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I. Introduction

A. Problématiques des mycotoxines en élevage porcin
L’élevage porcin frangais a subi une baisse de production de 0,8% en 10 ans, mais la viande
porcine reste tout de méme la plus consommee en France avec 31,7 kg de viande par personne
et par an en 2021 (Agreste 2023). De nombreuses recommandations entrent en jeu dans la
gestion technico-économique d’un élevage porcin pour préserver le bien-étre animal et la
qualité de la production. Cependant, certains problémes persistent malgré les solutions mises
en place, comme notamment la présence de mycotoxines dans les denrées alimentaires. Les
mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par des champignons et certaines d’entre
elles ont des effets toxiques (Holanda, Kim 2021). La contamination des aliments par les
mycotoxines peut avoir lieu a toutes les étapes de la production de I’aliment, de la culture des
céréales a leur distribution en élevage. De plus, il est prédit que le réchauffement climatique
augmente la contamination des cultures céréaliéres par les mycotoxines a I’avenir (Holanda,

Kim 2021) étant donné qu’elle dépend des conditions météorologiques.

Hydration

v
H3C H O
H Acetylation
OH=-----| Oxidation
(o) Glycosylation
OH H/\H\Deepoxidation

FIGURE 1 : STRUCTURE DU DEOXYNIVALENOL ET MODIFICATIONS POSSIBLES DE SA
STRUCTURE
Le DON est une mycotoxine qui peut étre metabolisée, soit par le foie des animaux qui 1’ingérent soit par des
microorganismes présents dans I’environnement, et les modifications se font sur les sites indiqués en couleurs.
Le DON perd une partie de ses propriétés toxiques aprés modification. La dé-époxydation est la détoxification
la plus importante. (Li et al. 2023)

Le déoxynivalénol (DON) (Figure 1) est une mycotoxine de la famille des trichothécénes (type
B) (Pinton, Oswald 2014; Lessard et al. 2015), produite par des champignons du genre
Fusarium (principales especes : Fusarium graminearum et Fusarium culmorum). Il s’agit de la
principale mycotoxine retrouvée dans les céréales lorsqu’elles sont mal conservées. Le DON
serait présent dans plus de 60% de la production cérealiere mondiale (Eskola et al. 2020). Le
DON persiste dans les produits transformés de par sa résistance aux fortes températures, aux
fortes pressions et aux milieux acides. Le DON est toxique pour les humains mais également

pour de nombreuses especes animales, dont le porc chez qui les céréales sont un elément
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majoritaire dans I’alimentation. L’étude des effets du DON s’inscrit parfaitement dans les
enjeux de la filiere porcine actuelle. La santé des porcs est actuellement impactée par la
présence croissante de mycotoxines, et plus particulierement du DON (Auffray, Gouault 2023),
qui induisent une diminution du poids des porcs intoxiqués (Holanda, Kim 2021 ; Pierron,
Alassane-Kpembi, Oswald 2016). Cette baisse de poids des porcelets réduit la compétitivité des
éleveurs porcins frangais sur le marché mondial de la viande de porc dans un contexte
d’augmentation des prix des matiéres premicres (Auffray, Gouault 2023). De plus, la filiere
porcine doit s’adapter face au changement climatique, ce qui comprend la gestion de
I’augmentation du risque des mycotoxines (Holanda, Kim 2021). Quel que soit le type
d’exploitation, les porcs sont nourris avec une ration contenant au moins 50% de céréales,
principalement du mais et de I’orge. De plus, le porc est I’espéce la plus sensible aux effets du
DON (Pinton, Oswald 2014; Bracarense et al. 2012), ce qui peut étre expliqué par des
différences de capacité de métabolisation : les porcs ne réalisent pas la dé-époxydation du DON
(Figure 1) qui a lieu dans le foie d’autres especes, et a la place il y a une glucuronoconjugaison
du DON (Pinton, Oswald 2014). Cependant il existe des microorganismes utilisés en tant que
probiotiques, Bacillus subtilis ZZ et Bacillus licheniformis par exemple (Li et al. 2023), qui sont
tout de méme capable de réaliser la dé-époxydation du DON (Islam et al. 2012; Pierron et al.
2016). Cette transformation permet de retirer la fonction époxyde du DON qui est la plus
toxique (Figure 1). La commission européenne recommande des concentrations en DON
inférieures a 0,9 mg/kg dans les aliments destinés aux porcs (Holanda, Kim 2021; Publications
Office of the European Union 2016), alors que I’on retrouve en moyenne des concentrations
inférieures a 5 mg/kg dans ces aliments et pouvant aller jusqu’a 50 mg/kg (Holanda, Kim 2021).
Des concentrations de 1 mg/kg suffisent a induire une toxicité chez le porc, contre 20 mg/kg
chez les ruminants (Recharla et al. 2022). Une exposition aigiie au DON engendre des
vomissements (le DON est aussi appelé « vomitoxine ») et de la diarrhée. Une exposition
chronique avec de faibles concentrations (1-3 mg/kg) cause de ’anorexie, qui est renforcée par
I’induction de la production des hormones de satiété: le peptide YY (PYY) et la
cholécystokinine (CCK) (Pinton, Oswald 2014). Ces effets sont associés a une toxicité

importante du DON au niveau de la barriére intestinale (détaillé ci-dessous).

Pour réduire les effets toxiques du DON, les recherches se concentrent sur la diminution de la
guantité de DON dans la production céréaliére (Recharla et al. 2022). Cependant, les moyens
préventifs a disposition ne sont pas suffisants pour réduire la quantité de DON de fagon
satisfaisante. Les moyens de détoxification physiques et chimiques des aliments ne sont pas

utilisables du fait de la destruction trop importante des nutriments par ces processus. La
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détoxification biologique est plus prometteuse mais les effets des agents biologiques utilisés
montrent encore de nombreuses imperfections (Holanda, Kim 2021). Il existe des composés
inorganiques, tels que le charbon actif ou les aluminosilicates, qui empéchent 1’absorption du
DON par I’organisme grace a son adsorption avec ces composés, mais leur efficacite sur le
DON reste réduite et ils empéchent aussi 1’absorption de nutriments et de minéraux, leur
utilisation n’est donc pas satisfaisante (Holanda, Kim 2021). Les levures permettent également
d’adsorber le DON pour empécher son absorption, et plus particulierement les glucans f et 6
présents dans les parois de ces levures. Les levures permettent également de moduler les
réponses immunitaires de 1’épithélium intestinal ce qui rend leur utilisation intéressante, mais
leur efficacité est réduite sur le DON et elles sont donc insuffisantes pour limiter la
contamination des animaux (Holanda, Kim 2021). Enfin, il est également possible d’utiliser des
bactéries, essentiellement sous forme inactivées par la chaleur ce qui les rend plus efficaces,
qui vont aussi adsorber le DON, comme par exemple Lactobacillus helveticus ou plantarum
(Holanda, Kim 2021). Cependant des bactéries présentes dans le microbiote sont, comme nous
I’avons vu, capables de former du dé-époxy-DON qui ne posséde pas les propriétés toxiques
du DON (Li et al. 2023; Islam et al. 2012; Pierron et al. 2016; Recharla et al. 2022). Il existe
donc de nombreuses solutions pour limiter la contamination des individus par le DON mais

I’efficacité de ces stratégies reste modérée ou a développer.

Une autre piste envisagée serait de cibler les métabolites produits par le microbiote intestinal
pour limiter la toxicité du DON en renforgant la fonction de barriére de I’intestin (détaillé ci-
dessous). Dans une premiere partie, nous allons donc nous concentrer sur la présentation de la
structure et du fonctionnement de la barriére intestinale. Ensuite, nous verrons quels sont les
effets du DON sur la barriére intestinale, ainsi que ceux du butyrate (BUT), un métabolite
bactérien qui pourrait étre utilisé pour contrer les effets du DON, et nous étudierons quels ont
été les découvertes faites sur I’utilisation de ces deux composés de fagon simultanée.
Finalement, nous présenterons le modéle d’étude que nous utiliserons : les monocouches de

cellules épithéliales issues d’organoides intestinaux de porcelets.

B. Structure et fonctionnement de la barriere intestinale
Le tube digestif possede un role de barriére physique, chimique et immunologique contre les
pathogenes et les composés toxiques présents dans la lumiere de I’intestin par 1’association de
cellules immunitaires situées dans la lamina propria et des cellules de 1’épithélium intestinal

(Peterson, Artis 2014). L’épithélium intestinal est organisé en une monocouche de cellules
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¢épithéliales jointives grace a un réseau de jonctions cellulaires, permettant a 1’épithélium
intestinal de former une barriére semi-perméable. Dans I’intestin gréle, la structure de

Iépithélium intestinal est formée de villosités et de cryptes (Van Der Flier, Clevers 2009).

Les cellules épithéliales différenciées sont situées en majorité au niveau des villosités et
comprennent 3 types principaux (Peterson, Artis 2014; Van Der Flier, Clevers 2009; Gehart,
Clevers 2019) (Figure 2). Premierement les entérocytes, qui représentent environ 80% des
cellules épithéliales intestinales, ont pour rdle de contribuer a la digestion et a I’absorption des
nutriments présents dans la lumiére intestinale. On retrouve également des cellules en gobelet
(cellules caliciformes), qui sont responsables de la sécrétion d’une couche de mucus, constituée
principalement d’cau et de mucines. Ces cellules sont également présentes dans les cryptes pour
y produire du mucus. Enfin, les cellules entéroendocrines sont responsables de la sécrétion dans
la circulation sanguine de différentes hormones, telles que le glucagon-like-peptide ou la

ghréline. On ressence jusqu’a 15 types de cellules entéroendocrines différents.

ey
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FIGURE 2 : STRUCTURE ET ENVIRONNEMENT DE L’EPITHELIUM INTESTINAL DE
L’INTESTIN GRELE (A GAUCHE) ET DU COLON (A DROITE)
L’épithélium intestinal est organisé en villosités et/ou en cryptes et posséde différents types de cellules
absorbantes et sécrétrices. Du coté luminal, 1’épithélium est recouvert de mucus issus des sécrétions des
cellules épithéliales et colonisé par des microorganismes du microbiote. Du c6té basal, 1’épithélium est en
contact des cellules de la lamina propria, notamment des cellules immunitaires. (Peterson, Artis 2014)
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Les cellules situées au fond des cryptes intestinales sont les cellules souches et les cellules de
Paneth (Van Der Flier, Clevers 2009; Gehart, Clevers 2019) (Figure 2). Les cellules souches
sont des cellules pluripotentes qui sont capables de se diviser ce qui permet un renouvellement
de I’épithélium intestinal, environ tous les 3 a 5 jours chez le porc (Van Der Flier, Clevers 2009;
Claus, Gunthner, Letzguss 2007). Les cellules souches restent dans le fond des cryptes et les
cellules issues des divisions vont remonter le long de I’axe crypte-villosité et se différencier
selon des mécanismes que 1’on détaillera par la suite. En plus des cellules souches, on retrouve
des cellules de Paneth dans les cryptes. Elles se différencient en remontant vers les villosités,
puis une fois différenciées ce sont les seules cellules a étre capables de migrer a nouveau au
fond des cryptes. Elles ont pour réle la production de peptides antimicrobiens qui protégent les
cellules souches et 1’épithélium des bactéries. Le contact direct entre les cellules souches et les
cellules de Paneth permet de participer au maintien d’un environnement propice a la
prolifération des cellules souches. Cependant la présence de cellules de Paneth dans
I’épithélium intestinal des porcs est discutée car des études n’ont pas réussi a les mettre en
évidence (Verdile et al. 2019), mais la fonction pourrait étre assurée par les cellules sécrétoires

du fond de la crypte marquées par REG4 (Regenerating family member 4).

Différentes voies de signalisation jouent alors un réle important dans la mise en place d’une
niche spécifique a la prolifération des cellules souches au fond des cryptes, puis a la
différenciation des cellules qui migrent vers le sommet des villosités. La voie Wnt (Gehart,
Clevers 2019) est la voie principale impliquée dans le maintien des cellules souches (Figure 3).
Les ligands de la voie Wnt, dont principalement Wnt3, sont produits par les cellules de Paneth
ainsi que par les cellules du mésenchyme. Ces ligands vont se fixer sur les cellules présentes au
fond de la crypte et une cascade de réactions va induire une modification de 1’expression de
genes favorisant la prolifération des cellules. Les cellules issues de ces divisions vont alors
migrer vers le haut des villosités, suivant un gradient d’activation de la voie Wnt qui diminue
des cryptes vers les villosités. La voie des protéines morphogénétiques osseuses (BMP) est
également impliquée dans la différenciation épithéliale (Gehart, Clevers 2019) (Figure 3) via
des ligands de la superfamille des TGFB qui engendrent une régulation de I’expression des
genes favorisant la différenciation. Des inhibiteurs des BMP sont produits par les
myofibroblastes et les fibres musculaires lisses au niveau de la base des cryptes, donc il existe
un gradient d’activation de la voie BMP qui augmente en s’éloignant de la crypte vers les
villosités. Ces deux voies de signalisation permettent 1’organisation de I’épithélium intestinal
selon laquelle les cellules au fond des cryptes proliferent, remontent le long de I’axe cryptes-

villosités ou elles vont progressivement se différencier pour devenir des cellules matures en

15



atteignant le sommet des villosités. 1l reste une troisieme voie importante, la voie Notch, qui va
permettre de réguler I’équilibre de différenciation entre les cellules absorptives et sécrétrices
(Van Der Flier, Clevers 2009; Gehart, Clevers 2019). Les ligands de la voie Notch sont des
protéines transmembranaires présentes sur une cellule (Figure 3), qui doivent entrer en contact
avec leurs récepteurs étant également des protéines transmembranaires présentes sur une cellule
voisine. Cela crée un équilibre entre les lignées absorptives et sécrétrices en bloquant la

différenciation vers la lignée sécrétrice.

Les cellules qui composent 1’épithélium intestinal sont au contact du bol alimentaire et vont

étre impactées par sa composition, notamment lors de la contamination de la ration par du DON.
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FIGURE 3 : VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUEES DANS L’ORGANISATION DE
L’EPITHELIUM INTESTINAL

L’activation de la voie Wnt favorise la prolifération des cellules souches présentes au fond des cryptes.
L’activation de la voie BMP favorise la différenciation des cellules sur les villosités, et les inhibiteurs de la
voie BMP inhibent la différenciation des cellules au fond des cryptes. L’activation de la voie Notch oriente la
différenciation des cellules vers la lignée absorptive, permettant de créer un équilibre avec la lignée sécrétrice
dans laquelle Notch est inactive. Les gradients formés par ces voies permettent une organisation des cellules
épithéliales selon un axe cryptes-villosités. (Gehart, Clevers 2019)
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C. Effets du déoxynivalénol sur la barriére intestinale

Le DON ingéré par les animaux est distribué rapidement a I’ensemble des tissus (Payros et al.
2016) mais les cellules épithéliales intestinales vont étre parmi les premiéres cellules a entrer
en contact avec cette mycotoxine (Recharla et al. 2022). Une fois dans les cellules, le DON se
lie & la sous-unité 60S du ribosome, ce qui engendre une inhibition de la traduction et une
réponse de « stress ribotoxique » (Recharla et al. 2022; Garofalo et al. 2023). Cette réponse
induit une activation de la protéine kinase R et de la protéine tyrosine kinase qui vont se lier au
ribosome et avoir plusieurs conséquences (Pierron, Alassane-Kpembi, Oswald 2016; Recharla
et al. 2022; Payros et al. 2016) : inhiber la traduction, stimuler la production d’activateurs de la
transcription ainsi que réguler la prolifération cellulaire et I’apoptose. Cela engendre alors une
activation des voies de signalisation des mitogen-activated protein kinases (MAPK) (Holanda,
Kim 2021; Recharla et al. 2022) (Figure 4) dont la voie de la protéine p38 ou des protéines
« extracellular signal-regulated kinases » 1 et 2 (ERK1/2), qui agissent sur différentes fonctions
comme par exemple sur 1’organisation du cytosquelette et la régulation de la réponse
immunitaire (Figure 5) (Payros et al. 2016). L’activation de la voie des MAPK a également
pour effet une activation de I’inflammation (Recharla et al. 2022; Garofalo et al. 2023) que ’on
détaillera par la suite (Figure 4). De plus, le « stress ribotoxique » est responsable de 1’induction
d’un stress oxydant (Garofalo et al. 2023), qui sera également détaillé ensuite, et il est supposé
responsable d’une réorganisation du cytosquelette d’actine (Garofalo et al. 2023) probablement
via I’activation des voies ERK1/2 (Figure 4).

Les cellules épithéliales intestinales les plus touchées par les effets du DON sont celles
présentes dans le jéjunum, et dans une moindre mesure dans 1’iléon (Bracarense et al. 2012).
Les cellules en prolifération sont également plus sensibles aux effets du DON en comparaison
aux cellules différenciées (Luo et al. 2021), ce qui pourrait étre expliqué par les besoins plus
importants en ARN, ADN et protéines des cellules en prolifération pour pouvoir leur permettre
de réaliser un cycle cellulaire. En effet la cytotoxicité induite par le DON est observée dés 10
UM sur des cellules prolifératives, contre 30 UM sur des cellules différenciées (Luo et al. 2021).
Sur ces mémes cellules, la mesure de la resistance électrique transépithéliale (TEER),
permettant de quantifier la perméabilité paracellulaire épithéliale ionique, a été impossible sur
des cellules prolifératives traitées avec 10 uM de DON ce qui signifie que la monocouche de
cellules n’a pas réussi a atteindre la confluence, tandis que la TEER mesurée sur des cellules
différenciées traitées avec la méme concentration de DON a été fortement réduite mais
mesurable (Luo et al. 2021). Le DON induit egalement une modulation de 1’expression de

nombreux genes, et cet effet est plus important sur les cellules prolifératives avec 25% de génes
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FIGURE 4 : LES CELLULES EPITHELIALES INTESTINALES EXPOSEES AU
DEOXYNIVALENOL SUBISSENT UN STRESS RIBOTOXIQUE
Le DON se lie a la sous-unité 60S du ribosome et engendre une réponse appelée « stress ribotoxique ». Il 'y a
une activation des voies MAPK qui vont induire un arrét du cycle cellulaire, une réponse inflammatoire,
I’apoptose des cellules épithéliales et une modification du cytosquelette d’actine. L arrét du fonctionnement
des ribosomes induit également un stress du réticulum endoplasmique, de 1’autophagie ainsi qu’un stress
oxydant. (Garofalo et al. 2023)

supplémentaires régulés en comparaison avec ceux retrouvés chez les cellules différenciées
(Luo et al. 2021).

Le DON induit une modification de I’équilibre entre I’apoptose et la prolifération (Bracarense
et al. 2012). En effet, chez des porcelets nourris avec une ration contaminée par du DON, il a
été montré que 1’expression du géne BCL2, impliqué dans I’apoptose, est augmentée (Lessard
et al. 2015). Sachant que la prolifération cellulaire dans la crypte est la force principale qui
entraine la migration des cellules le long de la villosité, le DON va alors étre responsable

d’altérations de la structure de 1I’épithélium intestinal (Luo et al. 2021).

Chez des porcelets nourris avec une ration contaminée par du DON, une atrophie villositaire,
une fusion villositaire et une nécrose apicale des villosités ont été retrouvees dans le jéjunum et
I’iléon, mais il n’y a pas de modification de la profondeur des cryptes (Pinton, Oswald 2014,
Bracarense et al. 2012). On retrouve également des modifications dans la structure des cellules

épithéliales
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FIGURE 5 : LE DEOXYNIVALENOL INDUIT L’ACTIVATION DES VOIES DE
SIGNALISATION MAPK ET PI3K/AKT
Les voies MAPK et PI3K/AKT sont activées par les dommages ribosomaux induits par le DON. Cela a pour
conséquence des modifications de I’organisation du cytosquelette, de la régulation apoptotique, du la réponse
immunitaire, de la transcription et de la réponse cellulaire au stress. (Pan et al. 2013)

telles qu’une vacuolisation du cytoplasme des entérocytes (Recharla et al. 2022; Bracarense et

al. 2012) et une réduction du nombre de ribosomes et de mitochondries (Recharla et al. 2022).

La différenciation des cellules épithéliales intestinales est également impactée par le DON. Cela
se retrouve chez des porcelets nourris avec une ration contaminée par du DON, via une
diminution du nombre de cellules en gobelet dans le jéjunum et ’iléon (Bracarense et al. 2012).
Les modifications de I’état de différenciation des cellules épithéliales intestinales vont avoir un
impact sur les fonctions de digestion et d’absorption des entérocytes. Sur des lignées cellulaires
humaines, il a été montré que 1’exposition des cellules au DON induit une inhibition des
transporteurs de glucose car une diminution de I’expression des genes SGLT1/SLC5A1 et
GLUTS5 ont été observées (Pinton, Oswald 2014), et la méme chose a été montrée chez des
poulets (Holanda, Kim 2021). Chez des souris nourries avec une ration contaminée par du
DON, le transport du glucose et des acides aminés a été réduit (Pinton, Oswald 2014). La
production de peptides antimicrobiens est egalement impactée par le DON puisqu’il a été
montré que I’expression du gene DEFBI, codant pour la B-défensine, est réduite chez des
porcelets nourris avec une ration contaminée par du DON (Lessard et al. 2015). De plus, nous
avons vu que la voie Notch est impliquée dans la régulation de la différenciation des cellules
épithéliales (\Van Der Flier, Clevers 2009; Gehart, Clevers 2019). 1l a été montre sur des lignées
cellulaires intestinales porcines IPEC-J2, que le DON active la voie Notch, ce qui a pour
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conséquence de favoriser la différenciation des cellules épithéliales en cellules absorptives a

défaut des cellules sécrétrices (Xiao et al. 2022).

La fonction de barri¢re physique de 1’épithélium intestinal est altérée par le DON, induisant une
augmentation de la perméabilité intestinale. Sur des lignées cellulaires humaines (Caco-2) et
porcines (IPEC-1), le DON a diminué la TEER et augmenté la perméabilité au FITC-dextran 4
kDa de facon concentration-dépendante sans que cela n’induise de cytotoxicité (mesure de la
Lactate déshydrogénase (LDH)) (Pinton et al. 2009). L’étude des protéines de jonctions serrees
de ces cellules a montré que la localisation des protéines de jonctions serrées n’est pas modifiée
mais que I’expression des génes codant pour la claudine 3 et 4 a été réduite (Pinton et al. 2009).
L’augmentation de la perméabilité au FITC-dextran 4 kDa et la diminution de I’expression du
gene codant pour la claudine 4 ont également été observée sur des explants intestinaux de
porcelets (Pinton et al. 2009). Chez des porcelets nourris avec une ration contaminée par du
DON, il a été montré que le DON induit une diminution de I’expression des génes codant pour
les claudines 3 et 4 et ’occludine, qui est responsable d’une diminution de la TEER et une
augmentation de la perméabilité épithéliale au FITC-dextran 4 kDa (Lessard et al. 2015). Une
autre étude a observé une diminution de 1’expression du gene codant pour la E-cadherine chez

les porcelets (Bracarense et al. 2012).

Le DON va aussi impacter la réponse inflammatoire locale car des cytokines inflammatoires
peuvent étre produites aussi bien par les cellules immunitaires de la muqueuse que par les
cellules épithéliales (Pinton, Oswald 2014). Une étude a montré chez des porcelets nourris avec
une ration contaminée par du DON qu’il y a une augmentation de 1’expression des genes codant
pour les cytokines IL8 et IFNy dans I’iléon, IL4 dans le jéjunum et la chimiokine CXCL10 dans
les deux segments, tandis que les geénes codant pour les cytokines IL1J et IL10 n’ont pas été
régulés par I’ingestion de DON (Lessard et al. 2015). Une autre étude menée également sur des
porcelets a montré que 1’expression des génes codant pour IL2, IL6, I1L12p40, MIP1b mais aussi
IL1p est augmentée en présence de DON dans le jéjunum, et les génes codant pour TNFa, 1L6
et IL1P sont surexprimés dans 1’iléon des porcelets (Bracarense et al. 2012). Toutes les études
ne trouvent pas une régulation identique des différents génes codants pour des cytokines et des
chimiokines, mais il est quand méme toujours montré que le DON induit une réponse pro-

inflammatoire de I’épithélium (Recharla et al. 2022).

La production de ces cytokines en présence de DON est responsable d’un stress oxydant
(Lessard et al. 2015; Garofalo et al. 2023). 1l a été montré chez des porcelets nourris avec une

ration contaminée par du DON, que I’expression des génes GPX3, GPX4 et SOD3, qui sont
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impliqués dans la protection des cellules contre les dégats causés par les espéces réactives de
I’oxygéne (ROS), est diminuée (Lessard et al. 2015). Au contraire, I’expression des
génes NOS2, impliqué dans la production de ROS, et GPX2, impliqué dans la protection
antioxydante des cellules, sont augmentées (Lessard et al. 2015). De plus, le DON réduit
I’expression des génes, PGCla et NRF1, impliqués dans la biogenese mitochondriale, ainsi que
les génes PCK2, MDH1, CPT1A, ACADSB et IDH2, impliqués dans le métabolisme
énergétique mitochondrial chez des porcelets nourris avec une ration contaminée par du DON
(Ren et al. 2020). La modulation de 1’expression de ces génes par le DON est associée a une
altération de la structure des mitochondries — diminution de la masse, forme circulaire, crétes
mitochondriales fragmentées, vacuolisation — ce qui est représentatif d’un stress mitochondrial
(Ren et al. 2020).

Le DON est donc responsable de différents effets sur les cellules épithéliales intestinales qui
sont : des modifications morphologiques de I’épithélium intestinal, une augmentation de la
cytotoxicité, une augmentation de la perméabilité intestinale, une augmentation de 1’expression
des génes codant pour des protéines de jonctions serrées, une modification de I’équilibre entre
prolifération et différenciation, une modification de la réponse immunitaire innée épithéliale, la
mise en place d’un stress oxydant et I’altération des fonctions mitochondriales. Globalement,
le DON entraine donc une rupture de I’homéostasie de 1’épithélium intestinal, il serait donc

intéressant d’identifier des composés capables de prévenir ces effets délétéres.

D. Effets du butyrate sur la barriére intestinale
Le butyrate est un des acides gras a courte chaine produit par le microbiote intestinal présent a
une concentration comprise entre 10 et 20 mM dans la lumiére intestinale (Salvi, Cowles 2021).
Il est produit par de nombreuses espéces microbiennes, notamment par le genre Clostridium, a
partir des fibres et de I’amidon (Salvi, Cowles 2021). Le butyrate luminal est absorbé par les
cellules épithéliales intestinales via des transporteurs membranaires apicaux, tels que le
monocarboxylate transporter 1 (MCT1) (Claus, Gunthner, Letzguss 2007). Il est faiblement
métabolisé par les cellules épithéliales intestinales de I’intestin gréle, qui utilisent le glucose
comme substrat préférentiel (Salvi, Cowles 2021). Au contraire, 95% du butyrate absorbé est
métabolisé par les colonocytes en tant que source d’énergie (Claus, Giinthner, Letzguss 2007;
Salvi, Cowles 2021). En effet, les cellules épithéliales du gros intestin sont capables d’utiliser

le butyrate comme source d’énergie via la B-oxydation (Salvi, Cowles 2021).
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Les effets du butyrate sont largement étudiés chez ’homme et la souris. Il a été montre sur des
lignées cellulaires humaines Caco-2 que le butyrate induit une augmentation de 1’apoptose et
une diminution de la prolifération cellulaire qui est concentration-dépendante (Peng et al. 2007)
et cette diminution de la prolifération est également retrouvée sur des cellules murines et
humaines en monocouches issues d’entéroides avec une diminution de I’expression du gene
LGRS et une diminution du marquage des cellules a I’EdU (Pearce et al. 2020). Le butyrate est
connu notamment pour se lier a des récepteurs d’acides gras volatiles (GPR41, GPRA43,
GPR109) (Salvi, Cowles 2021), qui sont des récepteurs exprimés par les cellules épithéliales et
qui, lorsqu’ils sont activés par le butyrate, vont induire notamment la production de cytokines
telles que I'IL18. Cela permet au butyrate d’induire un effet protecteur local contre
I’inflammation car I’IL18 est impliquée dans le maintien de I’homéostasie intestinale (Dou et
al. 2020). 1l a egalement été montré sur des lignées cellulaires humaines Caco-2 que le butyrate
augmente 1’expression de TNFa (Feng et al. 2018), également impliqué dans des mécanismes
de régulation de la réponse immunitaire. Le butyrate induit une diminution de la perméabilité
épithéliale intestinale que I’on peut voir grace a une augmentation de la TEER sur des cellules
murines et humaines en monocouches issues d’entéroides (Pearce et al. 2020) ainsi que sur des
lignées cellulaires humaines Caco-2 (Peng et al. 2007; Feng et al. 2018), mais a partir de 8 mM,
le butyrate induit au contraire une diminution de la TEER (Peng et al. 2007). Une étude sur des
lignées cellulaires humaines Caco-2 a montré que I’amélioration de la perméabilité induite par
le butyrate est due a une activation de la voie de signalisation Akt, qui permet une augmentation
de I’expression du gene CLDN3 codant pour la protéine de jonction serrée claudine 3 (Feng et
al. 2018). La différenciation des cellules est également impactée par le butyrate : il y a une
augmentation de I’expression des genes MUC3 et MUCS5B qui sont marqueurs des cellules en
gobelet sur une lignée cellulaire humaine HT-29 (Gaudier et al. 2004), il y a également une
augmentation de I’expression des genes CHGA et PYY, marqueur des cellules
entéroendocrines, du géne LY Z, marqueur des cellules de Paneth et du géne ALPI, marqueur
des entérocytes (Pearce et al. 2020).

Les effets du butyrate ont également été étudiés sur des modeles d’entéroides 3D humains et
murins, qui sont des cultures de cellules épithéliales intestinales primaires permettant d’obtenir
un modeéle complexe de I’intestin (Pearce et al. 2020). Le butyrate induit une augmentation de
I’expression des genes CHGA, PYY, LYZ et ALPI (Pearce et al. 2020). En ce qui concerne les
cellules en gobelet, étudiées ici grace au gene MUC2, son expression est augmentée chez
I’homme mais diminuée chez la souris (Pearce et al. 2020), tandis que 1’on a une diminution de

I’expression du géne TFF3 chez les deux espéces, ce qui montre qu’il peut y avoir des
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différences importantes dans le profil d’expression génique entre les différentes especes en
réponse au butyrate. Dans ce modele d’entéroides 3D, le géne LGRS et un marquage des
cellules a I’EAU montrent une diminution de la prolifération cellulaire (Pearce et al. 2020). Le
butyrate induit une augmentation de 1’expression des génes REG3 et REG3y, marqueurs des
cellules de Paneth, et une augmentation de 1’expression du gene TJP1 codant pour la protéine
de jonction serrée la protéine zonula-occludens 1 (ZO-1) sur les entéroides 3D (Pearce et al.
2020).

Le butyrate est connu pour modifier I’expression de certains génes via 1’inhibition des histones
désacétylases (HDACS), qui sont des enzymes induisant des modifications épigénétiques
(Salvi, Cowles 2021) (Figure 6A). Cependant les effets du butyrate sont compartimentés : les
entérocytes différenciés présents sur les villosités vont I’utiliser grace a la B-oxydation, alors
que cette capacité est réduite dans les cellules souches (Salvi, Cowles 2021) (Figure 6B). Le
butyrate peut donc s’accumuler dans le cytoplasme des cellules souches ce qui permet
I’inhibition des HDACs, responsable d’une réduction de la prolifération (Salvi, Cowles 2021)
(Figure 6B). Cependant I’organisation de 1’épithélium intestinal en cryptes et villosités permet
la mise en place d’un gradient de concentration en butyrate : les cellules présentes sur les
villosités I’utilisent via la B-oxydation, donc les cellules souches se trouvant au fond des cryptes
sont soumises & une concentration plus faible en butyrate, et il a donc peu d’impact sur leur
prolifération (Salvi, Cowles 2021) (Figure 6B). Ces différences dans I’utilisation du butyrate
en fonction de la zone du relief expliquent les différences qui sont observées entre les effets du
butyrate sur des modéles 2D ou 3D. Le gradient de butyrate confere une protection aux cellules
souches qui peut étre mise a mal lors de dommages a la structure de 1’épithélium intestinal,

comme ceux causeés par le DON.

Les effets du butyrate ont également été étudiés sur les cellules épithéliales intestinales de porc
en utilisant comme modeéle des lignées cellulaires porcines IPEC-J2. Il a été montré que, de
méme que chez I’homme et la souris, le butyrate induit une augmentation de la TEER associée
a une diminution de la perméabilité au FITC-dextran (Yan, Ajuwon 2017). Il y a également une
augmentation de I’expression des genes codant pour les protéines de jonctions serrées claudine
1, occludine et ZO-1 (Li et al. 2022; Saleri et al. 2022) mais pas dans toutes les études réalisées
ou il y a au contraire une augmentation de I’expression des claudines 3 et 4 (Yan, Ajuwon
2017). Le butyrate augmente egalement I’expression de TNFa sur des cellules porcines IPEC-
J2 (Yan, Ajuwon 2017; Saleri et al. 2022). En ce qui concerne 1’expression des génes codant
pour les cytokines, les profils d’expression varient d’une étude a I’autre avec par exemple une

diminution de I’IL8 (Dou et al. 2020) lors de 1’ajout de 4 mM butyrate dans le milieu de culture
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FIGURE 6 : LES EFFETS DU BUTYRATE SONT COMPARTIMENTES DANS L’AXE CRYPTE-
VILLOSITE

A — Le butyrate peut étre consommé par les cellules épithéliales intestinales comme source d’énergie via la B-
oxydation mitochondriale. S’il s’accumule, le butyrate peut atteindre le noyau et agir comme inhibiteur des
HDACS ce qui va avoir des conséquences sur le déroulement du cycle cellulaire et ’expression des génes. B
— Le butyrate est produit par le microbiote principalement a partir de fibres. Il est ensuite consommé par f3-
oxydation mitochondriale par les cellules épithéliales différenciées présentes sur les villosités. La
concentration de butyrate diminue donc selon un axe villosités-cryptes. Les cellules non différenciées présentes
au fond des cryptes ne consomment pas le butyrate, il va donc agir dans ces cellules en tant qu’inhibiteur des
HDACS mais la réduction de la progression du cycle cellulaire sera moindre au vu de ces faibles
concentrations. (Salvi, Cowles 2021)

alors que d’autres études montrent que 1’expression d’IL8 est augmentée avec 1’ajout de 1 mM
butyrate (Yan, Ajuwon 2017) sur des cellules IPEC-J2 dans les 2 cas. Les récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (TLR) voient également leur expression modifiée par le
butyrate : on retrouve une augmentation du gene TLR2 (Dou et al. 2020) ainsi qu’une
diminution de TLR3 et 4 (Dou et al. 2020; Yan, Ajuwon 2017), tandis que 1’expression de
MYDS88 n’est pas impactée (Dou et al. 2020). Un autre facteur impliqué dans la réponse
immunitaire est le géne NFkB dont 1’expression est parfois diminuée (Saleri et al. 2022) et
parfois augmentée (Dou et al. 2020). Le butyrate modifie donc la réponse inflammatoire des
cellules IPEC-J2 mais les facteurs impliqués varient en fonction des études, possiblement en
lien avec la concentration de butyrate utilisée. Le butyrate augmente également 1’expression
des genes codant pour des peptides antimicrobiens : PBD1 (Saleri et al. 2022), PBD3 et peP2C
(Dou et al. 2020). Le butyrate permettrait également 1’activation de la voie de signalisation

MAPK (Yan, Ajuwon 2017). Le butyrate permet d’améliorer le fonctionnement mitochondrial
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car il augmente 1’expression des génes TFAM, NRF1 et PGCla, impliqués dans la biogenése
mitochondriale (Li et al. 2022). Enfin, il a également été montré chez le porc que des
concentrations en butyrate trop élevées peuvent au contraire avoir des effets déléteres, a partir
de 5 mM pour I’expression de 1’occludine par exemple (Saleri et al. 2022) ou bien une réduction
de la viabilité cellulaire a partir de 4 mM (Dou et al. 2020). Les effets du butyrate sur des
organoides du cblon de porcs ont également été étudiés (Beaumont et al. 2023). Il a été montré
que le butyrate induit, de méme que pour les lignées cellulaires porcines (Yan, Ajuwon 2017,
Li et al. 2022; Saleri et al. 2022), une augmentation de la TEER associée a une augmentation
de I’expression de I’occludine (Beaumont et al. 2023). De méme que pour les entéroides
humains et murins (Pearce et al. 2020), on retrouve une diminution de la prolifération avec le
butyrate qui se traduit ici par une diminution de I’expression du géne OLFM4. L effet opposé
aux lignées cellulaires porcines est retrouvé pour la différenciation cellulaire (Pearce et al.
2020) puisqu’il y a une augmentation dans les organoides porcins de I’expression des genes
CHGA et LYZ, avec également FABP1, FABP6, PIGR et NHE3 (Beaumont et al. 2023). Le
butyrate induit également une diminution de I’expression des génes MUCI et MUC2
(Beaumont et al. 2023) correspondant aux résultats retrouvés sur les entéroides 3D murins et

non humains (Pearce et al. 2020).

Des études ont également étudié les effets du butyrate sur les porcs in vivo. Lors de I’ajout de
butyrate de sodium dans la ration, qu’il soit sous forme enrobée d’une couche lipidique ou non
pour retarder son absorption, il a ét¢ montré que le butyrate permet d’augmenter le gain moyen
quotidien (GMQ) des porcs (Feng et al. 2018; Liu et al. 2023; Wang et al. 2018) et que du
butyrate non enrobé a permis de diminuer les symptdmes chez les porcelets atteins de diarrhées
(Feng et al. 2018). La morphologie de I’intestin est également modifiée par le butyrate de
sodium enrobé avec une augmentation de la taille des villosités et une diminution de celle des
cryptes (Liu et al. 2023), de méme du butyrate de calcium enrobé a induit une augmentation du
nombre de plis transversaux mais qui au contraire n’est pas associée a une augmentation de la
taille des villosités (Claus, Gunthner, Letzguss 2007). L’apport en butyrate de sodium enrobé a
permis d’améliorer la perméabilité avec une augmentation de la TEER associée a une
diminution de la perméabilité au FITC-dextran sur des explants de jéjunum (Wang et al. 2018),
ou bien il y a un faible ratio lactulose-mannitol dans les urines des porcs avec du sodium
butyrate non enrobé (Feng et al. 2018), ce qui correspond a une faible perméabilité de
I’épithélium intestinal. L’amélioration de la perméabilité induite par du butyrate de sodium
enrobé butyrate est accompagnée d’une augmentation de I’expression des geénes codant pour

des proteines de jonctions serrées claudine 1 (dans le duodénum et 1’iléon) (Liu et al. 2023),
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claudine 3, occludine (dans I’iléon et le cdlon), ainsi que ZO-1 (dans le cdlon) avec du butyrate
de sodium non enrobé (Feng et al. 2018). Le butyrate de sodium enrobé induit également une
augmentation de ’expression des geénes ITGBL, une intégrine, ainsi que le gene PKC qui est
impliqué dans I’assemblage des jonctions serrées contenant de 1’occludine (Liu et al. 2023). Le
butyrate de sodium enrobé stimule la différenciation cellulaire avec une augmentation de
I’expression du géne MUCL1 (Liu et al. 2023). On retrouve une augmentation de I’activation de
la voie de signalisation MAPK avec du butyrate de sodium non enrobé (Feng et al. 2018) de
méme que dans les modeles de lignées cellulaires porcines (Yan, Ajuwon 2017). Enfin, le
butyrate de sodium, enrobé ou non, induit une réduction de la réponse immunitaire avec la
diminution de I’expression des génes codant pour TNFa (Feng et al. 2018; Wang et al. 2018)
et le butyrate de sodium enrob¢ induit une diminution de I’expression du géne codant pour IL6

(Wang et al. 2018).

Le butyrate possede donc des effets protecteurs de 1’épithélium intestinal, jusqu’a une
concentration seuil dépendante du modeéle, grace a une diminution de la perméabilité intestinale,
une augmentation de 1’expression des geénes codant pour des protéines de jonctions, une
diminution de la prolifération, une augmentation de la différenciation, la mise en place d’une

réponse immunitaire innée épithéliale et une amélioration du métabolisme mitochondrial.

E. Effets combinés du butyrate et du déoxynivalénol
Dans ce contexte, le butyrate pourrait donc réduire les effets déléteres du DON, aux vues de
leurs effets respectifs opposés sur 1’épithélium intestinal. Il a été montré que chez des souris
(Lin etal. 2020) ainsi que dans le colon de porcelets (Recharla et al. 2022), il y a une diminution
de la concentration en butyrate retrouvée dans la lumiére intestinale suite a une exposition au
DON. Il existerait donc des interactions entre le DON et le butyrate au niveau du microbiote
intestinal et il serait intéressant d’étudier les interactions entre ces deux composés au niveau

des cellules de 1’épithélium intestinal, encore peu explorées a ce jour.

Parmi les études s’intéressant a la combinaison du butyrate et du DON, certaines se sont
concentrées sur les effets observés au niveau du foie, lieu de métabolisation du DON (Payros
etal. 2016). Une étude a montré que le DON induit une augmentation de 1’expression des génes
impliqués dans la production de ROS et dans la voie pro-inflammatoire du TNFa dans le foie
de porcelets nourris avec une ration contaminée par du DON (Zong et al. 2023). 1l a été montré
que la complémentation de la ration en butyrate permet d’atténuer les effets du DON dans le

foie avec notamment une augmentation de I’expression des genes GPX4 et NFE2L2 qui ont des
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roles protecteurs contre le stress oxydant, et une diminution de 1’expression des genes 1L6, IL8,
IL1a, IL1B, IFNB, et TNFa, impliqués dans la réponse immunitaire innée (Zong et al. 2023).
Les effets du DON sont dus a des modifications d’acétylation des génes concernés, et
I’acétylation est rétablic grace aux effets du butyrate en complément du DON (Zong et al.
2023). 1l a également été montré dans le foie de porcelets que le butyrate s’oppose aux effets
du DON via I’inhibition des HDACs, un autres mécanisme épigénétique (Zong et al. 2022) : le
butyrate réduit les effets du DON sur I’expression de génes impliqués dans le métabolisme du
cholestérol. La prévention des effets du DON par une complémentation en butyrate a donc été

prouvée au niveau du foie.

En ce qui concerne I’intestin, plusieurs études ont mis en avant des traitements (probiotiques,
resveratol, lactoferrine) permettant de réduire les effets délétéres du DON sur 1’épithélium
intestinal des porcs, des volailles et des souris (Qiu et al. 2021; Wu et al. 2018; Hu et al. 2022).
Ces études suggérent une efficacité de ces traitements via une augmentation de la concentration
de butyrate dans I’intestin. Le réle du butyrate a alors pu étre confirmé sur des lignées cellulaires
épithéliales intestinales HT-29 et également in vivo sur des souris chez qui il a permis
d’améliorer la structure de I’intestin et d’augmenter la production de mucus qui sont altérées
par le DON (Lin et al. 2020). 1l a été montre sur des cellules HT-29-MTX secrétrices de mucus
traitées préalablement avec 50 uM de DON que I’administration de butyrate dans des
concentrations comprises entre 5 et 10 mM permet une amélioration de la fonction de barriere
épithéliale (Nielsen et al. 2018). En effet, le butyrate a ces concentrations a permis une
augmentation de la TEER ainsi qu’une augmentation de 1’expression de la mucine 2. 1l a été
montré sur des cellules jéjunales de porc IPEC-J2 qu’une concentration de 0,5 mM de butyrate
permet de s’opposer aux effets du DON a 1 pM en améliorant la perméabilité intestinale,
évaluée via I’expression du gene codant pour la protéine de jonction serrée claudine 4 (Wang
et al. 2020). Enfin, une diminution de la fragmentation et de la destruction des mitochondries
ainsi qu’une augmentation du potentiel de membrane lors de 1’ajout du butyrate au DON ont

été observées sur des cellules IPEC-J2 (Xue et al. 2023).

Chez le porc in vivo, les effets du butyrate sur 1’épithélium intestinal ne sont pas encore bien
caractérises et ils semblent n’avoir été que peu étudiés en combinaison avec le DON. Il a tout
de méme été montré que le butyrate permet de rétablir ’expression des génes codant pour
I’occludine (Xue et al. 2023), la claudine 4 (Xue et al. 2023; Wang et al. 2020) et ZO-1 (Xue et
al. 2023; Wang et al. 2020) dans le c6lon qui ont été reduites par le DON. Le butyrate a
également induit une augmentation de la production de peptides antimicrobiens, la f-défensine,

dans le cblon qui a été réduite par le DON (Wang et al. 2020). Il a aussi été montré que
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I’expression des genes codant pour PCK2, IDH2 et PGCla, qui sont marqueurs du bon
fonctionnement du métabolisme énergétique et de la biogenese mitochondriales, est réduite lors
d’une exposition des porcelets au DON et son expression est rétablie lors d’une
complémentation en butyrate (Xue et al. 2023), et I’augmentation de 1’expression du géne
PCK2 est corrélée a I’augmentation des génes codant pour des protéines de jonctions serrees
(Xue et al. 2023). 1l est donc intéressant d’étudier dans quelle mesure le butyrate peut-il étre
bénéfique a la gestion d’une intoxication au DON chez les porcs et d’explorer les mécanismes

potentiellement impliqués.

F. Présentation des organoides intestinaux de porcelets
Les modeles habituellement utilisés pour étudier la barriére épithéliale intestinale présentent de
nombreux défauts. En effet, les cultures réalisées a partir de lignées cellulaires ne représentent
pas la diversité cellulaire de 1’épithélium intestinal et leur profil d’expression génique est
restreint et peu ressemblant a celui de cellules in vivo (van der Hee et al. 2020). Il existe
également des cultures ex vivo, qui sont de meilleurs modeles que les lignées cellulaires mais
elles ne sont pas viables dans le temps (Randall, Turton, Foster 2011) et nécessitent 1’utilisation

de nouveaux animaux vivants pour chaque culture.
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FIGURE 7 : CULTURE D’ORGANOIDES INTESTINAUX CHEZ LES ANIMAUX D’ELEVAGE
A — Morphologie d’organoides intestinaux de différentes espéces d’animaux d’¢élevage. La barre d’échelle
représente 200 uM. (Beaumont et al. 2021) B — Observation du cytosquelette est des noyaux cellulaires
d’organoides de jéjunum de porc. Coloration en bleu des noyaux, coloration en rouge de I’actine. La barre
d’échelle représente 20 um. (Mussard et al. 2023)

C’est dans ce contexte que le modele des organoides intestinaux a e€té développé. Ce sont des
cultures de cellules épithéliales autoorganisées en 3D (Figure 7), dérivées de cellules souches
qui vont acquérir une organisation structurelle et fonctionnelle similaire a celle de 1’organe
d’origine pour certains aspects. Des études antérieures ont permis d’adapter la culture
d’organoides pour différentes espéces d’animaux d’élevage (Beaumont et al. 2021). Parmi eux,
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les organoides porcins sont bien caractérisés et représentent un modeéle adéquat pour
caractériser les interactions entre le butyrate et le DON. Les organoides sont obtenus a partir de
cryptes intestinales qui sont placées dans du Matrigel®, utilisé comme matrice pour rendre la
croissance en 3D possible (Beaumont et al. 2021). Ces cryptes présentes dans le Matrigel® sont
ensuite recouvertes d’un milieu de culture contenant différents facteurs qui miment la niche des
cellules souches : des facteurs de croissance épidermique (EGF) stimulant la prolifération, un
des facteurs de la voie Wnt qui est R-spondin stimulant la prolifération, un inhibiteur de la voie
BMP qui est Noggin empéchant I’inhibition de la prolifération, et enfin un inhibiteur de la voie
ROCK qui est Y-27632, nécessaire seulement lors des passages d’organoides car il empéche
I’anoikis des cellules isolées (Sato et al. 2009). Ces facteurs ne sont souvent pas disponibles
pour les espéces d’élevage, mais des facteurs orthologues murins ou humains permettent la
culture des organoides de porcs (Beaumont et al. 2021). Pour pallier a ce mangue de facteurs
commercialisés, il est possible d’utiliser de I’Intesticult® qui est un milieu de culture
commercialisé contenant tous les facteurs nécessaires a la culture des organoides humains

initialement, mais efficace pour des organoides porcins (Beaumont et al. 2021).

L’utilisation des organoides est intéressante car ils permettent un maintien de la diversité
cellulaire épithéliale (Figure 2) et qui sont viables dans le temps grace a des passages répétés a
partir des mémes cellules souches (van der Hee et al. 2020), ce qui consiste a les dissocier et a
les ensemencer & nouveau dans du Matrigel® (Beaumont et al. 2021). Ces structures présentent
des profils d’expression génique plus ressemblants a ceux observés in vivo, avec environ 80%
de génes spécifiques a I’épithélium jéjunal exprimé également dans les organoides, en
comparaison aux lignées cellulaires, chez qui seulement 32% des génes spécifiques a
I’épithélium jéjunal sont exprimés (van der Hee et al. 2020). Les organoides permettent de
reproduire de fagon fiable le profil d’expression génique correspondant aux fonctions de
transports des nutriments et des processus métaboliques, comme tout particulierement le
métabolisme des acides gras tel que le butyrate (van der Hee et al. 2020). Bien qu’il y ait des
changements dans I’expression de certains génes au fil des passages ils conservent un profil
d’expression proche des tissus in vivo (van der Hee et al. 2020). Cependant toutes les fonctions
ne sont pas représentatives de celles d’un tissu in vivo puisque par exemple les voies de
signalisation liées a la matrice extracellulaire (MEC) ne seront pas retrouvées dans les
organoides. En effet le Matrigel® ne semble pas remplacer la totalité des fonctions de la MEC
(van der Hee et al. 2020). Le microenvironnement est également absent des cultures
d’organoides ou on ne retrouve pas les cellules immunitaires, le systéme nerveux, les affluences

hormonales ou encore le microbiote.
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Les organoides 3D possédent un pole apical orienté vers leur centre, rendant seulement le p6le
basolatéral accessible pour les composés présents dans le milieu. Or notre objectif est
d’administrer le DON et le butyrate via le pole apical afin de mimer I’ingestion de ces composés
par les porcs (Beaumont et al. 2021). Il est possible d’utiliser des micro-injections afin
d’administrer les composés souhaités au pole apical des cellules mais cette technique demande
du matériel couteux ainsi que beaucoup de temps et d’expérience afin d’obtenir des injections
reproductibles (Blutt 2018). Une méthode plus simple est d’inverser la polarisation des
organoides en retirant la MEC, mais il a été montré que le protocole permet d’inverser 0 a 80%
des organoides présent ce qui est trop aléatoire pour étre satisfaisant (Li et al. 2020). La méthode
que nous allons alors utiliser est le passage des organoides en monocouches cellulaires qui
permettent alors une étude du role de barriére de 1’épithélium (Mussard et al. 2023) (Figure 8).
Ce modele en 2D permet en effet de retrouver la diversité cellulaire de I’épithélium et permet
une administration apicale des composés a étudier, ce qui reflete I’exposition physiologique au

métabolites bactériens et aux toxines alimentaires (Mussard et al. 2023).
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FIGURE 8 : CULTURE DE MONOCOUCHES DE CELLULES ISSUES D‘ORGANOIDES
INTESTINAUX
A — Des organoides intestinaux 3D cryoconservés sont décongelés pour obtenir une nouvelle culture
d’organoides 3D. Ils peuvent subir des passages pour maintenir leur culture dans le temps. Ensuite, les
organoides sont dissociés et les cellules sont ensemencées en monocouches sur des membranes poreuses
(Mussard et al. 2023). B — Photographie d’une monocouche de cellules issues d’organoides de jéjunum de
porcelets, observée au microscope optique au grossissement x10.

Les effets du délétéres du DON et les effets bénéfiques du butyrate sur la barriére épithéliale
intestinale ont été largement étudiés sur des lignees cellulaires et in vivo mais les effets de
I’administration conjointe de butyrate et de DON a été trés peu étudiée. L objectif de ce travail
était donc de caractériser les effets du butyrate et du DON sur le modele des monocouches de

cellules d’organoides d’intestin de porcelets.
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l. Matériel et méthode

A. Culture des organoides
Les organoides utilisés ont été obtenus a partir d’organoides de jéjunum cryopréservés de 7
porcelets de 21 jours (avant le début du sevrage) différents. Chaque porcelet a été utilisé pour
former un stock de plusieurs échantillons d’organoides cryopréservés qui ont été renouvelés par
des passages. Pour chaque expérience réalisée dans notre étude, des organoides de différents
porcs ont été décongelés et utilisés selon le protocole détaillé qui a été publié (Mussard et al.
2023).

Les organoides décongelés ont eté centrifugés et ont été mis en culture dans des plaques de 48
puits dans un dome de Matrigel®, une matrice extracellulaire permettant la formation d’une
structure en 3 dimensions (Figure 9A). Les domes ont été recouverts d’Intesticult® : un milieu
de culture commercial contenant notamment les activateurs de la voie Wnt et les inhibiteurs de
la voie BMP nécessaires a la prolifération des cellules souches (Gehart, Clevers 2019). Apres
48 a 72 heures de culture, les organoides décongelés ont été dissociés par pipetage et par
I’utilisation de TrypLE® — une protéase fongique recombinante de type trypsine — & 37°C. La
dissociation a été stoppée par 1’ajout de Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) froid
contentant 10 % de sérum de veau feetal (SVF). Aprés centrifugation, les cellules dissociées ont
été compteées et le nombre souhaité (3000 cellules / puits) a été mis en culture dans un nouveau
déme de 50 pL contenant 2 tiers de Matrigel® et 1 tier de DMEM avant 1’ajout d’Intesticult®,

renouvelé au bout de 48 heures.

Le passage d’organoides 3D en monocouches a été réalisé apres 120 heures de culture. Ils ont
été dissociés par pipetage et par 'utilisation de TrypLE® contenant 10 pM de Y-27632 (Sato et
al. 2009) — a 37°C. La dissociation a été stoppée par 1’ajout de DMEM froid contenant 10 % de
SVF. Aprés centrifugation, les cellules dissociées ont été comptées et le nhombre souhaité
(2,5.10° cellules / insert) a été resuspendu dans un milieu de culture apical composé a 80%
d’Intesticult®, 20% de SVF et 10 uM de Y-27632. Les cellules ont ensuite été mises en culture
dans une plaque de 24 puits avec des inserts contenants une membrane poreuse prétraitée 2
heures a 37°C avec du collagene de type IV a 50 pg/mL dans du PBS. Le milieu de culture
basal, de 770 pL, était identique au milieu de culture apical, de 400 pL. Les cellules formaient
une monocouche sur la membrane poreuse (Figure 9B). Le protocole complet de culture des
organoides et des monocouches est disponible en Annexe 2. Au bout de 24 heures le milieu de
culture apical a eté changé en fonction des protocoles décris ci-dessous permettant

d’administrer différents traitements dilués dans du PBS sur les cellules. Le milieu de culture
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basal était toujours changé en méme temps que le milieu de culture apical et a partir de 24

heures sa composition était de 80% d’Intesticult® et de 20% de SVF.

Traitements
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FIGURE 9 : METHODES DE CULTURE DES ORGANOIDES INTESTINAUX DE PORCELET
A — Modéle de culture en 3D. B — Modeéle de culture en monocouche. Images obtenues au microscope optique

au grossissement x10.

1. Etude des effets dose-réponse du déoxynivalénol
L’objectif de cette expérience était de déterminer la concentration de DON a utiliser pour
observer un effet sur notre modele de monocouches dérivées d’organoides intestinaux de

porcelets sans qu’il n’y ait de cytotoxicité.

Le DON est habituellement utilisé a la concentration de 10 uM sur des lignées cellulaires
classiques sur lesquelles il a alors des effets sur la morphologie des cellules sans affecter leur
viabilité (Pinton, Oswald 2014), et en dessous de 10 uM sur des explants intestinaux pour
lesquels on retrouve de la nécrose au-dela de cette concentration (Kolf-Clauw et al. 2009). Nous
avons donc testé une gamme de concentrations de DON allant de 5 uM a 100 puM, car il est
connu que les cellules épithéliales différenciées comme celles présentes dans les organoides
sont moins sensibles au DON que les cellules immatures, majoritaires dans les modéles de

lignées cellulaires (Luo et al. 2021).

Les inserts ont été placés dans un cellZscope permettant de mesurer la TEER en continu. Le
milieu apical a été renouvelé 24 heures apres le passage des organoides en 2D par du PBS
(Figure 10). A 48 heures, le milieu apical a été renouvelé par du PBS contenant différentes
concentrations de DON : 0 (utilisé comme témoin), 5, 10, 50 et 100 uM. A 72 heures, la

perméabilité transépithéliale a été mesurée par 1’utilisation du FITC-dextran 4 kDa comme
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décrit ci-dessous puis les cellules ont été utilisées pour 1’obtention de lysats protéiques

conservés a -80°C ou bien les cellules ont subi une extraction d’ARN.

PBS

— 100 M
50 1M
10 pM

Organoides de Monocouche PBS s

jéjunum de cellulaire
porcelets TEER TEER TEER TR
cryopréservés
24h 24h A 24h
—_» _—> >

FIGURE 10 : SCHEMA EXPERIMENTAL POUR L’ETUDE DES EFFETS DOSE-REPONSE DU
DEOXYNIVALENOL
Des cultures de monocouches de cellules dérivées d’organoides de jéjunum de porcelets ont été traitées 24h
apres ensemencement avec du PBS au pdle apical et 48h apres ensemencement avec du PBS ou différentes
concentrations de DON au p6le apical.

2. Etude des effets du butyrate et du déoxynivalénol
L’objectif de cette expérience était d’étudier les effets du butyrate et du DON, ainsi que les
effets de ’association de ces deux composés sur notre modele de monocouches dérivées

d’organoides intestinaux de porcelets.

Les inserts ont été placés dans un cellZscope permettant de mesurer la TEER en continu. Le
milieu apical a été renouvelé 24 heures apres le passage des organoides en 2D (Figure 11) par
du PBS utilisé seul comme témoin, ou contenant du butyrate a une concentration de 1 mM
(Pearce et al. 2020; Beaumont et al. 2023). A 48 heures, le milieu apical a été renouvelé a
I’identique avec ou non 1’ajout de DON a une concentration de 100 uM, comme déterminé par
le protocole précédent (Effets dose-réponse du DON). Quatre conditions différentes sont donc
étudiées : PBS (contrdle), butyrate, DON et I’association du butyrate et du DON. A 72 heures,
les milieux de culture ont été récupérés et congelés a -20°C. Les monocouches ont eu différentes

utilisations possibles par la suite :

- Mesure de la perméabilité transépithéliale par 1’utilisation du FITC-dextran 4 kDa
puis les cellules ont été utilisées pour 1’obtention de lysats protéiques conserves a -
80°C;

- Extraction d’ARN conservés a -80°C ;

- Fixation pour une analyse par microscopie confocale ;

- Fixation pour une analyse par microscopie électronique.
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FIGURE 11 : SCHEMA EXPERIMENTAL POUR L’ETUDE DES EFFETS DU BUTYRATE ET DU
DEOXYNIVALENOL

Des cultures de monocouches de cellules dérivées d’organoides de jéjunum de porcelets ont été traitées 24h

apres ensemencement avec du PBS ou du butyrate au pdle apical et 48h aprés ensemencement avec du PBS

ou du butyrate ou du DON ou du butyrate et du DON au péle apical.

3. Etude des effets du butyrate sur le « stress ribotoxique »
L’objectif de cette expérience était d’étudier les effets du traitement préventif de butyrate sur
les effets causés par la ribotoxicité sur notre modele de monocouches dérivées d’organoides

intestinaux de porcelets.
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jéjunum de cellulaire @
porcelets TEER TEER TEER TEER
cryopréserves
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FIGURE 12 : SCHEMA EXPERIMENTAL POUR L’ETUDE DES EFFETS DU BUTYRATE SUR
LE « STRESS RIBOTOXIQUE »
Des cultures de monocouches de cellules dérivées d’organoides de jéjunum de porcelets ont été traitées 24h
apres ensemencement avec du PBS ou du butyrate au pdle apical et 48h aprés ensemencement avec du PBS
ou du butyrate ou de I’ANI ou du butyrate et de I’ANI au pdle apical.

Les inserts ont été placés dans un cellZscope permettant de mesurer la TEER en continu. Le
milieu apical a été renouvelé 24 heures apres le passage des organoides en 2D (Figure 12) avec
du PBS utilisé seul comme témoin ou contenant du butyrate a une concentration de 1 mM. A
48 heures, les milieux apicaux ont ¢été renouvelés a 1’identique avec ou non 1’ajout
d’anisomycine (ANI) a 1 uM (déterminé par une expérience préalable, données non présentées).
L’ ANI est un antibiotique produit par la bactérie Streptomyces griseolus et est une ribotoxine
couramment utilisée pour évaluer les effets dus a I’altération du fonctionnement des ribosomes

(Garofalo et al. 2022). Quatre conditions différentes sont donc étudiées : PBS (controle),
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butyrate, ANI et 1’association du butyrate et de I’ANI. A 72 heures, les milieux de culture ont
été récupéres et congelés a -20°C. Certaines cellules ont subi une extraction d’ARN et ils ont
été conserves a -80°C. D’autres monocouches ont été utilisées pour mesurer la perméabilité
transépithéliale par 1’utilisation du FITC-dextran 4 kDa puis les cellules ont éteé utilisées pour

I’obtention de lysats protéiques conservés a -80°C.

B. Mesure de la TEER
La mesure de la TEER permet de quantifier la permeéabilité paracellulaire épithéliale ionique,
ce qui permet donc d’apprécier la qualité de la barriére intestinale qui est influencée par la
confluence des cellules et par la formation des jonctions cellulaires. Il est important d’utiliser
un insert ne contenant aucune cellule lors de chaque série de mesures de la TEER car cela
permet de prendre en compte dans nos mesures la résistance induite par la membrane poreuse

sur lesquelles reposent les cellules.

Les inserts contenant les monocouches de cellules épithéliales ont été placés dans des puits
individuels dans un cellZscope. Le puits du cellZscope sert d’électrode basale et le couvercle
possede une électrode apicale qui permettent de mesurer la TEER a travers 1’insert. Une fois
les milieux de culture ajoutés, I’appareil a été placé dans 1’étuve a 37°C. Il a mesuré la TEER a
intervalles réguliers, 15 minutes ici, et a enregistré toutes les données sur les 72 heures de

culture.

C. Mesure de la perméabilite transépithéliale avec le FITC-dextran 4 kDa

A la fin des 48 heures de traitements, les inserts ont été placés dans une plaque 24 puits avec
200 pL de FITC-dextran 4 kDa a 2,2 mg/mL de solution saline équilibrée de Hanks (HBSS) au
pole apical et 500 mL de HBSS au pble basal. La plaque a été incubée 2 heures a 37°C, a la
suite de quoi 100 pL de chaque milieu basal ont été placés en triplicat dans une plaque 96 puits
noire permettant la lecture de la fluorescence. Les mesures de fluorescence ont été réalisées
avec le lecteur de plaque Tecan Infinite® 200 Pro avec une excitation a 495 nm et une émission
a 530 nm.

D. Mesure de Pactivité de la LDH
La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme présente dans le cytoplasme des cellules

intestinales. Elle se retrouve dans le milieu apical seulement lorsque la cellule subit des
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dommages membranaires. Le kit d’analyse de la cytotoxicit¢ CyQUANT™ a été utilisé pour
quantifier la présence de LDH dans le milieu apical, et donc I’intensité des dégats cellulaires
subis par les cellules intestinales, par mesure de I’absorbance. La LDH catalyse la réaction
suivante : Lactate + NAD" — Pyruvate + NADH. Le NADH formé permet au sel de tetrazolium
apporté par le kit d’étre réduit en formazan qui est coloré en rouge. La lecture de 1’absorbance
des puits était réalisée avec le lecteur de plaque Promega™ GloMax® pour une longueur d’onde
de 490 nm, qui a ensuite été remplacé par le Tecan Infinite® 200 Pro a une longueur d’onde de
495 nm.

E. ELISA IL8 (CXCL38)

La méthode de dosage ELISA a été utilisée pour mesurer la quantité d’IL8 présente dans le
milieu apical et basal des monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets qui ont
été récupérés a la fin des 48 heures de traitement. L’anticorps de coating utilisé était le Rabbit
anti Pig interleukin-8 antibody (Biorad, AHP2392) a une concentration de 3 pg/mL. Pour établir
une gamme nous avons utilisé le Recombinant Pig interleukin-8 (Biorad, PPP024) a des
concentrations allant de 25 a 0,390 ng/mL. Les échantillons utilisés n’ont pas été dilués avant
leur utilisation. L’anticorps de détection utilisé était Rabbit anti Pig interleukin-8
antibody:Biotin (Biorad, AHP2392B) a une concentration de 0,5 pg/mL, suivi de 1’utilisation
de Streptavidin-HRP a une concentration de 1 pg/mL. Enfin, la révélation a été faite avec une
solution de substrat TMB et du H2SO* 2N.

La lecture de 1’absorbance a été réalisée dans un premier temps avec le lecteur de plaque
Promega™ GloMax® a une longueur d’onde de 450 nm. Qui a ensuite été remplacé par le Tecan

Infinite® 200 Pro a une longueur d’onde de 450 nm.

F. Dosage du lysozyme
Le EnzChek® Lysozyme Assay Kit a été utilisé pour quantifier ’activité du lysozyme dans le
milieu apical des monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets qui ont été
récupéres a la fin des 48 heures de traitement. L’action du lysozyme permet de libérer un
composé fluorescent présent sur les parois cellulaires de Micrococcus lysodeikticus, et cette

fluorescence est proportionnelle a la quantité de lysozyme préesente dans le milieu.

La lecture de la fluorescence a été réalisée avec le lecteur de plaque Promega™ GloMax® avec

une excitation a 490 nm et une excitation de 510 a 570 nm.
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G. Analyse de I’expression de génes
A la fin des 48 heures de traitement, les monocouches cellulaires ont été homogéneisées et
stockées dans du trizol a -80°C, ce qui a permis la dégradation des cellules et I’inhibition des
RNAse. L’ARN a ensuite été extrait selon le protocole du kit Direct-zol™ RNA Microprep. La
quantité¢ d’ARN présente dans chaque échantillon a été dosée par spectrophotométrie a I’aide
d’un Nanodrop® puis conservés a -20°C. Une réaction de rétrotranscription a ensuite été réalisée
selon le protocole du kit GoScript™ Reverse Transcription Mix, Random primers, a partir de
300 ng d’ARN. Le mélange réactionnel a été incubé dans un thermocycleur selon le programme
suivant : 5 minutes a 25 °C, 1 heure a 42 °C puis 15 minutes a 70 °C. Des ADNc ont été obtenus
et dilués a une concentration de 5 ng/uL. Ils ont ensuite été conservés a -20°C jusqu’a la

réalisation de la PCR en temps réel (QPCR) ou par gPCR en microfluidique (Fluidigm).

1. Par qPCR
La gPCR a été realisée avec un appareil QuantStudio6 dans un volume final de 5 uL. Nous
avons utilisé le Power SYBR™ Green PCR Master Mix et des amorces sens et antisens adaptées
aux genes ciblés a une concentration finale de 0,5 uM. Les conditions d’amplification étaient :
10 minutes de dénaturation a 95 °C, suivi de 40 cycles de 15 secondes a 95 °C et de 1 minute a
60 °C, suivi de la réalisation d’une courbe de fusion permettant de vérifier la spécificité de la

réaction.

2. Par gPCR en microfluidique (Fluidigm)
La méthode du Fluidigm est une qPCR automatisée utilisant la technique de microfluidique qui
nous a permis de réaliser 1’étude de 95 genes différents. Une plaque 96 puits contenant les
ADNCc de nos échantillons a une concentration de 5 ng/uL ainsi qu’une plaque contenant une
amorce sens et une amorce antisens, a des concentrations de 20 UM chacune, dans un puits pour
chaque gene étudié ont été envoyées a la plateforme Gentyane (Génotypage et séquencage en
Auvergne, Genomics INRAE), a Clermont-Ferrand, pour la réalisation des mesures. A 1’issue
de cette qPCR, nous avons retiré les génes de référence et les génes pour lesquels 1’expression

n’a pas pu étre mesurée. Nous avons donc retenu 62 geénes qui seront présentés.

H. Obtention de lysats protéiques
A la fin des 48 heures de traitement, les monocouches cellulaires ont été homogénéisées et
stockées & -80°C dans 50 pL d’une solution d’extraction composée d’un cocktail d'inhibiteurs
de protéases cOmplete™ dans du tampon de lyse RIPA (utilisation de 1 pastille pur 50 mL de

solution d’extraction).

37



Le dosage des protéines présentes dans les échantillons a ensuite été mesurée a I’aide du BC
Assay Protein Quantitation Kit™. La lecture de I’absorbance des échantillons a été réalisée

avec le Tecan Infinite® 200 Pro & une absorbance de 560 nm.

I. Microscopie confocale
Apres 48 heures de traitement, les monocouches ont été utilisées pour différents marquages.
Les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde 4 % pendant 20 minutes, sous agitation,
pour permettre une stabilisation des structures. Les cellules ont ensuite été perméabilisées avec

du triton X-100 0,2% pendant 20 minutes, sous agitation.

Certaines cellules ont été incubées avant fixation 2 heures a 37°C avec de I’EdU a 10 uM
provenant du kit de prolifération cellulaire EdU Click-iT™. L’EdU est intégré a I’ADN lors de
la réplication, ce qui permet de marquer les cellules en prolifération qui ont ensuite été fixees
et perméabilisées. Un blocage des cellules a été réalisé grace a du PBS/BSA 1% pendant 1
heure, sous agitation pour saturer les sites non spécifiques puis le fluorochrome Alexa 594-

couplé a la sonde de détection de I’EdU a été ajouté pour détecter les cellules en prolifération.

Apres fixation et perméabilisation, d’autres cellules ont ét¢ marquées avec de la phalloidine
(PHA) couplée au fluorochrome TRITC a 1 pg/mL pendant 10 minutes, permettant de marquer
le cytosquelette d’actine. D’autres cellules ont été marquées avec un anticorps anti-occludine
couplé a 1,25 pg/mL pendant une nuit a 37°C puis un anticorps secondaire couplé a un
fluorochrome a 2 pg/mL pendant 2 heures, ce qui permet de marquer la protéine de jonction
serree occludine. Enfin, des cellules ont été marquees avec du Ulex Europaeus Agglutinin |
(UEA1) couplée au fluorochrome FITC a 10 pg/mL pendant 1 heure, qui est une lectine

permettant de marquer les résidus fucoses des glycoprotéines.

Chaque monocouche cellulaire a été placée sur une lame de microscope et recouverte de milieu
de montage supplémenté a 5 pg/mL en DAPI, un marqueur qui cible les doubles brins d’ADN
afin de repérer les noyaux cellulaires. Les lames ont été conservées a 1’obscurité a 4 °C jusqu’a
leur observation au microscope confocal a la plateforme TRI (Toulouse Réseau Imagerie,
GenoToul) a Toulouse.

J. Microscopie électronique a transmission
Aprés 48 heures de traitement, les monocouches ont été fixées avec 400 pL au p6le apical et
500 pL au pble basal de solution de glutaraldehyde 2% préparé dans une solution tampon de
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Sorensen 0.1 M puis conservées a 4°C. Les monocouches ont été préparées et observées la
plateforme CMEAB (Centre de microscopie électronique appliqué a la biologie, GenoToul) a

Toulouse.

K. Statistiques
Les analyses statistiques ont toutes été réalisees avec le logiciel R (version 4.2.3) et en utilisant
les packages multcomp, car, Ime4 et emmeans. Un modéle linéaire mixte a été utilisé en prenant
en compte comme effet fixe le traitement et, lorsque nécessaire, le temps et 1’interaction de ces
deux facteurs. Le modele a également pris en compte les effets aléatoires liés au porc duquel
proviennent les organoides, ainsi que le puits lorsqu’il y avait des mesures répétées sur le méme
puits. Des comparaisons 2 a 2 entre toutes les conditions ont été réalisées avec la fonction
emmeans. Pour étudier les cinétiques, les comparaisons 2 a 2 des traitements ont été réalisées
pour chaque temps. Les analyses en composantes principales ont été réalisées avec le package

MixOmics.

Tous nos résultats ont été exprimés relativement a la valeur mesurée dans le puits contréle du
méme porcelet, ¢c’est-a-dire le puits traité seulement au PBS pendant les 48 heures de traitement.
Le controle a été représenté par la ligne pointillée a y = 1. Une différence significative entre un
groupe et le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par *. Une différence
significative entre deux groupes avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par des lettres
différentes. Pour les mesures de la TEER qui sont dépendantes du temps, les conditions sont

comparées entre elles pour chaque temps.
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1. Résultats

A. Etude dose-réponse des effets du déoxynivalénol

L’objectif de cette partie était d’étudier les effets de différentes concentrations de DON sur
notre modele de monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets. Les
concentrations étudiées étaient comprises entre 1 UM, correspondant & des concentrations
utilisées pour des explants intestinaux de porcs (Kolf-Clauw et al. 2009), et 100 uM, car une
plus grande résistance au DON était attendue en comparaison des lignées cellulaires pour les
cellules différenciées présentes dans notre modele de monocouches de cellules dérivées
d’organoides intestinaux de porcelets (Luo et al. 2021). En supposant que le DON ingéré sur
un repas par un porc est dilué dans 1 litre de fluide gastrointestinal (Pinton et al. 2009), ces
concentrations en DON in vitro correspondraient a des concentrations entre 0,3 et 30 mg/kg de
nourriture, ce qui correspond aux concentrations retrouvées dans les céréales contaminées par
le DON (Holanda, Kim 2021), allant d’une intoxication chronique a aigiie.

Une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée a partir de 1’expression de
I’ensemble des 62 genes étudiés (Figure 13). La composante 1 met en évidence des différences
entre trois groupes : les traitements PBS, 5 pM de DON et 10 pM de DON ; le traitement 50

PCA axis 1 & 2

(8)]
!

20 20

. " ° Traitement

27 2 PBS
DON_5

& DON_10
DON_50

12 & DON_100

o
!

Component 2 (12.52%)
o

N
o
]

10 5 0 5
Component 1 (47.43%)

FIGURE 13 : EFFETS DE LA CONCENTRATION DE DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION
DE L’ENSEMBLE DES GENES

Des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ont été traitées pendant 24 heures

avec du PBS (témoin négatif) ou différentes concentrations de DON : 5, 10, 50 et 100 pM.

Composantes 1 et 2 d’une ACP de I’expression de 1’ensemble des 62 génes étudiés en fonction du traitement.

Le pourcentage de variance expliquée par la composante 1 est de 47,43 % et pour la composante 2 de 12,52

%. n=3/groupe. Les numéros identifient le porcelet a 1’origine des organoides.
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uM de DON ; le traitement 100 uM de DON. L’analyse de 1’expression des génes a donc mis
en évidence une influence des traitements de 50 et 100 uM de DON par rapport a la condition

contréle (PBS) (Figure 13). Comme attendu, I’effet du DON semble plus fort a 100 que a 50
MM,

1. Effets de la concentration du déoxynivalénol sur la perméabilité épithéliale
La perméabilité paracellulaire de la monocouche épithéliale au FITC-dextran 4 kDa était
significativement plus élevée par rapport au contrdle seulement avec une concentration de DON
de 100 uM (Figure 14A). Il y avait une diminution significative de la TEER par rapport au
contréle seulement pour une concentration de DON de 100 uM dés 12h d’exposition au DON
(Figure 14B). Le DON a 50 uM a eu tendance a réduire la TEER, mais ces effets n’étaient pas
significatifs (Figure 14B). L’expression des différents génes codant pour des protéines de

jonctions serrées ont été impactés pour différentes concentrations de DON. Pour des
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FIGURE 14 : EFFETS DE LA CONCENTRATION DE DEOXYNIVALENOL SUR LA
PERMEABILITE EPITHELIALE

Des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ont été traitées pendant 24 heures
avec du PBS (témoin négatif) ou différentes concentrations de DON : 5, 10, 50 et 100 uM.

A — Mesure de la perméabilité au FITC-dextran 4 kDa dans le milieu basal des monocouches de cellules
dérivées d’organoides aprés 2h d’incubation a 37°C en fonction de la concentration en DON allant de 5 a 100
UM. n=5/groupe. Chaque ligne relie les échantillons d’un méme porc pour les différentes conditions. B —
Mesure en continue de la TEER de 0 & 48 heures de traitement en fonction de la concentration en DON (ajouté
a 24h de traitement) allant de 5 & 100 uM. Représentatif de n=5/groupe.

Les résultats ont été exprimés relativement a la valeur mesurée dans le puits contréle du méme porcelet (traité
seulement au PBS pendant 48 heures), qui est représenté par la ligne pointillée & y = 1. Une différence
significative avec le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par *. Une différence
significative entre deux groupes avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par des lettres différentes. Pour

les mesures de la TEER qui sont dépendantes du temps, les conditions sont comparées entre elles pour chaque
temps.
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concentrations de 10, 50 et 100 uM de DON, les génes CGN, OCLN, TJP1 et TJP2 sont
surexprimes par rapport au PBS (Figure 15). Des concentrations de 5, 10, 50 et 100 uM de
DON ont induit une surexpression du gene TJP3 par rapport au PBS (Figure 15). Des
concentrations de 50 et 100 uM de DON ont induit une surexpression du gene CDH1, codant
pour une protéine de jonction adhérente, par rapport au PBS (Figure 15). La modification de
I’expression de ces genes et de la perméabilité épitheliale suggére que le DON module les

mécanismes de formation des jonctions cellulaires.
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FIGURE 15 : EFFETS DE LA CONCENTRATION DE DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION
DE GENES IMPLIQUES DANS LES JONCTIONS CELLULAIRES

Des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ont été traitées pendant 24 heures

avec du PBS (témoin négatif) ou différentes concentrations de DON : 5, 10, 50 et 100 uM.

Heatmap de ’expression de génes codant pour des protéines de jonctions cellulaires en fonction des traitements

(PBS ou concentrations de DON allant de 5 a 100 uM) et des porcs. L’échelle de couleur correspond au niveau

d’expression du géne. n=3/groupe.

Une différence significative avec le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par une * de la

couleur du traitement correspondant.

2. Effets de la concentration du déoxynivalénol sur le renouvellement
cellulaire

Le gene MKI67, marqueur de la prolifération, était surexprimé pour des concentrations en DON
de 10, 50 et 100uM par rapport au PBS (Figure 16). Les genes HES1 et SOX9, également
marqueurs de la prolifération, étaient surexprimés pour des concentrations en DON de 50 et
100 puM par rapport au PBS (Figure 16). A I’inverse, les génes SMOC2 et CDX2, marqueurs
de la prolifération et des cellules souches, étaient sous-exprimés respectivement pour des
concentrations en DON de 50 et 100 uM ou de 100 pM par rapport au PBS (Figure 16). Le
gene BAX, impliqué dans les mécanismes d’apoptose, était surexprimeé pour des concentrations
en DON de 10, 50 et 100 uM par rapport au PBS (Figure 17A). Cependant la concentration de

LDH dans le milieu de culture apical n’était pas modifiée par les différentes concentrations de
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DON par rapport au contrdle donc le DON n’a pas induit de toxicité sur les monocouches de
cellules d’organoides a ces concentrations (Figure 17B). Ce résultat est confirmé par
I’observation des monocouches a ’issue des 48 heures de traitement, ou 1’intégrité du tapis
cellulaire était toujours maintenue quelle que soit la concentration en DON utilisée, bien que la
morphologie des cellules semble modifiée (cellules plus étirées avec les concentrations élevées
de DON) (Figure 17C). Globalement, ces résultats suggerent une augmentation de la
prolifération induite par le DON.
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FIGURE 16 : EFFETS DE LA CONCENTRATION DE DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION

DE GENES IMPLIQUES DANS LE RENOUVELLEMENT CELLULAIRE

Des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ont été traitées pendant 24 heures

avec du PBS (témoin négatif) ou différentes concentrations de DON : 5, 10, 50 et 100 uM.

Heatmap de I’expression de geénes impliqués dans le renouvellement cellulaire en fonction des traitements

(PBS ou concentrations de DON allant de 1 a 100 uM) et des porcs. L’échelle de couleur correspond au niveau

d’expression du géne. n=3/groupe.

Une différence significative avec le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par une * de la

couleur du traitement correspondant.

Porc

_me =

3. Effets de la concentration du déoxynivalénol sur la différenciation cellulaire
L’expression des génes marqueurs de la différenciation des entérocytes était impactée pour
différentes concentrations de DON. Les genes CA2, NHE3, ALPI, KRT20, SLC5A1 et GLUT1
étaient sous-exprimeés pour des concentrations en DON de 50 et 100 uM par rapport au PBS, et
le géne VIL1 était surexprimé seulement pour 10 UM de DON par rapport au PBS (Figure 18A).
Les génes CFTR, ARG2 et CD36 étaient surexprimés pour des concentrations en DON de 50
et 100 uM par rapport au PBS, et le géne GLUT2 était surexprimé seulement pour 100 uM de
DON par rapport au PBS (Figure 18A). L’expression du géne CHGA, marqueur de la
différenciation des cellules entéroendocrines, était surexprimeé pour une concentration en DON
de 100 pM par rapport au PBS (Figure 18B). Parmi les génes codant pour des peptides
antimicrobiens, le géne DEFB1 était surexprimé pour une concentration en DON de 10 uM par

rapport au PBS, le géne REG4
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FIGURE 17 : EFFETS DE LA CONCENTRATION DE DEOXYNIVALENOL SUR LES
DOMMAGES CELLULAIRES

Des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ont été traitées pendant 24 heures
avec du PBS (témoin négatif) ou différentes concentrations de DON : 5, 10, 50 et 100 pM.
A — Heatmap de I’expression d’un geéne impliqué dans 1’apoptose en fonction des traitements (PBS ou
concentrations de DON allant de 5 a 100 uM) et des porcs. Une différence significative avec le groupe PBS
avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par une * de la couleur du traitement correspondant. L’échelle
de couleur correspond au niveau d’expression du géne. n=3/groupe. B — Mesure de 1’absorbance de la LDH
dans le milieu apical des monocouches de cellules dérivées d’organoides en fonction de la concentration en
DON allant de 5 a 100 uM. n=3/groupe. Les résultats ont été exprimés relativement a la valeur mesurée dans
le puits contréle du méme porcelet (traité seulement au PBS pendant 48 heures), qui est représenté par la ligne
pointillée a y = 1. Une différence significative avec le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée
par *. Une différence significative entre deux groupes avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par des
lettres différentes. C — Photos des tapis cellulaires aprés 48 heures de traitement pour un porc, observé au
microscope optique au grossissement x10. Barre d’échelle de 100 uM. Représentatif de n=3/groupe.
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FIGURE 18 : EFFETS DE LA CONCENTRATION DE DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION
DE GENES IMPLIQUES DANS LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

Des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ont été traitées pendant 24 heures

avec du PBS (témoin négatif) ou différentes concentrations de DON : 5, 10, 50 et 100 uM.

A — Heatmap de I’expression des génes impliqués dans différenciation des entérocytes en fonction des

traitements (PBS ou concentrations de DON allant de 5 a 100 pM) et des porcs. n=3/groupe. B — Heatmap de

I’expression des génes impliqués dans différenciation des cellules entéroendocrines et codant pour des peptides

antimicrobiens en fonction des traitements (PBS ou concentrations de DON allant de 5 a 100 uM) et des porcs.

n=3/groupe. C — Heatmap de ’expression des génes impliqués dans la production de mucus en fonction des

traitements (PBS ou concentrations de DON allant de 5 a 100 uM) et des porcs. n=3/groupe.

L’échelle de couleur correspond au niveau d’expression du géne. Une différence significative avec le groupe

PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par une * de la couleur du traitement correspondant.
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était surexprimé pour 50 et 100 uM par rapport au PBS, et le géne LY Z est sous-exprimé pour
100 pM par rapport au PBS (Figurel8B). L activité du lysozyme a été quantifiée dans le milieu
apical des monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets mais aucune activité de
cette enzyme n’a été détectée (données non présentées). Parmi les genes impliqués dans la
production de mucus, les génes KLF4 et MUC13 étaient surexprimés pour une concentration
en DON de 100 uM par rapport au PBS, et ’expression des géenes MUCI1 et TFF3 étaient
réduites respectivement pour 100 uM et 50 et 100 uM de DON par rapport au PBS (Figure
18C). La modification de 1’expression de ces genes suggere que le DON module les

mécanismes de différenciation des cellules épithéliales intestinales.

4. Effets de la concentration du déoxynivalénol sur les mécanismes de défense
L’expression de geénes impliqués dans la réponse immunitaire des cellules épithéliales
intestinales était impactée pour différentes concentrations de DON. Les genes PTGS2, MY D88,
NFkBI1 et NFkB2 étaient surexprimeés pour des concentrations en DON de 50 et 100 uM par
rapport au PBS (Figure 19). Les génes TLR2 et IL18 étaient surexprimés respectivement pour
50 et 100 uM de DON par rapport au PBS (Figure 19). Les genes PIGR et CCL20 étaient sous-
exprimés pour des concentrations en DON de 50 et 100 uM par rapport au PBS (Figure 19).
Les génes SLPI, TLR4 et CD14 étaient surexprimés pour 100 uM de DON par rapport au PBS
(Figure 19). La modification de 1’expression de ces geénes suggere que le DON module les

mécanismes de régulation de la réponse immunitaire innée dans les cellules épithéliales.

Les genes GPX1 et SOD2, impliqués dans des mécanismes de protection contre les ROS, étaient
surexprimés avec des concentrations de DON de 50 et 100 uM par rapport au PBS (Figure 20).
A Tinverse, le géne GPX2, impliqué également dans des mécanismes de protection contre les
ROS, était sous-exprimé par des concentrations en DON de 50 et 100 uM par rapport au PBS
(Figure 20). Le DON perturbe donc 1’équilibre de I’expression des geénes impliqués dans
1’équilibre redox & des concentrations de 50 et 100 pM.

Au vu de I’ensemble de ces résultats, une concentration en DON de 50 uM modifie I’expression
de certains génes des monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets. Cependant
nous retiendrons pour la suite la concentration de 100 uM qui modifie d’avantage 1’expression
des génes mais augmente également la permeabilité épitheliale, comme indiqué par la mesure
de la TEER et de la perméabilité au FITC-dextran 4 kDa.
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FIGURE 19 : EFFETS DE LA CONCENTRATION DE DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION
DE GENES IMPLIQUES DANS LA REPONSE IMMUNITAIRE

Des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ont été traitées pendant 24 heures

avec du PBS (témoin négatif) ou différentes concentrations de DON : 5, 10, 50 et 100 uM.

Heatmap de I’expression des génes impliqués dans la réponse immunitaire en fonction des traitements (PBS

ou concentrations de DON allant de 1 & 100 uM) et des porcs. n=3/groupe.

L’échelle de couleur correspond au niveau d’expression du géne. Une différence significative avec le groupe

PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par une * de la couleur du traitement correspondant.
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FIGURE 20 : EFFETS DE LA CONCENTRATION DE DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION
DE GENES IMPLIQUES DANS L’EQUILIBRE REDOX

Des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ont été traitées pendant 24 heures

avec du PBS (témoin négatif) ou différentes concentrations de DON : 5, 10, 50 et 100 uM.

Heatmap de I’expression des génes impliqués dans 1’équilibre redox en fonction des traitements (PBS ou

concentrations de DON allant de 5 & 100 puM) et des porcs. n=3/groupe.

L’échelle de couleur correspond au niveau d’expression du geéne. Une différence significative avec le groupe

PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par une * de la couleur du traitement correspondant.

47



B. Etude des effets du butyrate et du déoxynivalénol
L’objectif de cette partie était d’étudier si le butyrate permet de prévenir certains des effets
délétéres du DON. Comme déterminé par la partie précédente de notre étude, nous avons utilisé
une concentration en DON de 100 uM. Nous avons choisi d’utiliser une concentration en
butyrate de 1 mM car il a déja été utilisé sur des entéroides humains, murins et porcins a cette
concentration (Pearce et al. 2020; Beaumont et al. 2023).
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FIGURE 21 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION DE
L’ENSEMBLE DES GENES

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.

Composantes 1 et 3 d’une ACP de I’expression de I’ensemble des 62 genes étudiés en fonction du traitement.
Le pourcentage de variance expliquée par la composante 1 est de 34,11 % et pour la composante 3 de 10,24
%. La composante 2 (non représentée) est liée a des sources de variances non identifiées. n(PBS)=6 ;
n(BUT,DON,BUT_DON)=5. Les numéros identifient le porcelet a 1’origine des organoides. Lorsqu’un porc
est répété c’est que 2 transwells ont été ensemencés a partir des mémes organoides.

Une ACP a été réalisée a partir de I’expression de I’ensemble des 62 génes étudiés (Figure 21).
La composante 1 a mis en évidence ’effet du DON sur les profils d’expression de génes. La
composante 3 a mis en évidence 1’effet du butyrate sur les profils d’expression de génes. La
composante 2 était liée a des sources de variabilités non identifiées. On voit également que les
monocouches traitées au butyrate et au DON ont formé un groupe distinct ou les effets du DON

semblaient atténués par rapport au DON seul. Par la suite, nous ne présenterons que les genes

48



pour lesquels I’effet du DON est significatif par rapport au PBS dans le but de répondre a
I’objectif qui était de tester si le butyrate pouvait moduler les effets du DON.

1. Effets du butyrate et du déoxynivalénol sur la perméabilité épithéliale
Le butyrate a permis de réduire significativement 1’augmentation de la perméabilité au FITC-
dextran 4 kDa induite par le DON (Figure 22A), et d’atténuer la diminution de la TEER induite
par le DON dés 6 heures d’exposition (Figure 22B). Parmi les génes codant pour les protéines
de jonctions serrées, le butyrate a seulement permis de réduire 1’augmentation de I’expression
des génes OCLN et TJP1 induite par le DON (Figure 23A). L’occludine a été observée au
microscope confocal mais aucune variation répétable entre les traitements n’a pu étre mise en

évidence sur les 3 répétitions de ce marquage (Figure 23B).
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FIGURE 22 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR LA PERMEABILITE
EPITHELIALE

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.
A — Mesure de la perméabilité au FITC-dextran 4 kDa dans le milieu basal des monocouches de cellules
dérivées d’organoides aprés 2h d’incubation a 37°C en fonction du traitement. n=10/groupe. Chaque ligne relie
les échantillons d’un méme porc pour les différentes conditions. B — Mesure en continu de la TEER de 0 & 48h
heures de traitement en fonction du traitement.
Les résultats ont été exprimés relativement a la valeur mesurée dans le puits contréle du méme porcelet (traité
seulement au PBS pendant 48 heures), qui est représenté par la ligne pointillée a y = 1. Une différence
significative avec le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par *. Une différence
significative entre deux groupes avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par des lettres différentes. Pour
les mesures de la TEER qui sont dépendantes du temps, les conditions sont comparées entre elles pour chaque
temps.
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FIGURE 23 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR LES JONCTIONS
CELLULAIRES

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.

A — Heatmap de I’expression de génes codant pour des protéines de jonctions cellulaires en fonction des
traitements et des porcs, pour lesquels le DON a une induit une différence significative a p < 0,05 comparé au
PBS. L’échelle de couleur correspond au niveau d’expression du géne. Les étoiles sont assignées aux génes
pour lesquels il y a une différence significative entre les groupes DON et BUT _DON avec une valeur de p <
0,05. n(PBS)=6 ; n(BUT,DON,BUT_DON)=5. B — Observations au microscope confocal (intensité maximale)
de monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux d’un porcelet en fonction des traitements, barre
d’échelle de 100 pm. Marquage vert de la protéine de jonction serrée occludine. Représentatif de n=3 /groupe.
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FIGURE 24 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR LE
RENOUVELLEMENT CELLULAIRE

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.

A — Heatmap de ’expression de génes impliqués dans le renouvellement en fonction des traitements et des
porcs, pour lesquels le DON a une induit une différence significative a p < 0,05 comparé au PBS. L’échelle de
couleur correspond au niveau d’expression du géne. Les étoiles sont assignées aux génes pour lesquels il y a
une différence significative entre les groupes DON et BUT_DON avec une valeur de p < 0,05. n(PBS)=6 ;
n(BUT,DON,BUT_DON)=5. B — Observations au microscope confocal (intensité maximale) de monocouches
de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets d’un porcelet en fonction des traitements, barre
d’échelle de 100 um. Marquage bleu des noyaux au DAPI et marquage rouge de I’ADN néosynthétisé a ’EdU
(cellules en prolifération). Représentatif de n=3/groupe.
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2. Effets du butyrate et du déoxynivalénol sur le renouvellement cellulaire
Le géne PCNA, marqueur de la prolifération, était le seul géne impliqué dans le renouvellement
cellulaire pour lequel le butyrate a permis de réduire I’effet du DON (Figure 24A). Le marquage
des cellules en prolifération avec I’EdU a mis en évidence les noyaux qui ont subi un cycle
mitotique dans les deux derniéres heures avant la fixation. Le butyrate a fortement augmenté la
prolifération mais cet effet n’a pas été observé en présence de DON (Figure 24B). De plus, la
concentration de LDH dans le milieu de culture apical n’était pas modifiée par les différents

traitements par rapport au contréle (Figure 25).
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FIGURE 25 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR LES DOMMAGES
CELLULAIRES

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.
Mesure de 1’absorbance de la LDH dans le milieu apical des monocouches de cellules dérivées d’organoides
en fonction des traitements. n=11/groupe.
Les résultats ont €té exprimes relativement a la valeur mesurée dans le puits contrdle du méme porcelet (traité
seulement au PBS pendant 48 heures), qui est représenté par la ligne pointillée a y = 1. Une différence
significative entre un groupe et le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par *. Une
différence significative entre deux groupes avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par des lettres
différentes.

3. Effets du butyrate et du déoxynivalénol sur la différenciation cellulaire
L’observation des monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets au microscope
confocal (Figure 26A) a montré que le butyrate n’a pas permis d’atténuer la diminution de
1’épaisseur du tapis cellulaire induite par le DON, reflétant une moindre différenciation (Figure
26C). L’observation des monocouches au microscope électronique (Figure 26B) a permis de
réitérer les mesures d’épaisseur du tapis cellulaire et les résultats sont cohérents avec ceux

décrits préecédemment (Figure 26D). La microscopie électronique a également permis de
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mesurer la taille des microvillosités présentes sur les cellules des monocouches derivees
d’organoides intestinaux de porcelets : le butyrate n’a pas atténué la diminution de la taille des
villosités induite par le DON (Figure 26E). Le marquage de 1’actine sur les monocouches a
montré que le butyrate semble améliorer I’aspect géométrique des contours cellulaires qui

étaient déformés par le DON (Figure 26F).

Le butyrate a permis de réduire I’augmentation de 1’expression du géne CFTR induite par le
DON, ainsi que d’atténuer la diminution de I’expression des génes NHE3, CA2 et VIL1 induite
par le DON, tous ces génes étant des marqueurs de la différenciation des entérocytes (Figure
27A). Le butyrate a permis de réduire I’augmentation de 1I’expression du gene KLF4 induite par
le DON, ainsi que d’atténuer la diminution de I’expression du géne MUCI, qui sont des genes
impliqués dans la production de mucus (Figure 27B). Le marquage des glycoprotéines,
principalement des mucines, par la lectine UEA1 a mis en évidence la production de mucus
(Annexe 1). Le marquage était tres hétérogéne en fonction des porcs donc ces données n’ont
pas permis de conclure quant a un effet du butyrate et du DON sur la production de mucus dans
notre modéle de monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets. Enfin, le butyrate
n’a pas permis d’atténuer les effets du DON sur I’expression du gene DEFBI, impliqué dans la

production de peptides antimicrobiens (Figure 27B).

4. Effets du butyrate et du déoxynivalénol sur les mécanismes de défense
Le butyrate a permis d’atténuer la diminution de I’expression des génes TLRS et CD14 induite
par le DON, ainsi que de réduire I’augmentation de 1’expression des genes PTGS2, MYDSS et
NF«B2 induite par le DON, tous ces génes étant impliqués dans la réponse immunitaire innée
épithéliale (Figure 28). De plus, CXCL8 a été quantifiée dans le milieu apical et basal des
monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets mais n’a pas été détectée, quel que
soit le traitement subit par les monocouches (données non présentées). Le butyrate n’a pas
permis de réduire les effets du DON sur I’expression des genes impliqués dans I’équilibre redox

(Figure 29).

Au vu de I’ensemble de ces résultats, nous pouvons en déduire qu’une partie des fonctions

altérées par le DON sont rétablies par 1’effet du traitement préventif de butyrate.
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FIGURE 26 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR LA MORPHOLOGIE
DES CELLULES

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.

A — Reconstruction de coupes de monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux d’un porcelet en
imagerie confocale en fonction des traitements. Coloration en bleu des noyaux avec du DAPI, coloration en
rouge de I’actine avec de la PHA. Représentatif de n=3/groupe. B — Observation de coupes de monocouches
de cellules dérivées d’organoides intestinaux d’un porcelet en microscopie électronique en fonction des
traitements. Représentatif de n=3/groupe. C — Mesure de 1’épaisseur du tapis cellulaire des monocouches de
cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets sur les images obtenues au microscope confocal.
n=3/groupe. D — Mesure de I’épaisseur du tapis cellulaire des monocouches de cellules dérivées d’organoides
intestinaux de porcelets sur les images obtenues au microscope électronique. n=3/groupe. E — Mesure de la
taille des microvillosités des monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de porcelets sur les
images obtenues au microscope électronique. n=3/groupe. F — Observations au microscope confocal (intensité
maximale) de monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux d’un porcelet en fonction des
traitements, barre d’échelle de 100 um. Marquage rouge de I’actine par la PHA. Représentatif de n=3/groupe.
Une différence significative entre deux groupes avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par des lettres
différentes.
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FIGURE 27 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION DE
GENES IMPLIQUES DANS LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.

A — Heatmap de I’expression de génes impliqués dans différenciation des entérocytes en fonction des
traitements et des porcs, pour lesquels le DON a une induit une différence significative a p < 0,05 comparé au
PBS. n(PBS)=6 ; n(BUT,DON,BUT_DON)=5. B - Heatmap de I’expression de génes impliqués dans la
production de mucus et codant pour des peptides antimicrobiens en fonction des traitements et des porcs, pour
lesquels le DON a une induit une différence significative a p < 0,05 comparé au PBS. n(PBS)=6 ;
n(BUT,DON,BUT_DON)=5.

L’échelle de couleur correspond au niveau d’expression du geéne. Les étoiles sont assignées aux geénes pour
lesquels il y a une différence significative entre les groupes DON et BUT_DON avec une valeur de p < 0,05.
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FIGURE 28 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION DE

GENES IMPLIQUES DANS LA REPONSE IMMUNITAIRE

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.

Heatmap de ’expression de geénes impliqués dans la réponse immunitaire en fonction des traitements et des
porcs, pour lesquels le DON a une induit une différence significative a p < 0,05 comparé au PBS. L’échelle de
couleur correspond au niveau d’expression du géne. Les étoiles sont assignées aux génes pour lesquels il y a
une différence significative entre les groupes DON et BUT_DON avec une valeur de p < 0,05. n(PBS)=6 ;
n(BUT,DON,BUT_DON)=5.
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FIGURE 29 : EFFETS DU BUTYRATE ET DU DEOXYNIVALENOL SUR L’EXPRESSION DE
GENES IMPLIQUES DANS L’EQUILIBRE REDOX

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, du DON ou
du butyrate et du DON.

Heatmap de I’expression des génes impliqués dans 1’équilibre redox en fonction des traitements et des porcs,
pour lesquels le DON a une induit une différence significative a p <0,05 comparé au PBS. L’échelle de couleur
correspond au niveau d’expression du géne. Les étoiles sont assignées aux genes pour lesquels il y a une
différence significative entre les groupes DON et BUT_DON avec une valeur de p < 0,05. Représentatif de
n(PBS)=6 ; n(BUT,DON,BUT_DON)=5.
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C. Etude des effets du butyrate sur le « stress ribotoxique »
Nous avons vu que le mode d’action du DON est da en partie a sa ribotoxicité (Recharla et al.
2022; Garofalo et al. 2023). Il se lie au ribosome, empéche son fonctionnement et induit alors
un « stress ribotoxique ». Notre objectif dans cette partie était de savoir si le butyrate permet
d’atténuer les conséquences du « stress ribotoxique » ou si d’autres voies pourraient étre
impliquées. Pour cela nous avons utilis¢ de I’ANI qui est une autre ribotoxine que le DON

(Garofalo et al. 2022).

Une ACP a été réalisée a partir de 1’expression des 62 génes étudiés (Figure 30A). La
composante 1 a mis en évidence 1’effet du butyrate sur les profils d’expression de génes. La
composante 3 a mis en évidence 1’effet de I’ ANI sur les profils d’expression. La composante 2
était liée a des sources de variabilités non identifiées. De méme que pour le DON, nous avons
choisi de ne représenter que les génes pour lesquels 1’effet de I’ ANI est significatif par rapport

au PBS.

L’ANI n’a pas permis d’induire une augmentation significative de la perméabilit¢ au FITC-
dextran. On ne peut donc pas étudier les effets préventifs du butyrate, mais sur les individus
présentant une augmentation de la perméabilité avec 1’ANI on observe une tendance a la
diminution induite par le butyrate (Figure 31A). Le butyrate a permis d’atténuer la diminution
de la TEER induite par ’ANI (Figure 31B). Cependant, le butyrate n’a pas permis de réduire
I’augmentation induite par I’ANI de 1’expression du géne TJP1, codant pour une protéine de
jonctions serrées (Figure 30B). En ce qui concerne I’expression des genes impliqués dans la
différenciation des différents types cellulaires, le butyrate a seulement permis d’atténuer la
diminution de I’expression du géne NHE3 induite par I’ANI, marqueur de la différenciation des

entérocytes (Figure 30C).

Le butyrate n’a pas permis d’atténuer la diminution de I’expression de CDX2 par I’ANI, le seul
gene impliqué dans le renouvellement cellulaire qui est impacté par I’ANI (Figure 30B). De
plus, la concentration de LDH dans le milieu de culture apical n’était pas modifiée par les
différents traitements par rapport au contréle (Figure 32). Enfin, le butyrate a permis de réduire
I’augmentation de 1’expression du géne PTGS2 induite par I’ANI, ainsi que d’atténuer la
diminution de I’expression du géene CD14 par I’ANI, qui sont des geénes impliqués dans la

régulation de la réponse immunitaire (Figure 30D).

L’utilisation de I’ANI nous a permis de montrer que le traitement préventif de butyrate est

efficace contre certains effets du « stress ribotoxique » car il permet d’atténuer les effets ce
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celui-ci sur la perméabilité épithéliale et I’expression de quelques geénes impliqués dans

diverses fonctions.
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FIGURE 30 : EFFETS DU BUTYRATE ET DE L’ANISOMYCINE SUR L’EXPRESSION DES
GENES

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, de I’ANI ou
du butyrate et de I’ANI.
A — Composantes 1 et 3 d’une ACP de I’expression de 1’ensemble des 62 genes étudiés en fonction du
traitement. Le pourcentage de variance expliquée par la composante 1 est de 21,39 % et pour la composante 3
de 14,29 %. La composante 2 (non représentée) est liée a des sources de variances non identifiées.
n(PBS,ANLBUT ANI)=5; n(BUT)=6. Les numéros identifient le porcelet a 1’origine des organoides. B —
Heatmap de I’expression de divers genes en fonction des traitements et des porcs, pour lesquels 1’ANI a une
induit une différence significative a p < 0,05 comparé au PBS. n(PBS,ANI,BUT_ANI)=5; n(BUT)=6. C -
Heatmap de 1’expression de génes marqueurs de la différenciation des entérocytes en fonction des traitements
et des porcs, pour lesquels ’ANI a une induit une différence significative & p < 0,05 comparé au PBS.
n(PBS,ANI,BUT_ANI)=5; n(BUT)=6. D — Heatmap de I’expression de génes impliqués dans la réponse
immunitaire en fonction des traitements et des porcs, pour lesquels I’ANI a une induit une différence
significative a p < 0,05 comparé au PBS. n(PBS,ANI,BUT_ANI)=5; n(BUT)=6.
L’échelle de couleur correspond au niveau d’expression du gene. Les étoiles sont assignées aux génes pour
lesquels il y a une différence significative entre les groupes ANI et BUT_ANI avec une valeur de p < 0,05.
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FIGURE 31 : EFFETS DU BUTYRATE ET DE L’ANISOMYCINE SUR LA PERMEABILITE
EPITHELIALE

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, de I’ANI ou
du butyrate et de I’ANI.
A — Mesure de la perméabilité au FITC-dextran 4 kDa dans le milieu basal des monocouches de cellules
dérivées d’organoides apres 2h d’incubation a 37°C en fonction des traitements. n=8/groupe. Chaque ligne
relie les échantillons d’un méme porc pour les différentes conditions. B — Mesure en continu de la TEER de 0
a 48 heures de traitement en fonction des traitements.
Les résultats ont été exprimés relativement a la valeur mesurée dans le puits contréle du méme porcelet (traité
seulement au PBS pendant 48 heures), qui est représenté par la ligne pointillée & y = 1. Une différence
significative avec le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par *. Une différence
significative entre deux groupes avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par des lettres différentes. Pour
les mesures de la TEER qui sont dépendantes du temps, les conditions sont comparées entre elles pour chaque
temps.
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FIGURE 32 : EFFETS DU BUTYRATE ET DE L’ANISOMYCINE SUR LES DOMMAGES
CELLULAIRES

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été traitées pendant
24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du PBS, du butyrate, de I’ANI ou
du butyrate et de I’ANI.

Mesure de 1’absorbance de la LDH dans le milieu apical des monocouches de cellules dérivées d’organoides
en fonction des traitements. n=11/groupe.

Les résultats ont été exprimes relativement a la valeur mesurée dans le puits contrdle du méme porcelet (traité
seulement au PBS pendant 48 heures), qui est représenté par la ligne pointillée & y = 1. Une différence
significative entre un groupe et le groupe PBS avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par *. Une

différence significative entre deux groupes avec une valeur de p < 0,05 a été représentée par des lettres
différentes.
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1. Discussion

A. Intérét du modéle des monocouches dérivées d’organoides dans I’étude des
effets du déoxynivalénol sur I’épithélium intestinal porcin

Nous avons montré que le DON induit un dysfonctionnement de la barriere épithéliale
intestinale sur des monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets. En effet, le
DON a induit une altération du rdle de barriére physique de 1’épithélium intestinal car nous
avons observé une augmentation de la permeabilité épithéliale (mesure de la TEER et
perméabilité au FITC-dextran 4 kDa), comme attendu au vu des résultats obtenus sur des
lignées cellulaires humaine Caco-2 et porcine IPEC-J1 ou sur des explants intestinaux ex vivo
(Pinton et al. 2009). La différenciation en cellules en gobelet, qui produisent du mucus
participant au réle de barriére physique, a également été altérée par le DON car nous avons
observé une modulation de I’expression des génes marqueurs de ces cellules, ce qui suggere
une diminution du nombre de cellules en gobelet comme observé in vivo (Bracarense et al.
2012). De plus, nous avons observé une diminution de I’expression du géne TFF3 en présence
de DON, codant pour un peptide du mucus, ce qui est en accord avec des résultats obtenus sur
des cellules humaines HT-29 (Graziani et al. 2019). Le DON a également induit une altération
du role de barriére chimique de 1’épithélium car nous avons observé des modifications de
I’expression des geénes codant pour des peptides anti-microbiens, ce qui est en accord avec ce
qui a été trouvé in vivo chez des porcelets (Lessard et al. 2015). Enfin, le DON a altéré les
mécanismes de réponse immunitaire et d’équilibre redox ce qui est en accord avec les effets du
DON montré in vivo chez des porcelets (Recharla et al. 2022; Bracarense et al. 2012; Lessard
et al. 2015), comme par exemple les génes PTGS2 et CCL20 dont I’expression est modulée par
le DON. Cependant, le dysfonctionnement de la barriere épithéliale induite par le DON n’a pas
provoqué de cytotoxicité sur les cellules des monocouches, ce qui permet d’étudier les
caractéristiques de 1I’épithélium intestinal en présence de DON en dissociant ses effets de ceux
induit par la mort cellulaire. En effet, en cas de mort cellulaire importante, une diminution de
la mesure de la TEER par exemple pourrait étre due a la présence de zones dépourvues de
cellules dans le tapis cellulaire et non pas a une altération des protéines de jonction.
Globalement, nous sommes donc parvenus a reproduire dans un nouveaux modeéle certains

effets du DON déja décrits dans la littérature.

Notre etude des effets dose-reponse du DON nous a permis de montrer que 100 puM est la
concentration la plus pertinente pour 1’étude des effets d’un dysfonctionnement épithélial sur
notre modele car aucun effet n’était observé a 5 et 10 uM tandis que la concentration de 50 pM

affectait modérément 1’expression des geénes sans induire de dysfonctionnement de la barriére
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épithéliale. La concentration de 100 uM de DON correspondrait a une estimation de 30 mg/kg
de DON dans la ration (Pinton et al. 2009), ce qui est en accord avec les concentrations
retrouvées dans les céréales, qui vont jusqu’a 50 mg/kg (Holanda, Kim 2021). Cette
concentration de 100 uM correspondrait a une intoxication aigiie ; sachant qu’une intoxication
chronique correspondrait a des concentrations de 3 a 10 uM (1 a 3 mg de DON / kg de
nourriture) (Recharla et al. 2022), il pourrait étre intéressant d’étudier I’effet de ces
concentrations plus faibles sur les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux
de porcelets pendant un temps plus long pour mimer ce type d’intoxication chronique. Nous
nous attendions a observer des effets importants sur les monocouches avec une concentration
de DON inférieure ou égale a 5 UM étant donné les effets observes a cette concentration sur des
explants intestinaux de porcelets (Kolf-Clauw et al. 2009) ou sur des lignées cellulaires (Pinton,
Oswald 2014), sur lesquels le DON induit des modifications morphologiques. Cela pourrait
s’expliquer par la plus grande viabilité de nos monocouches dérivées d’organoides intestinaux
de porcelets qui ne sont pas du tout détériorées au bout des 72 heures de culture ici, en
comparaison a la stabilité des explants intestinaux qui peuvent ne plus étre viables au bout de
24 heures de culture (Randall, Turton, Foster 2011). Par ailleurs, il a été montré que les cellules
différenciées sont plus résistantes au DON que les cellules immatures des lignées cellulaires
(Luo et al. 2021). Les organoides sont composés de différents types cellulaires et ont
probablement un niveau de différenciation plus important que les lignées cellulaires. C’est
pourquoi il est cohérent de devoir utiliser une concentration de DON plus élevée afin d’observer
des effets sur les monocouches dérivées des organoides. En effet, il a été montré qu’une
concentration de 1 uM de DON n’a pas d’effet délétere sur des organoides murins lorsqu’il est
administré au péle apical (Hanyu et al. 2020), alors que 1,39 uM de DON induisent une
augmentation de la perméabilité sur une lignée cellulaire Caco-2 (Akbari et al. 2014). Des
concentrations élevees en DON sont donc nécessaires pour étudier ses effets sur les
monocouches dérivées d’organoides, probablement en raison d’une exposition faite dans des
conditions plus proches des conditions physiologiques dans ce modele, dues a la différenciation

cellulaire et au contréle de la polarité lors de 1’administration des composés.

Cependant, ce modele présente des limites car nous avons fait face a différents problemes de
reproductibilité. Une importante variabilité a eté observée entre les différents porcs en termes
de TEER ou d’expression de génes. Nous avons donc rapporté chaque valeur mesurée a celle
du contr6le respectif pour chaque porc de fagon a pouvoir comparer les porcs entre eux, et cela
a également été pris en compte dans le modele statistique (modéles mixtes avec facteurs

aléatoires). Malgreé cela, certains porcs ne présentent pas les mémes réponses au DON que les
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autres ; par exemple, I’expression du geéne CLDN3 augmente pour le porc 12 a une
concentration de 100 uM de DON par rapport au PBS alors qu’elle est stable pour les autres
porcs (Figure 16). La culture de monocouches dérivées d’organoides intestinaux de porcelets
permet de conserver les phénotypes différents de chaque porc, ce qui est un atout pour prendre
en compte la variabilité individuelle, mais un nombre de répétitions suffisant est alors
nécessaire pour obtenir des résultats représentatifs et non des cas particuliers. Nous avons
également observé une différence entre deux expériences différentes répétant pourtant les
mémes conditions. Par exemple, I’expression du géne CLDN2 est significativement modifi¢e
par 100 uM de DON lors de I’¢étude des effets du butyrate et du DON (Figure 24A) alors qu’elle
ne 1’est pas dans 1’étude dose-réponse (Figure 16). La variabilité de réponse entre les porcs
pourrait étre responsable de ces différences étant donné que le nombre de porcs et leur identité
est différente entre les deux expériences. Ces observations ouvrent d’importantes perspectives
pour étudier grace aux organoides les déterminants génétiques de la sensibilité aux mycotoxines

ou a d’autres traitements.

B. Effets du déoxynivalénol et leur atténuation par le butyrate
Nous avons montré que le DON induit une augmentation de I’expression des génes codants
pour des protéines de jonctions serrées, ce qui est probablement di a un phénomeéne de
compensation transcriptionnelle en réponse a la dégradation des protéines de jonctions
cellulaires (Akbari et al. 2014). Pour confirmer cette hypothése, une étude de 1’expression
protéique des cellules des monocouches est en cours en utilisant la méthode du Western Blot,
pour les protéines de jonctions serrées occludine, ZO-1 et claudine 3 pour lesquelles on s’attend
a retrouver une diminution du niveau d’expression par le DON et une atténuation de cet effet
par le butyrate d’apres nos résultats d’expression de geénes. Nous avons montré que le butyrate
a atténué les effets délétéres du DON sur la TEER, comme cela a déja été montré sur un modele
de lignée cellulaire humaine HT-29-MTX (Nielsen et al. 2018). Le butyrate permet également
d’atténuer les effets du DON sur la perméabilité au FITC-dextran 4 kDa, ce qui est cohérent
avec les effets connus opposés du butyrate (Wang et al. 2018; Yan, Ajuwon 2017) et du DON
(Lessard et al. 2015; Pinton et al. 2009). Cependant, le butyrate n’a permis d’atténuer les effets
du DON que sur I’expression de 2 genes, OCLN et TJP1, codant pour des protéines de jonctions
serrées parmi les 7 génes sur lesquels le DON avait un effet, ce qui est peu au vu des 9 génes

étudiés dans une étude précédente sur des cellules IPEC-J2 (Xue et al. 2023).
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Nous avons montré que le DON induit une modulation de la réponse immunitaire innée dans
I’épithélium, ce qui est cohérent avec la littérature (Recharla et al. 2022; Bracarense et al. 2012;
Lessard et al. 2015). Le butyrate atténue les effets du DON sur plus de la moitié des génes
impliqués dans I’immunité dont 1’expression est modulée par le DON, cette action sur la
réponse immunitaire correspond aux résultats déja montrés sur des foies de porcelets (Zong et
al. 2023).

Nous avons montré que le DON induit une augmentation de 1’expression des génes marqueurs
de la prolifération cellulaire, et le marquage des cellules en prolifération a I’EdU a montré que
le DON a bloqué les effets du butyrate sur la prolifération. Cependant nous avons montré que
le butyrate a induit une augmentation de la prolifération (marquage a I’EdU), nous nous serions
donc attendus a observer une atténuation des effets du DON par le butyrate. Comme décrit dans
I’introduction, les effets du butyrate ont un équilibre qui dépend de I’utilisation différente qu’en
font les cellules prolifératives et différenciées (Salvi, Cowles 2021). Plus il y a de cellules
différenciées, plus le butyrate sera utilisé par B-oxydation et n’exercera pas une action
inhibitrice des HDACs, ce qui méne a une augmentation de la prolifération cellulaire (Salvi,
Cowles 2021), comme observé sur notre marquage a I’EAU. Or nous avons vu que le DON
réduit la différenciation dans notre modele ce qui pourrait expliquer pourquoi le butyrate agit
en tant qu’inhibiteur des HDACs et n’induit plus d’augmentation de la prolifération en présence

de DON sur les monocouches dérivées d’organoides.

Nous avons montré que le DON induit une modification de la morphologie des cellules
épithéliales — des contours cellulaires moins géométriques, une diminution de 1’épaisseur du
tapis cellulaire sachant que le degré de différenciation d’une cellule augmente avec son
épaisseur (Altay et al. 2019), et une diminution de la taille des villosités — et modifie
I’expression des genes impliqués dans la différenciation, ce qui est cohérent avec des études
précédentes (Pinton, Oswald 2014; Lessard et al. 2015). Le butyrate n’a pas permis d’atténuer
les effets du DON sur la morphologie des cellules épithéliales, mais il a atténué les effets du
DON sur la moitié des genes étudiés impliqués dans la différenciation des entérocytes et de la
production de mucus. L’atténuation partielle des effets du DON par le butyrate pourrait étre
expliquée par le fait que I’inhibition des HDACs par le butyrate est possible car le DON a réduit
le nombre de cellules différenciées étant capable d’utiliser le butyrate, ce qui induit une
modification de I’équilibre entre la prolifération et la différenciation cellulaire en faveur de la

différenciation.
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L’ensemble de ces résultats montre donc que le butyrate posséde certains effets protecteurs
contre les effets du DON mais toutes les fonctions étudiées dans notre modele de monocouches

dérivées d’organoides intestinaux de porcelets ne sont pas concernées.

C. Mécanismes pouvant intervenir dans les effets protecteurs du butyrate
Pour mieux comprendre les interactions entre le butyrate et le DON, nous nous sommes
intéressés aux effets du butyrate sur une autre ribotoxine : I’ANIL. Nous avons montré que le
butyrate permet de réduire la diminution de la TEER induite par 1’ ANI, ce qui est pas en accord
avec les effets connus de I’ANI sur les cellules épithéliales intestinales qui réduit la TEER
(UngewiB et al. 2017) tandis que le butyrate I’augmente (Pearce et al. 2020; Gaudier et al. 2004;
Feng et al. 2018). Cependant I’ANI n’a pas permis d’induire une augmentation de la
perméabilité au FITC-dextran. Le butyrate a permis d’atténuer en partie les effets de I’ ANI sur
I’expression des génes marqueurs de la différenciation et marqueurs de la réponse immunitaire
— ce qui est cohérent avec les effets connus de I’ANI qui induit une augmentation de
I’expression du géne COX2 (Shafer, Slice 2005) et de la sécrétion d’IL8 (Thorpe et al. 1999)
tandis que le butyrate diminue la réponse inflammatoire (Yan, Ajuwon 2017). Le traitement
préventif de butyrate permet seulement d’atténuer certains effets de I’ANI qui sont causes par
son effet ribotoxique. Cela nous permet d’en conclure que le butyrate s’oppose a la ribotoxicité
et que ce mécanisme pourrait étre impliqué en partie dans son effet protecteur contre le DON.
On suppose que le butyrate pourrait permettre de lever I’inhibition exercée par le DON sur la
synthése protéique. Pour confirmer cette idée, il serait possible d’étudier les effets du butyrate
et du DON sur la synthese protéique en utilisant la puromycine, un inhibiteur de la synthése
protéique, qui permet de marquer les protéines synthétisées. Cependant I’ANI modifie
I’expression d’un faible nombre de geénes comparé a ceux qui sont impactés par le DON et ne
permet pas d’induire une augmentation de la perméabilité au FITC-dextran pour tous les porcs
étudiés. Il est possible que la concentration d’ ANI utilisée soit trop faible : nous avons réalisé
des mesures préalables avec des concentrations entre 12,6 pM et 1 uM d’ANI, au cours
desquelles nous avons vérifié la viabilité de notre modele (pas d’augmentation de 1’activité de
la LDH dans le milieu apical et maintien de I’intégrité du tapis cellulaire), mais on peut penser
que la concentration de 1 uM est trop faible car les effets provoqués par I’ANI sont
quantitativement moins importants que ceux du DON. Il est également possible que d’autres
voies soient impliquées dans les effets du DON, comme par exemple les voies de signalisation

liées a la MEC qui ne sont pas retrouvées dans les organoides.

65



Le butyrate est connu pour agir comme un inhibiteur des HDACs, ce qui induit une modification
du profil d’expression génique de 1’épithélium intestinal (Salvi, Cowles 2021). Nous avons
utilisé de la trichostatine A (TSA), qui est un autre inhibiteur des HDACs, comme traitement
préventif suivit du traitement avec 100 uM de DON afin d’étudier dans quelle mesure
I’inhibition des HDACSs pourrait étre impliquée dans I’atténuation des effets du butyrate. Nous
avons utilisé la TSA a une concentration de 0,5 UM comme une étude qui a été réalisée sur des
cellules humaines T84 (Wang et al. 2020). Cependant certaines monocouches traitées avec de
la TSA et une majorité de celles traitées avec de la TSA et du DON ont été complétement
dégradees au terme des 48 heures de traitement. Il est possible que la concentration de TSA soit
trop importante, il serait intéressant de réaliser une etude dose-réponse de la TSA afin de
déterminer la concentration permettant d’observer les effets de la TSA sans induire de

dommages cellulaires.

Si le butyrate n’agit pas en tant qu’inhibiteur des HDACs, nous avons vu qu’il va étre utilisé
par les cellules épithéliales via la B-oxydation mitochondriale (Salvi, Cowles 2021), ce qui
pourrait contribuer aux effets bénéfiques observés, d’autant plus que le DON induit des
dysfonctionnements mitochondriaux (Ren et al. 2020). Nous avons utilisé une technique
d’imagerie basée sur I’utilisation des MitoTrackers™ permettant de marquer les mitochondries
fonctionnelles, cependant le marquage n’est pas fonctionnel pour I’instant et des mises au point
supplémentaires sont nécessaires. Nous avons également mesuré la respiration mitochondriale
en utilisant la technologie Seahorse : pour cela il est nécessaire de cultiver les monocouches
dans une plaque spécifique a ’appareil et ne permettant pas ’utilisation des transwells. Nous
n’avons a ce jour pas trouveé des conditions de culture adéquates permettant de maintenir les
monocouches durant les 72 heures nécessaires car I’absence de milieu au pdle basal réduit la
différenciation des cellules épithéliales, 1’équilibre est donc réorienté vers la prolifération des
cellules et leur nombre étant trop important la monocouche se détache du fond des puits. Des
essais supplémentaires seront nécessaires pour pouvoir utiliser cette technologie. Nous avons
alors décidé de réaliser des qPCR pour analyser 1’expression des génes CPT1A, IDH2 et PCK2
— impliqués dans le métabolisme énergétique mitochondrial — ainsi que NRF2, PGCla et
TFAM — impliqués dans la biogenése mitochondriale — qui sont en cours. Les résultats
préliminaires montrent que le DON et 1’ ANI perturbent I’expression de ces genes, ce qui est

cohérent avec les liens connus entre ribotoxicité et stress mitochondrial.
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D. Applications en élevage porcin
La filiere porcine doit faire face a une augmentation de la quantité de céréales contaminées par
le DON ce qui impacte la santé des porcs ainsi que 1’équilibre financier des éleveurs (Auffray,
Gouault 2023), c’est pourquoi 1’étude des effets du DON est pertinente. Des nouvelles
techniques de détection de la concentration de DON dans les urines des porcs sont en cours de
développement afin d’étudier 1’efficacité des potentiels traitements permettant de réduire les
effets deléteres du DON (Auffray, Gouault 2023). Cette méthode pourrait étre utilisée pour
valider I’utilisation d’un traitement préventif de butyrate en amont d’une intoxication aigué au
DON. L’objectif serait d’augmenter la quantité de butyrate dans la lumicre intestinale des porcs
ce qui est possible par I’ajout de butyrate dans la ration, sous forme enrobée pour améliorer
I’appétence et ralentir son absorption, ou par 1’ajout de probiotiques producteurs de butyrates,

ou par 1’ajout de fibres a partir desquelles les microorganismes produisent le butyrate.

E. Conclusion
Notre étude nous a permis de montrer que 100 uM de DON permettent d’induire un
dysfonctionnement de la barriere épithéliale intestinale dans notre modéle de monocouches
dérivées d’organoides intestinaux de porcelets. L’étude des effets d’un traitement préventif au
butyrate ayant pour objectif d’atténuer les effets du DON a montré que ce traitement est efficace
sur certaines fonctions : la perméabilité épithéliale, la réponse immunitaire et dans une moindre
mesure la différenciation cellulaire. L utilisation de la ribotoxine ANI nous a permis de montrer
que le butyrate est efficace contre certains effets provoqués par la ribotoxicité, notamment sur
la perméabilité épithéliale. L utilisation d’un traitement préventif de butyrate chez les porcs
pourrait donc €tre envisageable afin de lutter contre les effets d’une intoxication des porcs au

DON.
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Annexes

Annexe 1 - Etude de la morphologie des cellules des monocouches de cellules

dérivées d’organoides

Porc 9 Porc 17 Porc 27

PBS

DON

BUT_DON

Les monocouches de cellules dérivées d’organoides intestinaux de jéjunum de porcelets ont été
traitées pendant 24h avec du butyrate ou du PBS puis pendant les 24 heures suivantes avec du
PBS, du butyrate, du DON ou du butyrate et du DON.
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Observations au microscope confocal (intensité maximale) de monocouches de porcelets en

fonction des traitements, barre d’échelle de 100 um. Marquage rouge de 1’actine par la PHA et

marquage vert des glycoprotéines (mucines) par UEAL. n=3/groupe.

Annexe 2 — Protocole de culture des organoides et des monocouches

Solutions commerciales

DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supplement, pyruvate (Gibco 31966047), stocker a
4°C

SVF (GIBCO 10270-106), stocker a -20°C

Penicilin/streptomycine (P/S) (sigma P4333-100ML.), stocker a -20°C

Enzyme Express (1X) TrypLE™, rouge de phénol (Gibco 12605-010), stocker a
température ambiante

PBS sans Ca/Mg, (GIBCO 10010-015), stocker a 4°C

Intesticult organoid growth medium human (Stem Cell Catalog #06010), stocker a -20°C
Primocin (InvivoGen, ant-pm-05), stocker a -20°C

DMSO, stocker a température ambiante

Solutions a préparer

DMEM complet (DMEMCc)

Dans une bouteille de 500 mL de DMEM : ajouter 50 mL de SVF (10%) et 5 mL de P/S
(1%)

Homogénéiser et aliquoter par tubes de 50 mL

Stocker & 4°C

Intesticult complet

Référence : Stem Cell Catalog #06010

Décongeler les deux bouteilles « basal medium » et « organoid supplement » a température
ambiante

Aprés homogénéisation par agitation, verser les 50 mL de « organoid supplement » dans la
bouteille « basal medium » et mélanger

Ajouter 1 mL de peniciline/streptomycine (1%)

Ajouter 200 pL de primocin (dilution 1:500, concentration finale 100 pug/mL)

Conserver a 4°C une semaine

Matrigel

Référence : Matrice Corning Matrigel®, tumeur souris HSC (Corning 354234)
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Décongeler le Matrigel a 4°C (frigo) une nuit
Sur glace et sous PSM, faire des aliquots de 500 pL dans des tubes de 2 mL froids avec des
cones froids (préalablement placés a -20°C). Attendre que le Matrigel redescende dans le
cone avant d’¢jecter.
Stocker & -20°C
Attention : toujours garder le Matrigel sur glace sinon il polymérise

- Y27632 10 mM (1000X)
Référence : ROCK inhibitor Y27632 (ATCC, ACS-3030)
Ajouter 3 mL d’eau stérile au vial contenant 10 mg de Y27632 et mélanger par pipetage
Filtrer 0.22 uM, Faire des aliquots de 50 pL
Stocker & -20°C (les aliquots décongelés peuvent étre conserves 2 semaines a 4°C)

- Collagene (1 mg /mL, 20X)
Référence : Sigma C5533-5MG
Préparer une solution d’acide acétique 0.5 M (302 uL d’acide acétique pur dans 10 mL
d’eau, filtrer 2 0.22 pM)
Ajouter 5 mL d’acide acétique 0.5 M aux 5 mg de collagéne - sur glace, laisser dissoudre
Aliquoter par 500 pL
Stocker & -20°C

| - Décongélation d’organoides d’iléon de porcelet allaité

A préparer la veille de la décongélation :
- Mettre le matrigel (400 pL) a décongeler a 4°C
- Placer des cones a -20°C

- Placer une plaque 48 puits a 37°C

Le jour de la décongélation :
- Aller chercher de la glace

- Mettre I’Intesticult complet a température ambiante

Protocole :

- Mettre a décongeler dans le bain marie a 37 °C le cryotube contenant les organoides de
jéjunum de porcelet de 21 jours. Passer directement de la carboglace au bain marie

- Immédiatement aprés la decongélation, transférer le contenu du cryotube dans un tube
falcon 15 mL

- Centrifuger : 300 g, 5 min
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Resuspendre le culot d’organoides dans 400 uL de Matrigel (sur glace), faire 10 allers-
retours sans faire de bulles

Déposer avec des cones froids 25 pL de Matrigel contenant les organoides dans les puits
d’une plaque 48 puits préchauffée

Laisser polymériser 15 min a 37°C

Ajouter 250 pL par puits de milieu Intesticult complet

Changer le milieu tous les 2-3 jours

Passer les organoides apres 3-5 jours de culture en fonction de la morphologie

1l - Passage des organoides

Préparation :

Mettre le matrigel a décongeler a 4°C

Placer des cones P1000 et P200 a -20°C

Placer deux plaques 24 puits a 37°C

Aller chercher de la glace

Mettre a chauffer au bain marie au moins 30 min :
o PBS
o TrypLE

Mettre 1’ Intesticult complet a température ambiante

Protocole :

Eliminer le milieu des puits a la pompe

Dans les puits a passer, ajouter 250 pL de PBS chaud puis retirer le PBS a la pompe
Ajouter 250 pL de TrypLE (37°C) dans chacun des puits

Gratter le Matrigel avec le cone puis homogénéiser a la P1000 en faisant quelque aller-
retours (sans faire de bulle)

Incuber 5 min a 37 °C dans I’incubateur CO2

Homogénéiser par pipetage (10 allers-retours), vérifier au microscope la dissociation des
organoides en fragments, recommencer 1’étape de dissociation par pipetage si nécessaire
Ajouter 500 uL de DMEMCc froid dans chaque puits pour arréter la digestion

Regrouper le contenu des puits dans un tube de 15 mL

Centrifuger : 500 g, 4°C, 5 min

A partir de cette etape travailler sur glace

Eliminer le surnageant
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Resuspendre le culot dans 500 uL. de DMEMc froid
Compter les cellules dans 10 pL dilué ¥ dans le bleu trypan

Calculer le volume correspondant au nombre souhaité de cellules :

1 puits (plaque 24 puits) 48 puits (2 plaques)
Nombre de cellules 3000 1.44 10°

Si le volume est superieur a 50 pL :
o Transférer dans un tube de 15 mL et centrifuger (500 g, 4°C, 5 min)
o Eliminer le surnageant et resuspendre dans le volume approprié de DMEMc froid
(cf tableau)
Si le volume est inférieur a 50 pL :
o Transférer directement les cellules dans le volume approprié de DMEMc froid (cf
tableau)
Homogénéisez a la pipette
Ajouter avec un cone froid le volume approprié de Matrigel (cf tableau)

Resuspendre les cellules (10 allers-retours sans faire de bulles) sur glace et avec des cones

froids
1 puits (plaque 24 puits) | 48 puits (2 plaques)
Volume de DMEMc froid (uL) 16,7 800
Volume de Matrigel (uL) 33,3 1600

Déposer 50 L par puits (3000 cellules) dans deux plaques 24 puits préchauffées a 37°C
Laisser polymériser 30 min & 37°C

Dans chaque puits, ajouter 500 pL d’Intesticult complet a température ambiante dans tous
les puits

Mettre a incuber a 37°C

Changer le milieu tous les 2-3 jours

1l — Ensemencement des transwells (2 plaques de 24 puits permettent d’ensemencer 12

transwells)

Préparation :

Aller chercher de la glace
Mettre la TrypLE a chauffer au bain marie au moins 30 min
Mettre I’Intesticult complet & température ambiante :

o Intesticult complet
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o SVF
o Y27632 10 mM

Coating des transwells :

Mettre a décongeler un aliquot de collagene

Diluer 1:20 (concentration finale 50 pug/mL) : 100 pL de collagene dans 1900 pL de PBS
froid

Ajouter 150 pL de collagene dilué dans 13 inserts placés dans une plaque de 24 puits (dont
un contrdle négatif sans cellules)

Incuber a 37°C pendant 2 heures (ou la veille)

Ensemencement des transwells : travailler sur glace

Gratter les ddmes de Matrigel dans le milieu, faire quelques allers-retours et transférer sur
glace dans un tube de 15 mL contenant 5 mL de DMEMc froid (il faut préparer 2 tubes pour
une plaque de 24 puits)

Centrifuger : 500 g, 4°C, 5 min

Eliminer le surnageant au-dessus du Matrigel

Homogénéiser a la pipette P1000 pour casser le Matrigel

Centrifuger : 500 g, 4°C, 5 min

Eliminer le surnageant au-dessus du culot de cellules

Resuspendre le culot dans 1 mL de TrypLE + Y27632 10 uM (1pL de Y27 10 mM par mL
de TrypLE)

Incuber au bain marie 5 min 37°C

Homogénéiser a la pipette P1000

Incuber au bain marie 5 min 37°C

Homogénéiser a la pipette P1000

Vérifier la dissociation en prélevant 10 pL de la solution — il faut obtenir une majorité de
cellules isolées. Répéter 1’étape d’incubation-dissociation si nécessaire

Ajouter 4 mL de DMEMc froid pour arréter la dissociation

Centrifuger : 500 g, 4°C, 5 min

Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans 500 puL de DMEMc froid

Compter les cellules dans 10 pL dilué %2 dans le bleu trypan

Calculer le volume correspondant au nombre souhaiteé de cellules (cf tableau)

1 transwell 13 transwells (12 + 1 marge)
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Nombre de cellules 2.510° 3.25 108

Transférer ce volume dans un tube de 15 mL et centrifuger (500 g, 4°C, 5 min)

Eliminer le collagene dilué des transwells avec une pince et une pipette et laisser sécher
sous le PSM

Transférer les transwells dans le cellZscope

Préparer le milieu de culture (cf tableau)

1 transwell 14 transwells (12 + 1 sans

cellules + 1 marge)

Intesticult complet (uL) 936 13 200
Y27632 (uL) 1.17 16,5
SVF (uL) 234 3300

Apres la centrifugation des cellules, éliminer le surnageant et resuspendre chaque culot dans
400 pL de milieu de culture par transwell

Pour 13 transwells : 5200 pL

Homogénéiser a la pipette et déposer 400 pL par transwell au pole apical

Ajouter au pdle basal 770 pL de milieu de culture

Incuber a 37°C et mesurer la TEER avec le CellZscope
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EVALUATION DES EFFETS DU BUTYRATE SUR LA BARRIERE EPITHELIALE INTESTINALE
EN PRESENCE DE DEOXYNIVALENOL DANS UN MODELE D’ORGANOIDES DE PORCELETS

Résumé

Les porcs sont fréquemment exposés au déoxynivalénol (DON), une mycotoxine retrouvée dans les céréales mal
conservées et connue pour induire un dysfonctionnement de la barriére intestinale. L’objectif de cette étude était
d’évaluer si les effets du DON sur la barriere épithéliale intestinale pouvaient étre atténués par un traitement
préventif par le butyrate, un métabolite microbien connu pour ses effets protecteurs. Notre modéle de monocouches
dérivées d’organoides de jéjunum de porcelets nous a permis de reproduire in vitro la dysfonction de la barriere
épithéliale induite par le DON a une concentration de 100 uM. Le butyrate (1 mM) a permis d’atténuer certains
effets du DON et de I’anisomycine, une autre ribotoxine, suggérant que les effets protecteurs du butyrate pourraient
étre liés a une atténuation du « stress ribotoxique ». Nos résultats ouvrent la voie a I’utilisation du butyrate comme

une stratégie préventive de la toxicité du DON chez le porcelet.

Mots clés : porcelet, organoides, monocouches, épithélium intestinal, déoxynivalénol, butyrate

ASSESSMENT OF THE EFFECTS OF BUTYRATE ON THE INTESTINAL EPITHELIAL BARRIER
IN THE PRESENCE OF DEOXYNIVALENOL IN APIGLET ORGANOID MODEL

Summary

Pigs are frequently exposed to deoxynivalenol (DON), a mycotoxin found in improperly stored cereals and known
to induce a dysfunction of the intestinal barrier. The aim of this study was to assess whether the effects of DON
on the intestinal epithelial barrier could be attenuated by a preventive treatment with butyrate, a microbial
metabolite known to improve the intestinal epithelial barrier. Our model of monolayers derived from piglet
jejunum organoids allowed us to reproduce in vitro the dysfunction of the epithelial barrier induced by DON at a
concentration of 100 uM. Butyrate (1 mM) attenuated some effects of DON and anisomycin, another ribotoxin,
suggesting that the protective effects of butyrate could be linked to an attenuation of 'ribotoxic stress'. Our results

pave the way for the use of butyrate as a preventive strategy against DON toxicity in piglets.

Keywords: piglet, organoids, monolayers, intestinal epithelium, deoxynivalenol, butyrate
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