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INTRODUCTION

1. Définition et épidémiologie de la maladie de Crohn

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire intestinale (MICI), invalidante et
incurable. Elle a été nommeée en référence au Docteur Burill B. Crohn, médecin au « Mount
Sinai Hospital of New York », dont I'’équipe a décrit en 1932 une série de 14 cas d’iléites
terminales (1). La constatation de « granulomes bénins » sur des segments intestinaux, sieges
d’une inflammation chronique, et le tableau d’iléite terminale avaient cependant été déja
décrits dés le début du 20 siécle (1,2). La MC se caractérise par une inflammation chronique
et transmurale de l'intestin et peut atteindre I'ensemble du tractus digestif, « de la bouche a

I'anus ».

Historiqguement, la MC est une pathologie touchant les pays développés d’Amérique du
Nord et d’Europe, dont I'incidence était en constante augmentation jusqu’a la seconde moitié
du XXeme sigcle (3). Cette tendance s’est modifiée ces dix derniéres années avec la
constatation d’'une augmentation des cas dans les pays en cours d’industrialisation et une
stabilisation des taux d’incidence annuels dans les pays développés (4). On estime gu’environ
2,5 a 3 millions de personnes sont touchées par la MC en Europe avec une incidence d’environ
14/10000 habitants par an (5,6). En France, I'incidence a augmenté de 4,2 a 9,5/100000
habitants entre les périodes respectives de 1988-1990 et de 2009-2011 (7). De maniéere
générale, la MC peut atteindre des personnes de tout age, quel que soit le sexe et I'ethnie,
méme si la maladie se déclare préférentiellement chez des adultes jeunes ou des patients en
fin d’adolescence. Le genre féminin est plus fréquent dans les pays industrialisés (ratio de 1,2

a 1,4) mais cette tendance semble varier selon I'age et la région démographique (8-10).
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2. Histoire naturelle de la MC intestinale

a. Evolution de I'atteinte intestinale

La MC est le plus souvent découverte a I'occasion d’une poussée inaugurale et/ou d’une
complication. Elle évolue sous forme d’alternance de poussées inflammatoires d’intensités
variables, et de phases de rémissions plus ou moins complétes. Lors du diagnostic, on décrit
1/3 des patients présentant une forme iléale, 1/3 une forme iléo-colique, et 1/3 une forme
colique pure (11). Au cours de I'évolution de la maladie, la localisation initiale reste stable pour
la grande majorité des patients (12). La maladie se localise dans 2/3 des cas sur la région iléo-
caecale, expliguant que la résection iléo-caecale (RIC) soit I'intervention digestive la plus
fréguemment réalisée (Figure 1). L'approche laparoscopique doit aujourd’hui étre privilégiée
pour cette chirurgie qui, idéalement, doit étre réalisée chez des patients préparés a
I'intervention. En effet, pendant la période de préparation pré-opératoire, les bilans
nutritionnels et infectieux doivent avoir été optimisés (13), et le patient sevré en traitements

immunosuppresseurs et en corticoides (14,15).

Les symptomes digestifs sont majoritairement dominés par une diarrhée, invalidante et
chronique, et par les douleurs abdominales. Une altération marquée de I'état général avec
perte de poids peut accompagner les symptomes digestifs. Le phénotype de la maladie peut
étre sténosant (inflammatoire ou cicatriciel) ou fistulisant (16). Une sténose intestinale peut
étre responsable d’un syndrome de Koenig (douleur abdominale avec sensation de « blocage
intestinal » cédant en méme temps qu’un borborygme abdominal, et suivi d’une diarrhée) ou
d’'une authentique occlusion intestinale. L’inflammation chronique et son caractere
transmural peuvent également étre responsables de fistules digestives, plus fréquentes en cas
de localisation iléale que colique (17). Les fistules entéro-digestives ou entéro-cutanées

peuvent étre responsables d’une malabsorption. L'iléite fistulisante peut également toucher

13



des organes de voisinage « victimes » comme la vessie ou le vagin, et peut étre accompagnée
d’abces intra-abdominaux. Enfin, I'inflammation chronique augmente le risque de cancer
colo-rectal par 2 et celui de I'intestin gréle par 22 en comparaison avec la population générale

(18).

Initialement, la chirurgie (de résection ou dérivation de la zone atteinte) était le seul
traitement de la MC (19). Le développement de traitements immunomodulateurs,
notamment les biothérapies dans les années 1990, a permis d’améliorer la prise en charge
médicale des patients et de limiter les indications chirurgicales. Cependant, dans les atteintes
iléo-caecales, les traitements médicaux n’ont modifié ni le taux de RIC ni I'’étendue de la
résection intestinale, et ce malgré un nombre croissant de patients sous traitements
biologiques (20,21). L’évolution de la MC reste donc tres liée a la chirurgie, et on estime que
30 a 50 % des patients vont nécessiter au moins une résection intestinale en cas de

complications ou de résistance au traitement médical (22).
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Figure 1 : Résection iléo-caecale

Source :
https://www.hopkinsmedicine.org/gastroenterology hepatology/ docs/ pdfs/small large intestine/crohns disease.pdf

RIC emportant la zone iléale atteinte et le caecum (A) et rétablissement de la continuité digestive par
anastomose iléo-colique (B).

La chirurgie permet de supprimer I'ensemble des lésions macroscopiques, de soulager
immédiatement les symptomes obstructifs, et d’améliorer la qualité de vie, au prix d’une
morbidité faible et d’'une mortalité nulle (5,6). Cependant, la quasi-totalité des patients
présentera une récidive post-opératoire (RPO) des lésions intestinales de la MC. La RPO
endoscopique concerne jusqu’a 75% des patients dans I'année qui suit la chirurgie (23). C'est
dans I'optique de prévenir ces lésions qu’un traitement préventif par anti-TNF a peut étre
introduit précocement dans le post-opératoire. La localisation préférentielle des Iésions de
RPO endoscopiques est anastomotique, ou immédiatement pré-anastomotique (3,19).
L'impact pronostique de la localisation des |ésions de RPO endoscopiques sur I’évolution de la
maladie a été étudié dans plusieurs études rétrospectives, avec des résultats discordants. Une
étude multicentrique de 2016 sur 50 patients n’a pas mis en évidence de différence entre

localisation pré-anastomotique ou anastomotique des lésions endoscopiques sur la récidive
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clinique (24). En revanche, deux études récentes de 2019 sur plus de 200 patients ont constaté
une progression plus sévére de la maladie, avec notamment des taux de récidive chirurgicale
plus importants, dans le groupe RPO endoscopique pré-anastomotique que dans le groupe
RPO endoscopique anastomotique (25,26). En 2022, une méta-analyse sur 400 patients n’a
pas mis en évidence de différence en terme de récidive clinique ou chirurgicale en fonction de

la localisation des lésions endoscopiques (27).

La récidive endoscopique précede la récidive clinique pour 40% des patients a 5 ans (28) et

la récidive chirurgicale pour 20% des patients a 10 ans conduisant alors a une nouvelle
résection (29). La physiopathologie de la MC reste encore imparfaitement élucidée. Le

déclenchement de la maladie semble résulter, chez des patients génétiquement prédisposés,
d’une réponse immunitaire inappropriée a une flore intestinale modifiée, sous I'influence de
facteurs favorisants environnementaux (30). Il est admis que la survenue de la RPO répond
aux mémes processus physiopathologiques, avec des particularités inhérentes a la chirurgie
(modification du flux fécal, morphologie anastomotique, atteinte des lymphatiques...) et
d’autres intrinséques (réponse inflammatoire et susceptibilité génétique). De plus, des
facteurs de risque bien spécifiques de la RPO ont été identifiés : le tabagisme actif, les
résections itératives et/ou étendues de plus de 50 cm, la présence de Iésions ano-périnéales
(LAP), la plexite myentérique, la présence de granulomes épithélioides sur piéce opératoire,
et 'absence de traitement prophylactique post-opératoire (31). Par ailleurs, de nouvelles
pistes semblent émerger soulignant le réle le réle du mésentere ou encore du flux fécal sur la
RPO (32,32-34). Ainsi, la technique chirurgicale de résection intestinale, associant ou non une
exérese mésentérique, ainsi que la configuration de I'anastomose, modifiant le reflux fécal
vers |'anse intestinale d’amont, peuvent influer sur les taux de RPO (33,35,36). L'implication

du phénotype de la maladie comme facteur de risque de RPO reste débattue. Le phénotype
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pénétrant est reconnu comme facteur de risque de RPO par le consensus ECCO (European
Crohn and Colitis Organisation) qui s’est basé principalement sur les résultats de deux études.
La premiére est une étude de 1988 de Greenstein et al. sur 770 patients, rétrospective et
monocentrique, ayant conclu en une augmentation significative des taux de premiéres (73%
vs 29%, p < 0,00001) et secondes récidives chirurgicales (p < 0,001) dans le groupe
« phénotype pénétrant » (37). La seconde est une méta-analyse de 2008 de Similis et al. sur
plus de 3000 patients qui a conclu que le phénotype pénétrant était significativement associé
a une augmentation du risque de récidive chirurgicale (HR 1,50, p = 0,002), avec cependant
une hétérogénéité significative entre les études (p < 0,001) (38). Des résultats contradictoires
ont cependant été rapportés dans des études récentes. Maggiori et al. ont constaté dans une
étude prospective multicentrique comprenant 340 patients que le phénotype pénétrant était
un facteur protecteur indépendant de RPO endoscopique (OR =0,58 (IC 95% [0,39-0,86]) ; p =
0,007) et clinique (OR =0,36 (IC 95% [0,16-0,81]) ; p = 0,013) (39). Encore plus récemment en
2022, les analyses d’une étude rétrospective sur 100 patients ont conclus que le phénotype
pénétrant était le seul facteur prédictif d’'une réduction du risque de RPO endoscopique a 1
an (OR =0,19, (IC 95% [0,04-0,98]), p = 0,04) (40).

D’autres facteurs de risque ont été évoqués avec des résultats discordants selon les
études (3ge au moment de la chirurgie, antécédent familial de MICI, transfusion per-

opératoire, durée d’évolution de la maladie) (41).

b. LAP et manifestions extra-intestinales de la MC

Chez un patient sur deux, I'atteinte intestinale est associée a des LAP (42). Les LAP
désignent I'ensemble des lésions provoquées par la MC et intéressant le canal anal, le tissu

cellulo-graisseux du périnée, et le bas rectum. Elles peuvent étre classées en Iésions primaires
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(ulcérations, marisques cedemateuses), consécutives a la maladie inflammatoire intestinale
digestive, et secondaires, compliquant de maniére mécanique (sténose) et/ou infectieuse
(abcés, fistule) les lésions primaires (43). Elle peuvent également étre classées en fonction de
leur activité (suppurative ou non, activité inflammatoire a I'imagerie...) ou encore de leur
localisation (43,44). Lors d’une atteinte digestive concomitante, leur prévalence augmente
avec la distalité de I'atteinte luminale (45). Les LAP peuvent mener dans les cas les plus séveres
a une dérivation digestive temporaire ou définitive, voire a une amputation abdomino-
périnéale (46). L'inflammation chronique peut faire le lit d’'une transformation maligne ano-

rectale (1% des cas) (47,48).

La présence de LAP est un facteur de risque reconnu de RPO, et elle augmenterait son
risque par 3 (23,49-53). Les LAP induisent également une MC d’évolution plus sévere (51,54).
Par ailleurs, une association entre fistules luminales intestinales et fistules périnéales a été
montrée (45). La présence de LAP a également été associée avec les manifestations extra-

intestinales de la MC (55).

Les manifestations extra-intestinales sont présentes chez 30 a 50% des patients atteints
d’une MICI (56). Elles atteignent plus fréquemment les patients atteints d’'une MC qu’une
rectocolite hémorragique (RCH), et plus particulierement ceux présentant une forme colique
ou un tabagisme actif (57,58). Les atteintes les plus fréquentes sont articulaires (arthropathies
périphériques et axiales, dont la Spondylarthrite ankylosante ou SpA), cutanéo-muqueuses
(érythéme noueux, pyoderma gangrenosum, aphtose buccale, syndrome de Sweet) et
oculaires (uvéite, épisclérite, sclérite) (59). Plus rarement, il peut exister des atteintes
pulmonaires, cardiaques, vasculaires ou encore pancréatiques (60), et on estime que 0,7-3,4%
des patients atteints de MC ont une atteinte hépatique de type cholangite sclérosante

primitive (61). L'évolution de ces atteintes extra-intestinales est le plus souvent liée a I'atteinte
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digestive (a I'exception de la SpA et de l'uvéite). Leur présence est associée a une évolution
plus sévére de la maladie (60). Cependant, a ce jour, aucun lien n’a été fait entre

manifestations extra-intestinales et RPO.

3. La physiopathologie de la MC et de sa récidive est multifactorielle

a. Prédisposition génétique

La constatation de clusters familiaux de MC a rapidement fait suspecter I'implication de
facteurs génétiques dans le déclenchement de la pathologie. En effet, il a été rapporté un
antécédent familial de MICI chez 12-15% des patients atteints de MC et la présence d’un cas
avéré de MICI chez un parent au premier degré entraine un surrisque de 5 a 8% de développer
une MC (3,62,63). Des études chez les patients touchés par la MC présentant un jumeau de
méme sexe ont rapporté un taux de concordance de 50% chez les jumeaux monozygotes
contre 2,8 a 9% chez les jumeaux dizygotes (64,65). D’un point de vue ethnique, on a constaté
une augmentation de 3 a 4 fois du risque de développer une MC chez les populations Juives
Ashkénazes (62). Il a également été constaté un début plus précoce de la maladie chez les

enfants de patients atteints de MC (66).

La transmission génétique de la MC ne suit pas un modele simple d’hérédité mendélienne
(transmission autosomique dominante ou récessive), suggérant ainsi I'implication de plusieurs
genes. Depuis 2001, plus de 150 alleles associés aux MICI ont été découverts, dont 37
spécifiques de la MC (63). Pris individuellement, ces alléles entrainent un risque trés faible de
développer une MC (OR typiquement compris entre 1,1 et 1,2) et la majorité de la
susceptibilité génétique n’est représentée que par la variation de quelques génes, notamment

le géne NOD2, celui du récepteur de I'lL-23 (IL-23R) et le géne de 'autophagie ATG16L1 (9).
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Le gene NOD2 ou CARD15 fut le premier gene de susceptibilité pour la MC découvert en
2001 (67,68). Situé sur le chromosome 16, il est principalement exprimé par les monocytes
périphériques (67,68). Environ 30% des patients atteints de MC présentent une mutation de
NOD2 (69-72). Parmi les 60 polymorphismes identifiés pour ce géne, trois variants sont
majoritairement représentés et particulierement associés avec la forme iléale de la MC
(R702W, G908R, et Cinsfs1007) (69-74). La présence d’'une mutation de NOD2 n’a cependant
pas pu étre associée a un phénotype particulier de la MC (9). La protéine NOD2 sauvage est
un récepteur intracellulaire capable de reconnaitre les protéines de la paroi bactérienne, et
notamment le muramyl dipeptide (MDP). La liaison de NOD2 au MDP permet I'activation du
facteur de transcription nucléaire Nuclear Factor-Kappa B (NF-kB), impliqué dans la réponse
immunitaire (70,75). Le gene NOD2 semble également impliqué dans I'autophagie (68,76). Les
mutations de ce geéne entrainent donc un défaut d’'immunité innée envers la flore
microbienne. Par ailleurs, et étonnamment, il n’a pas été mis en évidence de lien entre une

mutation de NOD2 et la RPO (77).

Plusieurs génes impliqués dans I'autophagie ont été associés a la MC. L’autophagie se
caractérise par la destruction par les lysosomes d’éléments intracellulaires, dont les
pathogenes intracellulaires (78). Un défaut d’autophagie peut entrainer la persistance d’'une
infection intra-cellulaire et faciliter la prolifération intra-cellulaire de certaines especes
invasives. Parmi les génes impliqués dans ce processus physiologique, le géne ATG16L1,
exprimé par les cellules de Paneth, les cellules présentatrices d’antigenes (ou CPA) et les
lymphocytes T (LT), a été associé a la MC (79). D’autres genes participent au défaut
d’autophagie dans la MC comme le géne IRGM qui encode une GTPase. Le géne IRGM a par
ailleurs été corrélé a une augmentation significative du risque de chirurgie chez les patients

présentant une atteinte iléo-colique (une chirurgie tous les 6,87 + 1,33 ans en présence de la
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mutation contre une chirurgie tous les 11,43 + 1,21 ans chez les patients non mutés, p = 0,007)

(80).

Le géne de I'lL-23R est impliqué dans la différenciation des lymphocytes Th17 (LTh17), voie
clé de la réponse inflammatoire de la MC (cf Paragraphe 3. d. ii.) (3). La mutation de ce géne

réduit par trois le risque de développer une MC (81).

La mutation du récepteur de I'lL-10, cytokine clé anti-inflammatoire, est de transmission
mendélienne et donc responsable d’un fort taux de pénétrance. Cette mutation a notamment

été incriminée dans les formes jeunes de la MC (82).

Certains genes sont spécifiquement impliqués dans la RPO, comme le gene SMAD3 qui n’a
par contre jamais été mis en cause dans l'initiation de la MC. Dans une étude de 2014, Fowler
et al. ont mis en évidence qu’une mutation de ce gene augmentait par 4 le risque de RPO, et
gue celle-ci survenait de maniere plus précoce (83). Le gene SMAD3 encode un facteur de
transcription qui est activé suite a la liaison du Transforming growth factor B (TGF B) a son
récepteur dimérique membranaire. La voie du TGF B est impliquée dans de nombreuses
réponses biologiques telles que la croissance et la différentiation cellulaire, I'apoptose,
I'immunité et la production de matrice extra-cellulaire (84). Dans le cas de la RPO, la mutation
de SMAD3 serait responsable d’une augmentation du processus physiologique de cicatrisation

entrainant une fibrose responsable a long terme une sténose (85).

La mutation du gene CARDS (caspase recruitment domain-containing protein 8), fortement
exprimé au niveau des monocytes, a également été mise en cause dans la RPO. La protéine
CARDS8 a un réle immunomodulateur au niveau des macrophages en inhibant la voie NF-kB et

I’'apoptose (86). Le rdole exact de cette mutation dans la récidive n'est pas connue mais elle
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pourrait favoriser l'inflammation chronique par un défaut d’inhibition de la voie pro-

inflammatoire NF-kB (85).

Cependant, et malgré la multitude de génes découverts, I'importance accordée aujourd’hui
a la part génétique de la MC est réduite puisqu’on estime qu’elle représente moins de 15% de
I’'hérédité de la MC (63). D’autres facteurs, épigénétiques, et surtout environnementaux,

semblent prépondérants dans la physiopathologie de cette maladie (9).

b. Facteurs environnementaux

L'importance des facteurs environnementaux est suggérée par les disparités de répartition
géographique avec un classique gradient Nord-Sud de la MC, et une prédominance nette
d’incidence au sein des pays industrialisés (8,63,87). Par ailleurs, le taux d’incidence des MICI
chez les migrants devient comparable a celui du pays d’accueil dés la deuxieme génération
(87,88) et la concordance incompléte chez les jumeaux monozygotes atteste de I'implication

de facteurs environnementaux en plus des facteurs génétiques (64,65).

Beaucoup d’études ont tenté de préciser ces facteurs environnementaux mais peu ont été
formellement identifiés. Le tabac est le principal facteur de risque environnemental associé a
la MC et a la RPO, et le plus étudié. Le tabagisme actif augmenterait de deux fois le risque de
développer une MC ainsi que sa sévérité, le risque de chirurgie, et la nécessité d’introduire un
traitement par immunosuppresseur (3,9,62,89,90). D’un point de vue épidémiologique, un
tabagisme actif est plus fréguemment associé aux formes touchant l'iléon (formes iléales
pures et iléo-coliques) (91). Le tabac augmente également le risque de RPO de fagon dose-
dépendante (41,92). En plus de diminuer le taux de complications post-opératoires, le sevrage

tabagique permet de diminuer significativement le taux de récidive clinique et endoscopique
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(93). Dans le cas précis de la RIC, le sevrage tabagique permet de diminuer par 4 le taux de
récidive chirurgicale et constitue méme un facteur protecteur de la RPO (83,94). Plusieurs
hypothéses physiologiques ont été avancées afin d’expliquer cet effet néfaste du tabac (effet
de la nicotine, modification de l'influence endothéliale sous l'influence du stress oxydatif,
altération du mucus intestinal, altération du systéeme immunitaire et de la perméabilité
intestinale, aggravation de la dysbiose) mais aucune n’a été formellement retenue
(3,62,90,95-97). Sur le plan immunitaire, il induit la production de Tumor necrosis factor a
(TNF a) et de ses récepteurs, de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8), et une

diminution de la production de cytokines anti-inflammatoires telles que de I'IL-10 (98).

Dans les pays développés, I'utilisation d’antibiotiques dans I’enfance a été montrée comme
significativement associée au déclenchement de la MC, et ceci de maniére dose-dépendante
(99). Par ailleurs, ce risque est d’autant plus augmenté que I'administration d’antibiotiques
est réalisée de maniere précoce (durant la premiére année de vie) (100). Aucun lien n’a

cependant été mis en évidence entre antibiothérapie et augmentation du risque de RPO.

D’autres facteurs de risques environnementaux ont été suspectés dans l'initiation de la MC,
avec un faible niveau de preuve (consommation réduite en fibres et augmentée en
saccharose, traitements hormonaux et notamment contraceptifs oraux, consommation de

vitamines et nutriments, AINS, mode de vie, ...) (9,62).

c. Altération de la barriere intestinale muqueuse

L’épithélium intestinal est organisé en une couche unicellulaire, et forme, en association
avec la couche de mucus le surplombant, la barriere intestinale (101). L’épithélium comprend

différents types cellulaires : cellules épithéliales intestinales ou CEl, cellules de I'immunité,
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cellules caliciformes et cellules de Paneth (101). La barriere intestinale a pour fonctions
d’absorber I'eau, les nutriments et les électrolytes tout en empéchant la pénétration de
pathogenes dans I'organisme. De plus, elle est I'objet d’une fine régulation afin de permettre
une tolérance immunitaire face aux composants alimentaires et microbiens de la lumiere

intestinale avec lesquels elle est en contact permanent (Figure 2).

Le mucus est une sécrétion aqueuse et viscoélastique composée de lipides, de
carbohydrates, d’eau et de protéines et en particulier de mucines. La mucine majoritaire est
MUC2, produite par les cellules caliciformes. Chez les patients atteints de MC, I'inflammation
intestinale entraine une diminution du nombre de cellules caliciformes et donc une diminution
de la production de mucines. Cette altération quantitative et fonctionnelle de la couche de
mucus augmente la mise en contact des bactéries avec I'épithélium intestinal et joue un réle
clé dans le déclenchement de I'inflammation (102). MUC2 joue un r6le prépondérant dans la
capacité protectrice de la couche de mucus. En effet, des modéles murins déficients en MUC2
développent des colites spontanées avec également une augmentation des cancers colo-
rectaux induits par l'inflammation (103). Chez les patients atteints de MC, on observe
également une diminution de MUC3, MUC4, MUC5B et MUC7 (104). Inversement, la protéine
MUC1, faiblement exprimée par les CEl intestinales en situation physiologique, est
hyperexprimée sous une forme hypo-glycosylée en cas de transformation maligne ou
d’inflammation intestinale, et en I'occurrence au cours des MICI (105). Cette forme modifiée
aggraverait l'inflammation intestinale en entrainant une réaction d’auto-immunité (106).
L’hyperexpression de MUC1 sous sa forme normo- ou hypo-glycosylée a également été tres

significativement liée a la survenue RPO dans une étude récente de 2021 (105).

Conjointement a I'altération du mucus, les patients atteints de MC présentent également

une augmentation de la perméabilité intestinale. Celle-ci peut étre la conséquence de
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polymorphismes génétiques, de I'inflammation induite par la rupture de la barriere muqueuse
ou encore de la liaison des bactéries aux CEl (107,108). Elle se traduit par une modification de
I’expression des protéines de jonction inter-cellulaires. La muqueuse épithéliale des patients
avec une MC active présente une diminution ainsi qu’une redistribution des protéines de
jonction serrées (claudine 5 et 8) et une augmentation des claudines 2, formant des pores
entres les cellules (109). Cette augmentation de la perméabilité accroit la translocation
bactérienne et entraine une inflammation locale et systémique. Aprés pénétration, les
bactéries peuvent également persister au sein des ganglions lymphatiques mésentériques,
processus possiblement impliqué dans la physiopathologie de la RPO (cf Paragraphe 3. e. v.)
(110). Au niveau de la barriere intestinale la présence d’un défect en autophagie pourrait aussi

faciliter la pénétration et la persistance des bactéries invasives (111).
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Figure 2 : La barriére physique et biochimique intestinale en situation physiologique

Source : Peterson et Artis, Nature Reviews Immunology (2014) (101)

Au fond des cryptes se trouvent les cellules souches intestinales (épithéliales, stromales et
hématopoiétiques) assurant le renouvellement continu des cellules de la barriere intestinale. Les
cellules de Paneth sont les seules cellules de I'épithélium a demeurer au fond des cryptes. Elles
assurent la production de différents agents anti-microbiens (défensines, lysozymes...). Les cellules de
Paneth contribuent également a la sécrétion de mucines, composantes majoritaires de la couche de
mucus, conjointement avec les cellules caliciformes. La sécrétion d’immunoglobulines (IgG) et
notamment d’IgG A par les plasmocytes de la lamina propria, transportées dans la lumiére par les CEl,
vient contribuer a la fonction antibactérienne de la barriére intestinale. Au sein des follicules
lymphoides et des plaques de Peyer (non représentées sur la Figure) les Microfold cells vont capter
puis transporter en trans-épithélial les bactéries et les antigenes bactériens pour les présenter aux
cellules dendritiques. Les macrophages phagocytent les pathogenes pénétrant la barriere intestinale
pour ensuite migrer dans les formations lymphoides et activer I'immunité adaptative. Abréviations :
CD : cellule dendritique, PAM : protéine antimicrobienne.
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d. Dérégulation de la réponse immunitaire

Le rble du systeme immunitaire est d’assurer la défense de notre organisme. |l le protége
notamment de l'invasion de pathogenes. Le systéeme immunitaire inné est aspécifique. |l
représente la premiere ligne de défense de I'organisme et apporte une réponse immédiate a
I'agression. Il aide également a initier la réponse immunitaire adaptative. Le systéme
immunitaire adaptatif est composé de lymphocytes T et B dont l'activation permet de
produire des cytokines et des anticorps. Contrairement a I'innée, la réponse immunitaire
adaptative est spécifique et va permettre une immunité au long cours grace a sa capacité de
mémoire immunitaire. En situation physiologique, de nombreuses cellules immunitaires sont
naturellement présentes dans I'épithélium et la lamina propria. La barriére intestinale est
régulée par des mécanismes immunitaires de tolérance vis-a-vis de la flore intestinale
commensale, de ses produits de dégradation et de ses toxines mais également vis-a-vis des

antigenes alimentaires.

Les mécanismes d’hyperactivation immunitaire dans la physiopathologie de la MC sont
complexes et impliquent de nombreuses voies de lI'immunité innée et adaptative. Le
déclenchement de cette réponse immunitaire inadaptée pourrait provenir de I'altération de
la barriére intestinale permettant la pénétration de pathogenes, et/ou d’une prédisposition
génétique. Elle entraine une infiltration massive et chronique de I'épithélium par les cellules
de I'immunité, qui, en association avec la réponse cytokinique de I'inflammation chronique,

sera responsable des lésions muqueuses progressivement transmurales (58,85).
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i. Dérégulation de I'immunité innée

La désorganisation de [I'épithélium ainsi que certaines prédispositions génétiques
(ATG16L1, NOD 2, IRGM, cf Paragraphe 3. a.) entrainent un déficit en fonction et en survie des
cellules de I'immunité innée intestinales : cellules de Paneth, CEl, neutrophiles, cellules
dendritiques, monocytes/macrophages et les ILCs (Innate lymphoid cells) (9,101,112).

Les cellules de Paneth, présentes exclusivement au fond des cryptes de I'épithélium
intestinal, sont des CEl spécialisées dans I'immunité. Elles sont caractérisées par un réticulum
endoplasmique de grande taille permettant une production enzymatique importante qui
contribue aux défenses antibactériennes de la barriére intestinale. Au cours de la MC, on
observe une altération du pool des cellules de Paneth, entrainant un déficit de production en
lyzozymes et défensines a, ainsi qu’une diminution de la production de MUC2 (113,114)
(Figure 2). Les cellules de Paneth sont également capables de stimuler directement
I'inflammation intestinale en situation pathologique en sécrétant de I'IL-17 sous I'influence du

TNF o (107).

La pénétration des bactéries au sein du tissu épithélial et sous épithélial va entrainer leur
phagocytose par les CPA: cellules dendritiques, macrophages et neutrophiles. Avant la
rencontre avec un pathogéne, les cellules dendritiques naives résident dans la lamina propria
au sein des plaques de Peyer et dans les ganglions lymphatiques isolés. Leur maturation
survient aprés la phagocytose d’un pathogéne ou de I'un de ses dérivés, entrainant leur
migration dans les ganglions lymphatiques mésentériques ou elles rencontrent les LT naifs
(115). La reconnaissance du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) des cellules
dendritiqgues matures par le récepteur des LT, et l'interaction des molécules de co-stimulation
a la surface des LT avec leur ligands (CD80, CD86 et CD40), vont permettre leur activation

(116-118). Les cellules dendritiques des ganglions lymphatiques des patients atteints d’'une
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MC sont également capables d’induire une différenciation de ces LT activés selon la voie Th1,
et dans une moindre mesure, Th17 (118). Les macrophages sont des cellules myéloides
dérivant des monocytes sanguins et résidant dans les tissus. lls jouent un role crucial dans la
réponse immunitaire innée et ils constituent le sous-groupe leucocytaire le plus abondant au
sein de la muqueuse intestinale (119). Au cours de la réponse immunitaire de la MC, on
observe un afflux des monocytes sanguins au sein de la muqueuse intestinale ou ils vont se
différencier en macrophages inflammatoires. En réponse a l'infection bactérienne, ces
derniers vont sécréter de I'lL-12 et de I'lL-23, permettant I'activation de la voie Th1, de la voie
Th17 et la stimulation des cellules NK (Natural Killer) (9). Par ailleurs, la stimulation du Toll Like
receptor 4 (TLR4) a la surface des macrophages par des composants pathogenes, tels le
liposaccharide (LPS) bactérien, active la voie intracellulaire NF-kB induisant la synthése de
nombreuses protéines pro-inflammatoires qui participent a la différenciation et la survie des
LT (notamment Th17) (120). Les macrophages sont également capables de sécréter
directement du TNF a, en particulier sous l'influence de bactéries intra-cellulaires telles les
Escherichia coli (E. coli) adhérents et invasifs ou AIEC (101,107,119) (Figure 3). D’autre part, la
sécrétion d’IL-6 et de GM-CSF par les monocytes et les macrophages entraine un recrutement
de neutrophiles au sein de la barriere intestinale (9). En situation physiologique, les
neutrophiles jouent un réle primordial dans I'immunité en participant a la phagocytose des
pathogenes, et notamment des bactéries. lls sont recrutés au sein de la muqueuse intestinale
a l'occasion d’une breche au sein de cette derniére, ou en contexte d’inflammation. La
production d’IL-17 par les LTh17 (voir Paragraphe 3. d. ii.) a notamment la capacité de stimuler
I'activité des neutrophiles (121). Leur capacité de digestion, et parfois leur apoptose, entraine
la libération de nombreux facteurs pro-inflammatoires qui sont capables d’entrainer des

|ésions parfois aussi séveres que la Iésion initiale tissulaire (121). De plus, leur accumulation
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au sein de I'épithélium compromet la fonction de la barriere intestinale, aggravant encore

I'inflammation locale (9).

Les ILCs constituent un des liens entre immunité innée et adaptative. Elles ont un role
important dans le contréle de '"homéostasie intestinale, de I'inflammation locale, et dans la
réponse précoce aux infections. Elles sont classées en 3 groupes, ILC1s, ILC2s et ILC3s, qui
partagent des fonctions similaires avec respectivement les cellules CD4+ Th1, Th2, et Th17 de
I'immunité adaptative (78). Le groupe 1 est composé des ILC1s et des cellules NK (101). Si les
cellules NK sont capables d’une cytotoxicité directe, les autres ILC1s ont une fonction limitée
a la production de cytokines de type Th1l (interférony (IFN y) et TNF a) sous I'influence de I'IL-
12 (122). Les cellules du groupe 2 ILC2s produisent des cytokines associées a la voie Th2 (IL-5
et IL-13). Les ILCs du groupe 3 produisent des cytokines du profil Th17 (IL-17A et IL-22) sous la
stimulation de L‘IL-23 et sont impliquées dans la réponse inflammatoire de la MC (122,123).
Buonocore et al. ont montré, in vitro, sur des ILC3s coliques isolées de la lamina propria d’un
modéle murin de colite induite, que ces cellules étaient capables de produire des cytokines de
type Th17 sous l'influence de I'lL-23 (123). Ces résultats ont été confirmés chez I’homme en
2011 avec les travaux de Geremia et al. sur des biopsies de la muqueuse colique de patients
atteints de MC, de RCH, et chez des contrbles. Les auteurs ont conclu que les muqueuses
intestinales des patients atteints de MC comportaient un taux augmenté d’ILCs, et que ces
cellules étaient capables de produire des cytokines de type Th17, contrairement aux ILCs de
patients RCH et controles (124). Par ailleurs, les patients atteints de MC présentent un taux

augmenté d’ILC1s et ILC3s au niveau de leur muqueuse iléale (125).

30



Cellule intestinale

¥ Q Lumiére intestinale

Lamina popria

Macrophage @ C} APC & o i e o Cytokines pro-
IL-12 11=12 o g T inflammatoires
IL-23 IL-23 I-23 e .o 7
IL-6 -
Cellules NK @ IL-21 i & 8
( 23 °
T,,0 cell T,17 IL-12

activées .

cell IL-21 IFNy
/ Cellules NK > TNF

v IL-4 IFNy Tl
T L TNF cell
Recrutement des
leucocytes f I
circulants cell o
Cellules endothéliales
@ Y X X G i i X X et
- Q Q Circulation
O ) @ systémique
C 3 ¢ X 3¢ o Xz e > ¢ %0 X X D

Figure 3 : Réaction immunitaire impliquée dans le déclenchement et le maintien de la MC.

Source : Roda et al., Nature disease review primer (2020) (9)

Au cours de la MC, la dysfonction de la couche de mucus facilite la mise en contact des bactéries
pathogénes avec I'épithélium intestinal. A ce niveau, 'altération de la barriére intestinale et le déficit
en autophagie (mutations des génes NOD 2, ATG16L1, IRGM...) constituent des facteurs prédisposant
a I'invasion des bactéries. Apres pénétration bactérienne au sein de I'épithélium, les CPA (comme les
cellules dendritiques) de la lamina propria, vont reconnaitre les antigénes bactériens, phagocyter les
pathogénes, puis les présenter aux LT naifs (Th0). La réaction inflammatoire primaire de la MC est
essentiellement de type Thl et Th1l7. Ces deux voies sont stimulées d’une part par les LThO, qui
peuvent également se différencier, et, d’autre part, par les macrophages qui, en réponse au contenu
luminal, produisent de I'lL-12 et de I'lL-23. Les LTh1 et LTh17 vont a leur tour sécréter de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires : IFN y et TNF a pour la voie Thl ; IL-17, IL-21 et IL-22 pour la voie Th17.
La production d’IL-12 et d’IL-23 par les macrophages va également stimuler les cellules NK (NK cells)
de I'immunité innée, perpétuant ainsi I'inflammation intestinale. La voie Th2 peut également jouer un
role dans la réaction inflammatoire de la MC avec une prédominance dans les lésions précoces.
Abréviations : APC : cellules présentatrices d’antigenes.
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Parmi le panel cytokinique produit par les cellules de I'immunité en situation
inflammatoire, I'lL-10 est une cytokine clé dans la régulation de I'homéostasie et de la
tolérance. Elle peut provenir des macrophages aprés phagocytose par ces derniers d’antigénes
bactériens, ou aprés stimulation du TLR4 a leur surface (126), mais également de nombreux
autres types de cellules immunitaires telles que les cellules dendritiques aprés stimulation par
le TGF B produit par les CEl (127). Son récepteur membranaire, I'IL-10R est présent sur
I’ensemble des leucocytes et la liaison IL-10/IL-10R permet I'activation du facteur STAT3 par
la voie des JAK kinases (JAK 1) et des tyrosines kinases (TYK 2). La fonction primaire de I'lL-10
est la régulation de la réponse inflammatoire des macrophages et des cellules dendritiques,
chez lesquels son récepteur est retrouvé en taux particulierement augmenté. Au sein de ces
groupes cellulaires, spécifiquement, I'activation de la voie de signalisation STAT3
(Signal Transducers and Activators of Transcription) par I'IL-10 est impliquée dans la
diminution de la sensibilité du récepteur TLR4 au LPS bactérien. On estime qu’environ 20% de
la transcription des génes pro-inflammatoires induite par le LPS bactérien est inhibée par I'IL-
10, et cet effet anti-inflammatoire ne peut étre remplacé par aucune autre cytokine (126,128)
(Figure 4). Au niveau d’autres types cellulaires, la voie STAT3 induite par I'lL-10 est également
impliquée dans les mécanismes de récupération de la fonction de barriere épithéliale, dans la
production de mucus, ainsi que dans l'inhibition de la production du TNF a (129). Des modeles
murins déficients en I'lL-10, ou en son récepteur, développent des inflammations intestinales

spontanées et séveres impliquant les voies Th1 et Th17 (130,131).

Au cours de la MC, un déficit en IL-10 est observé et peut provenir d’une mutation
génétique ou d’un défaut de production (par exemple par les LT reg, cf Paragraphe 3. d. ii.).
Le déficit en IL-10 est particulierement associé aux formes juvéniles de la MC (9,82). Par

ailleurs, chez ’homme, une étude clinique a constaté que les patients présentant des taux
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faibles d’IL-10 au niveau de leur muqueuse iléale avaient significativement deux fois plus de

risque de développer une RPO (132).
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Figure 4 : Voie de signalisation STAT 3 induite par I'IL10 chez les macrophages
Source : Hutchins et al., Brief Funct Genomics (2013) (126)

La liaison de I'IL-10 a son récepteur membranaire tétramérique formé de deux chaines (R1 et R2)
entraine une cascade de phosphorylation par le biais de tyrosines kinases permettant I’activation du
facteur de transcription STAT3. Celui-ci induit la transcription de génes antibactériens et va ainsi
entrainer une réaction anti-inflammatoire de maniére indirecte. La production de ces facteurs
antibactériens va entrainer I'inhibition d’environ 20% de la transcription des genes pro-inflammatoires
induits par la liaison du LPS bactérien au TLR4 des macrophages. Certains des facteurs anti-
inflammatoires vont avoir une action directe sur les macrophages en supprimant leur production de
TNF a.

33



L’'IL-12 et I'lL-23 sont des cytokines hétérodimériques partageant la méme sous-unité p40,
associée respectivement a la sous unité p35 pour I'lL-12 et p19 pour I'lL-23. Elles sont
notamment produites par les macrophages et les cellules dendritiques en situation
inflammatoire. Ces cytokines vont jouer un réle primordial dans la différenciation des LT de
I'immunité adaptative Th17 et Th1, impliqués dans la réaction immunitaire de la MC. La voie
de I'lL-23 est d’ailleurs ciblée par un des traitements de la MC, 'ustekinumab, un anticorps
monoclonal se liant avec la sous-unité p40 de I'lL-23 (commune a I'lL-12) et empéchant la

liaison a I'lL-23R (133).

ii. Dérégulation de I'immunité adaptative

Au cours de la MC, on observe une hyperactivation persistante des LT. La plupart de ces
lymphocytes sont activés dans le GALT (tissu lymphoide associé aux muqueuses ou gut-
associated lymphoid tissue), correspondant aux plaques de Peyer au niveau iléal, et sont
recrutés sur le site de l'inflammation grace a la liaison de leurs intégrines aux cellules
endothéliales des vaisseaux. Ces intégrines sont formées de deux sous-unités a et j, telles les
intégrines a4B1, a4f7 ou encore aEP7. Des anticorps ciblant la sous-unité a ou I'intégralité de
ces intégrines font partie des thérapeutiques efficaces et utilisées dans la MC. Différentes

voies de I'immunité adaptative vont participer a la réaction inflammatoire de la MC.

Aprés contact avec le CMH des cellules présentatrices d’antigenes activées et sous
I'influence de cytokines pro-inflammatoires issues de la réponse de I'immunité innée, les LT
naifs ou (ThO) vont se différencier selon les voies Thl et Thl7 (9). La voie Thl est
particulierement équipée pour lutter contre les bactéries intracellulaires. Les LTh17

présentent, entre autres, les capacités de stimuler la réponse des leucocytes neutrophiles et
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de reconnaitre les cellules apoptotiques infectées (121). Ces LTh différenciés vont, a leur tour,
produire d’une part de I'lFN y et du TNF a (voie Th1), et d’autre part de I'lL-17, de I'lL-21 et de
I'IL-22 (voie Th17) (Figure 3). Certaines de ces cytokines, en particulier I'lL-17, 'IFN y et le TNF
o vont perpétuer le processus en entrainant une cascade inflammatoire avec une production
d’IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 de TNF a, ou encore de I'lL-18 par les macrophages/monocytes et les

cellules endothéliales (9).

Les LT régulateurs (LT reg) sont capables en situation physiologique de supprimer
I’activation des LT grace a la sécrétion d’IL-10 et du TGF B (134). Lors des périodes d’activité
de la MC, on observe une diminution du taux de LT reg circulants ainsi qu’un échappement
des LT au rétrocontréle négatif des LT reg (135). Le déficit en LT reg serait responsable des

formes juvéniles, en particulier en raison de I'impact sur la production d’IL-10 (82).

La réponse adaptative de type B est impliquée dans la réponse immunitaire de la MC mais
son role exact n’est pas aussi bien caractérisé que celui des LT, et elle n’est actuellement la

cible d’aucun traitement (121).

Sila voie Th1l est classiquement associée a la MC, plusieurs travaux soutiennent I’hypothése
d’une évolution au cours du temps du profil cytokinique, de Th2 vers Th1. Kugathasan et al.
ont suggéré que le profil immunitaire de la MC était de type Th1 lors de son déclenchement
(chez des enfants), mais que les LT perdaient progressivement leur capacité a produire de
I'IFN vy lors d’une stimulation par I'lL-12 en comparaison avec des patients a 5 ans ou plus
d’évolution de la maladie (136). Ce phénomeéne pourrait également étre impliqué dans le
développement des nouvelles lésions muqueuses de RPO apres RIC. Desreumaux et al. ont
montré que les lésions a trois mois d'une RIC présentaient un profil Th2, avec une
augmentation significative de I'lL-4 et une diminution de I'lFN y, en comparaison avec la

muqueuse normale, et avec le profil Thl des lésions chroniques (137). Par ailleurs, le profil
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cytokinique pourrait également varier en fonction de la durée d’évolution des Iésions. Dans
une étude de 2000, Brandt et al. ont montré que I'lL-8 était retrouvé en taux significativement
inférieur dans les Iésions précoces en comparaison avec les |ésions chroniques. La provenance
de la cytokine différait également, avec une production majoritaire par les neutrophiles et les
LT pour les Iésions précoces, et une provenance macrophagique pour les lésions chroniques

(138).

e. Role de la flore intestinale dans la MC et sa récidive

i. Le microbiote intestinal humain

Le microbiote intestinal (ou flore intestinale) est formé de I’ensemble des microorganismes
(bactéries, virus, champignons, parasites) hébergés par le systeme digestif. Sa composition est
trés majoritairement dominée par les especes bactériennes (population colique bactérienne
estimée a 10%), et elle présente une trés grande variabilité inter-individuelle. Le profil du
microbiote de chaque individu, acquis dans I’enfance, reste relativement stable au cours du
temps. Les phylas bactériens majoritaires de la flore intestinale sont représentés par les
Bacteroidetes (15-50%), les Firmicutes (20-50%), les Protéobactéries (10-20%) et les

Actinobactéries (<5%) (110).

Le microbiote est essentiel a la fonction intestinale grace au maintien de son homéostasie
(production de métabolites a partir d’éléments non digérables), a I'apport de nutriments
essentiels, a sa participation au métabolisme digestif, et a I'inhibition du développement de
bactéries pathogénes grace a un mécanisme compétitif. En effet, en situation physiologique,
il existe un équilibre entre les espéces bactériennes, empéchant le développement d’'une

espéce pathogéne et permettant une tolérance immunitaire de I’'h6te envers les bactéries de
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la flore intestinale commensale. Un déséquilibre de la flore intestinale est appelé dysbiose et
peut entrainer la prédominance d’une bactérie pathogéne, ou le passage d’une bactérie d’un

état commensal a pathogéne (107).

ii. La dysbiose de la MC

Chez le patient atteint de MC, il existe une perturbation de la composition de la flore
intestinale. La physiopathologie exacte de cette dysbiose reste incomplétement élucidée et
pourrait étre multifactorielle, impliquant le systéme immunitaire, le tabac et la prise

d’antibiotiques (91).

Sur le plan de la dysbiose bactérienne, on constate une réduction de la diversité de la flore
intestinale et de ses métabolites, ainsi qu’un déséquilibre de la répartition des phylums
majoritaires (139). D’'une part, il a été constaté une augmentation de la proportion des
bactéries appartenant au phylum des Protéobactéries, et en particulier des espéces
anaérobies facultatives (10-20% chez les patients atteints de MC vs < 2% chez les controles)
(140). Les especes concernées comprennent notamment E. coli, Klebsiella pneumoniae
(141,142) ou encore Proteus mirabilis (P. mirabilis) (143). Cette augmentation pourrait
s’expliquer par leur caractére anaérobie facultatif permettant une tolérance au stress oxydatif
qui accompagne classiquement la réaction inflammatoire de la MC (144). D’autre part, il est
observé une diminution du taux des bactéries appartement au phylum des Firmicutes, et
notamment celles aux propriétés anti-inflammatoires. Une étude récente utilisant des
techniques de métagénomique a d’ailleurs constaté que la diminution des bactéries
« bénéfiqgues » ou anti-inflammatoires était plus fortement associée a la MC que

I’augmentation des bactéries pathogénes (91). Faecalibacterium prausnitzii (F. prausnitzii), en
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particulier, semble jouer un réle prépondérant. Il s’agit d’une bactérie aérobie stricte de la
famille des Ruminoccocaceae, et également d’une des bactéries les plus représentées du
microbiote intestinal colique (5% de la population bactérienne intestinale totale chez les sujets
sains) (145,146). Au cours de la MC, son taux est particulierement diminué durant les périodes
de poussées, et négativement corrélé a I'activité de la maladie (147,148). Elle a été associée a
une augmentation de la récidive endoscopique a 6 mois (149). Elle présente également une
forte activité métabolique et est notamment la principale source de butyrate colique. Le
butyrate joue un rdle clé dans ’homéostasie intestinale et est impliqué dans la production de
la cytokine anti-inflammatoire IL-10, dans l'inhibition de la voie Th17 et NF-kB, ainsi que dans
la régulation de [l'activation des LT reg (150-152). F. prausnitzii module également
I'inflammation colique en diminuant la production d’IL-6, d’IL-12 et de TNF a (139,150,153).
Son effet bénéfique sur I'amélioration des |ésions macroscopiques intestinales a été montré
dans de nombreux modéles murins de colite induite (154). D’autres espéces appartenant au
phylum des Firmicutes et productrices de butyrate sont également retrouvées en proportions
diminuées chez les patients atteints de MC (91). La diminution de butyrate en elle-méme a

d’ailleurs été corrélée a la MC (155).

Faisant exception, la bactérie Ruminococcus gnavus (R. gnavus) est retrouvée en
proportion fortement augmentée chez les patients atteints de MC malgré son type
énergétique aérobie stricte et son appartenance au phylum des Firmicutes. En effet, si sa
proportion n’est estimée qu’a 0,1% chez les individus sains, elle peut étre augmentée jusqu’a
69% lors des poussées, avant de retrouver un taux quasiment normal lors des périodes de
rémission (141,156). Sa capacité a résister au stress oxydatif, contrairement aux autres
bactéries anaérobies strictes, serait due a ses capacités spécifiques d’adaptation

génétiquement déterminées (141). Son effet inflammatoire serait lié a la liaison d’un de ses
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métabolites au TLR4 des cellules présentatrices d’antigenes, entrainant la production d’IL-4 et
de TNF a (156,157). R. gnavus a également été impliquée dans d’autres pathologies auto-

immunes telles que le lupus, ou encore la SpA.

D’autres espéces bactériennes n’appartenant pas au phylum des Protéobactéries ont
également été liées a la dysbiose de la MC comme Mycobacterium avium paratuberculosis ou

encore Clostridium difficile (158,159).

Par ailleurs, au cours de la MC de localisation iléale, on constate également une dysbiose
fungique se caractérisant par une diminution de la diversité des espéces et de la proportion
de certaines souches aux propriétés anti-inflammatoires (160). Inversement, une
augmentation de Candida albicans a également été reliée a la MC (161). Sokol et al. ont mis
en évidence en 2017 que les patients en poussée de MC présentaient une diminution des
champignons du sous ensemble des Ascomycota associé a une diminution en nombre, et en

proportions, de la levure Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) (160).

iii. Implication de la dysbiose dans la RPO

Plusieurs arguments sont en faveur d’une forte implication de la flore intestinale et du flux
fécal dans la survenue de la RPO. La dérivation du flux fécal par une stomie en amont du
segment intestinal atteint améliore rapidement les Iésions muqueuses macroscopiques et les
signes cliniques (35). De maniére similaire, I'absence de rétablissement de la continuité
digestive apres résection intestinale prévient fortement la récidive (162). Lors du
rétablissement de la continuité digestive, on constate une récidive endoscopique avec
I’apparition de lésions histologiques dés le 8™¢ jour de la remise en contact des selles avec

la muqueuse (36). Le reflux de la flore intestinale colique vers I'intestin gréle d’amont apres
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RIC, lié notamment a la perte de la valvule de Bauhin, est suspecté de participer a la récidive
pré-anastomotique (163). Par ailleurs, un traitement antibiotique au long cours prévient la

récidive qui survient alors a I'arrét de I'antibiothérapie (164,165).

Des analyses en séquencgage ont montré que les patients atteints d’'une MC entérale ou
iléo-colique avaient un profil de flore intestinale aprés chirurgie différent de celui des patients
non opérés (140). La chirurgie semble donc modifier la flore intestinale en réduisant encore
sa diversité, méme lorsque la maladie est inactive. Par ailleurs, des études récentes ont
suggéré que ces modifications de la flore intestinale étaient impliquées dans la RPO et
pouvaient également la prédire. Sokol et al. ont montré que la chirurgie entrainait une
réduction drastique de la diversité de la flore intestinale. L'analyse de la flore intestinale des
patients ayant récidivé a 6 mois de la chirurgie montrait une réduction marquée de la diversité
a et B, une augmentation des Protéobactéries et notamment des Enterococcus et une
diminution des espéces Eubacterium, Ruminococcus, Butyricoccus, Dorea, et Blautia du
phylum des Firmicutes (166). Les auteurs ont également pu mettre en évidence des
modifications de la flore prédictives d’'une RPO au moment de la chirurgie (augmentation de
Corynebacterium et diminution de Ruminiclostridium) (166). Machiels et al. ont mis en
évidence des espéces bactériennes en proportions significativement augmentées chez les
patients présentant une RPO en comparaison avec ceux restant en rémission, et ceci a
différents temps du suivi. Au moment de la chirurgie, on retrouvait une augmentation du taux
de Cloacibacterium chez les patients du groupe RPO. A 6 mois de la chirurgie, on observait
dans le groupe RPO une augmentation du taux de Fusobacterium et de Negativicutes, ainsi
gu’une diminution significative de Bifidobacterium en comparaison avec les patients restant
en rémission (167). Les travaux de Hamilton et al. ont constaté une association entre la RPO

endoscopique a 18 mois et une augmentation des Entérobactéries. La diminution des
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bactéries productrices de butyrate de la famille des Lachnospiraceae était en revanche
associée a une diminution de la RPO a 18 mois (168). Avant la chirurgie, la présence de
streptocoques dans les selles était prédictif d’'une RPO sévere (score de Rutgeerts > i3 ou i4)
(91,169). Parmi les entérobactéries, les AIEC, groupe de souches virulentes de E. coli, ont

également été reliés a la MC mais aussi au risque de RPO apres RIC (170).

iv. Les E. coli adhérents et invasifs

Généralités

La majorité des études sur la dysbiose de la MC ont été réalisées sur des échantillons de
féces. Cependant, une distinction importante semble émerger entre la flore luminale et celle
associée a la muqueuse, et ceci en terme de composition et de fonction métabolique (171).
Chez les patients atteints d’une MC, on assiste, tout comme pour la flore luminale, a une
réduction de la diversité de la flore adhérente (172). Au sein de cette flore bactérienne
associée a la muqueuse, une population bactérienne a été tout particulierement mise en

cause dans la RPO : les AIEC.

Les AIEC sont des pathovars de E. coli, dont de nombreuses souches ont été identifiées. Il
s’agit d’'une espece commensale (retrouvée jusqu’a 19% chez les contrdles), a laquelle la
dysbiose de la MC, la présence de facteurs de virulence, ou une résistance aux antibiotiques
conféreraient un caractére pathogene (173,174). Le taux d’AIEC chez les patients atteints de
MC a été apprécié de maniere variable dans la littérature (170,175,176). Une méta-analyse de
2021 sur 348 patients a conclu que les AIEC étaient présents chez 29% (IC 95% : [20-40%]) des
patients atteints de MC contre 9% (IC 95% : [3-19%]) des contrbles (177). Leur prédominance

au niveau iléal (21-62%) au cours de la MC en a fait un sujet de recherche important ces 20
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dernieres années. Les AIEC sont définis par des propriétés particuliéres les rendant capables
d’adhérer aux CEl, puis de les envahir grace au réseau intracellulaire d’actine et de
microtubules, et enfin de survivre puis de se répliquer dans les macrophages, sans en induire

I’apoptose (75).

La présence des AIEC au sein du tractus digestif a été significativement reliée a la MC (OR :
3,07, IC 95% [1,99-4,74], p > 000,1) dans une méta-analyse récente (177) et dans plusieurs
études cliniques et pré-cliniques, ainsi qu’a la RPO (177-179). Trés récemment, une étude de
Buisson et al. a mis en évidence qu’aprés RIC pour MC, la prévalence des AIEC étudiée par
analyse en séquencage était deux fois plus importante dans le néo-iléon terminal que dans
I'iléon réséqué (30,3 vs 14,9%, p < 0,001). Leur présence était non seulement significativement
associée a la récidive endoscopique (Rutgeerts > i2b, OR : 2,54 (IC95% [1,01-6,44]), p = 0,049)
mais également a sa sévérité (OR : 3,36 (IC 95% [1,25-9,06]), p = 0,017) (180). Par ailleurs, la
colonisation de la muqueuse iléale par les AIEC était associée a un profil particulier de la flore
intestinale, incluant une augmentation du taux de la bactérie R. gnavus, également impliquée

dans les épisodes de poussées de MC (cf Paragraphe 3. e. ii.) (180).

Il existe de nombreux sous-types d’AIEC, appartenant a différents phylogroupes (A, B1, B2
et D) dont certains sont caractérisés par le portage de facteurs de virulence (181). Des
criblages génétiques ont identifié les AIEC virulents comme proches des autres formes
pathogenes d’E. coli, notamment celles associées aux infections urinaires ou aux méningites
infantiles (75). Le génome de ces formes pathogenes est enrichi en génes encodant des
protéines de transfert, de survie intracellulaire, ou de cytotoxicité envers les bactéries

adjacentes (75).

La premiere souche d’AlEC isolée a partir d’iléons de patients atteints de MC a été nommée

LF82 (pour Lille-France) et reste a ce jour la souche de référence utilisée dans la majorité des
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études (175,182). La souche LF82 appartient au phylogroupe B2, le plus virulent, et le plus

représenté dans la MC (177,183).

Adhésion et invasion des CEl

L’acces des AIEC a la muqueuse est facilité par les altérations de structure au niveau des
mucines du mucus intestinal chez les patients atteints de MC (184). Certaines souches
appartenant au phylogroupe B2 sont également capables d’exprimer la protéase VAT-AIEC,
qui facilite la dégradation du mucus intestinal et diminue sa viscosité (185). La régulation de
I'expression des flagelles semble également étre une capacité primordiale des souches
virulentes. Au contact des sels biliaires, une augmentation de I'expression des flagelles a été
observée, facilitant ainsi I'acces des AIEC a la muqueuse, et stabilisant leurs pili de type 1
impliqués dans I'adhésion (185). L’expression des flagelles par les AIEC a été corrélée, in vivo,
a linduction d’une inflammation intestinale chronique ainsi qu’a une diminution de la
diversité bactérienne chez des souris élevées en conditions stériles (186).

Une fois en contact avec les cellules de I'épithélium, les AIEC sont capables d’adhérer et
d’envahir les CEl grace a plusieurs types d’interactions bactéries-cellules. La voie d’adhésion
la mieux caractérisée chez 'homme implique le carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 6 ou CEACAMG6 (6). Il s’agit d’un récepteur protéique hyperexprimé au
sommet apical des CEl iléales des patients atteints de MC, et dont les résidus oligomannoses
sont reconnus par 'adhésine FimH des pili de type 1 des AIEC (187,188) (Figures 5 ). L'infection
des CEl par les AIEC, ainsi que leur stimulation par le TNF a produit dans le contexte
d’inflammation intestinale, a été associé a une augmentation de I'expression de CEACAMG in
vitro (189). Ce mécanisme pourrait expliquer, tout du moins en partie, I'hyperexpression du
récepteur observée dans l'iléon des patients atteints de MC (188,189). Il a également été
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suggéré que le point d’entrée privilégié des AIEC pourrait s’effectuer par liaison au CEACAM®6
présent a la surface des vacuoles des CEl en apoptose (190). Low et al. ont montré dans un
modele murin de colite induite que la protéine chitinase 3-like-1 (CHI3L1) exprimée par les CEl
en situation inflammatoire pouvait constituer une des voies d’adhésion des AIEC grace a sa
liaison avec le ChiA bactérien (191). Les AIEC sont également capables de se lier a la
glycoprotéine Gp96, hyperexprimée par les CEl iléales, grace a la protéine OmpA présente a
la surface de leurs vésicules externes membranaires (outer membrane vesicles ou OMVs)
(Figures 6 et 7) (192). La liaison des OMVs a la membrane des CEl permettrait leur fusion et |a
délivrance d’éléments bactériens qui faciliteraient I'invasion ultérieure des CEl par les AIEC

(193) (Figure 7).

CD66c/CEACAMG
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Figure 5 : Adhésion des AIEC aux CEl par la voie de CEACAM 6

Source : Dumych et al., Front Microbiol (2018) (190)

Les AIEC luminaux adherent aux CEl iléales grace a la liaison de leur adhésine FimH des pili de type 1
bactériens aux résidus oligomannoses du CEACAM6 membranaire, présent a I'apex des CEl iléales.
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Figure 6 : Adhésion et invasion des AIEC par la voie Gp96/0mpA

Source : Rohlion et al, Gut Microbes (2011) (193)

La liaison de la protéine OmpA, présente a la surface des OMVs, au Gp86 membranaire des CEl permet
I'adhésion bactérienne et la délivrance intra-cellulaire d’éléments de virulence facilitant I'invasion
bactérienne ultérieure.

Les AIEC sont également capables d’envahir la muqueuse en utilisant le mécanisme de
transcytose des Microfold cells (cellules a plis macroscopiques) ou M cells. Les M cells font
partie des plaques de Peyer iléales appartenant au GALT. Ces cellules ont pour réle la capture
et le transport a travers la muqueuse (transcytose) des micro-organismes ou antigénes de la
lumiere intestinale, et participent ainsi a la surveillance immunitaire du tractus digestif. Apres
la transcytose, le matériel luminal est délivré aux différentes populations immunitaires intra-
épithéliales des plaques de Peyer iléales : lymphocytes, cellules dendritiques et macrophages.
En situation pathologiques, ces cellules sont utilisées par des espéces enteropathogenes
invasives (Shigella flexneri, Salmonella enterica Typhimurium, Yersinia spp...), dont les AIEC,
pour coloniser la muqueuse intestinale (194). Deux systemes de liaison des AIEC a I'apex des

M cells sont actuellement identifiés. Le premier implique la liaison de I'adhésine FimH des pili
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de type 1 des AIEC a la glycosylphosphatidylinositol-anchored protéine 2 (GP2) des M cells
permettant leur endocytose (195). Le second fait intervenir le long polar fimbriae bactérien
(Lpf) présent chez une sous-population particuliére des AIEC, génétiquement équipée pour
envahir les plaques de Peyer iléales. Ces AIEC sont porteurs du facteur de virulence génétique
GipA et sont retrouvés plus fréquemment chez les patients atteints de MCiléales que chez les
témoins. Sous l'influence du milieu intestinal riche en sels biliaires, GipA est capable d’induire

la production du Lpf (Figure 7 et 8 A) (194,196).

La pénétration des AIEC au sein de I'épithélium va entrainer une augmentation de la
perméabilité intestinale, impliquée dans la récidive de la MC (108,197-199) (Figure 7). On
observe une augmentation des claudine 2, formant des pores entre les CEl, ainsi qu’une
redistribution de la localisation des protéines de jonction E-cadhérines et zonula-occludens
depuis la partie apicale vers la partie basale de I'épithélium. Cette augmentation de la

perméabilité est a I'origine d’une augmentation du potentiel invasif des AIEC (173).

L'invasion des AIEC et leur persistance au sein de la muqueuse et de la lamina propria sont
également facilités par le déficit en autophagie génétiquement induit (ATG16L1, NOD 2,

IRGM) (173).

La pénétration des AIEC au sein de I'épithélium intestinal va permettre leur colonisation

des cellules de I'immunité, puis une activation incontrélée de I'inflammation.
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Figure 7 : Stratégie d’invasion de la muqueuse iléale des AIEC
Source : Agus et al., Biomed Res Int (2014)(200)

La dysbiose de la MC favorise I'émergence de bactéries pro-inflammatoires telles que les AIEC. La
présence des AIEC au contact de la muqueuse est facilitée par la résistance génétique aux peptides
anti-microbiens sécrétés par les cellules de Paneth. De multiples voies sont impliquées dans I'adhésion
des AIEC, les mieux caractérisées étant les voies CEACAM6/FimH et CHI3L1/ChiA. La liaison de la
protéine OmpA, présente a la surface des OMVs, au Gp86 membranaire des CEl permet I'adhésion
bactérienne et la délivrance intra-cellulaire d’éléments de virulence facilitant I'invasion bactérienne.
Les AIEC induisent également une modification de la perméabilité de la muqueuse intestinale
impliquant la redistribution des zonula-occludens 1 a la partie basale, une diminution des protéines de
type occludine ainsi qu’une augmentation des claudines 2 formant des pores inter-cellulaires. Par
ailleurs, grace a leur Lpf, les AIEC interagissent avec les M cells transépithéliales qui servent a leur
translocation a travers I'épithélium vers les plaques de Peyer. Au sein des plaques de Peyer, les AIEC
survivent au sein des macrophages grace a un défaut d’autophagie de ces derniers, et a leurs facteurs
de virulence adaptés aux conditions cellulaires. lls se reproduisent au sein des lysosomes
macrophagiques et induisent une réaction pro-inflammatoire avec une forte production de TNF a.

Invasion et réplication au sein des macrophages

Apreés invasion de la muqueuse intestinale, les macrophages vont constituer une niche au
sein de laquelle les AIEC vont développer leur activité pro-inflammatoire. En conditions

physiologiques, I'endocytose d’un pathogene par les macrophages forme une vacuole
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intracytoplasmique nommée phagosome. Ce phagosome va ensuite se transformer en
phagolysosome aprés un processus de maturation impliquant une fusion avec les lysozymes
et une diminution du pH intra-vacuolaire. Les conditions ainsi obtenues a l'intérieur des
phagolysosomes sont normalement capables d’entrainer la dégradation des pathogénes. Les
AIEC sont cependant capables de survivre a l'intérieur des phagolysosomes au sein desquels

ils vont se répliquer (194,201,202).

Le processus exact permettant aux AIEC de survivre au sein des macrophages n’est pas
entierement déterminé. Leur survie est facilitée par le déficit en autophagie induit par les
mutations de IRGM et ATG16L1 (203). L'autophagie peut également étre inhibée par les
miARN contenus dans les exosomes produits par les CEl infectées par les AIEC, et recgus par les
macrophages (204) (Figure 8 B). In vitro, I'acidité au sein des phagolysosomes est, de maniére
paradoxale, nécessaire a la réplication des AIEC (205). Par ailleurs, le stress oxydatif et le pH
acide présent au sein des phagolysosomes entraine une hyperexpression du facteur de
virulence GipA qui jouerait un r6le majeur dans leurs possibilités de survie dans ces conditions
hostiles (Figure 8 A) (194). D’autres facteurs génétiques semblent étre impliqués dans la survie
intra macrophagique des AIEC comme le défect génétique en protéine PTPN2 (protein tyrosine
phosphatase non-receptor type 2) chez I'h6te entrainant un défect d’autophagie et
d’acidification des phagolysosomes (206). La protéine CHI3L1, évoquée comme une des
potentielles voies d’adhésion des AIEC aux CEl, est également impliquée dans la différentiation
macrophagique et semble jouer un role dans la persistance des AIEC dans les macrophages
(207). Dans une étude récente de 2022, le blocage de CHI3L1 par des anticorps anti-CHI3L1
diminuait, in vitro, la survie intra-macrophagique des AIEC dans des macrophages circulants
isolés de patients atteints de MC (208). Les AIEC sont également capables d’inhiber I'apoptose

des macrophages (209-212). La souche LF82 présente aussi la capacité d’envahir et de se
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répliquer au sein des monocytes et des neutrophiles, en induisant une réaction inflammatoire,

sans cependant inhiber I'apoptose de ces cellules hotes (213,214).

Les AIEC sont ensuite capables de quitter les macrophages pour rejoindre les ganglions
mésentériques par les vaisseaux lymphatiques ou ils constituent I'espece bactérienne
majoritaire chez les patients atteints de MC (173) (Figure 8 A). Leur persistance au niveau des
ganglions mésentériques laissés en place lors de la chirurgie pourrait constituer un des

mécanismes déclencheur de la RPO.

Activation de l'inflammation

Apres leur pénétration intracellulaire, les AIEC sont capables d’entrainer une réaction
inflammatoire incontrélée par plusieurs voies. La liaison des flagelles bactériens au TLR5, et
du LPS bactérien au TLR4 des CEl, entraine une inflammation intestinale macroscopique ainsi
gu’une hyperproduction d’IL-8, d’IL-6, d’IL-1B et de TNF a et ceci notamment par |‘activation
de la voie NF-kB (215,216). Les flagelles des AIEC sont également capables de favoriser la
sécrétion de la chémokine CCL20 au niveau des CEl polarisées, ce qui en retour favorise le

recrutement des macrophages et des cellules dendritiques sur le site de I'infection (217,218).

La colonisation des macrophages par les AIEC stimule la voie de l'inflammasome, et
entraine la production de cytokines inflammatoires (notamment d’IL-6 et d’IL-1) et une
abondante sécrétion de TNF a (176,202). La sécrétion de TNF a a ce niveau présente, de
maniére paradoxale, la particularité de stimuler la réplication des AIEC intra-macrophagiques

(201) (Figure 8 B).
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Figure 8 : Invasion des AIEC et activation de I'inflammation
Source : Vazeille et al., Inflamm Bow Dis (2016) (194) ; Chervy et al., Int J Mol Sci (2020) (184)
Apres pénétration des AIEC, les CEl infectées vont sécréter des exosomes. Ces exosomes contiennent
des miARN bactériens qui entraineront un déficit d’autophagie chez les cellules receveuses, telles que
les macrophages. La forte concentration en sels biliaires du tractus digestif induit I'expression du
facteur de virulence GipA au sein des AIEC, entrainant une expression du Lpf bactérien. La liaison du
Lpf bactérien aux M cells permet I'’endocytose des AIEC et leur translocation vers les plaques de Peyer
ou ils vont rencontrer les macrophages, leurs cellules cibles. Aprés pénétration au sein des
macrophages, leur survie au sein des phagolysosomes va étre facilitée par le défect en autophagie
génétiquement déterminé et par le facteur de virulence génétique GipA. Les AIEC intra-

macrophagiques vont inhiber I'apoptose des macrophages, et induire la production de cytokines pro-
inflammatoires, dont une production abondante de TNF a.

v. Role du mésentere

L’épaississement mésentérique et I'enroulement de cette hypertrophie graisseuse autour
de l'intestin (fat-wrapping) est quasi-pathognomonique de la MC. Le mésenteére est la lame
porte-vaisseaux de l'intestin et contient également son systéeme de drainage lymphatique et
de nombreuses cellules immunitaires. Dans la majorité des cas, les modalités chirurgicales de

la MC se sont adaptées aux caractéristiques d’une maladie bénigne nécessitant une épargne
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digestive. Les résections n’intéressent donc, en pratique, que les lésions intestinales
macroscopiques avec des marges de sécurité minimales, sans emporter le mésentére adjacent
a linverse de ce qu’impose la chirurgie carcinologique. Cette stratégie d’épargne
mésentérique est justifiée par l'inutilité du curage ganglionnaire complémentaire a la
résection intestinale. Cependant, plusieurs éléments cliniques, macroscopiques,
histologiques, cellulaires et moléculaires laissent supposer que la maladie débute dans le
mésentére et que l'atteinte digestive n’est qu’une conséquence d’une progression de

I'inflammation vers le bord mésentérique de I'intestin.

L’hypertrophie de la graisse mésentérique a été associée a I'activité clinique (score CDAI),
biologique (niveau de CRP), et aux sténoses intestinales (219). Le volume de la masse adipeuse
viscérale et mésentérique, mesurée par tomodensitométrie, a été également associée a une
augmentation de la RPO chez les patients atteints de MC iléale (220). En 2018, Coffey et al.
ont évalué I'impact d’une résection extensive du mésentere lors de RIC chez 34 malades en
les comparant a une série historique de 30 patients pour lesquels la RIC était réalisée avec
section du mésentere au ras du tube digestif. Le taux de récidive chirurgicale était
significativement diminué en cas de résection mésentérique associée (2,9 vs 40% ; p = 0,003)
sur une durée moyenne de 6 ans (34). Des résultats similaires ont été obtenus en 2021 par
Zhu et al. sur 126 patients opérés de résections colo-rectales pour MC. La résection limitée du
mésentere était un facteur de risque indépendant de récidive chirurgicale en comparaison
avec la résection extensive du mésentére (HR 2,67, (IC 95% [1,04-6,85]), p = 0,04). Il ressortait
également qu’une résection mésentérique extensive retardait significativement le délai de
récidive chirurgicale (221). Par ailleurs, il n’existait pas de différence entre les deux groupes
sur lamorbidité post-opératoire précoce (221). Des résultats contradictoires ont été rapportés

en 2022 dans une étude multicentrique sur 326 patients. Il n’y avait en effet pas d’'impact de

51



la résection mésentérique extensive lors d’une RIC sur la récidive endoscopique a 5 ans (222).
Deux essais randomisés multicentriques, dont un international, comparant résection
extensive de mésentere vs résection limitée sur la RPO endoscopique, clinique et chirurgicale
lors de RIC pour MC sont actuellement en cours d’inclusions et permettront peut-étre de

statuer sur I'apport de cette nouvelle stratégie chirurgicale (223,224).

Macroscopiquement, les lésions intestinales sont précisément situées en regard de
I’hypertrophie mésentérique (32) et la présence de fat-wrapping a été corrélée a une
augmentation du risque de récidive chirurgicale, et a une diminution de son délai d’apparition
(34). Les lésions muqueuses peuvent étre circonférentielles dans les formes les plus séveres,
mais prédominent sur le versant mésentérique (63). Histologiquement, on observe la méme
hyperplasie adipocytaire dans la sous-muqueuse intestinale que dans le mésentére en regard

(33).

Par ailleurs, les ganglions mésentériques laissés en place lors d’une chirurgie sans résection
du mésentére pourraient agir comme une mémoire immunitaire. Ces ganglions contiennent
des cellules dendritiques activées capables d’une forte production cytokinique Thl et Th17
(118,225). Ces ganglions contiennent également des cellules de I'immunité adaptative dont
des LT mémoires (notamment Th17) (Figure 9). Aprés remise en contact des pathogéenes de la
flore avec la muqueuse, les cellules dendritiques produisent des cytokines pro-inflammatoires
de la voie Thl et Th17. Les LT mémoires sont activés puis recrutés au niveau de la muqueuse,
facilitant ainsi la reprise du processus inflammatoire (78). Il a également été mis en évidence
gu’un sous type de macrophages de la muqueuse intestinale pouvait participer a ce processus
en capturant des bactéries luminales dans le but de limiter I'inflammation, et en les
transportant, elles ou leurs antigénes, vers les ganglions mésentériques (226). Au moment

d’une chirurgie pour MC, la présence de bactéries pathogéenes au sein des ganglions
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mésentériques est retrouvée dans 33% des cas vs 5% chez les patients sains (p = 0,006) (227)
et cette translocation a été associée a une augmentation du risque de complications septiques
(228). Ce mécanisme pourrait également étre a I'origine de la physiopathologie des fistules et
des abces. Les E. coli ont été identifiés comme les espéces bactériennes retrouvées en plus
grand nombre au niveau des ganglions lymphatiques des régions mésentériques reséquées
lors d’une chirurgie pour MC (228). Enfin, une étude de 2019 a suggéré que les chémokines
produites par les adipocytes du mésentére contigu aux lésions intestinales étaient capables
d’organiser des organes lymphoides tertiaires (structures ganglionnaires acquises et
rudimentaires) grace a une co-stimulation par le TNF a et le LPS bactérien. Ces organes
lymphoides tertiaires seraient ensuite capable de médier une réponse immunitaire

adaptative, participant ainsi au processus inflammatoire de la MC (229).
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Figure 9 : Physiopathologie de la récidive de la MC aprés RIC avec rétablissement de la
continuité digestive

Source : Sensi et al., ] Immunol Res (2020) (86)

vi. Les facteurs histologiques de la RPO

La stratégie chirurgicale standard dans la MC est celle d’'une épargne digestive avec des
marges de sécurité courtes et macroscopiquement saines. Il est classiquement fait I'impasse
sur une possible atteinte microscopique inflammatoire puisque d’anciennes études n’avaient

pas montré de corrélation entre I'inflammation histologique des marges et le taux de RPO
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(86). Récemment, le réle de certains marqueurs histologiques de I'inflammation dans la RPO

a été souligné (230-232).

Le granulome épithélioide au sein de la muqueuse, contenant des cellules épithélioides,
des macrophages et des lymphocytes, est la Iésion histologique intestinale la mieux corrélée
au diagnostic de MC, méme si elle n’est retrouvée que chez 37 a 60% des patients (233). Deux
méta-analyses récentes sur plus de 2 000 patients ont montré que cette lésion était associée
a un taux légeérement supérieur de récidive endoscopique (OR: 1,37 (IC 95% [1,02-1,84]) et
RR: 1,37 (IC 95% [1,00-1,87])) et chirurgicale (OR: 2,38 (IC 95% [1,43-3,95]) et RR: 1,58 (IC
95% [0,89-2,89])). Cependant, son réle comme facteur de risque de récidive reste débattu
(233,234). Une étude de 2021 sur 274 patients a également suggéré que la présence de
granulomes épithélioides au niveau du mésentéere était un facteur de risque indépendant de
récidive chirurgicale (HR: 1,94, IC 95% [1,04-3,60]) sur une durée médiane de 4 ans et 8 mois

(230).

La plexite myentérique est définie par la présence d’au moins une cellule inflammatoire
chronique contigué ou a l'intérieur d’'un ganglion ou d’un faisceau nerveux. Elle favoriserait la
RPO via les ganglions et les faisceaux nerveux laissés en place qui libéreraient des médiateurs
pro-inflammatoires (231). Sa présence a été corrélée a la récidive endoscopique a 1 an
(augmentation de 9 a 13 fois de la récidive endoscopique a 1 an) ainsi qu’a sa sévérité
(231,232). 1l n’a pas été montré de corrélation entre la présence d’une plexite myentérique et
la récidive chirurgicale (232). Cependant, la définition de la plexite myentérique differe selon

les études et rend son lien avec la RPO difficile a établir actuellement.

Dans ce contexte, 'examen extemporané des berges lors d’une résection intestinale pour

MC reste, actuellement, non recommandé.
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vii. Influence des techniques d’anastomoses sur la RPO

Les anastomoses chirurgicales peuvent étre manuelles ou mécaniques, et de morphologies
diverses (termino-terminale, latéro-latérale, latéro-terminale) (Figure 10). La morphologie
anastomotique est susceptible d’influer sur la RPO en agissant sur différents facteurs : la stase
fécale et la pullulation microbienne locale, le reflux fécal dans I'anse digestive d’amont ou
encore la vascularisation intestinale (235,236). Idéalement, I'anastomose doit étre la plus
large possible pour limiter le reflux vers l'intestin gréle d’amont et le risque de sténose
ischémique ou cicatricielle a long-terme. L’agrafage mécanique permettrait une diminution
du taux de fistules anastomotiques par une diminution des manipulations tissulaires et un
espacement uniforme entre les agrafes. Par ailleurs, la présence de complications infectieuses
intra-abdominales (abces, fistules) apres chirurgie a été reliée au taux et a la rapidité de
survenue de la récidive chirurgicale (237,238). La suture manuelle permettrait, quant a elle,
une plus grande souplesse des tissus et faciliterait d’éventuelles dilatations endoscopiques en
cas de sténoses post-opératoires. Le taux de RPO apres différents types d’anastomoses a été
diversement apprécié dans la littérature avec des résultats contradictoires. Deux méta-
analyses de 2014 et 2018 ont cependant conclu en la supériorité de I'anastomose latéro-
latérale mécanique sur I'anastomose manuelle termino-terminale concernant la récidive
clinique et chirurgicale (239,240). Actuellement, I'anastomose latéro-latérale mécanique fait

donc consensus pour les anastomoses iléo-coliques et grélo-gréliques (14,31).
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Figure 10 : Différents types d’anastomoses digestives conventionnelles

Source : Zollinger’s Atlas of surgical operations (241)

En 2011, un nouveau type d’anastomose a été décrit par une équipe japonaise. Il s’agit
d’une anastomose latéro-latérale manuelle (Kono-S, « antimesenteric functional end-to-end
handsewn anastomosis ») réalisée aprés confection d’'une « colonne de soutien » formée par

I'adossement des deux lignes de sections mécaniques intestinales (242) (Figure 11). Plusieurs

éléments mécaniques et physiopathologiques expliqueraient I'intérét de cette technique

la colonne de soutien éviterait la torsion anastomotique et permettrait de

d’anastomose :
maintenir son diameétre et donc de prévenir I'apparition d’une sténose anastomotique ; et en

cas de sténose, la souplesse de la suture manuelle faciliterait une éventuelle dilatation
endoscopique (242). Par ailleurs, son large diametre supérieur a celui des anastomoses
conventionnelles (8 cm vs 6 et 2 cm respectivement pour les anastomoses latéro-latérales et

ique, siege

termino-terminales) préviendrait la stase fécale dans la zone anastomotique
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préférentiel de la récidive. La colonne de soutien réaliserait également une barriére entre le
mésentére, suspecté d’étre a I'origine du processus immunitaire de la RPO, et la zone
anastomotique en contact avec la flore intestinale (242,243). Enfin, la réalisation de
I'anastomose sur le versant anti-mésentérique permettrait de conserver intacte la
vascularisation et linnervation intestinale (244). Aprés avoir montré des résultats
encourageants dans plusieurs études rétrospectives, I’'anastomose de Kono a été évaluée dans
une étude prospective monocentrique qui a montré une diminution significative des taux de
RPO endoscopique a 6 mois (22,6 vs 62,8% ; p < 0,001) et de récidive clinique et chirurgicale a
2 ans (18 vs 30,2%; p = 0,004, et 0 vs 4,6%; p = 0,3). Un essai clinique multicentrique
randomisé américain comparant anastomose de Kono et anastomose latéro-latérale sur la
récidive endoscopique a 6 mois et la récidive clinique et chirurgicale a long terme est
actuellement en cours d’inclusion (NCT03256240) (245). La faisabilité de I'anastomose de
Kono par suture mécanique ou encore |’association d’'une anastomose de Kono avec une
résection extensive de mésentere a été évaluée trés récemment avec de bons résultats en

terme de morbidité, mais sans évaluation de la RPO (223,246).
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Figure 11 : Réalisation de I"'anastomose de Kono

Source : Valibouze et al., J Vis Surg (2020) (244)

Résection de la zone intestinale atteinte au ras du mésentére (A) puis section des segments intestinaux
al’aide d’une pince linéaire mécanique dans un axe perpendiculaire au plan du mésentere (B). Réunion
des deux lignes de section par des points de suture séparés pour créer la colonne de support (C et D).
Ouverture longitudinale de l'intestin gréle et du colon sur respectivement 7 et 8 cm, en démarrant
I'ouverture a 1 cm de la ligne d’agrafe (E). Réalisation de I'anastomose transversalement a I'aide de
surjets et de points séparés puis fermeture de la bréche mésentérique par des points séparés (F et E).
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En cas de sténoses entérales étendues, les techniques de stricturoplasties (plasties
d’agrandissement intestinales) doivent étre envisagées comme des alternatives aux
résections intestinales étendues (14). En plus de prévenir le syndrome de gréle court, elles
permettent de lever les symptomes obstructifs mais également d’obtenir une cicatrisation
muqueuse, avec a terme un taux de récidive chirurgicale d’environ 7% a 10 ans (247).
Classiquement, des techniques de stricturoplasties sont décrites pour des sténoses courtes
(moins de 10 cm, technique de Heineke—Mikulicz, Figure 12 A) ou de longueur moyenne (10-
20 cm, technique de Finney, Figure 12 B). En 2016, une technique de stricturoplastie
isopéristaltique modifiée, incluant la valvule de Bauhin, a également été décrite pour
s’adapter aux sténoses iléales terminales longues, en alternative a la RIC (244). Les auteurs
ont évalué la technique sur 52 patients sur une durée moyenne de 5,9 ans et ont constaté des
taux de récidives cliniques et chirurgicales de respectivement de 40% et 13% a 5 ans, avec une
rémission endoscopique et clinique compléete chez 25,7% des patients. Aucun cas de cancer

n’a été décelé, et la mortalité au cours de I'étude était nulle (248).
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Figure 12 : Techniques de stricturoplasties

Source : Bislenghi et al., J Crohn Colitis (2020), Rieder et al., Gut (2013) (248,249)

Stricturoplastie « classiques » selon les procédures de Heineke—Mikulicz (A) ou Finney (B) et technique
de stricturoplastie isopéristaltique modifiée incluant la valvule de Bauhin (C).

4. Stratégie de prise en charge de la RPO

La stratégie de prise en charge de la RPO repose actuellement sur le sevrage tabagique,
I'introduction d’un traitement préventif immunomodulateur, et la réalisation d’une

coloscopie post-opératoire de contréle a 6 mois.

De nombreux traitements ont été évalués dans la prévention de la RPO. Les traitements a
base de 5-ASA et les corticoides n’ont pas montré d’efficacité dans le maintien de la rémission
aprés chirurgie (31,250-252). Seuls les traitements immunomodulateurs tels les anti-TNF a
ont montré une balance bénéfice/risque nettement favorable dans la prévention de la RPO.

La majorité des études controlées prospectives randomisées évaluant l'introduction d’'un
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traitement immunomodulateur, en général dans le mois suivant la chirurgie, ont montré une
efficacité dans la prévention de la RPO endoscopique a un an de l'intervention, globalement
sans augmentation du risque de complications post-opératoires en particulier infectieuses
(31,253-255). Le début d’un traitement préventif par anti-TNF a dépend, pour chaque patient,
du nombre de facteurs de risque de récidive présents (voir paragraphe 4. a.). Chez les patients
sans facteurs de risque, aucun traitement n’est débuté avant la coloscopie de dépistage. Chez
les patients présentant un facteur de risque, un traitement immunomodulateur doit étre
discuté notamment en cas d’impossibilité de sevrage tabagique. Chez les patients présentant
au moins deux facteurs de risque, un traitement doit étre débuté en privilégiant les anti-TNF
o (244).

Le développement des biothérapies a permis une avancée thérapeutique significative mais
ces traitements présentent certaines limitations. Tout d’abord leur colt n’est pas négligeable.
On estime par exemple le colt annuel d’un traitement par anti-TNF a a environ 30 000 a
40 000 euros par an (256,257). Par ailleurs, une certaine proportion de patients présente une
résistance primaire ou une perte de réponse progressive aux traitements (258).
L’administration des biothérapies se fait par injection (intraveineuse ou sous-cutanée) et elles
peuvent présenter des effets secondaires non négligeables (259). La poursuite du
développement de nouvelles thérapies moins colteuses, efficaces, slires, et moins invasives

est donc nécessaire.

5. Le probiotique Saccharomyces cerevisiae

Un probiotique est défini par la World Health Organization comme un organisme vivant
qui, lorsqu’il est administré a la posologie adéquate, procure un effet bénéfique au patient. Il

s’agit le plus souvent de levures ou de bactéries (260).
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L'impossibilité de maintenir une antibiothérapie a long terme dans le traitement de la MC
pousse a développer d’autres stratégies thérapeutiques pouvant influer sur la dysbiose,
comme l'utilisation de probiotiques. La grande majorité des études évaluant l'intérét des
probiotiques dans la MC ont été décevantes, et leur utilisation n’est actuellement pas
recommandée en pratique (14,31). Cependant, et il existe une grande diversité de
probiotiques, et tous n’ont pas encore été évalués chez I’lhomme. Par ailleurs, contrairement
aux antibiotiques, les probiotiques ne dérégulent par la flore intestinale et ne provoquent pas

d’effets secondaires graves.

S. cerevisiae est une levure probiotique qui a déja été évaluée dans de nombreuses études
pré-cliniques et cliniques. En effet, S. cerevisiae a été le premier organisme chez qui le génome
a été entierement séquencé en 1996. La connaissance fine de son métabolisme en a fait la
levure la plus utilisée dans diverses applications telles qu’écologiques, scientifiques ou encore
industrielles (261). Les réactions chimiques obtenues lors de sa fermentation sont utilisées
dans I'industrie alimentaire pour la fabrication d’alcool. Dans I'industrie pharmaceutique, S.
cerevisiae est utilisée pour réaliser des protéines recombinantes dans la fabrication de vaccins
mais également sous forme vivante comme probiotique (261). Dans cette application, S.
cerevisiae a montré son innocuité chez 'homme et son efficacité dans le traitement des

symptomes des troubles fonctionnels intestinaux (262).

Dans la prise en charge de la MC, La souche S. cerevisiae CNCM 1-3856 a montré son intérét
comme thérapie anti-AIEC. En effet, en se liant aux ligands membranaires des AIEC de la flore
luminale, elle pourrait constituer un mécanisme anti-adhésif et donc cibler un des principaux
facteurs de virulence de cette souche (Figure 13). Dans un modeéle de souris transgéniques
CEABAC10 (modele exprimant le CEACAM®6 humain), Sivignon et al. ont montré en 2015 que

S. cerevisiae CNCM 1-3856 permettait de réduire la sévérité de la colite induite par les AIEC, la
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gravité histologique des lésions, I'importance de I'inflammation ainsi que la persistance des

AIEC dans les selles grace a un mécanisme anti-adhésif (178).

Pour mieux caractériser cette nouvelle stratégie thérapeutique anti-AIEC, nous avons
étudié I'impact de I'administration de la souche S. cerevisiae CNCM | 3856 dans un modele

murin de RPO spontanée apres RIC induite par les AIEC.

I
I
-Bacterial invasion !
-Secretion of TNF-a | VAdhesion disturbed
|
I

Anti-adhesive
therapy

Figure 13 : S. cerevisiae comme stratégie anti-AIEC.

Source : Alvarez Dorta et al., CemBioChEm, 2017 (263).

6. Intérét d’un traitement par Tofacitinib dans la prise en charge de la MC

Les Janus kinases (JAK) sont une famille de protéines intracellulaires de types tyrosines

kinases associées a des récepteurs transmembranaires. Quatre sous types sont décrits : JAK 1,
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JAK 2, JAK 3 et TYK 2. JAK 1, JAK 2 et TYK 2 sont ubiquitaires alors que JAK 3 n’est retrouvée
qgue dans les cellules immunitaires (264). La fixation de cytokines au récepteur
transmembranaire entraine une dimérisation de celui-ci puis une auto/transphosphorylation
des protéines JAK, induisant le recrutement des protéines STAT. Les protéines STAT
présentent 7 sous-types (STAT 1 a 4, 5a, 5b et 6) (264). Aprés amarrage des protéines STAT a
la partie intra-cellulaire du récepteur, leur phosphorylation par les protéines JAK entraine leur
homo ou hétéro-dimérisation permettant ainsi leur translocation vers le noyau (265). Le
dimeére se fixe ensuite sur la région promotrice des genes afin d’en induire I'expression en

agissant en facteur de transcription (Figure 14).

L’inhibition de la voie de signalisation JAK-STAT constitue une nouvelle cible thérapeutique
dans les maladies inflammatoires. En effet, il s’agit d’'une voie commune a de nombreuses
pathologies auto-immunes et certaines cytokines clefs dans la MC sont dépendantes de la voie
de signalisation JAK-STAT (IL-6, IL-10, IL-22). Par ailleurs, le Tofacitinib est capable d’inhiber in

vitro la différentiation des lymphocytes Th1 et Th17 ainsi que la prolifération des LT (266).

Actuellement, le Tofacitinib est le seul anti-JAK autorisé dans le traitement de la RCH active
modérée a sévere par la FDA (Food and Drug Administration) et 'EMA (European Medecines
Agency) (264). En France, il a I'autorisation de mise sur le marché (AMM) depuis 2019 en
troisieme intention dans cette indication (apres échec des anti-TNF a) (267). Il s’agit d’une
petite molécule administrée oralement, inhibitrice préférentielle de JAK 1 et JAK 3, entrainant
en particulier une diminution de I'activité du facteur de transcription STAT3 au niveau des

cellules immunitaires (268,269).

Dans la MC, le Tofacitinib n’a pas montré son efficacité dans plusieurs études de phase 2.
Le critére de jugement principal de la premiéere étude de phase 2 était I'obtention d’'une

réponse clinique a 4 semaines de l'introduction d’un traitement par Tofacitinib vs placebo
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(270). Les auteurs n‘ont pas mis en évidence de différence significative sur le critére de
jugement principal (271). Une autre étude multicentrique de 2017 de phase 2b n’a également
pas permis de mettre en évidence de différence entre Tofacitinib et placebo sur I'induction de
la rémission clinique, ainsi que son maintien. En effet, la rémission clinique durant la période
d’induction était supérieure dans le groupe Tofacitinib vs placebo (respectivement 43,0% (IC
95% [32,4-54,2]) vs 36,7%, (IC 95% [26,8-47,5])), sans que cette différence n’atteigne
cependant une significativité. Malgré ce résultat décevant, les résultats sur les critéres de
jugement secondaires étaient encourageants avec des résultats significatifs sur la diminution
de I'activité de la maladie évaluée par le score CDAI ou la CRP. Par ailleurs, certains biais
pouvaient étre a I'origine de ces mauvais résultats dans ces deux études comme la présence
d’un haut taux de rémission clinique spontanée dans le groupe placebo, et une précédente
exposition aux anti-TNF a d’une majorité de la population d’étude (270). Par ailleurs, des
études de cohortes récentes utilisant le Tofacitinib en troisieme intention ont suggéré une
efficacité sur les symptomes cliniques et les lésions endoscopiques apres une durée de
traitement de plus de 6 mois, soulignant un possible intérét en cas d’échec des biothérapies
dans la MC (272). Le role du Tofacitinib n’a, par contre, jamais été étudié dans la RPO de la

MC, ni dans un modele pré-clinique, ni chez 'lhomme.
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Figure 14 : Voie de signalisation JAK-STAT

Source : El Jammal et al., La revue de Médecine Interne (2014) (273)

7. Le modeéle du rat HLA-B27

a. Spectre des maladies liées a I'allele HLA-B27 du CMH de type 1

L'allele HLA-B27 (Human Leucocyte Antigen) du CMH humain de type 1 a été tout d’abord
historiguement associé aux spondylarthropathies, et notamment a la SpA. L’atteinte peut
également étre multi-organes et toucher le systéme digestif, oculaire, articulaire, urinaire,
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cutané et cardiaque (274). Son role exact dans la physiopathologie de ces maladies reste
cependant encore incomplétement compris (275).

Chez les patients atteints de SpA, on trouve une fréquence de I'alléle HLA-B27 estimée a
75-95%, et on retrouve 5 a 10% de MICI concomitantes (276—280). La fréquence de I'alléle
chez les patients MICI, d’environ 20%, est similaire a celui de la population générale.
Cependant, en cas de SpA associée, sa fréquence a été estimée a 25-78% (281,282). Une des
hypothéses serait que la présence de I'allele HLA-B27 favoriserait I'inflammation intestinale
et ferait le lit du déclenchement d’une MC. En effet, on observe chez 2/3 des patients SpA une
inflammation colique infraclinique (présence de signes inflammatoires a I‘endoscopie sans
signes digestifs associés) (277,283—-285). Cette catégorie de patients développera dans

environ 10% des cas une MICI et plus fréquemment une MC (277,283-285).

b. Le rat HLA-B27

Le modeéle du rat transgénique (Tg) HLA-B27 a été créé en 1990 par I'équipe de Hammer
par transfection (injection d’une solution de fragments d’ADN au sein d’un embryon
unicellulaire de rat). Les rats porteurs du HLA-B27 développent dés la 10°®™¢ semaine de vie

une atteinte inflammatoire spontanée et multi-organes (286).

Les différentes atteintes chez le rat HLA-B27 sont :

- Latteinte digestive : Inflammation intestinale chronique apparaissant dés la 127me
semaine, atteignant le systeme digestif abdominal avec une nette prédominance
colique. Les symptOmes sont tres largement dominés par une diarrhée aqueuse avec
un rythme de selles élevé. L'atteinte histologique colique est caractérisée par présence
d’un infiltrat muqueux lymphocytaire, s’étendant principalement a la lamina propria

mais pouvant atteindre la sous-muqueuse dans les régions les plus affectées. On
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retrouve également une hyperplasie et une augmentation de la profondeur des
cryptes. L'inflammation digestive est liée a la flore intestinale. En effet, les rats Tg HLA-
B27 élevés en milieu stérile ne développent ni d’atteinte digestive ni d’atteinte
articulaire. Les études de caractérisation de la flore du rat Tg ont montré une

augmentation du taux d’E. coli et d’Enterococcus (287).

- Llatteinte articulaire : arthrites des articulations périphériques du tarse, uni- ou
bilatérales (gonflement, érytheme, douleur), plus ou moins associées a une atteinte
du carpe. L'atteinte des articulations périphériques évolue le plus souvent sous forme
de poussées de durées variables (quelques jours a plusieurs semaines) entrecoupées
de phases de rémission. Histologiquement on retrouve une infiltration leucocytaire a
prédominance neutrophilique des cartilages et de la synovie, menant a terme a des
lésions destructrices des cartilages. Une atteinte axiale avec inflammation des
articulations vertébrales peut également étre observée.

- L'atteinte des phanéres : hyperkératose et dystrophie des ongles de I'’ensemble des
membres.

- L'atteinte testiculaire : présence d’une orchite et d’'une épididymite se manifestant par
une augmentation progressive du volume testiculaire suivie d’une atrophie
aboutissant a une infertilité vers I’age de trois mois.

- L'atteinte cardiaque : infiltrat lymphocytaire du muscle responsable a terme d’une

fibrose myocardique.

L’atteinte oculaire : kératite d’intensité modérée et uvéite antérieure.

Dans ce modele, la gravité de |'atteinte digestive, et de maniére générale de I'atteinte

inflammatoire, est corrélée au niveau d’expression de la protéine HLA-B27 (288).
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c. Développement du modele de RPO

Le rat HLA-B27 constitue initialement un modele d’étude des spondylarthropathies. Ce
modele Tg présente également une inflammation intestinale marquée et spontanée, présente
dés la 12°m¢ semaine de vie. Cette inflammation prédomine au niveau du colon et tout
particulierement au niveau du caecum (289). Cette inflammation intestinale est dépendante
du microbiote comme I'atteste la prévention du développement de la colite lorsque ces rats

sont élevés en conditions stériles (290).

Au sein du laboratoire INFINITE U1286 (anciennement LIRIC U995), I'étude du rat HLA-B27
a permis de développer un nouveau et unique modele de RPO apres RIC. Dans un premier
temps, il a été mis en évidence que tous les rats Tg HLA-B27 développaient une RPO iléale a 6
semaines d’une RIC réalisée a la 12®™e semaine de vie, contrairement aux rats non
transgéniques (nTg) (100 vs 0%, p = 0,0001) (291). Tout comme chez I'homme, cette récidive
était dépendante du microbiote comme I’atteste la prévention de la RPO en cas de traitement
par antibiotiques dans le péri-opératoire (291,292). Par ailleurs, en environnement
conventionnel, la survenue d’'une RPO était liée a une augmentation des cytokines pro-

inflammatoires IL-17, IL-13 et TNF a (291).

Puis, dans un second temps, ces rats ont été placés dans un environnement controlé en
germes et gavés en AIEC LF82. Les taux de RPO ont été 5 fois plus importants chez les rats Tg
gavés en AIEC que chez les rats Tg contréles (p = 0,067), constituant un modeéle de RPO induite

par la colonisation de la souche AIEC LF82 (293,294).
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OBIJECTIF DU TRAVAIL

La chirurgie dans la MC permet de soulager les symptomes en blanchissant le patient des
Iésions mais a terme la quasi-totalité des patients va présenter une RPO endoscopique menant
a une nouvelle chirurgie dans environ 20% des cas. La prévention de la RPO est donc une
problématique majeure dans la stratégie de prise en charge au long cours des patients opérés.
La prévention actuelle de la RPO repose sur la prescription de biothérapies mais le risque de
perte d’efficacité a long terme, leurs effets secondaires, et leur colt soulignent la nécessité

de développer de nouvelles stratégies de prévention slres et efficaces.

L'objectif de ce travail a été d’évaluer des stratégies de prévention de la RPO dans le

modele de récidive iléale apres RIC du rat Tg HLA-B27.

La premiére et principale partie de ce travail a consisté a évaluer I'effet du probiotique S.

cerevisiae CNCM 1-3856 dans la prévention de la RPO induite par les AIEC.

La seconde partie a été réalisée dans le cadre du Master 2 d’Aurélie Blondeaux, auquel j’ai

collaboré, et a étudié I'effet du Tofacitinib dans la prévention de la RPO.
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MATERIELS ET METHODES

1. Animaux

Des rats Tg males et femelles HLA-B27, et controles nTg de souche F344, ont été fournis
par le Professeur Maxime BREBAN (institut Cochin, INSERM U1016, Paris). Ces rats ont été
élevés a l'institut Pasteur de Lille ou ils ont été placés dans des conditions spécifiques
d’hébergement avec une zone contrélée du micro-organisme d'élevage SOPF (Specific and
Opportunistic Pathogen Free). Les animaux ont été nourris avec une alimentation standard,
avec de l'eau en acceés libre. La zone d’hébergement était maintenue a une température
constante avec un cycle obscurité/lumiére de 12 heures. Les gavages ont été réalisé a I'aide
d’une canule adaptée a la taille de I'animal. L'expérimentation animale a été réalisés sous la
directive européenne 2010/63/UE appliquée par le décret n°2013-118 et autorisée par le

comité éthique départemental (n° CEEA 01292.01).

2. Protocole chirurgical

Ala 121¥me semaine de vie (S12) tous les rats ont été opérés en aveugle de leur statut Tg/nTg
par deux opérateurs (C. Dubuquoy et C. Valibouze) d’une RIC. L'intervention se déroulait sous
anesthésie générale, réalisée a I'aide d’'une chambre d’inhalation a l'isoflurane adaptée aux
petits animaux. Un tapis chauffant était placé sous le champ opératoire afin de prévenir
I’hypothermie de I'animal. L'intervention chirurgicale était effectuée dans des conditions
strictes d’asepsie avec du matériel chirurgical préalablement stérilisé, dans un bloc opératoire

dédié aux petits animaux.
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L'incision cutanée était réalisée transversalement 2 cm au-dessus de I'anus. Avant incision
des plans musculo-aponévrotiques de 'abdomen, une anesthésie locale par pulvérisation de
XYCOCAINE 1% était réalisée. Apres pénétration dans la cavité abdominale, le caecum était
repéré puis extrait. Aprés repérage de la zone de résection intestinale (caecum et environ 2
cm d’intestin gréle), les vaisseaux mésentériques étaient liés par du VICRYL 3-0. La RIC était
ensuite réalisée par section consécutive du colon, des mésos ligaturés puis de l'iléon. Le
rétablissement de la continuité digestive était réalisé par réalisation d’une anastomose
termino-terminale a points séparés de PROLENE 6-0. Apres vérification de I'étanchéité et du
caractére non sténosant de I'anastomose, la paroi abdominale était refermée par des points
séparés de MERSUTURE 1 sur le plan musculo-aponévrotique et de VICRYL 1 au niveau du plan
cutané. L'analgésie post-opératoire était réalisée par injection de BUPRENORPHINE (0,5

mg/kg/rat) en fin de chirurgie. Les rats étaient ensuite surveillés jusqu’au réveil complet.

En per-opératoire étaient réalisés des prélévements pour analyse histologique (fragments
tissulaires d’iléon terminal), bactériologique (prélevements de selles et de fragments

intestinaux) et biochimique (prélévements de fragments tissulaires).

3. Sacrifice des animaux

Tous les animaux étaient sacrifiés a la 18°™e semaine de vie (S18), soit a8 6 semaines de la

RIC, par intoxication au CO2 a dose létale.
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4. Souches d’AIEC LF82 et de S. cerevisiae CNCM 1-3856

a. Souche d’AIEC LF82

La souche d’AIEC LF82 résistante a la streptomycine et a la Kanamycine, et isolée a partir
d’un patient atteint d’'une MC, nous a été fournie par le Professeur Barnich (Université de
Clermont Auvergne) et a été entretenue par le Docteur NEUT (CHU de Lille, Faculté de
Pharmacie, Université de Lille). Nous avons utilisé une souche résistante a certains
antibiotiques afin de faciliter sa détection et sa persistance (traitement des animaux par
STREPTOMYCINE en pré-inoculation des AIEC, voir la partie Protocoles des études 11. a.). La
culture des AIEC était réalisée a température ambiante a 37°C sur de géloses d’Agar en milieu
de culture Brain-Heart broth ou de Drigalski. Par soucis de simplification, AIEC LF82 sera

simplifié en LF82 dans la suite du manuscrit.

b. Souche de S. cerevisiae CNCM 1-3856

La souche de levure S. cerevisiae CNCM |-3856 nous a été fournie par Lesaffre International
(Marcg-en-Barceul, France) sous forme séche. Elle a été réhydratée a température ambiante
dans une solution tampon phosphate (PBS, pH=7.2, 2X10°CFU/ml) avant utilisation pour
gavage. Par soucis de simplification, S. cerevisiae CNCM 1-3856 sera simplifié en CNCM 1-3856

dans la suite du manuscrit.

5. Analyse macroscopique

Lors du sacrifice a S18, I'ensemble du tube digestif était excisé, ouvert puis photographié.

La présence d’une récidive macroscopique était alors évaluée par la constatation de lésions
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mugqueuses au niveau anastomotique et 2 cm immédiatement en amont de I'anastomose au
niveau du néo-iléon terminal. La RPO était évaluée en aveugle a l'aide d’un score
macroscopique adapté du score de Rutgeerts et allant de 0 a 4 (Figure 15). Par analogie avec
la RPO endoscopique des patients atteints de MC, la RPO chez le rat Tg apres RIC était définie
par un score = 2 correspondant a la présence d’au moins une ulcération plus ou moins associée
a une sténose inflammatoire. Les résultats ont été exprimés en médiane avec écarts

interquartiles (IQR).

0 1 2 3 4
Aucune Congestive Ulceration < 20% Ulceration > 20% . Sténose '
(sans sténose) (sans stenose) inflammatoire

Figure 15 : Score des lésions macroscopiques

6. Analyse histologique

Des biopsies tissulaires trans-anastomotiques ont été réalisées au moment de la RIC (S12)

et du sacrifice (518). Les tissus ont été fixés dans du formaldéhyde tamponné 4% pendant 24
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heures puis déshydratés et imprégnés en paraffine a I'aide de I'appareil automatique LOGOS
One MM098-002 (Milestone Srl, Italy). Aprés inclusion en paraffine, les prélevements ont été
coupés a I'épaisseur de 4 um puis placés sur des lames qui ont été colorées au May Grunwald
Giemsa. Le score des lésions histologiques utilisé permet de coter la sévérité des lésions de 0
a 6 et a été établi par le Pr K. Geboes (Département de Pathologie et de gastroentérologie,
Hopital Universitaire, KU leuven, Belgique) (Figure 16). Des aires identiques sur les
prélevements de chaque rat (zone comprenant I'anastomose et son amont iléal) ont été
observées a I'aveugle sous une magnification x10 par deux opérateurs familiers avec le score

(C. Dubuquoy et C. Valibouze). Les résultats ont été exprimés en médiane avec IQR.
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Score Lésion histologique
0 Aucune
1 Infiltrat inflammatoire et érosions muqueuses < 30% de la section
2 30% < Infiltrat inflammatoire et érosion < 70% de la section
3 Infiltrat inflammatoire et érosions > 70% de la section
4 Ulcérations muqueuses < 30% de la section
5 30% < ulcérations muqueuses < 70% de la section
6 Ulcérations muqueuses > 70% de la section

Figure 16 : Score des lésions histologiques
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7. Endoscopie digestive

Il a été mis en place une méthode d’exploration par endoscopie au sein de notre laboratoire
au cours du Master 2 d’Aurélie Blondeaux, permettant de visualiser la zone anastomotique et
de distinguer les différentes Iésions pouvant étre observées dans la MC (ulcération, érythéme,
saignement). L'endoscopie chez le rat était réalisée a I'aide d’'un endoscopie soupe
(nasofibroscope bronchique pédiatrique, Pentax FB 8V de diamétre de 2,7 mm) relié a une
source de lumiére et a une caméra reliée a un ordinateur permettant d’obtenir des images en
temps réel. Un canal opérateur permettait l'injection d’eau afin de libérer la muqueuse des
résidus de selles. La préparation colique était effectuée 24 heures avant I'examen
endoscopique a l'aide d’un laxatif osmotique, selon un protocole adapté de celui utilisé chez

I'Homme (1 sachet de Klean Prep de 59 g et 30 g de saccharose par litre d’eau).

L’évaluation endoscopique était effectuée 3 la 15°™ semaine par deux opérateurs (S15)
(A. Blondeaux et C. Dubuquoy) en repérant I'anastomose a I'aide des fils utilisés pendant la
chirurgie. La sévérité des lésions étaient évaluées a I'aide du score « MEICS » pour « Murine
Endoscopic Index of Colitis Severity » (Figure 17) permettant de grader la sévérité de |'atteinte
en fonction de 5 parametres (épaississement muqueux, caractere granuleux de la muqueuse,
vascularisation, quantité de fibrine et aspect des selles) et allant de 0 a 15. Les résultats ont

été exprimés en médiane avec IQR.
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Thickening Vasculature Fibrin Granularity Stool

8,8
»
I

0

Endoscopy scoring Item

Score Thickening Vasculature Fibrin Granularity Stool
0 transparant normal none none normal
1 moderate moderate little moderate still shaped
2 marked marked marked marked unshaped
3 intransparant  absent/bleeding extreme extreme spread

Figure 17 : Score MEICS

Source : Koelink et al., J Crohn Colitis (2018) (295)

8. Analyse bactériologique

La flore luminale a été recueillie de maniére hebdomadaire de la 11*™¢ semaine (S11) 8 S18
chez chaque rat (échantillon de 10 a 600 mg de selles aprés massage abdominal). Afin de

qguantifier la flore adhérente, des fragments de muqueuse (10-100 mg) ont été recueillis au
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niveau iléal au moment de la chirurgie (S12) et de la muqueuse anastomotique et iléale au
moment du sacrifice (S18) chez tous les rats (Figure 18). Les prélévements de selles et de
fragments de muqueuse ont été réalisés dans des conditions d’asepsie et placés dans 1,5 ml

d’une solution de ringer cystéiné.

Apres plusieurs dilutions, les préléevements étaient incubés 24-72 heures a 37°C sur des
géloses d’Agar dans un milieu de culture Drigalski contenant 100 pug/ml de STREPTOMYCINE
afin de sélectionner et de mieux détecter la souche LF82 parmi les autres entérobactéries. Les
résultats ont été exprimés en médiane avec IQR. L’analyse bactériologique des prélévements

a été effectué en aveugle.

9. Evaluation de la flore intestinale par analyse métagénomique

Les techniques de métagénomique moléculaires permettent d’analyser 'ensemble de la
flore intestinale a un temps donné et ceci de maniere exhaustive. Il s’agit d’'une technique de
séquencage du génome bactérien extraite d’un échantillon par I'approche dite du « shotgun ».
A cet effet, des échantillons de selles ont été prélevés sur 9 rats (3 Tg PBS, 4 Tg Tofa, 1 nTg
PBS et 1 nTg Tofa), a différents moments (9™ semaine (S9), S12 et S18). L’analyse a été

conduite par I'entreprise Genoscreen®.

10. Quantification des ARNm de la muqueuse

Des prélevements tissulaires de la zone iléale ont été effectués au moment de la chirurgie
(512) et au moment du sacrifice (S18). Les prélevements ont été congelés a -80°C puis les ARN

totaux ont été extraits a I'aide du kit Nucleospin RNA (Macherey Nagel). Aprés inactivation
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des RNAses, les traces d’ADN génomiques ont été supprimés des échantillons a I'aide d’'un
traitement par DNAses puis les ARN totaux ont été élués dans de I'eau RNAses free. La
qguantité en ARN des échantillons était ensuite mesurée en utilisant un Nanodrop
spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). La rétrotranscription
était réalisée a I'aide du kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technology).
Un pg de la solution d’ARN totaux était ensuite mis en présence d’enzyme transcriptase
inverse (Multiscribe, cDNA Reverse Transcriptase), d’amorces aléatoires (random primers), et
de tampon (RT Buffer) dans lI'automate Gene Amp® PCR System 9700 (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) pendant 10 minutes a 25°C, puis 2 heures a

37°Cet enfin 5 minutes a 85°C. Tous les kits ont été utilisés selon les protocoles des fabricants.

La quantification des ARN de I'IL-1B, de I'IL-6, du TNF a, de I'IFN vy, de I'lL-17, de I'IL-23, de
I'IL-10 et du CEACAMG6 murin a été réalisée par qPCR en temps réel de 40 cycles en utilisant le
systeme StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, Etats-Unis) a I'aide du SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystem). Les
guantifications des signaux PCR ont été exprimés de maniére relative a I'expression de la B-
actine, utilisée comme géne de référence. Les valeurs obtenues pour I'expression relative de

chaque gene ont été exprimés en médiane avec IQR.

11. Protocoles des deux études

a. Premiére partie : Prévention de la RPO AIEC-induite par administration de la

levure S. cerevisiage CNCM 1-3856

Soixante-quatre rats ont été opérés d’une RIC avec anastomose termino-terminale a S12

(36 Tg et 26 nTg). L'intervention était réalisée en aveugle du statut (Tg et nTg) et du groupe
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par deux opérateurs (C. Dubuquoy et C. Valibouze) (Figure 18). Les rats Tg étaient répartis en

4 groupes :

Un groupe Tg recevant la LF82 seule (Tg LF82, n=8)

- Un groupe Tg recevant une co-administration de CNCM 1-3856 et de LF82 (Tg CNCM I-
3856+LF82, n=18)

- Un groupe Tg recevant seulement CNCM 1-3856 (Tg CNCM 1-3856, n=7)

- Un groupe Tg recevant du PBS seul (Tg PBS, n=5)

Des groupes de rats nTg recevant des administrations orales selon les mémes conditions

que les groupes Tg ont été constitués et ont servis de groupes contréles :

Un groupe nTg recevant la LF82 seule (nTg LF82, n=5)

Un groupe nTg recevant une co-administration de CNCM 1-3856 et de LF82 (nTg CNCM

[-3856+LF82, n=9)

Un groupe nTg recevant seulement CNCM [-3856 (nTg CNCM [-3856, n=7)

Un groupe nTg recevant du PBS seul (nTg PBS, n=5)

Toutes les administrations étaient réalisées par gavage oral. L'administration de CNCM I-
3856 était réalisée de maniére quotidienne, le matin, de S10 (10*™¢ semaine de vie) au
sacrifice a S18 a la concentration de 10° CFU/jour. Uadministration de PBS était réalisée de
maniére quotidienne, le matin, de S10 a S18. Ladministration de LF82 était réalisée de maniere
quotidienne dans I'aprés-midi de la 11®™¢ semaine de vie (S11) au sacrifice a S18 a la
concentration de 10° CFU/jour. Dans le but de faciliter la persistance des AIEC, de la
streptomycine était administrée dans I'eau de boisson a la concentration de 0,5 mg/ml les trois

derniers jours de S10 chez tous les groupes de rats.
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Figure 18 : Design de I’étude évaluant la prévention par S. cerevisiae CNCM |-3856 de la

RPO AIEC-induite

Abréviations : j : jours, RIC : résection iléo-caecale.

Les rats étaient suivis de maniére hebdomadaire sur le plan clinique (pourcentage de perte

de poids, mortalité).

La présence d’une récidive macroscopique et sa sévérité étaient évaluées au moment du

sacrifice a S18 selon le score de Iésion macroscopique (Figure 15).

La sévérité des lésions histologiques était évaluée au moment du sacrifice a S18 selon le

score des lésions histologiques (Figure 16).

Le taux de LF82 luminale a été quantifié de maniere hebdomadaire dans les selles et le taux

de LF82 adhérente a été quantifié au moment de la chirurgie a S12 et au moment du sacrifice

a S18.
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Une quantification des ARNm de différentes protéines médiatrices de I'inflammation (IL-

1B, IL-6, TNF o, IFN y, IL-17, IL-23 et IL-10) a été réalisée au moment de la chirurgie du sacrifice.

b. Seconde partie : Evaluation de |'effet d’un traitement par Tofacitinib dans la

prévention de la RPO

Vingt-neuf rats Tg ont été répartis en deux groupes (Figure 19) :

- Un groupe de rat Tg recevant du Tofacitinib (Tg Tofa, n=15)

- Un groupe de rat Tg contréle recevant du PBS (Tg PBS, n=14)

Quatre rats nTg ont été répartis en deux groupes controle des groupes de rat Tg :

- Un groupe de rat nTg recevant du Tofacitinib (nTg Tofa, n=2)

- Un groupe de rat nTg contréle recevant du PBS (Tg PBS, n=2)

Le Tofacitinib était dissout dans du PBS a la concentration de 5 mg/ml puis administré de
maniére biguotidienne par gavage oral (de 300 a 500 pL en fonction du poids des animaux) a
partir de S10 et jusqu’au sacrifice. La posologie optimale a été obtenue a partir des études
antérieures effectuées dans des modeles murins, en tenant compte de la posologie

guotidienne recommandée chez I’homme dans le traitement de la RCH (296,297) (Figure 19).

Tous les rats ont été opérés a S12 d’une RIC avec anastomose termino-terminale selon le
protocole de RIC décrit dans le paragraphe 2. « Protocole chirurgical », en aveugle du statut

et du groupe.

Les rats étaient suivis de maniére hebdomadaire sur le plan clinique (pourcentage de perte

de poids, mortalité).
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La présence et la sévérité de |ésions macroscopique étaient évaluées a S15 a I'aide du score

endoscopique (Figure 17).

La présence d’une récidive macroscopique et sa sévérité étaient évaluées au moment du

sacrifice a S18 selon le score de Iésion macroscopique (Figure 15).

La sévérité des lésions histologiques était évaluée au moment du sacrifice a S18 selon le

score des |ésions histologiques (Figure 16).

Des prélevements pour I'analyse en métagénomique de la flore intestinale était réalisés a

S9, lors de la chirurgie a S12 et lors du sacrifice a S18 (Figure 19).

s9 S10 S11 §12 S15 S18 Tg (n=29) nTg (n=4)
I I To!a n=15 n=2
PBS n=14 n=2
RIC ENDOSCOPIE SACRIFICE

| I |

][ Prélévement de flore luminale pour analyse bactériologique

Figure 19 : Design de I’étude évaluant I’effet du Tofacitinib sur la RPO

RIC : résection iléo-caecale.

12. Analyse statistique

Les données quantitatives ont été exprimées en médianes avec IQR (médiane [IQR]). Les
analyses de comparaison des variables quantitatives non paramétriques ont été réalisées a

I'aide des test bilatéraux de Mann-Whitney pour les données non appariées, et de Wilcoxon
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pour les données appariées. Un test du x2 (bilatéral) a été utilisé pour les analyses de
contingences. Les analyses de corrélation ont été réalisées a l'aide d’un test bilatéral de
Spearman. Pour classer les rats dans les catégories hautement ou moyennement infectés par
la LF82, et dans les catégories Iésions séveéres ou modérées endoscopiques, une valeur seuil a
été déterminée a I'aide d’'une courbe ROC (receiver operating characteristic). Les risques de
récidive en fonction de I'appartenance a l'une des différentes catégories précédentes ont été
comparés a l'aide d’'un test bilatéral du x2. Les différences étaient considérées comme
significatives lorsque la valeur de p était strictement inférieure a 0,05. Les analyses statistiques
ont été réalisées a l'aide du logiciel Graphpad Prism 5.00 software package pour PC (Graphpad

Software, San Diego, CA) et Xlstat 2020.1 pour la courbe ROC.
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RESULTATS

Premiere partie :

Prévention de la RPO AIEC-induite par
administration de la levure S. cerevisiae
CNCM 1-3856
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1. Suivi clinique

Aucune mortalité, diarrhée ou selle sanglante n’a été constatée dans le post-opératoire.
On observait la méme tendance évolutive de variation de poids dans tous les groupes Tg et
nTg : il existait une perte de poids la semaine suivant l'intervention, a S13, suivie d’une

récupération progressive avec une phase de plateau jusqu’au sacrifice (Figure 20 A et B).

La variation de poids globale au cours du suivi, mesurée par la différence relative de perte
de poids entre S11 et S18, était similaire dans les 4 groupes, et non significative. Il existait une
perte de poids a S13 significativement moins importante dans le groupe de rats Tg CNCM |-
3856+LF82 que dans le groupe de rats Tg recevant la LF82 seule (95,7 |92,4-97,2] vs 85,4 [81,1-

94], p = 0,007) (Figure 20 B).
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Figure 20 : Evolution des variations de poids au cours du temps

Evolution du poids en comparaison avec le poids la semaine précédant l'intervention (S11) dans les
groupes de rats non transgéniques (nTg) (A) et dans les groupes de rats transgéniques (Tg) (B). ** : p
<0,01.

2. Effet de CNCM I-3856 sur les Iésions macroscopiques et la RPO

Il n"existait aucune lésion intestinale macroscopique iléale a S12 dans I'ensemble des

groupes de rats Tg et nTg.

Au moment du sacrifice, aucune lésion macroscopique significative et par conséquent
aucune RPO macroscopique n’a été observée dans les groupes de rats nTg recevant du PBS,

CNCM 1-3856, LF82 ou l'association CNCM [-3856+LF82 (Figure 21 A). Un méme score
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macroscopique médian a été observé chez les rats Tg recevant du PBS ou CNCM [-3856 seul
(1 [0-1]), sans différence significative retrouvée avec les groupes de rats nTg controles (Figure

21A).

A l'inverse, des lésions macroscopiques séveres (érosions et ulcérations de plus de 20% de
la circonférence anastomotique, sans sténose) ont été observées chez les rats Tg LF82 (3,5 [2-
4]) menant a un taux de récidive de 87,5% (Figures 21 A-B). En comparaison, un traitement
par CNCM 1-3856 concomitant a I'administration de LF82 (groupe Tg CNCM [-3856+LF82)
permettait une réduction significative de plus de 60% du score macroscopique (1 [0-2] vs 3,5

-4],p=0, et du taux de .5% vs 33.3%, p=0, igures -B).
[2-4], p =0,002) et d de RPO (87.5% vs 33.3%, p = 0,01) (Fi 21 A-B)

3+ oa

Score macroscopique
N
1
Recidive (score > 2) (%)

Tg nTg

Figure 21 : Lésions macroscopiques et RPO au moment du sacrifice

A : Scores macroscopiques a S18 dans les différents groupes de rats transgéniques (Tg) et non
transgéniques (nTg) ; B : % de RPO (score macroscopique = 2) dans les groupes de rats Tga S18. * : p<
0,05.
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3. Effet de CNMI-3856 sur les lésions histologiques

Aucune lésion histologique significative n’était présente au niveau iléal au moment de la

chirurgie a S12 chez tous les groupes de rats Tg et nTg.

A S18, aucune lésion histologique significative (présence de zones présentant une légeére
infiltration leucocytaire et quelques érosions, d’une longueur n’excédant pas 30% du
prélevement et pouvant étre expliquées par le contexte post-opératoire) n’a été observée

dans les groupes de rats nTg (Figure 22).

Des lésions histologiques correspondant a des ulcérations et des érosions séveres associées
a uneinfiltration neutrophilique ont été observées a S18 chez les rats Tg recevant la LF82 seule
(4.5 [3,3-5,8]). En comparaison avec les rats Tg recevant la LF82 seule, la co-administration de
S. cerevisiae CNCM 1-3856 permettait la réduction significative de plus de 50% du score de
|ésion histologique (4,5 [3,3-5,8] vs 2 [1,3-3], p = 0,003). Aucune lésion significative n’a été

observée chez les rats Tg recevant CNCM 1-3856 seule (Figure 22).

Il n’existait pas de différence significative entre le score histologique du groupe Tg CNCM I-

3856 et les scores histologiques des groupes nTg controles (Figure 22)
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Figure 22 : Lésions histologiques lors du sacrifice

Scores histologiques dans les différents groupes de rats transgéniques (Tg) et non transgéniques (nTg)
asS18.*:p<0,05, **: p<0,01.

4. Effets de CNCM I-3856 sur la persistance de la LF82 luminale et adhérente

A S12, soit une semaine apreés le début de I'administration de la LF82 (10° CFU/jour) et une

semaine apres la chirurgie, les quantités de LF82 luminales (Figure 23) et adhérentes (Figure
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24) étaient similaires dans tous les groupes de rats Tg et nTg recevant la LF82 seule ou en

association avec CNCM [-3856.

Alors qu’on observait des niveaux de LF82 luminale et adhérente similaire entre S12 et S18
dans le groupe de rats Tg LF82 (Figures 23 et 24), une diminution significative des taux de LF82
luminale et adhérente entre S12 et S18 était observée dans le groupe Tg CNCM [-3856+LF82
(respectivement 4,6 [3,5-5,2] vs 1,8 [1,7-2,3], p = 0,0002 et 3,1 [2,5-3,6] vs 2,5 [2,3-2,6], p =

0,0005) (Figures 23 et 24).

De plus, la persistance globale de la LF82 luminale aprés la chirurgie et durant les 5
dernieres semaines du suivi était significativement plus importante dans le groupe de rats Tg
LF82 en comparaison avec le groupe de rat recevant la co-administration CNCM 1-3856+LF82

(0,22 [2,1.108-0,7] vs -0,6 [-0,7-0,3], p = 0,0004) (Figure 25).
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Figure 23 : Niveaux de LF82 luminale a S12 et a S18

Niveaux de LF82 luminale a S12 et a S18. A : dans les différents groupes de rats Tg et nTga S18 ;B : en
apparié pour chaque rat Tg recevant CNCM [-3856 et la LF82 ; C : en apparié pour chaque rat Tg

recevant de la LF82 seule. ** p < 0,001, *** p < 0,001.
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Figure 24 : Niveaux de LF82 adhérente a S12 et S18

Niveaux de LF82 adhérente a S12 et a S18. A : dans les différents groupes de rats Tg et nTg a S18; B :
en apparié pour chaque rat Tg recevant CNCM [-3856 et LF82; C: en apparié pour chaque rat Tg
recevant de la LF82 seule.
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Figure 25 : Evolution de la LF82 luminale apreés la chirurgie

A : Evaluation hebdomadaire du niveau de LF82 luminale aprés chirurgie dans les groupes de rats
transgéniques (Tg) HLA-B27 et dans les groupes de rats contrbles non transgéniques (nTg); B:
Evaluation de la persistance globale de LF82 dans les selles apres chirurgie dans les groupes Tg . *** :
p <0,001.

5. Corrélation entre niveau de la colonisation par la LF82 et sévérité des lésions

macroscopiques chez les rats Tg

Au sacrifice, il existait une corrélation entre la sévérité des lésions macroscopiques et le

niveau de LF82 adhérente chez les groupes de rats Tg qui recevaient la LF82 seule ou en
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association avec le CNCM 1-3856 (r = 0,49, p = 0,006) (Figure 26 A). Par ailleurs, le niveau de
LF82 adhérente était aussi significativement corrélé avec les taux de LF82 luminale a S12 (r
=0,91,p=0,02) et aS18(r=0,79, p = 0,01) chez les rats Tg recevant la LF82 seule (Figure 26

B et C).
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Figure 26 : Corrélation entre score macroscopique et niveau de LF82 adhérente et luminale

A : Corrélation entre score macroscopique et LF82 adhérente en apparié dans les groupes de rats Tg
recevant la LF82 seule ou en association avec CNCM 1-3856 (r = 0,49, p = 0,006) ; B : Corrélation entre
LF82 adhérente et LF82 luminale a S12 pour chaque rat dans le groupe Tg LF82 (r=0,91, p=0,02) ; C:
Corrélation entre LF82 adhérente et LF82 luminale a S18 pour chaque rat dans le groupe Tg LF82
(r=0,79,p=0,01). *: p<0,05, **: p<0,01.

Partant de ces constatations, il a ensuite été évalué si un taux de LF82 luminale au cours du
suivi post-opératoire pouvait étre prédictif d’'une RPO a la S18 chez les rats Tg recevant la LF82
avec ou sans co-administration de CNCM |-3856. En utilisant la valeur seuil de 2,262 log10 CFU
de LF82 luminale a S14 déterminée a I'aide d’une courbe ROC, 14 rats Tg ont été classés en
hautement infectés (HI) a la LF82 et 12 comme moyennement infectés (Ml) a S14 (Figure 27 A
et B). La survenue d’'une RPO était significativement plus fréquente dans le groupe de rats Hl

en comparaison avec le groupe de rats Ml (71,4% vs 25%, p = 0,02) (Figure 27 B). La valeur
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seuil de 2,262 log10 CFU de LF82 luminale a S14 présentait une sensibilité, spécificité, valeur

prédictive positive et valeur prédictive négative de RPO respectivement de 80%, 69,2%, 71,4%

et 75%.
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Figure 27 : Valeur pronostique de la LF82 luminale a S14 sur la RPO

A : Corrélation entre niveaux de LF82 luminale a S14 et risque de RPO a S18 dans les groupes de rats
Tg recevant la LF82 (seule ou en association avec CNCM [-3856) ; B : Augmentation de la fréquence de
la RPO chez les rats Tg LF82 ou Tg LF82+CNCM 1-3856 hautement infectés par la LF82 (HI, défini par
taux de LF82 luminale a S14 > 2,262 log10 CFU) en comparaison avec les rats moyennement infectés
(M1, défini par taux de LF82 luminale a S14 < 2,262 log10 CFU (71.4% vs 25%, p = 0,02). * : p < 0,05.

6. Quantification des ARNm péri-anastomotiques

Des niveaux variables d’ARNm de I'lL-183, de I'IFN y et du CEACAMG6 ont été constatés dans
les préléevements de S12 et S18 chez les groupes de rats Tg et nTg, et ceci indépendamment
de la présence d’'une RPO, ou de l'administration recue. Les groupes de rats nTg ne
présentaient pas de variations significatives au cours du temps des taux d’ARNm des

différentes cytokines testées.
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Concernant la cytokine IL-10, une augmentation significative des ARNm entre S12 et S18
n’a été constatée qu’en analyse appariée chez les groupes de rats Tg qui recevaient CNCM I-
3856. L'administration de CNCM 1-3856 avec ou sans LF82 entrainait une augmentation tres
significative de la production d’ARNm d’IL-10 dans la zone péri-anastomotique entre la
chirurgie et le sacrifice (respectivement 2,5.10° [1,7.10°-2,6.10°] vs 4,9.10°[3,3.10°-9.10°], p =
0,017 et 2,6.10° [1,5.10°-3,9.10°] vs 7,4.10° [5,3.10°>-0,4.10°], p = 0,031) alors que dans le

groupe de rats LF82 des niveaux similaires étaient constatés (Figure 28 A-B et C).
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Figure 28 : Quantification péri-anastomotique de ’ARNm de la cytokine IL-10

Quantification des ARNm d’IL-10 entre la chirurgie (S12) et le sacrifice (S18) en analyse appariée dans
le dans le groupe de rats Tg recevant la LF82 seule (A), dans le groupe de rat Tg recevant la co-
administration CNCM [-3856 et la LF82 (B), et dans le groupe de rat Tg recevant CNCM [-3856 seule (C).
* .

:p <0,05.

Concernant les cytokines pro-inflammatoires, I'administration de la LF82 chez les rats Tg
entrainait une augmentation significative des ARNm de I'lL-23 a S18 par rapport aux groupes
de rats Tg traités par CNCM 1-3856, avec ou sans LF82 (respectivement p = 0,04 et p = 0,006)
(Figure 29 A). De plus, I'analyse en apparié montrait une augmentation significative de la

production d'IL-23 entre la chirurgie et le sacrifice dans le groupe Tg recevant la LF82 (2,2.10*
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[1,8.10%-8.10%] vs 26,9.10% [6,1.10%-6.10%], p = 0,008) alors qu'aucune différence significative
n'était observée dans les groupes Tg traités par CNCM [-3856 avec ou sans administration de
LF82 (Figures 29 B-C-D).

L'analyse des niveaux d'ARNm de I'lL-17 a révélé des taux significativement plus élevés a
S18 chez les rats Tg recevant la LF82 seule par rapport au groupe Tg recevant CNCM |-
3856+LF82 (2,7.10%[0,8.10%-9,5.10%] vs 0,4.10% [0,2.10%-0,6.10%], p = 0,015) (Figure 30 A). En
analyse appariée, on constatait une augmentation significative des taux d’ARNm entre la
chirurgie et le sacrifice dans I'’ensembles des groupes de rats Tg, quel que soit le produit
administré (Figure 30 B-C-D). En revanche, lorsque |'augmentation de la production
inflammatoire de la cytokine IL-17 était mise en rapport avec la production de cytokine anti-
inflammatoire IL-10, exprimé par le ratio IL-17/IL-10 pour chaque rat, on observait un
déséquilibre significatif vers un profil pro-inflammatoire uniquement dans le groupe de rats

Tg recevant la LF82 seule (Figure 31 A-B-C).
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Figure 29 : Quantification péri-anastomotique de ’ARNm de la cytokine IL-23

A : quantification des ARNm d’IL-23 dans I'ensemble des groupes transgéniques (Tg) et non
transgéniques (nTg) a S18. B-C-D : quantification des ARNm d’IL-23 entre la chirurgie (512) et le
sacrifice (518) en analyse appariée dans le groupe de rats Tg recevant la LF82 seule (B), dans le groupe
de rats Tg recevant la co-administration CNCM 1-3856+LF82 (C), et dans le groupe de rats Tg recevant
CNCM 1-3856 seul (D). * : p< 0,05, **: p<0,01.
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Figure 30 : Quantification péri-anastomotique de ’ARNm de la cytokine IL-17

A : quantification des ARNm d’IL-17 dans I'ensemble des groupes transgéniques (Tg) et non
transgéniques (nTg) a S18. B-C-D : quantification des ARNm d’IL-17 entre la chirurgie (512) et le
sacrifice (518) en analyse appariée dans le groupe de rats Tg recevant la LF82 seule (B), dans le groupe
de rats Tg recevant la co-administration CNCM |-3856+LF82 (C), et dans le groupe de rats Tg recevant
CNCM 1-3856 seul (D). * : p < 0,05.
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Figure 31 : Ratio IL-17/IL-10

Profil inflammatoire des rats transgéniques (Tg) analysé en fonction du rapport IL-17/IL-10 en analyse
appariée entre S12 et S18 : A : dans le groupe de rat Tg recevant la LF82 ; B : dans le groupe de rats Tg
recevant la LF82 et le CNCM 1-3856 ; C: dans le groupe de rats Tg recevant uniquement le CNCM I-
3856. * : p < 0,05.

Concernant les autres cytokines pro-inflammatoires testées, on observait une
augmentation du taux d’IL-6 et de TNF a a la S18 dans le groupe Tg LF82 en comparaison avec
les groupes Tg recevant du CNCM 1-3856, avec ou sans co-administration de LF82, sans que

toutefois cette différence atteigne une significativité (Figure 32).
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Figure 32 : Quantification péri-anastomotique de ’ARNm de I'IL-6 et du TNF a
A : quantification des ARNm d’IL-6 dans I'ensemble des groupes transgéniques (Tg) et non

transgéniques (nTg) a S18; B quantification des ARNm du TNF a dans I'ensemble des groupes
transgéniques (Tg) et non transgéniques (nTg) a S18.
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7. Synthése des résultats de la premiére partie

Sur le plan clinique, I'administration de CNCM 1-3856 était associée a une réduction
significative de la perte de poids la semaine suivant la chirurgie chez les rats Tg recevant la
LF82 seule (p = 0,007). Un traitement péri-opératoire par CNCM [-3856 permettait une
réduction significative de plus de 60% de la sévérité des lésions macroscopiques induites par
les AIEC (1 [0-2] vs 3,5 [2-4], p = 0,002) et de la RPO (87,5% vs 33,3%, p = 0,01). De maniere
similaire, la sévérité des lésions histologiques était prévenue par I'administration de CNCM |-
3856 (4,5 [3,3-5,8] vs 2 [1,3-3], p = 0,003). La diminution tres significative de la persistance de
la LF82 dans les selles et au niveau de la flore adhérente semble confirmer les propriétés anti-
adhésives de S. cerevisiae CNCM 1-3856, ciblant spécifiquement les AIEC. Par ailleurs, une
activité immunomodulatrice de la levure a été mise en évidence, avec une stimulation de la
production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 et I'inhibition de la voie pro-inflammatoire

IL-23/ IL-17.
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Seconde partie :

Effet du Tofacitinib dans la prévention de la
RPO post RIC dans le modele du rat HLA-B27
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1. Suivi clinique

Parmi les 34 rats opérés, un rat Tg du groupe Tofacitinib a été exclu des analyses du fait
d’'une sténose d’origine chirurgicale décelée lors de I'endoscopie digestive de S15, et
confirmée lors du sacrifice a S18. Au cours du suivi, aucune mortalité ou présence de sang

dans les selles n’a été constatée dans les différents groupes de rats Tg et nTg.

Une perte de poids a été constatée dans I'ensemble des groupes la semaine suivant la
chirurgie, suivie d’une reprise pondérale progressive, sans différence significative entre les

différents groupes (Figure 33).
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Figure 33 : Variation de poids au cours du suivi

RIC : résection iléo-caecale.
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2. Lésions endoscopiques a la semaine 15

Aucune lésion endoscopique significative n’a été observée chez les 4 rats nTg (Figure 34).

Chez les rats Tg non traités (Tg PBS) on constatait un score endoscopique médian de 9,5

(IQR [9-10,3]). Chez les rats Tg, I"'administration péri-opératoire quotidienne de Tofacitinib

permettait une diminution de 30% de la sévérité des |ésions endoscopiques a S15 (9,5 [9-10,3]

vs 6 [3-6], p < 0,0001) (Figure 34).
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Figure 34 : Score endoscopique a S15

Scores endoscopiques dans les différents groupes de rats transgéniques (Tg) et non transgéniques

(nTg) & S15. *** : p < 0,001.
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3. Effet du Tofacitinib sur les Iésions macroscopiques et la RPO

Aucune lésion macroscopique significative n’a été observée dans les deux groupes de rats

nTg a S18 (Figure 35 A).

Dans les groupes de rats Tg, on observait une diminution tres significative de la sévérité
des lésions macroscopiques a S18 dans le groupe de rats recevant le Tofacitinib en
comparaison avec le groupe de rat Tg controle recevant le PBS (0 [0-1] vs 2 [1-2,25], p = 0,0006)
(Figure 35 A). Concernant la récidive macroscopique, on observait plus de 4 fois moins de
récidive dans le groupe de rats traité par Tofacitinib en comparaison avec le groupe Tg PBS

contréle (13,3%, vs 57,1%, p = 0,013) (Figure 35 B).
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Figure 35 : Récidive post-opératoire et score macroscopique anastomotique

A : Scores macroscopique dans les différents groupes de rats transgéniques (Tg) et non transgéniques
(nTg) au moment du sacrifice (S18) ; B : % de récidive post-opératoire (score macroscopique = 2) dans
les deux groupes de rats Tg a S18. * : p < 0,05, *** : p < 0,001.
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4. Corrélation entre score endoscopique et RPO

Une corrélation significative a été constatée entre le score endoscopique a S15 et le score
de récidive macroscopique a S18 (r = 0,78, IC 95% |0,57-0,89], p < 0,0001) ainsi qu’entre le
score endoscopique et le score histologique a S18 (r = 0,54, IC 95%|0,21-0,76|, p = 0,002)

(Figure 36).

Partant de ces constatations, il a été déterminé a 'aide d’une courbe ROC qu’un score
endoscopique de 9 était la meilleure valeur seuil prédictive d’'une récidive lors du sacrifice.
Cette valeur seuil a permis de classer les rats Tg en deux groupes : un groupe de 10 rats
présentant des lésions sévéres (score > 9) et un groupe de 19 rats présentant des Iésions
modérées (score < 9), avec une différence significative entre les deux groupes en termes de

RPO (80% vs 21,1%, p = 0,002).
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Figure 36 : Corrélation entre le score endoscopique a S15 et les scores macroscopiques et
histologiques a S18

A : Corrélation entre score endoscopique a S15 et score macroscopique a S18 ; B : Corrélation entre
score endoscopique a S15 et score histologique a S18; ** : p< 0,01, *** : p < 0,001.
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5. Effet du Tofacitinib sur les Iésions histologiques

Aucune lésion histologique significative n’était observée chez les deux groupes de rats nTg

au moment du sacrifice (Figure 37).

Les rats contrOles Tg présentaient un score médian de 3 (IQR 2-4), correspondant a la
présence d’érosions associées a une infiltration leucocytaire et un cedéme sous muqueux sur
la quasi-totalité de la section étudiée. L’administration de Tofacitinib était associée a une
diminution significative de la sévérité et de I'étendue des lésions histologiques en

comparaison avec les rats Tg contréles PBS (2 [1-3] vs 3 [2-4], p = 0,04).
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Figure 37 : Score histologique anastomotique

Scores histologiques dans les différents groupes de rats transgéniques (Tg) et non transgéniques (nTg)
asS18.*:p<0,05.
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6. Etude par métagénomique de lI'effet du Tofacitinib et de la chirurgie sur la flore

intestinale.

Afin d’étudier la flore intestinale par métagénomique, les selles de 9 rats (3 rats Tg PBS, 1
rat nTg PBS, 4 rats Tg Tofa et 1 rat nTg Tofa) ont été prélevées avant traitement (S9), au

moment de la chirurgie (5S12) et au moment du sacrifice (S18).

Aucune différence n’a été mise en évidence entre les différents groupes avant le début du
traitement a S9 (Figure 38 A). Aprés 3 semaines d’administration de Tofacitinib, aucun effet
n’était constaté sur les flores intestinales des deux groupes de rats Tg (Figure 38 B). Apres 9
semaines d’administration de Tofacitinib, on observait une tendance a une diminution de la
proportion des bactéries du phylum des Bacteroidetes et une augmentation des bactéries du
phylum des Firmicutes, sans que cette tendance n’atteigne une significativité (respectivement

p =0,075 et p =0,23) (Figure 38 C).
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Figure 38 : Effet du Tofacitinib sur la flore intestinale

Répartition des phylums bactériens dans les différents groupes de rats transgéniques (Tg) et non Tg
(nTg) aS9 (A), aS12 (B) et a S18 (C).

En revanche, on constatait une modification drastique de la répartition des phylums
bactériens entre la chirurgie et le sacrifice, avec une diminution significative de la diversité a,
et ce quelle que soit I'administration regue par les animaux Tg et nTg (Figure 39). Dans le
groupe Tg PBS et Tg Tofa, la chirurgie entrainait une augmentation significative de la
proportion des Firmicutes et des Protéobactéries (respectivement p = 0,02 et p =0,01) et une

diminution significative des Verrumicrobia (respectivement p = 0,02 et p = 0,01). Concernant
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le phylum des Bacteroidetes, on observait une réduction significative dans le groupe Tofa (p =
0,01) et également une nette réduction dans le groupe PBS, sans que cependant cette

tendance n’atteigne une significativité (Figure 39).
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Figure 39 : Effet de la chirurgie sur la flore intestinale

Effet de la chirurgie sur la répartition des phylums bactériens majoritaires de la flore intestinale chez
les rats transgéniques (Tg) et non transgéniques (nTg). * : p < 0,05, ** : p < 0,01

7. Synthése des résultats de la seconde partie

Aucune différence n’a été mise en évidence entre les différents groupes de rats au cours
du suivi clinique, notamment sur la perte de poids. Un traitement péri-opératoire par
Tofacitinib était associé a une prévention de I'apparition de lésions endoscopiques a S15 (9,5
[9-10,3] vs 6 [3-6]), a une diminution significative des Iésions macroscopiques a S18 (0 [0-1] vs
2 [1-2,25], p = 0,0006) et permettait de diminuer par quatre le taux de RPO (13,3%, vs 57,1%,
p = 0,013). On observait également une prévention de la sévérité des lésions histologiques (2
[1-3] vs 3 [2-4], p = 0,04). Une valeur seuil du score endoscopique a S15, prédictive d’'une RPO

macroscopique, a pu étre déterminée. Le développement de I'endoscopie dans notre modeéle
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et les études en métagénomique de la flore intestinale ont permis de caractériser d’avantage

notre modele de RPO apres RIC.
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DISCUSSION

Malgré des progrés dans la compréhension de la physiopathologie de la MC et la mise en
place d’un traitement préventif dans le post-opératoire, la survenue de la RPO peine a étre
freinée. Les thérapeutiques actuelles de prévention ont pour but d’inhiber ou de freiner la
cascade du systéme immunitaire mais aucune n’agit sur la composante dysbiotique de la MC.
Pourtant, il est bien connu que la flore intestinale joue un role prépondérant dans la RPO.
Ainsi, développer des thérapies ciblées contres certaines bactéries pathogenes bien
identifiées pourrait permettre une prévention personnalisée de la récidive, sans les effets
secondaires d’une antibiothérapie a large spectre. Parmi les cibles bactériennes potentielles,
de nombreux travaux désignent les AIEC comme une espece bactérienne pathogene
particulierement impliquée dans la précocité et la sévérité de la RPO (180). Dans cette étude
nous avons montré que I'administration de la levure S. cerevisiae CNCM 1-3856 permettait
une prévention efficace et ciblée de la RPO induite par les AIEC, 6 semaines apres une RIC,
chez les rats Tg HLA-B27. A notre connaissance, il s’agit de la premiére fois qu’un traitement

probiotique montre une telle efficacité dans un modéle pré-clinique murin de RPO de MC.

La stratégie la plus étudiée dans le développement de traitements anti-AIEC est celle
permettant de saturer les protéines d’adhésion bactériennes par des molécules ou des
microorganismes, comme S. cerevisiae. La levure S. cerevisisge CNCM |-3856 est un
probiotique dont l'innocuité et I'efficacité sur les douleurs abdominales des patients
présentant des troubles fonctionnels intestinaux a déja été prouvée dans des études cliniques
de grande envergure (262,298-300). Dans cette étude, 'administration orale quotidienne de
S. cerevisiae CNCM |-3856 a parfaitement été tolérée, et a permis de diminuer de plus de 60%

le score macroscopique et la fréguence de la RPO. De plus, une absence totale de Iésions
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macroscopiques induites par les AIEC a été observée chez 40% des rats Tg recevant le
traitement par S. cerevisiae CNCM |-3856 alors que tous les rats Tg du groupe recevant la LF82

présentaient des Iésions macroscopiques, majoritairement cotées comme séveres.

La levure S. cerevisiae CNCM 1-3856 semble agir selon plusieurs mécanismes. Le plus
évident et le plus étudié est la décolonisation des AIEC de la flore luminale et de la flore
adhérente grace a un mécanisme compétitif anti-adhésif. Dans notre étude, nous avons
effectivement constaté une diminution drastique de la persistance des AIEC luminaux lors de
I’'administration de S. cerevisiae CNCM 1-3856. De plus, cette administration était associée a
une diminution tres significative du taux d’AIEC adhérents entre la chirurgie et le sacrifice,
contrairement au groupe de rats Tg recevant les AIEC seuls. Dans leur étude de 2015 sur un
modele de colite induite par les AIEC chez des souris Tg CEABAC10, Sivignon et al. avaient
également constaté la capacité de S. cerevisiae CNCM |1-3856 a décoloniser les selles des AIEC
chez des animaux Tg infectés (178). Cette propriété est imputée a la paroi de la levure
possédant une abondance de résidus oligomannoses entrant en compétition avec les résidus
mannoses des récepteurs a I'apex des CEl. Cette capacité permettrait a la levure de saturer
les récepteurs bactériens, empéchant ainsi les bactéries d’adhérer a la muqueuse et
entrainerait une diminution de leur persistance dans le tractus digestif. Une étude récente a
conclu que I'utilisation de fragments solubles de glucane extraits de la paroi de S. cerevisiae
CNCM 1-3856 , selon un ratio spécifique de B6-glucanes, a4-glucanes et de mannanes, pouvait
également inhiber fortement et de maniéere dose-dépendante I'adhésion des AIEC aux cellules
épithéliales in vitro, et la persistance des AIEC dans les selles de souris Tg CEABAC10 (301).
Chez les patients atteints de MC, l'utilisation de molécules inactives, plutét que d’un
organisme vivant entier pourrait s’avérer préférable. En effet, I'impact de I'adjonction d’un

microorganisme vivant sur la dysbiose préexistante du patient atteint de MC, y compris un
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organisme non pathogene, n’est pas connu. Par ailleurs, le réle des oligomannoses semble
également s’étendre aux fonctions immunomodulatrices de la flore intestinale. En effet les
oligosaccharides de mannoses servent aussi de substrats a la production bactérienne des
acides gras a chaines courtes ou short chain fatty acids (SCFA), dont le butyrate. Les SCFA
jouent un réle majeur dans la régulation de la fonction de la barriére intestinale et dans
I’'hnoméostasie immunitaire digestive, notamment par la production d’IL-10 (302,303).
L'utilisation de fragments de paroi fera I'objet d’études ultérieures sur notre modeéle animal
et pourra également étre couplée a une analyse de la flore intestinale par métagénomique

lors de I'administration du probiote entier ou de fragments.

La stratégie anti-adhésive est également éprouvée par des études sur I'utilisation de
mannoses de synthése, concus pour inhiber spécifiquement I'adhésine FimH des pili de type
1 des AIEC. La principale limite de cette technique serait de garantir la stabilité de la molécule
au cours de son voyage dans le tractus digestif ou elle est soumise a des processus lytiques. In
vitro, une efficacité de ces « FimH blockers » a pu étre montrée (263). Chez ’homme, les essais
n’en sont encore qu’a leurs prémices. Une étude multicentrique de phase 1b a montré une
bonne tolérance de I'administration d’un antagoniste de FimH par voie orale, avec peu de
passage systémique, et des résultats encourageants sur la diminution des marqueurs de
I'inflammation dans les selles (cytokines pro-inflammatoires et calprotectine fécale) (304). A

notre connaissance, des études de phases ultérieures n’ont pas encore été ouvertes.

Une autre stratégie innovante apparue récemment vise a priver la bactérie de ses
carburants cellulaires. Gerner et al. ont développé une stratégie thérapeutique anti-AlIEC se
basant sur la réalisation d’une immunisation contre les sidérophores, des protéines d’origine
bactérienne, ayant pour fonction de lier et de faciliter I'internalisation du fer luminal

nécessaire a la survie bactérienne. Les auteurs ont montré dans un modele murin de colite
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induite chez des souris Tg déficitaires en IL-10, et colonisées par les AIEC, que I'immunisation
anti-sidérophore entrainait une diminution de la colite AIEC-induite grace a une diminution de
I'adhésion bactérienne, sans que ce dernier phénomeéne soit pour l'instant parfaitement
compris (305). Cependant, le sidérophore est exprimé par les entérobactéries en général, et
I'impact d’une immunisation anti-sidérophores sur I'ensemble de la flore intestinale n’a pas
été évalué.

La seconde grande option dans les thérapies anti-AIEC serait de développer un traitement
bactéricide. Cette possibilité fait obligatoirement évoquer le traitement par antibiothérapie.
Cependant, au-dela des effets secondaires inhérents a [I'utilisation prolongée des
antibiotiques, peu d’études ont étudié spécifiquement I'utilisation des antibiotiques sur les
souches d’AIEC. Une étude de 2008 a suggéré une efficacité in vitro d’un cocktail de trois
antibiotiques (ciprofloxacine, tetracycline et trimethoprime) sur la réplication intra
macrophagique des AIEC LF82, et plus récemment Dogan et al. ont constaté une efficacité de
la rifaximine sur I'adhésion et I'invasion des AIEC (218,306). Actuellement, aucune étude sur
ce sujet n’a encore été réalisée dans un modele pré-clinique ou chez ’lhomme. De plus, les
AIEC semblent présenter des facteurs de résistance aux antibiotiques classiques, et
notamment aux B-lactamines, contrairement aux E. coli commensaux (307). La phagothérapie
constitue par contre une piste de recherche majeure et actuelle dans les thérapies
bactéricides anti-AIEC (308,309). Les phages sont des virus bactériophages ne ciblant qu’une
seule bactérie qu’ils envahissent et utilisent pour leur réplication avant d’en entrainer la lyse.
Trés récemment, Titécat et al. ont montré dans un modéele murin de colite induite, que
I"'administration d’un cocktail de phages anti-AIEC permettait la diminution de la sévérité de
I'inflammation microscopique et également des symptomes cliniques, sans entrainer de

dysbiose selon I'étude de la flore en métagénomique (310). Une étude new-yorkaise de phase
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1/2 prospective randomisée en double aveugle évaluant I'impact de I'administration de ce
méme cocktail de phage est en cours d’inclusion depuis 2019 (NCT03808103) (311).
Actuellement, aucun médicament comprenant des bactériophages n’est disponible en Europe

ou aux Etats-Unis (312).

Si le mécanisme d’action le plus évident de S. cerevisiae CNCM 1-3856 est sa capacité anti-
adhésion des AIEC, il semble également jouer un réle immunomodulateur. En effet, nous
avons constaté qu’en plus du phénoméne de décolonisation bactérienne, 'administration de
S. cerevisiae CNCM 1-3856 entrainait une augmentation significative de la production de la
cytokine anti-inflammatoire IL-10 et normalisait I’hyperactivation locale de la production d’IL-
17 et IL-23 associée a RPO induite par les AIEC. Cette capacité de la levure S. cerevisiae CNCM
I-3856 a induire la production d’IL-10 avait déja été mise en évidence in vitro dans des cellules
dendritiques de moelle osseuse, et dans des cellules épithéliales jéjunales porcines (160,313).
Au sein du tractus digestif, I'lL-10 est produite par les leucocytes et les CEl et joue un role
majeur dans le maintien de I’'homéostasie digestive et dans I’"harmonisation de l'interaction
entre 'immunité de I’'hote et les organismes présents au niveau de la lumiéere digestive
(160,313). Dans une étude sur 79 patients nécessitant une premiere chirurgie par RIC avec
rétablissement de la continuité digestive, il avait été observé qu’un faible taux d’ARNm d’IL-
10 au niveau iléal au moment de la chirurgie était significativement prédictif de la survenue
d’une RPO endoscopique 6 mois plus tard (132). Ainsi, la capacité de S. cerevisiae CNCM I-
3856 a induire la production intestinale d'IL-10 pourrait représenter un facteur clé dans la
prévention de la RPO dans notre modele, et ce résultat pourrait étre transposable a la

physiopathologie de la RPO chez 'homme.

Par ailleurs, dans notre modele, la survenue d’'une RPO était constatée dans plus de 87%

des cas et était corrélée de maniére dose-dépendante au taux de LF82 adhérente. Ces lésions
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de RPO observées dans notre modele étaient similaires aux lésions de RPO endoscopiques des
patients, tant sur I'aspect macroscopique (érosions et ulcérations pouvant mener a une
sténose), qu’histologique (infiltrat inflammatoire leucocytaire), que moléculaire (implication
de la voie cytokinique pro-inflammatoire IL-23/IL-17). Nous avons également montré qu’un
taux élevé d’AIEC luminaux a S14 pouvait prédire la récidive au moment du sacrifice avec une
valeur prédictive positive de 70%. L’ utilisation de ce marqueur biologique non invasif pourrait
améliorer I'identification de patients a risque de récidive afin d’organiser une prise en charge
rapprochée, voire d’introduire un traitement préventif ciblé de maniére précoce. A notre
connaissance, le monitorage bactérien des selles n’a jamais été utilisé chez ’'homme afin de

prédire la récidive, et pourrait faire I'objet d’études cliniques ultérieures.

D’autres bactéries pathogenes pourraient faire I'objet de recherches de thérapies ciblées
comme P. mirabilis, une bactérie présentant également des capacités d’adhésion et d’invasion
des CEl. Le taux de P. mirabilis est augmenté dans la flore intestinale des patients porteurs
d’une MC et sa présence au niveau de la flore iléale adhérente a récemment été associée a
une augmentation de 13 fois du risque de RPO endoscopique a 6 mois (143,314). Une étude
de 2015 a également montré que la présence de P. mirabilis au niveau luminal au moment de

la chirurgie était prédictive d’une récidive endoscopique a 6 mois de la chirurgie (315).

Dans notre étude, I'analyse en métagénomique de la flore luminale a montré des résultats
intéressants et concordants avec des études cliniques récentes. Nous avons constaté une
diminution significative de la diversité bactérienne luminale suite a la chirurgie chez
I’ensemble des rats étudiés mais également une variation considérable des proportions des
différents phylums. Cette derniére décennie, la modification de la flore intestinale lors de la
chirurgie a été reconnue dans de nombreux travaux chez les patients atteints d’une MC

(65,140,316). Une étude prospective de 2021 sur 79 patients atteints d’'une MC a montré que
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la chirurgie diminuait de maniére persistante la diversité a du microbiome et du métabolome
et augmentait fortement les proportions d’E. coli. Par ailleurs, les auteurs ont constaté parmi
les facteurs étudiés (type d’atteinte, activité de la maladie, traitement antibiotique) que la
chirurgie était le plus grand facteur pourvoyeur de modification du microbiome (317). S'il
existe des résultats contradictoires dans la littérature sur 'association entre réduction de la
diversité a et RPO endoscopique, la réduction de la diversité B a, quant a elle, été
systématiquement associée a la RPO de la MC a 6 mois mais également a plus long terme (18
mois apres la chirurgie). Dans nos travaux, le lien entre la modification de la diversité aet  a
la suite de la chirurgie et la RPO n’a pas été étudié et pourrait faire I'objet d’études ultérieures,

afin de caractériser encore mieux ce modeéle animal.

Concernant le Tofacitinib, il s’agit notre connaissance de sa premiére évaluation dans un
modéle animal de RPO de MC. Dans cette étude, nous avons constaté que I'administration
orale péri-opératoire de Tofacitinib, a une posologie similaire a celle utilisée chez I'homme,
entrainait une diminution significative de 30% de la sévérité des Iésions endoscopiques a S15,
et une réduction de plus de 4 fois du risque de RPO a S18. Nous avons également constaté
une réduction des lésions histologiques chez les rats traités. Ainsi, les résultats décevants des
précédentes études cliniques sur |’effet du Tofacitinib dans la MC méritent d’étre revus et les

anti-JAK ont peut-étre une place dans la stratégie de prévention de la RPO de la MC.

Les modifications de la diversité de la flore intestinale obtenues dans notre modele de rats
Tg HLA-B27, semblables a celles observées chez les patients atteints de MC, renforcent encore
sa crédibilité comme modeéle pré-clinique de RPO de MC. L'utilisation de I’endoscopie
digestive a complété la performance de ce modele de RPO avec, a terme, |'espoir de mettre
en place un systeme de biopsies, ou encore de modifier le suivi avec un étalonnage des lésions

au cours du temps, y compris au-dela de S18, sans nécessiter de sacrifier les animaux.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Nos travaux ont identifié S. cerevisiae CNCM 1-3856 comme un possible et nouveau
traitement dans la prévention de la RPO apres RIC, induite par les AIEC. Son innocuité et son
efficacité, tant sur le plan macroscopique qu’histologique, pourrait en faire une thérapeutique
de choix chez les patients colonisés par les AIEC. A cet effet, le dépistage des AIEC dans les
selles pourrait permettre d’adapter précocement la stratégie de prévention de la RPO. La
guantification du risque de RPO par la détermination de valeurs seuils d’AIEC luminaux chez
les patients pourrait constituer une voie de recherche possible. Par ailleurs, le développement
de traitements immunomodulateurs dans la MC se poursuit, et I'adjonction des anti-JAK
pourrait venir compléter I'arsenal thérapeutique disponible pour prévenir la RPO. Dans ce
contexte, le Tofacitinib a montré des résultats prometteurs dans la RPO endoscopique et
macroscopique dans notre modele murin. Le rat Tg HLA-B27 a confirmé au cours du temps sa
reproductibilité et sa robustesse en tant que modéle de RPO de la MC, notamment grace a la
mise en place d’améliorations techniques innovantes telles que I’endoscopie ou la

caractérisation de sa flore par métagénomique.
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Résumé

Si la chirurgie garde un réle thérapeutique majeur dans la maladie de Crohn, la prévention
de la récidive post-opératoire est un enjeu essentiel. En effet, malgré I’essor des
biothérapies, la quasi-totalité des patients opérés vont présenter une récidive d’abord
endoscopique puis clinique pour finalement conduire a une seconde intervention dans 15 a
20% des cas. Certains facteurs de risque de récidive comme le tabac, les résections itératives
et/ou étendues, les lésions ano-périnéales, la plexite myentérique, les granulomes
épithélioides, le phénotype pénétrant et I'absence de traitement prophylactique post-
opératoire ont été bien établis. Actuellement la prévention de la récidive post-opératoire
repose principalement sur le sevrage tabagique chez tous les patients et la prescription
d’anti-TNFa dés lors qu’il existe au moins 2 facteurs de risque de récidive (haut risque de
récidive). Cependant, de nouvelles techniques chirurgicales ont été récemment décrites, et
pourraient modifier les stratégies de prévention post-opératoire. L’anastomose latéro-
latérale anti mésentérique de Kono a été montrée comme diminuant significativement la
récidive clinique et endoscopique en comparaison avec les techniques d’anastomoses
conventionnelles. Les stricturoplasties longues latéro-latérales isopéristaltiques ont montré
leur faisabilité et un faible taux de récidive chirurgicale a long terme. Les résections
digestives avec exérése mésentérique extensive ont diminué le taux de récidive en
comparaison avec des patients opérés de maniére conventionnelle (2,9 vs 40% a 5 ans). Si
les résultats de ces nouvelles techniques chirurgicales se confirmaient, les indications de
traitements immuno-modulateurs post-opératoires pourraient étre revus a la baisse chez

les patients considérés a haut risque de récidive.

Mots Clés : Maladie de Crohn, Récidive, Résection iléo-caecale, Anastomose
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Points essentiels

- Les patients atteints d’une maladie de Crohn seront opérés dans 30 a 50 % des cas
au cours de leur vie, amenant ainsi la résolution des symptomes obstructifs a plus ou
moins long terme. Cependant, la récidive endoscopique post-opératoire concerne la
quasi-totalité des patients et son dépistage est essentiel puisqu’elle précede la
récidive clinique puis chirurgicale. Ainsi, 15 a 20% des malades vont nécessiter une
nouvelle résection intestinale.

- Plusieurs facteurs de risque ont été impliqués dans la récidive post-opératoire : le
tabac, les résections itératives et/ou étendues (> 50 cm), les lésions ano-périnéales,
la plexite myentérique, les granulomes épithélioides et I'absence de traitement
prophylactique post-opératoire. Le phénotype pénétrant de la maladie de Crohn
classiquement reconnu comme favorisant la récidive post-opératoire a récemment
été identifié comme un facteur protecteur de la récidive.

- Actuellement, la prophylaxie de la récidive impose dans tous les cas I’arrét du tabac
et la prescription d’anti-TNF chez les patients a haut risque de récidive (> 1 facteur
de risque). L’efficacité des anti-TNF est cependant limitée et se dégrade avec le
temps.

- Le consensus ECCO (European Crohn’s and Colitis Organisation) privilégie
I’'anastomose latéro-latérale mécanique en cas de résection iléo-caecale et considére
la stricturoplastie comme une alternative valable a la résection pour les sténoses
courtes ou longues de l'intestin gréle, en dehors des formes perforantes ou seules
les résections sont envisageables. Les techniques de stricturoplasties longues pour
des sténoses étendues ont donné des résultats encourageants sur la cicatrisation

endoscopique et la récidive chirurgicale a long terme.
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- L’anastomose latéro-latérale de Kono et les résections intestinales avec exérése
mésentérique extensive ont montré des résultats prometteurs avec une diminution
de la récidive endoscopique, clinique et chirurgicale. Ces nouvelles techniques
pourraient ainsi limiter la prescription post-opératoire d'immuno-modulateurs chez

les patients considérés a haut risque de récidive.

1. Introduction

La chirurgie occupe une place essentielle dans la prise en charge des patients atteints de
maladie de Crohn (MC). Le taux de patients opérés a été diversement apprécié dans la
littérature et des différences significatives ont été montrées entre les études de populations
et les données issues des centres de référence. On considére néanmoins que 30 a 50% des
malades vont nécessiter au moins une résection chirurgicale au cours de leur vie (1). Les
biothérapies peinent encore a montrer une diminution du taux global d’interventions
chirurgicales. En effet, malgré un nombre croissant de patients sous traitements biologiques,
le taux de résections coliques droites (résections iléo-caecales (RIC) et hémi-colectomies
droites) et I'étendue des résections sont restés stables dans le temps (2). On a méme observé
une augmentation du taux de résection des formes perforantes (3). La chirurgie a I'avantage
de supprimer I'ensemble des lésions macroscopiques, de soulager immédiatement les
symptdémes obstructifs, d’améliorer la qualité de vie, au prix d’'une morbidité faible et d'une
mortalité nulle, et d’avoir un co(t sociétal plus faible qu’un traitement par biothérapie (4,5).
Néanmoins, une grande majorité des patients va présenter une récidive endoscopique dans
I'année post-opératoire (6). On sait par ailleurs que cette récidive endoscopique précéde la

récidive clinique puis chirurgicale. Ainsi, la prévention, le dépistage ou la prise en charge de
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cette récidive endoscopique sont essentiels puisqu’elle annonce une nouvelle résection
chirurgicale constatée pour 15 a 20% des patients (7).

Certains facteurs de risque de récidive post-opératoire ont été bien identifiés. Il s’agit du
tabagisme actif, des résections itératives et/ou étendues (> 50 cm), des lésions ano-
périnéales, de la plexite myentérique, des granulomes épithélioides sur pieéce opératoire, et
de I'absence de traitement prophylactique post-opératoire (8). Le phénotype pénétrant de la
MC a initialement été associé a un taux de récidive post-opératoire plus important comparé
au phénotype sténosant ou inflammatoire (8) mais une récente étude de cohorte a montré
des résultats contradictoires (9). Par ailleurs, de solides données sont disponibles dans la
littérature sur le réle du flux fécal et du microbiote intestinal sur la récidive post-opératoire,
et des données plus récentes soulignent enfin le réle du mésentere dans cette récidive (10—
12).

Le but de ce travail a été, au travers d’une revue de la littérature, de mettre a jour nos
connaissances sur la prise en charge médicale et chirurgicale de la récidive post-opératoire de

la MC.

2. Influence du tabac sur la récidive post-opératoire

Le role délétere du tabac sur I’évolution de la MC a été souligné pour la premiére fois en
1984 et a été confirmé dans des études plus récentes (13). Le tabac a augmenté le risque de
récidive clinique et endoscopique apres chirurgie (14). Le sevrage tabagique a diminué
significativement le taux de récidive clinique et endoscopique dans des études prospectives
multicentriques (15). L’arrét du tabac dans les suites d’une RIC a diminué par 4 le taux de
récidive chirurgicale (38 vs 10%, p=0,02) (16). Les mécanismes lésionnels du tabac sur le tube

digestif sont encore imparfaitement compris et impliqueraient une altération du systéme
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immunitaire et du microbiote intestinal, ainsi que la modification de la perméabilité et de la

mobilité intestinale (17).

3. Rdle du flux fécal et de la flore intestinale sur la récidive post-opératoire

L'implication du flux fécal dans la physiopathogénie des lésions inflammatoires liées a la
MC a largement été souligné. L'isolement du segment intestinal par la dérivation du flux fécal
au moyen d’une stomie de dérivation a permis en effet I'amélioration rapide des symptomes
cliniques mais aussi des lésions muqueuses (11). En pratique quotidienne, nous avons
constaté que certains patients s’opposaient a toute idée de rétablissement de la continuité
digestive par peur d’'une détérioration clinique. Cependant, les résultats a long-terme de ces
dérivations digestives ont été décevants pour 20 a 40% des patients chez qui une résection
digestive a été nécessaire pour des lésions récidivantes ou évolutives en amont ou en aval de
la stomie (18,19). La dérivation digestive a donc permis une amélioration partielle des lésions
inflammatoires liées a la MC mais pas de cicatrisation compléte et le rétablissement de la
continuité digestive s’est soldé par une récidive des Iésions dans I'immense majorité des cas
(20). Le reflux des matieres fécales vers I'intestin gréle d’amont aprés RIC, lié en partie a la
perte de la valvule de Bauhin, serait responsable de la récidive pré-anastomotique (21). Les
bactéries de la flore intestinale coloniseraient la muqueuse de l'intestin gréle d’amont et
favoriseraient ainsi la récidive des lésions. La réintroduction d’une flore intestinale autologue
en aval d’'une stomie de dérivation a été responsable d’une inflammation muqueuse dés le
8iéme jour (12). Des techniques de valves anti-reflux aprés RIC ont été évaluées avec des
résultats intéressants sur la récidive endoscopique et chirurgicale (respectivement, 46% a 3

ans et 16% a 5 ans) (22).
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La flore intestinale est le siege de profondes modifications dans la MC avec une réduction
de sa biodiversité. Cette dysbiose se traduit par une diminution de bactéries anti-
inflammatoires et/ou une augmentation des bactéries pro-inflammatoires et pourrait étre a
I'origine du déclenchement de la MC et de la récidive (23). Par exemple, la diminution au sein
de la flore intestinale de la bactérie anti-inflammatoire Faecalibacterium prausnitzii a été
associée a une augmentation de la récidive endoscopique a 6 mois (24). Inversement, une
forme particuliére d’Escherichia coli ayant la capacité d’envahir la muqueuse intestinale (E.
coli adhérent et invasif ou AEIC) puis de se répliquer au sein des macrophages en induisant la
production de TNF a a été mise en cause dans la récidive post-opératoire (25). Récemment, la
présence d’AIEC dans la muqueuse iléale a été corrélée a la sévérité de la récidive

endoscopique a 6 mois (26).

4. Influence des techniques chirurgicales sur la récidive post-opératoire

a. Type d’intervention

La fréquence de la récidive post-opératoire a varié selon la localisation de l'atteinte
digestive avec des résultats différents en fonction des époques et des études. En 1975,
Greenstein et al. ont suggéré que les RIC étaient plus a risque de récidive que les résections
coliques (53% vs 11%), sans que la différence soit toutefois significative (27). Onali et al. ont
rapporté sur 537 patients opérés entre 2001 et 2007 que la RIC était plus a risque de récidive
endoscopique mais moins a risque de récidive clinique que les autres types de résections sur
une durée de suivi moyenne de 8 ans (28). Trés récemment, une étude a suggéré que les RIC
avaient un risque significativement inférieur de récidive chirurgicale a 5 ans comparé aux

résections entérales et coliques (29). Il n’existe pas a I’heure actuelle de recommandation sur
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le traitement prophylactique en fonction de la localisation initiale de la maladie ou de

I'intervention réalisée.

b. Type d’anastomose

i. Anastomose conventionnelle

La morphologie anastomotique est susceptible de modifier le taux de récidive post-
opératoire en agissant sur différents facteurs : elle influencerait la stase fécale et la pullulation
microbienne locale, le reflux fécal dans I'anse digestive d’amont, et la vascularisation
intestinale (30,31). Idéalement, I'anastomose doit étre la plus large possible et devrait limiter
le reflux vers I'intestin gréle d’amont, sans sténose ischémique a long-terme. Cependant, le
taux de récidive post-opératoire aprés différents types d’anastomoses a été diversement

apprécié dans la littérature avec des résultats contradictoires.

Dans une étude prospective randomisée incluant des anastomoses iléo-coliques, grélo-
gréliques et colo-coliques, le taux de récidive a été moins important pour les anastomoses
mécaniques comparé aux anastomoses manuelles (30). Dans une méta-analyse de 2007,
Simillis et al. ont conclu que les anastomoses latéro-latérales et les anastomoses mécaniques
se compliquaient moins que les anastomoses termino-terminales manuelles avec des taux de
récidives post-opératoires comparables (31). L'agrafage mécanique, par une diminution des
manipulations tissulaires et un espacement uniforme entre les agrafes, semble diminuer le
taux de fistules anastomotiques. En effet, la revue systématique d’études prospectives de la
Cochrane de 2011 sur les RIC pour étiologies cancéreuses et non cancéreuses a comparé les
anastomoses latéro-latérales mécaniques aux anastomoses termino-terminales manuelles en

montrant un taux de complications post-opératoires inférieur pour les anastomoses

153



mécaniques (32). Dans cette étude, I'analyse en sous-groupe des patients porteurs de MC ne
montrait néanmoins pas de différence entre les 2 types d’anastomoses. Les mémes résultats
ont été rapportés dans une étude prospective multicentrique randomisée dans la MC dans
laquelle les taux de complications et de récidives post-opératoires étaient identiques pour les
anastomoses mécaniques ou manuelles (33). Dans une étude rétrospective incluant 141 RIC
pour MC, le taux de récidive aprés anastomoses manuelles latéro-latérales a été moins
important qu’aprés anastomoses mécaniques termino-latérales (34). Une méta-analyse de
2013 ne montrait pas de différence en termes de complications et de récidives des
anastomoses latéro-latérales comparées aux anastomoses termino-terminales pour MC (35).
Des résultats contradictoires ont été rapportés dans une méta-analyse de 2014 sur les RIC
pour MC, ol les anastomoses mécaniques latéro-latérales étaient associées a un risque
inférieur de complications et de récidive clinique et chirurgicale que les anastomoses
manuelles termino-terminales (36). Plus récemment, une méta-analyse concluait dans la MC
a la supériorité de l'anastomose mécanique latéro-latérale sur I'anastomose manuelle
termino-terminale avec moins de récidives cliniques (OR : 0,32, IC 95% [0,13-0,77]) et

chirurgicales (OR : 0,22, IC 95% [0,05-0,95]) quel que soit le type de résection intestinale (37).

Ainsi, les anastomoses iléo-coliques et grélo-gréliques latéro-latérales mécaniques
semblent faire consensus dans la MC (8,38). Il n’existe pas a notre connaissance de

recommandation pour les anastomoses colo-coliques et iléo-rectales.

ii. L’anastomose de Kono (Figure 1).
En 2011, une équipe japonaise décrit une nouvelle anastomose et introduit la notion de
torsion mécanique dans le processus de récidive post-opératoire. Une anastomose latéro-

latérale manuelle (antimesenteric functional end-to-end handsewn anastomosis) était

154



réalisée apres confection d’une « colonne de support » par adossement des 2 lignes de section
mécaniques intestinales. En effet, les segments intestinaux étaient sectionnés a I'aide d’une
pince linéaire mécanique dans un axe perpendiculaire au plan du mésentére. Apreés
renforcement des points d’angles digestifs, les 2 lignes de section étaient réunies par 5 a 7
points de suture séparés pour créer la colonne de support. L'intestin gréle et le colon étaient
ensuite ouverts longitudinalement sur respectivement 7 et 8 cm en démarrant I'ouverture a
1 cmde la ligne d’agrafe. L’anastomose était alors réalisée transversalement a I'aide de surjets
et de points séparés puis la bréche mésentérique était refermée a points séparés (39).

Plusieurs éléments expliqueraient I'intérét de cette technique d’anastomose : la colonne
de support permettrait de maintenir le diamétre anastomotique et d’éviter la torsion et la
sténose de I'anastomose. On a souligné avec cette technique un diamétre anastomotique plus
important que lors d’anastomoses latéro-latérales mécaniques ou termino-terminales (8cm
vs 6 et 2 cm, respectivement) (39). De plus, cette colonne de support placée en arriere de
I'anastomose se comporterait comme une barriére protégeant d’une récidive de la maladie a
partir du mésentére (cf. Role du mésentere) (39,40). L'anastomose latéro-latérale sur le
versant anti-mésentérique aurait I'avantage théorique de conserver intacte la vascularisation
et 'innervation intestinale et permettrait d’éviter la suture toujours difficile des bords libres
intestinaux mésentériques comme c’est le cas pour les anastomoses termino-terminales.
Enfin, a I'inverse d’'une anastomose mécanique, la ligne de suture manuelle garderait une
certaine souplesse et favoriserait I'efficacité de futures dilatations endoscopiques en cas de
sténoses.

En 2011, Kono et al. ont rapporté les résultats d’une étude rétrospective et multicentrique
de 69 patients opérés d’anastomoses iléo-coliques, grélo-gréliques ou colo-coliques selon

Kono en les comparant a une série historique de 73 patients avec une anastomose latéro-
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latérale ou termino-terminale manuelle ou mécanique (39). Des contréles endoscopiques a 6
mois et a 1 an post-opératoires étaient réalisés par un gastroentérologue en aveugle de la
technique chirurgicale. Le score de Rutgeerts a 1 an et le taux de récidive chirurgicale étaient
significativement diminués dans le groupe anastomose de Kono (respectivement, 2,6 vs 3,4 ;
p=0,008 et 0 vs 15% ; p=0,0013). Une autre étude prospective et multicentrique (4 hopitaux
japonais et 1 américain) menée par la méme équipe a rapporté les résultats de cette
anastomose sur 187 patients. Avec un suivi moyen de 65 mois, le taux de récidive chirurgicale
a été de 1% (41). Tres récemment, une équipe napolitaine a rapporté les résultats de
I’'anastomose de Kono apres RIC dans une étude prospective randomisée sur 79 patients.
Trente-six patients opérés selon Kono ont été comparés a 43 patients avec une anastomose
latéro-latérale mécanique. Les taux de récidive endoscopique a 6 mois, de récidive clinique et
de récidive chirurgicale a 2 ans ont été inférieurs chez les patients opérés selon Kono
(respectivement 22,6 vs 62,8% ; p < 0,001, 18 vs 30,2% ; p = 0,004, et 0 vs 4,6% ; p = 0,3) (42).
Certains biais méthodologiques ont cependant limité les conclusions de cette étude. En effet,
le caractere monocentrique de I'étude, le taux important de patients opérés par laparotomie
(48%) avec des formes récidivantes (59,5%) invitent a confirmer ces résultats et a I'heure
actuelle, I'anastomose de Kono n’est pas recommandée en pratique courante.

Les résultats des principales études sur 'anastomose de Kono ont été rappelés dans le

Tableau 1.

iii. Stricturoplastie
La MC est avec lI'ischémie intestinale aiglie I'étiologie la plus fréquente du syndrome de
gréle court. Les techniques de stricturoplasties se sont progressivement développées, d’abord

pour des sténoses courtes puis pour des sténoses plus longues supérieures a 20 cm (44), avec
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pour ambition d’éviter les résections intestinales. La faisabilité de ces « plasties
d’élargissement » a été bien montré dans une méta-analyse sur 1112 patients incluant 3259
stricturoplasties (81% Heineke-Mikulicz, 10% Finney, 5% latéro-latérales isopéristaltiques)
avec 13% de complications post-opératoires, 4% de complications septiques (fistules
anastomotiques et abces) et une mortalité nulle (38). Les localisations sténosantes candidates
a un traitement par stricturoplastie ont été duodénales, jéjunales, médio-gréliques ou iléales
terminales. En 2016, une équipe belge de Louvain a rapporté chez 36 patients les résultats
d’une stricturoplastie longue isopéristaltique « modifiée », en sectionnant I'iléon malade dans
sa partie médiane et en réalisant une anastomose latéro-latérale isopéristaltique incluant la
valvule iléo-caecale. Avec un suivi médian de 18,9 mois, 14 patients ont présenté une récidive
clinique, 1 patient a été réopéré a 63 mois mais aucune stricturoplastie n’a d( étre réséquée
(45). Les résultats ont été réactualisés en 2020 par cette méme équipe, sur 52 patients avec
une mortalité nulle et une faible morbidité (7,7% de fistules). Avec une durée médiane de suivi
de 5,9 ans, les taux de récidives cliniques et chirurgicales ont été respectivement de 40% et
13% a 5 ans, avec une rémission endoscopique et clinique compléete chez 25,7% des patients.
Aucun cas de cancer n’a été décelé sur le long terme (45).

Ainsi, les stricturoplasties dites conventionnelles (Heineke-Mickulicz, Finney) et les
stricturoplasties longues latéro-latérales isopéristaltiques de type Michelassi ont été retenues
comme une alternative possible a la résection par le consensus ECCO pour les atteintes
étendues de l'intestin gréle avec de meilleurs résultats en termes de récidive chirurgicale (38).
Les stricturoplasties coliques ne sont actuellement pas recommandées et la forme perforante
de MC (présence d’abces, de phlegmon ou de fistules complexes) reste une contre-indication

classique aux stricturoplasties de I'intestin gréle (38,45).
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c. Role du mésentere dans la récidive post-opératoire

L’épaississement mésentérique et I'enroulement de cette hypertrophie graisseuse autour
de l'intestin (fat-wrapping) est quasi-pathognomonique de la MC. Il a été montré une
accumulation de graisse intra-abdominale chez les patients atteints de la MC et cette « obésité
mésentérique » existait méme avec un indice de masse corporelle normale et en dehors de
toute pathologie métabolique (46). Pendant longtemps, on s’est attaché a décrire les lésions
digestives (formes pénétrantes, sténosantes) sans tenir compte des modifications associées
du mésentére, considérées secondaires a l'inflammation intestinale. Les modalités
chirurgicales se sont adaptées aux caractéristiques d’'une maladie bénigne en ne réséquant
qgue les lésions intestinales macroscopiques avec des marges de sécurité minimales sans
emporter le mésentere adjacent a l'inverse de ce qu’impose la chirurgie carcinologique.
Cependant, plusieurs éléments laissent supposer que la maladie débute dans le mésentére et
gue |'atteinte digestive n’est qu’une conséquence d’une progression de I'inflammation vers le
bord mésentérique de l'intestin. Les lésions intestinales sont précisément situées en regard
de cette hypertrophie mésentérique avec une zone transitionnelle correspondante entre le
mésentére et le tube digestif (47). Les lésions muqueuses de la MC peuvent étre
circonférentielles mais prédominent sur le versant intestinal mésentérique (63).
Microscopiquement, on a observé la méme hyperplasie adipocytaire et le méme
épaississement du tissu conjonctif dans le mésentére et la sous-muqueuse intestinale en
regard (10).

En 2018, Coffey et al. a évalué les résultats des RIC associées a une résection mésentérique
extensive chez 34 malades en les comparant a une série historique de 30 patients pour
lesquels la RIC était réalisée au ras du tube digestif sans exérése mésentérique (48). Le taux

de récidive chirurgicale était significativement diminué en cas de résection mésentérique
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associée (2,9 vs 40% ; p = 0,003). La longueur de résection intestinale et le taux de marges de
résection positives étaient également inférieurs en cas de résection mésentérique. Le
mésentére semble donc jouer un role important dans la physiopathologie et dans la récidive
post-opératoire de la MC. Les auteurs ont par ailleurs établi un score d’activité mésentérique
en fonction de I'aspect du mésentére (épaisseur du mésentére et importance du fat-wrapping)
et I'ont corrélé au risque de récidive chirurgicale. Une étude de cohorte rétrospective sur le
mésorectum de patients atteints de MC opérés de proctectomies est allé dans le méme sens
(49). Le taux de complications périnéales (abceés pelviens, sinus périnéal persistant,
hémorragies pelviennes) était inférieur en cas d’exérese totale du mésorectum comparé aux
patients chez qui la proctectomie avait été réalisée au contact du rectum (17,6% vs 59,5% ; p
=0,007) avec un taux de cicatrisation périnéale a 6 mois supérieur (51,4% vs 88,2% ; p = 0,014).
En immunohistochimie, des marqueurs pro-inflammatoires (macrophages CD14+ producteurs
de TNF a) isolés dans le mésorectum, expliqueraient les meilleurs résultats chez les patients
opérés d’'une exérése totale du mésorectum. Une étude internationale, multicentrique,
randomisée comparant la résection mésentérique extensive a la résection conventionnelle
dans les RIC est actuellement en cours avec comme objectif principal I'étude de la récidive
chirurgicale (50). Mais a I’heure actuelle, il n’existe pas de recommandation sur la nécessité

d’une résection extensive du mésentere.

d. Role de la circulation lymphatique sur la récidive post-opératoire
Le réle de I'obstruction des canaux lymphatiques mésentériques dans la physiopathologie
de la MC a été rappelé en 2008 (51), mais depuis longtemps déja, les premiers anatomo-
pathologistes décrivaient sur les pieces fraiches de colectomies une obstruction des canaux

lymphatiques mésentériques comme lésion fondamentale et commune a tous les patients
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atteints de MC. L’étude des pieces fraiches de résection intestinales pour MC, non soumises a
I'effet des antibiotiques, des corticoides ou des immuno-modulateurs, montrait une
lymphangite chronique par obstruction lymphatique lymphocytaire et granulomateuse.
D’autre part, I'obstruction des canaux lymphatiques dans un modele expérimental chez le rat
puis chez le porc (52,53) a reproduit a l'identique les lésions segmentaires intestinales
caractéristiques de la MC : épaississement pariétal intestinal, fistules entéro-entérales et
entéro-cutanées. L'obstruction lymphatique serait a I'origine d’une stimulation des adipocytes
et de la production de cytokines, expliquant ainsi les troubles immunitaires et la réponse
inflammatoire exacerbée dans la MC (54). Ainsi, I'interruption de la circulation lymphatique
mésentérique pourrait étre a |'origine des lésions intestinales de la MC. La section du
mésentére au cours des résections chirurgicales interrompt la circulation lymphatique
mésentérique et favoriserait les récidives des lésions de MC. Il n’existe pas a I’heure actuelle
de traitement pour rétablir la circulation dans des canaux lymphatiques obstrués. Une facon
indirecte de rétablir la circulation lymphatique apres une résection intestinale serait
d’interposer de I'épiploon, particulierement riche en vaisseaux lymphatiques, dans la breche
mésentérique débarrassée au préalable du péritoine viscéral. Sur une série de 20 patients
opérés pour MC avec épiplooplastie trans-mésentérique (ETM), Del Gaudio rapporte
I’'absence de récidive clinique et tomodensitométrique a 5 ans (55). Le rétablissement de la
circulation lymphatique dans le mésentére grace a cette ETM serait a |'origine de ces bons
résultats a long terme. Cette technique n’est cependant pas recommandée en pratique

courante.

5. Autres facteurs de risque de récidive

a. Facteurs histologiques influencant la récidive post-opératoire
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La stratégie chirurgicale d’épargne digestive dans la MC avec des marges de sécurité
courtes amene parfois a réaliser une anastomose sur un intestin en zone microscopiquement
atteinte par l'inflammation. La présence de différents marqueurs histologiques de
I'inflammation au sein des piéces opératoires et de leurs berges d’exérése a donc été évalués
sur la récidive. Le granulome épithélioide, contenant des cellules épithélioides, des
macrophages et des lymphocytes, a été la Iésion histologique la mieux corrélée au diagnostic
de MC méme si elle n’a été retrouvée que chez 37 a 60% des patients (56). Son réle comme
facteur de risque de récidive a longtemps été débattu. Deux méta analyses sur plus de 2000
patients ont montré que le granulome épithélioide était associé a un taux supérieur de
récidive endoscopique (RR=1.37; 95% IC 95% [1-1,87]) et chirurgicale (OR=2.38, IC 95% [1,43-
3,95], p=0, 001) (56,57).

La plexite myentérique est définie par la présence d’au moins une cellule inflammatoire
chronique contigué ou a l'intérieur d’un ganglion ou d’un faisceau nerveux. Elle favoriserait la
récidive post-opératoire via les ganglions et les faisceaux nerveux laissés en place (58) qui
libereraient des médiateurs pro-inflammatoires. Ferrante et al. ont conclu sur 59 patients
opérés de RIC que la présence d’une plexite myentérique sur la marge de résection proximale
iléale augmentait de 13 fois le risque de récidive endoscopique a 1 an (IC 95% [1,45-16,99]) et
qgue la sévérité de cette récidive était significativement corrélée a la sévérité de la plexite et
au nombre de ganglions inflammatoires au sein du plexus (58). Decousus et al. ont également
conclu sur 75 patients que les plexites myentériques au sein des marges de résection
proximales étaient associées a une augmentation de 8,83 (IC 95% [1,45-16,99]) du risque de
récidive endoscopique a 1 an (59). La méta-analyse récente de Ryan et al. a également
confirmé cette association avec la récidive endoscopique sans toutefois montrer de

corrélation avec la récidive chirurgicale (59). Par ailleurs, la plexite myentérique pourrait
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augmenter la récidive en augmentant le taux de complications post-opératoires. En effet, les
fistules anastomotiques post-opératoires ont été responsables d’une augmentation du taux
de récidive chirurgicale (60). Or, 50% des patients développant des complications
anastomotiques ont présenté des marges intestinales pathologiques en histologie
(granulomes, glandes muqueuses pathologiques ou présences de plexite myentérique) (61).
L'examen extemporané des berges de résection intestinales n’est cependant pas

recommandé.

b. Facteurs intrinseques de récidive post-opératoire

La présence concomitante de lésions ano-périnéales, les antécédents de résections
digestives et/ou la nécessité d’une résection de plus de 50 cm d’intestin gréle ont été
associées a une augmentation significative du risque de récidive clinique apres chirurgie (8).
Le phénotype pénétrant reste un facteur de risque de récidive classique (8) mais une récente
étude de cohorte sur 346 patients opérés de RIC pour MC a montré des résultats
contradictoires en identifiant le phénotype pénétrant comme un facteur prédictif

indépendant de protection de la récidive post-opératoire (9).

6. Place du traitement médical

a. Traitements médicaux

- Les traitements par probiotiques n’ont pas montré d’efficacité dans la prévention de la

récidive post-opératoire de la MC et leur utilisation n’est pas recommandée en pratique

(8,38).
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- Les traitements par 5-ASA sont inefficaces dans I'induction et le maintien de la rémission

de la MC (62). La RIC emportant la majorité des Iésions macroscopiques intestinales est une
situation clinique particuliére au cours de la MC. Huit études randomisées en double aveugle
incluant plus de 1100 patients avec MC ont montré la supériorité d’un traitement oral par 5-
ASA aux doses de 2-4 g/j par rapport au placebo dans la prévention de la récidive clinique
survenant dans les 12 a 36 mois apres chirurgie (OR 0,68, IC 95% [0,52-0,9]) (63). Cependant,
méme si les traitements par 5-ASA ont été bien tolérés sans effet indésirable majeur, leur
bénéfice dans cette situation a été modeste avec la nécessité de traiter entre 16 et 19 malades
pour éviter une récidive clinique (64). La méta-analyse plus récente de Gjuladin-Hellon et al. a
mis en évidence des résultats similaires avec un risque de récidive clinique 12 a 72 mois apres
la chirurgie chez 36% des malades traités par 5-ASA vs 43% dans le groupe placebo (64). En
pratique, I'indication d’un traitement prophylactique de la récidive post-opératoire par 5-ASA
est limitée aux malades a faible risque de récidive qui refusent de rester sans traitement
médical avant I'endoscopie de dépistage réalisée 6 a 12 mois plus tard.

- Les traitements antibiotiques par imidazolés (métronidazole et ornidazole) au long cours

administrés entre 3 mois et 1 an ont montré leur efficacité dans 2 études randomisées en
double aveugle permettant une prévention a 1 an de la récidive endoscopique (OR : 0,31, IC
95% [0,10-0,94]) et clinique (OR : 0,14, IC 95% [0,0037-0,546]) (65,66). Malheureusement, ces
bons résultats ont été associés a des effets indésirables fréquents et des arréts de traitements
précoces qui ont limité l'indication de ces antibiotiques aux patients ayant des contre-
indications aux traitements immuno-modulateurs et notamment en cas d’infections post-
opératoires. Certains auteurs ont également proposés I'utilisation des imidazolés en

postopératoire immédiat en attente d’un traitement par anti-TNF a (67).
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- Les corticoides locaux ou systémiques ne sont pas efficaces dans le maintien de la

rémission clinique de la MC aprés RIC (8).

- L'utilisation des traitements par thiopurines (azathioprine et 6-mercaptopurine) dans la

prévention de la récidive post-opératoire a été décevante. Sept essais controlés en double
aveugle ainsi que la méta-analyse Cochrane ont montré un effet modeste des traitements par
thiopurines dans la prévention de la récidive clinique post-opératoire, sans supériorité
significative par rapport a un traitement par 5-ASA mais avec des effets indésirables plus
importants (68). Le rapport bénéfice/risque des thiopurines a donc été faible et ne laisse pas
de place a ces traitements dans la prévention de la récidive post-opératoire, excepté peut étre
chez les patients ayant des contre-indications a un traitement par anti-TNF a.

- Les anti-TNF a ont été les traitements les plus efficaces dans la prévention de la récidive

post-opératoire au cours de la MC (69). La majorité des études contrélées réalisées en
particulier avec l'infliximab débuté dans les 4 semaines aprés l'intervention a montré une
efficacité dans la prévention de la récidive endoscopique post-opératoire 1 an apres la
chirurgie, globalement sans augmentation du risque de complications post-opératoires, en
particulier infectieuses (69). L’efficacité sur la prévention de la récidive clinique a 1 et 3 ans
apres la chirurgie a été en revanche faible avec un score CDAI identique avec ou sans anti-TNF

a (70).

b. Comment prévenir en pratique la récidive post-opératoire au cours de la MC ?

Etant donné la fréquence de la diarrhée et des douleurs abdominales apres RIC en dehors
de toute activité inflammatoire de la maladie, la récidive clinique post-opératoire de MC reste
un diagnostic difficile a poser. En pratique, I'objectif principal du traitement médical est de

diminuer le risque de récidive endoscopique 6 mois a 1 an apres la chirurgie, risque dont
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I'intensité est corrélée a celui de la récidive clinique. La décision de traiter et le choix du
traitement doit dépendre alors des facteurs de risque de récidive du patient, du rapport
bénéfice/risque de chaque traitement et de la préférence du malade.

Pour tous les patients, I'arrét du tabac est fortement recommandé ainsi qu’une coloscopie
de dépistage 6 mois a un 1 an apres l'intervention (8).

- Pour les patients a faible risque de récidive, un traitement médical préventif
systématique n’est pas recommandé avant la coloscopie de dépistage. Un traitement par 5-
ASA peut étre proposé pour les patients anxieux ou pour éviter de perdre de vue les malades.

- Pour les patients ayant 1 facteur de risque, un traitement par métronidazole a faible dose
(250mgX3/j) pendant 6 mois ou par thiopurine, notamment chez les fumeurs incapables
d’étre sevrés, ou par anti-TNF a peut étre proposé.

- Pour les patients a haut risque de récidive (2 facteurs de risque ou plus), le traitement
par anti-TNF a doit étre privilégié. Pour les patients non répondeurs primaires aux anti-TNF a
ou présentant des anticorps anti-TNF a, un traitement par vedolizumab ou ustekinumab peut
étre discuté, méme si I'on manque de preuves de leur efficacité dans cette situation.

La prévention de la récidive post-opératoire est synthétisée dans la Figure 2.

7. Conclusion

La chirurgie dans la MC garde une place majeure et la période post-opératoire est souvent
vécue comme une « lune de miel » par le patient « blanchi » de ses lésions, sans traitement
et sans activité inflammatoire. Cela dit, la récidive post-opératoire reste une préoccupation
importante et méme si I'avénement des biothérapies a permis une diminution des taux de
récidive endoscopique, le taux de récidive clinique a long terme reste encore élevé et une

seconde intervention est nécessaire pour 1 patient sur 5. Les traitements prophylactiques
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post-opératoires chez les patients a haut risque de récidive ne seront peut-étre plus
systématiques si les nouvelles techniques chirurgicales confirment leurs résultats sur la
diminution de la récidive. Ainsi, I'anastomose selon Kono, la résection extensive du mésentére
ou la stricturoplastie latéro-latérale isopéristaltique modifiée permettront peut-étre de
n’envisager de traitement qu’en cas de récidive endoscopique a 6 mois ou 1 an et pourraient

éviter le traitement « a I'aveugle » des malades a haut risque de récidive.

Les auteurs déclarent ne pas avoir de liens d’intérét.

Figure 1 : Les différentes étapes de I'anastomose de Kono aprés résection iléo-caecale.

A : Temps de résection iléocolique au ras du tube digestif. B : Section digestive a la pince mécanique
linéaire perpendiculaire au plan des mésos. C : Renforcement des points d’angles digestifs. D : Création
de la colonne de support par adossement des deux lignes de section. E : ouverture longitudinale
antimésentérique de l'intestin gréle et du colon. F: Anastomose transversale. G : Aspect final de

|’anastomose.

Figure 2 : Stratégie thérapeutique de la prévention de la récidive post-opératoire.

FdR : facteurs de risque, LAP : lIésions ano-périnéales, AC : anticorps
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Abstract

BACKGROUND

Postoperative recurrence (POR) after ileocecal resection (ICR) affects most Crohn's disease
patients within 3-5 years after surgery. Adherent and invasive Escherichia coli (AIEC) typified
by the LF82 strain are pathobionts frequently detected in POR of Crohn's disease and have a
potential role in the early stages of the disease pathogenesis. Saccharomyces cerevisiae CNCM
I-3856 is a probiotic yeast reported to inhibit AIEC adhesion to intestinal epithelial cells and to

favor their elimination from the gut.

AIM
To evaluate the efficacy of CNCM [-3856 in preventing POR induced by LF82 in an HLA-B27

transgenic (TgB27) rat model.

METHODS

Sixty-four rats (strain F344, 38 TgB27, 26 control non Tg (nTg)) were operated on by ICR at the
12th week of life (W12) and sacrificed at the 18th week (W18) of life. TgB27 rats were
challenged daily with the oral administration of LF82 (10° CFU/day, n=8), PBS (n=5), CNCM |-
3856 (10° CFU/day, n=7) or a combination of LF82 and CNCM I-3856 (n=18). nTg rats receiving
LF82 (n=5), PBS (n=5), CNCM 1-3856 (n=7) or CNCM 1-3856 and LF82 (n=9) under the same
conditions were used as controls. POR was analyzed using macroscopic (from 0 to 4) and
histologic (from 0 to 6) scores. Luminal LF82 quantifications were performed weekly for each
animal. Adherent LF82 and inflammatory/regulatory cytokines were quantified in biopsies at

W12 and W18. Data are expressed as the median with interquartile range (IQR).

RESULTS

nTg animals did not develop POR. A total of 7/8 (87%) of TgB27 rats receiving LF82 alone had
POR (macroscopic score 2 2), which was significantly prevented by CNCM 1-3856
administration (6/18 (33%) TgB27 rats, p=0.01). Macroscopic lesions were located 2 cm above
the anastomosis in the TgB27 rats receiving LF82 alone and consisted of ulcerations with a
score of 3.5 (2-4). Seven out of 18 TgB27 rats (39%) receiving LF82+CNCM 1-3856 had no
macroscopic lesions. Compared to untreated TgB27 animals receiving LF82 alone,

coadministration of CNCM 1-3856 and LF82 significantly reduced the macroscopic (3.5 (2-4) vs.
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1 (0-3), p=0.002) and histological lesions by more than 50% (4.5 (3.3-5.8) vs. 2 (1.3-3),
p=0.003). Levels of adherent LF82 were correlated with anastomotic macroscopic scores in
TgB27 rats (r=0.49, p=0.006), with a higher risk of POR in animals having high levels of luminal
LF82 (71.4% vs. 25%, p=0.02). Administration of CNCM [-3856 significantly reduced the levels
of luminal and adherent LF82, increased the production of IL-10 and decreased the production

of IL-23 and IL-17 in TgB27 rats.

CONCLUSION
In a reliable model of POR induced by LF82 in TgB27 rats, CNCM I-3856 prevents macroscopic

POR by decreasing LF82 infection and gut inflammation.
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Colorectal surgery

Core tip:

Gut dysbiosis plays a main role in the postoperative recurrence (POR) of Crohn’s disease (CD).
CD dysbiosis is characterized by a lower microbiota diversity with an increase in pathogenic
species. Among them, adherent and invasive Escherichia coli (AIEC) has been linked to POR.
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) CNCM 1-3856 is a probiotic yeast that specifically
targets AIEC by preventing the bacterial adhesion process and inhibiting its persistence within
the bowel. This study confirmed the capacity of S. cerevisiage CNCM 1-3856 to prevent AIEC-
induced POR by decreasing the infection in a transgenic HLA-B27 rat model of POR after

ileocecal resection.
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INTRODUCTION

Crohn’s disease (CD) is a complex chronic inflammatory bowel disease that requires surgical
resection of macroscopic lesions in approximately 30-50% of patients in their lifetime [1].
Unfortunately, surgery is not curative, and endoscopic recurrence at the anastomotic site
occurs in up to 70% of patients in the first year after surgery, followed by clinical recurrence a
few years later [2]. Postoperative management of these patients is crucial to identify those at
highest risk of recurrence to begin rapid prophylactic treatments targeting mainly tumor
necrosis factor (TNF a) [3], interleukins 12/23 and a4B7 integrins on leukocytes [4]. Given the
high rate of recurrence after intestinal resection for CD and the cost and potential adverse
effects of biologic therapies used in prophylaxis, there is a clear need to identify the
mechanisms leading to postoperative recurrence (POR), to develop noninvasive methods
predicting recurrence and to propose new evidence-based therapeutic strategies.

The physiopathology sustaining POR of CD remains partially unknown. Abnormal
interactions between the mucosal/mesenteric immune system and the intestinal microbiota
favored by surgical techniques and environmental factors are pivotal hallmarks in POR
dynamics [5]. Recently, ileal transcriptome analyses found in CD patients a gene signature of
POR characterized by an upregulation of the IL23 and IL17 pathways together with abnormal
JAK/STAT activation [6]. Numerous changes in the microbial composition and reduction in
species diversity have been observed in the intestinal flora of CD patients [7], and a few studies
have identified an intestinal microbial signature associated with POR. Recolonization of the
neoterminal ileum by Escherichia coli (E. coli), Bacteroides, Fusobacteriaceae and a depletion
of Streptococcaceae, Actinomycineae and Faecalibacterium are associated with endoscopic
recurrence of CD [8]. Among these microorganisms, adherent and invasive E. coli (AIEC)
isolated more than 20 years ago by Darfeuille-Michaud et al. from the ileal mucosa of a patient
with CD [9,10] remains one of the most prominent and influential strains associated with CD.
AIEC are pathobionts found in approximately 30% of CD patients and in 10% of healthy
controls [11]. They are not strictly pathogenic bacteria, and their influence on CD
physiopathology remains incompletely understood. However, AIEC is associated with early
stages of CD and is predictive of endoscopic POR at 6 months [12], reinforcing the need for
interventional studies targeting these bacteria to better understand their direct impact on

mucosal inflammation and to find new opportunities to treat CD patients.
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Several therapeutic strategies, including the use of antibiotics [13], pre/probiotics [14] and
fecal microbiota transplantation [15], have been proposed to target the intestinal flora in CD.
Due to side effects or limited efficacy, their routine utilization cannot be recommended
[16,17]. Other strategies to inhibit adhesion or to specifically erase AIEC using FimH blockers
[18,19] or specific bacteriophages [20,21] are ongoing and seem more promising in preclinical
studies. In this context, Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) CNCM [-3856 is a probiotic
yeast with good tolerance and beneficial effects on gastrointestinal symptoms [22,23] that
has been shown to agglutinate the LF82 adherent invasive E. coli strain and to prevent its
adhesion to intestinal epithelial cells in vitro, favoring LF82 elimination from the gut of mice
[24]. Among the thousands of strains belonging to the AIEC family and identified from
European and USA isolates, LF82 remains the most studied reference strain that can both
adhere to and invade epithelial cells and, moreover, survive and replicate within macrophages
without inducing cellular death [25,26].

In the present study, we developed a new animal model of POR of CD occurring 6 weeks
after ileocecal resection (ICR) in HLA-B27 transgenic (Tg) rats [27,28] infected by the LF82 AIEC
strain [29] to better evaluate the causal role of LF82 on the early steps of CD lesions and the
effectiveness of a rationally selected S. cerevisiae CNCM [-3856 probiotic to prevent

recurrence of the disease.

MATERIALS AND METHODS

Animals

HLA-B27 transgenic (Tg) and nontransgenic (nTg) control Fisher rats (strain F344) were
provided by Professor M. Breban (Cochin Institute, INSERM U1016, Paris, France). Sixty-four
rats were maintained in a specific pathogen-free facility at the Institut Pasteur (Lille, France)
and were fed a standard diet with free access to water. Animals were maintained at a constant
temperature with a 12-hour light/dark cycle. Intragastric gavage administration was carried
out with conscious animals using straight gavage needles appropriate for the animal size.
Surgery was performed under general anesthesia, and postoperative analgesia by opioid
treatment was provided. All animals were euthanized by cervical dislocation under general
anesthesia. Experiments were realized according to the European directive 2016/63/UE
enforced by the decree n°2013-118 and authorized by the departmental ethics committee

(n°CEEA 01292-01).
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LF82 and CNCM 1-3856 strains

The streptomycin-kanamycin-resistant AIEC strain LF82 isolated from an ileal biopsy of a
patient with CD was provided by Professor Nicolas Barnich (Clermont-Auvergne University,
France) and used as an AIEC reference strain [30]. Bacteria were routinely grown at 37 °C in
Brain-Heart broth or on Drigalski agar plates. The dry S. cerevisiae CNCM 1-3856 yeast strain
was provided by Lesaffre International (Marcq-en-Baroeul, France). The LF82 and CNCM |-
3856 strains were rehydrated at room temperature in phosphate buffered saline (PBS, pH=7.2,

2X109 CFU/mL) before gavage.

Experimental design

ICR with end-to-end anastomosis was performed at 12 weeks (W) of life (W12) in 64 rats (38
Tg, 26 nTg) (Figure 1). ICR was performed blindly by two operators (CD and CV) in Tg and nTg
animals. Tg rats were challenged daily by oral gavage in the morning with PBS (Tg PBS, n=5),
CNCM 1-3856 alone (109 CFU/d) (Tg CNCM 1-3856, n=7), LF82 alone (109 CFU/d) in the
afternoon (Tg LF82, n=8), or an association of CNCM 1-3856 (109 CFU/d) and LF82 (109 CFU/d)
(Tg CNCM [-3856+LF82, n=18) given respectively in the morning and in the afternoon. Age-
matched nTg rats receiving PBS (nTg PBS, n=5), CNCMI-3856 alone (nTg CNCM [-3856, n=7),
LF82 alone (nTg LF82, n=5), or an association of CNCM 1-3856 and LF82 (nTg CNCM I-
3856+LF82, n=9) under the same conditions were used as controls. LF82 was administered
from W11 to W18, and CNCM 1-3856 was similarly administered from W10 to W18 in Tg and
nTg rats. Streptomycin was given in drinking water at 0.5 mg/ml for the last 3 days (d) of W10
in Tg and control animals. The rats were followed during the eight-week procedure for weight
changes (% of change compared to initial body weight at W11), diarrhea and the presence of

macroscopic bloody stools and were killed at W18.

Macroscopic and histologic lesions

At W18, the whole intestine was excised and photographed. Anastomotic macroscopic lesions
(* 2 cm above anastomosis) were assessed blindly using a macroscopic grading scale adapted
from the Rutgeerts score ranging from 0 to 4 (Figure 2) [2]. By analogy with endoscopic
recurrence after surgery in patients with Crohn’s disease (25), postsurgical recurrence was
defined by a macroscopic score of 2 2 corresponding to the presence of ulcerations * stenosis.

The results were expressed as the median with interquartile range (IQR).
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Transparietal biopsies of anastomotic areas were collected during surgery at W12 and W18.
Tissues were fixed in 4% buffered formaldehyde, embedded in paraffin and stained by May
Grunwald Giemsa for scoring (from 0 to 6) using the adapted score of Geboes (Table 1) [31].
Identical areas of each section of the different biopsy specimens were examined at
magnification X10 by two blinded observers familiar with the scoring system (CD and CV).
Anastomotic histologic scores were expressed as the median score with IQR when an

interobserver coefficient of variation < 15% was obtained.

Luminal and adherent quantification of LF82

Feces (10-600 mg) were collected weekly from W11 to W18 for each animal after abdominal
massage for the quantification of luminal LF82. Mucosal anastomotic swabs (10-100 mg) were
performed at W12 during surgery and at sacrifice (W18) in all animals for the quantification of
anastomotic adherent LF82. Fresh feces and swabs were collected in 1.5 ml of sterile solution
of cysteinated Ringer’s solution. After serial dilutions, samples were incubated for 24-48 hours
at 37 °C in Drigalski agar containing 100 pg/ml streptomycin to select and quantify LF82
expressed in logl0 CFU per gram of feces. The results are expressed as the median with

interquartile range.

mMRNA quantification in anastomotic biopsies at W12 and W18

Anastomotic biopsies were frozen at -80 °C, and total RNAs were extracted using a Nucleospin
RNA kit (Macherey Nagel). After RNAses inactivation, genomic DNA was suppressed from the
samples by DNAse treatment, and total RNAs were elued in RNAse-free water. RNA content
was measured using a NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Retro-transcription of total RNA was achieved using a High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Random primers, RT buffer and
reverse transcriptase were added to 1 pg of total RNA for 10 minutes at 25 °C, then 2 hours at
37 °C and finally 5 minutes at 85 °C in the Gene AmpPCR System 9700 automaton (Thermos
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). All kits were used according to the
manufacturers’ protocols. IL-1B, IL-6, TNF o, IFN y, IL-17, IL-23 and IL-10 were quantified by
gPCR in real time for 40 cycles in the StepOnePlus™ Real Time PCR system (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) using SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific). gPCR signal quantification was expressed relative to the expression of B-actin used

as a reference gene. The results are expressed as the median with interquartile range.

182



Statistical analysis

Data are expressed as the median with IQR. Comparisons were performed using the
nonparametric Mann—-Whitney test for unmatched data and the Wilcoxon signed-rank test for
matched data. Pearson’s chi-square test was used for contingency analysis. The correlation
between macroscopic scores and the number of LF82 was tested using Spearman’s test. To
classify animals with low or high quantities of LF82, a cutoff value was determined using a
receiver operating characteristic (ROC) curve. The risk of recurrence for low and high
producers was compared using Pearson’s chi-square test. All statistical tests were two-tailed
and considered statistically significant if p<0.05. Statistical analyses were conducted using
GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA) software package for PC and Xlstat
2020.1 version for the ROC curve.

RESULTS

Effect of CNCM 1-3856 on clinical signs

No mortality, diarrhea or bloody stools were observed in any animals receiving PBS, LF82
alone, CNCM 1-3856 alone or CNCM |-3856+LF82 during the 8-week observation study.

A similar pattern of weight evolution was observed in nTg (Figure 3A) and Tg animals (Figure
3B), with a significant weight loss occurring one week after surgery followed by a weight
recovery phase. A more important weight loss was transitorily observed at W13 in Tg rats
receiving LF82 vs. CNCM 1-3856+LF82 (95.7 IQR: 92-97 vs. 85.4 IQR: 81-94, p=0.007). The global
weight changes assessed by the relative difference in weight variation between W11 and W18

were similar in the 4 groups of Tg and nTg animals.

Effect of CNCM 1-3856 on anastomotic macroscopic lesions and postsurgical recurrence

No intestinal lesions were present at W12 in any animal. No macroscopic lesions (or therefore,
postsurgical recurrence) were observed at W18 in control nTg animals receiving PBS, CNCM |-
3856 alone, LF82 alone, or CNCM 1-3856+LF82 (Figure 4A). In contrast, anastomotic
macroscopic lesions corresponding mainly to edema and ulcerations on more than 20% of the
anastomotic area without stenosis were observed in Tg rats receiving LF82 (3.5 IQR: 2-4),
leading to 87.5% postsurgical recurrence in this group of animals (Figures 4A-B). Compared to
untreated Tg rats receiving LF82 (3.5 IQR: 2-4), coadministration of CNCM [-3856+LF82

significantly reduced the macroscopic score (1 IQR: 0-2, p=0.002) and postsurgical recurrence
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(87.5% vs. 33.3%, p=0.01) by more than 60% (Figures 4A-B). Anastomotic macroscopic lesions
were similar in Tg rats receiving PBS or CNCM 1-3856 alone or CNCM 1-3856+LF82, without a

difference from control nTg animals (Figure 4A).

Effect of CNCM 1-3856 on anastomotic histologic lesions

No histologic lesions were present at W12 in any animal (data not shown). At W18, no
significant and only mild histologic lesions characterized by neutrophil infiltration not
exceeding 30% of lamina propria cells were observed in control nTg animals receiving either
PBS, LF82 alone, CNCM 1-3856 alone or CNCM |-3856+LF82 (Figure 5). In contrast, erosions and
mucosal ulcerations associated with moderate neutrophil infiltration were observed at W18 in
Tg rats receiving LF82 (4.5 IQR: 3.3-5.8) (Figure 5). Compared to untreated Tg animals receiving
LF82, coadministration of CNCM 1-3856 and LF82 significantly reduced the histological lesions
by more than 50% (4.5 IQR: 3.3-5.8 vs. 2 IQR: 1.3-3, p=0.003) (Figure 5). No significant lesions
were observed in Tg rats receiving PBS or CNCM [-3856 alone, which was not different from

the findings in control nTg animals (Figure 5).

Effect of CNCM 1-3856 on luminal and adherent LF82 levels (W12-W18)

At week 12, i.e., one week after the beginning of LF82 administration (109 CFU/d), the
guantities of luminal (Figure 6A) and adherent (Figure 7A) LF82 were similar in Tg and nTg rats
receiving LF82 alone or CNCM 1-3856+LF82. While the levels of luminal (4.4 IQR: 2.5-5.2 vs. 3.4
IQR: 1.7-5.5) and adherent (2.7 IQR: 2.4-3 vs. 3.1 IQR: 2.3-5) LF82 remained similar between
week 12 and W18 in Tg rats receiving LF82 alone (Figures 6-7), a significant decrease in luminal
(4.6 1QR: 3.5-5.2 vs. 1.8 IQR: 1.7-2.3, p=0.0002) and adherent (3.1 IQR: 2.5-3.6 vs. 2.5 IQR: 2.3-
2.6, p=0.0005) LF82 was observed in paired Tg animals receiving CNCM 1-3856+LF82 between
W12 and W18 (Figures 6-7).

In addition, the global persistence of viable luminal LF82 after surgery and during the last 5
weeks of the study was significantly higher in the stools of Tg rats receiving LF82 alone (0.22
IQR: 2.071e-008-0.7) compared to Tg rats receiving CNCM 1-3856+ LF82 (-0.6 IQR: -0,7-0.3,
p=0.0004) (Figure 8).

Correlation between LF82 levels and macroscopic lesions in Tg rats
A correlation was found between the levels of adherent LF82 and the scores of anastomotic

macroscopic lesions observed at W18 in Tg animals receiving LF82 alone or in combination
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with CNCM [-3856 (r=0.49, p=0.006) (Figure 9A). These levels of anastomotic adherent LF82
were correlated at W12 (r=0.81, p=0.02) and W18 (r=0.79, p=0.03) with the levels of luminal
LF82 in paired Tg animals receiving LF82 alone (Figures 9B-C). Next, we analyzed whether
luminal LF82 levels at W14 may be predictive of postsurgical recurrence in the 26 Tg rats
receiving LF82 alone (n=8) or in combination with CNCM 1-3856 (n=18). Using a cutoff value of
2.262 log10 CFU of luminal LF82 per g of stool determined by ROC curve, 14 animals at W14
were classified as highly infected by LF82, and 12 were classified as midly infected (Figure 10A).
Postsurgical recurrence was significantly more frequent in the highly infected Tg rats than in
the midly infected Tg rats (71.4% vs. 25%, p=0.02) (Figure 10B). A value of 2.262 log10 CFU
luminal LF82 per g of stools at W14 had an 80% sensitivity, 69.2% specificity, 71.4% positive

predictive value and 75% negative predictive value for postsurgical recurrence.

Anastomotic cytokine mRNA quantification

Levels of IL-1B, IL-6, TNF a and IFN y mRNA were variable and similar in all Tg and nTg animals
at W12 and W18, regardless of the presence of POR, LF82 administration or treatment with
CNCM [-3856 (data not shown).

Concerning IL-10 mRNA levels, the only significant difference found by paired analysis in
the different groups of animals revealed higher levels of IL-10 mRNA at W18 compared to W12
in animals receiving CNCM 1-3856. In the Tg groups, administration of CNCM 1-3856 with or
without coadministration of LF82 induced a significant increase in IL-10 production between
surgery and sacrifice (respectively 2.5-105 IQR: 1.7-105-2.6-105 vs. 4.9-105 IQR: 3.3:105-9-105,
p=0.017 and 2.6-105 IQR: 1.5-105-3.9-105 vs. 7.4-105 IQR: 5.3-105-0.4-105, p=0.031), while
similar IL-10 levels were found in animals receiving LF82 alone (Figures 11 A-B-C).

Concerning IL-23 mRNA levels, a significant increase was observed at W18 in Tg animals
receiving LF82 alone in comparison to groups of rats treated by CNCM 1-3856 with or without
administration of LF82 (respectively p=0.04 and p=0.006) (Figure 12 A). Additionally, using a
paired t test, a significant increase in inflammatory IL-23 production was observed between
surgery and sacrifice in the Tg group receiving LF82 alone (2.2:104 IQR: 1.8-:104-8:104 vs.
26.9-104 IQR: 6.1:104-6-104, p=0.008), while no significant difference was observed in the Tg
groups treated with CNCM 1-3856 with or without administration of LF82 (Figures 12 B-C-D).
Analysis of IL-17 mRNA levels found significantly higher rates at W18 in Tg rats receiving LF82
in comparison with the Tg group receiving CNCM 1-3856+LF82 (2.7-104; IQR: 0.8:104-9,5-104
vs. 0.4-104; IQR: 0.2:104-0.6-104, p=0.015) (Figure 13 A).
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DISCUSSION

The role of the intestinal microbiota composition and diversity in POR of CD is important.
Among intestinal microorganisms potentially involved in POR, many studies support the roles
of AIEC in early ileal lesions of CD and particularly in endoscopic postoperative recurrence
occurring 6 months after CD-related ileocolonic resection [12]. In the present study, we show
that the probiotic S. cerevisiae CNCM 1-3856 prevents LF82-induced POR occurring 6 weeks
after ICR in susceptible HLA-B27 Tg rats. In our model, oral administration of the LF82 AIEC
strain induced POR in 85% of HLA-B27 Tg rats raised in a controlled pathogen-free facility. The
lesions developed in a concentration-dependent manner to adherent LF82; moreover, they
shared many similarities with CD lesions, including erosions and ulcers that could lead to
stenosis, transparietal neutrophil infiltration, and a shift of cytokine profiles toward an IL-
23/IL-17 axis. The goal of postoperative management of CD is to identify patients at highest
risk for recurrence in order to begin prophylactic treatment with biotherapies [8]. In our study,
a high fecal concentration of LF82 had a 70% predictive positive value for POR occurring 4
weeks later. The utility of this noninvasive diagnostic biomarker for predicting POR should be
considered in future clinical studies evaluating the postoperative management of CD patients.

S. cerevisiae CNCM 1-3856 [22] is a probiotic yeast already evaluated in large-scale clinical
studies showing the safety and efficacy of this strain for abdominal pain management in
patients with irritable bowel syndrome [22,32-34]. In the present study, daily oral
administration of S. cerevisiae CNCM 1-3856 at 109 CFU/d was perfectly tolerated and reduced
the severity and frequency of POR by more than 60% in HLA-B27 Tg rats. Moreover, an
absence of LF82-induced POR without any macroscopic lesions was observed in 40% of
transgenic animals treated preventively with CNCM 1-3856. To our knowledge, this is the first
time that a probiotic treatment showed such efficacy to prevent POR in a rodent preclinical
model of POR CD.

Different mechanisms of action may be involved by S. cerevisiae CNCM [-3856 in its
therapeutic preventive effect against POR. Specific fractions of B6-glucan and a4-glucan
expressed by S. cerevisiae CNCM 1-3856 are the strongest anti-adhesive yeast cell walls against
AIEC adhesion [24,35]. In our study, prevention of LF82-induced POR by S. cerevisiae was
associated with a significant decrease in adherent LF82 in the intestinal mucosa of animals
together with a decrease in the persistence of luminal LF82, demonstrating the ability of

CNCM [-3856 to decolonize AIEC from the gut of rats. Additional preclinical studies will be
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performed in our model using specific soluble glucan fractions of S. cerevisiae CNCM 1-3856
to avoid the constraints of a live probiotic and to optimize the therapeutic efficacy. Another
possible mechanism by which S. cerevisiae prevents POR resides in its immunomodulatory
and anti-inflammatory capacities [36]. We observed that the administration of S. cerevisiae
CNCM [-3856 significantly increased IL-10 production in the intestine of rats and restored the
local upregulation of IL-17 and IL-23 associated with LF82-induced POR in transgenic animals.
The capacity of S. cerevisiae to induce IL-10 production has already been highlighted in vitro
in bone-narrow dendritic cells and in porcine jejunal epithelial cells [36,37]. In the gut, IL-10 is
produced by leukocytes and intestinal epithelial cells and plays important roles in maintaining
gut homeostasis and harmonizing the interaction between host immunity and luminal
microorganisms [38]. In a previous study of 79 patients with Crohn’s disease having a first
ileocolectomy and ileocolonic anastomosis, we reported that a low ileal IL-10 mRNA
concentration was predictive of endoscopic recurrence occurring 3 months later [39]. Thus,
the ability of S. cerevisiae CNCM 1-3856 to induce the intestinal production of IL-10 could be a

key factor in preventing POR in our model.

CONCLUSION

In conclusion, our results identified S. cerevisiae CNCM 1-3856 as a new and original candidate
for the prevention of POR in selected AIEC-infected Crohn’s disease patients. In a reliable
model of ICR in HLA-B27 transgenic rats mimicking postoperative recurrence of Crohn’s
disease, S. cerevisiae CNCM 1-3856 was found to prevent macroscopic and histologic POR
through a pathobiont AIEC-targeted mechanism and its ability to induce intestinal IL-10
production. Given that the majority of patients with Crohn’s disease wish to have safe natural
nonchemotherapeutic treatment, the S. cerevisiae CNCM [-3856 probiotic, which is already an
alternative solution for the management of patients with irritable bowel syndrome because
of its ability to alleviate abdominal pain and to improve quality of life, should represent a

promising therapeutic solution in the management of postoperative Crohn’s disease.
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Figure 1 Study design
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n=

n=9

HLA-B27 transgenic rats (Tg) and wild-type rats (nTg) were randomized to receive PBS (n = 10),

CNCM [-3856 (n = 14), LF82 (n = 13), or CNCM 1-3856+LF82 (n = 27) by oral gavage from week

(W) 10 or 11 to W18. lleocecal resection (ICR) was performed at W12, and animals were

sacrificed at W18. Streptomycin (dotted line) was given on the last 3 days of W10 in all rats.

Luminal (arrows) and/or adherent (dotted arrows) LF82 were quantified weekly during the 8-

week study. d: day.
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Figure 2 Anastomotic macroscopic score (0-4)
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Figure 3 Body weight evolution

Evolution of the weight changes (median, IQR) compared to the body weight at W11 in

nontransgenic (nTg) (A) and transgenic (Tg) (B) rats. P < 0.01.
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Figure 4 Anastomotic macroscopic lesions (A) and postoperative recurrence (B) at sacrifice

A: Anastomotic macroscopic scores in the different groups of HLA-B27 transgenic (Tg) rats and
wild-type (nTg) rats at W18 (median, IQR); B: % of postsurgical recurrence (anastomotic

macroscopic score > 2) at W18 in HLA-B27 Tg rats. 2P < 0.05, °P < 0.01.
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Figure 5 Anastomotic histologic lesions at sacrifice

Anastomotic histologic scores in the different groups of HLA-B27 transgenic (Tg) rats and wild-

type (nTg) rats at W18 (median, IQR). ?P < 0.05, °P < 0.01.
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Figure 6 Levels of luminal LF82 at week (W) 12 and W18

Luminal levels of LF82 at week (W) 12 and W18 (median, IQR). A: in the different groups of
HLA-B27 transgenic (Tg) rats and wild-type (nTg) rats; B: in paired Tg rats receiving LF82 alone;
C: in paired Tg rats receiving CNCM [-3856+LF82. PP < 0.01, °P < 0.001.
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Figure 7 Levels of anastomotic adherent LF82 at week 12 and week 18

Adherent levels of LF82 at week (W) 12 and W18 (median, IQR). A: in the different groups of
HLA-B27 transgenic (Tg) rats and wild-type (nTg) rats, B: in paired Tg rats receiving LF82 alone;
C: in paired Tg rats receiving CNCM [-3856+LF82 alone. °P < 0.001.
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Figure 8 Evolution of the levels of luminal LF82 after surgery

Weekly evaluation of the luminal LF82 levels (median IQR) after surgery in HLA-B27 transgenic
(Tg) (A and B) rats and wild-type (nTg) rats (A) receiving CNCM [-3856+ LF82 or LF82 alone. P
< 0.001.
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Figure 9 Correlation between anastomotic macroscopic scores and adherent and luminal

LF82 levels

A: Levels of adherent LF82 at week (W) 18 were correlated with anastomotic macroscopic
scores at sacrifice in paired transgenic (Tg) animals receiving LF82 alone or in combination
with CNCM [-3856; B: at W12, levels of adherent LF82 were correlated with luminal LF82 levels
in paired Tg animals receiving LF82 alone; C: at W18, levels of adherent LF82 were correlated

with luminal LF82 levels in paired Tg animals receiving LF82 alone. P < 0.05, °P < 0.01.
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Figure 10 Prognostic value of luminal LF82 levels in postsurgical recurrence

A: Correlation between luminal LF82 levels at week (W) 14 and the risk of postsurgical
recurrence at W18 in transgenic (Tg) animals receiving LF82 alone or LF82+CNCM [-3856; B:
higher frequency of postsurgical recurrence in highly infected (HI) Tg animals receiving LF82
alone or LF82+CNCM [-3856 as defined by a cutoff value of 2.262 logio CFU of luminal LF82 per
gram of stools at W14 in comparison with midly infected (Ml) Tg rats (71.4% vs. 25%, p=0.02).
ap < 0.05.
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Figure 11 IL-10 mRNA expression in the anastomotic mucosa
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IL-10 mRNA expression between surgery (week (W) 12, W12) and sacrifice (W18). A: In paired

Tg rats receiving LF82 alone; B: in paired Tg rats receiving CNCM 1-3856+LF82; C: In paired Tg

rats receiving CNCM [-3856 alone. P < 0.05.
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Figure 12 IL-23 mRNA expression in the anastomotic mucosa

A: Expression of IL-23 mRNA in the perianastomotic mucosa in all transgenic (Tg) and
nontransgenic (nTg) groups at sacrifice. B-C-D: IL-23 mRNA expression between surgery (week
(W) 12, W12) and sacrifice (W18) in paired Tg rats receiving LF82 alone (B), coadministration
of CNCM 1-3856 and LF82 (C) or CNCM [-3856 alone (D). ?P < 0.05, °P < 0.01.
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Figure 13 IL-17 mRNA expression in the anastomotic mucosa

A: Expression of IL-17 mRNA in the perianastomotic mucosa in all transgenic (Tg) and
nontransgenic (nTg) groups at sacrifice. B-C-D: IL-17 mRNA expression between surgery (week
(W) 12, W12) and sacrifice (W18) in paired Tg rats receiving LF82 alone (B), coadministration
of CNCM 1-3856 and LF82 (C) or CNCM 1-3856 alone (D). P < 0.05.
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Table 1: Anastomotic histologic score (0-6)

Score

Histologic lesions

a U o W N B~ O

None

Inflammatory infiltrate and mucosal erosions < 30% of the section

30% < inflammatory infiltrate and mucosal erosions < 70% of the section
Inflammatory infiltrate and mucosal erosions < 70% of the section
Mucosal ulceration < 30% of the section

30%< mucosal ulceration < 70% of the section

Mucosal ulceration > 70% of the section

207



RESUME

Malgré le développement constant de nouvelles thérapeutiques, la chirurgie garde un réle
majeur dans la maladie de Crohn (MC) et la survenue d’une récidive post-opératoire (RPO)
peine a étre freinée. La prévention de la RPO est donc un enjeu essentiel dans la prise en
charge des patients atteints de MC. En effet, la quasi-totalité des patients opérés présentent
une RPO endoscopique, puis clinique et on estime que jusqu’a 20% des patients seront opérés
d’une seconde résection intestinale. La dysbiose joue un réle majeur dans cette récidive, et,
depuis une vingtaine d’années, nombre d’études ont mis en lumiére le réle des Escherichia
coli adhérents et invasifs (AIEC) dans la survenue de la RPO et la sévérité des lésions. Le
traitement des patients par une antibiothérapie prolongée ne peut étre envisagé en raison
d’effets secondaires notables; dans ce contexte les stratégies de thérapies ciblées anti-
bactériennes représentent une nouvelle piste thérapeutique. Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae) CNCM [-3856 est une levure probiotique dont I'innocuité, et I'efficacité dans les
symptoémes des troubles fonctionnels intestinaux, ont déja été démontrées chez 'lhomme. La
premiere partie de notre étude visait a étudier le réle préventif de S. cerevisiae sur la RPO
AIEC-induite apreés résection iléo-caecale (RIC) dans un modeéle murin transgénique (Tg) HLA-
B27 mimant la MC. Nous avons mis en évidence une prévention significative de la RPO AIEC-
induite lors du traitement oral des rats Tg par S. cerevisiae CNCM 1-3856, en association avec
une diminution significative de la sévérité des Iésions macroscopiques et histologiques. Nous
avons constaté que le niveau de colonisation de la flore adhérente et luminale par les AIEC
était corrélé a la RPO, et que 'administration de S. cerevisiae CNCM 1-3856 était associée a
une diminution de la persistance des AIEC luminaux et adhérents, grace a un mécanisme

compétitif anti-adhésif. Par ailleurs, on observait également une stimulation de la production
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de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 chez les rats Tg recevant le traitement par S. cerevisiae
CNCM [-3856, ainsi qu’une inhibition de la production locale d’IL-17 et d’IL-23 induite par les
AIEC.

La seconde partie du travail a consisté a étudier I'impact de I'administration orale de
Tofacitinib, une molécule inhibitrice de Janus kinase, dans la prévention de la RPO apres RIC
dans le modéle du rat Tg HLA-B27. Il a été mis en évidence une diminution des lésions
macroscopiques, histologiques et endoscopiques lors du traitement par Tofacitinib en
comparaison avec les rats Tg controles recevant du PBS.

S. cerevisiae CNCM 1-3856 et le Tofacitinib semblent pouvoir représenter de nouvelles

perspectives de prise en charge de la RPO chez les patients atteints de MC.
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ABSTRACT

Despite the constant development of new therapies, surgery retains a major role in Crohn's
disease (CD) and the occurrence of postoperative recurrence (POR) is struggling to be slowed
down. Prevention of POR is therefore an essential issue in the management of CD patients.
Indeed, almost all of the operated patients present with an endoscopic, then clinical POR and
up to 20% of the patients will be operated on for a second intestinal resection. Dysbiosis plays
a major role in CD recurrence, and over the past twenty years, many studies have highlighted
the role of adherent and invasive Escherichia coli (AIEC) in the occurrence of POR and the
severity of the lesions. The treatment of patients with prolonged antibiotic therapy cannot be
considered due to significant side effects, this is why anti-bacterial targeted therapy strategies
represent a new area of research. Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) CNCM 1-3856 is a
probiotic yeast whose safety and efficacy in the symptoms of irritable bowel disease has
already been demonstrated in clinical studies. The first part of our study aimed to investigate
the preventive role of S. cerevisiae on AIEC-induced POR after ileocecal resection (ICR) in HLA-
B27 transgenic (Tg) mouse model mimicking CD. We have demonstrated a significant
prevention of AIEC-induced POR in Tg rats orally challenged with S. cerevisiage CNCM 1-3856,
in association with a significant decrease in the severity of macroscopic and histological
lesions. We found that the level of adherent and luminal flora colonization by AIECs was
correlated with the POR and that the administration of S. cerevisiae CNCM 1-3856 was
associated with a decrease in the persistence of luminal and adherent AIECs, due to a
competitive anti-adhesion mechanism. In addition, stimulation of the production of anti-

inflammatory cytokine IL-10 was also observed in the Tg rats receiving the treatment with S.
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cerevisiae CNCM 1-3856, as well as an inhibition of the local AIEC-induced production of IL-17
and IL-23.

The second part of this work consisted in studying the impact of oral administration of
Tofacitinib, a Janus Kinase inhibitor, in the prevention of POR after ICR in the Tg HLA-B27 rat
model. A decrease in macroscopic, histological and endoscopic lesions was demonstrated
during treatment with Tofacitinib in comparison with control Tg rats receiving PBS.

S. cerevisiae CNCM 1-3856 and Tofacitinib seem to represent new perspectives for the

management of POR in CD patients.
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