as
seen with the increase in IL-10 dendritic production and the reduced IL-6+ dendritic cells
population induced by FOS administration [93]. Prebiotics appeared to decrease inflammation
markers like calprotectin and symptoms in patients leading to the decrease of steroid
medication, as seen with GBF consumption by UC patients in remission [94,95]. Even though the
clinical disease activity index and recurrence rate might decrease with prebiotics intake [95],
more withdrawals of patients were observed for supplemented groups [93,96]. This result
underlined worsening symptoms, side effects and discomfort which can accompany the
supplementation in prebiotics. Withdrawals took place mostly in studies where CD patients had
moderately active disease. UC patients in remission responded more favorably to prebiotics as
no withdrawals were observed in the identified studies.

So the degree of disease activity index and the type of disease are important parameters
to take into account for the design of future trials and for the general comprehension of
prebiotics effects on IBD symptoms. Withdrawals raise also the question of the loss of important
data which could lead to the risk of underestimating the values of the measured parameters.
Moreover, no clinical study reports the preventive effects of prebiotics on IBD. Therefore, new
clinical studies are needed to further investigate the potential of prebiotics in IBD care. More
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patients must be included in clinical trials, and prebiotics intake should be homogenized, for
types, concentrations and duration of the supplementation. Treatment of pediatric IBD patients
with prebiotics should be investigated, as well as the prevention of IBD by prebiotics at different
ages (infancy, adulthood) but also during pregnancy. Prevention may be investigated with the
support of concepts like IBD-associated bacterial strains: a reduction of tolerogenic strains of
Bacteroidetes and Firmicutes phyla can for example promote IBD [75]. Environmental factors
correlated with IBD, including maternal predispositions and lifestyle, may also lead the research
on preventive strategies with prebiotics.

Conclusion on prebiotics

To conclude on the effects of prebiotics in IBD, we have to first underline that prebiotics
managed to act on different biological systems: the immune system, the host gut barrier and
the gut microbiota in different models and species. Promising results were achieved in vitro and
in vivo, and showed beneficial effects of prebiotics on IBD prevention and treatment, at early
age and adulthood. However, more mitigated results were achieved in clinical trials which only
focused on treatment of IBD. A better tolerance of prebiotics was observed in UC patients in
remission or with mild active disease, accompanied by an improvement of clinical symptom:s.
Additional homogenized studies, especially clinical trials, are needed in order to better
understand the preventive effects of prebiotics and to determine the window of opportunity for
the treatment of IBD with prebiotics. The age and stage of disease of the individual represent
important parameters to take into account.
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Key ideas - Prebiotics:
e Reduction of inflammation in vitro and in vivo with prebiotics:
- Modulation of immune cells functions/cytokines secretion/maturation,
- Modification of microbiota activity/composition and host genes expression.

e Mitigated results for clinical trials: UC patients in remission show a decrease of
clinical symptoms after prebiotics intervention while the presence of an active
disease induces more withdrawals.

e Limitations:
- Harmonization of protocols and prebiotics intake are needed,
- Lack of studies and clinical trials, especially on prevention at early age and
during gestation. Characterization needs to be done on which criteria
prevention should be considered.

PROBIOTICS

Probiotics and IBD treatment

Probiotics are defined as “live microorganisms that, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit on the host” [97]. Probiotics have different mechanism of
action, like competitive interactions with deleterious bacteria via a production of anti-microbial
metabolites, bacteriocins, and defensins. They have immunomodulatory properties through the
increase of the mucus layer and anti-inflammatory molecules [98]. Several probiotics show
beneficial effects in the pathogenesis of IBD and will be discussed below.

In vitro studies

Eight selected studies are interested in the preventive and protective effects of
probiotics in cell models challenged with inflammatory stimuli and one other focused on
therapeutic effects (Table 3). Main studies used intestinal epithelial models (HT-29, Caco-2 cells,
LS 174T human colonic epithelial cells and colon from IBD patients) and only two investigated an
immune model (human PBMC). Inflammation was mainly induced by pro-inflammatory
cytokines. The 4 main and most promising probiotics tested are VSL#3, Saccharomyces boulardii,
Faecalibacterium praustnitzii and Escherichia coli Nissle 1917 (EcN1917).

First of all, the VSL#3 probiotic mixture contains 4 strains of Lactobacillus, 3 strains of
Bifidobacteria and the Streptococcus thermophilus strain [99]. Pre-treatment with VSL#3 on
disrupted HT-29 cells during 48 hours improved epithelial barrier integrity by increasing tight
junction proteins via an activation of p38 and ERK pathways [100]. Furthermore, a study
highlighted that treatment of Caco-2 cells with this probiotic combination increased the
expression of hBD-2 mRNA, j.e. B2 defensin. This anti-microbial peptide stabilizes the barrier
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functions of the gut via the regulation of NF-kB and AP-1, known to also be involved in the
regulation of pro-inflammatory cytokines. Interestingly, the contribution of NF-kB and AP-1 was
different for the activation of hBD-2 depending on the strain [101]. Finally, this study highlighted
that heat-killed bacteria were also shown to exhibit the ability to stimulate defensin secretion. It
remains to investigate which components induce the defensin expression. Nevertheless,
stimulation with VSL#3 or the individual bacterial cultures on human colonic epithelial cell did
not have any significant effect on mucin secretion [102]. Indeed, mucin secretion have an
essential role in the epithelial barrier strengthening [103,104]. Regarding S. boulardii effects,
stimulation of TNF-a or IL-1R-challenged HT-29 cells pre-treated with this bacteria decreased IL-
8 expression by up-regulated PPAR-y , thus suppresses NF-kB activation mediated by TNF-a
[105]. Besides, other studies have shown that the supernatant of ECN1917 and S. boulardii on
inflamed intestinal cells reversed the permeability increase and attenuated the alteration in
junction protein distribution like claudin-1 and E-cadherin. However, these studies focused on
the supernatants of the bacterial cultures, suggesting a role for their bacteria-produced
metabolites. These effects will be discussed in the postbiotic section below [106,107]. There are
considerable evidences that suggest an important role for Faecalibacterium prausnitzii in IBD.
Indeed, IBD patients present a loss of F. prausnitzii in their gut microbiota, associated with an
increased inflammation. This Firmicutes bacterial strain is the most preponderant in human
microbiota [108]. Caco-2 cells stimulated with F. prausnitzii extracellular vesicles (EVs)
strengthened IEB by increasing tight junction-associated genes expression, such as ZO1 and
OCLN genes. However, F. prausnitzii have no effect on Caco-2 cell line [109]. Finally, other
bacteria have promising effects in IBD. Indeed, stimulation of human PBMC with
Propionibacterium freudenreichii shows anti-inflammatory effects by increasing the IL-10/IL-12
ratio [110].
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Table 3. In vitro studies with probiot
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Only one study showed that treatment with EcN1917 on Caco-2 cells challenged by pro-
inflammatory cytokines reverted the increased permeability and restored disrupted epithelial
barrier (Table 3). Regarding F. prausnitzii, stimulation with F. prausnitzii supernatant on Caco-2
cells challeng with IL-1B exhibited anti-inflammatory properties. Indeed, it inhibited NF-kB
activation leading to a decreased IL-8 expression. Besides, F. prausnitzii induced an increased
production of IL-10 and a reduced production of pro-inflammatory cytokines by PBMCs.
However, these effects are only found with the bacterial supernatant suggesting a role of the
bacteria via the production of metabolites [38].

Preclinical studies

Eight studies examined the preventive effects of probiotic on colitis animal model and
agree that probiotics protect against induced colitis in animals (Table 4). Eleven selected studies
focused on the therapeutic action and mainly demonstrated a lowering of inflammation by
probiotics in animals with induced colitis.

e Adulthood

The protective role of VSL#3 probiotic mixture was investigated in one study which
shows anti-inflammatory effects in an 8-weeks-old mouse colitis model [111]. Authors show
that pre-treatment with VSL#3 reduced basal colonic inflammation and improved epithelial
barrier function in wild-type mice treated with DSS as well as in Muc2”/" DSS-treated mice. These
results suggest that the VSL#3 probiotic mixture is effective in the absence of mucus. This is
consistent with in vitro studies of VSL#3 showing that this probiotic has no effect on mucin
secretion [102]. Besides, these effects, are correlated with a restoration of antimicrobial peptide
gene expression and an increase of commensal bacterial abundance, mediated by SCFA [111].
Other studies also show the protective effects of ECN1917 on colitis models in mice. Pre-
stimulation of mice with EcN1917 promoted recovery of inflammation by modulating tight
junction protein, such as claudin-1, ZO-1 and occludin [106,112]. EcN1917 also ameliorates the
barrier function of the colonic mucosa by increasing Muc-2 and Muc-3 expression [112].
Besides, ECN1917 modulates the gut microbiota by restoring the Firmicutes/Bacteroides ratio
and a -diversity indexes to normal values [106,112]. Two studies investigated the preventive
role of F. praustnitzii in a model of TNBS-induced colitis. Overall, this microorganism reduces the
severity of colitis in animals by decreasing pro-inflammatory cytokines levels and increasing IL-
10 [38]. Besides, F. prausnitzii corrected dysbiosis in TNBS-induced colitis [38]. Regarding
Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 129, two studies highlighted its preventive effects on
colitis models in mice [113,114]. P. freudenreichii CIRM-BIA 129 decreases reduced pro-
inflammatory cytokines and increases PPAR-y mRNA expression in the colon, suggesting an
action through PPAR-y pathway [113,114]. Besides, this probiotic decreased Cox-2 mRNA
expression, a key enzyme in the metabolism of inflammatory lipid mediators [113]. However,
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with the preventive consumption of P. freudenreichii CB 129 did not induce major change in the
faecal sample of TNBS mice, suggesting that the intestinal bacterial community is not the direct
target of this probiotic [113].

e Adulthood

Most studies support the beneficial effects of the probiotic VSL#3 in animal models of
induced colitis. However, several studies in DSS-induced colitis model indicated mitigated
results on inflammation and |IEB protection. As an example, studies indicated its protective role,
in a preventive mode [115]. In DSS-treated mice, there was a loss of TJ protein, such as ZO1,
claudin-1, -3 and -5 but this loss disappeared when the mice received the probiotic [116]. Rats
with DSS-induced colitis also exhibit an increase of inflammatory markers such as iNOS, COX2,
IL-6 and TNF-a as well as increased expression of phosphorylated Akt. In this model, VSL#3
acted as wortmannin, a PI3K inhibitor by decreasing the expression of phosphorylated Akt, as
well as the various marker of inflammation [115]. This highlights the importance of the PI3K/Akt
signaling pathway in such protective effect [115]. In a study of Gaudier et al. in 2005, the mice
were treated with the probiotic once a day, starting on day 5 after the induction of colitis for a
period of 2 weeks. This study did not show/demonstrate any anti-inflammatory effects of VSL#3
in @ mouse model of DSS-induced colitis [117]. However, they demonstrated a change in the
intestinal microbiota. Herein, B. infantis Y1, present in the VSL#3 mixture, was found in the
caecal microbiota of mice supplemented with the probiotic. In addition, the authors reported an
increase in Bifidobacterium ssp. and Lactobacillus ssp as well as a trend towards an increase in
the metabolic potential of the caecal microbiota with an increased fermentation on lactose for
example [117]. Regarding S. boulardii, its consumption by rats with induced colitis decreased the
severity of the disease, and reduced the level of pro-inflammatory cytokines IL-18, IL-6, TNF-a ,
as well as the expression of iNOS [105]. Dalmasso et al. in 2006 also supported the benefits of S.
boulardii to mice with induced colitis [118]. They both demonstrated a preventive action of this
yeast when administered on day 0 and also a curative action when the mice were treated for 1
to 3 weeks. Then, ECN1917 administration improved the symptoms of DSS-induced colitis in
mice, by decreasing pro-inflammatory cytokines secretion, in particular via the TLR2 and TLR4
pathway [119]. Finally, F. praustnitzii reduced colitis severity and induced a quick recovery after
colitis induction on mice and rats [120-123]. This probiotic strengthens the IEB by increasing
colonic tight junction proteins and lowering intestinal permeability [121,123]. Besides, anti-
inflammatory effects have also been reported with a decrease IL-4, IL-6 and INFy levels in
colonic samples of DNBS-induced colitis in mice [121]. Furthermore, F. prausnitzii have also an
impact on immune cells. Indeed, reduced T-cells levels and Th17/Treg ratio have been observed.
F. praustnitzii induced Treg cells by inhibiting the IL-6/STAT-3/IL-17 pathway. Interestingly, these
effects were significantly higher with the bacterial supernatant. Further studies showed that
butyrate production by the bacteria inhibited HDAC and thus regulated the Th17/Treg balance
[122].
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Clinical studies

Four clinical studies show beneficial effects of probiotics, including S. boulardii in
patients in CD remission (Table 5). Very few studies suggest a curative effect of probiotics in
Crohn's disease whereas its effect appears more reliable in UC. Indeed, 3 studies promoted the
preventive effects of probiotics on UC patients in remission and 5 others, the therapeutic effects
on active UC patients. The most effective probiotic is VSL#3 for both maintenance of remission
and treatment.

e Prevention

Very few studies have investigated the ability of probiotics to keep children with CD in
remission (Table 5). One study compared the protective effects of Lactobacillus rhamnosus GG
(L.GG) on 39 children with CD for 2 years with placebo group. No significant difference was
found between the children who received the probiotic as an adjuvant to standard therapy
[124]. Regarding adult CD patients, S. boulardii showed encouraging effects in maintaining the
remission in CD patients. First, a pilot study showed that S. boulardii in combination with
current treatment during 7 weeks significantly reduces the Crohn’s disease activity index CDAI
and bowel movements per day [125]. Moreover, supplementation with S. boulardii during 3
months improved IEB integrity in CD patients and maintained the remission in adult CD patients,
in addition to the mesalamine treatment, an anti-inflammatory drug use to treat IBD, during 6
months [126,127]. Clinical relapses were observed in 6.25% of patients receiving the probiotic
compared to 37.5% in patients under rmesalamine alone, supporting the interest of using S.
boulardii in the maintenance treatment of CD [126].

e Treatment

There is a real lack of evidence regarding the treatment of active CD patients with
probiotics (Table 5). L.GG was tested on adult patients with active CD [128]. During 6 months,
patients received L.GG once a day, 2 patients out of 4 sustained remission and 2 relapses. This
study failed to show any significant benefit of L.GG in inducing remission compared to the
placebo group [129].
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Table 5. Clinical studies with probiotics in IBD.
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e Prevention

Two randomized clinical trials have compared the ability of ECN1917 and mesalazine to
maintain remission of UC patients (Table 5). In the first clinical trial, 120 patients with inactive
UC were included and received EcN1917 during 12 weeks comparing to mesalazine group.
Patients from both groups showed no significant difference, except a slightly higher CAl in the
EcN1917 group [130]. The clinical study was repeated on a larger cohort of patients (327
patients included) for 12 months. Efficacy and safety were equivalent to the gold standard
treatment with mesalazine in patients with UC suggesting the relevance of targeting the gut
microbiota [131].

e Treatment

Only one study focused on pediatric ulcerative colitis (Table 5). Thirteen mild to
moderate children with acute UC received VSL#3 probiotic mixture twice daily for 8 weeks
[132]. Results are promising with a remission achieved in 56% of children and a response to
VSL#3 recorded in 6% of children. Interestingly, bacterial taxonomy changes in rectal biopsy
before and after the treatment suggesting a direct effect of VSL#3 on the mucosa-attached/
adherent gut microbiota. Besides, inflammatory marker such as serum level of TNF-a , IFN-y,
CRP, dropped in children given the treatment. However, 67% of children reported adverse
effects, like bloating and flatulence [132]. In adults, encouraging clinical trials have highlighted
the benefits of VSL#3 in the treatment of UC. Two clinical studies have shown that VSL#3
supplementation over a period of 6 to 12 weeks was effective in adults with mild to moderate
UC [99,133]. Indeed, a significant proportion of patients achieved remission. In addition, Sood et
al. in 2009 reported that mucosal healing rate was significantly higher in patients in the VSL#3
groups, contrary to animal and in vitro studies [99,102].

Besides, a clinical trial showed that S. boulardii supplementation of UC adultpatients with
clinical flare-up was effective [134]. In fact, 17 out of 24 patients reached clinical remission
before/as early as 4 weeks of supplementation. Finally, evidence of EcN1917 efficacy in the
treatment of UC is weaker. While a study did not show any difference between the EcN1917
group and the group treated with mesalazine, other have demonstrated that ECN1917 was an
alternative to mesalazine for maintenance of remission in UC [135,136].

Conclusion on probiotics

To conclude, in vitro studies suggest an action of probiotics on the intestinal barrier
through junction proteins increase and their anti-inflammatory effects. In addition, probiotics
could also have an influence on the gut microbiota through the production of antimicrobial
peptides. Animal studies support the ability of probiotics to protect animals from colitis via a
reduction of inflammation,. However, knowledge about the role of probiotic on pediatric IBD in
animal models and in clinical trials is still missing. Besides, probiotic studies have stronger
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evidence on UC compared to CD and some probiotics such as ECN1917 have not been fully
characterized in CD.

Key ideas - Probiotics:
e Actions of probiotics in vitro and in vivo:
- Improved IEB via the regulation of TJ proteins and mucin secretion,
- Modification of gut microbiota through the production of adenosine
monophosphate and direct action,
- Reduction of inflammation.

e VSL#3 seems to be the most effective probiotic for both maintenance of
remission and treatment in IBD.

e Limitations: lack of preclinical studies and clinical trials, especially at early age
and during gestation.

POSTBIOTICS

Definition of postbiotics

Postbiotics refer to microbial components, such as cell surface proteins, lipoteichoic
acids, teichoic acids, and peptidoglycan; as well as microbial metabolites secreted by live
bacteria or released after bacterial lysis, like short chain fatty acids, secondary bile acid and
vitamins that are beneficial to health [137]. All these components will have local and systemic
effects. Besides, postbiotics provide some advantages over probiotics by reducing infection and
side effects shown for some bacteria. Indeed, the administration of viable probiotics to
individuals with weaker immune systems, could enhanced inflammatory responses and turn
‘generally recognized as safe’ harmless probiotic bacteria into detrimental microorganisms. For
instance, in patients with predicted severe acute pancreatitis, infectious complications occurred
in 30% patients in the probiotics group supporting a deleterious effect of live bacteria in some
patients [138]. The inactivation of bacteria can be achieved by physical methods such as heat
treatment or chemical treatment, which can modify the structures of microbial cells or their
physiological functions, thus, bacteria become unable to grow but maintain their health benefits
[137].
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in vitro studies with postbiotics in IBD.

Table 6. Primary prevention
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Table 10. Clinical studies with postbiotics in IBD.

129

slexrew _ syuow € Jad aduo N 000‘0ST
Aiorewwepul pue [vd Ul 9oUsIayip ou 9dualajjip ou syjuow g1 q ulweIn ad }npe anljde 69 8T0¢ uel
(ZT-11 pue 0T . .
-1 “e-4dNL) |[9A8] Sauly01Ao ul abueyd ou HolSSIaL Ul pansiyoe mM_cm"Hmo_ SHoOM 12 Aep/ni 000°G 01 000'T aod }ynpe aAloe 8T €T0Z Bue A
[aAB] @ ulweln Buirenalio Jo panoldwil 8T/cT pue [vdo panodduul a uiuEn
wawiealn yioq
U29M31a0 UMOYS Sem a109s didoosopus 8oualayip ou Alrep Kep /B v ao )npe areAllde pliw 08 0002 eIuIBA
q c_ I p Y S99M 9 VSV-G 10 918IAINg Inp noe pjl I
pue [e2160[01SIY ‘[e2Iuljd Ul 9dUalayip ou
Hnpvy
[el] [edluld Jo xoeT
3yl Aies
aseyd aAnoy / luawneall
(Aep/ni 000°0T)
sdnoJb yloqg ul sa109s uoissaida 9S0p MO| uey) asdejal asop ybi ue asop Mo
yioq ul ! P P MoOj Uey _ asop uBIY 10 (Kep/ni 000T) Mo | OSOP U 8T P POl 910z einien

pue Alaixue panodwi @ uiweln

10 a1el Janeq pey asop ybiy

9T) UOISSIWaI Ul @0 ¥¢€

a ulwein

c@_ws:w_@ “m_wc ww_m___mw_w:mm_ MMM%MQU Ivao ui abueyd Jofew ou ng SUIUOW £ Kep/ni 0002 (ogaoe(d T pue £Q ulwen ST0Z Aioey el
pauaurew sem Aljigeawlad [eulsalul uorewiwreul pue g3| paroidul Q uiuren €T) UOISSIWAI U1 AD L2

1Unpy
[eL} [ed1ul]2 Jo xoe]
aj1| Alreg
aseyd uolIssiway / uonuanaid
swsiueyodsaw jueas|ay agl uo 10983 uoneinp UONENUSOUOD ubisap Apnmis 2oualalay
ayeu| pue adA) onjoiqoud

(@D) asessiIp s,uyoid

salpnis [ed1u1]D




Etude bibliographique

slayew syjuow ¢ Jad aduo N| 000'0ST
Alorewiwrepul pue |yQ ul @dualaylp ou oousleylp ou stitow et d uiweln oN awige 59 810¢ Uel
Remyred gX-4N U0 S10e Q UlWeIn Arep Kep/nI 0002 N anoe i
unoajoldes ‘4yD 1o pasealdsp Sy9aM 2T a uiwen aTeIBPOW 03 PlIW 05 0c0c¢ lwiey
- soluadoid Alorewiwrepul
0 - Ajre fe : ogaoe|d e e
01 909 woi A1Ianas Jo apelb paiamo) hute pUe Iva panoidul s m_m_v>>vv %ﬁ?ﬂwm 9 c_EMH_m omv_ ommmmmumoow m_HNowmr“cR N/_W
winIas ayl Ut e-4NL ‘dyd Jo pasealdsp i T T : .
Alisianip eloigosoiw b ul abueyd
Ajre e ‘ anoe
OU INQ 9eadeLIv1dRq0ISIUT pasealoul Iva parosdu |rep P/N1 000 0t oN aAldeUl 810z Bres
ulwngre pasealoul Syoam 8 d uiweln 6 pue DN aAoe g8
pue s|ans| unoaloided [eds) pasealdsp
I'¥d 8yl ul 8sealdap weoyubis e yum
pale[a.1l09 elfeylids aoseuns pue 1dAio ul W 00T
s|liydodinau jo Jaquinu ayi yog padnpai Iva paroidwi S)oam 8 ON annoe feisip 1T 200¢ siyn1
arelAIng ewaua
sobeydoloew ul gx-4N Jo0 uonigiyul ue Aq
paleipaw saluadoid Alojewwejul-nue
1A Juswanoidwii arelAIng NW O pue
syuaned Z1/6 uoissiwal|  s)aam g areuoidoid NW OE ‘Ore1ade NW 08 DN daAlloe 2T T66T Jonaig
pansiyoe sjuaied Z1/1 Vv40S ewaus
dnoib IS
dnoib ogaoe(d ay Ul 940z pue noi Ajrep a0my arelAing _>_:_h oY pue
dnosb a1 Ul o : anoudul [013U0D SA 8109S ABojoyred ayy Soam areuoldoid W Qg ‘e1eIvIR NW 08 DN 9Aloe T6 /66T Janalg
VA0S 3t Ul %EE vd p * | ur uswisnoidwi ue aney 03 pus) oo 9 V40S ewaus
Airep w (ogaoed ue
82UBIaYIP OU e AW 08 gade|d 61T P 9661
gpue s arelAIng ewaua arelAIng 6T) DN anNoe g8 “le 19 UeyuILls
BS0oNW 3 Jo doueIeadde 9oualayip ou ISYEEN alelfing Jo e1SIp aAnoe oeddayo
21d09S0pUB B} Ul 82UBISYIP OU 4Ip A 8 1elAIng 10 V40S oN [eIsIp aAnde Ly 966T Y uos
Hnpy
[eL} [EDIU]D JO XIeT
8y A|reg
aseyd annoy /luawieald]
INW
ue : ay) ui abueyd ou ue 8109s swoldwAs uoissiwal
i Uo_%m_un__\/_ o Mwmw_o:_ | _,Mn__m_o ay ui abue woc shep 0z 00t siuswiesan ul wEm_.HmQ. 0102 1SWeH
rel ZT/0T P 1oul [rep ayp ul y JUBLIND + 81elAINg ewaus ! Ired DN g€
Hnpy
[el} [EDIUI]D JO XIeT
aj1| Ajeg
aseyd uoissiway / uonuanald
swsiueyodd uo 199 uotelnp uolieusouod ubisap Apn ERIETETE)
Iueyosin agi 10843 axel| pue adA1 21101qold ISep Apnis Joy

(on) snijod aanesd|N

salpns [edIulD

130



Etude bibliographique

Gut microbial components

Surface-layer protein (Slp) is a cell envelope found in certain bacteria. These proteins are
in interaction with their environment; thus, they have various functions such adhesion,
protection against bacteriophages, etc. In inflammatory context such as IBD, these Slp may have
interesting properties. For instance, Foligné et al. have demonstrated that selected anti-
inflammatory strains of Propionibacterium freudenreichii lost their immunomodulatory
properties like IL-10 release by PBMC when Slp was removed from their surface [139].

e |n vitro studies

Five selected in vitro studies investigated the protective effects of Slp in cell models
challenged with inflammatory stimuli and 2 others focused on therapeutic effects. Main studies
used immune models (PBMC, MLNC, macrophages cell line from murine model or human) and
intestinal models (HT-29 and Caco-2 cells). Inflammation was mainly induced by
lipopolysaccharides (LPS) and TNF-a. Slp are derived from Propionibacterium freudenreichii,
Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus helveticus.

Pre-treatment with Slp from Lactobacillus acidophilus NCFM improved intestinal
epithelial barrier and reduced inflammation in both immune and intestinal models (Table 6). In a
disrupted barrier model using Caco-2 cells challenged with TNF-a, Slp treatment improved
intestinal barrier integrity by increasing TEER and reducing permeability. This reduction is partly
due to a restoration of ZO-1 and occludin levels/expressions. Besides, Slp treatment attenuated
inflammation caused by TNF-a. by inhibiting NF-kB/p65 translocation into the nucleus leads to a
reduced level of IL-8 secretion the pro-inflammatory IL8 cytokine [140]. In LPS-challenged
macrophage (model), Slp treatment attenuates the production of pro-inflammatory cytokines
such as TNF-a and IL-1R, as well as ROS by inhibiting MAPK/NF-kB signaling. Furthermore, SIpA
(a Slp protein) decreases NO and PGE2 production by attenuating iNOS and COX2 production
triggered by LPS stimulation [140,141]. Other studies have focused on the involvement of Slp in
a non-inflammatory context. In murine macrophage cell line, SIpA from Lactobacillus acidophilus
CICC 6074 increased pro-inflammatory mediators, such as TNF-a and COX2 by stimulating PKC
which activates MAPK/NF-kB pathway Interestingly, a recent study have highlighted that SlpB
from P. freudenreichii CIRM-BIA 129 is involved in the adhesion to HT-29 cells [142] and suggest
immunomodulation properties of P. freudenreichii.

Cai et al. in 2018 also reported that SlpA from Lactobacillus acidophilus CICC 6074
suppresses the activation of TLR4 signaling triggered by LPS stimulation, thus inhibits MAPK/NF-
kB signaling (Table 7) [141]. In addition, SIpA attenuates intracellular NLRP3 inflammasome and
NOD2 dependent signaling involved in the release of cytokines. Besides, SIpA from L. helveticus
MIMLh5 decreases pro-inflammatory mediators, like TNF-a, by inhibiting NF-kB pathway in
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Caco-2 cells challenged with IL-1B [143] whileSIpA increases pro-inflammatory mediators, such
as TNF-a and COX2 via TLR2 signaling in immune cells [143].

Furthermore, Slp from other Gram-positive bacteria exhibits anti-inflammatory
properties. For instance, SIpB from Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 129 induced high
IL-10 secretion in swine PBMC and MLNC challenged with LPS and Concanavalin A (ConA).
Moreover, Slp inhibits the release of TNF-a and IFN-y by cell types stimulated with both LPS or
ConA [144]. The durations of exposure to Slp are almost the same in studies (on average 24
hours), except for Rabah et al. that exposed immune cells to Slp during 72 hours [144].

e Preclinical studies

One study has tested the administration of Slp A from Lactobacillus acidophilus NCFM in
a mouse model of DSS-induced colitis (Table 8). During 12 days, mice were given SIpA once,
every other days. Interestingly, SIpA reduced inflammatory cytokines and TLR4, COX2 protein in
colon tissues, demonstrating its protective effects against DSS-induced colitis [141]. To
conclude, S-layer protein owns anti-inflammatory properties and thus can be considered as a
potential therapeutic molecule for IBD treatment. However, further preclinical studies are
required prior to being used in clinical trials.

e Conclusions on Slp

In vitro and preclinical studies demonstrated the anti-inflammatory effects of Slp from
beneficial bacteria, and clearly exposed a mechanism mediated by the NF-kB pathway.
However, it is important to note the specific role of Slp in immune response; anti-inflammatory
properties on inflammation-induced intestinal epithelial cells and pro-inflammatory effects on
immune cells without inflammatory stimuli [140,141,143-146]. However, the lack of pre-clinical
and clinical studies does not allow a firm conclusion on the beneficial effects of Slp in IBD.

Lipoteichoic acids (LTA) and teichoic acids (TA) are molecule anchored in the cell-wall of
Gram-positive bacteria. LTA belong to microbe-associated molecular patterns (MAMPs), which
are recognized by PRRs. These data suggest that some of the probiotic effects may be mediated
through LTA. We will discuss the recent findings of LTA as a potential postbiotics on IBD.

e In vitro studies

Six selected in vitro studies investigated the protective effects of LTA (Table 6). One study
used human monocytic THP1 cells stimulated with peptidoglycan (PGN) from Shigella flexniri, a
relevant inflammatory model for IBD. Indeed, excessive activation of monocytes with PGN
Shigella flexniri can leads to IBD [147]. Half studies used immune model cells and the other half
focuses on the effects of LTA on IEC. However, every study focused on the therapeutic effects of
LTA.
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Kim et al. have shown that pre-treatment with LTA from L. plantarum on human
monocytic THP1 cell stimulated with PGN from S. flexniri reduced pro-inflammatory cytokines
such as IL-1B and TNF-a [147]. Furthermore, the authors demonstrated that these effects are
mediated by the TLR2 receptor, which inhibits the MAPK/NF-kB pathway. LTA have also been
tested on IEC and immune cells. On IEC, studies agree that LTA activate the TLR2 receptor but,
the immunomodulatory effects are discussed/controversal. Indeed, Wang et al demonstrated
that LTA from L. paracasei D3-5 inhibited p38/MAPK/NF-kB pathway by stimulating TLR2
receptor and thus decreased pro-inflammatory cytokines on murine intestinal goblet cells
suggested anti-inflammatory properties of LTA from L. paracasei D3-5 strain [148]. However,
another study has shown that LTA purified from L. GG increased IL-8 mRNA expression of Caco-2
cells [149]. Besides, they demonstrated by using HEK293T cells transiently expressing the TLR2
receptor and an NF-kB reporter plasmid activates the NF-kB pathway via TLR2. Moreover, LTA
derived from L. paracasei D3-5 strain increased MUC2 mRNA and protein level expression
leading to a rise of mucin production through TLR2/NF-kB pathway [148]. In immune models,
studies are still controversial regarding the effects of LTA. On one hand, LTA from L. acidophilus
NCFM induces TLR2 transcription in DCs leading to a lower ratio of IL-10 to IL-12 [150]. On the
other hand, stimulation with L. plantarum deficient for LTA on PBMC increased IL-10 cytokines
and reduced pro-inflammatory cytokines via TLR2 signaling [151].

Only two studies examined the protective role of LTA deficient Lactobacillus on murine
model of colitis (Table 8). LTA deficient L. acidophilus or plantarum were given four or five days
before colitis induction with DSS or TNBS. Both studies highlighted that LTA deficient mutant
was more protective in a murine model of colitis than the wild type strain with a rise of colonic
IL -0 level, a reduced colitis score [150,151]. These results suggest a protective effect of LTA
deficiency.

e Conclusions on LTA

In vitro studies are not fully in agreement regarding the immunomodulatory properties
of LTA. The discrepancy may be due to the treatment time, which differs between studies
ranging from 1.5 hours to 24 hours [148]. In addition, the effects of LTA may differ within the
same bacterial species. For instance, LTA from L. paracasei with anti-inflammatory properties
are only derived from D3-5 strains [148]. Therefore, screening for immunomodulatory
properties of strains within a bacterial species is essential. Furthermore, pre-clinical studies
suggested that LTA have pro-inflammatory properties on murine colitis model [150,151]. Finally,
the lack of pre-clinical and clinical studies does not provide sufficient support for the use of LTAs
in IBD.

Peptidoglycan is major cell wall component of positive-Gram bacteria, but it is also
present in negative-Gram bacteria, like ECN1917. The muramyl dipeptide (MDP) is the smallest
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bioactive components of PGN [152]. PGNs activate the NOD1/2-dependent signaling pathway,
which is of particular interest in the context of IBD. It is widely assumed that the CARD4 gene
encoding NOD1 has polymorphisms associated with IBD. In addition, loss-of-function mutations
in the CARD15 gene encoding NOD?2 increase the susceptibility to develop Crohn's disease [153].

e [n vitro studies

Two selected in vitro studies focused/studied on the protective effects of PGN in
immune cell models challenged with LPS and two others focused on their effects under
physiological conditions. Main studies used immune models (PBMC, MLNC, macrophage cell line
from murine model, dendritic cell). PGNs are important to distinguish according to the bacteria,
as their inflammatory response will be different [152].

Two studies investigated the effects of PGNs on LPS-stimulated immune cells (Table 6).
PGN from certain strains of Lactobacillus are able to decrease the expression of LPS-induced
TNF-a and IL-6 through inhibition of NF-kB signaling pathway [154,155]. Moreover, PGN from L.
acidophilus inhibits iINOS and COX-2 expression, this activity is particularly interesting in the
context of IBD because high NO levels can be cytotoxic to cells and are involved in this
pathology [156,157]. However, the majority of studies have focused on the effects of PGNs
under physiological conditions to better understand their signaling pathway. PGNs have two
mainly receptors: TLR2 and NOD1/2. These receptors are expressed by antigen-presented cells
(APC) such as dendritic cells (DC) and macrophages, and also by IECs [153,158]. Under basal
condition, PGNs bind to TLR2 which activates NF-kB and increases the expression of pro-
inflammatory cytokines such as IL8 in IEC and dendritic cells [158,159]. In addition, PGNs can
activate NOD1/2, in both cell types, which in turn activates both the NF-kB pathway and caspase
1 leading to the expression of IL-1R [153]. However, in IECs PGNs are mediated by hPepT1 to
activate NOD1/2 which is cytosolic,while DCs do not express hPepT1. The most likely hypothesis
is that APCs will release bioactive PGN components that stimulate NOD1/2 when they
phagocytize the bacteria [159]. These studies suggest pro-inflammatory effects of PGNs.
Nevertheless, Fernandez et al. showed that murine DCs undergo partial maturation when
treated with Lactobacillus salivarius 33 (Ls33) PGNs, resulting in the production of IL-10 and the
decrease of IL-12 through NOD2 signaling pathway [152]. On the contrary, a treatment with LPS
results in a complete maturation of DCs and thus an increase in IL-12 production.

One selected in vivo study focused on protective and therapeutic effects of PGN from
Ls33 in a model of TNBS-induced colitis (Table 8). The mice were treated with PGN for 5 days
prior to the induction of colitis or concomitantly. PGN Ls33 protected against colitis induction by
decreasing inflammatory parameters. However, the protective effects of Ls33 PGN were
abrogated in IL-10-deficient mice and NOD2-deficient mice suggesting that PGN promotes anti-
inflammatory properties, like IL-10 production, through NOD2 signaling [152].
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e Conclusions on PGNs

To conclude, in vitro studies indicate anti-inflammatory properties of PGNs when cells
are stimulated by an inflammatory stimulus, whereas in basal condition, PGNs induce a pro-
inflammatory response by activating their TLR2 and NOD1/2 receptors. Furthermore, in vivo
studies are in line with these results by suggesting anti-inflammatory effects of PGNs via the
NOD2 receptor. However, further studies need to be performed in vitro to determine the
curative effects of PGN and in vivo before testing the effects of PGN in humans.

Gut microbial metabolites

Regarding lipids produced by bacteria, a distinction must be noted between SCFA and
MCFA/LCFAs, which have different receptors and therefore different metabolic functions.
Indeed, SCFA activate FFAR 2 and 3 whereas MCFA/LCFAs stimulate FFAR 1 and 4 [160].

SCFA, including mainly acetate, propionate, butyrate and valerate are produced by
anaerobic bacteria through the fermentation of dietary fibers. Butyrate is mainly produced by
gut bacteria that belong to the phylum Firmicutes, such as Faecalibacterium prautsnitzii [161]
while the main propionate and acetate production is made by bacteria such as Bifidobacterium
species. SCFA are mostly found in the human colon supporting its major role in intestinal
homeostasis. Acetate is the most abundant, followed equally by propionate and butyrate [162].
Indeed, the stool concentration of acetate is approximately 209.7 umol/g wet feces, 176 umol/g
for butyrate and 93.3 umol/g for propionate in healthy subjects [163]. Furthermore, SCFA are
also found in the blood, but at a lower level, for instance the total concentration of SCFA in the
peripheral blood is approximately 0.079 mM [164]. In addition, SCFA are also found in other
tissues suggesting their systemic functions. SCFA are important in maintaining intestinal
homeostasis. Indeed, they have diverse intestinal functions. First of all, SCFA are the main
energy source for colonocytes. As a matter of fact, colonocytes consume more than 70% of
oxygen due to butyrate oxidation. Besides, SCFA are involved in digestive motility, via an effect
on the enteric nervous system (ENS) [76,165]. Furthermore, SCFA exhibit immunomodulation
properties. Indeed, SCFA including butyrate and valproic acid, are able to inhibit HDAC enzymes,
resulting in the alteration of the transcription of target genes such as the IFN-y-encoding gene, a
pro-inflammatory cytokine [166]. Besides, butyrate stabilizes HIF-1a and stimulates HIF target
genes involved among others in cell survival and glycolytic metabolism in IEC, thus protects gut
functions [167]. Although most studies support anti-inflammatory benefits of SCFA, some find
pro-inflammatory effects [89]. Finally, SCFA improve gut barrier function by impacting the
intestinal microbiota as well as the production of mucin and junction proteins in IEB [168,169].
Interestingly, SCFA-producing bacteria, such as Bifidobacteria, are present in reduced quantities
in the stools of UC patients than in healthy subjects and these patients have impaired butyrate
oxidation [170,171]. In addition, patients with IBD usually have reduced levels of SCFA in the
mucosa and feces [163]. All these data suggest the importance of SCFA in the pathogenesis of
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IBD. Finally, IBD patients show down-regulation of gene and protein expression of MCT1, the
membrane transporter of butyrate in the cell [172,173]. Thus, the decreased uptake of butyrate
in colonocytes leads to a deficiency in butyrate oxidation. In addition, UC patients show
decreased expression of MCT1 and enzymes of the butyrate beta-oxidation pathway [173].
Interestingly, TNF-a inhibits butyrate oxidation un normal colonic mucosa culture [174]. All
these data suggest an involvement of SCFA in IBD pathogenesis, therefore provides an area of
research into the use of SCFA to treat IBD.

e |n vitro studies

Four in vitro studies focused on the preventive effects of SCFA on cells challenged with
pro-inflammatory cytokines or LPS. Then, five selected in vitro studies have shown the beneficial
effects of SCFA treatment.

SCFA pre-treatment of cells challenged with a pro-inflammatory stimulus protects them
from inflammation (Table 6). Indeed, SCFA reduce the inflammatory response via a decrease in
the level of pro-inflammatory mediators such as IL-8, NO, IL-6; and increase the production of
anti-inflammatory cytokines such as IL-10 on both intestinal Caco-2 cells and macrophage
immune cells [175-177]. These effects are mediated by the inhibition of NF-kB nuclear
translocation and repress the JAK/STAT/ERK pathway [176,177]. Besides, an interesting study on
immature intestinal epithelial cells also demonstrated the anti-inflammatory properties of SCFA
on these cells [178]. SCFA inhibits IL-8 secretion induced by IL-1B stimulation on immature
enterocytes by inhibiting histone deacetylase (HDAC) via GPR109A but not GPR43 [178].
Furthermore, authors have shown that SCFA have no effects on HDAC on unstimulated
immature enterocytes [178]. These data suggest an action of SCFA dependent of cell maturation
and inflammatory context.

First, treatment with butyrate or acetate on immune cells challenged with LPS exhibited
anti-inflammatory properties by reducing NO, IL-6, TNF-a and IL-12 release through GPR43
[179,180]. SCFA via GPR43 show protective effects in an inflammatory background (Table 7).
However, SCFA use other mechanisms to exert their beneficial actions on the intestinal barrier.
Research has shown that butyrate facilitates M2 macrophage polarization when macrophages
are stimulated with both butyrate and IL-4, a Th2 cytokine [181]. M2 macrophages are known to
increase wound healing and tissue repair, as well as resolution of inflammation [181]. Herein,
butyrate enhanced the IL-4 induced expression of M2-markers by increasing STAT-6
phosphorylation and decreasing histone H3K9 deacetylase. Besides, butyrate promoted
migration of macrophages by increasing CCL2 expression. Furthermore, SCFA can act on
myofibroblast to exert their protective effects. Indeed, treatment with SCFA on intestinal
epithelial cell and myofibroblasts cocultures induce a mucoprotective prostaglandin profile,
reflected by an increased PGE1/PGE2 ratio in myofibroblast supernatants [168]. This protective
profile was mainly driven by butyrate which promotes MUC-2 expression in the co-culture [168].
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Finally, acetate can induced a NLRP3 inflammasome activation in colonic epithelial cells like HT-
29 cells or NMC460 cells through GPR43 and Ca** signaling [182].

e Preclinical studies

Five studies investigated the SCFA’s protective effects on colitis animal model and five
others, the therapeutic action on colitis animal model (Table 8, Table 9).

First, three studies have investigated the protective role of acetate on wild-type and
Gpr43-/- mice treated with DSS (Table 8). Acetate protects against colitis through GPR43
pathway. Indeed, KO mice exhibited worse colonic inflammation than in WT mice [179,182,183].
Indeed, acetate improved IL-10 production and reduced pro-inflammatory cytokines. However,
acetate no change in composition of the gut microbiota [179]. Besides, Macia et al. in 2015
highlighted that acetate binding to GPR43 in colonic epithelial cells induced NLRP3
inflammasome activation, then active caspase 1 and thus cytokines release [182]. Furthermore,
supplementation of wild-type mice with low concentration of acetate (100-1000 uM) induces an
increase in calcium flux in mice neutrophils through GPR43 and thus increases ROS production
and phagocytic activity [183]. In addition, a low concentration of acetate acts as a low
chemotactic index for neutrophils [183]. In this study, they have shown that DSS-induced colitis
on GF mice exhibited an exacerbated or unresolved inflammation, while pre-supplementation
with acetate reduced the symptoms of colitis and inflammation [183]. Another study showed
that daily administration of SCFA on DSS-induced colitis in mice improved colon inflammation
and DAI. Indeed, SCFA treatment suppressed the expression of pro-inflammatory cytokines like
IL-6, IL-17 and TNF-a.. Besides, SCFA down-regulated the nuclear expression of the transcription
factor NF-kB as well as the expression of COX-2. In conclusion, all these data suggest the
potential role SCFA in the prevention and treatment of IBD [184]. Finally, another receptor
relevant to the beneficial properties of SCFA is the GPR109A. Mice KO for the gene coding for
Gpr109a, are more likely to develop colon inflammation and colon cancer [185]. Besides, KO and
wilt-type mice were treated with DSS-induced colitis. The colonocytes were then cultured with
or without butyrate. Butyrate induced colonic IL-18, known for their anti-inflammatory
properties in WT colonic cells but not in KO one. Indeed, butyrate through Gprl09a signaling
regulates Treg and IL-10 producing CD4" T cell frequency in the colon, thus increasing IL-10
production in macrophages [185].

First, studies have shown that SCFA attenuates intestinal inflammation in mice with DSS-
induced colitis (Table 9) [181,186]. Indeed, SCFA activated Th1 cell STAT3 and upregulated
transcription factor B lymphocyte-induced maturation protein 1 which promotes colon IL-10
secretion of mice with colitis [186]. Furthermore, butyrate increased expression of M2-
macrophage associated protein by promoting H3K9/STATG6 signaling pathway. In fact, STAT6 is a
critical factor, STAT6 through IL4 mediated signaling response in M2 macrophage polarization
[187]. Therefore, butyrate by inducing M2 macrophage decreased inflammation, histological
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score in DSS-treated mice [186]. Besides, other studies have shown that GPR43 KO mice and
GPR41 KO in mice with colitis, have a slower immune response [188,189]. Indeed, SCFA induced
the production of cytokines and chemokines via these receptors to recruit leukocytes,
neutrophils. SCFA by binding to these receptors activates ERK1/2 and p38 MAPK signaling
pathways [188].

o Clinical studies
There are few clinical studies of SCFA (Table 10). In particular, with regard to Crohn's
disease, there are no studies on the role of SCFA in maintaining remission in CD patients, and
only one study was selected concerning the treatment of active CD. More literature exists on
the preventive and therapeutic effects of SCFA in UC.

Treatment

Only few studies have examined the therapeutic effect of SCFA in active Crohn’s disease.
Clinical trials on are not very conclusive about the efficiency of SCFA to treat CD. For instance,
30 mild activate adult CD was supplemented daily with butyrate and 5-ASA. No differences in
improvement in clinical, histological and endoscopic score was shown [190].

Prevention

Effects of SCFA for the prevention of UC patients in remission are minors. Indeed, 35 UC
adult patients in remission were received rectal enema containing butyrate in addition to
current treatments. Butyrate induced low effects on colonic inflammation and oxidative stress,
with an increase of the IL-10/IL-12 ratio [191]. However, no change in the daily symptoms score,
CRP, MPO and CAl were observed [191].

Treatment

Regarding curative effects of SCFA on active UC, studies are not conclusive. The majority
of studies do not show a difference between SCFA and current treatments [192-194]. For
instance, 47 patients with active distal UC received SCFA or butyrate during 8 weeks but no
differences between groups was demonstrated [192]. Steinhart et al. in 1996 also failed to
demonstrate a difference between the butyrate and placebo groups [193]. However, patients
who received enema SCFA twice daily for 6 weeks tend to have an improvement in pathology
compared to the control group [194]. Furthermore, a pilot study appears to promote positive
effects of SCFA on 12 active UC patients, patients received 100 mL of SCFA (80 mM acetate, 30
mM propionate and 40 mM butyrate) rectally for 6 weeks [195]. Of 12 patients, one achieved
remission and 9 had improvement in their DAI [195]. Finally, another study shown that butyrate
enema for 8 weeks on UC patients improved DAI [196]. Indeed, butyrate has anti-inflammatory
effects, mediated by an inhibition of NF-kB activation in macrophages. Besides, SCFA
significantly reduced both the number of neutrophils in crypt and surface epithelia correlated
with a significant decrease in the DAI [196].
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e Conclusion on SCFA

To conclude, in vitro studies suggest an anti-inflammatory role of SCFA on IEB via the NF-
kB pathway. The studies support a prominent role for the GPR43 receptor in the involvement of
SCFA effects. Furthermore, in vivo studies suggested that SCFA mitigated intestinal inflammation
in induced-colitis model. SCFA are relevant in IBD for both preventive and curative treatment.
However, there is a lack of studies on the early life stage. Clinical studies are not very successful
with regard to the efficacy of SCFA, and there are no studies on pediatric IBD. Further studies
have to be carried out and the development of some tools to deliver them constantly at a low
concentration should be considered.

Recent evidence for the relevance of medium-chain fatty acids (MCFAs) and long-chain
fatty acids (LCFAs), in IBD is emerging. They mostly derived from diet and have a major role in
the lipid tissue metabolism and the production of mitochondrial energy [197]. However,
bacteria can generate these lipids via the biohydrogenation pathway [198]. MCFA and LCFA
could also have interesting properties in IBD. Briefly, a recent study highlighted the possibility of
using bacteria-derived long chain fatty acid that exhibits anti-inflammatory properties in colitis.
Indeed, ECN1917 produces increased level of 3-hydroxyoctadecaenoic acid (C18-30H) compared
with other strains. Administration of C18-30H in mice model of colitis, exhibits an amelioration
of colitis and a restored gut dysbiosis [199]. Besides, pre-treatment with HYA, a derivate of
linoleic acid (omega 6), on Caco-2 cells challenged with TNF-a and IFN-y protects cells against
disrupted permeability, TEER, restored TJ proteins expression and inhibited the increase IL-8
secretion [200]. HYA modulates the expression of the TNF receptor, TNFR2, via GPR40/FFAR1
which restores IEB [200]. These studies suggest an interest of MCFA and LCFA produced by
bacteria in the treatment of IBD. However, further in vitro and animal studies are needed to
gain a complete understanding of the effects of these lipids in an inflammatory context, before
investigating the effects on humans.

Bile acids (BA) are produced in the liver from the cholesterol metabolism, and are further
metabolized by gut bacteria. BAs are synthetized from the cholesterol, which is converted by
the enzyme CYP7A1 to produce primary BA, such as chenodeoxycholic acid (CDCA) and cholic
acid (CA). Then, primary BAs are secreted into the gallbladder via the bile salt export pump
(BSEP). After a meal, they are released in the intestine where they can be metabolized by gut
bacteria. Then, intestinal anaerobic bacteria deconjugate the liver-derived BA through the
action of the bile salt hydrolases (BSH) to their respective free BA. This microbial deconjugation
prevents active reuptake from the ileum via apical sodium dependent bile acid transporter
(ASBT). After, anaerobe bacteria convert primary BAs into secondary Bas (SBAs) in the colon. CA
is transformed into deoxycholic acid (DCA) using 7a -dehydroxylation and CDCA is transformed
into litocholic acid (LCA) and ursodeoxycholic acid (UDCA) by 7R-dehydroxylation. Finally, only
5% of the bile salts will be found in the stools, most of them returning to the enterohepatic
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cycle [201]. Despite the small percentage of secondary bile acids remaining in the colon lumen,
they can exert important biological functions for resident microbiota as well as the host
organism. Secondary bile acids have a large panel of functions on the host including clearance of
cholesterol, regulation of energy homeostasis and antimicrobial functions through binding to
specific receptors [202]. Several studies have highlighted the role played by BA in regulating
glucose homeostasis and insulin sensitivity [201]. Finally, BA have also anti-inflammatory effects
[203]. For instance, FXR knock-out mice have a higher susceptibility to develop colitis after
treatment with DSS [204]. FXR is the most well know nuclear receptors of BA and is expressed
mostly in the liver. Besides, studies have shown that BA reduces the level of pro-inflammatory
cytokines, like TNF-a in monocytes and macrophages, through NF-kB inhibition. IBD patients
have altered BA metabolism. Indeed, the level of secondary BA is reduced in stool samples from
IBD patients, but not in total faecal BA concentrations. This data suggests that this decrease is
due to an impaired gut microbiota BA metabolism [205].

e In vitro studies

Five selected in vitro studies demonstrated the effectiveness of SBAs in controlling the
immune response and inflammation (Table 7).

Caco-2 cells were exposed to DCA or UDCA for 20 hours. DCA increased IL-8 secretion by
Caco-2 cells but UDCA have no effects. Besides, it is important to note that high concentrations
of DCA was toxic on Caco-2 cells but UDCA was not [206]. Moreover, DCA also induced IL-8
secretion in HT-29 cells via NF-kB activation [207,208]. Furthermore, DCA and LCA inhibited TNF-
a production in differentiated macrophages stimulated by commensal bacterial antigen or LPS.
Indeed, DCA and LCA through TGR5-cAMP pathway, activated NF-kB signaling pathway, and
thus inhibited pro-inflammatory cytokines production. Interestingly, TGR5 level in lamina
propria from CD patients was higher than in the patients without IBD [209]. LCA have also
relevant effect on adaptative immune response. Herein, CD4+ Th cells were pre-treated for 24
hours with LCA. LCA inhibited Th1 differentiation through the Vitamin D receptor (VDR) of CD4+
T lymphocytes. LCA by binding to VDR inhibits ERK phosphorylation resulting in the decrease of
Th1 cytokines, like TNF-a and IFN-y [210].

e Preclinical studies

SBAs have protective effects on animal colitis model (Table 8). Indeed, DSS-colitis mice
who received treatment with DCA and LCA three times during colitis, shown improvement in
colitis by decreasing colonic inflammation, disease parameters and histopathological score
[211]. SBA also significantly reduced leukocytes infiltration and promoted anti-inflammatory
profile through TGR5 pathway [211]. These results are in line with another study that also
reported the beneficial effects of LCA as well as UDCA in protecting against colitis. Mice with
DSS-induced colitis receiving these SBA displayed an improvement in the severity of colitis.
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Indeed, UDCA decreased inflammatory cell infiltration, reduced inflammation score with a
diminished level of pro-inflammatory cytokines. Interestingly, LCA exhibited more potent effect
to preventing colitis in mice [212]. However, other studies exhibited opposite effects. For
instance, colorectal administration of DCA in DSS-induced colitis in mice triggered NLRP3
inflammasome activation, therefore increased pro-inflammatory cytokines production in
macrophages such as IL-1B [213]. Colorectal instillation of DCA exacerbated DSS-colitis.
Furthermore, UDCA, a SBA, have also beneficial effects on inflammation. Rats were
supplemented with UDCA for 3 days starting with induction of TNBS-colitis for an acute
inflammation or for 8 days one day after induction of TNBS-colitis for a chronic inflammation.
UDCA mitigated the severity of both type of inflammation [214].

TNBS-colitis model in rats received oral administration of UDCA one day before colitis
induction and ameliorate colonic inflammation (Table 9). Indeed, colonic AP activity, a marker of
leukocyte infiltration, was significantly reduced in UDCA treatment. However, colonic MPO
activity was unchanged by UDCA treatment, as well as TJ protein suggesting that UDCA have no
direct effects on the IEB. Surprisingly, UDCA increased expression of S100A8, a neutrophil
marker, and IL-1 in the colon [206]. However, other studies did not show beneficial effects of
SBA. In a recent study, mice were supplemented with DCA for 24 weeks. Herein, mice developed
ileal and colonic inflammation and gut dysbiosis. Dysbiosis was accompanied with an increase of
fecal bile acids, associated with the inhibition of the FXR-FEGF15 axis suggesting a disruption of
the bile acid metabolism [215].

e Conclusions on SBAs

To conclude, SBAs appear to have beneficial effects in an inflammatory context,
however, caution should be taken in the use of SBAs. Indeed, UDCA and LCA appear to be
beneficial whereas DCA appears to be toxic to cells in some studies [206]. Others studies have
highlighted that DCA has been associated with modulating apoptosis involving mitochondrial
pathways [216,217]. Besides, the beneficial effects of SBAs in IBD have not yet been investigated
in clinical studies. Further in vitro and in vivo studies are needed to gain an understanding of the
mode of action of SBAs in an inflammatory context such as IBD.

Vitamin D is a lipophilic compound synthesized in the skin under the influence of
ultraviolet. Vitamin D by binding to the VDR leads to calcium absorption from the gut. IBD
patients exhibit a higher risk to develop vitamin D deficiency. However, it is unclear if vitamin D
deficiency is a cause or a consequence of IBD. Besides, deficient in vitamin D is associated with
increased IBD disease activity, inflammation and clinical relapse [218].

e [n vitro studies
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Four selected in vitro studies indicated that vitamin D acts both on the intestinal
epithelial barrier via protein junctions, on the intestinal microbiota and on the immune system
by regulating inflammation. Two studies on intestinal epithelial and immune cells interested on
protective effects of vitamin D, while two others examined therapeutic effects (Table 6, Table
7).

According to a study on Caco-2 cells challenged with adherent-invasive E. coli (AIEC)
strain LF82, Vitamin D pre-treatment protected against AIEC induced reduces TEER and
increases permeability. Furthermore, vitamin D maintained the distribution of TJ continuously
and circumferential, while infection with the strain induced an alteration in the distribution of
Z0-1 and claudin 1. Nevertheless, there is no difference in the gene expression of these proteins
[219]. In addition, pre-treatment with vitamin D on immune and intestinal epithelial cells
stimulated NOD2 expression and HBD2 and antimicrobial cathelicidin expression through NF-kB
pathway [220].

In active UC patients, claudin-1 and -2 were increased, while claudin-4 and -7 proteins
were decreased. Cultures of biopsies from inflamed and non-inflamed area of colon from the
same active UC patients were treated with vitamin D3. Vitamin D3 acts on TJ proteins, herein
vitamin D3 down-regulated claudin-1 and -2 and up-regulated claudin-4 and -7. Besides, vitamin
D3 inhibited IL-13 and IL-6 expression [221]. Nevertheless, another study found different effects
of vitamin D on TJ protein. Caco-2 cells challenged with LPS and with or vitamin D had lowered
permeability and increased TEER. Indeed, vitamin D restored expression and localization of TJ
protein; gene and protein expression of ZO1, claudin 1 and occluding 1 were increased. In
addition, LPS down-regulated whereas vitamin D inhibited this effect [222].

e Preclinical studies

Only two studies promoted the preventive effects of vitamin D on DSS-induced colitis in
mice (Table 8). One of the studies investigates protection from colitis in early life mice.
However, no study supplemented animals at the same time as the induction of colitis.

Early life

DSS-treated 3 weeks old mice have more susceptibility to infection with AIEC strain LF82
and the infection worsens the severity of colitis [219]. Herein, mice were supplemented with a
diet enriched or deficient in vitamin D ad libitum for 5 weeks, before infection and DSS
treatment. Vitamin D exerted beneficial effects on mice by preventing the increased intestinal
permeability and infection of strain LF82 in the mucosa of DSS-treated mice. Whereas, mice fed
with deficient vitamin D diet had an increased intestinal permeability and worse colitis. Besides,
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vitamin D deficient diet and DSS-treatment affected the gut microbiota, by increasing
Bacteroidetes [219].

Adulthood

Mice were fed with diets enriched in high (10,000 1U/kg), moderate (2,280 IU/kg) dose of
vitamin D and no vitamin D for 4 weeks before colitis induction with DSS for 7 days followed by
a period of 0-4 weeks without ongoing DSS treatment. High dose of vitamin D was deleterious;
indeed, mice developed the most severe colitis with an increased expression of pro-
inflammatory cytokines like TNF-a . Furthermore, microbial composition of mice fed with high
dose of vitamin D without colitis induction was similar to that of DSS mice, indicating a negative
impact of strong doses of vitamin D on the gut microbiota [223]. Interestingly, the circulating
vitamin D dropped in response to the inflammatory process mediated by the DSS.

e Clinical studies

We found 9 studies using vitamin D for IBD (Table 10). All studies were achieved in
adults, however there are very few studies investigating the ability of vitamin D
supplementation to maintain remission in patients with UC.

Prevention

In a randomized clinical trial, 27 CD patients in remission received vitamin D
supplementation for 3 months. Intestinal permeability of patients was maintained, and CRP
level significantly decreased. However, CDAI score was non-significantly reduced [224]. Besides,
a pilot randomized double-blind controlled study highlighted beneficial effects of
supplementation with low or high dose of vitamin D3 on CD patients in remission. The rate of
relapse was non-significantly different in both groups, nevertheless high dose has better rate of
relapse than low dose. Furthermore, vitamin D3 improved anxiety and depression scores in both
groups [225].

Treatment

A pilot study exhibited the beneficial effects of vitamin D3 supplementation on 18 active
CD patients. After 24 weeks of oral supplementation, patients had a significant increase of
vitamin D3 serum level and improved CDAI and quality-of-life scores. Twelve out 18 patients
achieved in remission. However, there is no change in cytokines levels, such as TNF-a, IL-10 and
IL-17 [226]. In addition, Tan et al. in 2018 no found any difference of DAI and inflammatory
markers on CD patients receiving with vitamin D [227].
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Prevention

First, UC patients in remission with low serum level of vitamin D (< 35 ng/mL) have
higher risk of clinical relapse [228]. However, there is a lack of studies investigating the effects
of vitamin D supplementation to sustain UC patients in remission.

Treatment

Vitamin D supplementation reduced intestinal inflammation in patients with active UC
[229]. Herein, 8 patients with active UC received daily supplementation with vitamin D and 9
with inactive UC. Only patients with active UC have decreased fecal calprotectin levels and
increased albumin. Besides, active UC patients have increased Enterobacteriaceae but no
change in gut microbiota diversity UC [229]. Another study exhibited anti-inflammatory
properties of vitamin D in active UC. Patients with active UC were supplemented with vitamin D
for 4 weeks. A decrease in UCDAI was observed correlated with an increase in serum vitamin D,
a reduction in CRP and calprotectin indicating a beneficial activity of vitamin D in inflammatory
response. Patients have a lowered grade of severity from 60% to 35% [230]. A more recent pilot
study is in line with these data. Indeed, active UC patients received 2000 IU per day of vitamin D
for 12 weeks; their serum CRP level decreased, as well as TNF-a suggesting that vitamin D
prevents from systemic inflammation, thus decreasing DAI in patients. Moreover, activity of NF-
kB increased which implies that vitamin D acts on the NF-kB signaling pathway [231]. However,
Tan et al. in 2018 no demonstrated any difference of DAI and inflammatory markers on UC
patients supplemented with vitamin D [227].

e Conclusions on vitamin D

In conclusion, supplementation with vitamin D is relevant on patients with deficient
vitamin D.
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Key ideas — Gut microbial components:
e Most of them reduce inflammation.
e Limits: the lack of in vivo studies and the absence of clinical trials make it
inconclusive as to their value in the prevention/treatment of IBD.

Key ideas — Gut microbial metabolites:
e SCFA are the most studied postbiotics in IBD, however clinical studies are
inconclusive.
e Other metabolites showed promising results.

SYNBIOTICS

Definition

Synbiotics are products combining prebiotics and probiotics [232]. Its benefit for the host
relies on the synergic or additive action of both components to ensure an effective
implementation of an improved microbiota, by enhancing the survival of specific bacterial
strains and/or their metabolism. Such strategy may help to preserve the intestinal functions and
prevent diarrhea or constipation for the individual [232—-234]. The immune system and the
intestinal barrier are strengthened while pathogens development is inhibited [232,235]. So
synbiotics appear to have a greater efficacy than pro-/prebiotics alone [234]. Synbiotic
administration may reduce cost and treatment duration, thus enhancing compliance [236]. For
all those reasons, synbiotics represent an attractive field of study for IBD care.
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xilooligosaccharides,

lactic acid bacteria, XOS

Simple Clinical Colitis Activity Index.

Table 11. In vitro, preclinical and clinical studies with synbiotics in IBD. LAB

SCCAI

146

‘auofe sanoigoid 01 paredwod

(Kep/Bey T+N4D 60T ‘SO-4+Sulelis wnueoeqopylg

9[1ouIp "D
pue aeluownaud Y ‘wnunwiydAy

OHOIGUAS B yum suaboued Hsv £ pue sn|Ioeqo1oeT 9 ) Aqeg @Ie[NNIAl AN0IqUAS 'S ‘|pUUOS 'yS ‘D3d3 0c0c eteld
I1é 0 uomaIut Lmoib JaybiH 1109 "3 Jayus :aInnd suaboyred
‘(P10
) ] ) sleak Ge-62) Jnpe uewny juaiayip
b_Q“\mwuﬂwwﬂmmwmwwmmmﬂc_ SHM ¢ + wc_m:mmm_ﬂwﬂrm_ M%Mw%%mﬁh%&wﬁ_w‘o“w%%%%%awmmm_\,_ © 0 Winjnaoul 1893} L yoes 6702 ‘YoingsAng
o ’ ’ ’ ’ T T ‘®@3ANIHS-N 10e11 [eunsalulolsed
uBwNyY OJIA Ul pazipJepuels €
'SauI01Ad Alojewiwejul
10 uononpolid DNGd paleinwins
-Sd7 padnpal uoneluswia)
SO10IquUAS Woy panLdp sY40S NG YIm IW/N4D LOT MW WS Ul A/M %G :(2Tdd) "(Sv40S se awin

"UljnNuI YIM UoITeulquiod
awes ayl Jo} 997 ueyl
SY4DS aiow paonpoud 2199
"9Zrew-1y uey) ulnul
yum sy40S aiow paonpoid 997

ygy "uoneluswis) yirg

snoe dsgns sifewiue “g 1o (997) £TOES DILY
99 snsouweyl sn|1oeqolde + azrew-1y Jo uinu

awies Je pappe) Sd1 uorewwey|
'SOINDd uewnH

GT0C ‘Telesy

*OdON Aq uonei2as QT

(Jw/N4D.20T-S0T) anaug'g

uIAWoUOI+YAd uolewiwrepu|
"s||99

-1 P29NpUl G SO-9I/SODIS e 10 SNSouwrey 1+(JW/BWS ‘T:6) SO21/SODIS 1 a\eu -/+ QO poojq fessydued | ST0¢ HHEWHET
uewny Arewud ainyeww|
‘uolrenualayp |92 ] ]
01 9N 5q ABW puE uonEIa[od 4oT9 .aoﬁco_sp_:_ jo a_o__o_:_:r,c ‘I1e) 8S0TY >-Zm_.+mn_._ :uoljewiweyu| —
199 62-LH SNQIUUI D10IGUAS By L sioe| “1+0.00d anaiq "g+(1/60T ‘vO) ueusaieoblio aull 1199 62-1H
agi uo 109)3 uolelnp juswieal]| 21101QUAS |9pPON ERIVEYETEN

Salpmis 0J1IA U




Etude bibliographique

147

"PIX0 DU pue

skep

(Airep ybram Apoq by/bw

'SHjod SSQ [|ndyY

) PIO SXaam g 00ST Pue N4D 80T) 10eiXa erepidsnoly . 0202 ‘eH
0-4NL WnJas Jo uononpay ¥ + Snjod Buunp skep 2 RILGIPNS + GOG LASSED SN||DRqaIoe 901w 9/19/.5D
‘0T-1140 3SEa10UI “3Luteq ocm_m\,;_.oon s1j09 SSq 8INOY .
N6 Jo uoneioisay "sabewep | shkep g + SSQ Jaye shkep ¢ p|o S¥8am QT BOT/BwS + Bw/ + /0T«G ) ueloerebouigese | . GTOZ ‘loswis
2IUO . 901W PSHNUY 9/d1vd 9[eiN
IUO0J0J JO UoNdNpay + S04 + 090729 I8sedered
juawieal|
'Saux01ko Alorewiwrepjul
0 asealdap ‘JaureqInb Jo ske Arep ybiam Apog Bx/6gz 0 pue "SNIj0D ano
J p iaureqnb ) p DI S0M /-9 (Arep y61am Apoq 6x/6€2°0 pue N4D 80T«2) _’Sod s aindy 0202 'BUsyS
Buluayybuang a109s Annoe| 7 + snijood alojaq shkep T apLey22esohi|ooAX +Shueul wnuaoeqopyig 901w 9/19/8D 9
9seasIp Jo uononpay
(Rep /Bwpoz pue
uogonpod Sy49S Jo N4 60TxZ) 95850 LI suenbeod snjjioeg .
) shep + . 2Iquy 21qy aued Jebns jued sjoym SNI0d SSA ANy )
asealou| 'sa109s [ea1bojoisiy p|O SY2aMm / ) 0202 ‘apulys
L + SHIjo2 a10jaq shep / (Kep /Bwoor 2oIW 9/19.GD
pue aseasIp Jo uononpay
pue N4D 60T«2) 958SDDLIN suenbeod
snjjIoeg + Yyarels Juelsisal eueueq uaalb
:mmwwww\wwwﬂm_m;o%ﬁwﬂcim skep 0 SYaam ue w o@EMEﬂN ) asojebe SHI09 SSA 8oy ‘uo
no 4 } J + SI|02 210490 SKep T PIO sH 9 pue qw/N4D 60T 40 002 1ebe] 901 9/g1vg Sfewa4 6T0C uos
[ea1uio Jo uononpay + 99 UlellS snsouwreys snjj1oeqoloe]
‘0T-11J0 wmmmbc._ Jauleq ocm_m\s%on SIII09 SSA SNTY “SoI _
N6 Jo uoneio)say 'sabewep shep p|0 S¥2aMm QT BoT/Bwg + Bwy + 20T«G 2) ueloeehouigele GTOZ ‘loswIs
. PSHNUY 9/d71vd 9eiN
21U0j02 JO UonoNpayYy ZT + SnIjoo alo0laq shkep / + S04 + 090129 'osedeled
*QISIaAIp ©101q010IW ] "SNIj0d snoauruods
19SuU0 siIj0d (unnut + euORgOPYIg pUE I||10RgOIe T JO . .
10 @Sealoul pue al02s p|o syluow g slel unqojboloiw- 002 ‘2INYos

[eaibojoisiy Jo uononpay

01 Jloud pels ‘syoam g

XIw yes/N4D 60T«g~) dINXIN JueIsu| 2noIqUAS

Z9-129-vH

uonuanaid

adi uo 10343

uoneinp axely|

uoneluswslddns
J0 aby

onolquAis

[®POIN

RV EIEIEN|

SaIpnis [edluldaid




Etude bibliographique

‘(ogaoeld Gg ‘onolquis gg) 19N siuaned

-10-Arenb Jo Juswanoidwy

9'ZT :ebe uesw

ur sjuaied DN :LOdY pulg-36uls

VD OS Jo uononpay S3oam 8 plo sreak 09-8T (S04 pue Aep/Nd4D 60T+ SUlels /) @d1ed0ie] A BALER ASIBIAPOWPIL ;L Ddd 9 020z ‘lueuiwy
"SOlOIQUAS LjIM O } L "agl buipnjoul .
LNLL DUE M5 10 LOBNpaY Apnis uo spuadap Apnis uo spuadap papnjoul salpnis G- ‘1e1aweled uo Buipuadag SOSRASIP [RINSS JO SISKEUR-EION 6TOZ ‘lwazey|
‘abesop
ploJa)s Jo uondnpal ‘uoneinp onoigaid ‘(jJonuod
uoISSIWal Jo asealy| syuow g p|o sieak 09-8T + sauabolods snjjioeqoioe ‘Odr Y-OL sholjuasaw snjjioeg | 9T ‘onoiquAs 9T) 1 dn siuaned DN aAndoe|  6TOZ ‘IUreleN
‘Aillones aseasip ‘V-OL WNouAINg WNIpUIso|D ‘Odr 0TT-L S![edae) sna2020)dans | alanas/Aslelapow | Oy [aqej-uado
pue asdejal Jo uononpay
‘p|o sieak o pue SO4 + wnbuoj
‘Ainnoe v6'vv :(0gadeld | wnuajoeqopylg ‘snjiydopioe snjjioeqoioe ‘snoe| wnusjoeqopiylg ‘(ogaoeld 8T ‘onolquAs gT) siuaned .
S39am g8 . . . . 6T0 ‘lewe
aseasIp jo uononpai JaybiH 2n0IqUAS) snjiydowlay} snoooo01dans ‘wniejued snjjioeqoloe DN aAnoR Aj@1eIapowy/pliwl O 11 Ddd
abe ueaw ‘wnioak} SN2202018)Ug
(Rep/BST pue 60T«v) s01oNIobI0
£101q0IOILL 10 BBUBL ON Uuow T ..v_o sieak + we LE-ALS snjiydouniayy msouoo_oimem pue @mﬁ-m_m_ ‘(ogaoeld 8 ‘onoiquAs mv paxiw £T0Z 'pauILY
29 :abe ueipaw | spoe| dsgns sijewiue wnuaeqopylg ‘/z-Ad1snouebing 'dsgns | suaned gD 8 pue DN 8:10dd 9d
I328n1q|ap sn||1oeqooe ‘@g-v1 snjiydopioe snjjpoeqoloen
] "plo sieak
ooy v'Ly pue 9'ey "(lonuod oz ‘onolquAs Tz) siuaned oN
[eaae) jo abueyd pue 2100s syluow 1 -(0.1U09 2N0IGUAS) (Rep/Bg's pue N4 60T«E) SOD + IMYEA dAaiq g LOISSILUGI LYSATIE ;| 5 [9GEI-uad0 TTOC ‘emexiys|
a1doosopus jo uononpay
abe ueaw
"(Rep/boT) sauaboiods sn|jioeqoioe]
"UoISSIWaI JO asealoul Sjsam & —— snjiydow.ay m:owoooam:w snjiydopioe mj___omgoﬁm._ snueAlfes 19N wﬁcw;mo_ DN 9ARoe Ajglelspowy/pjiw 1T0Z “IPpUBiSnS
yrm Juawanoidwi [ealuld sn||1oeqoloeT ‘SiuBUl WNUaloeqopylg ‘18sed sn||1oeqoloe| 02 :[ewn |agel-uado pasiwopuey
uassebd sn|jioeqoioe ‘wniejue(d snjjioegoIdeT + UINU|
"plo sieak og pue
L€ ‘e :(onoiqoud ) . .
. : ) (onoigoud o ‘onoigaid oy ‘onoiquAs .
Oagi 1o wawanoiduwy SHoeM ¥ .oao_gma (fep/Bg pue N40 60Tx2) Wniksd + wnbuo| 'g ov) swaned on uoissiwas uypnw ;1 oy | 6992 uowifnd
2N0IQUAS)
abe ueaw
‘plo s1eak gy
8-l pue 9t :(0ogaoed . "(0ogaoe|d 6 *onoIqUAS 6) .
PUE 9-7l WNIBS JO 85281990 S3oam 8 on01quAs) SOX + ueoejefoulqere + (kep/N4D 60T«S) 09TOZ 9 9sedered 1 Lan swaned 50 S1eIBPOWPII 11D dX 600¢ ‘0d19pa4
abe ueaw
‘plosreak L ve | | . . s o
*dD Jo d2uaInddal pue T°9¢ :(0oqaoe|d (irep .:o.;mam weisisal b g N pue c__Humo_ 6572 ‘unui b g *sueoni (ogeoerd QT ‘onolquAs gz) uondasal .
syuow gt ) -d 6 Gz ‘zogz wnreyue|d "7 pue ‘6T 19sedeled dsns 1asedesred ; 1002 ‘Yysswiayd
anneladoisod uo 1088 oN anolquAs) A1abins o 7 Bulobiapun suaned D 11044 94
7 ‘spoejoulyel *7 ‘snadasojuad snddo0deIpad) 000Z INOIQUAS
1e abe ueaw
"B101qoJo1w b Jo abueyd R
pio . .
pue anssi Jo uoneiauabal (ogaoed TT ‘onoiquAs
pasealou| 'sauloiko s1eak 6y-8¢ pue €T) saned D aAnde ;1 0dd 9d 0T0Z ‘PaalS
Alorewiwreyul pue a109s suuowr o1 € @ﬂww_%mwom_a (Aep/BzT pue TT0T+v) TABISUAS + wnbuo) g ‘(ogaoeld 6 ‘OnoiquAs 500z ‘auin4
AdoasoplowbBis ‘Aianoe wm.m cme 6) siuaned DN aAnde ;1 0dY 9d
8seas|p Jo uononpay
poouylnpy
‘SwojduiAs ‘plo sieak ‘(ogaoed G ‘onolquAs ¥) uoissiwal
2I9A3S OU pue 8103S Y| syluow 0T P "(Rep/BST pue N4 0TOTx2) Ulnut + G2T0d wnbuo| ‘g G998IA § OROIGUAS ) LOISSI 6002 ‘AoseH

EIIGE]

ddl uo 10343

uolreinp axeiu|

uonejuswsa|ddns
10 aby

anolquis

ubisap Apms

9J0Uala}ay

SaIpnis [ealulD

148



Etude bibliographique

In vitro studies

Few studies investigated in vitro the effects of synbiotics and heterogeneous in vitro
models were used, ranging from the intestinal cell line HT-29 to a synthetic human GI tract
(Table 11). Inflammation was induced or not by addition of PMA+ionomycin or LPS +/- IFN-y.
The composition of the synbiotics used is varied, not only in terms of probiotics but also of
prebiotics. Mainly Lactobacillus and Bifidobacterium strains were combined to one or several
prebiotics which are mostly oligosaccharides (FOS, GOS or xilooligosaccharides XOS). The
synbiotic supplementation was used only as treatment or started at the same time as the
inflammation induction, so no referenced study in our review described in vitro the preventive
effect of synbiotics. Altogether, the studies underlined a positive effect of synbiotics by different
mechanisms. An increased diversity of the microbiota and production of SCFA were observed
after incubation of a synbiotic composed of Bacillus strains and a mix of FOS, XOS and GOS in a
synthetic human Gl tract called M-SHIME® [237]. Human immune cells like PBMCs were also
impacted by the synbiotics, through the influence of the prebiotics part of synbiotic, for instance
short-chain GOS and long-chain FOS (scGOS/IcFOS) which induce the production of IL-10 by
dendritic cells [68]. Metabolites derived from synbiotics like SCFA also play a role, as seen with
the SCFA derived from the synbiotic inulin + Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53013 which
reduced the production of inflammatory cytokines by LPS-stimulated human PBMCs [238].

Preclinical studies

In general, the literature on synbiotics at preclinical level is scarce and seems to focus on
the preventive aspect of synbiotics (Table 11). Adult murine models with acute DSS or
spontaneous induction of colitis were used. Investigated synbiotics had a less complex
composition as in in vitro studies, with fewer components in the mix of pre-/probiotics: mainly 1
Lactobacillus or Bifidobacterium strain with 1-2 prebiotics of different types (Table 11).

The intake of synbiotics lasted between 2 to 8 weeks with a start 1 week before acute
colitis induction. Promising results were achieved in the described preventive studies, with a
reduction of the disease severity and colonic damages. The mechanisms found were the same
as in in vitro studies, namely an increase of microbiota diversity and the production of SCFA and
an increase of IL-10 production [239]. Interestingly, a restoration of the gut barrier was seen
after a supplementation of Bifidobacterium infantis + XOS in male C57BL/6 mice under acute
DSS-induced colitis by increase of tight junction proteins ZO-1 and claudin-1 expression [240]. So
it appears that a supplementation of synbiotics mitigates the development of colitis in murine
models.

Only 2 preclinical studies were found on the treatment of colitis with synbiotics. Simeoli
and colleagues described in 2015 the effects of a synbiotic constituted of L. paracasei
B21060+FOS+arabinogalactan given after DSS induction for 1 week in male BALB/c AnNHsd
mice. Another study by Ha and colleagues in 2020 also used an acute DSS induction, but on

149



Etude bibliographique

C57BL/6 mice with a synbiotic composed of Lactobacillus gasseri 505 + Cudrania tricuspidata
extract. Both studies showed anti-inflammatory effects of the investigated synbiotics, with a
decrease of colonic damages and TNF-a production and a restoration of the gut barrier.

Clinical studies

Surprisingly, more data are available on clinical trials as in in vitro or preclinical studies
but only for treatment with synbiotics. Indeed, no study was found with a use of synbiotics as
preventive mean for IBD (Table 11).

The heterogeneity of the studies is striking. Different types of synbiotics were used and
comprised not only the probiotic genus already observed in preclinical studies, but also new
ones like Streptococcus, Bacillus or Clostridium. Different types of prebiotics were also mixed
into the synbiotics of interest. For example, “Synbiotic 2000” includes inulin, B-glucans, resistant
starch and pectin. The recruited IBD patients were mostly UC patients (only 2 studies with CD
patients) with a broad range of disease severity, from remission to severe disease activity. The
number of tested individuals is small (<50/condition) and underlines a need of clinical trials with
a more consequent number of participants to ensure a relevant analysis of the effects of
synbiotics.

e Farly age

One study focused on UC children of about 12 years old in remission for whom a
synbiotic composed of B. longum R0175 + inulin was given during 10 months [241]. The result of
this study is encouraging as no severe symptoms were observed and an improvement of the
quality of life was assessed.

e Adulthood

Treated patients were aged of 18 to 60 years old and treatment time ranged from 4
weeks to 1 year. Apart from 2 studies where no effect of synbiotics were seen on CD recurrence
or microbiota and despite the heterogeneity of disease severity and disease type, the majority
of the clinical trials presented a beneficial effect of synbiotic through a clinical improvement
[242,243]. The tested synbiotics appeared also effective to reduce the production of
inflammatory cytokines like IL-6 or IL-8 [244]. For instance, 2 studies used B. longum and
“Synergy 1”7, a preferential inulin/oligofructose growth substrate for this strain, on either active
CD or UC patients for 1 to 6 months [245,246]. Both trials showed a reduction of disease
severity after supplementation which can be linked to a modulation of the microbiota and an
enhancement of the tissue regeneration. Moreover, synbiotics contributed also to maintain
remission and to reduce treatment dosage, as seen in a clinical trial with active UC patients
supplemented with a synbiotic containing Streptococcus faecalis T-110 JPC, Clostridium
butyricum TO-A, Bacillus mesentricus TO-A JPC, Lactobacillus Sporogenes and a prebiotic [247].
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Conclusion on synbiotics

Few studies are available at in vitro and preclinical levels but all of them pointed out the
beneficial effects of synbiotics on inflammation: reduction of colonic damages and inflammatory
cytokines production, restoration of the microbiota diversity and strengthening of the gut
barrier. Synbiotics appeared to be more effective as pre- or probiotics alone. These observations
were also seen at clinical level, with a reduction of disease activity and an extension of
remission. However, robust homogenized clinical trials are lacking to fully characterize the
effects of synbiotics and their design should be supported by preliminary data generated from
preclinical studies. The distinction of disease type and disease severity is also an important
factor. Indeed, depending on remission or active disease state, an individual might respond
differently to synbiotics and less effectively.

Key ideas — Synbiotics:

e Limitations:
- Lack of robust in vitro/preclinical and clinical studies, especially for
prevention for which no data was found in vitro and at clinical levels. Clinical
trials at early age are also lacking.
- More data should be collected to describe precisely the effects of synbiotics
for UC and CD at different disease stages and different age of the individual.
e Beneficial effects observed at all levels of investigation, synbiotics:
- restore the diversity of the microbiota,
- decrease anti-inflammatory cytokines production,
- strengthen the gut barrier.
- Improvement of disease severity and clinical symptoms which led to an
extended remission in UC patients.
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DIET

Diet has been the object of extensive research in the context of IBD. Several studies
underline indeed the protective effect of a healthy diet against the risk of CD development, as
well as the high consumption of fruits and vegetables [248,249]. On the contrary, diets enriched
in fat and/or sugars constitute risk factors for IBD development [249,250]. Certain food
constituents such as iron and red meat are also identified as risk factors for IBD and in vivo
results confirm this assumption. High-fat diet and dietary red meat exacerbate experimental
colitis in mice [251,252]. In addition to diet composition, the associated time period plays an
important role. Chronic diseases may indeed have a developmental origin, as stipulated in the
concept of “Developmental Origins of Health and Disease” [253]. The early life period is namely
accompanied by dietary changes which can impact later in life the development of chronic
diseases in the individual, as seen with the importance of breastfeeding [254]. Even a
geographic specificity of diet may impact the individual, as seen with the deleterious effects of a
Westernized high-fat diet [250]; in contrast with the beneficial impact of a Mediterranean diet
[255].

The composition of the diet may influence several biological systems: the immune
system, the microbiota and the host response. A high-fat diet induces for example an increase
of intestinal inflammation linked to a barrier dysfunction and a dysbiosis. The change of
microbiota can itself induce an inflammatory response [249]. Epigenetic effects can be induced
by diet, as seen in an in vivo study where a methyl-donor maternal diet increases colitis
susceptibility in offspring [256]. Diet represents an interesting research field for IBD care,
especially due to its ease of implementation.

IBD diets

Nutritional intervention in IBD patients takes several forms and focuses on different
strategies: formulation, exclusion of potential inflammatory components or supplementation of
certain food ingredients with beneficial effects on the host through different mechanisms.

Many food products were investigated over the past years to determine if their
consumption could restore gut homeostasis by improving digestive functions, along with
influencing the gut microbiota and biological processes [257]. Bioactive peptides are protein
fragments absorbed in the small intestine and attractive by their low toxicity, low cost and good
diffusion. In animal models of IBD, bioactive peptides reduced disease severity and the secretion
of pro-inflammatory cytokines [257]. Other interesting products are carotenoids. Humans are
not able to synthesize them and have to rely on plant consumption for supply. Carotenoids are
effective antioxidants and present anti-inflammatory properties. B-carotene is for example the
most represented carotenoids in human diet and constitutes an important source of vitamin A
[257]. Vitamins themselves, especially vitamin D, have essential roles for the organism. They are
antioxidants and show anti-inflammatory capacities by reducing pro-inflammatory cytokines like
IL-6 or TNF-a [257]. Altogether, a variety of food components has been identified for their
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potential effects on IBD care. Our non-exhaustive review will focus on one particular
supplementation: n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs).

Since the description of the anti-inflammatory properties of n-3 in the cardiovascular
system, diets enriched in n-3, and thus with an increased n-3/n-6 ratio, have been tested in
different inflammatory digestive pathologies including IBD. In addition, association studies
correlated high n-3 PUFAs concentrations with a reduction of CD and protection from UC [258—
260]. n-3 PUFAs are considered anti-inflammatory fatty acids. They may for example counter n-6
PUFAs inflammatory effects by competition [261]. Resolvins, protectins and other pro-resolving
molecules derived from n-3 PUFAs modulate the immune response toward a resolution of
inflammation, and strengthen the barrier by increasing epithelial proliferation [262,263].
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Table 12. Primary prevention with n-3 PUFAs in IBD.
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Table 13. Secondary prevention with n-3 PUFAs in IBD.
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e |n vitro studies

Seven selected in vitro studies investigated the preventive effects of n-3 PUFAs and 4
other in vitro studies focused on treatment (Table 12, Table 13). Diverse in vitro models were
used, ranging from intestinal and monocytes cell lines, primary immune cells to biopsies from
IBD patients. Main tested n-3 PUFAs were the eicosapentaenoic acid (EPA), docosahexaenoic
acid (DHA) and fish oil. Inflammation was mainly induced by lipopolysaccharides (LPS).

Pre-incubating cells with n-3 PUFAs resulted in anti-inflammatory effects, with a
decrease of IL-17RA, IL-12B expression in monocytes and an induction of tolerance by an
increase of IL-10 production by dendritic cells (Table 12) [264,265]. A reinforcement of the gut
barrier was achieved by increasing the transepithelial resistance, reducing the increase of
permeability induced by inflammation, and by preventing barrier disruption [266]. The duration
of exposure to n-3 PUFAs is heterogeneous, as well as the mean of inflammation. Still, promising
results were achieved in vitro for prevention.

Effects are more mitigated for in vitro n-3 PUFAs treatment (Table 13). Fish oil decreased
the production of pro-inflammatory mediators like PGE2 and the expression of COX-2, but
induced at the same time apoptosis [267,268]. Interestingly, fish oil modified the composition of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and plasma phosphatidylcholine. More
homogeneous in vitro studies are needed to enable a comparison and a better vision of n-3
therapeutic effects, but these preliminary data show promising results on a preventive anti-
inflammatory potential of n-3 PUFAs.

e Preclinical studies

More in vivo data is available on the preventive effects of n-3 PUFAs, with 9 studies
(including 3 at early age) against 3 studies (including 1 at early age) for treatment (Table 12,
Table 13). Mostly murine models were used, except of one study on pigs. N-3 PUFAs were
studied as components of oil from animal (fish, krill) and plant (corn, olive...) origin. The
induction of colitis was mainly acute and chemical by the use of TNBS or DSS.

Post-weaning but also as adult, animals supplemented with n-3 PUFAs showed a
reduction of disease severity and improved clinical symptoms (Table 12). Like in vitro studies,
the supplementation modulated pro-inflammatory cytokines, with a reduction of IL-6 and iNOS
[269]. Gene expression was also impacted, with a decrease of the colonic NF-kB DNA binding
activity [270].
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Only one study investigated n-3 PUFAs treatment at early age (Table 13). In post-weaned
mice, the n-3 diet ameliorated colitis but increased mortality by an impaired response to
infection like LPS dephosphorylation ability [271].

In adults, extra virgin olive oil reduced disease activity and abrogated DSS-induced gene
expression of pro-inflammatory components like COX-2 and iNOS [272]. To conclude on
preclinical studies, n-3 PUFAs intervention as prevention seemed effective, with an
improvement of disease severity by similar mechanisms observed in vitro, i.e. a modulation of
immune cytokines and gene expression. It should however be noted that the main model of
inflammation induction was acute, so the chronic aspect of IBD is somewhat lacking and should
be taken into consideration for future studies. Not enough studies are available to assess on a
clear effect of n-3 supplementation as treatment. It seems though that n-3 PUFAs interact with
the immune system by modulating cytokines production and change the microbiota
composition.

e Clinical studies

N-3 PUFAs diet was mainly studied as treatment (Table 12, Table 13). Clinical trials on the
effects of n-3 PUFAs at early age are scarce; one study only is enlisted in this review and
described the effects of EPA and DHA in 10 years old CD patients in remission. As complement
to 5-ASA, n-3 PUFAs reduced the relapse risk. In adults, 10 studies including 1 meta-analysis and
2 consequent studies (~190 CD patients/condition) were listed and comprise a consequent part
of small studies [273,274]. EPA, EPA-FFA and DHA were the main n-3 PUFAs analyzed. Patients
in remission but also with moderately active disease presented decreased disease severity after
n-3 PUFAs consumption. The main effects were on the n-3/n-6 ratio, a decrease of pro-
inflammatory cytokines production like IFN-y and IL-17 by CD4+ and CD8+ T cells of peripheral
blood [275,276]. However, in the EPIC- 1 and -2 clinical trials which comprise the highest
number of participants, n-3 PUFAs diet failed to prevent relapse and to improve disease severity
in CD patients, active or in remission.

e Conclusion on n-3 intake

In vitro and preclinical studies showed clearly beneficial effects of n-3 PUFAs on
inflammation, at different ages and both as preventive and therapeutic mean. However, at
clinical level, the heterogeneity of n-3 intake duration and a lack of early age treatment studies
do not allow full comparison. Especially 2 clinical trials of great number of patients do not
corroborate the positive results seen in smaller pilot studies. Also, preventive studies are
needed at clinical level in order to complete the investigation of the potential of n-3 PUFAs,
predictive IBD markers (environmental factors, dysbiosis...) should be taken into account for the
recruitment of patients. Overall, diets rich in n-3 are disappointing because they are not very
effective. In view of the beneficial effects of n-6 on the digestive they could even be questioned,
or replaced by diets rich in n-6 [277]. For example, the 11BPGF2, an arachidonic acid metabolite
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induces intestinal epithelial healing [26]. Another arachidonic acid metabolite called 15-HETE
decreases IEB permeability, and the prostaglandin 12 supplementation alleviate colitis [11,25].
Altogether, implementing supplementation with not only n-3 PUFAs, but perhaps n-6 PUFAs and
their derived metabolites, represents a relevant direction of study for IBD treatment.

Key ideas - Diet:

e Extensive research but not necessarily robust data are available on diets as
treatment options for IBD. Several strategies are investigated, ranging from
formulation, exclusion diets to supplementations.

e Main goals of diets are to decrease inflammation and/or to strengthen the
immune system, to restore gut homeostasis and functions. Characterization
of the effects on microbiota should be investigated as well and reducing
dysbiosis should be considered as a goal to achieve.

e So the question of the relevance of diets for IBD care and/or prevention
remains to be answered.

Key ideas — n-3 PUFAs supplementation:
e lack of studies in general, both in prevention and treatment, with
homogenized design.
e N-3 PUFAs supplementation appears to be beneficial at in vitro and
preclinical levels, but fails to present robust evidences in clinical trials.
e Recent studies focused on n-6 PUFAs derived metabolites and their interest
as supplementation for CD patients and showed promising results.
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GENERAL CONCLUSION
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Figure 52. Summary of the general effects of prebiotics, probiotics, synbiotics, postbiotics, n-3 and n-6 PUFAs on the gut.

From pre- to postbiotic, all levels of interventions have been or are being tested to
reinforce the microbiota, restore a failing microbiota or mimic its effects (Fig. 1).
comprehensive strategy that we have not mentioned so far, but which is interesting since it
would bring together all the effects sought by the different strategies to improve the microbiota
is fecal microbiota transplantation (FMT). FMT is the administration of a fecal preparation from
a healthy subject through the lower gastro-intestinal tract (enema, colonoscopy, sigmoidoscopy)
or upper gastro-intestinal tract (endoscopy, naso-intestinal tube, capsule ingestion) to a patient
with a pathology related to an alteration of the intestinal microbiota, in order to exert
therapeutic effects [278]. While this method has been proven to be effective in cases of
recurrence of Clostridium difficile infection, it is still under study for IBD. Four studies have now
been published and concern the treatment of active UC to induce remission. Although the
number of patients studied remains small, and remission was only analyzed at 8 to 12 weeks
post-FMT, they nevertheless show a significant increase in the number of patients in remission
(around 25%), and are therefore encouraging [279-282]. However, they raise many questions.
The first is the definition of the material to be transplanted: how can we define a healthy
microbiota? Should we prefer one donor or multidonor? The second is the question of the
resilience of the microbiota and of the actors of the beneficial effects of FMT: will the
transplanted bacteria become sustainably established in the host? Are they the ones
responsible for the effects or the bacterial products brought during the transplantation? Finally,
these methods still underline the difference between CD and UC. While we can hold out hope
for UC patients, interventions targeting the microbiota have not shown any efficacy in CD
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patients, and are moreover accompanied by side effects (diarrhea, gas, bloating, and pain) that
are difficult to bear for the patients.

These advances in FMT should not reduce studies on the potential effects and use of
probiotics or probiotic cocktails, their derivatives and the diets that should accompany their
intake. In addition, we still lack clinical data and information about the windows of intervention
(if preventive, when?). Even so, it seems reasonable to think that interventions improving the
microbiota should at least improve the therapies used to treat IBD patients.
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Stratégies thérapeutiques pour les MICI

e L’arsenal thérapeutique existant n’est pas curatif, il comprend des médicaments

dont la posologie est & adapter selon la MICI considérée et son degré d’intensité.

e le développement des thérapies biologiques (anti-TNF-a) a considérablement

amélioré la qualité de vie des patients, mais reste porteuse d’effets secondaires
et d’un colt non négligeable.

e Le recours a la chirurgie reste fréquent et n'est pas exempt de complications.

e De nouvelles pistes de recherche prometteuses sont en cours d’étude et visent a

moduler le microbiote intestinal pour non seulement améliorer la prise en charge
des patients, mais également prévenir le développement d’'une MICI.
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Objectifs

Cet état de I'art a permis de mettre en exergue l'importance d’une amélioration de la prise
en charge des MICI. La modulation du microbiote intestinal représente dans ce contexte une piste de
recherche prometteuse. Notre projet d’étude vise & déterminer les effets d’'une modulation maternelle
du microbiote intestinal par des prébiotiques sur le développement d’'une MICI chez la progéniture.
Pour ce faire, nous cherchons & apporter des éléments de réponse aux questions suivantes :

» Est-ce que la supplémentation maternelle anténatale en prébiotiques a un impact sur le
développement de la colite induite chez la descendance 2

» Est-ce que la supplémentation maternelle anténatale en prébiotiques module les réponses de
I’hdte et du microbiote en contexte de colite chez la descendance 2

Résultats

Afin de répondre & ces questions, nous avons établi un protocole expérimental murin dans
lequel une supplémentation maternelle en galacto-oligosaccharides (GOS) et inuline, un mélange de
prébiotiques fréquemment retrouvés dans les formulations infantiles et démontré comme protecteur
contre le développement d’une allergie alimentaire chez la descendance, a été effectuée lors de la
gestation [209,210]. Une supplémentation uniquement lors de la gestation permet de discriminer les
effets par rapport & la lactation, et a été démontré comme impactant le systéme immunitaire, le
microbiote et le métabolisme de la descendance [211]. La modélisation d’une MICI chez la
descendance a par ailleurs été effectuée par I'utilisation du modéle classique de colite chimique
d’administration de « dextran sulfate sodium » dit DSS [212].

Le suivi du développement de la colite a été effectué lors du protocole par la mesure des
paramétres suivants : le score pathologique « disease activity index » (DAI), la consistance des selles,
la présence ou non de sang dans les selles, le temps de transit, la fréquence et I'humidité des selles, la
perméabilité intestinale in vivo transcellulaire et paracellulaire. A [Iissue du protocole, cette
caractérisation a été complétée par la mesure des perméabilités ex vivo transcellulaire et
paracellulaire, le dosage du marqueur d’inflammation globale lipocaline 2 dans les selles, la
détermination de la présence de lymphocytes T et de macrophages dans la muqueuse colique distale,
et du remodelage histologique du célon distal. Une approche mécanistique a été entreprise par la
caractérisation des lipides, de I'expression des génes et de la composition bactérienne du célon distal
tout comme la concentration caecale en AGCC.

De maniére surprenante, nos résultats convergent vers une exacerbation du développement
d’une colite chronique chez la descendance murine suite & une supplémentation maternelle en
prébiotiques lors de la gestation. Cet effet délétére se traduit tout d’abord par une augmentation du
DAI, qui est le reflet de la perte de poids associée & la consistance des selles et & la présence de
sang dans celles-ci. Une augmentation de I'humidité des selles chez la descendance sous DSS exposée
aux prébiotiques par leur mére renforce ce résultat. Les fonctions de la BEI sont affectées par la prise
anténatale en prébiotiques sous DSS, avec une abolition de 'augmentation de la perméabilité in vivo
paracellulaire et ex vivo du célon proximal induite par le traitement au DSS. La prise maternelle en
GOS/inuline influence par ailleurs I'inflammation de la BEl, par une augmentation du recrutement de
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cellules immunes innées (macrophages) et adaptatives (lymphocytes T) au sein du célon distal de la
descendance exposée au DSS.

Les mécanismes sous-jacents la sensibilité accrue & la colite induite par une supplémentation
anténatale en GOS/inuline ont été en partie étudiés.

La supplémentation maternelle en GOS /inuline a modifié sous DSS le microbiome intestinal du
colon distal de la descendance. En effet, 8 souches bactériennes comprenant une ou plusieurs souches
des genres Odoribacter, Colidextribacter, Lactobacillus, du groupe Eubacterium coprostanoligenes et
des familles Peptococcaceae et Muribaculaceae ont été retrouvées surabondantes dans le cdlon distal
des souris P+DSS par rapport au groupe DSS. La prise anténatale de GOS/inuline a diminué par
ailleurs la concentration caecale de butyrate en contexte de colite. Ces résultats sont surprenants par
leur caractére contradictoire, avec une diminution de butyrate anti-inflammatoire tandis que les
bactéries surabondantes ont des effets majoritairement associés a la résolution de I'inflammation.

Concernant le métabolisme, le profil lipidique et potentiellement transcriptomique du célon
distal des souris sous DSS sont impactés par Ienrichissement anténatal en GOS/inuline. La
concentration des lipides RvD5, 14-HDoHE et PDX est augmentée dans le cdlon distal des souris du
groupe P+DSS par rapport a son groupe contrdle P. Ces dérivés d’acides gras n-3 possédent selon la
littérature des propriétés anti-inflammatoires, mais plusieurs données suggérent leur potentiel effet
délétére.

En condition de colite, I'exposition anténatale aux prébiotiques a potentiellement induit une
modoulation spécifique d’une grande variété de génes. Non seulement les génes spécifiques au groupe
P+DSS sont liés en particulier & la réponse immune (Tnfrsf1b et Tnfrsf23 augmentés), mais aussi au
métabolisme des lipides (Hpgds diminué), aux fonctions de la BEl (Agp11 et Cldn2 diminués) et a des
processus neurologiques (SemaSa et Comt diminués). Cette modulation souligne le caractére
dynamique et interconnecté des différentes composantes de Il'intestin, mais surtout I'empreinte & long
terme laissée par 'enrichissement anténatal en GOS /inuline sur la descendance.

Nos résultats suggérent aussi une reprogrammation des systémes biologiques intestinaux en
condition basale, avec une altération des profils lipidique (28 lipides augmentés), transcriptomique
(13 génes différentiellement exprimés) et du microbiote intestinal (7 espéces bactériennes
surabondantes), qui se traduisent physiologiquement par un raccourcissement du cdlon pour les souris
du groupe P par rapport au groupe contréle. Cette chaine d’influences s'avére délétére pour la
descendance, avec une potentialisation de la réponse inflammatoire en réponse & un stimulus qu’est le
traitement DSS, concomitante & une augmentation de processus de résolution de l'inflammation

compensateurs.
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ABSTRACT
Background and Aims

Current investigations on gut microbial interventions aim to correct the dysbiosis associated
to IBD and improve disease outcome. As prebiotics given to pregnant mice are described to enrich
the microbiota, and as IBD could have a developmental origin, we investigated the effects of
prebiotic supplementation in pregnant mice on colitis occurrence in their offspring.

Methods

Offspring from mothers exposed to the prebiotics galacto-oligosaccharides and inulin during
gestation, or fed with a control diet, were submitted or not to 3 cycles of dextran sulfate sodium to
induce chronic colitis. The intestinal functions and the disease activity were followed. The colonic
remodeling, the gut microbiota composition, the lipidomic and transcriptomic signatures were
assessed.

Results

Offspring from prebiotic-fed mothers under colitis presented a higher disease score, a worse
weight loss and an increased feces humidity compared to offspring from standard diet-fed mothers.
Treated offspring from prebiotic-fed mothers also showed an increase frequency of colonic mucosal
lymphocytes and macrophages compared to their control group without colitogen, associated with
an increased colonic concentration of RvD5, PDX, 14-HDoHE and a potential modulation of colonic
gene expression. Maternal prebiotic supplementation induced, under colitis, an overabundance of
8 bacterial strains and a decreased butyrate caecal concentration compared to colitis control
offspring.

Conclusions

Antenatal prebiotics exposure modified the composition and function of the microbiota, the
lipids content and the transcriptome of the offspring’s colon. These modifications were not able to
protect from colitis but rather sensitized to colitis development.
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GRAPHICAL ABSTRACT
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INTRODUCTION

Inflammatory bowel diseases (IBD) are a worldwide health issue, reaching about 1.5 million persons
in the USA in 2018[1]. IBD include ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD)[2]. They affect
young adults but also children for which an altered immune and enteric nervous systems, a
dysfunction of the gut epithelial barrier and a dysbiosis are observed[3-5]. IBD pathogenesis is
sustained by: 1/ an immune disorder that involves both innate and adaptive cells[6,7]; 2/ an
increase permeability of the gut and defects in epithelial repair [8-11]; 3/ a decrease of gut
microbiota diversity and abundance of beneficial strains such as F. prausnitzii and an alteration of
biological functions such as the carbohydrate metabolism[12,13]. The observations of the altered
phenotype of the enteric nervous system in IBD patients is now associated with a loss of the enteric
glial cell capacity to maintain epithelial homeostasis in CD patients due to a default in bioactive
lipids production[14,15]. Incidentally, the lipid profile of CD and UC patients biopsies has been
recently shown to differ from control patients, underlining the potential role of these bioactive
mediators in IBD pathogenesis[16].

For now, some genetic and environmental factors are known to be involved in the etiology of IBD.
In particular, increasing evidence suggests that IBD and other chronic diseases have, at least
partially, a developmental origin[17]. The developmental origins of health and disease (DOHaD)
paradigm suggests that maternal exposure to environmental factors can have a long-term
reprogramming effect on the child, which can negatively or positively influence the development of
diseases later in life[18]. Several perinatal environmental factors such as a maternal exposure to
antibiotics, antibiotic exposure in infancy and early life otitis media are associated with a higher risk
of IBD, while less data are available on beneficial environmental factors like breastfeeding and the
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maternal diet[19-21]. Prenatal factors can impact the in utero programming, which can modify the
immune system and the gut microbiota, influencing gene expression and impacting in fine the
development of organs of the offspring[18]. The maternal diet was highlighted to be an important
environmental factor in the development or prevention of diseases in the child, and can be itself
modulated by the intake of food substrates such as prebiotics. Prebiotics are specific substrates
modulating positively both the composition and activity of the gut microbiota, and the biological
systems of the host[22]. Therefore, prenatal environmental factors such as the maternal diet
constitute an interesting field of investigation to further characterize IBD pathogenesis, and may
contribute to the development of preventive strategies. Several studies investigate now the effects
of prebiotics as maternal dietary intervention on the development of chronic diseases in the
progeny. Two studies demonstrated in that sense, in mice, a protective effect of a maternal
supplementation with the prebiotics galacto-oligosaccharides and inulin (GOS/inulin) against the
development of food allergy in the offspring[23,24]. To date, the impact of maternal prebiotic
supplementation on the susceptibility of offspring to develop other chronic pathologies like IBD
remains unknown. Current medication rather aims to damper the inflammation by targeting the
immune system and includes immunomodulators, steroids and biotherapies such as anti-TNF
agents[1].

Thus, the aim of our study was to uncover the consequences of a maternal supplementation with
GOS/inulin during gestation and to determine whether it could prevent the development of colitis
in the offspring. A mouse model of chronic colitis induced by dextran sodium sulfate (DSS) was used
as IBD model. In addition to the assessment of intestinal functions and the disease activity index,
we investigated the mechanisms underlying the effects of GOS/inulin with and without chronic
colitis through the establishment of the gut microbiota, colon gene expression and lipid remodeling
profiles. The results generated from our study broaden the existing knowledge on the role of
maternal diet on the development of IBD in the offspring.

187



Objectifs & Résultats

MATERIAL AND METHODS

Animal studies

Gestation Offspring birth, weaning, growth Experimental protocol: 18 days
Stand ] d\ 8-10 weeks old males c Colitis induction: [ZZDSSI2 days
adqefr . 7 group 3cyclesof DSS [ water |5 days
i _— 2= —
L, - group DSS [4%] [4%1 [1%] ]
ﬂ D-1 D4 D11 D18
GOS/inul - —~,— . group P 1 1 1
GUS/INUlN - pe—
it = B Functional explorations before and at
o Standard Standard group P+DSS days 4, 11 and 18 of protocol
diet diet + stools sampling.

Eight weeks old BALB/cJRj mice from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) were used and
housed in a ventilated cage system under a 12h light-dark cycle. The protocol was approved by the
Ethics Committee on Animal Experimentation of the Pays de la Loire region (accreditation number:
16925). Mice were fed during gestation either a standard diet or a diet supplemented with 4% GOS
(DOMO VIVINAL GOS powder, Friesland-Campina, The Netherlands) and inulin (Orafti HP, BENEO-
Orafti, Belgium) in a 9:1 ratio (Safe, France). Water and food were provided ad libitum. In total,
prebiotics exposure lasted 4-5 weeks. After delivery and for all the experimentation, mothers and
pups were fed the standard diet. Mice were monitored daily and euthanized if limit points
(including prostration and >20% of weight loss) were reached.

For the mouse model of colitis, 8-10 weeks old male offspring of each group of mothers (exposed or
not to prebiotics) were submitted or not to 3 cycles of DSS (MP Biomedicals). A cycle consists of 2
days of 4% or 1% at the last cycle, of DSS given in drinking water (renewed each day) followed by 5
days of water. In the end, 4 groups of mice can be distinguished: the mice of mothers who followed
a standard diet either exposed to DSS (DSS) or left untouched (C); and the mice of mothers
supplemented with prebiotics either exposed to DSS (P+DSS) or left untouched (P). Animals were
weighted daily during the protocol, D1 corresponding to 1 day after starting the first DSS
administration. In vivo functional explorations have been conducted before (D-1) and during the
protocol at day 4, 11 and 18 (D4, D11, D18).

At the end of the protocol at D18, mice were killed by cervical dislocation and survival curves were
generated. Colon length was measured from the end of the caecum to the anus. Intestinal
fragments (caecum, proximal and distal colon), associated luminal contents and feces were
collected then either snap-frozen for omic, lipocalin-2 (Lcn-2) and short-chain fatty acids (SCFAs)
analysis. Intestinal fragments were also opened along the mesenteric border to be used in ex vivo
permeability assessment or to be fixed for at least 1 hour in paraformaldehyde solution (4% in PBS)
for immunohistochemistry and histopathology. The project included 3 independent protocol
repeats, with 8-12 mice per group for each protocol. The number of animals analysed is specified
for each analysis.

In vivo intestinal functional explorations
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The intestinal functional exploration consisted in the macroscopic characterization of colitis
development assessed by intestinal permeabilities, disease activity index, fecal pellet output, total
transit time and stool humidity. For that, mice received by gavage (5uL/g mouse) a solution
comprising carmine red at 60mg/mL, fluorescein-5,6-sulfonic acid at 10 mg/mL (FSA, Thermo Fisher
Scientific), horseradish peroxidase at 10 mg/mL (HRP, Sigma-Aldrich) resuspended in 0.5%
carboxymethylcellulose in PBS (Sigma-Aldrich), then placed in individual cages.

1) Intestinal permeabilities

Four hours after gavage, blood was sampled from the tail vein and the plasma was isolated by
centrifugation at 3200 rpm, 5 min at 20°C. The paracellular permeability was evaluated by the
titration of the FSA fluorescence intensity in plasma measured by an automatic microplate reader
(Varioskan, Thermo Fisher Scientific). These plasma samples were then kept frozen and later used
to determine transcellular permeability to HRP by an enzymatic activity assay with 3,3’,5,5'-
tetramethylbenzidine reagent (TMB, BD Biosciences).

2) Disease Activity Index

The Disease Activity Index (DAI) was calculated based on stool consistency observed right after
gavage (0= hard feces; 1= soft feces; 2= liquid feces), blood in feces (0= no blood; 1= blood) and
weight loss (0= no loss, 1= <5% loss, 2= loss between 5% included and 10%, 3= loss between 10%
included and above). The DAl ranged from 0O to 6.

3) Fecal pellet output, total transit time, feces humidity

The fecal pellet output (FPO) represented the number of feces emitted by each mouse during 2
hours. The total transit time (TTT) corresponded to the interval of time between the gavage and the
first observation of red carmine feces for each mouse. For humidity assessment, the weight
difference between dried and fresh FPO feces was calculated and divided by the weight of fresh
FPO feces (feces humidity).

Lipocalin-2 ELISA fecal quantification

Feces of each mouse were resuspended in a solution of PBS-Tween 20 0.1%-protease inhibitors
cocktail (1/2 tablet for 25mL solution, cOmplete™, Roche) to reach 100mg feces/mL. Lcn-2 in the
feces solutions was measured using an ELISA kit according to manufacturer’s protocol (Mouse Lcn-
2/NGAL DuoSet ELISA, Bio-Techne).

Ex vivo intestinal permeability assessment in Ussing chambers

The measure of ex vivo paracellular and transcellular permeabilities of the collected intestinal
segments was achieved according to the following protocol with the modifications: 2h30 of
fluorescence measurement and 30uL collected at each measure[25].

Immunohistochemistry and histopathology
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Four percent paraformaldehyde-fixed distal colon tissues were embedded in paraffin then
sectioned into 5um thick slices with a microtome (HM 355S, Thermo Fisher Scientific) either by the
laboratory using the Therassay platform (Nantes, France), or by the MicroPICell platform (Nantes,
France).

1) Histological score: micro Disease Activity Index (micro DAI)

Slides were stained with hematoxylin-phloxine-saffron (HPS) or alcyan blue by the MicroPICell
platform or with the Inserm UMR1238 Phy-OS laboratory (Nantes, France) to visualize tissue
morphology and goblet cells. Pictures were taken with a slide scanner (Nanozoomer, Hamamatsu).
A micro DAI score was calculated in a blinded manner by two individuals for each distal colon
segment according to the following protocol[16].

2) CD3 and F4/80 Immunostaining

Paraffin was removed of the slides by 2 xylene baths (10 min) followed by 4 ethanol baths: 100% 5
min, 95% 4 min, 70% 3 min, 50% 3 min. After washing the slides in PBS, antigens retrieval was
performed through an incubation at 95°C for 20 min in a sodium citrate solution (10mM sodium
citrate tribase-0.05% Tween 20 in distilled water, pH=6). The slides were incubated in a NH4Cl
solution (100 mM) for 30 min followed by a permeabilization in a PBS-NaN3-1% saponine- 0.5%
Triton X-100 solution for 30 min to 1 hour. A blocking period of 1 hour to overnight incubation was
respected in PBS-NaNs-1% saponine-0.5% Triton X-100-10% horse serum. The incubation of the
primary antibodies for CD3 (1:1000, rabbit polyclonal antibody, Abcam) and F4/80 (1:500, rat
monoclonal antibody, Cell Signaling Technology) was performed overnight at 4°C. After 3 washes of
15 min in PBS, secondary antibodies (1:500, donkey Cy3-labeled anti-rabbit and anti-mouse
antibodies) were incubated 2 hours at room temperature. Slides were washed 3 times 15 min in
PBS and 1 time in-between 5 min with DAPI (1:1000 in PBS). Coverslips were mounted with
ProLong™ Gold Antifade Mountant (ThermoFisher). Images were acquired with an Axio Zoom.V16
microscope (Zeiss) then analyzed with the software Imagel/Fiji (National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, USA).

Transcriptomic analyses: 3' Seq RNA Profiling (3’ SRP)

Distal colon samples were lysed in RA1 buffer (Macherey-Nagel) then total RNA was extracted with
the NucleoSpin RNA kit according to manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel). Purified mRNA
were used for the sequencing with the 3' Seq RNA Profiling (3’'SRP) protocol performed by the
GenoBIiRD platform (Nantes, France)[26]. During primary analysis, reads were striped of any poly A
tails by using cutadapt (version 1.18) and then aligned to RefSeq mouse mRNA sequences (mm10)
by using BWA (version 0.7.17, with non-default parameter “-| 24”)[27,28]. Reads mapping to several
positions into the genome were filtered out from the analysis. The secondary analysis was
performed on samples that have more than 450000 reads assigned and more than 5000 genes
detected (i.e. number of genes with at least 1 count). From 61 initial samples, 57 samples were kept
with those parameters: 1 sample from DSS group and 3 samples from P+DSS group were removed.
We then removed genes with no count in at least 13 samples. Principal component analysis (PCA)
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was computed by the 3’SRP pipeline, which relies on prcomp function from R. The differential
analysis was conducted with DESeq2 (version 1.26.0) to normalize gene counts and to study
differentially expressed genes (DEG)[29]. DEG between two conditions were genes with an adjusted
p-value<0.05 and an absolute value of gene expression fold-change>1.5. Following comparisons
were studied: P+DSS vs. DSS, P+DSS vs. P and DSS vs. C. An indirect analysis was also conducted for
P+DSS vs. DSS by looking at specific and common DEGs obtained from the comparisons P+DSS vs. P
and DSS vs. C, i.e. DEGs that only exist in P+DSS vs. P or in DSS vs. C, and DEGs that exist in both
P+DSS vs. P and DSS vs. C. Finally, over-representation enrichment analysis were conducted on the
list of DEGs by using clusterProfiler (version 3.14) with GO and KEGG knowledge bases[30]. For each
comparison, the universe used with the enrichGO or enrichKEGG functions is the set of genes (DEGs
and not DEGs) present in the DESeq2 results table. Biological enrichments obtained from each
comparison were compared by using the emaplot function from clusterProfiler. The universe in this
case is the union of the universes used in each comparison.

PUFA metabolites profiling

PUFA metabolites were quantified from mice colons by mass spectrometry after lipid extraction as
previously described[31]. After the addition of 500uL of PBS, and 5uL of deuterated Internal
Standard (IS) mixture (5-HETEd8, LxA4d4 and LtB4d4), the colons were crushed in lysing MatrixA
tubes in a Precellys (Bertin Technologies). After two crush cycles (6.5 ms—1.30s), 10uL of suspension
were withdrawn for protein quantification and 0.3mL of cold methanol (MeOH) were added. The
samples were centrifuged at 1016 x g for 15min (4°C) and the resulting supernatants were
submitted to solid phase extraction of lipids using HLB plate (OASIS® HLB 30 mg, 96-well plate,
Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Briefly, plates were conditioned with 500uL MeOH and
500uL H20/MeOH (90:10, v/v). Samples were loaded at a flow rate of about one drop per 2s and,
after complete loading, columns were washed with 500uL H20/MeOH (90:10, v/v). The phases
were thereafter dried under aspiration and lipids were eluted with 750uL MeOH. Solvent was
evaporated under N2 and samples were resuspended with 140uL MeOH and transferred into a vial
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Finally, the 140uL of methanol were evaporated and our sample
resuspended with 10uL of methanol for liquid chromatography/mass spectrometry analysis. 6-keto-
prostaglandin F1 alpha (6kPGFi, ), thromboxane B2 (TxB2), Prostaglandin E2 (PGE,), 8-iso
Prostaglandin A2 (8-isoPGA;), Prostaglandin E3 (PGE3), 15-Deoxy-2112,14-prostaglandin J2 (15d-
PGJ,), Prostaglandin D2 (PGD,), Lipoxin A4 (LxA4), Lipoxin B4 (LxB4), Resolvin D1 (RvD1), Resolvin
D2 (RvD2), Resolvin D5 (RvD5), 7-Maresin 1 (7-Mar1), Leukotriene B4 (LtB4), Leukotriene B5 (LtB5),
Protectin Dx (PDx), 18-hydroxyeicosapentaenoic (18-HEPE), 5,6-dihydroxyeicosatetraenoic acid
(5,6-DIHETE), 9-hydroxyoctadecadienoic acid (9-HODE), 13-hydroxyoctadecadienoic acid (13-HODE),
15-hydroxyeicosatetraenoic acid (15-HETE), 12-hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE), 8-
hydroxyeicosatetraenoic acid (8-HETE), 5-hydroxyeicosatetraenoic acid (5-HETE), 17-
hydroxydocosahexaenoic acid (17-HDoHE), 14-hydroxydocosahexaenoic acid (14-HDoHE), 14,15-
epoxyeicosatrienoic acid (14,15-EET), 11,12-epoxyeicosatrienoic acid (11,12-EET), 8,9-
epoxyeicosatrienoic acid (8,9-EET), 5,6-epoxyeicosatrienoic acid (5,6-EET), 5-oxoeicosatetraenoic
acid (5-oxoETE), Prostaglandin F2a , (PGF,, ), 13-hydroxyoctadecadienoic acid (13o0xoODE), 9-
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hydroxyoctadecadienoic acid (90xoODE), 10-hydroxyoctadecadienoic acid (10-HODE), 9,10-
dihydroxy-12-octadecenoic acid (9,10-DiHOME), 12,13-dihydroxy-12-octadecenoic acid (12,13-
DiHOME), 9-hydroxy-10,12,15-octadecatrienoic acid (9-HOTrE), 13-hydroxy-9,11,15-
octadecatrienoic acid (13-HOTrE), 9,10,13-trihydroxy-11-octadecenoic acid (10-TriHOME), 9,12,13-
trihydroxy-11E-octadecenoic acid (12-TriHOME), Cl2-asparagine (C12Asn), Cl4-asparagine
(C14Asn), B-hydroxylated fatty acid (C8-30H, C10-30H, C12-30H, C14-30H, C16-30H, C16:1-30H,
C18-30H and C18:1-30H) and a-hydroxylated fatty acid (C16-20H and C18-20H) were quantified in
mouse colons. To simultaneously separate 53 lipids of interest and three deuterated internal
standards (5-HETEd8, LxA4d4 and LtB4d4), LC-MS/MS analysis was performed on an ultrahigh-
performance liquid chromatography system (UHPLC; Agilent LC1290 Infinity) coupled to an Agilent
6460 triple quadrupole MS (Agilent Technologies) equipped with electrospray ionization operating
in negative mode. Reverse-phase UHPLC was performed using a Zorbax SB-C18 column (Agilent
Technologies) with a gradient elution. The mobile phases consisted of water, acetonitrile (ACN),
and formic acid (FA) [75:25:0.1 (v/v/v)] (solution A) and ACN and FA [100:0.1 (v/v)] (solution B). The
linear gradient was as follows: 0% solution B at 0 min, 85% solution B at 8.5min, 100% solution B at
9.5min, 100% solution B at 10.5min, and 0% solution B at 12 min. The flow rate was 0.4ml/min. The
autosampler was set at 5°C, and the injection volume was 5uL. Data were acquired in multiple
reaction monitoring (MRM) mode with optimized conditions. Peak detection, integration, and
guantitative analysis were performed with MassHunter Quantitative analysis software (Agilent
Technologies). Blank samples were evaluated, and their injection showed no interference (no peak
detected), during the analysis. TxB,, RVD2, LxA4 and 7Mar1 were not detected in our samples. For
data analysis, the Metaboanalyst web interface was used (www.dev.metaboanalyst.ca/). Data were

first scaled with an auto-scaling method to obtain mean-centered values divided by the standard
deviation of each variable. The heatmap was generated with hierarchical clustering of group
averages and metabolites, using the average clustering algorithm and the Euclidean distance
measure on scaled data.

Gut microbiota analysis

A. Composition: 16S rRNA gene sequencing

Sample preparation and sequencing:

The luminal content of the distal colon was collected with different forceps for each condition and
snap-frozen. The DNA of the samples was then extracted and sequenced by Biofortis (Nantes,
France).

Metabarcoding analysis:

Raw sequencing data were obtained from a single lllumina MiSeq run as 250 bp paired-end
reads targeting the V3-V4 region (Primers: Bakt_341F 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’, Bakt_805R 5'-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’) of the 16S rDNA gene. Reads were processed with microSysMics, a
workflow built around the QIIME2 toolbox (version 2020.6), chaining softwares in order to
automatize metabarcoding analysis[32,33]. PCR primers and remaining lllumina adapters were

192


http://www.dev.metaboanalyst.ca/

Objectifs & Résultats

removed with Cutadapt. ASVs inference and count estimation were performed with dada2 using a
trimming length of 220 and default parameters[34]. We used a Naive Bayes Classifier pre-trained
on the SILVA 99% reference database (Release 138) to assign ASVs to taxa. Alpha and beta diversity
metrics were calculated on a rarefied ASV table (sampling depth: 52305). Shannon index and Bray-
curtis dissimilarity boxplots were produced using R package ggstatsplot (version 0.7.0) with
Kruskall-Wallis followed by pairwise Dunn used as statistical tests[35]. PERMANOVA analysis was
conducted with R package vegan (version 2.5-7) using the adonis function set to 9999
permutations[36]. Differential abundance analysis was realized with DESeq2 (version 1.30.1)[29]. A
pre-filtering step removed ASVs with low prevalence (found in less than 5 samples). Normalization
was done in “poscounts” mode, which accounts for the inherent sparsity of microbiome data.
Benjamini-Hochberg procedure with a FDR threshold of 0.05 was applied to account for multiple
testing, resulting in adjusted p-values.

B. Functionality: Short-chain fatty acid measurement

Measurement of the short-chain fatty acids (SCFA) acetate, butyrate, isobutyrate, valerate and
propionate was performed in caecal contents of the mice at the Mass Spectrometry Core Facility of
CRNH-O (Nantes, France) as previously described[37].

Statistical analysis

For omic analyses, IHC, PCR and SCFA quantification, 57-78 samples, according to the analysis, were
picked randomly using the Excel functions RAND and RANK. Statistical analysis and associated plots
were generated using the software GraphPad Prism 7.0 and 8.0 (La Jolla, CA, USA). Additional
statistical tests were used for omic data. Data were expressed as mean [ standard deviation (SD)
and mainly compared by two-way ANOVA corrected by a Bonferroni multiple-comparisons test, or
log-rank test for survival analysis. Normalization by the control group was made according to each
experimental series. Results that were not significant were not shown on the graphics. Values were
considered significant if the adjusted p-value was less than 0.05.
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RESULTS

Antenatal consumption of prebiotics worsened colitis in offspring.

To assess the consequences of antenatal consumption of GOS/inulin prebiotics on colitis
development in the offspring, a chronic colitis was induced or not by DSS in offspring from both
standard diet-fed mothers and prebiotics-supplemented mothers during gestation. Colitis was
characterized by stool consistency, blood in feces, weight loss, stool humidity and intestinal motility
and permeability. Daily weight increase was not significantly different between the control and the
prebiotic groups that gained respectively 6.716.6% and 3.2+8.3% of their D1-weight at the end of
the third DSS cycle (D16) (Fig. 1A). The weight of the DSS group was significantly decreased at the
end of the second DSS cycle for the surviving animals (96.7£16.1% of their D1-weight at D13
compared to 105.7+5.7% for the C group) (Fig. 1A). The weight of the P+DSS group was significantly
lower than the weight of animals from the P group from D5 to D18, and significantly lower than the
weight of animals from the DSS group at D3 (96.7+4.5% of their D1-weight for the P+DSS group
compared to 100.5+5.8% for the DSS group) (Fig. 1A). Survival rate was reduced in mice following
chronic DSS treatment, independently of the antenatal consumption of prebiotics (Fig. 1B). The
development of colitis was monitored through the DAI scoring (Fig. 1C). At D18, the DAI score was
significantly increased in DSS-treated groups compared to their respective control. This increase
was significantly greater in the DSS-treated offspring group from mothers exposed to prebiotics
compared to the DSS group (Fig. 1C, 1.8 vs. 0.8 AU). In addition, this DAl was already significantly
increased at the end of the first DSS cycle (D4) for the P+DSS group vs P whereas the DAl for the
DSS group vs C was not significant increased at that time (data not shown). DSS treatment or
antenatal consumption of prebiotics alone did not affect feces humidity (Fig. 1D), but at D18,
prebiotics significantly increased feces humidity in DSS condition (1.12 vs. 0.984-fold of mean feces
humidity of control group C). The total transit time (TTT) was significantly increased and fecal pellet
output (FPO) was significantly reduced at D18 in DSS-treated mice compared to their respective
control, without an impact of prebiotic treatment (Fig. S1A and B). But at D4, the TTT was
significantly higher in the P+DSS groups compared to the DSS groups, again showing an increased
sensitivity of the offspring from prebiotics-supplemented mothers during gestation. Interestingly,
maternal prebiotics exposure did not have a basal effect on the in vivo intestinal paracellular
permeability at D18, did not have an effect on the early increased paracellular permeability at D4
(data not shown) but it protected against the DSS-induced increase of paracellular permeability
(Fig. S1C). The intestinal transcellular permeability was also measured ex vivo for each intestinal
segment at D18 and showed an abrogation of the DSS-induced increase of transcellular
permeability in the proximal colon by maternal prebiotics exposure (Fig. S1D). These results
suggested that, independently of their effect on intestinal permeability, maternal GOS/inulin
supplementation promoted colitis in offspring, with an impact on feces consistency.
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Figure 1. Prebiotic administration to mothers sensitizes offspring to colitis. The impact of prebiotic administration to mothers was
measured in offspring during, and at the end of a protocol of colitis induction by DSS, in all groups of mice. Pups of mothers fed with
a standard diet were administered DSS (DSS) or left untouched (C). The same procedure is followed for pups of mothers fed with a
diet enriched with prebiotics (P+DSS, P). (A) Weight curves of the animals with the weight normalized per the weight at first day of
DSS treatment (D1) for each mouse. (B) Survival curves of mice. (C) Disease Activity Index (DAI) of each mouse. (D) Feces humidity for
each mouse. Data represent means and standard deviation of the mean of 19 to 28 mice per group. Log-rank test for survival or two-
way ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc comparisons tests: p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001; p****<0.0001; blue asterisk for
P+DSS vs. DSS, orange for P+DSS vs. P, green for DSS vs. C.

Antenatal GOS/inulin consumption induces colon shortening in healthy offspring and exacerbates
inflammatory features in DSS condition via the recruitment of immune cells.

To further characterize DSS- and/or P-induced intestinal remodelling and inflammation, we
analysed more precisely the micro DAI of distal colon, the immune cell infiltration in distal colon,
the global (Lcn-2 concentration) and colonic inflammation (colon length). The micro DAI score was
increased in DSS-induced colitis groups compared to their control, but no significant effect of
prebiotics was observed (Fig. 2A and B). The effect of maternal prebiotics exposure on the immune
inflammatory response in the distal colon of control or DSS-treated offsprings was investigated by
analysing innate and adaptative cells such as F4/80+ macrophages and CD3+ T cells. An increase of
both T cells and macrophages was only observed in DSS-induced colitis condition with maternal
prebiotics, in the distal colons of the animals (2-fold of mean CD3+ T cell population for P+DSS vs C,
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1.6 fold of mean F4/80+ macrophages population for P+DSS vs C) (Fig. 2C and D). The non-invasive
marker of inflammation Lcn-2 was used to assess global inflammation in mice at D18. Its fecal
concentration was increased in DSS-treated animals compared to respective control group (392-377
ng/g feces in DSS-treated group vs. 16-21 ng/g feces in C group) independently of maternal
prebiotics exposure (Fig. 2E). The administration of DSS induced a shortening of the colons in both
DSS and P+DSS groups (Fig. 2F). Moreover, antenatal prebiotics exposure induced a significant basal
colon shortening (6.5£0.9cm in group P vs. 7.3£1.2cm in group C). These results highlighted an
inflammation of the colon induced by antenatal prebiotics in healthy pups, which was exacerbated
and associated with immune cells recruitment in pathologic DSS condition.
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Figure 2. Prebiotic administration to mothers increases colon shortening and DSS-induced immune cell infiltration in offspring but
not global inflammation or tissue remodelling. Colon remodelling was evaluated through calculation of a (B) histological score
(micro DAI), representing the destruction of mucosal architecture, muscle thickening, loss of goblet cells and cellular infiltration,
after HES and alcyan blue staining of distal colon sections (A: representative pictures). More precise immune cell infiltrations were
evaluated through immunostaining of CD3 (T cells, C) and of F4/80 (macrophages, D) in distal colon sections. Scale bar = 100um.
Global intestinal inflammation was evaluated in all 4 groups of mice through the measurement of Lipocalin-2 (Lcn-2, E) fecal content
and colon shortening (F). Data represent means and standard deviation of the mean of 8 to 28 mice per group. Two-way ANOVA,
followed by Bonferroni's post-hoc comparisons tests: p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001; p****<0.0001 (Prebiotics or DSS effect).
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Maternal prebiotic supplementation modulates the transcriptomic response to DSS treatment in
distal colon.

In order to investigate the potential link between a modulation of the host’s response by prebiotic
and colitis development, the transcriptomic profile of the distal colons of all mice were compared.
A PCA revealed 4 clusters of transcripts according to the 4 experimental groups which encompassed
overlapping as well as distinct parts (Fig. 3A). When compared two by two, no differentially
expressed genes were found between the DSS and P+DSS groups (Fig. 3B). Changes of gene
expression induced by chronic DSS were observed in mice from standard diet-fed mothers and
prebiotics-supplemented mothers in comparison to their controls. 278 upregulated genes and 186
downregulated genes were found in the distal colon of the P+DSS group in comparison with the P
group (Fig. 3C and 3E), while the offspring of standard mothers presented 253 upregulated and 83
downregulated genes after DSS treatment in comparison to the control group (Fig. 3D and 3E). For
offspring of mothers exposed to standard diet, the DSS-induced upregulation of genes was mainly
associated, per over-representation enrichment analysis with KEGG database, with the regulation
of the inflammatory response and lipids metabolism (Fig. S2A). For offspring of mothers
supplemented with GOS/inulin, the identified KEGG modules included as well genes related to
inflammation and genes associated with xenobiotics and amino acids metabolism (Fig. S2B). In
addition to these different modules, the number and class of regulated genes following colitis
induction was different depending on the maternal diet. Comparison of both responses to DSS
treatment, i.e. P vs. P+DSS and C vs. DSS, revealed 155 up- and 140 down-regulated genes specific
to the comparison P vs. P+DSS and not C vs. DSS, which may be linked to a specific prebiotic effect
(Fig. 3E and S2C). In the 155 upregulated genes modulated specifically in the group P+DSS were
included genes associated to immune pathways Anxal, Cebp, Cxcll, Tnfrsflb and Tnfrsf23,
epithelial barrier regulation Clca3b (Fig. S2C). In the 140 downregulated genes modulated
specifically in the group P+DSS were included genes associated to lipid metabolism Cyp2s1, Hpgds
and Ppargcla, epithelial barrier regulation Agpl11, Clccl and Cldn2. Neurological processes were
also downregulated and included Maoa and Maob, Comt and Sema5a (Fig. S2C). A KEGG analysis
showed enhanced metabolic pathways specific to the comparison of P+DSS vs P transcriptomes and
included the TNF signalling pathway (Fig. 3F in red). When the IL-17 signalling pathway was here a
common module to the offspring of mothers with prebiotics-enriched diet and standard diet, the
genes encompassed in the module were different according to the maternal diet. The KEGG
analysis highlighted that modules related to the metabolism of amino acids such as tyrosine and
tryptophan were also specific to the comparison of P+DSS vs. P groups (Fig. 3F). Furthermore,
antenatal prebiotics consumption per se induced in basal condition a change of transcriptomic
profile. Thirteen genes were upregulated in the P group compared to the control group and were
comprised in KEGG modules related to sperm development (Fig. S3A and B). The enrichment
analysis based on gene ontology (GO) database highlighted modules linked to amino acid
metabolism (Fig. S3C). Taken together, these data indicated that the antenatal prebiotics
supplementation modified the transcriptome in distal colon of healthy pups and offspring treated
with DSS.
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Figure 3. Prebiotic administration to mothers modulates transcriptomic response to DSS treatment in distal colon: 155
upregulated genes and 140 downregulated genes are specific to the group P+DSS. (A) A principal component analysis describes the
transcriptomic profile of each mouse in distal colon. Volcano plots show differentially expressed genes in distal colon for the
comparisons (B) DSS vs. P+DSS, (C) P vs. P+DSS and (D) C vs. DSS. Upregulated genes are colored according to the group of mice (C
green, P orange, DSS violet, P+DSS pink). Grey dots show non-significant differences in gene expression. (E) The P impact on the
response to DSS treatment, represented by the comparisons of genes for the P vs. P+DSS groups and C vs. D groups, were compared
and showed specific and common sets of up- and downregulated genes. These identified genes are comprised in a (F) network of
enriched pathways from the KEGG pathway enrichment analysis.

Maternal prebiotic supplementation induces a long-term change in distal colon lipid profile and a
switch of lipid production when treated with DSS.

In addition to the transcriptomic profile, we extended our analyses through the establishment of
the bioactive lipid profile of the 4 groups of mice, consisting in the measurement of the
concentration of 49 n-6/n-3 PUFA-derived metabolites in distal colon segments. A heatmap enabled
us to observe that the lipid profile was poorly affected by the DSS treatment, whereas the prebiotic
antenatal exposure completely changed the profile and significantly increase the concentration of
28 of them (Fig. 4A, Fig. S4). Maternal prebiotics supplementation associated with DSS treatment
(P+DSS group) operated a switch in lipid concentration: 16 of the afore mentioned 28 lipid
productions were also significantly decreased in P+DSS vs. P, whereas the production of a cluster of
5 lipids tended to increase: the resolving D5 (RvD5), the protectin DX (PDX), the 14-
hydroxydocosahexaenoic acid (14-HDoHE), the 17-HDoHE and the 12-hydroxyeicosatetraenoic acid
(12-HETE) (Fig4A, Fig. S4). Among them, 3 lipid concentrations were significantly increased in the
distal colon of DSS-treated mice due to maternal prebiotics consumption: the RvD5, the PDX, and
the 14-HDoHE (Fig. 4B, C and D). The other lipids of the cluster, 17-HDoHE and 12-HETE, did not
reach significance (Fig. 4E and F). Taken together, these data demonstrated that antenatal
prebiotics exposure modified in basal and colitis conditions the lipid profile of the distal colon of
mice.

200



=l

class
Cl2-Asn
BisoPGAZ
13-HOTrE
B-HETE
RvDS )
PDx
14-HDoHE
17-HDoHE
1Z-HETE
C8-30H
Cld-Asn
PGD2
10-TrHOME
LTBS
15dPGI2
EkPGFla
S-HODE
PGE2
13-HODE
| [C1820H
12-TrHOME
15-HETE
18-HEFE
PGF2a
PGE3

LxAd
S-HETE
5.6-EET
12.13-DIHOME
5.6-DIHETE
C14-30H
C12-30H
C16-30H
G-HOT:E
10-HODE
SonoETE
B.O-EET
C16:1-30H
C10-30H
C18:1-30H
0-Oxo-ODE
13-OxoCDE
C16-20H
RVD1
LTE4
9.10-DIHOME
C18-30H
14.15-EET
11.12-EET

£50

class

DSs

P+DSS

[RvD5]
(pg/mg of proteins)

[PDx]
(pg/mg of proteins)

O

[14-HDoHE]
(pg/mg of proteins)

m

[17-HDoHE]
(pg/mg of proteins)

m
N oW B

[12-HETE]
(pg/mg of proteins)

1

00000+

00000+
00000+
00000+

1500
1000
500
0

Objectifs & Reésultats

1500
1000
500
0

DSS P+DSS

DSS P+DSS

c P DSS P+DSS
L ]
¢ °
c P DSS P+DSS
L]
DSS P+DSS

Figure 4. Prebiotic administration to mothers remodels bioactive lipid profiles and increases the concentration of RvD5, PDx and
14-HDoHE when combined to DSS treatment in distal colon. (A) The heatmap showing mean normalized concentrations of 49 lipid
mediators in distal colon for each group of mice identified a cluster of 5 metabolites with similar variation in the P+DSS group (blue
square bracket). Color gradient indicates the fold-change, with red and blue colors associated respectively to up- and
downregulation. (B, C, D, E, F) Analysis of the concentrations of the lipid mediators identified in the cluster by two-way ANOVA
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followed by Bonferroni's post-hoc comparisons tests: p*<0.05; p**<0.01 (Prebiotics effect). Data represent means and standard
deviation of the mean of 12 to 16 mice per group.

Maternal GOS/inulin enriched diet altered the composition and the activity of gut microbiota in
offspring exposed to DSS treatment.

We then determined whether maternal consumption of prebiotics could alter the composition and
the activity of the gut microbiota of their offspring, and whether it modifies its response to DSS.
First, the composition of the microbiota was investigated in the luminal content of distal colons.
The alpha diversity characterized by the Shannon index was decreased following DSS treatment,
independently of maternal GOS/inulin diet (Fig. 5A). Beta diversity analysis further emphasized the
DSS treatment effect. Distances (Bray-Curtis dissimilarities) from control samples (group C) to each
group of samples showed that DSS-treated groups of mice were more distant to the control group
(Fig. 5B). A principal coordinates analysis (data not shown) and PERMANOVA results (p=0.0001)
confirmed that the DSS treatment led to a distinct microbial composition. The gut bacterial
composition appeared to be impacted by the DSS treatment at phylum and amplicon sequence
variant (ASV) levels, with an increase of Verrucomicrobiota phylum (from 1 and 1%, to 18 and 22%
of the composition in the DSS and P+DSS groups respectively) including an increase of the
Akkermansia genus of the Akkermansiaceae family (from 1 and 1%, to 18 and 22% of the
composition in the DSS and P+DSS groups respectively), an increase of Proteobacteria phylum
(from both 0%, to 1% and 3% of the composition in the DSS and P+DSS groups respectively), an
increase of the Alistipes genus of the Rikenellaceae family (from 5 and 4%, to 8 and 7% of the
composition in the DSS and P+DSS groups respectively), an increase of the Lachnospiraceae family
(from both 2%, to 3 and 4% of the composition in the DSS and P+DSS groups respectively), but also
a decrease of Firmicutes (from 43 and 45%, to 32 and 34% of the composition in the DSS and P+DSS
groups respectively), a decrease of Desulfovibrionaceae family (from 14 and 18%, to 11 and 8% of
the composition in the DSS and P+DSS groups respectively), a decrease of Desulfobacterota (from
14 and 19%, to 11 and 8% of the composition in the DSS and P+DSS groups respectively), and a
decrease of Faecalibaculum genus (from 9 and 7%, to 4 and 3% of the composition in the DSS and
P+DSS groups respectively) (Fig. 5C and D, Fig. S5A). The DSS-induced shift of bacteria abundance
was confirmed by DEseq2 analysis (Fig. S5B and C). Eight ASVs were found overabundant in the
group P+DSS compared to the group DSS, with 2 strains belonging to the Muribaculaceae family, 1
strain of the genus Odoribacter, Colidextribacter, Lactobacillus and 1 strain of the bacterial families
Peptococcaceae, Eubacterium coprostanoligenes group and Lachnospiraceae NK4A136 group (Fig.
6). The basal gut bacterial composition between the pups of mothers with prebiotics-enriched diet
or standard diet also differed, with 4 Muribaculaceae strains and 3 Lachnospiraceae strains
overabundant in case of antenatal GOS/inulin consumption (Fig. S5D). Altogether, antenatal
GOS/inulin exposure induced a shift of gut bacterial composition with or without DSS treatment.
Gut microbiota activity was evaluated through the quantification of 5 short-chain fatty acids (SCFA)
in pups’ caecum (Fig. 7 A-E). No significant modification of acetate, isobutyrate and valerate
concentrations were observed (Fig. 7A, B and C). Maternal prebiotics exposure did not significantly
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influence the increase of caecal propionate concentration that was induced by DSS treatment in the
offspring (Fig. 7D). However, it decreased butyrate concentration in DSS condition (0.97 umol/g for
group P+DSS vs. 1.9 for group P) (Fig. 7E). These results highlighted that maternal exposure to
prebiotic induced changes of gut microbiota composition and activity in offspring, with and without
chronic colitis.
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Figure 5. DSS treatment decreases a- and alters B-diversities independently of maternal prebiotic supplementation that slightly
changes phylum relative abundance. The impact of prebiotics on bacterial diversities was measured in the luminal content of distal
colons of all groups of mice. (A) Alpha diversity is represented by the Shannon index. (B) Distance from all samples to C samples
expressed as Bray-Curtis dissimilarity. Relative abundance of bacterial populations at (C) phylum level and at (D) Amplicon Sequence
Variants (ASV) level with family classification. Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post-test (A, B): p***<0.001; p****<0.001 (DSS
effect).
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Figure 6. Prebiotic administration to mothers changes the relative abundance of several bacterial strains in offspring treated with
DSS. The impact of prebiotics supplementation on the bacterial composition was analysed in the luminal content of distal colons of
all groups of mice by DESeq2, which shows differentially abundant ASVs between P+DSS vs. DSS groups of mice.
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Figure 7. Prebiotic administration to mothers decreases the caecal short-chain fatty acid butyrate concentration when offspring
are treated with DSS. (A-E) The impact of prebiotics supplementation and/or DSS treatment on different SCFAs was measured in
caecal content of all groups of mice. Data represent means and standard deviation of the mean of 11 to 17 mice per group. Two-way
ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc comparisons tests: p*<0.05; p***<0.001 (Prebiotics or DSS effect).

DISCUSSION

Prevention strategies are still missing to avoid or reduce IBD development, and this could be
related to the lack of knowledge about the early mechanisms determining the pathology. In this
regard, the present work tested very early microbiota enrichment, through maternal
supplementation with prebiotic during gestation, that is described to reduce the occurrence of food
allergy, asthma or skin inflammation in their offsprings[23,38—40]. Surprisingly, this study showed a
higher susceptibility to develop colitis in pups from mothers exposed to prebiotics during gestation.
This susceptibility was linked to the modulation of different biological parameters by prebiotics in
pathologic condition, such as increased feces humidity, increased inflammatory cells recruitment,
changes in colon gene expression and lipid contents, and an alteration of the gut microbiota.

Maternal diet during pregnancy modifies the gut microbiota composition and function,
leading to the production of specific compounds that are transferred to the foetus and enhance the
ontogeny and maturation of different biological systems including the immune system. Recent
works underlined the in utero effects of GOS/inulin, both on the foetus and mouse mothers[41].
Prebiotic supplementation increased the abundance of regulatory B and T cells in gestational
tissues and in the foetus. Interestingly, these regulatory cells remained later in life[41]. Selle et al.
demonstrated in mice that prebiotics supplementation during the gestation prevent from food
allergy occurrence in the offspring[24]. More recently, it was shown that prebiotic supplementation
during pregnancy led to the transmission of specific microbial and immune factors from mother to
child, allowing the establishment of a tolerogenic immune imprinting in the foetus that may be
beneficial for the infant health outcome[41]. Hogenkamps et al. (2015) and Fujiwara et al. (2010)
also demonstrated in a mouse model that antenatal prebiotics supplementation decreased airway
hyper-reactivity and reduced the allergic skin response[38—-40]. Concerning colitis, prevention
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studies in IBD murine models displayed both beneficial and deleterious effects of prebiotics. Mice
directly exposed to an inulin-enriched diet before acute alL10R-colitis induction showed a
worsening of colitis, while rats orally exposed to inulin presented a reduced inflammation after
acute DSS-induced colitis[42,43]. These studies underline the complexity of the modulation of
disease onset by prebiotics, and the importance of parameters including the mode of
administration of prebiotics and the disease model. Nevertheless, we have observed an imprint of
GOS/inulin-enriched maternal diet on the offspring. From what we have observed, this imprint
drastically concerned colon lipid production, some changes in colon gene expression and slight
modifications of the intestinal microbiota composition, but this preconditions an inappropriate
response to a noxious stimulus such as DSS. Indeed, we observe that the P+DSS group shows an
exacerbated response to DSS in terms of changes in the composition of the microbiota, of
decreased production of butyrate and of infiltrated immune cells. This expansion is accompanied by
shifts in lipid productions and in gene expression that concern the inflammation transduction, IEB
and ENS functions of the offspring colon.

In our study, the offspring gut microbiota was impacted by antenatal GOS/inulin
consumption and presented specific overabundant bacterial strains of the genus Odoribacter,
Colidextribacter, Lactobacillus and a strain of the Eubacterium coprostanoligenes group in colitis
condition. Whereas in mice, we observed that Odoribacter was down regulated by DSS, in IBD, a
reduction of Odoribacter and Lactobacillus was observed[44,45]. The Odoribacter strains have
beneficial effects associated with their ability to produce SCFAs or to the induce IL-10 in a mouse
colitis model[44]. In the same manner Lactobacillus strains are probiotics used to alleviate IBD[45].
Some strains of the genus like Lactobacillus acidophilus CGMCC 7282 and Lactobacillus rhamnosus
GG respectively ameliorated colitis in mice and rats, and reduced the expression of TNF-a and IL-17
in UC patients biopsies[46,47]. Eubacterium coprostanoligenes ameliorated also colitis
development in fiber-free diet-fed mice[48]. Colidextribacter genus is more associated with
metabolic functions, and was described as a hyperlipidemia-related bacteria negatively correlated
with serum total antioxidant activity[49,50]. Therefore, these strains cannot explain the increased
colitis observed in P+DSS animals. But in addition to the induction of these strains in the P+DSS
group, we can observe an increase in the abundance of families or phyla whose presence was
already increased by DSS, such as Verrucomicrobiota, Proteobacteria, Akkermansiaceae and
Lachnocpiraceae families, and a decrease of Desulfobacterota, Desulfovibrionaceae and
Erysipelotrichaceae that were already less present after DSS. This includes the increase of the
pathogen Escherichia Shigella and the decrease of Roseburia (Fig S5C). These changes are
accompanied by changes in the 3-hydroxylated long chain fatty acid productions, which increase
observed in the P group is completely lost in the P+DSS group (Fig 4 and S4). One of these
mediators, the 3-hydroxyoctadecaenoic acid (C18-30H) has anti-inflammatory effects and may
protect against DSS-induced colitis, but its production is abolished by DSS[51]. If it is difficult to
predict the result of the global change in bacterial composition on the host, we could objectify a
decrease of butyrate production that supports the deleterious effect of maternal prebiotics
consumption in colitis development. Indeed, butyrate is a SCFA contributing to the gut barrier
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through the promotion of IEC differentiation, antimicrobial peptides production and modulation of
tight-junction proteins[4]. Butyrate has also anti-inflammatory properties, and could restore the
Treg/Th17 balance[52]. In our study, we have not analyzed the T cell subpopulations but have
observed an increase of the infiltration of T cells and macrophages in the distal colon, in accordance
with the DSS model which features an upregulation of T cells and macrophages[53]. This
upregulation of immune response by antenatal prebiotics may even imply a persistent aspect of
inflammation, persistence of inflammatory signals being known as a main feature of chronic
inflammation[54]. But we cannot state for a pro- or anti-inflammatory role, because we cannot
distinguished M1 macrophages, which are associated with DSS-induced colitis development, from
M2 macrophages participating to the resolution of the inflammation[2]. Associated with the
analysis of gene expression that we have performed, we could argue that P+DSS did not modify the
Th17 profile, characterized by an increased IL-17 signaling pathway in DSS as well as in P+DSS, but
changed the Th1l profile associated to the TNF-a signaling pathway[2]. The genes Cxcl1, Cxcl2 and
Tnfrsflb, participate to the modulation of gut inflammation by respectively enhancing epithelial
proliferation and inhibiting colonic CD8+ T cells expansion[55-57]. High levels of CXCL1 are found
during inflammatory responses and could participate to these processes[58].

The transcriptomic analysis revealed that in addition to cytokine signaling, the genes
regulated concern bioactive lipid metabolism, which could also participate in immune regulation.
The gene Hpgds was downregulated, and encodes the enzyme producing the prostaglandin D2,
which is one of the lipids secreted by the mouse macrophage cell line RAW 264.7 upon TLR4
binding[59,60]. Whereas PGD, and its metabolites 15d-PGJ, productions were upregulated in the P
group, they were downregulated in the P+DSS group. Among the other host distal colonic lipid
concentrations impacted, we observed an increase of RvD5, 14-HDoHE and PDX concentrations
only in the group P+DSS. These lipids are derived from the n-3 PUFA docosahexaenoic acid (DHA) or
docosapentaenoic acid (DPA) by a lipoxygenase-mediated synthesis pathway[61,62]. The resolvin
pathway was found upregulated in human IBD colon biopsies and DPA-derived RvD5 reduced DSS-
colitis inflammation in mice[54]. 14-HDoHE is more described as an anti-inflammatory mediator and
oxidative stress marker[63,64]. PDX presents anti-inflammatory properties by inhibiting COX-1 and
2, and by reducing reactive oxygen species production in human blood neutrophils[61].
Nevertheless, COX inhibition has deleterious effect for the intestinal epithelial barrier (IEB) and
could be linked to exacerbations in IBD patients[65].

In a way as interesting as the increased infiltration of T cells and macrophages in the distal
colon, we observed that the worsened DSS-induced colitis due to antenatal prebiotics consumption
was associated with stool softening, blood in stool and weight loss. The feces humidity, linked to
diarrhea, is a well-known symptom of DSS-induced colitis and IBD[53]. It is higher in colitis context
only in the presence of maternal prebiotics diet and may be linked, if prebiotics were transmitted to
the offspring, to the water-binding capacity of prebiotics which softens feces[66]. The
downregulation of the gene Agp11 observed in this P+DSS group, is however inconsistent with the
increased feces humidity of our animals as it encodes a member of the aquaporin water channels
which are the main transcellular transporters of water in the gastrointestinal (Gl) tract[67].
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In addition to modules related to inflammation, lipid metabolism and epithelial functions,
the computational transcriptomic analysis revealed genes related to neurological processes, from
connectivity (Sema5sa) through channels (Kcnal, Cacnald, Kcnk6) to neurotransmitters (VIP) and
neurotransmitter production (Comt, Maoa and Maob). Comt and Maoa are both specific
downregulated genes in the P+DSS group encoding degradation enzymes of catecholamines[68,69].
Cathecholamines are important for gut functions including nutrients absorption, gut motility but
also by their interaction with the immune system[70]. Even if MAO inhibitors have anti-
inflammatory effects[71], they have, like COMT inhibition[72], intestinal adverse effects (nausea,
vomiting) and we could wonder how much an alteration of the concentration of gut
cathecholamines may contribute to the impact of maternal prebiotics consumption on the
intestinal permeability.

Altogether, our results showed that antenatal prebiotic supplementation has a major
imprint on the offspring, and that this imprint turned out to be insufficient to prevent colitis
development that on contrary develops earlier and stronger. Nevertheless, at the end of our
protocol, it is difficult to decide and rule on the pro-inflammatory or pro-resolving nature of
persistent immune response observed in the distal colon of DSS-treated offspring of GOS/inulin-
exposed mothers. Our work questions the effects of prebiotics, supposed to be, by definition, for
the benefit of the host, underline the specificity of each chronic disease and will contribute to guide
future research on nutritional modulations of the gut microbiota in IBD care and prevention.
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Figure S1. Maternal prebiotics do not change the DSS-induced decrease in intestinal motility, but protect from DSS-induced
increased permeabilities at D18. The impact of prebiotics on intestinal functions was measured in all groups of mice at D18 through
motility and permeability evaluations. (A) Total transit time (TTT). (B) Fecal pellet output (FPO). (C) In vivo paracellular permeability
was evaluated by FSA flow measurement. (D) Ex vivo transcellular permeability in proximal colon (PC) was characterized by the AUC
of HRP mean flow in Ussing chamber. Data represent means and standard deviation of 16 to 28 mice per group. Two-way ANOVA
followed by Bonferroni's post-hoc comparisons tests: p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001; p****<0.0001 (Prebiotics or DSS effect).
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Figure S2. DSS treatment differentially changes the transcriptomic profile of the distal colon of offspring depending on the
maternal diet: standard or P supplemented. The impact of DSS treatment on gene expression was measured in the distal colon of
the groups DSS vs. C and P+DSS vs. P of mice. The genes differentially expressed were associated in several KEGG clusters. (A, B)
Tables of the 9 most relevant KEGG clusters in both comparisons of groups. Statistics generated using clusterProfiler 3.14. (C) Specific
and common genes associated to the P impact on the response to DSS treatment (cf. Figure 3E).
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Figure S3. Prebiotic maternal supplementation changes the transcriptomic profile of the distal colon of offspring in basal
condition. The basal impact of maternal prebiotics on gene expression was measured in the distal colon through the comparison of
groups C and P of mice. (A) Volcano plot showing differentially expressed genes in the comparison of groups P and C. Genes
upregulated in the group P or C are respectively represented in red or green. (B, C) Tables of respectively 10 and 4 most relevant GO
clusters and KEGG clusters in the comparison of groups P and C. Statistics generated using clusterProfiler 3.14.
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Figure S4. Prebiotic administration to mothers changes the concentration of 28 lipids in distal colon. The heatmap showing mean
normalized concentrations of 49 lipid mediators in distal colon for each group of mice identified a cluster of 40 metabolites with
similar variation in the P group. Lipids written in red are also significantly decreased in the P+DSS group vs. group P. Analysis of the
concentrations of the lipid mediators identified in the cluster by two-way ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc comparisons
tests: p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001 (Prebiotics effect). Data represent means and standard deviation of the mean of 12 to 16 mice
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Figure S5. Maternal prebiotics increase in basal condition 7 ASVs, including 4 belonging to Muribaculaceae. (A) ASV names and
their most detailed classification found in Figure 5D, which represents the relative abundance of bacterial populations at ASV level.
The impact of DSS treatment on the bacterial composition was analysed in the luminal content of distal colons of all groups of mice
by DESeq2, which shows differentially abundant ASVs between (B) DSS vs. C and (C) P+DSS vs. P groups of mice. The basal impact of
maternal prebiotics on the bacterial composition was analysed in the luminal content of the groups P vs. C of mice by DESeq2. (D)
Differentially abundant ASVs between P and C groups of mice.
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Nous avons émis I'hypothése que le renforcement anténatal du microbiote pourrait étre une
stratégie préventive des MICI. Les questions soulevées dans notre projet portent sur le potentiel effet
modulateur des prébiotiques & la mére sur le développement d’une MICI chez I'enfant, modélisé ici
par : un mélange GOS /inuline administré & des souris pendant la gestation et I'induction d’une colite
chronique chez les descendants mdles. D’un point de vue clinique tout d’abord, la question se pose de
connaitre leur impact sur I'évolution des symptémes observés en MICI. D’un point de vue mécanistique
ensuite, I'intérét réside en la détermination de I'effet de I'enrichissement anténatal en prébiotiques sur
la composition et I'activité du microbiote intestinal chez la descendance. De plus, la détermination de
son impact sur la réponse intestinale de I'héte représente un enjeu & caractériser sur plusieurs
niveaux : des fonctions physiologiques digestives, de la réponse immunitaire, du profil lipidomique et
transcriptomique intestinaux.

Pour répondre a ces interrogations, nous avons mis en place un protocole expérimental qui
s'appuie sur un modéle murin oU les souris méres sont soumises ou non & un régime enrichi en
prébiotiques GOS /inuline lors de la gestation, et ou une MICI est modélisée chez la descendance
méle dgée de 8 a 10 semaines par une colite chronique induite suite & I'administration répétée du
composé colitogéne DSS. Au cours du protocole, les fonctions digestives ont été suivies par la mesure
des perméabilités para- et transcellulaire in vivo, du transit intestinal, du nombre de féces émises en
2h et de I'humidité des selles. L’évolution de la colite a été mesurée a travers le calcul de I'index
pathologique DAIl. En fin de protocole, les prélévements de segments intestinaux ont permis de
compléter I'étude fonctionnelle digestive par la mesure des perméabilités ex vivo. L'inflammation
intestinale a été décrite de maniére globale par le dosage fécal de la Len-2. Au niveau du célon
distal, le calcul d’un score de dommage histologique micro-DAI ainsi que la mesure par IHC de la
présence des lymphocytes T et des macrophages ont permis de décrire au niveau tissulaire intestinal
I'inflammation. La composition du microbiote a été caractérisée par le séquencage des génes de
’ARNr 16S des contenus luminaux des célons distaux, et son activité par la quantification par
GC/MS-MS des AGCC caecaux. Pour ce qui est de I'hdte, un profil lipidomique a été établi dans le
cdlon distal par le dosage d’un panel de 49 lipides. Un séquencage 3'SRP a permis par dilleurs
d’établir son profil transcriptomique au niveau de ce méme célon distal.

A Tissue du protocole, le DAl a mis en évidence une augmentation de la sévérité de la colite
chronique induite chez la descendance suite & un enrichissement anténatal en GOS /inuline (groupe de
souris P+DSS), avec une augmentation du recrutement de cellules immunes innées et adaptatives au
niveau intestinal. Ces augmentations s’accompagnent d’effets physiologiques comme une humidité des
selles plus importantes chez ces souris P+DSS et d’un raccourcissement du cdlon. Les systémes
biologiques intestinaux de la descendance ont été également modulés par I'enrichissement anténatal
en GOS/inuline de la souris mére en contexte de colite. Une altération du profil lipidique du célon
distal a été mise en évidence, avec une augmentation de RvD5, 14-HDoHE et PDX pour le groupe
P+DSS par rapport & son groupe contréle. Le microbiote a été de méme affecté par la prise
anténatale de GOS /inuline, avec une surabondance de 8 souches bactériennes au niveau du contenu
du colon distal et une diminution de la concentration caecale en butyrate observées dans le groupe
P+DSS. Enfin, 'analyse transcriptomique du cdlon distal des souris a permis d’identifier des génes
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potentiellement impliqués dans la susceptibilité accrue & la colite qui comprennent entre autres des
génes en lien avec 'inflammation, la barriére épithéliale intestinale et des processus neurologiques.

De maniére surprenante, nos travaux ont révélé une susceptibilité accrue a la colite liée a la
prise anténatale des prébiotiques GOS/inuline. En lien avec cet effet délétére sont des changements
a la fois au niveau du microbiote intestinal, mais aussi au niveau de I'héte, avec une altération de ses
systémes biologiques dont son profil lipidomique et potentiellement transcriptomique du célon distal.

L’hypothése de l'origine développementale de la santé et des maladies souligne I'importance
des facteurs environnementaux aux stades précoces de vie, dans le développement ultérieur de
maladies chroniques [126]. Les stimuli environnementaux rencontrés peuvent étre & l'origine d’une
altération de la mise en place et de la maturation des systémes biologiques de I'individu jeune, pour
lequel une empreinte & long terme est observée [126]. En effet, cette modulation est & I'origine d’une
reprogrammation pérenne dont les retombées peuvent étre délétéres ou protectrices sur le
développement ou non, a I'Gge adulte, d’une maladie non transmissible [126].

Parmi les stimuli environnementaux, I'alimentation maternelle représente un acteur important.
En effet, plusieurs études mettent en évidence une influence & long terme du régime alimentaire
maternel. Une sous-nutrition maternelle est associée par exemple & un ralentissement de la croissance
du foetus par réduction de la vitesse de son métabolisme et & une altération des sécrétions foetales
d’hormones, qui augmentent le risque pour I'enfant de développer de I'hypertension, de I'obésité ou
du diabéte de type 2 [126]. A linverse, un régime alimentaire maternel riche en fibres induit une
augmentation de la concentration d’AGCC chez I'embryon et la souris mére (Figure 53) [140]. Ces
AGCC participent au développement de cellules neurales, de cellules entéroendocrines exprimant
GLP-1 et des cellules pancréatiques B par liaison aux GPR41 et GPR43 présents au niveau de
I'intestin, des nerfs sympathiques et du pancréas de la descendance [140]. De plus, ce régime riche en
fibres protége des conséquences d’'un régime riche en graisses chez la descendance en améliorant la
tolérance au glucose et la résistance a I'insuline [140].
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Figure 53. Impact d’une alimentation maternelle riche en fibres sur la survenue de maladies métaboliques chez la descendance a
travers I’action d’AGCC [140,213].

Le régime alimentaire maternel peut étre lui-méme défini par I'apport ou la restriction
spécifique en certains composés tels que les prébiotiques. Les prébiotiques sont des substrats
alimentaires conférant des effets bénéfiques pour I'héte & travers une prise en charge spécifique de
son microbiote [214]. lIs sont en ce sens utilisés au sein de stratégies nutritionnelles chez la mére pour
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lesquelles un impact sur la descendance est observé. Leur impact se situe & différents niveaux de
'organisme du descendant. Des travaux sur modéle animal ont notamment montré que des
paramétres physiologiques sont modifiés par une supplémentation en prébiotiques lors de la
gestation et la lactation, avec une augmentation du poids, de la masse musculaire et osseuse tout
comme la longueur du célon chez la descendance [215]. D'un point de vue métabolique, les
prébiotiques donnés & la mére peuvent réduire la glycémie chez la descendance murine [120]. En
paralléle, une reprogrammation épigénétique peut étre également induite par la prise maternelle en
prébiotiques. L’administration maternelle d’inuline lors de la reproduction jusqu’au sevrage engendre
au niveau hépatique une hyperméthylation du géne Wnt5a et une hypométhylation des génes
Pik3c2a, Pik3c2b, et Pik3r2 chez la descendance maéle, en réponse & un régime alimentaire maternel
riche en graisses [216]. Concernant I'immunité de la progéniture, I'administration des prébiotiques
kestoses aux souris méres lors de la gestation et de la lactation induit une augmentation du niveau
d’lgA dans le lait maternel consommé par la descendance [217]. Ainsi, une reprogrammation des
paramétres physiologiques, du microbiote intestinal, du systéme immunitaire et métabolique ainsi que
de l'expression génique sont observés chez la descendance suite & I'enrichissement maternel en
prébiotiques.

Au sujet précis de la supplémentation maternelle en GOS /inuline lors de la gestation, des
effets maternels sont observés et rejaillissent sur la progéniture au niveau de son microbiote et de ses
différents systémes biologiques, dont immunitaire et métabolique [109,211]. Concernant les effets
maternels, une différence notable de microbiote intestinal est observée chez les souris méres soumises
& un enrichissement en GOS /inuline lors de la gestation, par rapport aux méres contrdles, en fin de
gestation, soit aprés 3 semaines de supplémentation en prébiotiques. Ces effets perdurent jusqu’au
10eme jour de lactation, avec jusqu'a 128 souches bactériennes surabondantes [211]. Au-deld, le
microbiote intestinal tend & se rapprocher de celui des méres contréles avec seulement 3 souches
surabondantes (des familles Lachnospiraceae et Rikenellaceae) chez les souris méres ayant recu des
prébiotiques lors de la gestation [211]. Non seulement la composition mais aussi I'activité du
microbiote est modulée par la prise gestationnelle de GOS /inuline. La concentration en métabolites
dont l'acétate est augmentée dans le liquide amniotique de souris méres supplémentées en
GOS/inuline [109]. L’acétate est connu pour ses propriétés de renforcement de la BEI et de I'immunité
par modulation de la différenciation des cellules caliciformes, de leur production de mucines et de la
différenciation des lymphocytes Breg [27,35,109]. En plus du liquide amniotique, la concentration
fécale en AGCC est augmentée en présence de GOS/inuline lors de la gestation chez les souris
méres, avec une augmentation d’acétate et de propionate en fin de gestation qui inclut au 10%™e jour
de lactation une augmentation de butyrate [211]. Ces résultats montrent une modulation maternelle
du microbiote intestinal maternelle suite & enrichissement en GOS /inuline lors de la gestation. Cette
modulation est également retrouvée chez la descendance femelle & 6 semaines de vie, pour laquelle
5 espéces bactériennes surabondantes sont observées, dont des souches Actinobacteria et
Proteobacteria de maniére similaire aux méres supplémentées en fin de gestation [211]. De méme, le
métabolisme de cette descendance est impacté. Les concentrations de butyrate, propionate et de 18
métabolites en lien entre autres avec le métabolisme d’acides aminés, de lipides et du muscle sont
augmentées par la prise anténatale de prébiotiques [211]. Concernant I'immunité de la descendance,
les foetus de souris méres supplémentées en GOS /inuline voient leur fréquence en lymphocytes Breg
producteurs d’lIL-10 augmenter dans l'intestin et la moelle osseuse [109]. Cette prépondérance en
Breg est maintenue sur le long terme et est corrélée a la mise en place de lymphocytes Treg dans les
ganglions mésentériques [109]. En effet, une augmentation de lymphocytes Treg
CD3*CD4*CD25*Foxp3* et CD3*CD8*Foxp3*, de lymphocytes Breg CD9* et CD25* est observée a
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6 semaines de vie chez la descendance dans les ganglions mésentériques et inguinaux [211]. En plus
de cette augmentation de Treg, le nombre de lymphocytes Th2 CD3+tCD4*IL-4" a aussi augmenté a 6
semaines de vie [211].

Le concept de DOHaD a donc mis en lumiére I'importance du régime alimentaire maternel, et
donc de sa modulation par des prébiotiques, dans la physiologie de la descendance. Ces
modifications peuvent également étre déterminantes dans I'induction de maladies chroniques. En ce
sens, plusieurs études ont démontré des effets bénéfiques des prébiotiques contre le développement
de maladies chroniques. La prise maternelle en GOS/inuline lors de la gestation et la lactation
protége entre autres la descendance du développement d’une allergie alimentaire [210]. Un régime
riche en prébiotiques lors de la gestation prévient également du développement d’asthme chez la
souris [126]. De méme, la consommation maternelle de fructo-oligosaccharides & longue chaine
diminue la sévérité d’une inflammation cutanée chez la descendance [217]. Enfin, dans un modéle
murin d’obésité maternelle, une supplémentation en oligofructoses lors de la gestation et la lactation
protége la descendance des conséquences d'une alimentation maternelle riche en sucrose et graisses
en améliorant la sensibilité & l'insuline, la tolérance au glucose et la stéatose hépatique [218]. De
plus, une différence significative du microbiote intestinal est aussi observée jusqu’a 11 semaines de vie
pour la descendance de rats méres supplémentées en oligofructoses [218]. Les données concernant la
modulation nutritionnelle maternelle en contexte de MICI sont faibles. Une étude démontre qu'une
supplémentation anténatale en donneurs de méthyles augmente la susceptibilité & la colite murine, ce
qui va dans le sens de notre étude qui a souligné I'effet délétére d’un enrichissement anténatal en
GOS/inuline dans le développement d’une colite chronique murine [205].

Pour rappel, les MICI sont des maladies chroniques représentant un enjeu de santé majeur,
avec une prépondérance croissante au niveau mondial [112]. Ces maladies se caractérisent par des
poussées inflammatoires et se traduisent par des troubles digestifs et extra-digestifs [4,8]. Ces
symptémes traduisent chez ces patients MICI une dysbiose intestinale, une dérégulation de leur
systéme immunitaire et de leur BEIl ainsi qu'une altération de leur SNE [44,77,146,160]. Ces différents
systémes biologiques impactés dans les MICI contribuent & leur pathogenése. Les MICI sont des
maladies complexes, dont |'étiologie n’est pas encore entiérement caractérisée mais pour laquelle
I'importance des facteurs environnementaux, génétiques et épigénétiques a été montrée (Figure 54)
[81,200]. Ces facteurs environnementaux peuvent étre d’ordre global, et donc étre relatifs & une
population donnée, comme la localisation géographique, la pollution et le mode de vie [17,81]. lls
peuvent aussi se situer a I'échelle individuelle et comprendre la prise de médicaments dont des
antibiotiques et des contraceptifs qui augmentent le risque de développer une MICI, tout comme le
régime alimentaire. L'enjeu que représente I'alimentation est & la fois direct et indirect, comme le
suggeére le concept de DOHaD ainsi que les travaux cités précédemment sur le régime anténatal
donneurs de méthyles [205].
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Figure 54. Facteurs environnementaux en lien avec les MICI [81]

Toutefois, I'étude des effets d’autres régimes alimentaires comme [I'enrichissement en
prébiotiques, en particulier en contexte anténatal, nécessite d'étre approfondi dans les MICI.
L'identification des mécanismes d’action mis en jeu se révéle importante, tout comme la distinction des
effets selon la maladie chronique et la période de supplémentation considérée. Ainsi, mon projet de
thése s'inscrit dans ce contexte global et a pour but d’apporter des éléments de réponse quant aux
effets potentiels de la prise anténatale de prébiotiques sur le développement d’'une MICI chez la
descendance.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence que, chez les descendants méles murins traités
ou non au DSS, plusieurs systémes biologiques ont été impactés suite & un enrichissement anténatal en
GOS/inuline. Dans notre protocole chez la souris mére, la composition des bactéries intestinales, des
métabolites bactériens dont des AGCC, des anticorps et des prébiotiques retrouvés au sein de
I'intestin et du lait sont modifiées par I'administration in utero de GOS/inuline [211]. Sachant que la
composition du microbiote intestinal maternel est modifiée jusqu’au 10%me jour de lactation par la
supplémentation gestationnelle en GOS/inuline, nous pouvons supposer que la composition
bactérienne du lait maternel pourrait étre par la méme modifiée [211]. Des bactéries intestinales
pourraient en effet étre acheminées aux glandes mammaires selon un trafic entéro-mammaire assuré
par des leucocytes ayant pris en charge et transporté des bactéries par la circulation systémique
[219]. Chez la descendance, la supplémentation anténatale en GOS /inuline induit une surabondance
de 7 espéces bactériennes dans le cblon distal, dont des espéces des familles Muribaculaceae et
Lachnospiraceae de maniére similaire aux souris méres en fin de gestation [211]. Une modification du
métabolisme des souris issues de méres supplémentées en prébiotiques est aussi observée en condition
basale, & travers I'augmentation de la concentration de 28 lipides du cdlon distal dont des lipides
anti-inflammatoires comme le C18:30H [220]. Par dilleurs, I'expression génique de 13 génes dont
des génes comme Svs3a liés au développement de spermatides, est augmentée pour ces mémes
souris.
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Les modifications de la composition et de I'activité du microbiote intestinal de la descendance
pourraient étre liées aux altérations de microbiote intestinal observées chez les souris méres
supplémentées lors de la gestation en GOS/inuline [109,211]. La transmission directe in utero des
bactéries du microbiote intestinal de la mére & I'enfant est toutefois au coeur d’une controverse
opposant le concept de stérilité a celui de colonisation in utero [27,104]. Une hypothése de
colonisation in utero suggére par exemple le transfert transplacentaire de bactéries liées aux IgG
maternels [221]. Les arguments penchent actuellement vers le concept de stérilité, avec comme
principal raisonnement étant que la viabilité des bactéries détectées dans le placenta et le liquide
amniotique n’est pas assurée, et que les micro-organismes détectés seraient issus de contaminations
environnementales [27,104]. Dans notre protocole, une transmission directe des micro-organismes de
la mére & I'enfant pourrait préférablement avoir eu lieu lors de la mise-bas et de la lactation, et ainsi
permetire l'implantation de micro-organismes symbiotiques mais aussi favoriser I'implantation
d’espéces pathogeénes contribuant & I'induction d’une colite chronique chez la descendance. En effet,
les effets des prébiotiques ne sont pas restreints & l'intestin. Leur action atteint également d’autres
muqueuses comme la peau et les poumons, ce qui suggére que le microbiote vaginal pourrait étre de
maniére similaire affecté par la consommation maternelle en prébiotiques [138]. Sachant que le
microbiote vaginal est la source principale de micro-organismes pour la colonisation de I'enfant né
par voie basse en plus de la colonisation assurée par le microbiote cutané et intestinal de la mére,
une modification du microbiote vaginal pourrait étre de ce fait reflétée dans la composition du
microbiote de I'enfant [38,81,222]. Le microbiote intestinal maternel fournit par ailleurs au feetus des
AGCC, des antigénes bactériens et alimentaires par la circulation sanguine [38,109,140]. De méme,
ces composés sont rendus disponibles en période post-natale dans le lait maternel [211].

Le lait maternel est par ailleurs une autre source de bactéries, comprenant des bactéries
probiotiques des genres Lactobacillus et Bifidobacterium, mais aussi leurs métabolites associés, des
prébiotiques comme les oligosaccharides du lait humain (HMO), des anticorps IgA maternels et des
facteurs antimicrobiens qui contribuent & la maturation du systéme immunitaire et & I'atténuation de
I'inflammation intestinale [202,222,223]. Les oligosaccharides du lait humain ont des propriétés
prébiotiques qui vont favoriser la croissance de souches Bifidobacterium et des propriétés anti-
infectieuses [223]. L'importance de la lactation est de ce fait soulignée dans I'induction de maladies
chez I'animal, ou une alimentation riche en graisses donnée aux méres lors de la lactation induit de
I’hypertension et une susceptibilité plus forte & développer une obésité chez la descendance [219]. En
revanche, une supplémentation maternelle en prébiotiques GOS/inuline lors de la gestation et la
lactation protége la descendance murine du développement d’une allergie alimentaire, soulignant
ainsi un effet protecteur de I'allaitement dans I'induction de maladies [210]. La période de lactation
s‘avére étre un élément important dans le développement de I'enfant. La modulation maternelle par
GOS/inuline a été effectuée dans notre protocole uniquement lors de la gestation, ce qui diminue &
la fois la probabilité d’impacter fortement le lait maternel par les prébiotiques, et le temps
d’exposition aux prébiotiques de la souris mére et de sa descendance.

Ainsi 'empreinte & long terme des prébiotiques est moins forte lorsque la supplémentation a
lieu uniquement lors de la gestation. Les composés du lait maternel contribuent en effet a la
maturation du systéme immunitaire de I'enfant, & la fois dans I'établissement de la tolérance
alimentaire et dans la défense envers les micro-organismes pathogénes. Les AGCC influencent en ce
sens, par voie de signalisation épigénétique directe ou indirecte activant les enzymes HDAC et HAT,

I'expression des génes de I'hdte [138]. De ce fait, I'expression des génes de la descendance pourrait
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avoir été modifiée sur le long terme dans notre protocole par acétylation (donc activation de la
transcription) et désacétylation de maniére similaire & I'étude de Kimura et al. de 2020 qui montre
une modulation du métabolisme de la descendance par action épigénétique du propionate
[138,140]. Dans notre étude, cette potentielle modification de I'expression génique pourrait étre &
I'origine du changement & long terme du métabolisme des souris issues de méres supplémentées en
GOS/inuline. Outre le lait maternel, la reprogrammation des systémes biologiques des souris méres
peut également avoir une répercussion sur la maturation des systémes de la descendance [224]. En
effet, la prise anténatale de prébiotiques pourrait influencer I'environnement immunitaire du feetus et
modifier la maturation de son systéme immunitaire [109,211]. Cette influence pourrait entre autres
étre exercée par la production de médiateurs lipidiques pro-inflammatoires ou la transmission
maternelle d’lgG par voie placentaire et par le lait maternel [126,211,221]. En dehors des IgG non-
inflammatoires (IgA, IgG2a par exemple), une empreinte du microbiote pourrait contribuer au profil
immunitaire via le transfert maternel de bactéries ou composés dérivés de bactéries liés a des IgG
dans le lait maternel [221,224]. Ainsi une reprogrammation pérenne du systéme immunitaire de la
descendance pourrait avoir eu lieu lors de notre protocole.

Notre projet d’étude n’adresse pas la question des mécanismes de la transmission mére-
enfant. Il permet toutefois de constater en condition basal une différence significative de microbiote
chez les descendants issus de méres supplémentées dont certaines familles bactériennes similaires aux
méres en fin de gestation, des changements pérennes de métabolisme lipidique et d’expression
génique [211]. Nos résultats soulignent essentiellement une différence de susceptibilité au stimulus
DSS. Chez la descendance sous DSS, la supplémentation anténatale en GOS/inuline induit une
surabondance de 8 espéces bactériennes dans le célon distal, dont des espéces des familles
Lactobacillaceae et Lachnospiraceae de maniére similaire aux souris méres en fin de gestation [211].
Une diminution de la concentration caecale de butyrate chez la descendance traitée au DSS est
également observée. Des changements métaboliques en condition DSS, & travers I'augmentation de la
concentration de 3 lipides du cdlon distal, sont de méme observés pour ces souris. De plus, nos
résultats suggérent que les génes potentiellement modulés sous traitement DSS en présence de
GOS/inuline maternels sont également associés aux systémes biologiques intestinaux comme le
systéme immunitaire intestinal, le SNE et la BEI.

La reprogrammation épigénétique des systémes infestinaux de la descendance liée a la prise
anténatale de prébiotiques pourrait contribuer au développement d’une colite chronique, par
exacerbation de I'inflammation en lien avec une dysfonction de la BEl et du SNE. Une modification de
la BEl et des fonctions du SNE en faveur d’une contraction de lintestin pourrait expliquer le
raccourcissement du cdlon observé chez nos souris du groupe P par rapport au groupe contrdle en
condition basale. Une reprogrammation pérenne du systéme immunitaire de la descendance pourrait
avoir eu lieu lors de notre protocole, s’accompagnant d'une augmentation des populations immunes
notamment pro-inflammatoires dont des lymphocytes Th1, Th2 et Th17 effecteurs et mémoires
entrainant sous DSS une exacerbation de [linflammation. Par ailleurs, la reprogrammation
épigénétique pourrait avoir engendré une altération du métabolisme lipidique sous DSS & I'origine de
la diminution de lipides anti-inflammatoires comme C18-30H. L'ensemble de ces hypothéses
mécanistiques soutient I'effet délétére généré par la présence anténatale de GOS/inuline sur
I'induction d’une colite chronique chez la descendance. Néanmoins nous n’avons actuellement pas
assez d’éléments pour vérifier ces hypothéses. Malgré ces potentielles modulations, la nature anti-
inflammatoire des bactéries retrouvées surabondantes dans le groupe P+DSS suggére que la
modification de susceptibilité a la colite n'est pas en lien direct avec la modification de composition
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bactérienne du microbiote intestinal. Les résultats lipidomiques sont & ce jour les résultats les plus
robustes pour appuyer nos hypothéses.

Ce ftravail d’investigation s’avére complexe de par la nature indirecte des résultats obtenus.
En effet, la cible de la modulation est la mére mais I'objet de notre étude, et par extension les
paramétres de sortie, portent sur sa descendance. Ainsi, les données générées dans notre projet
n'apportent pas d’informations directes sur les liens de causalité/I'origine des effets prébiotiques
donnés en anténatal mais permettent I'établissement d’hypothéses mécanistiques & vérifier. Nos
travaux observationnels apportent un premier éclairage sur les effets macroscopiques de
prébiotiques donnés lors de la gestation sur I'induction d’une colite chronique murine et méritent d’étre
approfondis par des protocoles expérimentaux complémentaires qui seront décrits par la suite dans
les perspectives.
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Figure 55. Bilan schématisé chez ’'Humain des hypothéses mécanistiques sous-jacentes a la susceptibilité accrue a la colite
chronique chez la descendance issue de souris méres supplémentées en GOS/inuline. (Créé avec BioRender.com)

4, Aux limites de I’étude

A. Choix de la modulation du microbiote

Le design du protocole expérimental est une étape clé de I'étude. Le choix de la méthode
d’induction de colite et des prébiotiques & administrer représentent en ce sens deux paramétres
centraux dans notre protocole. L'inuline et les galacto-oligosaccharides sont des prébiotiques dont la
littérature est abondante et dont I'utilisation au ratio 10 et 90% respectivement dans les formulations
infantiles est courante depuis plus de 5 ans en Europe [209]. La prise de GOS/inuline chez le jeune
enfant a un effet bifidogéne, renforce son immunité contre le développement d’une dermatite
atopique ou de diarrhées, et améliore ses fonctions digestives [209]. De plus, leur administration
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anténatale chez la souris a été démontrée comme protectrice contre le développement d’une allergie
alimentaire chez la descendance [211]. Les effets bénéfiques des GOS/inuline & la période
périnatale font donc des GOS/inuline un candidat idéal pour notre étude sur les MICI. L'utilisation
préventive des prébiotiques pose en soi encore question par la présence d’effets secondaires et la
rareté des études disponibles dans la littérature. Les prébiotiques augmentent la production I’AGCC
comme le butyrate et 'acétate, qui & haute dose ont des effets délétéres pour la muqueuse intestinale
chez les jeunes rats [225]. Certains patients MICI faisant partie d’essais cliniques sur des prébiotiques
donnés en prévention secondaire ont abandonné les essais & cause d’une aggravation des symptémes
dont des douleurs abdominales et des flatulences (cf. revue de l'introduction). Notre revue incluse dans
la partie introduction fait I'état des lieux des recherches concernant la modulation du microbiote dans
la prise en charge des MICI. Plusieurs stratégies sont possibles, allant de la supplémentation directe
d’acide gras n-3, de bactéries probiotiques combinées ou non & des prébiotiques, de postbiotiques &
la transplantation de microbiote fécal. D’autres nouvelles stratégies non détaillées dans notre revue
étudient entre autres la potentielle utilisation de bactériophages ciblant des bactéries spécifiques
[226]. Malgré des résultats prometteurs, le nombre d’études homogénes disponibles, en particulier
concernant I'administration préventive, est faible. De ce fait, la rareté des données ne permet pas de
conclure sur les effets préventifs des modulateurs du microbiote et souligne la nécessité de les inclure
dans de futures études. L’intérét subsiste cependant & utiliser des modulateurs du microbiote en
complément de traitements traditionnels.

Normalize mucosal

Correct dysbiosis/
microbial function

Traditional
Antibiotics  Probiotics  Prebiotics
Synbiotics (combination probiotics/prebiotics)
Developing
Random donor

FMT<< Matched donor / recipient
Optimized donor i
Prepared donor

Synthetic Mixtures<C *To' all patients

+fiber, Omega 3 FA
Complex foods<Z siianldy s

barrier function

Clostridium IV, XIVA

4 SCFASs & F prausnitzii

Roseburia

¥ Mucolytic spp (E faecalis)

Block attachment/invasion E coli
Agonists EGFR
Agonists FXR (i.e. bile acids)

argeted for individual recipient

Dletary< Simplified (synthetic)
Improved prebiotics

Bacteriophage targeting
aggressive bacteria

Block attachment / invasion AIEC

4 Anaerobic environment-sequester O,

Induce remission
with corticosteroids
or biologics

Reverse immune dysfunction
Diet
+ SCFA substrates ¥ HS substrates
+Omega 3 FAs +milk fat
+Selected Commensal Bacteria
Clostridium groups IV, XIVA
Faecalibacterium prausnitzii
Bacteroides fragilis
Novel Synthetic
Bacterial Metabolites
F prausnitzii 15kxDa
Bacteroides fragilis OMV
+Selected Bacteria
SFB  Bilophilia wadsworthia
Adherent/invasive E coli

Recombinant Bacteria
IL10 producing

Figure 56. Traitement des MICI ciblant le microbiote intestinal [226]

B. Choix du modele animal de MICI

Le modéle DSS est I'un des modéles d’induction chimique de colite les plus utilisés avec I'acide
2,4,6-trinitrobenzénesulfonique (TNBS). D’autres modéles de colite sont disponibles: des modéles
génétiques (IL10-/, MUC2/-, TLR5-/-, T-bet/-RAG-/- etc.), par bio-intervention (ie. administration
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d’anticorps monoclonaux OILTOR ou de lymphocytes T CD4+CD45RBhi) ou par modulation du
microbiote (infection au Citrobacter rodentium, conditions SPF) [1,6,44,79,106,156]. Chacun de ces
modéles posséde ses caractéristiques propres, comme une cinétique d’induction de la colite et une
réponse immunitaire engendrée spécifiques. Par exemple, le DSS et le TNBS sont deux colitogénes
chimiques mais dont le mécanisme immunitaire différe. La colite induite par DSS s’appuie en majorité
sur des mécanismes immunitaires innés en endommageant directement les CEl, tandis que la colite au
TNBS repose sur I'action des lymphocytes T et la prise en charge de protéines sous forme d’hapténes
[227,228]. Le modéle de souris KO pour I'lL-10 est quant & lui un modéle connu de MC ou les souris
développent une colite spontanée modérée et reproductible, dont le profil immunitaire est
majoritairement Th1 [229,230]. Une modulation du microbiote par infection au C. rodentium, un
pathogéne entérique murin, permet par ailleurs d’induire une colite dominée par une réponse
immunitaire Th1/Th17 [231]. De méme, la souche de souris et le sexe de I'animal sont deux
paramétres dont dépendent la sévérité de la colite induite [212]. Notre protocole a été testé
uniquement sur des souris BALB/cJRj méles. La souche BALB/c est préconisée pour l'induction d’une
colite car la littérature est abondante & son sujet [212]. Concernant le sexe des animaux, une étude a
démontré que le changement de microbiote inhérent au développement d’'une MICI différe selon le
sexe des souris [232]. Des disparités en termes de symptémes cliniques ont été identifiées chez les
patients MICI, avec notamment une fréquence plus importante de symptémes extra-digestifs chez les
femmes [16]. L'effet sexe pourrait apporter un élément de réponse & la différence basale de
modulation des AGCC observés chez les souris issus de meéres supplémentées en GOS/inuline : les
souris femelles présentent une augmentation des concentrations coliques de butyrate et propionate
tandis que nos souris méles ne présentent pas de changements des concentrations caecales d’AGCC
[211].

Le DSS est un polysaccharide sulfaté hydrosoluble négativement chargé et toxique pour
I’épithélium colique en engendrant son érosion [212]. La colite chronique murine induite par le DSS se
caractérise par tout d’abord une rupture de la BEl et une diminution de la couche de mucus [96]. Elle
s'accompagne d’une augmentation de médiateurs pro-inflammatoires dont TNF-Q résultant & un profil
immunitaire Th2 [96]. Des altérations de la composition bactérienne intestinale et du métabolisme des
phospholipides sont observées sous DSS [96]. Ces aspects retrouvés sous traitement DSS reflétent des
symptémes rencontrés par les patients MICI, en particulier atteints d’'une RCH [96]. Toutefois,
contrairement & la pathologie humaine, l'induction de colite par DSS peut étre indépendante de
I'action des lymphocytes T et B [212]. L'induction par DSS est I'un des modéles de colite les plus
utilisés, de par sa simplicité d’application, sa reproductibilité et son caractére inductible permettant
par exemple leur utilisation chez des animaux génétiquement modifiés [212]. En plus de ces atouts,
nous avons choisi ce modéle de colite car la sévérité de la maladie est modulable selon la dose et la
fréquence d’administration du DSS. En effet, un ajustement de la sévérité de la maladie & un niveau
intermédiaire était nécessaire pour pouvoir mettre en évidence des améliorations ou des
aggravations de la pathologie. Mais comme tout modéle, I'induction de colite par DSS s’accompagne
toutefois de limitations & prendre en compte. Une grande hétérogénéité de protocoles d’induction de
colite chronique par DSS est disponible dans la littérature, certains protocoles préconisant 4 cycles de
DSS de 7 jours suivis d'une période de repos de 7 & 10 jours [212]. Le protocole cité induit
vraisemblablement un remodelage tissulaire plus important que celui généré dans notre protocole.
Par dilleurs, la colite générée par DSS dépend fortement du fabricant, du lot de fabrication, de la
durée et de la concentration d’administration. De plus, il est nécessaire d’étre vigilant dans
I'administration du DSS. Il est préconisé de préparer extemporanément la solution de DSS et de la
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renouveler tous les 2 jours, ce qui souligne une instabilité temporelle de la solution (dans notre
protocole, le renouvellement était journalier) [212]. Ainsi, les résultats obtenus dans le cadre de notre
étude sont & replacer dans un contexte expérimental spécifique. Malgré des disparités entre les
séries expérimentales, I'ensemble des résultats obtenus permettent d’observer statistiquement les
effets d’une colite induite par DSS, ce qui témoigne d’une robustesse de notre protocole.

C. Systéme biologiques impactés dans les MICI

Nos résultats confirment une induction de colite chronique chez les animaux, avec une perte de
poids caractéristique de la colite et une augmentation du marqueur global d’inflammation Len-2. Un
changement de composition du microbiote au niveau du célon distal des souris est également avéré
avec une diminution de souches Roseburia retrouvée également chez les patients MICI, qui
s’accompagne d’une modulation de la concentration en AGCC caecaux [73]. De maniére surprenante,
contrairement aux patients MICI qui présentent une diminution de la concentration intestinale de
propionate, notre protocole montre une augmentation ce celle-ci [111]. De méme, le DSS seul ne
permet pas d’observer une variation de la concentration de médiateurs lipidiques dans le célon distal.
Le traitement DSS a induit toutefois une modulation de I'expression de génes privilégiant une réponse
immunitaire pro-inflammatoire en favorisant les voies de signalisation TNF et IL-17.

En revanche, le DSS couplée a la supplémentation anténatale en prébiotiques induit une
diminution de la concentration caecale de butyrate, cette diminution étant également retrouvée dans
lintestin des patients MICI [73]. L'enrichissement anténatal en GOS/inuline permet également
d’observer sous traitement DSS une modulation du métabolisme intestinal, avec des changements de
concentrations lipidiques dont I'augmentation de protectine DX (PDX) qui inhibe la cyclooxygénase
(COX) [233]. L'inhibition de COX peut étre délétére pour les patients MICI, ce qui interroge sur les
effets potentiels de PDX [234]. Enfin, de potentiels génes relatifs & la prise anténatale de
prébiotiques sous DSS sont reliés & la BEl, au systéme immunitaire, et au SNE, exercant
potentiellement un effet délétére.

Outre de potentiels génes en lien avec le SNE, nos données ne nous permettent pas la
caractérisation du SNE. Son importance est avérée dans les MICI, de ce fait des analyses
complémentaires sont nécessaires & entreprendre. Le profil de la réponse immunitaire de la colite
induite nécessite également d’étre caractérisé. Dans notre modéle, la fréquence des lymphocytes T et
B n’est pas affectée de maniére basale par la prise anténatale en GOS/inuline. Il serait en
conséquence intéressant d’étudier non pas la quantité, mais I'identité (sous-types) des cellules immunes
présentes au sein de l'intestin des souris, & la fois d’un point de vue basal mais surtout en contexte de
colite chronique. La détermination du jour d’arrét du protocole joue en ce sens un réle décisif. En effet,
notre projet a défini une fin de protocole & J18, ce qui correspond & 2 jours apreés la fin du troisieme
cycle DSS. Méme si la dynamique de réponse immunitaire n’est pas connue, nous pouvons supposer
que l'effet aigu d’inflammation induit par le DSS a laissé place & J18 & des processus résolutifs. Cette
temporalité complexifie I'interprétation des résultats de notre projet et souligne la nécessité de mener
des analyses longitudinales caractérisant notre modeéle.

Notre projet de recherche est ambitieux et plusieurs axes d’étude en son sein nécessitent
d’étre approfondis par la conduite de nouveaux protocoles expérimentaux et séries expérimentales
afin de compléter nos observations par la détermination des mécanismes sous-jacents la susceptibilité
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accrue a la colite et la transmission de cet effet. Notre étude améne également de nouvelles pistes
d’investigation & exploiter, toujours dans le but d’étendre les connaissances et les potentielles
applications concernant la modulation anténatale du microbiote dans la prise en charge et la
prévention des MICI.

De maniére & vérifier et & renforcer notre hypothése d'un effet délétere d’une
supplémentation maternelle en GOS/inuline sur le développement d’une colite chronique, il serait
pertinent de réitérer le protocole sur la descendance femelle, afin de voir si un effet du sexe de
I'animal est observé. Le protocole lui-méme d’induction de colite chronique pourrait étre changé pour
un modéle génétique déficient en IL-10 qui modélise la MC sachant que le modéle DSS est décrit
comme modéle de RCH [227,235]. Ce modéle de MICI nous permettrait d’aborder plus en détails
I'aspect immunitaire des MICI. A ce sujet, la caractérisation du profil immunitaire dans notre protocole
expérimental pourrait étre effectuée par cytométrie en flux (FACS) des cellules immunes isolées
extemporanément des ganglions mésentériques, des différents segments intestinaux au niveau de la
lamina propria et les lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) (jéjunum, iléon, célon proximal et distal). Une
description des populations immunes innées pourrait étre menée. Plusieurs combinaisons de marqueurs
permettent par exemple de distinguer les sous-types de macrophages : les macrophages M1 sont
entre autres CD38*Egr2- tandis que les M2 sont CD38Egr2* [236]. D’autres cellules immunes innées
pourraient étre décrites, comme les cellules dendritiques, les ILC et les NK. De méme, une
caractérisation de I'immunité adaptative pourrait étre menée. Une étude chez I'Humain utilise un large
panel de marqueurs pour distinguer les sous-types mémoires ou effecteurs des lymphocytes T [237].
Dans notre protocole, les différents sous-types de lymphocytes murins peuvent étre différenciés par
FACS via des marqueurs comme CD3tCD4*CD25*Foxp3* et CD3*CD8*tFoxp3*t pour les Treg,
CD3*CD4*IFN-y* pour les Thl, CD3*CD4*IL-4" pour les Th2 et CD4*tROR-ytt pour les Th17
[211,238,239]. Pour les lymphocytes B, plusieurs combinaisons de marqueurs permettent leur
identification globale (B2207CD3~ ) ou spécifique comme pour les Breg (CD19+CD5*CD1d", CD9* et
CD25%) par exemple [211,238,240]. Gréce & cette caractérisation, des éléments de réponse
seraient apportés concernant I'orientation de la réponse immunitaire donnée par I'enrichissement
anténatal en prébiotiques.

Toujours dans le but d’approfondir notre caractérisation des mécanismes de susceptibilité
accrue & la colite induite par la prise anténatale de prébiotiques GOS /inuline, le profil épigénétique
des segments intestinaux, voire spécifiquement de leurs CEl, pourrait étre établi notamment par
I'vtilisation de panel de détection de méthylation d’ADN pangénomique comme le Infinium Mouse
Methylation BeadChip (lllumina) ou par I'analyse transcriptomique puis PCR de I'expression colique
des enzymes HDAC et HAT [241]. Nous pourrions également analyser par PCR les génes candidats
identifiés dans I'analyse transcriptomique, afin de confirmer ou non leur contribution aux effets d’un
enrichissement anténatal en prébiotiques sur le développement d’une colite chronique. Ces génes sont
impliqués dans les systémes biologiques d’intérét des MICI que sont le systéme immunitaire, le SNE et
la BEl, ce qui contribuerait & caractériser ces systémes et confirmer si par exemple la voie de
signalisation TNF-Q est impliquée dans les effets des prébiotiques maternels.

En plus de l'intestin, il serait intéressant de pouvoir examiner le concept plus général d’atteinte
des barriéres dans les MICI, c’est-a-dire de ne pas se limiter & I'épithélium digestif. En effet, les
atteintes extra-digestives sont courantes dans les MICI et regroupent par exemple des atteintes de la
barriére cutanée et de la barriére hémato-encéphalique [242-244]. Il a été entres autres démontré
dans la littérature une augmentation transitoire de la perméabilité du cerveau suite a une induction
de colite chez le rat [242]. Afin de déterminer les potentielles atteintes extra-digestives engendrées
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par supplémentation maternelle en prébiotiques chez la descendance traitée au DSS, nous avions
débuté avec I'aide d’un collaborateur, mais non achevé, une analyse de la peau des oreilles de souris
par IHC avec les mémes marqueurs de cellules de I'immunité innée et adaptative (macrophages et
lymphocytes T) utilisés pour I'identification intestinale. Concernant le cerveau, une étude de son profil
transcriptomique  pourrait é&tre exécutée pour différentes régions comme I'’hypothalamus,
’hippocampe, 'amygdale et le cortex préfrontal, ce qui permettrait de déterminer de potentiels
changements d’expression de génes reliés au comportement social comme Arc, Btg2 ou H2-k1, ou de
'hyper-anxiété avec Fosb par exemple [85].

En complément de cette caractérisation plus exhaustive des effets d'une supplémentation
anténatale en prébiotiques sur le développement d’une colite, une investigation de l'origine de ces
effets pourrait étre menée avec comme piste principale 'empreinte maternelle sur la descendance. En
ce sens, nous disposons des selles des souris méres collectées au moment du sevrage. |l serait
intéressant de les analyser avec la méme méthode et plateforme de séquencage que ceux utilisés
pour l'analyse des descendants. Ainsi nous pourrions comparer nos résultats & ceux obtenus dans
I'étude de Selle et al., oU pour rappel la prise de GOS/inuline anténatale a induit une modulation du
microbiote intestinal maternel jusqu’au 10%™e jour de lactation [211]. Il est & noter que la méthode de
séquencage 16S utilisée ne permet pas une caractérisation compléte des souches bactériennes.
L'utilisation d'un séquencage shotgun se réveéle plus informatif avec la possibilité de caractériser la
fonctionnalité du microbiote intestinal, et serait donc plus intéressant & appliquer sur nos données
actuelles en plus de futures études [84]. De plus, I'usage de nouveaux outils bio-informatiques est
intéressant & considérer pour envisager notre étude d'un point de vue intégratif systémique, par
I'association des différentes couches de données omiques générées (lipidome, transcriptome,
microbiome) [245]. Cette association permettrait de générer de nouvelles hypothéses quant a la
régulation des prébiotiques anténatales sur le développement d’'une colite, et d’appuyer des pistes
de réflexions déja abordées a I'échelle individuelle de chaque couche omique.

De fait, de nouveaux protocoles expérimentaux permettraient de mener I'étude de maniére
longitudinale, et donc de rendre compte de la dynamique de l'influence des prébiotiques sur la
maturation des systémes biologiques de la progéniture et de son microbiote. Des prélévements de
tous les segments intestinaux et de sérum pourraient étre effectués & différents temps : chez le 1/
foetus, 2/ le nouveau-né, 3/ la souris au sevrage (3 semaines), 4/ début de I'étude & 8-10 semaines
de vie, 5/ pendant I'étude. De maniére similaire, des prélévements chez les souris méres pourraient
étre effectués lors de la gestation, la lactation et le sevrage. Il serait pertinent de prélever pour
chacun des échantillons, & la fois le microbiote luminal et adhérent. L’équipe Inserm TENS posséde en
interne un protocole d’isolation des CEl qui pourraient servir de base pour I'étude du microbiote
adhérent. Ces prélévements aux différents temps chez les descendants et les souris méres
permettraient tout d’abord d’identifier une potentielle régionalité de la modulation du microbiote par
des prébiotiques donnés en anténatal selon deux axes, rostro-caudal et du plus externe au plus
proche du lumen. lls permettraient aussi d’effectuer la caractérisation des profils lipidique,
transcriptomique, immunitaire de l'intégralité de I'intestin, en se basant sur la majorité des techniques
décrites dans notre étude (plateforme MetaToul, analyse 3’ SRP, FACS, séquencage shotgun). Un suivi
temporel de l'inflammation et de ce fait du développement d’une colite pourrait étre mené, par
dosage de Len-2 ou des cytokines pro-inflammatoires par ELISA multiplex du sérum [246]. Une étude
par Haomabata et al. en 2018 souligne I'intérét du suivi longitudinal, en démontrant un changement de
profil lipidique selon I'évolution de la colite (inflammation aigué ou phase de rémission) [247].
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Discussion et perspectives

Enfin, un autre axe d’étude serait de tester la supplémentation anténatale en GOS /inuline lors
de la gestation et la lactation, ce qui permettrait de connaitre I'impact de la lactation dans la mise en
place des effets des GOS /inuline dans I'induction d’une colite chronique chez la descendance.

La modulation du microbiote intestinal dans les MICI est une piste explorée de maniére
exhaustive dans les traitements, par le biais de régimes alimentaires spécifiques. L'originalité de nos
travaux réside en 'aspect préventif de la modulation, qui a lieu lors de la gestation, et de son aspect
indirect du fait d’'une modulation & la mére et d'une MICI étudiée chez sa descendance. Notre étude
s’est intéressée plus particuliérement & I'utilisation de prébiotiques GOS /inuline comme stratégie de
modulation du microbiome, et pour lesquels des effets sur le long terme sur tous les systémes
biologiques de la descendance murine ont été identifiés. Toutefois, la question se pose de savoir si
cette pérennité des effets chez la souris peut étre retranscrite chez I’'’Humain, oU une résilience du
microbiote est avérée. De plus, les mécanismes d’action (liens de causalité) des effets engendrés sont
difficiles & définir de par la nature indirecte de la modulation. L'amplitude des modifications induites
par les prébiotiques est beaucoup plus réduite que celle observée avec le DSS, et améne & repenser
le type de modulation du microbiote & utiliser. A ce jour, la combinaison des prébiotiques & des
probiotiques est un moyen pour potentialiser les effets et constitue une alternative intéressante a la
prise seule de prébiotiques. D’autres modulations sont en cours d’étude mais les recherches (et donc
données) ne sont qu’da leurs prémices.

Conclusion

Pour conclure, mon projet de thése a mis en évidence de maniére surprenante un effet
délétére & long terme de I'enrichissement maternel en GOS/inuline lors de la gestation sur le
développement d’une colite chronique chez la descendance. Cette sensibilité accrue & la colite
chronique s’accompagne de changements au niveau des systémes biologiques de la descendance, que
ce soit au niveau de I'héte ou du microbiote intestinal. Ces résultats méritent toutefois d’étre
approfondis afin de décrire avec précision les mécanismes sous-jacents. L'importance de la fenétre
temporelle d’enrichissement en prébiotiques est soulignée, tout comme la nécessité de nuancer les
propriétés des prébiotiques selon la maladie chronique considérée. Nos travaux aménent donc de
nouvelles pistes de réflexion dont I'aspect développemental de la pathogenése des MICI, ainsi que
de nouvelles informations concernant les conséquences possibles d’une intervention nutritionnelle
préventive dans le cadre de maladies chroniques.
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Etude de I'impact d’'une supplémentation anténatale en prébiotiques sur le développement

d'une colite et des fonctions intestinales associées dans un modele murin.

Mots clés : MICI, microbiote, prébiotiques, DOHaD

Résumé: Les maladies inflammatoires
chroniques de lintestin (MICI) sont liées a une
réponse immunitaire exacerbée, une altération
de la barriére intestinale et une dysbiose. Les
thérapies actuelles ciblent l'inflammation, mais
des recherches étudient la modulation du
microbiote comme moyen d’améliorer les MICI.
Nous avons émis [I'hypothese que Ile
renforcement du microbiote & un stade précoce
de la vie pourrait étre une stratégie préventive
des MICI. Des descendants agés de 8-10
semaines de méres exposées aux prébiotiques
galacto-oligosaccharides/inuline (P) pendant la
gestation ou nourries avec un régime standard,
ont été soumis ou non a une colite induite au
dextran sulfate sodium (DSS). Les fonctions, le
score pathologique (DAIl), la structure
histologique et immune, le métabolisme, le
transcriptome et le microbiote intestinaux des
animaux ont été évalués.

Les souris issues de méres P présentaient un
cOlon plus court, une augmentation de 28
lipides et 7 bactéries dans le cdlon distal. Suite
au traitement DSS, ces souris présentaient un
DAI plus élevé et une humidité accrue des
selles. Une augmentation des lymphocytes et
des macrophages a également été observée
dans leur muqueuse colique. Aprés DSS chez
ces souris issues de meres P, une diminution
du contenu caecal en butyrate, une
augmentation colique distale de 8 bactéries, de
RvD5, 14-HDoHE, PDX et de potentiellement
155 génes ont été observés. La prise
anténatale de P conduit ainsi, sous DSS, chez
la descendance, a des maodifications du
microbiote intestinale, des lipides, du
transcriptome et a un recrutement accru de
cellules immunes dans le c6lon distal induisant
une susceptibilité augmentée au
développement d’'une colite.

Investigation of the impact of an antenatal enrichment in prebiotics on the development of

colitis and on the associated gut functions in a mouse model.

Keywords: IBD, gut microbiota, prebiotics, DOHaD

Abstract: Inflammatory bowel diseases (IBD)
are linked to an exacerbated immune response,
an altered intestinal barrier and a dysbiosis.
Current therapies target inflammation, but
research programs are now investigating the
modulation of the microbiota as a mean to
ameliorate IBD. We hypothesized that
strengthening the microbiota early in life could
be a preventive strategy for IBD. Eight- to 10-
week-old offspring of mothers exposed to
galacto-oligosaccharides/inulin  (P) prebiotics
during gestation, or fed a standard diet, were
subjected to dextran sulfate sodium (DSS)-
induced colitis or not. The functions, disease
activity index (DAI), histological and immune
structure, metabolism, transcriptome and
microbiota of the gut of the animals were
evaluated.

Mice from P dams presented a shorter colon,
an increase in 28 lipids and 7 bacteria in the
distal colon. Following DSS treatment, these
mice had a higher DAI and increased feces
humidity. An increase in lymphocytes and
macrophages was also observed in their
colonic mucosa. In these offspring of prebiotics
-dams treated with DSS, a decrease in caecal
butyrate content, a distal colonic increase in 8

bacteria, RvD5, 14-HDoHE, PDX and
potentially 155 genes were observed.
Antenatal intake of P thus leads, in the

offspring under DSS, to modifications of the
intestinal microbiota, lipids, and transcriptome,
and to an increased recruitment of immune
cells in the distal colon that all together induce
an increased susceptibility to the development
of colitis.



