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INTRODUCTION

Nous portons un intérét grandissant pour les sciences qui explorent le fonctionnement du corps,
et tout particulierement le fonctionnement des organes trés complexes comme notre appareil
digestif. Les scientifiques ne sont pas les seuls a s’intéresser a notre systeme digestif, si
complexe soit-il. En effet, les liens entre troubles psychologiques, alimentation et désordres
gastro-intestinaux sont des sujets en vogue comme le montre le best-seller Le charme discret
de l’intestin de Giula Enders, une jeune allemande doctorante en médecine, écrit en 2015
(Enders 2015). Ce livre raconte « tout sur un organe mal aim¢ » et met en lumicre des maladies
digestives fréquentes bien trop souvent tabous. C’est dans ce contexte d’intérét de la
communauté scientifique et de la population que les nombreuses études scientifiques, humaines
et vétérinaires, sur le fonctionnement des maladies du systéme digestif s’inscrivent.

Chez le chien, les Entéropathies Chroniques (EC) regroupent un ensemble de troubles digestifs
caractérisés par des signes cliniques persistants. Les Entéropathies Inflammatoires Chroniques
(EIC) désignent les EC dont les causes parasitaires, infectieuses, mécaniques et tumorales ont
été exclues. Les EIC peuvent étre rétrospectivement sous-classées selon leur réponse au
traitement en (Dupouy-Manescau et al. 2024) :

Entéropathie répondant au changement alimentaire,
Entéropathie répondant a la modulation du microbiote,
Entéropathie répondant au traitement immunosuppresseur,
Entéropathie réfractaire.

AW N~

A T’instar des Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales (MICI) de I’humain, la cause
des EIC du chien reste actuellement inconnue. Ces maladies semblent toucher des individus
génétiquement prédisposés sous I’influence de facteurs environnementaux (alimentation,
microbiote, environnement) déclenchant une réponse immunitaire intestinale excessive de
I’hdte. Le microbiote semble jouer un rdle essentiel dans la pathogénie des EIC et, depuis peu,
le lien entre les MICI et la modification du microbiote intestinal, appelée dysbiose, est reconnu
par la communauté scientifique (Ni et al. 2017). La modification de ce microbiote intestinal est
caractérisée par des modifications de composition en especes microbiennes ainsi que par des
modifications fonctionnelles. En effet, ’hote et son microbiote sont en interaction perpétuelle.
Plusieurs mécanismes ont été¢ identifiés comme étant des voies de communication impliquées
dans I’apparition et/ou le maintien du processus inflammatoire retrouvé lors d’EIC. Ces voies
de communication sont a I’étude chez le chien car trés peu de données sont actuellement
disponibles.

Parmi ces voies de dialogue hote-microbiote, la voie des activités protéolytiques semble étre
particulierement pertinente par son implication dans la pathogénie des EIC. En effet, le
déséquilibre protéolytique entre protéases et anti-protéases joue un role important dans la
pathogénie de ces maladies intestinales. De nombreuses familles de protéases, notamment les
protéases a sérine (PS), ont été identifiées comme ayant une activité exacerbée pouvant ainsi
contribuer a I’apparition de Iésions intestinales lors de MICI chez ’homme (Denadai-Souza et
al. 2018) (Jablaoui et al. 2020). De nombreuses études visent a préciser le réle pro-
inflammatoire des PS (Vergnolle 2016). Des hypothéses concernant 1’¢laboration de voies
thérapeutiques spécifiques et des moyens de prévention commencent a €tre formulées autour
d’une idée simple : rétablir I’homéostasie protéolytique.
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L’objectif de cette thése est d’étudier le profil d’activité protéolytique fécal des chiens atteints
d’EIC par rapport a des chiens sains. L’activité des PS a déja ét¢ mesurée chez le chien
permettant d’identifier un niveau d’activité des PS deux fois plus élevé dans les selles des chiens
atteints d’EIC par rapport aux chiens sains (Maeda et al. 2014). Cependant, a notre
connaissance, c’est la premicre fois que I’activité protéolytique fécale des différentes PS est
mesurée chez le chien. Il semble essentiel d’approfondir ce domaine d’étude chez le chien afin
de pouvoir proposer des moyens de prévention et de traitement pour mieux prendre en charge
ces maladies complexes autant chez I’homme que chez le chien en se basant sur des modeles
de maladies comparées.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1. LES ENTEROPATHIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DU CHIEN
1.1 Définition et signes cliniques chez le chien

Les Entéropathies Inflammatoires Chroniques (EIC) du chien représentent des affections
digestives a 1’origine de troubles gastro-intestinaux évoluant depuis plus de 3 semaines. Les
signes cliniques sont essentiellement d’ordre digestif. Des signes cutanés peuvent y étre
associés. Ce sont des signes cliniques variés mais peu spécifiques dans 1’ensemble. Ils peuvent
étre tres différents d'un chien a I'autre et dépendent de la localisation et de la gravité de I’atteinte
intestinale. Il est a noter que I’expression clinique peut étre cyclique avec des poussées cliniques
et des phases de rémission.

Les signes cliniques qui peuvent tre rencontrés sont les suivants :

e Signes cliniques digestifs :
Diarrhée

Vomissements

Borborygmes

Anorexie / hyporexie

Douleur abdominale

Nausées

Ténesme / épreinte

Méléna / hématochézie / mucus dans les selles
Position de la priere

Appétit compulsif pour I’herbe
Pica

O 0O 0O O O O O O O o0 o

e Signes cliniques extra-digestifs :
o Amaigrissement
o (Edeémes périphériques déclives
o Signes d’épanchement cliniquement décelables : ascite et/ou épanchement pleural
o Prurit

Lors d’une atteinte de I’appareil digestif dit « haut » (estomac, duodénum), les signes cliniques
associés sont des vomissements et de la diarrhée liquide. La présence de méléna et un
amaigrissement sont également fréquemment rencontrés. En revanche, lors d’une atteinte de
I’appareil digestif dit « bas » (colon), des signes cliniques tels qu’une diarrhée bouseuse, de
I’hématochézie ou encore du ténesme et/ou de 1’épreinte peuvent étre observés (Freiche et
Hernandez 2010). L’observation des selles et des signes cliniques associés permet d’orienter la
localisation anatomique de la diarrhée (Tableau 1).
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Tableau 1 : Signes cliniques observés dans un contexte de diarrhée en fonction de la
localisation de D’atteinte digestive. Adapté selon (Freiche et Hernandez 2010).

Liquides Bouseuses / en tas
Méléna possible Hématochézie possible
Stéatorrhée possible Mucus possible
Normale a augmentée Augmentée
Augmenté Normal a augmenté
Fréquentes : abattement, anorexie, Rares

amaigrissement, déshydratation

Borborygmes
Halitose Ténesme
Vomissements Epreinte
Polyphagie Flatulences
Flatulences Prurit anal (rare)

Distension abdominale

Dans certains cas, les EIC peuvent étre accompagnées d’une perte de protéines. On parle alors
d’entéropathies avec perte de protéines ou d’entéropathies exsudatives. Plusieurs mécanismes
sont a l’origine d’une exsudation anormale de protéines. L’érosion ou I’ulcération de la
muqueuse digestive ainsi qu’une modification de la perméabilité de cette muqueuse peuvent
étre des origines possibles. Ces différents phénomenes ont pour conséquences une perte
principalement d’albumine, de globuline ainsi qu’une perte de lymphocytes et de chylomicrons.
L’hypoprotéinémie résultante peut se traduire par D’apparition d’cedémes déclives ou
d’épanchements cavitaires (ascite et/ou épanchement pleural) a cause de la diminution de la
pression oncotique sanguine. La perte d’antithrombine III peut également augmenter le risque
de survenue de thrombose (Robin 2007).

Afin de pouvoir grader I’intensité des EIC du chien au moment du diagnostic, des indices
cliniques ont été développés. Le premier indice clinique a avoir été validé en 2003 est le Canine
Inflammatory Bowel Disease Activity Indice (CIBDAI) (Jergens et al. 2003). Quelques années
plus tard, un indice un peu plus complet a été proposé : le Canine Chronic Enteropathy Clinical
Activity Indice (CCECAI) (Allenspach et al. 2007). Le CCECAI posséde trois parameétres
supplémentaires : la présence d’cedéme périphérique ou d’ascite, la présence d’une
hypoalbuminémie et la présence de prurit. Chaque critére est évalué sur une échelle de 0 a 3 et
la somme des notes fournit un score, appelé score CCECAL Le Tableau 2 regroupe I’ensemble
des criteres évalués pour chaque indice clinique. Le score CCECAI présente un intérét
diagnostique et pronostique en classant les EIC en deux catégories (Allenspach et al. 2007) :

- Les EIC a score CCECALI bas (< 12) dont le pronostic est favorable.
- Les EIC a score CCECALI élevé (>12) dont le pronostic est plus réservé.
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Tableau 2 : Comparaison des deux indices cliniques permettant de grader P’intensité des
EIC chez le chien. Adapté selon (Jergens et al. 2003) et (Allenspach et al. 2007).
CIBDAI : Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Indice, CCECAI : Canine Chronic
Enteropathy Clinical Activity Indice.

0 e Normale

1 o Discrétement diminuée

2 o Modérément diminuée

3 e Séverement diminuée

0 e Normal

1 e Discrétement diminué

2 o Modérément diminué

3 e Séveérement diminué

0 e Absence

1 e Discrets (1 fois/semaine)

2 o Modérés (2 ou 3 fois/semaine)

3 o Séveres (plus de 3 fois/semaine)

0 e Normale

1 e Discrétement plus molles

2 o Selles trés molles

3 e Diarrhée aqueuse

0 e Normale

1 e Discretement augmentée (2 ou 3 fois/jour) avec sang,

2 mucus

3 o Modérément augmentée (4 ou 5 fois/jour)
e Séverement augmentée (plus de 5 fois/jour)

0 e Aucune

1 e Discréte (< 5%)

2 e Modérée (entre 5 et 10%)

3 o Séveére (> 10%)

0 e >20g/L

1 / e 15a19g/L

2 e 12214 g/L

3 o <12¢g/L

0 e Absence

1 / ¢ Discrets

2 e Modérés

3 o Sévéres

0 e Absence

1 / e Occasionnel

2 e Régulier

3 e Incessant
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1.2 Classification des entéropathies inflammatoires chroniques

La classification actuelle des EIC chez le chien est fondée sur la réponse clinique constatée au
cours des essais thérapeutiques.

On retrouve (Dupouy-Manescau et al. 2024) (Hernandez 2020) :

e Les entéropathies répondant a un changement alimentaire ou FRE (pour Food-
Responsive Enteropathy) : amélioration clinique aprés un changement alimentaire.

e Les entéropathies répondant a la modulation du microbiote ou MrMRE (pour
Microbiota-related Modulation-Responsive Enteropathy) : amélioration clinique apres
la modulation du microbiote par des traitements a base de probiotiques, prébiotiques,
postbiotiques, symbiotiques, transplantation de microbiote fécal, chélateurs des acides
biliaires ou certains changements alimentaires spécifiques.

e Les entéropathies répondant aux immunomodulateurs ou IRE (pour
Immunomodulatory-Responsive Enteropathy) : amélioration clinique aprés un
traitement immunomodulateur.

e Les entéropathies réfractaires ou NRE (pour Non-Responsive Enteropathy) : absence
d’amélioration clinique aprés un traitement immunomodulateur.

Les Maladies Inflammatoire Chroniques Intestinales (MICI) du chien englobent les IRE et les
NRE et s’appuient sur la mise en évidence histologique d’une inflammation de la muqueuse
intestinale.

Les signes cliniques et les scores ne permettent pas de distinguer les différentes catégories
d’EIC. La démarche diagnostique s’appuie exclusivement sur la réponse clinique observée a la
suite des essais thérapeutiques entrepris.

Comme I’illustre la Figure 1, dans la nouvelle classification proposée en 2024, la catégorie des
MrMRE remplace 1’ancienne catégorie des Antibiotic-Responsive Enteropathy (ARE) ou
entéropathies répondant aux antibiotiques (Dupouy-Manescau et al. 2024). En effet, le
microbiote intestinal a été reconnu comme un acteur essentiel de la pathogénie des EIC. 1l a été
démontré que I’utilisation des antibiotiques pour les chiens atteints d’ARE entraine une
résistance accrue aux antimicrobiens ainsi que des effets déléteres sur le microbiote intestinal
associés a des rechutes fréquentes (Gobeli et al. 2012) (Allenspach, Culverwell, et Chan 2016).
Par conséquent, 1’approche clinique des EIC a évolué ces dernieres années afin d’abandonner
progressivement [’utilisation des antibiotiques et de les remplacer par d’autres traitements
permettant la restauration d un microbiote intestinal fonctionnel (Cerquetella et al. 2020). Dans
cette classification, MrMRE et FRE se chevauchent partiellement afin de classer les
changements alimentaires entrainant une amélioration clinique attribuable a la modulation du
microbiote (Wang et al. 2019).
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FRE ~ FRRE ¢

Figure 1 : Représentation de I’ancienne et nouvelle classification des EIC chez le chien.
D’apres (Dupouy-Manescau et al. 2024). FRE : food-responsive enteropathy, ARE : antibiotic-
responsive enteropathy, IRE : immunosuppressant-responsive enteropathy, NRE :@ non-
responsive enteropathy, IBD : inflammatory bowel disease, MrMRE : microbiota-related
modulation-responsive enteropathy, NR-PLE : non-responsive protein-losing enteropathy, IR-
PLE : immunosuppressant-responsive protein-losing enteropathy, FR-PLE : food-responsive
protein-losing enteropathy.

Les entéropathies avec perte de protéines sont considérées comme des versions séveres d’EIC
dans lesquelles une fuite et une malabsorption des protéines sont présentes. Elles sont
identifiées grace a la mise en évidence d’une hypoalbuminémie. On peut les retrouver dans
différentes sous-catégories d’EIC (voir Figure 1).

Afin d’illustrer la proportion relative des différentes causes de diarrhée chronique chez le chien,
Volkmann et al. ont réalisé une étude rétrospective sur 136 chiens atteints de diarrhée chronique
afin d’en identifier les causes les plus fréquentes (Volkmann et al. 2017). Des maladies d’origine
digestive, ou entéropathies primaires (EP), ont été diagnostiquées chez 123 des 136 chiens soit
90% des chiens étudiés. Parmi eux, 71% présentaient des EIC, 13% présentaient des causes
infectieuses et 4% présentaient des causes néoplasiques. Parmi les chiens présentant des EIC,
66% ¢taient des FRE, 11% des ARE (ancienne classification) et 23% des MICI. En paralléle,
des maladies d’origine extra-digestive, ou entéropathies secondaires (ES), ont été
diagnostiquées chez 13 des 136 chiens soit 10% des chiens étudiés. Parmi eux, 62% des chiens
présentaient une insuffisance pancréatique exocrine. Les proportions relatives varient
légérement d’une étude a 1’autre mais restent dans le méme ordre de grandeur comme le montre
I’étude d’Allenspach et al. réalisée sur 203 chiens atteints d’EIC concluant sur la proportion
relative de 64% de FRE, 16% d’ARE et 20% de MICI (Allenspach et al. 2016). Cependant,
depuis la mise en place de la nouvelle classification, certaines proportions relatives sont remises
en question. En effet, plusieurs études s’accordent sur le fait que les FRE sont sous-
diagnostiquées. Une partie non négligeable des NRE serait en réalit¢ des FRE non
diagnostiquées ce qui augmenterait la proportion relative des FRE au détriment des autres
catégories d’EIC (Duvergé et al. 2022) (Jablonski Wennogle, Stockman, et Webb 2021).

De nombreuses maladies intestinales mais également extra-intestinales peuvent s’exprimer
cliniquement par des troubles digestifs et par conséquent faire partie du diagnostic différentiel
des EIC. Il est important que 1’ensemble de ’anamnése et des commémoratifs soit pris en
compte dans la démarche diagnostique. Chez les chiens présentant des signes gastro-intestinaux
chroniques, le diagnostic d’EIC peut étre envisagé apres I’exclusion des causes parasitaires et
des troubles extra-digestifs. La premiere étape de la démarche diagnostique vise a exclure les
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parasitoses digestives (trichurose, giardiose, coccidiose, etc.) car elles ont une prévalence tres
¢levée chez le chien atteint de diarrhée chronique (Epe et al. 2010). Des analyses coprologiques
et un antiparasitaire a large spectre d’activité (fenbendazole) sont donc nécessaires en premicre
intention. La deuxiéme étape vise a exclure les causes métaboliques grace a la réalisation d’un
bilan hémato-biochimique sanguin complet. Ce bilan permet également d’identifier les
entéropathies avec perte de protéines (albuminémie < 20 g/L) et d’évaluer les répercussions
générales des EIC (déshydratation, hypocalcémie, hypocobalaminémie, etc.). On cherche a
exclure les causes métaboliques suivantes :

e Une maladie rénale avancée par la mesure des concentrations sanguines d’urée et de
créatinine,

e Une insuffisance hépatique par la mesure des paramétres sanguins hépatiques
(albumine, urée, cholestérol, acides biliaires, ...),

e Une insuffisance pancréatique exocrine par la mesure de la Trypsin Like
Immunoreactivity (TLI),

e Une maladie d’Addison par un test de stimulation a I’ACTH avec mesure du cortisol,

e Une hyperthyroidie par un dosage sanguin de la T4.

Apres I’exclusion des causes parasitaires et métaboliques, le diagnostic des différentes EIC peut
commencer a s’effectuer en observant la réponse clinique a différents essais thérapeutiques.
Premicrement, plusieurs essais diététiques sont effectués. Un changement d’alimentation vers
un régime hautement digestible, un régime protéiné hydrolysé, un régime riche en fibres et/ou
un régime protéiné fait maison est proposé. Si une amélioration clinique est observée a la suite
de cet essai diététique, le diagnostic d’EIC de catégorie FRE est posé. Si les signes cliniques ne
s’améliorent pas, les antibiotiques (métronidazole, tylosine ou tétracycline) étaient jusqu’a
présent préconisés afin de diagnostiquer une possible ARE. Dorénavant, un traitement
permettant la modulation du microbiote intestinal est préconisé. Des probiotiques, des
prébiotiques, des postbiotiques, des symbiotiques, une transplantation de microbiote fécal, des
chélateurs des acides biliaires ou encore certains changements alimentaires peuvent permettre
une amélioration clinique résultant de la modulation du microbiote intestinal. Dans le cas
échéant, le diagnostic de MrMRE tombe. Si aucune amélioration clinique n’est observée a la
suite d’un tel traitement, ou, a défaut, d’un traitement antibiotique, une échographie abdominale
est réalisée. Cet examen d’imagerie est réalisé afin d’exclure toute maladie focale du tractus
digestif d’origine mécanique ou néoplasique. Ensuite, des biopsies gastro-intestinales sont
réalisées afin d’effectuer un examen histologique. La mise en évidence d’une infiltration
inflammatoire dans la lamina propria de la muqueuse digestive est recherchée. En parallele, cet
examen histologique permet I’exclusion d’un processus néoplasique diffus potentiel. Les chiens
recoivent ensuite un traitement immunomodulateur (prednisolone, cyclosporine, etc.). Le
diagnostic d’une EIC classée MICI est posé, et, selon I’amélioration clinique observée ou non,
la classification en IRE ou NRE est réalisée.

I est a noter que si une hypoalbuminémie est identifi¢e lors du bilan hémato-
biochimique sanguin, le bilan diagnostique et I’approche thérapeutique sont modifiés. En effet,
dans le cadre d’une entéropathie avec perte de protéines, les biopsies intestinales sont
généralement effectuées immédiatement.

La démarche diagnostique des EIC chez le chien est résumée dans la Figure 2.
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Figure 2 : Démarche diagnostique des EIC chez le chien. Réalisation Eloise Deygout.

1.3 Prévalence et facteurs de risques

1.3.1 Prévalence des EIC chez [’homme et chez le chien

Les EIC sont des affections dont I’incidence et la prévalence ne cessent d’augmenter chez le
chien mais également chez I’homme. En Amérique du Nord et en Europe, la prévalence de ces
affections est particulierement €élevée chez I’homme. Les derni¢res données estiment que 0,2%
de la population européenne souffre de MICI (Zhao et al. 2021). La prévalence de ces maladies
atteint méme 0,3% dans certains pays d’Amérique du Nord et d’Europe et en Océanie (Ng et
al. 2017). En effet, on estime que plus d’un million d’américains et 2,5 millions d’européens
seraient atteints de MICI. Depuis les trente dernieres années, I’incidence augmente fortement
dans les pays nouvellement industrialisés comme en Amérique du Sud, en Afrique, au Moyen-
Orient ou encore en Asie (Kaplan 2015) (Ng et al. 2017).

La prévalence des EIC chez le chien est difficilement évaluable par le manque d’informations
a ce sujet. Les données actuelles proviennent d’études rétrospectives et s’appuient sur des
stratégies différentes. En effet, la méthodologie des études s’appuie soit sur des questionnaires
envoyés aux propriétaires/éleveurs/vétérinaires soit sur Dl’interprétation de données de
compagnies d'assurance ou de dossiers provenant de cabinets vétérinaires de médecine générale
ou spécialisée. Par conséquent, de nombreux biais dans les populations sélectionnées sont
présents ce qui rend impossible la détermination exacte de I’incidence réelle des différentes EIC
chez le chien. Globalement, toutes les causes de maladies gastro-intestinales représentent une
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proportion importante des motifs de consultations en médecine générale avec une prévalence
allant de 10% a 20% selon les différentes études (O’Neill et al. 2021) (Dandrieux et Mansfield
2019). Des études supplémentaires sont nécessaires afin d’obtenir une meilleure estimation de
la prévalence réelle des EIC chez le chien dans la pratique vétérinaire générale et spécialisée,
mais la prévalence supposée serait d'au moins 1% a 2% des motifs de consultation vétérinaire
(Dandrieux et Mansfield 2019).

1.3.2  Facteurs de risques

La ou les causes exactes des EIC sont inconnues mais 1’implication de facteurs immunitaires,
génétiques et environnementaux est identifiée (Figure 3). L’hypothése actuelle repose sur une
réponse excessive du systéeme immunitaire envers des agents environnementaux comme le
microbiote et I’alimentation chez des individus génétiquement prédisposés (Khor, Gardet, et
Xavier 2011).

Facteurs
environnementaux

(microbiote, alimentation,
environnement, etc.)

EIC

Immunité Génétique

Figure 3 : Pathogénie des entéropathies inflammatoires chroniques chez le chien.
Réalisation Eloise Deygout.

a) Race et prédisposition génétique

Chez le chien, peu d’informations sont disponibles sur le role de la génétique. Une étude de
2011 sur 546 chiens au Royaume-Uni montre que 5 races canines sont surreprésentées dans le
groupe des chiens atteints de MICI. On retrouve le braque de Weimar, le rottweiler, le berger
allemand, le border collie et le boxer (Kathrani, Werling, et Allenspach 2011). De plus, certaines
races développent des formes particulieres d’EIC (German, Hall, et Day 2003) :

e La colite granulomateuse chez les boxers et les bouledogues frangais,

e L’entéropathie immunoproliférative chez les basenjis,

e [’entéropathie avec perte de protéines et la néphropathie avec perte de protéines chez
les Wheaten Terriers a poil doux,
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e Le syndrome diarrhéique chez les chiens norvégiens de macareux ou lundehunds.

Il est important de noter que méme si des prédispositions raciales semblent étre mises en
évidence, toutes les races de chiens peuvent étre affectées.

L’identification de races prédisposées permet d’orienter et de cibler des analyses génétiques
pour mettre en évidence de potentiels génes impliqués dans I’apparition et/ou le maintien des
MICI. Les différentes origines possibles de ces prédispositions génétiques ont été recherchées
et comme chez ’homme, des mutations sur les génes codant pour les récepteurs NOD2 et Toll-
Like Receptors (TLR) ont été identifiées. Ces récepteurs font tous deux partie de la famille des
Pattern Recognition Receptors (PRR), récepteurs a reconnaissance de formes. Ils sont impliqués
dans la reconnaissance de molécules bactériennes et le déclenchement de la réponse
immunitaire. Concernant le géne NOD2, des mutations ont été décrites par des études
d'association qui comparent la distribution des alléles d'un marqueur génétique polymorphe
dans une population de malades et dans une population témoin (approche Single Nucleotide
Polymorphism-SNP). Plus précisément, 4 SNP non synonymes dans I’exon 3 du gene NOD2
ont été identifiés comme étant significativement associés aux MICI chez le berger allemand
(Kathrani et al. 2014). De plus, le niveau d’expression du gene NOD2 dans I’intestin semble
étre positivement associé a la gravité histopathologique des lésions inflammatoires chez le chien
(Aono et al. 2019). 1l est a noter que chez ’homme, un certain nombre de mutations ont été
signalées comme pouvant jouer un réle dans la pathogénie de la maladie de Crohn et que celles
du géne NOD2 sont considérées comme étant les facteurs de risque génétiques les plus
importants avec environ 20% a 40% des patients porteurs de mutations de ce géne (Hugot et al.
2001) (Ogura et al. 2001). Parallelement, concernant le géne codant pour les TLR, des
modifications d’expression de ce géne (notamment les génes codant pour les récepteurs TLR2-
4-5-9) ont été identifiées chez les chiens atteints de MICI (Allenspach et al. 2010) (Hernandez
2020). En effet, chez les bergers allemands atteints de MICI, il a été mis en évidence une
association entre la dysbiose intestinale et une surexpression du gene codant pour le TLR4 et
une sous-expression du gene codant pour le TLRS. Comme pour le gene codant pour le
récepteur NOD2, des variantes alléliques ont été mises en évidence sur ces genes. Sur le gene
codant pour le TLRS, 3 SNP ont été identifiés ainsi que 4 SNP sur le géne codant pour le TLR4
(Kathrani et al. 2010). Une association entre ces SNP et les MICI a été prouvée chez les bergers
allemands atteints de MICI (Peiravan et al. 2016).

b) Alimentation

Une étude rétrospective sur 7015 chiens a permis de mettre en évidence des différences
significatives entre deux types d’alimentation et le risque de développer une MICI au cours de
la vie de I’animal (Hemida et al. 2021). Le premier régime alimentaire a avoir été étudié est le
régime Non-Processed Meat-based Diet (NPMD) a base de viande non transformée et pauvre
en glucides commercialisé ou préparé a la maison. Le second régime alimentaire a avoir été
étudié est le régime Ultra-Processed Carbohydrate-based Diet (UPCD) a base d’¢léments ultra-
transformés faisant référence aux croquettes extrudées produites commercialement. Ces
derniéres contiennent en général 40% a 60% de glucides transformés (céréales, riz, pommes de
terre ou pulpe végétale). Les résultats de cette étude montrent que les chiens nourris avec le
régime NPMD au cours des périodes postnatales précoces et tardives avaient un risque
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significativement plus faible de développer des MICI plus tard au cours de leur vie.
Parallélement, les chiens nourris avec le régime UPCD au cours des mémes périodes étaient
associés a un risque plus élevé.

Le régime alimentaire semble donc jouer un role sur I’apparition des MICI chez le chien. D’une
part, I’alimentation exerce une influence sur la composition du microbiote intestinal, ce qui
aurait pour conséquence une modification de 1’équilibre des facteurs vus dans la Figure 3 et
donc un lien avec les MICI. Les détails concernant I’influence de I’alimentation sur la
composition du microbiote intestinal seront abordés dans la partie 2./.2. D’autre part, les
antigénes alimentaires pourraient jouer un role dans 1’apparition des MICI en participant a
I’inflammation intestinale.

c) Sexe et age

L’influence du sexe du chien sur le risque de survenue des EIC a également été étudiée. La
majorité des études montre que I’incidence des MICI chez les males et les femelles est
globalement la méme. Cependant, d’apres 1’étude d’Hemida et al. sur 7015 chiens, les males
sont deux fois plus susceptibles de développer une MICI que les femelles (Hemida et al. 2021).
Il est & noter que chez I’homme, 1’incidence de la maladie de Crohn est globalement plus élevée
chez la femme (Brant et Nguyen 2008).

Concernant 1’age, les chiens d’age moyen semblent étre plus touchés par les EIC. L’age moyen
au diagnostic des MICI évolue entre 4 et 8 ans en fonction de la race étudiée (Kathrani et al.
2011).

1.4 Enjeux actuels

1.4.1 Modeles de maladies comparées

Depuis ces dernic¢res années, des progres ont été réalisés concernant la compréhension de la
pathogénie, le diagnostic et la classification des EIC chez le chien. En s’appuyant sur des
modeles de maladies comparées, les avancées de la médecine humaine permettent le
développement de la médecine vétérinaire, et vice versa. Le modele canin semble étre
particuliérement pertinent pour étudier les interactions entre le microbiote intestinal et son hote
(Ericsson 2019). En effet, la physiologie et la composition du microbiote intestinal du chien
domestique et de I’homme sont plus similaires que celles de ’homme et de la souris. Par
conséquent, le chien semble étre un modele d’étude a treés haut potentiel pour ’homme, et vice
versa (Hernandez et al. 2022).
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1.4.2 Résistances aux antibiotiques

Les maladies chroniques non transmissibles s’inscrivent dans le contexte One Health (« une
seule santé ») (Figure 4). D’une part car ces maladies sont partagées par I’homme et le chien ;
d’autre part car la lutte contre les résistances aux antimicrobiens représente un enjeu majeur qui
suscite des inquiétudes croissantes. L’approche clinique des EIC a évolué ces dernic¢res années
vers ’abandon progressif de 1’utilisation des antibiotiques, et vers des approches visant a
restaurer un microbiote intestinal fonctionnel (Dupouy-Manescau et al. 2024). En effet, une
¢tude a montré que 54% des isolats de Clostridium perfringens provenant de chiens souffrant
de diarrhée aigu€ présentaient une sensibilité réduite au métronidazole, I’'un des antibiotiques
les plus fréquemment utilisés dans le traitement de la diarrhée chez le chien (Gobeli et al. 2012).
Outre le role de portage du chien, ces résultats expliquent I’intérét grandissant de la
communauté scientifique a identifier des voies thérapeutiques alternatives aux antibiotiques
afin de limiter le développement de résistances aux antimicrobiens.

HEAL
HUMAINS ANIMAUX

& S,

Figure 4 : One health : santé sanitaire de 'homme, des animaux et de I'environnement.
Réalisation Eloise Deygout.

1.4.3  Limites de la prise en charge actuelle par les traitements disponibles

a) Antibiotiques

Pendant plusieurs décennies, le métronidazole et d’autres antibiotiques ont été utilisés avec
succes dans la démarche diagnostique et le traitement des EIC chez le chien. Outre les
problémes émergents de résistances aux antibiotiques, I’accumulation de preuves sur les effets
déléteres d’un tel traitement renforce la volonté de changer la prise en charge et de suivre les
recommandations de la nouvelle classification (Dupouy-Manescau et al. 2024). Bien qu’un
traitement antibiotique puisse améliorer les signes cliniques, la rechute des signes cliniques est
particulierement fréquente (Allenspach et al. 2016) (Johnston et al. 2000) (Igarashi et al. 2014).
Chez les chiens souffrant de diarrhée chronique traités a la tylosine, le taux de rechute des signes
cliniques a I’arrét du traitement antibiotique est de plus de 80% (Westermarck et al. 2005). De
plus, les traitements antibiotiques au métronidazole et a la tylosine entrainent une altération de
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la composition du microbiote intestinal a long terme pouvant durer plusieurs mois (Chaitman
et al. 2020) (Manchester et al. 2019) (Pilla et al. 2020). Egalement, certains chiens peuvent
présenter des effets secondaires comme une aggravation de la diarrhée au cours du traitement
antibiotique. En raison de ces effets négatifs rapportés, les antibiotiques ne sont plus utilisés
comme traitement de routine chez les chiens atteints de maladies gastro-intestinales.

b) Corticostéroides

Le traitement des chiens atteints d’IRE (ou de MICI si la composante inflammatoire est
démontrée histologiquement) consiste en 1’administration de corticostéroides. La prednisolone
est la molécule la plus fréquemment prescrite (Craven et al. 2004). Les effets indésirables les
plus fréquemment rapportés des corticostéroides systémiques chez le chien comprennent la
polyphagie, la polyuro-polydispie, le diabéte sucré, la fragilité ligamentaire et les troubles du
comportement (Jergens et al. 2010). D’autres corticostéroides, comme le budésonide, peuvent
étre utilisés mais les effets indésirables sont du méme ordre chez le chien (Dye et al. 2013).
Certains chiens sont réfractaires aux corticostéroides ou présentent des effets indésirables trop
importants et peuvent étre traités avec des immunosuppresseurs comme la cyclosporine
(Allenspach et al. 2006). L’utilisation d’un traitement immunosuppresseur a long terme n’est
pas sans conséquence chez le chien. Compte tenu de I'importance des effets indésirables,
I’administration des corticoides doit faire suite a une démarche diagnostique rigoureuse et est
réservée aux cas ne répondant pas aux changements alimentaires ou aux stratégies de
modulation du microbiote intestinal.

c) Prébiotiques

Les prébiotiques sont des substrats non viables servant de nutriments aux micro-organismes
bénéfiques présents dans le tractus digestif. Ils ont un impact sur la composition des
communautés bactériennes ainsi que sur leurs activités métaboliques (Razali et al. 2024). Des
expériences précliniques utilisant des prébiotiques sur des modéles de rongeurs et chez des
humains rapportent des effets favorables sur les MICI (Laurell et Sjoberg 2017) (Hedin et al.
2010) (Ferenczi et al. 2016). Les prébiotiques permettent une réduction du pH colique, la
réparation de 1’épithélium intestinal enflammé via leur réle trophique pour les cellules du colon
et ’inhibition de cytokines pro-inflammatoires. Le niveau global de preuve de I’efficacité de
’utilisation des prébiotiques pour améliorer cliniquement les humains atteints de MICI reste
faible. Chez le chien, il n’existe aucune preuve de 1’efficacité des prébiotiques mais certaines
¢études pilotes sont prometteuses (Segarra et al. 2016) (Glanemann et al. 2021).

d) Probiotiques

Les probiotiques sont des organismes vivants pouvant étre ingérés afin d’obtenir un avantage
sur la santé de 1’hote. Différentes spécialités existent en médecine vétérinaire pour le chien. Des
formulations a base d’une ou plusieurs souches probiotiques sont commercialisées. Chez le
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chien, les études examinant les avantages des probiotiques dans la prévention ou le traitement
des maladies gastro-intestinales sont rares (Jensen et Bjernvad 2019). Une étude a révélé une
amélioration significative des scores CCECAI chez les chiens atteints de MICI traités
uniquement avec le probiotique multi-souches VSL#3 (Rossi et al. 2014). Le probiotique
VSL#3 est un produit probiotique multi-souches a forte dose contenant des bactéries
lyophilisées viables constituées de 4 souches de Lactobacillus (L. casei, L. plantarum. L.
acidophilus et L. delbrueckii subsp. bulgaricus), 3 souches de Bifidobacterium (B. longum, B.
breve et B. infantis) et 1 souche de Streptococcus sulivarius subsp thermophilus. Dans
I’ensemble, les données actuellement disponibles ne sont pas suffisamment solides pour
déterminer 1’efficacité des probiotiques dans la réduction des signes cliniques lors d’EIC chez
le chien. Cependant, I’avis des experts soutient 1’utilisation de probiotiques multi-souches dans
le traitement des EIC chez le chien.

e) Symbiotiques et postbiotiques

Les symbiotiques (association de prébiotiques et de probiotiques), ainsi que les postbiotiques
(micro-organismes morts ou produits métaboliques microbiens bénéfiques pour la santé), ont
récemment gagné en popularité¢ dans 1’utilisation des traitements permettant la modulation du
microbiote chez le chien. Les études mesurant I’efficacité des symbiotiques sont rares mais une
étude récente semble prometteuse pour illustrer leurs effets bénéfiques chez le chien atteint
d’EIC (Sahoo et al. 2023). Concernant les postbiotiques, certaines études mettent en lumiére
leur influence sur la modulation du microbiote intestinal et sur la diminution des agents pro-
inflammatoires sanguins chez le chien dans un contexte non pathologique (Xuan et al. 2024)
(Bela et al. 2024). A I’heure actuelle, aucune étude ne permet d’évaluer leurs effets chez le
chien atteint d’EIC.

f) Transplantation de microbiote fécal

La Transplantation de Microbiote Fécal (TMF) est une approche thérapeutique qui consiste en
I’administration d’une préparation fécale en provenance d’un donneur sain dans le tube digestif
d’un receveur malade. Cette approche suscite un intérét grandissant chez ’homme et le chien
et est aujourd’hui reconnue comme étant le traitement de référence de I’infection récurrente a
Clostridioides difficile chez ’homme (Chapman et al. 2016). Chez le chien, deux études
rapportent que ¥ des chiens atteints d’EIC présentent une amélioration clinique a la suite d’une
TMF (Innocente et al. 2022) (Toresson et al. 2023). Plusieurs rapports de cas ou de séries de
cas cliniques sur ’utilisation de la TMF chez les chiens atteints d’EIC ou de MICI ont été
publiés (Niina et al. 2019) (Niina et al. 2021) (Sugita et al. 2021) (Cerquetella et al. 2022)
(Collier et al. 2022). Les données disponibles soutiennent amplement le recours a la TMF méme
si les preuves scientifiques restent limitées et que des études plus approfondies sont nécessaires
pour évaluer I'utilisation de la TMF chez les chiens atteints d’EIC. Il est important de noter que
la TMF est une méthode invasive et réduite aux établissements vétérinaires spécialisés.
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2. ROLE DU MICROBIOTE INTESTINAL DANS LES ENTEROPATHIES
INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DU CHIEN

Le terme microbiote (micro, « petit » ; bios, « vie » en grec) désigne lI'ensemble des micro-
organismes vivant dans un environnement spécifique. Ces micro-organismes peuvent étre des
bactéries, des archées, des virus, des champignons ou des protozoaires. Les bactéries
représentent 98% de ce microbiote (Deng et Swanson 2015). Un homme de 70 kg héberge pres
de 3,8.10'" bactéries d’aprés les estimations scientifiques, ce qui représente 1% a 3% de la
masse corporelle (Sender, Fuchs, et Milo 2016). C’est dix fois plus que le nombre de cellules
dans le corps humain.

La présence de ces micro-organismes sur/dans leur hote peut entrainer plusieurs types de
relations : du commensalisme (bénéfique pour le micro-organisme mais sans impact pour
I’héte), du mutualisme (impact réciproque pour le micro-organisme et I’hdte) ou du parasitisme
(effet néfaste pour 1’hote). En biologie, le terme microbiome est utilisé pour décrire I’aire de
vie d’un microbiote. En anglais, le terme microbiome correspond a 1’ensemble de son génome,
c’est-a-dire a I’ensemble du matériel génétique codé dans son ADN. Le terme microbiome sera
ici utilisé pour parler de I’ensemble des génes du microbiote. Les études métagénomiques chez
I’homme ont rapporté que le microbiome intestinal humain est composé de 3,3 millions de
genes, soit 150 fois plus de génes que dans le génome humain (Qin et al. 2010) (Béckhed et al.
2005). Le microbiote intestinal, également appelé flore intestinale, regroupe l'ensemble des
micro-organismes présents dans le tube digestif des animaux et des hommes en relation de
mutualisme. L’hote est en perpétuelle interaction avec son microbiote intestinal. Ce dernier
possede de nombreuses fonctions comme la digestion, la synthése et la biotransformation de
nombreux composés nécessaires au metabolisme ou encore le développement du systéme
immunitaire. Le microbiote intestinal est souvent défini comme un « organe » métaboliquement
actif soit un organe a part enticre qui permet le développement et le maintien physiologique de
son hote. La notion d’holobionte définit I’ensemble d’un organisme supérieur pluricellulaire
appelé hote et son microbiote.

2.1 Altérations de la composition du microbiote intestinal lors d’entéropathies
inflammatoires chroniques chez le chien

2.1.1 Meéthodes d’analyse de la composition du microbiote intestinal

a) Culture bactérienne

La culture bactérienne est utilisée pour mettre en évidence des germes cultivables spécifiques.
Aujourd’hui, la culture sur gélose de certaines bactéries comme E. coli ou Salmonella sp. est
maitrisée et peut étre réalisée avec peu de matériel en cabinet vétérinaire par exemple. En effet,
leur culture sur boite de pétri a partir d’un échantillon de selles permet de tester leur viabilité,
leur sensibilité aux antibiotiques et leurs facteurs de virulence. Cette technique est donc
intéressante pour 1’identification d’un germe spécifique dans la démarche diagnostique visant
a valider ou non la présence de ladite bactérie.
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Cependant, dans le cadre de 1’é¢tude de la composition du microbiote intestinal ou 1’ensemble
des bactéries présentes dans un échantillon doit étre identifié, I'utilité de cette méthode est
anecdotique. En effet, seulement 30% des bactéries intestinales sont cultivables avec les
techniques de laboratoire standard (Fraher, O’Toole, et Quigley 2012). La majorité des bactéries
intestinales sont anaérobies stricts (ANAs) et par conséquent ne peuvent croitre en présence de
dioxygene dans les conditions standards de culture. En plus des conditions spécifiques de
culture, certaines bactéries nécessitent des substrats particuliers parfois méme encore inconnus
pour certaines. La culture bactérienne reste la méthode de choix pour évaluer la sensibilité d’une
souche de bactéries a un antibiotique (Manchester et al. 2021).

b) Métagénomique

Les techniques d’analyse du matériel génétique bactérien sont couramment utilisées pour
caractériser I’ensemble du microbiote intestinal. A I’inverse de la génomique qui consiste a
étudier le génome d’une espece bactérienne unique, la métagénomique étudie les génomes de
I’ensemble des cellules présentes dans un milieu donné. La métagénomique s’applique a 1’étude
de la composition du microbiote intestinal en apportant des informations sur 1’identité¢ des
especes bactériennes et leur diversité. Seule la métagénomique bactérienne est développée ici.

L’analyse métagénomique peut étre divisée en deux approches différentes (Diene et al. 2014)
(Anons. d.):

o Lamétagénomique ciblée : permet d’établir I’inventaire des bactéries présentes dans un
milieu donné en se basant sur le séquencage de régions ciblées d’ADN préalablement
amplifiée par Polymerase Chain Reaction (PCR). C’est une méthode dite descriptive
qui permet 1’obtention des compositions relatives en especes bactériennes. Dans les
études analysant la composition du microbiote intestinal, la méthode la plus utilisée
repose sur le séquencgage du gene codant pour I’ARNr 16S mais d’autres geénes, comme
le gene rpoB, peuvent étre utilisés (Mollet, Drancourt, et Raoult 1997).

o La métagénomique globale : permet de séquencer I’ensemble du génome présent dans
un milieu donné grace a la fragmentation aléatoire de I’ADN total, au séquencage des
fragments obtenus puis au réassemblage informatique des séquences identifi¢es. Cette
méthode est également descriptive mais elle apporte des informations supplémentaires
sur les capacités fonctionnelles des génomes étudiés. L’ensemble des génomes est
reconstitu¢ ce qui permet 1’identification de génes codant pour des protéines d’intérét
exercant des fonctions particulieres. La méthode de séquengage Shotgun a haut débit
est utilisée pour les études analysant la composition du microbiote intestinal.

La technique de séquencage du gene de ’ARNr 16S est la plus fréquemment utilisée pour
l'identification des bactéries intestinales chez les chiens (Suchodolski 2022) (Matsumoto et
Sugano 2013). La méthode consiste a extraire une partie de I’ADN des bactéries présentes dans
un échantillon intestinal (biopsie, contenu luminal ou échantillon fécal) afin de les identifier par
séquengage apres une amplification par PCR. Pour ce faire, un géne cible commun a I’ensemble
des bactéries est amplifié puis séquencé (Figure 5).
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Figure 5 : Principe de la méthode de séquencage du gene de I’ARNr 16S. D’aprés (Anon
s. d.).

Le géne cible le plus couramment utilisé est le gene codant pour ’ARNr 16S. Ce géne est
commun a toutes les bactéries et possede une alternance de régions conservées communes et de
régions variables spécifiques du genre voire de 1’espece bactérienne (Chakravorty et al. 2007).
Par conséquent, le géne 16S représente I’empreinte génétique moléculaire des bactéries. Les
amorces bactériennes utilisées ont pour cible des régions conservées connues. Les régions
conservées et variables étant en alternance, il est donc possible d’amplifier puis de séquencer
la région variable intermédiaire que ’on souhaite étudier afin de permettre 1’identification
bactérienne. Neuf régions variables (nommées V1 a V9) sont présentes dans le géne 16S. Les
régions V3 et V4 portent un fort intérét d’étude car ce sont les régions qui varient le plus
(régions variables portant les plus grandes séquences) (Chakravorty et al. 2007).

Les résultats de séquengage de I’ensemble des genes 16S obtenus sont analysés et comparés a
des banques de données permettant 1’identification des bactéries présentes. Cette méthode peut
étre utilisée pour découvrir de nouvelles especes bactériennes (Clarridge 2004). Le processus
d’analyse des séquences nécessite 1’utilisation de bases de données spécifiques (comme
[llumina MiSeq ou lon Torrent PGM) et I’utilisation d’une technologie bio-informatique
avancée (Suchodolski 2022). L’analyse statistique effectuée dépend de la conception de 1’étude
par les auteurs. Calypso® est I’interface web souvent utilisée pour ’analyse statistique et la
visualisation des données.

L’avantage de cette méthode est son colt peu ¢élevé. Néanmoins, ce n’est pas une méthode
quantitative, c’est-a-dire qu’elle ne permet pas d’objectiver la quantité absolue des populations
bactériennes étudiées car chaque bactérie contient plusieurs copies du gene de ’ARNr 16S
(Vétrovsky et Baldrian 2013). Le séquencage de I’ ARNr 16S est une méthode semi-quantitative
qui permet d’obtenir 1’abondance relative des communautés bactériennes en comparant les
quantités de séquences obtenues entre elles. L’abondance relative d une population bactérienne
apporte beaucoup d’informations mais engendre des biais d’interprétation car 1’augmentation
d’un taxon entraine la diminution simultanée d’un autre. De plus, les plateformes de séquencage
ainsi que les bases de données sont en constante évolution méme au sein d’un méme laboratoire
(Suchodolski 2022). Par conséquent, d’une étude a ’autre, les méthodes utilisées varient
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considérablement. Il est donc difficile de comparer les différents résultats et ces résultats
doivent étre interprétés avec précaution. Des facteurs peuvent influencer 1’abondance relative
des taxons bactériens identifiés comme la méthode d’extraction de I’ADN qui peut favoriser la
lyse de certaines bactéries par rapport a d’autres ou encore le choix des amorces. L’expression
des résultats a différents niveaux taxonomiques varient d’un auteur a I’autre. Certains auteurs
s’arrétent a la description du phylum ou de la famille bactérienne tandis que d’autres décrivent
les genres. Ces différences peuvent également induire des erreurs dans 1’interprétation des
résultats car certaines lignées taxonomiques sont trés diverses et qu’au sein d’un méme phylum,
différentes familles bactériennes peuvent évoluer a la hausse ou a la baisse.

Le séquencage du géne de ’ARNr 16S est I’approche standard des études de la composition du
microbiote intestinal. Cependant, aucune information n’est disponible sur la reproductibilité de
ce séquengage. L’interprétation des résultats obtenus doit prendre en compte I’ensemble des
limites citées. Les taxons bactériens d’intérét peuvent étre étudiés a I’aide d’une méthode plus
reproductible comme la qPCR.

Le séquencage Shotgun est une autre méthode trés utilisée en métagénomique. Contrairement
a la métagénomique ciblée qui n’étudie qu’un seul géne cible, la méthode Shotgun consiste a
fragmenter I’ADN total de I’ensemble des bactéries présentes dans un échantillon en nombreux
petits segments d’ADN. Les fragments obtenus sont ensuite séquencés sans amplification
préalable par PCR. Ils sont réassemblés grace a I’analyse du chevauchement des extrémités des
fragments d’ADN par des programmes informatiques. L’assemblage de ces fragments permet
I’obtention d’une séquence continue et donc la reconstitution du génome entier des bactéries

(Figure 6).
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Figure 6 : Principe de la méthode de séquencage Shotgun. D’apres (Anon s. d.).

Cette approche permet 1’identification des taxons bactériens avec plus de précision que le
séquengage du géne 16S (Ranjan et al. 2016). De plus, elle permet également de connaitre les
capacités fonctionnelles des génomes séquencés en identifiant la présence de génes codant pour
des protéines d’intérét impliquées dans certaines fonctions particulieéres. Des informations plus
détaillées sur la présence de geénes de virulence ou de génes de résistance a certains
antimicrobiens peuvent étre données. D’autres types de micro-organismes tels que les archées,
les champignons et les virus a ADN (principalement des bactériophages) peuvent étre identifiés
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avec cette méthode. Il a été rapporté que la proportion des bactéries présentes dans le microbiote
intestinal canin était de 98%, que celle des archées était d’environ 1% et que celle des
champignons et des virus a ADN était le pourcentage restant (Kelly S Swanson et al. 2011).

Cette technique est une technique semi-quantitative qui permet d’obtenir I’abondance relative
des populations microbiennes. Elle semble étre la méthode de choix pour la caractérisation du
microbiote intestinal (Suchodolski 2022). Cependant, elle est trés peu utilisée en médecine
vétérinaire a cause de son colit nettement supérieur au s€quencage du gene de I’ARNr 16S.
L’assemblage de toutes les données obtenues nécessitent une bio-informatique extrémement
avancée. Une nouvelle méthode appelée « shallow shotgun metagenomics » semble représenter
une potentielle alternative avec une plus faible couverture de séquences et donc une réduction
de la lecture de séquengage (Hillmann et al. 2018). Les cofits se situent entre ceux (¢élevés) de
la méthode de séquencage Shotgun et ceux (relativement faibles) du séquengage du gene de
I’ARNTr 16S. Cette nouvelle méthode a été utilisée pour évaluer le microbiome humain et sera
bientot plus couramment utilisée pour la caractérisation du microbiote intestinal chez les
animaux de compagnie (Suchodolski 2022).

c¢) qPCR

La qPCR, aussi appelée PCR quantitative ou PCR en temps réel, est une méthode particulicére
de PCR qui permet d’obtenir la quantité initiale d’ADN cible en mesurant le nombre
d’amplicons. A chaque cycle d’amplification, la quantité d’amplicons est mesurée grace a un
marqueur fluorescent. Cette méthode simple, rapide (< 24h) et abordable est une méthode
hautement reproductible si la méthode d’extraction de I’ADN et les amorces choisies sont
identiques.

Concernant I’étude du microbiote intestinal, 1’utilisation du s€équencage de nouvelle génération
permet d’obtenir des abondances relatives et peut conduire a des interprétations erronées dans
la proportion des communautés microbiennes. La qPCR fournit une estimation précise de
I’abondance absolue des bactéries totales et/ou des taxons spécifiques d’un échantillon (Jian et
al. 2020). Bien que I’abondance relative des taxons puisse étre indicative, une quantification
absolue est nécessaire pour obtenir une compréhension optimale du microbiote intestinal. Sa
reproductibilité en fait une méthode de choix pour approfondir 1’étude, et permettre la
quantification exacte, des taxons bactériens pertinents préalablement étudiés par les méthodes
de séquengage (Kurina et al. 2020) (Ebentier et al. 2013). L’utilisation de la qPCR est également
intéressante pour comparer les changements dans I’abondance totale des bactéries avant et apres
une intervention (transplantation de microbiote fécal, traitement antibiotique) car les résultats
peuvent &tre comparés (Suchodolski 2022).

d) FISH

La méthode d’hybridation fluorescente in situ ou FISH (fluorescence in-situ hybridization) est
une technique de biologie moléculaire permettant le marquage et donc la visualisation du
matériel génétique présent dans les cellules. Cette méthode repose sur I’hybridation in situ du
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matériel génétique grace a des sondes marquées d’un marqueur fluorescent (Daims, Stoecker,
et Wagner s. d.). Les sondes peuvent étre universelles ou spécifiques ce qui permet de visualiser
la totalité des bactéries présentes ou certains taxons bactériens d’intérét. La méthode FISH est
utilisée pour visualiser la localisation spatiale des bactéries dans un échantillon de tissu
biologique.

Afin de mieux comprendre le role des bactéries dans la pathogénie des EIC, la localisation des
bactéries dans le tractus digestif a été explorée. Les bactéries peuvent se situer dans la couche
de mucus présente sur la muqueuse digestive, étre attachées a 1’€pithélium intestinal ou se situer
a ’intérieur de certaines cellules de 1’intestin (bactéries intracellulaires). Chez le chien atteint
d’EIC, il a été rapporté qu’un nombre accru d’E. coli est présent sur la surface du célon et dans
les cryptes intestinales par rapport aux chiens sains (Giaretta et al. 2020). Cependant, le nombre
total de bactéries est plus faible dans les cryptes du cblon des chiens atteints d’EIC. Le
dénombrement de bactéries a partir de feces est é¢galement possible (Inness et al. 2007). Cette
méthode nécessite beaucoup de travail et un équipement cotliteux ce qui limite la technique a
quelques laboratoires spécialisés (Suchodolski 2022).

e) Meétabolomique

La métabolomique est une science émergente qui se définit comme I’étude de I’ensemble des
métabolites (acides aminés, oligopeptides, glucides, acides gras, etc.) présents dans un
¢chantillon. Les méthodes analytiques principalement utilisées en métabolomique fécale sont
la Spectrométrie de Masse (SM) et la spectroscopie a Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
(Zhou et al. 2021). Cette technique permet la mesure simultanée d’une large gamme de
métabolites a partir d’une seule analyse. Des informations quantitatives (ou semi-quantitatives)
sur les métabolites identifiés peuvent €tre obtenues (Chen et al. 2019).

Deux approches métabolomiques existent (Lenski et al. 2023) (Ellero-Simatos, Claus, et
Guillou 2019) :

e La métabolomique ciblée : identifier et/ou quantifier un ensemble de métabolites
prédéfinis dans la démarche de 1’étude d’une ou plusieurs voies métaboliques
spécifiques.

e La métabolomique non ciblée : identifier et/ou quantifier un ensemble de métabolites
non prédéfinis détectables dans un échantillon dans la démarche de générer des
hypotheses expliquant un phénomene.

Ces deux approches sont complémentaires pour confirmer une hypothése préétablie et mettre
en évidence de nouveaux biomarqueurs a étudier. Cette méthode est intéressante pour étudier
les liens qui existent entre le microbiote et son hote. Il a été rapporté que les métabolites
microbiens, comme les acides gras a chaine courte (AGCC), les acides biliaires (AB) ou les
dérivés du tryptophane peuvent moduler le phénotype de I’hdte (Zhou et al. 2021). Cependant,
la simple identification des métabolites présents ne permet pas d’indiquer leur provenance (hote
ou microbiote) ni leur fonction réelle dans certains mécanismes. De plus, cette méthode a de
nombreux défis comme la nécessit¢ d’outils analytiques adéquats, la manipulation des
¢chantillons ou le choix du modéle d’étude (Smirnov et al. 2016).
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f) Meétaprotéomique

La métaprotéomique est une science qui se définit comme 1’étude de I’ensemble des protéines
d’un échantillon a un moment donné et sous des conditions données. En effet, I’étude du
génome d’une cellule nous informe sur la totalité du répertoire génétique mais tous les génes
présents ne sont pas exprimés de la méme manieére. Par conséquent, 1’étude des protéines se
veut plus proche de la physiologie cellulaire.

Deux approches protéomiques existent (Lescuyer, Chevallet, et Rabilloud 2004) :

e Laprotéomique d’expression : identifier les génes exprimés dans une condition donnée
et quantifier les protéines présentes. Cette approche couple, dans sa version classique,
’¢lectrophorese bidimensionnelle a la SM mais d’autres versions peuvent étre couplées
a la chromatographie.

e La protéomique d’interaction : identifier les interactions physiques entre les protéines
ainsi que leur variation en fonction des conditions étudiées. Deux techniques sont
utilisées : ’approche double-hybride et la technique TAP-TAG.

La métaprotéomique microbienne permet de caractériser les fonctions du microbiote intestinal
et d’accéder a une mine d’informations sur les interactions présentes entre le microbiote
intestinal et I’hte (Xiong et al. 2015). L’importance fonctionnelle dans la physiologie digestive
de certains taxons bactériens, comme les Bacteroides, a été soulignée grace cette méthode
(Verberkmoes et al. 2009). L’abondance des protéines de I’immunité innée retrouvées dans les
maticres fécales chez les sujets sains souligne 1I’importance des phénoménes inflammatoires
dans les mécanismes de régulation physiologique entre 1’hote et son microbiote. La
métaprotéomique est une science prometteuse pour 1’identification de facteurs diagnostics et
pronostics des EIC (Kalla et al. 2021). Cependant, I’identification de nombreuses protéines est
difficile car certaines protéines sont présentes en trés faible quantité et de grandes similitudes
de séquences peuvent étre présentes entre les protéines (Haange et Jehmlich 2016). De plus,
I’estimation de 1’abondance des protéines dans des échantillons complexes reste un défi
particulier a relever (Verberkmoes et al. 2009). La protéomique est une méthode plus rapide et
moins couteuse que la méthode métagénomique Shotgun.

g) Comparaison des méthodes de caractérisation du microbiote intestinal

Tableau 3 : Comparaison des différentes méthodes de caractérisation du microbiote
intestinal chez le chien. Adapté selon (Suchodolski 2022).

But Description Avantages Inconvénients
o Identification d’'une Ensemencement o Peu colteux o Incapacité a cultiver
bactérie spécifique ou bactérien sur milieu o Peu de matériel  la majorité des
Culture dénombrement d’un spécifique (boite de o Simple bactéries intestinales

bactérienne lot limité de bactéries  pétri)
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o Mesure de
I’abondance relative
de la composition
bactérienne

o Identification de
nouvelles espéces
bactériennes

o Mesure de
I’abondance relative
de la composition
microbienne

o Séquencgage du
génome entier

o Etude de la
capacité fonctionnelle
du génome

o Quantification
absolue des bactéries
totales ou des taxons
bactériens d’intérét

o Localisation des
bactéries dans les

tissus

o Identification et
quantification des
bactéries

o Identification et
quantification de
I’ensemble des
métabolites d’un
milieu

o Identification et
quantification de
I’ensemble des
protéines d’un milieu
o Etude des
interactions entre
protéines

Amplification par
PCR du géne
codant pour ' ARNr
16S de toutes les
bactéries du milieu
puis séquencage des
amplicons

L'ADN total de
toutes les bactéries
du milieu est
fragmenté puis
séquencé de
maniére aléatoire
(sans amplification
par PCR) afin
d’étre ensuite
réassemblé bio-
informatiquement

Amplification de
I’ADN cible a l'aide
d'amorces marquées
par un colorant
fluorescent

Hybridation de
séquences d’ADN
par des sondes
marquées d’un
colorant fluorescent
puis visualisation
sur lames de
biopsie

Extraction puis
identification des
métabolites par SM
ou RMN

Extraction puis
dentification des
protéines par SM

o Relativement
peu colteux

o Semi-quantitatif
(abondances
relatives)

o Identification
de la présence de
genes d’intérét

o Identification
de nouveaux
genes

o Précision

o Semi-quantitatif
(abondances
relatives)

o Genes
bactériens, viraux,
fongiques, etc.

o Peu colteux
o Rapide

o Simple

o Reproductible
o Quantitatif

o Localisation des
bactéries dans les
tissus

o Quantitatif

o Quantitatif ou
semi-quantitatif

o Quantitatif ou
semi-quantitatif

o Bio-informatique
avancée nécessaire

o Bases de données
peu comparables entre
elles

o Etudes a des niveaux
taxonomiques
différents

o Geénes bactériens
uniquement

o Biais d’interprétation
des abondances
relatives

o Tres coliteux

o Bio-informatique trés
avancée nécessaire

o Biais d’interprétation
des abondances
relatives

o Conception
d’amorces spécifiques
pour chaque groupe
d'intérét

o Travail spécialisé
dans un laboratoire
dédié

o Conception de
sondes spécifiques
pour chaque groupe
d'intérét

o Outils analytiques
puissants nécessaires

o Identification
difficile des protéines
en faible quantité et
dont les séquences
codantes sont proches
o Outils analytiques
puissants nécessaires
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2.1.2  Composition du microbiote intestinal du chien sain

a) Taxonomie bactérienne

Afin d’étudier la composition bactérienne d’un microbiote donné, il est important d’avoir en
téte la taxonomie du régne Bacteria, le régne des bactéries. Les bactéries sont classées en
divisions, autrement appelées phyla bactériens, puis en classes, ordres, familles, genres et
especes bactériennes. Le Tableau 4 décrit les principaux genres bactériens appartenant aux
phyla les plus représentés au sein du microbiote intestinal (Barko et al. 2018). D’autres phyla
bactériens existent mais ne seront pas cités ici pour cause de leur présence anecdotique dans le
microbiote intestinal.

Tableau 4 : Taxonomie des principaux genres bactériens présents dans le microbiote
intestinal. D’apres (Barko et al. 2018).

Phylum Order Family Genus
Clostridiaceae Clostridium
Ruminococcus
Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Faecalibacterium
Eubacteraceae Eubacterium
Lactobacillaceae Lactobacillus
Bacilli Lactobacilliales Streptococcus
Firmicutes Strepltococcaceae £ nieracoccus
Turicibacter
Erysiphelotrichia Erisophelotrichales Erysiphelotrichaceae Catenibacterium
Coprobacillus
Allobaculum
Selenomonadales Selenomonadaceae Mepamonas
o Dialister
Negativicutes Veillonellales Veillonellaceae Megasphaera
Veillonella
Prevotellaceae Prevotella
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides
Coriobacteriaceae Collinsella
Coriobacteriales Artopobiaceae Olsenella
Actinobacteria Coriobacteriia Slackia
Eggerthellales Eggerthellaceae Eggerthella
Actinobacteria Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Fusobacteria Fusobacteriia Fusobacteriales Fusobacteriaceae Fusobacterium
Escherichia
Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteraceae Shigella
Succinivibrio
Aeromonadales Succinivibrionaceae  Anaerobiospirillum
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b) Variation de la composition du microbiote intestinal le long du tractus digestif

La plupart des études qui analysent la composition du microbiote intestinal se centrent sur les
communautés microbiennes présentes dans le colon ou dans les feces. Avant 2008, seules
quelques études, réalisées chez I’homme, le porc et le poulet, ont exploré la composition du
microbiote intestinal présent dans les parties proximales de I’intestin, le jéjunum et I’iléon
(Wang et al. 2003) (Leser et al. 2002) (Gong et al. 2007). Pour la premiere fois en 2008, grace
a la métagénomique ciblée, Suchodolski et al. ont caractérisé la composition du microbiote
intestinal dans le duodénum du chien (Suchodolski, Camacho, et Steiner 2008). IIs ont rapporté
que la composition du microbiote intestinal varie le long du tractus intestinal du chien en bonne
sant¢ (Figure 7) (Suchodolski et al. 2008).

) Bacteroidales [ Enterobacteriales Fusobacteriales [ Lactobacilliales [l Clostridiales

100%
75% . . . -

50%

25%
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Duodénum Jéjunum llgon Cdlon

Figure 7 : Proportions relatives des communautés bactériennes du microbiote du chien
dans quatre segments différents du tube digestif. Adapté selon (Suchodolski 2008).

Il est intéressant de noter que la proportion relative des bactéries aérobies, comme les
Enterobacteriales, ou anaérobies facultatifs, comme les Lactobabacilliales, est plus élevée dans
I’intestin gréle que dans le colon. Les bactéries anaérobies strictes (ANAs), comme les
Bacteroidales et les Fusobacteriales, sont majoritairement abondantes dans la portion distale
du tractus digestif. L’analyse du contenu intestinal des chiens par culture bactérienne a
également révélé des différences significatives dans le rapport entre les bactéries aérobies et
anaérobies entre 1’intestin gréle et les maticres fécales (Mentula et al. 2005).

Une autre étude de Suchodolski et al. a rapporté 1’abondance relative des différents phyla
bactériens du microbiote intestinal dans le duodénum (Figure 8) (Suchodolski et al. 2010).
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Figure 8 : Proportions relatives des phyla bactériens du microbiote intestinal dans le
duodénum de chiens sains. Adapté selon (Suchodolski et al. 2010).

En 2017, Honnefer et al. ont eux aussi exploré la composition du microbiote intestinal canin
dans les différentes portions de I’intestin (Honneffer et al. 2017). Leurs résultats sont cohérents
avec les conclusions tirées dans les précédentes études, cependant, les proportions relatives
diffeérent légerement. Les phyla identifiés comme étant les plus représentés sont également les
Proteobacteria, les Firmicutes, les Fusobacteria et les Bacteroidetes. Tous les phyla ont des
abondances relatives significativement modifiées en fonction des différentes portions de
I’intestin sauf le phylum des Fusobacteria. Leurs résultats sont en accord avec Suchodolski et
al. sur le fait que, du duodénum au co6lon, 1’abondance relative des Proteobacteria diminue
drastiquement mais que celle des Bacteroidetes et des Fusobacteria augmente fortement. Outre
les légeres différences entre les proportions relatives des deux études, I’abondance relative du
phylum des Firmicutes augmente trés largement le long du tractus digestif alors que
Suchodolski et al. ont identifi¢ une diminution de ce phylum. Le phylum des Actinobacteria a
¢galement été identifi¢ mais I’abondance de ces bactéries était minime dans I’ensemble des
quatre segments étudiés comparé a la proportion des autres phyla (Honneffer et al. 2017).

Concernant la composition du microbiote fécal, Handl et al, ont pu mettre en évidence que
I’abondance relative des bactéries présentes dans les échantillons fécaux des chiens en bonne
santé est de : 95,4% de Firmicutes, 2,3% de Bacteroidetes, 1,8% de Actinobacteria et 0,3% de
Fusobacteria (Handl et al. 2011). Les genres bactériens les plus représentés sont les Clostridium
et les Ruminococcus, appartenant au phylum des Firmicutes. D’autres études présentent des
résultats différents sur la composition du microbiote fécal du chien en bonne santé mais les
méthodes analytiques et les populations sélectionnées sont différentes (Middelbos et al. 2010)
(Kelly S. Swanson et al. 2011).
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¢) Principaux facteurs d’influence sur la composition du microbiote intestinal

e Age du chien

Guard et al. ont étudi¢ la composition du microbiote fécal de chiots beagles des la naissance
jusqu’au sevrage (56 jours apres la naissance) et 1’ont comparée avec celle de leur mere adulte
(Guard et al. 2017). Il a été rapporté qu’une modification majeure de la composition du
microbiote fécal a lieu entre le 2™ et le 56°™ jour de vie du chiot. A la naissance, le phylum
des Firmicutes, et notamment le genre Clostridium, est trés majoritairement représenté dans le
microbiote fécal du chiot (Figure 9). La communauté bactérienne appartenant a ce phylum
devient de moins en moins abondante quand le chiot grandit en passant de 64% du microbiote
fécal a la naissance a 22% au sevrage. Le phylum des Bacteroidetes est peu représenté dans le
microbiote fécal du chiot nouveau-né, a hauteur de moins de 1%, mais atteint un pourcentage
médian de 37% du microbiote fécal des 1’age de 21 jours. La composition du microbiote fécal
du chiot subit de grandes modifications dans les trois premicres semaines de vie. L’influence
du microbiote de la mére sur celui des chiots reste encore a déterminer (Guard et al. 2017).
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Figure 9 : Evolution de la composition bactérienne du microbiote fécal en abondance
relative des phyla bactériens en fonction de I’age du chien. Adapt¢ selon (Guard et al. 2017).

e Race du chien

You et al. ont comparé la composition du microbiote fécal de différentes races a partir
d’échantillons de selles fraiches provenant de 96 chiens (You et Kim 2021). Il a été rapporté
que I’abondance relative du genre bactérien Fusobacterium est significativement différente
entre les neuf races de chiens étudiées. De plus, la richesse microbienne est significativement
plus élevée chez les bulldogs. Les bichons possédent une grande abondance de bactéries
appartenant au phylum des Fusobacteria tandis que les caniches possédent une grande
abondance des phyla Firmicutes et Actinobacteria. Ces résultats sont cohérents avec d’autres
¢tudes similaires. Reddy et al. ont également montré que chez le bichon, I’abondance relative
des Firmicutes est significativement plus faible que chez les deux autres races étudiées dans
leur étude (caniche et schnauzer nain) et que la population des Fusobacteria est
significativement plus représentée au sein du microbiote intestinal (Reddy et al. 2019).
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e Alimentation du chien

De nombreuses études portent sur I’influence de 1’alimentation sur la composition du
microbiote intestinal du chien. Bermingham et al. ont émis 1’hypothése que les changements de
composition du microbiote fécal du chien étaient corrélés a la digestibilité apparente des
macronutriments (Bermingham et al. 2017). Ils ont pu observer des différences de composition
bactérienne entre les feces de chiens nourris avec des croquettes de qualité supérieure et celles
de chiens nourris avec un régime a base de viande crue. En effet, les chiens nourris avec de la
viande crue présentent une communauté bactérienne Bacteroidetes moins abondante ainsi
qu’une communauté bactérienne Fusobacteria plus abondante dans leur microbiote fécal que
chez les chiens nourris avec des croquettes de qualité supérieure. Hang et al. ont également
rapporté une augmentation de la proportion relative des bactéries appartenant au phylum des
Fusobacteria dans le microbiote fécal des chiens nourris avec un régime riche en protéines
(Hang et al. 2012). Schmidt et al. se sont intéressés a I’influence du régime Bones And Raw
Food (BARF) sur la composition du microbiote fécal du chien (Schmidt et al. 2018). Cette étude
aréveéleé que les chiens nourris avec un régime BARF présentent des communautés bactériennes
appartenant aux phyla des Fusobacteria et des Proteobacteria significativement plus
représentées que les chiens nourris avec des croquettes commerciales. Ces mémes chiens ont
une communauté de Firmicutes significativement moins représentée dans leur microbiote fécal
que les chiens nourris avec des croquettes standards.

e Environnement du chien

Des modifications de la composition du microbiote intestinal du chien ont été identifiées en
fonction de I’environnement dans lequel vit le chien. Dans une étude évaluant 1’influence de
I’environnement sur 30 portées de chiens bergers allemands, il a été rapporté qu’une différence
de diversité microbienne est présente entre le microbiote fécal des chiens vivant en ville et ceux
vivant a la campagne (Vilson et al. 2018). Les chiens qui vivent dans les grandes villes au cours
de leur premicre année de vie présentent une diversité microbienne plus importante que les
chiens vivant a la campagne.

e Maladies du chien

Depuis plusieurs années, il a été montré que 1’obésité affecte la composition du microbiote
intestinal. Les premieres études réalisées chez les souris rapportent que le surpoids est associé
a une sous-représentation des Bacteroidetes et une surreprésentation des Firmicutes (Ley et al.
2006) (Ley et al. 2005). De plus, les auteurs ont montré la possibilité de transférer le phénotype
obese par le transfert de microbiote fécal. En effet, la transplantation de microbiote fécal d’une
souris obese a une souris axénique non obese engendre le développement de I’obésité chez la
souris receveuse a apports énergétiques constants (Turnbaugh et al. 2008). Chez le chien, Chun
et al. ont étudié la composition du microbiote fécal de 24 beagles agés de 2 ans d’états corporels
différents (chiens maigres, normaux et en surpoids) et ont identifi¢ que le phylum des
Fusobacteria est plus représenté chez les beagles en surpoids par rapport aux chiens sains (Chun
et al. 2020). Une autre étude a rapporté une augmentation significative de la proportion relative
des Actinobacteria dans le microbiote fécal des chiens obeses (Handl et al. 2013).

Chez le chien, d’autres maladies, comme certains cancers ou certaines maladies métaboliques,
sont associées a des modifications de la composition du microbiote intestinal. Les chiens
atteints de lymphome multicentrique présentent une réduction significative de la diversité

42



bactérienne de leur microbiote intestinal par rapport aux chiens sains (Gavazza et al. 2018). Les
chiens atteints de diabéte sucré présentent une proportion relative plus importante des bactéries
Clostridioides difficile, Phocaeicola plebeius, Lacrimispora indolis et Butyricicoccus
pullicaecorum dans leur microbiote intestinal que les chiens sains (Kwong et al. 2023). Cela
peut s’expliquer par le fait qu’une population bactérienne impliquée dans les voies
métaboliques de dégradation des glucides est favorisée. Il a été rapporté que les chiens atteints
d’arthrose ont eux aussi une composition de microbiote intestinal différente de celle du
microbiote des chiens sains (Cintio et al. 2020).

2.1.3 Dysbiose intestinale et entéropathies inflammatoires chroniques du chien

Le terme de dysbiose intestinale est utilisé pour décrire la rupture de 1’état d’équilibre du
microbiote intestinal. Ce déséquilibre se traduit par une modification de la composition

microbienne mais également par des perturbations fonctionnelles (Perez, Dorsen, et Squires
2020).

La corrélation entre les chiens souffrant d’EIC et la présence d’une dysbiose digestive est
désormais reconnue par la communauté scientifique (Honneffer, Minamoto, et Suchodolski
2014) (Vazquez-Baeza et al. 2016) (Ni et al. 2017). Cependant, les études concernant le
microbiote intestinal du chien atteint d’EIC sont encore trés limitées a I’heure actuelle.

Chez le chien atteint de MICI, la diversité et la richesse microbiennes sont significativement
plus faibles que celles des chiens sains (Diaz-Regafion et al. 2023). Grace a I’utilisation de la
méthode FISH sur des biopsies digestives, il est rapporté que les chiens atteints d’EIC
présentent un nombre total de bactéries plus faible dans les cryptes du c6lon que les chiens sains
(Giaretta et al. 2020).

Concernant la composition du microbiote intestinal des chiens atteints de MICI, Suchodolski et
al. ont mis en évidence une modification de 1’abondance relative des principaux phyla
bactériens entre les chiens malades et les chiens sains (Suchodolski et al. 2010) (Suchodolski,
Dowd, et al. 2012) (Suchodolski, Markel, et al. 2012). D’une part, I’abondance relative du
phylum Proteobacteria dans le microbiote intestinal du chien malade est significativement plus
¢levée que dans celui du chien sain. En effet, ’augmentation de la proportion relative des
bactéries appartenant a la famille des Enterobacteraceae a été identifiée comme la principale
cause de I’augmentation de I’ensemble de son phylum dans le microbiote intestinal du chien
malade (Xenoulis et al. 2008). Dans la famille des Enterobacteraceae, les bactéries Escherichia
coli et Shigella spp. sont les bactéries les plus représentées chez le chien malade (Giaretta et al.
2020). D’autre part, 1’abondance relative des autres principaux phyla bactériens dans le
microbiote intestinal du chien atteint de MICI est significativement plus faible que dans celui
du chien sain (Suchodolski et al. 2010) (Suchodolski, Dowd, et al. 2012) (Suchodolski, Markel,
et al. 2012). Parmi les bactéries du phylum des Firmicutes, la famille des Clostridiaceae est
nettement moins abondante dans 1’intestin du chien atteint de MICI que dans I’intestin du chien
sain. Concernant les bactéries du phylum des Bacteroidetes, ce sont les familles Bacteroidaceae
et Prevotellaceae qui sont identifiées comme étant les moins représentées chez le chien malade
par rapport au chiens sain. Cependant, il a été rapporté que la bactérie Bacteroides vulgatus est
plus abondante dans le microbiote intestinal du chien atteint de MICI que dans celui du chien
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sain (Chaban, Links, et Hill 2012). D’apres I’observation de biopsies intestinales par la méthode
FISH, les bactéries Helicobacter spp. et Akkermansia spp. sont moins abondantes a la surface
et dans les cryptes de I’intestin des chiens atteints d’EIC (Giaretta et al. 2020).

Globalement, par rapport au microbiote intestinal du chien sain, le microbiote intestinal du
chien atteint d’EIC présente :

e Une augmentation de I’abondance relative du phylum Proteobacteria.
e Une diminution de I’abondance relative des phyla Bacteroidetes, Firmicutes et
Fusobacteria.

L’indice de dysbiose (ID) est un outil utilisé pour étudier les changements de composition
bactérienne du microbiote intestinal. Développé sur la base d’un algorithme mathématique
analysant les résultats de qPCR de huit groupes bactériens (Faecalibacterium, Turicibacter,
Escherichia coli, Streptococcus, Blautia, Fusobacterium, Clostridium hiranonis et bactéries
totales), I’ID mesure la proximité de 1’état eubiotique d’un échantillon par rapport a un
prototype moyen de référence (AlShawaqfeh et al. 2017). Un ID négatif indique une
normobiose tandis qu'un ID positif indique une dysbiose. Plus I’ID est ¢élevé, plus la dysbiose
est importante. L’ID distingue les chiens atteints d’EIC des chiens sains avec une sensibilité de
74% et une spécificit¢é de 95%. Les groupes Faecalibacterium, Turicibacter, Blautia,
Fusobacterium, C. hiranonis et bactéries totales représentent une proportion relative du
microbiote intestinal moins élevée chez les chiens atteints d’EIC par rapport aux chiens sains
(AlShawagfeh et al. 2017). En revanche, les bactéries E. coli et Streptococcus ont une
abondance relative plus élevée dans le microbiote intestinal des chiens atteints d’EIC que dans
celui des chiens sains.

La dysbiose est considérée comme une composante majeure de la pathogénie des EIC. La
réduction de 1’abondance des communautés bactériennes commensales bénéfiques et par
conséquent de leurs métabolites immunorégulateurs engendre une altération de 1’équilibre
immunitaire intestinal (Suchodolski 2016). La réduction de I’abondance des bactéries ayant un
role de barricre intestinale, comme la bactérie Akkermansia spp., est liée a I’inflammation
digestive observée lors de MICI (Earley et al. 2019) (Zheng et al. 2023). En effet, la bactérie
Akkermansia muciniphila, trés abondante dans le microbiote intestinal, colonise la couche de
mucus intestinal, qui est une véritable barriere physique entre la muqueuse intestinale et les
agents microbiens, et assure son bon développement (Mao et al. 2021) (Derrien et al. 2008).
Cette bactérie possede également de nombreuses fonctions immunomodulatrices (Ansaldo et
al. 2019). Le contact entre les bactéries intestinales et les cellules épithéliales intestinales, a
cause de la diminution de la quantité de mucus, crée une inflammation digestive (Gutiérrez et
al. 2009) (Gutiérrez et al. 2011). Une translocation bactérienne peut survenir a la suite de la
dysbiose intestinale présente lors de MICI (Vrakas et al. 2017) (Linares et al. 2021).

2.2 Altérations fonctionnelles du microbiote intestinal lors d’entéropathies
inflammatoires chroniques du chien

Cing voies métaboliques ont été impliquées a ce jour dans le dialogue hote-microbiote :

e Synthese de vitamines,
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e Biotransformation des acides biliaires (AB),

e Synthése des indoles,

e Syntheése des acides gras a chaine courte (AGCC),
e Homéostasie protéolytique.

Lors d’EIC, ces voies métaboliques sont altérées, on parle alors de dysmétabolismes
microbiens.

2.2.1 Dysmétabolisme vitaminique et conséquences intestinales

Les vitamines, micronutriments essentiels, sont les cofacteurs de nombreuses enzymes
nécessaires aux réactions biochimiques vitales dans tous les étres vivants. Les humains et les
animaux sont incapables de synthétiser eux-mémes la plupart des vitamines nécessaires a leur
métabolisme. Ces vitamines sont obtenues de maniére exogeéne par l’alimentation ou par
biosynthése par le microbiote intestinal. Le microbiote intestinal synthétise majoritairement les
vitamines des groupes B et K (LeBlanc et al. 2013). Les vitamines du groupe B regroupent huit
vitamines hydrosolubles qui possédent un role trés important dans le métabolisme : la thiamine
(vitamine B1), la riboflavine (vitamine B2), la niacine (acide nicotinique ou vitamine B3),
I’acide pantothénique (pantothénate ou vitamine B5), la pyridoxine (vitamine B7), la biotine
(vitamine BS), I’acide folique (folate ou vitamine B9) et la cobalamine (vitamine B12). Elles
sont notamment nécessaires a 1’équilibre cutané, immunitaire, nerveux et essentielles au
renouvellement cellulaire.

A I’étage colique, les vitamines possedent des fonctions treés importantes dans le maintien de
I’homéostasie intestinale : nutriments pour le microbiote intestinal, régulateurs des cellules
immunitaires locales et de I’inflammation, inhibiteurs des bactéries pathogénes (Uebanso et al.
2020). Le microbiote intestinal, notamment les bactéries lactiques, possede la capacité de
synthétiser la plupart des vitamines du groupe B (Visconti et al. 2019). Les bactéries appartenant
au phylum des Bacteroidetes sont majoritairement responsables de leur syntheése. En revanche,
les bactéries appartenant au phylum des Fusobacteria semblent étre les plus probablement
responsables de la synthése de la cobalamine. La biotine et I’acide folique semblent étre
produits par plusieurs phyla bactériens : Bacteroidetes, Fusobacteria et Proteobacteria
(Magnusdoéttir et al. 2015). Les Bifidobactéries, appartenant au phylum des Actinobacteria et
au genre Bifidobacterium, sont des bactéries ANAs faisant partie des bactéries lactiques. On les
retrouve naturellement dans le microbiote intestinal, ou elles biosynthétisent du folate, mais
¢galement dans les produits laitiers fermentés ou probiotiques (Rossi, Amaretti, et Raimondi
2011) (D’Aimmo et al. 2012). Certaines vitamines peuvent influencer la composition du
microbiote intestinal. Par exemple, il a été prouvé par de nombreuses études que la vitamine
B12 peut impacter la composition du microbiote intestinal en augmentant la diversité
microbienne (Guetterman et al. 2022).

Une hypocobalaminémie (< 200 ng/L) est observée chez un peu plus d’un tiers des chiens
atteints d’EIC (Berghoff et al. 2013). L’hypocobalaminémie chez les chiens atteints d’EIC est
présumée refléter une malabsorption distale de I’intestin gréle, une dysbiose intestinale
(surconsommation de la cobalamine par le microbiote intestinal) ou les deux (Giannella,
Broitman, et Zamcheck 1972) (Ruaux 2013) (Heilmann et Steiner 2018). La cobalaminémie est
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corrélée négativement aux scores histologiques et endoscopiques de la muqueuse iléale des
chiens atteints d’EIC (Pérez-Merino et al. 2022). La friabilité, 1’atrophie des villosités, la
dilatation des cryptes ainsi que la présence de lymphocytes intraépithéliaux sont plus
fréquemment rencontrées chez les chiens atteints d’EIC présentant une hypocobalaminémie que
chez les chiens normo-cobalaminémiques. En clinique, 1’hypocobalaminémie est utilisée
comme un facteur pronostique défavorable (Allenspach et al. 2007). Lors de la prise en charge
médicale d’un chien atteint d’EIC, la supplémentation parentérale puis orale en vitamine B12
est trés fortement recommandée lors d’hypocobaliminémie (Toresson et al. 2016).

L’augmentation de la folatémie chez le chien peut témoigner d’une dysbiose de I’intestin gréle
(production accrue de folate par certains membres du microbiote intestinal) tandis que la
diminution de la folatémie peut témoigner d’une malabsorption chronique de I’intestin gréle
proximal (Heilmann et Steiner 2018). La folatémie est un biomarqueur moins pertinent que la
cobalaminémie dans 1’évaluation des EIC (Ullal et al. 2023). Comme pour la vitamine B12,
I’hypofolatémie peut également servir de facteur pronostic péjoratif. Chez les chiens présentant
une hypofolatémie, une supplémentation orale en acide folique est recommandée (Ullal et al.
2023).

Une hypovitaminose D est souvent observée chez le chien atteint d’EIC mais les liens de cause
a effet entre la concentration sanguine en vitamine D, I’inflammation digestive et la dysbiose
intestinale sont encore mal définis (Mellanby et al. 2005) (Gow et al. 2011) (Waterhouse et al.
2019). Chez le chien atteint d’EIC, la concentration sanguine en vitamine D est corrélée
négativement au score d’inflammation histopathologique duodénale et a la concentration
sérique de cytokines inflammatoires (H. F. Titmarsh et al. 2015). De méme, la sévérité des
signes cliniques lors du diagnostic d’EIC chez le chien est corrélée négativement a la
concentration sanguine en vitamine D (Gow et al. 2011). La détection d’une hypovitaminose D
lors du diagnostic des EIC chez le chien est un facteur pronostic péjoratif (H. Titmarsh et al.
2015).

2.2.2 Dysmétabolisme des sels biliaires et conséquences intestinales

Les acides biliaires (AB) primaires (acide cholique et acide chénodésoxycholique) sont
synthétisés dans le foie a partir du cholestérol et sont sécrétés au niveau du duodénum lors du
repas (Figure 10) (Kriaa et al. 2022) (Ridlon et al. 2016). Parmi les AB primaires, 95% sont
réabsorbés puis recyclés par le foie. Les 5% restant servent de précurseurs pour la production
d’AB secondaires (acide désoxycholique, acide lithocholique et acide ursodésoxycholique) par
le microbiote intestinal grace a des réactions biochimiques de déconjugaison et de
déshydroxylation possibles grace a I’hydrolase des sels biliaires (BSH), une enzyme
bactérienne. Les bactéries intestinales des genres bactériens Clostridium, Enterococcus,
Bifidobacterium, Lactobacillus et Bacteroides sont les bactéries possédant le plus de BSH
(Wijaya et al. 2004) (Jarocki et Targonski 2013) (Tanaka et al. 2000) (Oh et al. 2008) (De Smet
et al. 1995) (Stellwag et Hylemon 1976) (Masuda 1981) (Gopal-Srivastava et Hylemon 1988).
Chez le chien, il a été récemment démontré la grande importance de la bactérie Clostridium
hiranonis dans la production d’AB secondaires (Isaiah 2018). En effet, la concentration en AB
secondaires est significativement corrélée a 1’abondance de la bactérie Clostridium hiranonis
dans les excréments canins. Les AB sont essentiels a la digestion des lipides alimentaires et
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jouent un rdéle majeur dans 1’homéostasie microbienne intestinale grace a leur action
antimicrobienne (Shapiro et al. 2018) (Watanabe, Fukiya, et Yokota 2017) (Inagaki et al. 2006)
(D’Aldebert et al. 2009).
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Figure 10 : Synthése des acides biliaires. D’aprés (Kriaa et al. 2022). Dans le foie, le
métabolisme des acides biliaires produit principalement deux acides biliaires primaires, l'acide
cholique et l'acide chénodésoxycholique. Dans l'intestin, les acides biliaires primaires servent
de substrats au microbiote intestinal afin de générer des acides biliaires secondaires,
notamment l'acide désoxycholique, l'acide lithocholique et l'acide ursodésoxycholique.

Lors d’EIC chez le chien, les profils d’AB primaires fécaux augmentent alors que ceux d’AB
secondaires diminuent (Figure 11) (Comito et al. 2023). Il a été démontré que les profils d’AB
fécaux sont étroitement liés a la composition du microbiote intestinal et aux cytokines
inflammatoires présentes lors de MICI chez I’homme (Yang et al. 2021). Wang et al. ont permis
de mettre en évidence qu’une réduction de la sévérité de la dysbiose intestinale chez I’homme
atteint de la maladie de Crohn induit ’augmentation du niveau d’AB secondaires (Wang et al.
2019). La diminution du taux d’AB secondaires anti-inflammatoires est activement impliquée
dans I’inflammation digestive lors d’EIC (Biagioli et al. 2021) (Calmus et al. 1992). Les AB
sont les ligands de récepteurs intestinaux comme le Farnesoid X Receptor (FXR), le Takeda G
Protein Receptor 5 (TGRY) et le Vitamin D Receptor (VDR) (Keating et Keely 2009). Le FXR
permet la régulation de I’absorption et de la synthese des AB en modulant 1’expression et
I’activation des transporteurs des AB dans les cellules épithéliales intestinales et permet
I’inhibition des cytokines pro-inflammatoires (Fiorucci et al. 2001) (Kok et al. 2003) (Gadaleta
et al. 2011). Chez ’homme atteint de la maladie de Crohn, il a été rapporté que 1’expression du
gene codant pour le FXR est régulé a la baisse dans les cellules épithéliales intestinales
(Nijmeijer et al. 2011). De plus, il a été rapporté que 1I’expression du geéne codant pour le TGRS,
récepteur impliqué dans la motilité iléale et colique, est augmentée chez les patients atteints de
la maladie de Crohn ce qui induit une augmentation de la perméabilité intestinale (Cipriani et
al. 2011) (Alemi et al. 2013). Chez le chien, il a été rapporté que 1’expression du géne codant
pour le TGRS dans I’intestin des chiens atteints d’EIC est similaire a celle des chiens témoins
mais qu’une diminution de 1’expression du gene codant pour 1’ Apical Sodium-dependent Bile
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acids Transporter (ASBT), transporteur des AB permettant I’absorption des AB dans les cellules
épithéliales intestinales, est négativement corrélée a 1’inflammation (Giaretta 2019). 11 est
difficile de prédire comment les modifications de la composition bactérienne intestinale et, par
conséquent, de la composition en AB affectent la signalisation des AB et influencent les
processus inflammatoires car les différents AB sont connus pour avoir une affinité différente
vis-a-vis du FXR et du TGRS (de Aguiar Vallim, Tarling, et Edwards 2013). Le métabolisme
des AB dans I’intestin est un ¢lément essentiel de I’homéostasie intestinale et donc un point clé
de la pathogénie des EIC (Kriaa et al. 2022).
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Figure 11 : Représentation schématique des profils des acides biliaires primaires et
secondaires dans le gros intestin sain et lors MICI chez ’homme. D’apres (Kriaa et al.
2022). Dans des conditions physiologiques, les AB primaires (CA, CDCA) sont métabolisés par
le microbiote intestinal grdace a des réactions biochimiques de déconjugaison et de
deshydroxylation en AB secondaires (LCA, DCA). Lors de MICI, une biosynthese anormale des
AB primaires et des processus métaboliques induisent des niveaux élevés d’AB primaires ce qui
engendre une modification de la composition du microbiote intestinal associée a une production
plus faible d’AB déconjugués et secondaires. IBD : Inflammatory Bowel Disease ; BA : bile
acids ; BSH : hydrolase des sels biliaires ; CA : acide cholique; T/GCA : acide cholique
conjugué a la taurine/glycine ; CDCA : acide chénodésoxycholique; T/GCDCA : acide
chénodésoxycholique conjugué a la taurine/glycine ; LCA : acide lithocholique ; DCA : acide
deésoxycholique.

Le dysmétabolisme des sels biliaires a pour conséquence une mauvaise digestion et assimilation
des graisses alimentaires (Hofmann et Poley 1972) (Hofmann 1999). Le déséquilibre entre AB
primaires et secondaires peut provoquer une diarrhée chronique, communément appelée
diarrhée biliaire, entéropathie cholérétique ou malabsorption des sels biliaires (Camilleri et
Vijayvargiya 2020). De grandes quantités d’AB dans le cdlon stimulent la sécrétion d’eau et la
motilité¢ du célon induisant une diarrhée chronique.
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2.2.3  Dysmétabolisme des indoles et conséquences intestinales

Le tryptophane est un acide aminé essentiel apporté de maniére exclusive par 1’alimentation.
Une faible partie de la quantité¢ de tryptophane ingéré sert de substrat au métabolisme pour
synthétiser les protéines mais la majeure partie est métabolisée par les cellules de 1’hote
(synthése de kynurénine, sérotonine et mélatonine) ou par le microbiote intestinal (synthése
d’indole et de ses dérivés) (Li et al. 2021) (Gostner et al. 2019). De nombreuses bactéries sont
connues pour hydrolyser le tryptophane en indole par la tryptophanase mais la bactérie E. coli
semble étre la plus étudiée a ce sujet (Li et al. 2021) (Kim et Park 2015). De plus en plus de
preuves scientifiques démontrent I’importance de I’indole et de ses dérivés dans le bon maintien
de la barri¢re intestinale (Metidji et al. 2018) (Scott, Fu, et Chang 2020) (Whitfield-Cargile et
al. 2016) (Bansal et al. 2010). L’indole et ses dérivés ont notamment ¢été étudiés pour leurs
propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices dans le cadre des maladies intestinales
(Alexeev et al. 2018) (Bansal et al. 2010) (Zelante et al. 2013). De plus, I’indole et ses dérivés
possedent de nombreuses fonctions physiologiques bactériennes et peuvent influer sur le
chimiotropisme bactérien (Lee et Lee 2010).

Chez le chien atteint de diarrhée aigué, les concentrations sériques des dérivés de 1’indole sont
significativement plus faibles que chez le chien sain (Guard et al. 2015). De plus, chez le chien
atteint d’entéropathie avec perte de protéines, les concentrations sériques en tryptophane sont
également significativement plus faibles que celles des chiens sains (Kathrani et al. 2018). Il a
été rapporté que chez I’homme atteint de MICI, le taux sérique de tryptophane est
significativement corrélé a I’activité inflammatoire de la maladie (Nikolaus et al. 2017). De
plus, une diminution significative de 1’expression du geéne codant pour I’Aryl hydrocarbon
Receptor (AhR) dans le tissu intestinal des patients atteints de MICI a été rapportée
(Monteleone et al. 2011). Le AhR est un récepteur qui posséde un grand nombre de ligands
exogenes (polluants environnementaux, médicaments, etc.) et endogénes (métabolites du
tryptophane notamment) et qui joue un role essentiel dans le renouvellement et la
différenciation des cellules souches intestinales et particulierement dans la réponse
inflammatoire lymphocytaire et la fonction de barriére intestinale (Metidji et al. 2018) (Denison
et Nagy 2003) (Stejskalova, Dvorak, et Pavek 2011). Il a également été montré que ’altération
du métabolisme du tryptophane a des conséquences sur la sécrétion et la motilité digestive ainsi
que sur la douleur intestinale (Ge et al. 2017) (Chojnacki et al. 2022).

2.2.4 Dysmétabolisme des acides gras a chaine courte et conséquences intestinales

Les AGCC sont des produits de la fermentation des glucides réalisée par des bactéries
anaérobies présentes dans ’intestin a partir des fibres non digestibles (polymeres glucidiques
ni digérés ni absorbés dans I’intestin gréle) (Tan et al. 2014). Les principaux AGCC sont
I’acétate (C2), le propionate (C3) et le butyrate (C4). Les bactéries appartenant au phylum des
Bacteroidetes sont les principales productrices d’acétate et de propionate (Reichardt et al. 2014)
(Parada Venegas et al. 2019). Le butyrate, quant a lui, est principalement produit par les
bactéries appartenant au phylum des Firmicutes et les bactéries Faecalibacterium prausnitzii et
Clostridium leptum semblent étre les plus impliquées dans sa production (Louis et Flint 2009).
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Les AGCC sont des métabolites pouvant passer les membranes cellulaires par diffusion passive
et ainsi avoir de nombreuses actions intra et extra cellulaires. Les AGCC exercent des effets
favorables sur la muqueuse intestinale en contribuant activement a 1’homéostasie intestinale
(Parada Venegas et al. 2019). Les AGCC modulent les réponses immunitaires et inflammatoires
via de nombreux mécanismes complexes en exergant principalement un effet anti-
inflammatoire sur la muqueuse intestinale (Li et al. 2018) (Corréa-Oliveira et al. 2016) (Poul et
al. 2003). Ils permettent le bon maintien de la fonction de barriére intestinale (Yan et Ajuwon
2017). Les AGCC sont une source d’énergie notable pour les cellules du colon et contribuent
ainsi a la bonne santé digestive (Donohoe et al. 2011).

Chez le chien atteint d’EIC, les concentrations fécales d’acétate, de propionate et d’AGCC
totaux sont significativement plus faibles que chez le chien sain (Minamoto et al. 2019). Les
¢tudes chez le chien sont tres limitées. Ce dysmétabolisme des AGCC observé lors d’EIC peut
étre expliqué par la modification de la composition bactérienne du microbiote intestinal et la
diminution de 1’abondance des populations bactériennes productrices d’AGCC. En effet, chez
I’homme, il a été rapporté que les patients atteints de MICI présentent des abondances relatives
plus faibles en bactéries productrices d’AGCC que les sujet sains (Takahashi et al. 2016)
(Kumari, Ahuja, et Paul 2013). De plus, il a été rapporté que 1’absorption et I’oxydation du
butyrate sont inhibées lors de MICI chez I’homme par rapport aux individus sains (De Preter et
al. 2012). Une corrélation négative est observée entre 1’absorption/oxydation du butyrate et le
score histologique et endoscopique des MICI chez I’homme.

2.2.5 Dysmétabolisme protéolytique et inflammation intestinale

Les protéases (peptidases, hydrolases ou enzymes protéolytiques) sont des enzymes capables
de rompre les liaisons peptidiques des protéines. On les retrouve chez tous les organismes
vivants et les genes codant pour ces enzymes représentent environ 2% du génome humain
(Puente et al. 2005). Au niveau du tube digestif, les protéases peuvent étre sécrétées par les
cellules de 1’hote (cellules stromales, intestinales et immunitaires) mais également par le
microbiote intestinal. La capacité protéolytique du microbiote intestinal est connue depuis 1986
(Macfarlane, Cummings, et Allison 1986). Dans ’intestin, les protéases microbiennes ont
d’abord été identifiées comme étant a 1’origine des mécanismes de virulence de certaines
bactéries pathogenes (Benitez et Silva 2016) (Frees, Brondsted, et Ingmer 2013).

Les protéases a sérine (PS), les métalloprotéases matricielles (MMP) et les protéases a cystéine
sont les classes de protéases prédominantes, régulant ainsi un plus large éventail de fonctions
biologiques, y compris dans le tractus gastro-intestinal (Puente et al. 2003). Les fonctions des
protéases sont tres diverses. En effet, a I’échelle de I’organisme, elles permettent la digestion et
la maturation des protéines, la formation et la lyse du caillot sanguin, le remodelage tissulaire,
la cicatrisation et bien d’autres fonctions biologiques essentielles. L’étude des protéases est
complexe au vu de la diversité de ces molécules et de leurs mécanismes d’action. Depuis
plusieurs années, une littérature importante souligne le réle central des protéases dans
I’homéostasie intestinale. Bien que la plupart des mécanismes restent actuellement flous, les
protéases sont impliquées dans de multiples processus physiopathologiques liés a I’apparition
et a Pentretien des EIC comme 1’augmentation de la perméabilité de la barriére intestinale et
I’activation de la mort cellulaire (Vergnolle 2016).
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Chez le chien atteint d’EIC, 1’activité protéolytique fécale des PS est deux fois plus élevée que
chez le chien sain (Maeda et al. 2014). L’activité protéolytique fécale des PS est
significativement corrélée au score CCECAI chez les chiens atteints de MICI. Hanifer et al. ont
rapporté que le nombre d’échantillons présentant une activité de la pro-MMP-2, de la pro-
MMP-9 et de la MMP-2 était plus élevé dans la muqueuse des chiens atteints d’entéropathie
chronique que dans la muqueuse des chiens sains (Hanifeh et al. 2018). L’expression des geénes
codant pour les MMP-1, 3 et 13 est augmentée chez les chiens atteints d’EIC par rapport aux
chiens sains (Wilke et al. 2012). Les études concernant I’expression des génes codant pour les
protéases digestives ou leur activité protéolytique sont trés limitées chez le chien.

Chez I’homme atteint de MICI, il a été rapporté que I’activité protéolytique intestinale et fécale
des PS est 9 a 10 fois supérieure chez les sujets atteints de MICI par rapport aux sujets sains
(Denadai-Souza et al. 2018) (Jablaoui et al. 2020). Les PS d’intérét identifiées comme ayant
une activité protéolytique augmentée sont : la trypsine, 1’élastase neutrophilique, la protéinase-
3, la cathépsine-G et la thrombine. De plus, I’augmentation de 1’activité et de I’expression des
genes codant pour les MMP chez I’homme atteint de MICI par rapport aux témoins sains est
documentée depuis plusieurs années (Matsuno et al. 2003) (Meijer et al. 2007) (Pedersen et al.
2009). Chez ’homme atteint de MICI, I’expression des geénes codant pour les protéases a
cystéine est également augmentée par rapport aux sujets sains (Menzel et al. 2006). Il est
important de noter que la modification de I’expression des génes codant pour les protéases ne
signifie pas que les protéases sont actives.

2.3 Bilan des altérations du microbiote intestinal lors d’entéropathies
inflammatoires chroniques du chien
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Figure 12 : Bilan des altérations du microbiote intestinal lors d’EIC : altérations de la
composition et altérations fonctionnelles. Réalisation Eloise Deygout.
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3. ACTIVITE PROTEOLYTIQUE ET INFLAMMATION DIGESTIVE LORS
D’ENTEROPATHIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES CHEZ LE
CHIEN

3.1 Activités protéolytiques intestinales et roles dans ’inflammation intestinale

3.1.1 Les protéases

a) Protéases de [’hote B Metallo
[ Serine
Il Cysteine
A 4 5 [ Aspartyl
Les protéases sont reparties en sept Bl Threonine

groupes distincts séparés selon [’acide

aminé présent dans leur site actif

catalytique :

o Mz¢talloprotéases matricielles
(MMP)

e Protéases a sérine (PS)

e Protéases a cystéine

¢ i rotc?ases fl threomge Figure 13 : Proportions relatives des génes
° rotc?ases aasparagine codant pour les familles de protéases dans le
e Protéases a acide glutamique dégradome humain. D’aprés (Sola-Tapias et al.
e Protéases a acide aspartique 2020).

Le dégradome se définit comme 1’ensemble des geénes codant pour les protéases et anti-
protéases d’une espece. Entre 500 et 600 génes codant pour les protéases et anti-protéases sont
retrouvés dans le dégradome humain (Puente et al. 2003). Les geénes codant pour les PS, les
MMP et les protéases a cystéine sont les plus abondamment retrouvés dans le dégradome
humain (Figure 13) (Sola-Tapias et al. 2020).

Présentes dans la lumiére intestinale ainsi que dans les tissus profonds, les protéases permettent
le clivage des protéines. Elles peuvent intervenir au niveau des extrémités N-term et C-term des
protéines, appelées dans ce cas exopeptidases, ou a I’intérieur de la chaine peptidique, appelées
alors endopeptidases. Ces enzymes sont produites et libérées dans le milieu extracellulaire et/ou
intracellulaire. Les PS interviennent principalement dans le milieu extracellulaire tandis que les
protéases a cystéine interviennent principalement dans le milieu intracellulaire (Vergnolle
2016).

Les PS utilisent comme acide aminé dans leur site actif la sérine. Elles sont produites par les
cellules épithéliales intestinales et les cellules immunitaires de 1’hote (Sola-Tapias et al. 2020).
La trypsine est une PS pancréatique synthétisée sous forme de précurseur inactif, le
trypsinogene, qui est excrété au moment de la digestion. Sa fonction principale est la digestion
des protéines alimentaires. Parmi les cellules immunitaires, les neutrophiles contiennent dans
leurs granules principalement de [’¢élastase neutrophilique, de la protéinase-3 et de la
cathépsine-G. Les mastocytes peuvent sécréter de la tryptase, de la chymase, de la cathépsine-
G ainsi que du grandzyme B. Les PS interviennent dans la digestion, la coagulation sanguine,
I’apoptose cellulaire, la fonction de barriere intestinale et I’'immunité (Tableau S) (Sola-Tapias
et al. 2020).
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Tableau 5 : Fonctions et origine cellulaire des principales protéases a sérine. Adapté selon
(Sola-Tapias et al. 2020).

PS Principales fonctions Références
Digestion
Trypsine Dégradation de la matrice extracellulaire (Rolland—; 6) F 7rcade ctal.
Cellules Inflammation (Sola Tapias ez al. 2021)
épithéliales Douleur P ’
intestinales Chymotrypsine  Modification de la perméabilité (Swystun et al. 2009)
intestinale
Elastase Modification de la perméabilité
intestinale (Motta et al. 2021)
Inflammation
Thrombine Protection de la muqueuse intestinale (Motta et al. 2019)
Elimination bactérienne
Elastase Dégradation de la matrice extracellulaire
neutrophilique  Contrdle de la réponse immunitaire
Protéinase-3 Inﬂammgtlon . .
Elimination bactérienne et fongique
Elimination bactérienne
Cathépsine-G ~ Dégradation de la matrice extracellulaire (Heutinck et al. 2010)
Cellules Controle de la réponse immunitaire
immunitaires Stimulation de la clairance des antigénes
Chymase Dégradation de la matrice extracellulaire
Controle de la réponse immunitaire
Stimulation de la clairance des antigénes
Tryptase Dégradation de la matrice extracellulaire
Controle de la réponse immunitaire
Grandzyme B Apoptose (Trapani 2001)
Kallikréine Inflammation (Olkpnomopoulou,
Diamandis, et
Hollenberg 2010)

Activateur du
plasminogéne

Régulation de la coagulation et de la
fibrinolyse

(Sillaber et al. 1999)

Les MMP possedent un atome de zinc dans leur site actif. Elles peuvent étre sécrétées par les
cellules mésenchymateuses, les cellules immunitaires (leucocytes, macrophages et
neutrophiles) et les cellules épithéliales intestinales (Sola-Tapias et al. 2020). Ces protéases sont
essentielles au renouvellement (dégradation et turn-over) de la matrice extracellulaire et donc
aux phénomenes de cicatrisation et de fibrose (Pender et MacDonald 2004). Les MMP
interviennent également dans le développement des vaisseaux sanguins et dans le processus
inflammatoire (Rodriguez, Morrison, et Overall 2010).

Les protéases a cystéine possedent une cystéine comme acide aminé dans leur site actif
enzymatique. Les principales protéases a cystéine sont les caspases, les cathépsines et les
autophagines (Turk et al. 2012). Elles interviennent dans la dégradation de protéines
intracellulaires, I’apoptose cellulaire, la nécrose et I’inflammation. Les cathépsines jouent un
role particuliérement important dans I’homéostasie de 1’épithélium intestinal (Tamhane et al.
2014).
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b) Protéases du microbiote intestinal

Les abondances relatives des différentes familles de protéases dans le dégradome bactérien sont
légerement différentes par rapport a celles du dégradome humain (Caminero et al. 2023). Les
abondances relatives des geénes codant pour les PS et les MMP sont plus élevées et 1’abondance
relative des génes codant pour les protéases a cystéine sont plus faibles dans le dégradome
bactérien par rapport au dégradome humain.

Le role des protéases microbiennes dans I’intestin a longtemps été ignoré car les outils qui
distinguent les protéases de 1’hote de leurs homologues microbiens sont limités. Des études
anciennes ont défini une contribution significative des protéases bactériennes a I’activité
protéolytique dans le célon de I’homme (Macfarlane et al. 1988). La plupart des protéases
identifiées appartiennent aux genres bactériens Bacteroides, Streptococcus et Clostridium
(Macfarlane et al. 1986).

Les protéases bactériennes ont d’abord été identifiées comme facteurs de virulence chez les
bactéries pathogenes. Les bactéries Helicobacter pylori, Helicobacter jejuni et Listeria
monocytogenes produisent la High-temperature requirement A (HtrA), une PS responsable du
clivage de la cadhérine-E (molécule d’adhésion cellulaire) ce qui participe activement a son
pouvoir pathogéne (Radhakrishnan et al. 2021) (Hoy et al. 2010). Pseudomonas aeruginosa
sécrete de I’¢lastase, une PS impliquée dans son pouvoir de dissémination et de dégradation du
surfactant pulmonaire (Mariencheck et al. 2003) (Tamura, Suzuki, et Sawada 1992).

La production de PS et de MMP par les bactéries du microbiote intestinal a également été
décrite. La bactérie Bacillus subtilis produit la subtilisine, une PS responsable de la coagulation
plasmatique et de la thrombose veineuse, une complication connue chez les patients atteints de
MICI (Pontarollo et al. 2017) (Solem et al. 2004) (Andrade et al. 2018). Les bactéries
commensales Bacteroides fragilis et Bacteroides thetaiotaomicron produisent des protéases
capables de les impliquer dans des infections digestives opportunistes (Wu et al. 1998)
(Thornton et al. 2012). La bactérie Enterococcus faecalis est responsable de la production de
gélatinase, une protéase impliquée dans la perméabilité de 1’épithélium colique (Maharshak et
al. 2015).

¢) Protéases et inflammation digestive

Les protéases, qu’elles soient sécrétées par 1’hdte ou par les bactéries commensales, possédent
de nombreux rdles dans la physiologie digestive et, depuis plusieurs années, de nombreuses
¢tudes scientifiques rapportent leur implication dans I’inflammation digestive. En raison de
leurs fonctions respectives, les PS et les MMP sont considérées comme des acteurs clés de la
pathogenese des MICI (Fontani et al. 2017) (Kriaa et al. 2020).

Concernant les PS, plusieurs exemples illustrent leur implication directe dans 1I’inflammation
digestive. L’¢lastase neutrophilique et la cathépsine-G clivent la cadhérine présente dans les
jonctions intercellulaires ce qui permet la migration des leucocytes vers les sites inflammatoires
(Cohen-Mazor et al. 2014) (Hermant et al. 2003). 11 a été rapporté que 1’activité incontrolée de
1’¢lastase neutrophilique provoque des effets néfastes sur le colon et entraine une inflammation
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chez les souris (Barry et al. 2020). La thrombine intervient dans les jonctions intercellulaires
des cellules endothéliales en augmentant la perméabilité vasculaire ce qui permet le recrutement
des cellules inflammatoires (Kondo et al. 2009). La chymase modifie la distribution des
protéines associées aux jonctions serrées ce qui augmente la perméabilité intestinale et favorise
I’inflammation (Scudamore et al. 1998). Globalement, les PS contribuent a 1’inflammation
digestive rencontrée lors d’EIC par quatre mécanismes d’action principaux (Figure 14) :

e Déstabilisation des jonctions serrées

e Activation des Proteinase-Activated Receptors (PARs)
e Dégradation du mucus

e Clivage des cytokines
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Figure 14 : Représentation schématique des mécanismes d’action des PS sur la muqueuse
intestinale lors de MICI. D’aprés (Mariaule et al. 2021). L'altération de la barriere épithéliale
est associée a l'action des PS sur la jonction serrée par clivage direct (1). Déstabilisation
indirecte due a l'activation des PAR (2), a la dégradation du mucus (3) et au clivage des
cytokines (4). IBD : Inflammatory Bowel Disease ; MLC : myosin light-chain ; P-MLC :
phosphorylated MLC ; MLCK : myosin light-chain kinase ; PAR : proteinase-activated receptor
; TJ : tight junction.

Concernant les MMP, certains liens directs entre I’inflammation et 1’action de certaines MMP
ont été rapportés. L’augmentation de 1’expression de la MMP-13 est positivement corrélée au
score inflammatoire histologique des patients atteints de MICI (Vizoso et al. 2006). En eftet, il
a été rapporté que la MMP-13 module la perméabilité intestinale en excrétant du Tumor
Necrosis Factors (TNF) ce qui induit une déstabilisation des jonctions serrées ainsi qu’un stress
du réticulum endoplasmique des cellules caliciformes aboutissant a la réduction de la couche
de mucus intestinal (Vandenbroucke et al. 2013). La MMP-9 induit également I’augmentation
de la perméabilité intestinale et sa régulation est positivement corrélée a 1’inflammation
digestive (de Bruyn et al. 2017). L’ensemble des MMP dégradent le collagene ce qui contribue
a ’inflammation digestive présente chez les patients atteints de MICI (Koelink et al. 2014).
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Globalement, les MMP contribuent a I’inflammation digestive rencontrée lors d’EIC par quatre
mécanismes d’action principaux (Figure 15) :

e Réduction de la couche de mucus intestinal

e Déstabilisation des jonctions serrées

e Recrutement et stimulation des neutrophiles et de la réponse Th1/Th17
e Clivage des cytokines

Normal . 1BD

Gut microbiota
>

> :
e ;
.9 : MMP > & ~— -
Py Ay H - an, TNF .
,:l { ] s Mucus depletion Bacterial
{ DAt g = # % g translocation
(i L STk dides A’ Tl
\ H s
. -
EplthelluT'n ‘
Il
el 30 el ae ol =2l : =
basolateral : @ TJ degradation
membrane receptor s ‘-f* - e CXCL8
: TNF — .
myofibroblast . 1y - . \"
@ - - : l — ~
oo g ¢ sPDL1 i MMP
! a2 ; &) {
mPD-L1 b ) 1 0‘ (N-AC)-PGP e?
:@ Loss of
E Th1/Th17 basolateral Collagen

membrane
receptor

activities
\  suppression
H
H

@ cy!okine‘ @ Neut.rophil
P 9

Figure 15: Représentation schématique des mécanismes d’action des MMP sur la
muqueuse intestinale lors de MICI. D’apres (Mariaule et al. 2021). La libération de TNF-a
soluble par les MMP provoque une déplétion du mucus (1) et une déstabilisation des jonctions
serrées (2), entrainant une augmentation de la perméabilité épithéliale et de la translocation
bactérienne. L’incapacité des myofibroblastes a supprimer la réponse Thl/Thl7 survient apres
la transformation par la MMP du PD-LI lié a la membrane en PD-L1 soluble (3). Le clivage
des cytokines contribue aux processus inflammatoires (4). La génération de PGP par la
dégradation du collagene par les MMP induit la transmigration des neutrophiles et stimule la
secrétion de MMP et de CXCLS par les neutrophiles, entretenant ainsi le contexte
inflammatoire (5). IBD : Inflammatory Bowel Disease ; CXCLS : (C-X-C motif) ligand 8 ;
MLCK : myosin light-chain kinase ; PD-L1 : programmed death-ligand 1 ; mPD-LI:
membrane-bound PD-L1 ; sPD-LI: soluble PD-L1 ; (N-Ac)-PGP : (N-acetyl)-proline-glycine-
proline ; TJ : tight junction ; TNF : tumor necrosis factor o.

Bien que les MICI soient idiopathiques, des études génétiques ont permis d’identifier plusieurs
genes impliqués dans des mécanismes cellulaires susceptibles de participer a I’inflammation
intestinale. Les voies faisant intervenir les protéases, directement ou indirectement, altérées lors
de I’inflammation digestive sont les suivantes (Sola-Tapias et al. 2020) :

e Le mécanisme de détection bactérienne via le récepteur NOD?2 : les conséquences de la
perte de fonction du récepteur NOD2 sur I’homéostasie protéolytique restent pour le
moment insaisissables mais une incidence particulierement ¢levée des mutations de type
SNP sur le gene NOD2 chez I’homme et chez le chien atteint de MICI est observée (voir
partie /.3) (Strober et Watanabe 2011).
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e Le mécanisme d’autophagie : les mutations du géne ATG16L1 qui code pour une
protéine des autophagosomes qui ¢élimine les bactéries intracellulaires sont des facteurs
de risque identifiés chez I’homme pour le développement des MICI (Miizes, Tulassay,
et Sipos 2013) (Hampe et al. 2007).

e La voie des lymphocytes Th17-1L23 : les mutations du géne codant pour 1’IL23 sont
des facteurs prédisposant aux MICI chez I’homme car I’IL23 est une cytokine pro-
inflammatoire activant la sécrétion d’IL17 par les lymphocytes Thl7, interleukine
également pro-inflammatoire et stimulant significativement la production de MMP
(Duerr et al. 2006) (Biancheri, Pender, et al. 2013).

e Le stress du réticulum endoplasmique : provoqué par un échec de repliement des
protéines a la suite de la modification de I’environnement moléculaire comme lors d’une
inflammation, le stress du réticulum endoplasmique des cellules intestinales (cellules
épithéliales, cellules de Paneth et cellules caliciformes) modifie profondément
I’homéostasie protéolytique lors d’EIC (Kaser, Martinez-Naves, et Blumberg 2010)
(Sola Tapias et al. 2021). L’induction d’un stress du réticulum endoplasmique des
cellules épithéliales intestinales provoque une augmentation de 1’activité protéolytique
de type trypsine induisant 1’altération de la barri¢re intestinale et favorisant le
développement du processus inflammatoire (Sola Tapias et al. 2021).

3.1.2 Les anti-protéases

a) Inhibiteurs naturels

e Inhibiteurs naturels des PS

Les serpines sont les inhibiteurs naturels des PS. Ces anti-protéases circulantes sont tres
nombreuses et tres largement distribuées chez les animaux, les végétaux, les champignons ou
les bactéries (Law et al. 2006). Elles sont impliquées dans la régulation des activités
protéolytiques et interviennent a ce titre dans divers processus physiologiques tels que la
coagulation sanguine, la réponse inflammatoire ou le remodelage tissulaire (Mkaouar et al.
2021) (Bots et Medema 2008). Au niveau de la paroi intestinale, les serpines sont produites par
les cellules épithéliales intestinales et les cellules immunitaires (Biancheri, Di Sabatino, et al.
2013). Les serpines procaryotes restent trés peu étudiées par rapport aux serpines eucaryotes et
seules quelques serpines bactériennes produites par exemple par les bactéries Bifidobacterium
longum, Eubacterium siraeum et Tanarella forsythia ont été caractérisées a ce jour (Ivanov et
al. 2006) (Mkaouar et al. 2016) (Ksiazek et al. 2015) (Akermi et al. 2019) (Irving et al. 2002).
Les principales serpines produites par 1’hdte sont (Vergnolle 2016) (Law et al. 20006) :

o L’a-1-antitrypsine : active contre la trypsine et la chymotrypsine.

o L’¢élafine : active contre 1’¢lastase et la protéinase-3.

o Le Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI) : actif contre un grand nombre de PS
telles que I’élastase leucocytaire, la cathépsine-G, la trypsine, la chymotrypsine, la
chymase.

o Le Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1): actif contre D’activateur du
plasminogene.
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e Inhibiteurs naturels des MMP

Les Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs) sont des anti-protéases produites par les
cellules intestinales de 1’hdte actives contre les MMP. Ces inhibiteurs naturels peuvent étre
sécrétés localement ou a distance et rejoindre leur zone d’action intestinale par voie systémique.
Plusieurs TIMPs ont pu étre identifiés et bien que chaque TIMP puisse inhiber toutes les MMP,
la spécificité a 1’égard de certaines MMP differe 1égerement d’un TIMP a I’autre (Vergnolle
2016) :

TIMP-1 : actif particulierement contre les MMP-1-2-3-4-6-19
TIMP-2 : actif particulierement contre les MMP-1-2-14
TIMP-3 : actif contre toutes les MMP

TIMP-4 : actif particulicrement contre les MMP-1-2-3-4-6-19

0O O O O

e Inhibiteurs naturels des protéases a cystéine

Les Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP) sont des anti-protéases naturelles sécrétées localement
et actives sur les protéases a cystéine de type caspases impliquées dans 1’apoptose cellulaire
(Vergnolle 2016). La c-IAP2 inhibe la caspase-9 et est produite par I’hote de facon ubiquitaire
dans I’intestin.

b) Inhibiteurs synthétiques

e Inhibiteurs synthétiques des PS

Des inhibiteurs synthétiques sélectifs des PS ont été élaborés a des fins d’exploration
thérapeutique (Vergnolle 2016) (Denadai-Souza et al. 2018) (Jablaoui et al. 2020).
L’argatroban, un inhibiteur synthétique de la thrombine, diminue les 1€sions macroscopiques et
histologiques de colique dans un modé¢le expérimental chez le rat (Onomura et al. 2000). Un
autre inhibiteur, le silvelestat (ONO-5046), inhibiteur synthétique de 1’¢lastase neutrophilique,
a été ¢laboré¢ et identifié comme réducteur de la perte de poids et du score histologique chez le
méme type d’animaux de laboratoire (Morohoshi et al. 2006). Le mésylate de nafamostat (FUT-
175), un inhibiteur non spécifique de la tryptase, a montré son efficacité¢ dans la réduction de
I’inflammation intestinale chez les rats atteints de colite induite expérimentalement (Isozaki et
al. 2006). D’autres inhibiteurs ont fait I’objet d’essais cliniques comme I’inhibiteur spécifique
de la tryptase, I’APC-2059, qui a montré une bonne amélioration clinique des patients souffrant
d’inflammation intestinale (Tremaine et al. 2002).

e Inhibiteurs synthétiques des MMP

Le batimastat (BB94) et I’ilomastat (GM6001) sont deux inhibiteurs synthétiques puissants a
large spectre d’action sur 1’ensemble des MMP (Di Sebastiano et al. 2001) (Wang et Wang
2008). I1 a été rapporté que ces inhibiteurs permettent une réduction de I’inflammation digestive
dans la colite induite expérimentalement chez le rat. Cependant, leur faible solubilité et leurs
effets secondaires rapportés (douleurs abdominales) ont fait avorter les essais thérapeutiques.
L’andécaliximab, un anticorps monoclonal 1gG4 chimérique recombinant actif sur les MMP-9,
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est le seul inhibiteur synthétique des MMP a avoir atteint le stade d’essai clinique pour le
traitement de la colite ulcéreuse chez ’homme mais 1’étude a conclu a un manque d’efficacité
(Marshall et al. 2015).

c) Anti-protéases et inflammation digestive

Des liens ont été établis entre les inhibiteurs des PS et I’inflammation digestive observée dans
les MICIL. 11 a été rapporté que, chez ’homme atteint de MICI, 1’a-1-antitrypsine posseéde des
effets bénéfiques sur les 1ésions du colon, qu’elle diminue les cytokines pro-inflammatoires et
qu’elle améliore les fonctions de la barriére intestinale (Collins et al. 2013). II a été rapporté
que les niveaux d’ARNm de 1’¢lafine et du SLPI sont augmentés dans les tissus digestifs des
patients atteints de la maladie de Crohn par rapport aux sujets sains, cependant, I’induction de
1’¢lafine et du SLPI étaient plus faibles dans les tissus des patients malades (Schmid et al. 2007).
Cela suggere une diminution des concentrations de ces deux inhibiteurs due a une destruction
tissulaire et non a une réduction de leur expression. L’¢lafine et son précurseur, la trappine-2,
possedent des propriétés antibactériennes, antivirales, antifongiques (seulement pour la
trappine-2) et méme potentiellement antiparasitaires (Simpson et al. 1999) (Drannik et al. 2012)
(Baranger et al. 2008) (Roussilhon et al. 2017). Les effets bénéfiques de I’¢élafine sur les tissus
intestinaux endommaggs par I’inflammation ont bien été documentés. Motta et al. ont rapporté
que I’administration d’¢lafine a des souris ayant des colites permet le rééquilibrage de la balance
protéolytique ainsi que I’inhibition significative des paramétres inflammatoires digestifs (Motta
et al. 2011). L’administration d’¢lafine a permis de moduler I’ensemble des médiateurs
inflammatoires et a renforcé les fonctions de la barriére intestinale. Dans une autre étude, ces
mémes auteurs ont rapport¢ que I’administration d’¢lafine protége des agressions
inflammatoires et rétablit ’homéostasie protéolytique en administrant par voie orale a des
souris des bactéries génétiquement modifiées (Lactococcus lactis et Lactobacillus casei)
capables de produire de 1’¢lafine (Motta et al. 2012). Les serpines végétales sont également des
candidats potentiels a étudier pour réduire I’inflammation digestive car elles possedent des
effets anti-inflammatoires notables (Larionova et al. 1993) (Larionova, Gladysheva, et
Gladyshev 1997) (Ware et al. 1997). Plus récemment, il a été rapporté I’ intérét certain de 1’étude
des serpines bactériennes du microbiote intestinal et leur lien possible avec ’inflammation
digestive et les MICI (Harish et Uppuluri 2018).

Alors que I’expression et 1’activité des MMP sont augmentées chez I’homme atteint de MICI,
des liens entre les inhibiteurs des MMP et I’inflammation digestive ont été rapportés (Pedersen
et al. 2009) (Meijer et al. 2007). Le niveau de production des inhibiteurs TIMP-3 est réduit dans
les échantillons de biopsies des patients atteints de MICI et ’apport de TIMP-3 exogene a
permis de réduire le niveau de production des cytokines inflammatoires dans les échantillons
des patients malades (Monteleone et al. 2012). Cela suggére que le role bénéfique des TIMP-3
est diminué lors de MICI par la réduction de son effet anti-inflammatoire. Les niveaux sériques
des TIMP-2 et TIMP-4 sont diminués chez les patients atteints de MICI et le niveau sérique de
TIMP-2 pendant le traitement des MICI semble étre un facteur pronostique potentiel de
rémission a court et long terme (Kapsoritakis et al. 2008) (Carbone et al. 2018). Contrairement
aux autres inhibiteurs des MMP, le niveau d’expression et de production des TIMP-1 est
augmenté dans les tissus intestinaux inflammeés des patients atteints de MICI (Louis et al. 2000)
(Wang et Yan 2006). Les taux sériques en TIMP-1 des patients atteints de MICI sont supérieurs
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a ceux des témoins et des corrélations positives significatives ont été établies entre le taux
sérique de TIMP-1 et le score 1ésionnel de la muqueuse, 1’indice d’activité¢ de la maladie ainsi
que la concentration de la protéine C-réactive (Wiercinska-Drapalo et al. 2003).

3.1.3 L’homéostasie protéolytique

L’équilibre protéolytique, ou homéostasie protéolytique, est finement régulé par 1’équilibre
entre les protéases et leurs inhibiteurs. Dans un contexte non pathologique, la balance
protéases—anti-protéases permet, et refléte, le bon maintien de la santé intestinale. Les protéases
sont étroitement régulées pour empécher une dégradation excessive des protéines de 1’hote ou
une activation immunitaire inapproprié¢e. Dans un contexte pathologique d’EIC, I’homéostasie
protéolytique des PS et des MMP est altérée chez ’homme (Denadai-Souza et al. 2018)
(Jablaoui et al. 2020) (Pedersen et al. 2009) (Meijer et al. 2007). Chez le chien, peu d’études
rapportent ce déséquilibre protéolytique lors d’EIC (Maeda et al. 2014) (Hanifeh et al. 2018)
(Wilke et al. 2012).

Depuis plusieurs années, des efforts considérables ont été déployés en médecine humaine afin
d’émettre des hypothéses sur le développement de voies thérapeutiques basées sur 1’inhibition
des protéases avec la volonté de restaurer 1’équilibre protéolytique intestinal. L’utilisation des
inhibiteurs synthétiques a été abandonnée dans de nombreux essais cliniques au vu de leurs
effets secondaires majeurs. Les espoirs se tournent vers les inhibiteurs naturels des protéases
mais le développement de voies thérapeutiques agissant sur ces molécules rencontre de
nombreux défis. Il semble évident que des protéases cibles doivent étre identifiées ainsi que des
anti-protéases ayant un spectre d’activité étroit. L’efficacité, la sécurité d’emploi et la méthode
d’administration sont des défis majeurs que 1’¢lafine semble relever dans une optique de
traitement complémentaires aux traitements déja existants (Deraison et al. 2023) (Motta et al.
2012). Sur la méme voie, I’a-1-antitrypsine semble également prometteuse dans 1’élaboration
de traitements visant a rééquilibrer 1’équilibre protéolytique lors de MICI (Vergnolle 2016). Les
études sur le déséquilibre protéolytique et la conception des inhibiteurs sont dirigées vers les
PS et MMP de I’héte, révélant un facteur jusqu’ici négligé, la contribution potentielle de leurs
homologues bactériennes.

3.2 Mesure de activité protéolytique

Différents types de méthodes permettent 1’étude des protéases. Dans les méthodes mesurant
I’affinité des protéases, les protéases sont détectées et quantifiées sur la base de leur présence,
quel que soit leur niveau d’activité. En revanche, les méthodes mesurant I’activité des protéases
permettent 1’étude de protéases fonctionnelles et tient compte de 1’activité des inhibiteurs. La
plupart des études concernant 1’équilibre protéolytique digestif analysent des profils
d’expression de I’ARNm codant pour des protéases. L’expression de ’ARNm d’une protéase
n’est pas forcément corrélée a son activité biologique réelle. La présence d’inhibiteurs
endogenes dans les tissus qui induisent ’inactivation des protéases ou d’autres sources de
destruction/inactivation de ces protéases peuvent induire 1’incapacité de celles-ci a exercer leurs
fonctions. La mesure des activités protéolytiques in situ est par conséquent la méthode de
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référence pour étudier I'implication réelle des protéases intestinales dans les états
pathologiques.

L’activité protéolytique, ou ’activité catalytique d’une protéase, correspond a la vitesse de
réaction enzymatique. Les protéases sont des enzymes dites michaeliennes qui fonctionnent
selon le mode suivant : un substrat S se lie avec une enzyme E (ici protéase ou anti-protéase)
pour donner un intermédiaire ES, appelé complexe enzyme-substrat, puis cet intermédiaire se
dissocie pour donner un produit P avec régénération de I’enzyme E (Figure 16).

k1 ko
E+S=FES=FE+P
k_1 k_o

Figure 16 : Equation d’une réaction enzymatique michaelienne. Réalisation Eloise
Deygout. E : Enzyme ; S : Substrat ; ES : complexe Enzyme-Substrat ; P : Produit ; ki, k2, ki
et k.> : constantes de vitesse des différents actes élémentaires.

La vitesse de réaction est caractérisée par la vitesse d’apparition du produit P. La concentration
en produit P formé en fonction du temps suit une courbe au début exponentielle puis atteint un
plateau (Figure 17). Sur cette courbe, la vitesse de réaction enzymatique s’obtient en mesurant
la pente de la tangente a la courbe a chaque instant. La vitesse de réaction initiale correspond a
la pente de la tangente a la courbe au début de la réaction quand la courbe est en phase
exponentielle et que la pente de la tangente a la courbe est constante.

Concentration en produit

A

Vitesse initiale

\ Temps

>

Figure 17 : Courbe d’une réaction enzymatique : concentration en produit en fonction du
temps. Réalisation Eloise Deygout.

Afin d’étudier I’activité des protéases dans un contexte de recherche scientifique a propos des
maladies intestinales, la valeur de la vitesse importe peu. L’objectif est de comparer les
différents niveaux d’activité entre eux, et notamment de comparer les niveaux d’activité des
protéases entre les échantillons d’individus sains et malades. C’est donc la quantification
relative de I’activité protéolytique qui est intéressante.

La méthode d’analyse de 1’activité protéolytique repose sur l'utilisation de substrats spécifiques.
Plusieurs types de substrats peuvent é&tre utilisés: les substrats chromogéniques ou
fluorogéniques (Jablaoui et al. 2020). Lors de la lyse du substrat par ’enzyme, le substrat
chromogénique libére une substance colorimétrique alors que le substrat fluorogénique libere
un fluorochrome aprés excitation. Ces molécules libérées, colorimétriques ou fluorescentes,
absorbent ou émettent respectivement, une longueur d’onde spécifique. L’absorbance ou
I’émission de longueurs d’ondes spécifiques en fonction du temps sont mesurées et des courbes
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sont obtenues. L’ensemble des activités protéolytiques peut étre analysé afin d’obtenir des
activités relatives, le but étant ici de comparer les activités entre elles. Afin de confirmer la
spécificité des substrats utilisés, les mémes mesures sont réalisées en présence d’inhibiteurs
spécifiques des protéases d’intérét.

3.3 Profilage protéolytique

Un profil d’activité protéolytique correspond a la représentation de 1’activité protéolytique
mesurée, de I’ensemble des protéases, d’une famille de protéases ou bien de protéases
spécifiques, en fonction d’un groupe d’étude (individus sains ou individus malades ici).

Le profilage protéolytique peut étre réalisé a différents niveaux (Jablaoui et al. 2020) (Mariaule
etal. 2021) :

e Activité protéolytique totale : mesure I’activité protéolytique résultant de la protéolyse
de I’ensemble des protéases présentes dans 1’échantillon (protéolyse totale). Elle se
mesure grace a un substrat universel pouvant étre dégradé par I’ensemble des protéases
des différentes familles : la caséine. L’inhibiteur utilisé afin de confirmer la spécificité
du substrat est I’acide trichloroacétique ou TCA.

e Activité protéolytique d’une famille de protéases : mesure 1’activité protéolytique
résultant de la protéolyse d’un ensemble des protéases appartenant a une méme famille
(PS, MMP, etc.). Elle se mesure grace a des substrats spécifiques des PS, des MMP et
des autres familles. Afin de vérifier la spécificité du substrat spécifique des PS, le
fluorure de phénylméthylsulfonyle ou PMSF est utilis¢é comme inhibiteur. De méme,
pour vérifier la spécificité des substrats utilisés pour les MMP et les protéases a cystéine,
I’EDTA et I’E-64 sont utilisés respectivement comme inhibiteurs.

e Activité protéolytique spécifique : mesure D’activité protéolytique résultant de la
protéolyse d’une seule protéase. Des substrats ainsi que des inhibiteurs hautement
spécifiques sont utilisés.

Sur un profil d’activité protéolytique, 1’axe des ordonnées du graphique indique I’activité
mesurée qui est exprimée en unité d’activité. Une unité d’activité correspond a la quantité
d’enzyme nécessaire a la formation de 1 pumol de substrat par minute dans les conditions
expérimentales utilisées (Jablaoui et al. 2020).

Sur un profil d’activité protéolytique en présence d’inhibiteur, I’axe des ordonnées du graphique
indique une activité relative ayant pour référence (100%) I’activité protéolytique de la protéase
(ou de I’ensemble des protéases) sans I’inhibiteur.
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QUESTIONNEMENT SCIENTIFIQUE

La prévalence des EIC est élevée chez le chien (Dandrieux et Mansfield 2019). Nos
connaissances actuelles sur la pathogénie des EIC chez le chien sont restreintes ce qui limite
leur prise en charge.

Des altérations de la composition du microbiote intestinal ont été rapportées et le lien entre la
dysbiose et I’inflammation digestive observée chez les chiens atteints d’EIC est désormais
reconnu par la communauté scientifique (Honneffer et al. 2014) (Vazquez-Baeza et al. 2016)
(Ni et al. 2017) (Gutiérrez et al. 2009) (Earley et al. 2019).

Des altérations fonctionnelles du microbiote intestinal ont également été identifiées comme
étant en lien avec la pathogénie des EIC chez le chien. Parmi ces altérations fonctionnelles, le
dysmétabolisme protéolytique semble jouer un réle essentiel dans I’apparition et 1’entretien de
I’inflammation digestive observée lors d’EIC chez le chien (Mariaule et al. 2021). Les PS et les
MMP ont été identifiées comme étant les protéases responsables du déséquilibre protéolytique
intestinal (Kriaa et al. 2020) (Fontani et al. 2017).

Chez ’homme atteint de MICI, I’activité protéolytique de plusieurs PS (trypsine, ¢élastase
neutrophilique, cathépsine-G, protéinase-3 et thrombine) a été identifiée comme étant
augmentée dans les échantillons fécaux et les surnageants coliques des hommes atteints de
MICI par rapport aux sujets sains (Jablaoui et al. 2020) (Denadai-Souza et al. 2018).

L’altération de 1’équilibre protéolytique dans le tractus digestif du chien atteint d’EIC n’a été
rapporté que par une seule étude qui a identifi¢ que les chiens atteints d’EIC posseédent une
activité protéolytique fécale des PS plus élevée que les chiens sains (Maeda et al. 2014).

Dans ce contexte, I’objectif de cette these est de comparer les profils d’activité
protéolytique fécale de différentes protéases et familles de protéases entre les chiens
atteints d’EIC et les chiens sains. L’identification de PS spécifiques impliquées dans le
déséquilibre protéolytique observé chez les chiens atteints d’EIC permettra d’orienter de
futures recherches scientifiques sur I’¢élaboration de nouvelles stratégies de régulation afin
d’améliorer la prise en charge actuelle du chien atteint d’EIC.
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PARTIE EXPERIMENTALE

1. MATERIELS ET METHODES

1.1 Cohorte

Un total de 98 chiens a été recruté dans 1’étude : 48 chiens atteints d’EIC et 50 chiens sains ont
¢été étudiés. Parmi les chiens atteints d’EIC, 18 femelles et 30 males d’un age moyen de 5,2 ans
(intervalle 0,7-13,3 ans) ont été inclus. Les races les plus représentées au sein du groupe des
chiens malades étaient les suivantes : bergers allemands, yorkshire terriers, golden retrievers,
labradors, malinois et bergers australiens.

Le recrutement des chiens malades a été réalis¢ au CHUV d’Oniris a Nantes entre janvier 2021
et juin 2023 sur la base d’une admission clinique et d’une démarche diagnostique spécifique :

e Signes cliniques gastro-intestinaux depuis au minimum 3 semaines.

e Exclusion des causes parasitaires par la réalisation d’un examen coprologique et/ou d’un
traitement antiparasitaire empirique au fenbendazole (50 mg/kg par jour pendant 5
jours) : absence d’amélioration clinique.

e Exclusion des causes métaboliques par la réalisation d’un bilan hémato-biochimique
sanguin complet.

e Exclusion d’une FRE par la réalisation d’au moins un changement d’alimentation
(aliment hautement digestible, aliment constitué de protéines hydrolysées, aliment
enrichi en fibres et/ou ration ménagere originale faite maison, proposé pendant au moins
10 jours).

e Exclusion d’une ARE par la réalisation d’un traitement antibiotique au métronidazole
(12,5 mg/kg deux fois par jour pendant 10 jours) s’expliquant par les recommandations
en vigueur a 1I’époque du recrutement. Cependant, depuis la modification de la
classification des EIC chez le chien, les recommandations actuelles préconisent
I’exclusion d’'une MrMRE par la réalisation d’essai de supplémentation en probiotiques
multi-souches.

e Exclusion des causes mécaniques et néoplasiques par la réalisation d’une échographie
abdominale compléte.

e Mise en évidence d’une inflammation lymphoplasmocytaire et/ou €osinophilique a la
suite de biopsies duodénales, iléales et/ou coliques.

e Conclusion sur le diagnostic d’une EIC de type MICI.

L’ Annexe 1 schématise la démarche diagnostique adoptée lors de troubles digestifs chroniques
chez le chien lors d’une consultation de Médecine interne au sein du CHUV d’Oniris a Nantes.

Les chiens présentant une hypoalbuminémie révélée lors du bilan hémato-biochimique sanguin,
classés en EIC de type PLE, n’ont pas été inclus dans 1’étude. Les chiens classés en EIC de type
FRE et ARE n’ont pas été inclus dans 1’étude. Seuls les chiens diagnostiqués atteints d’une EIC
de type MICI ont été inclus. Les chiens sains ont été recrutés selon les mémes critéres d’age et
d’alimentation que les chiens malades inclus dans la cohorte.
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Afin de récolter les selles, les propriétaires de chiens ont préalablement rempli et signé une
attestation de consentement présentée dans I’ Annexe 2.

La présente étude a été financée par I’entreprise Royal Canin®.

1.2 Prélévement des selles

Le prélévement des feéces a été réalisé avant tout traitement immunomodulateur a base de
prednisolone. Pour rappel, ce traitement de 1 a 2 mg/kg par jour de prednisolone pendant 10
jours permet de classifier les chiens atteints d’'une MICI en :

e IRE : amélioration clinique a la suite du traitement immunomodulateur.
e NRE : pas d’amélioration clinique a la suite du traitement immunomodulateur.

Les feces ont été collectées au CHUV d’Oniris a Nantes a la suite d’ une défécation spontanée
des chiens. Les selles ont été prélevées a 1’aide d’une spatule en bois et ont ensuite été placées
dans des pots en plastique identifiés avec le nom et I’espéce de 1’animal ainsi que le nom du
propriétaire. Les prélévements de selles ont été placés immédiatement dans un congélateur
dédié a la température de -80°C dans les services de Médecine interne du CHUV d’Oniris.

Le protocole de I’étude et I’exploitation des prélevements biologiques ont été approuvés par le
Comité d'Ethique et de Recherche Vétérinaire d'Oniris (CERVO).

Les échantillons ont été transférés au site de I’ Institut National de Recherche pour 1’ Agriculture,
I’Alimentation et I’Environnement (INRAE) de Jouy-en-Josas (78350). La réception et
I’analyse de ces ¢échantillons ont été réalisées par I'unité de recherche Microbiota Interaction
with Human and Animal (MIHA) appartement a I’institut Micalis de 'INRAE.

1.3 Mesure des activités protéolytiques fécales

1.3.1 Préparation des eaux fécales

Pour chaque échantillon fécal, 1 g de feces a été homogénéisé dans 5 ml de solution tampon
(Tris-HCI 20 mM, NaCl 200 mM, pH 8). Apres homogénéisation, les €échantillons ont été
soumis a une étape de sonication (ultrasons) dans la glace pendant 1 minute afin de lyser
I’ensemble des cellules présentes. Les débris ont ét¢ éliminés par centrifugation (10 000
tours/minute pendant 20 minutes a 4°C). Le surnageant de chaque échantillon contenant les
protéines fécales totales a été récupéré pour une dilution a 1/20 puis conservé a -20°C. La
solution finale obtenue pour chaque échantillon est nommeée eau fécale.

1.3.2  Mesure de [’activité protéolytique

La mesure de I’activité protéolytique des eaux fécales repose sur 'utilisation de substrats
chromogéniques ou fluorogéniques spécifiques. L’activité protéolytique totale a été quantifice
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en utilisant I’azocaséine comme substrat. Le Tableau 6 présente tous les substrats utilisés pour
mesure 1’activité protéolytique des PS, MMP et protéases a cystéine. L’utilisation de ces
substrats permet la mesure d’une activité protéolytique de type substrat-like. Ainsi, pour les PS,
I’activité des protéases trypsine (activité trypsin-like), chymotrypsine (activité chymotrypsin-
like), élastase neutrophilique (elastase-like) et protéinase-3 (proteinase-3-like) sont mesurées.
La sélectivité des substrats spécifiques a été confirmée a 1’aide d’inhibiteurs spécifiques (voir
Tableau 6). L’activité de la famille des PS, des protéases a cystéine et des MMP est inhibée
respectivement par le PMSF, I'E-64 et 'EDTA. Pour les PS, des inhibiteurs synthétiques
spécifiques ont été utilisés pour déterminer les activités trypsine-like, chymotrypsine-like,
elastase-like et proteinase-3-like.

Tableau 6 : Activité et nature des substrats et inhibiteurs utilisés pour la mesure de
P’activité protéolytique fécale. Réalisation Eloise Deygout.

Activité Nature
Protease-like (azocaséine) Chromogénique
Cysteine-like Chromogénique
Metalloprotease-like Fluorogénique
Substrats Trypsin-like Chromogénique
Chymotrypsin-like Chromogénique
Elastase-like Fluorogénique
Proteinase-3-like Fluorogénique
Serine-protase-like Fluorure de phénylméthanesulfonyle (PMSF)
Cysteine-like E-64
Metalloprotease-like Ethylénediaminetétraacétique (EDTA)
Inhibiteurs Trypsin-like Soybean Trypsin Inhibitor (STI)
Chymotrypsin-like Na-Tosyl-Phe Chloromethyl Ketone (TPCK)
Elastase-like N-(Methoxysuccinyl)-Ala-Ala-Pro-Val-chloromethyl ketone
Proteinase-3-like Bt-Val-Tyr-Asp-nValP(O-C6H4-4-Cl)2

Le dépdt des eaux fécales, des substrats et des inhibiteurs a lieu sur des plaques a 96 puits. Sur
ces plaques, pour chaque échantillon, on retrouve :

e Un témoin : eau fécale + tampon
e Tous les substrats : eau fécale + tampon + substrat
e Tous les inhibiteurs : eau fécale + tampon + substrat + inhibiteur

Les plaques sont ensuite immédiatement insérées dans un lecteur de plaques BioTek™ a
température ambiante. La lecture de 1’absorbance des substrats chromogéniques est effectuée a
410 nm. Pour les substrats fluorogéniques, la lecture de I’émission est réalisée a 460 nm apres
excitation a 360 nm. L’absorbance et la fluorescence des réactions sont mesurées et visualisées
en temps réel. Une unité d’activité protéolytique correspond a la quantité d’enzyme catalysant
la formation de 1 umol de substrat par minute dans les conditions expérimentales utilisées ci-
dessus.

1.4 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’'INRAE de Jouy-en-Josas avec le logiciel Graphpad
Prism (v 10.0, GraphPad, San Diego, USA). Un test de normalité¢ Shapiro-Wilk a été réalisé
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pour évaluer la distribution des données. L’analyse des différences entre les activités
protéolytiques fécales des chiens sains et des chiens atteints d'EIC a été évaluée a 1'aide du test
de Mann Whitney. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM. Des différences
significatives ont été considérées pour des valeurs de p < 0,05 avec : * pour p < 0,05 ; ** pour
p <0,01 ; *** pour p <0,001.

2. RESULTATS

2.1 Profil d’activité protéolytique fécale totale

L'activité protéolytique fécale totale a ét¢ mesurée chez les chiens atteints d’EIC et comparée
avec celle mesurée chez les chiens sains.

Les résultats obtenus montrent que I’activité protéolytique fécale totale est significativement (p
<0,001) plus élevée chez les chiens atteints d’EIC que chez les chiens sains (Figure 18A). En
effet, les chiens atteints d’EIC présentent une activité protéolytique fécale totale 5 fois plus
¢levée que les chiens sains.

Afin de renforcer ces données, plusieurs inhibiteurs spécifiques des familles de protéases (PS,
MMP et protéases a cystéine) ont été testés pour déterminer leur impact sur les activités
protéolytiques détectées. L activité protéolytique fécale totale des chiens atteints d’EIC a été
significativement (p < 0,001) réduite d’environ 90% en présence de PMSF (Figure 18B). En
présence d’EDTA et de E-64, ’activité protéolytique fécale totale des chiens atteints d’EIC a
été réduite seulement de, respectivement, 20% et 15%. Le PMSF étant un inhibiteur spécifique
de la famille des PS, nous pouvons conclure que I’activité protéolytique fécale totale des chiens
atteints d’EIC de la Figure 18A est essentiellement liée a I’activité de type serine proteases-
like. Les familles des protéases a cystéine et des MMP ne semblent pas étre significativement
impliquées dans 1’augmentation de 1’activité protéolytique fécale totale.
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Figure 18 : (A) Activité protéolytique fécale totale chez les chiens atteints d’EIC (N = 48)
et les chiens sains (N = 50). (B) Activité protéolytique fécale totale en présence d’un
inhibiteur de protéases a sérine (PMSF), d’un inhibiteur de métalloprotéases (EDTA) et
d’un inhibiteur de protéases a cystéine (E-64). CIE : Chronic Inflammatory Enteropathies ;
K p <0,001.
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2.2 Profil d’activité protéolytique fécale des métalloprotéases et des protéases
a cystéine

Afin de s’assurer que les activités des familles des protéases a cystéine et des métalloprotéases
ne soient pas augmentées dans les échantillons fécaux des chiens atteints d’EIC, la mesure de
leur activité spécifique a été réalisée pour confirmer les résultats obtenus dans la Figure 18.

Les résultats montrent que 1'activité protéolytique des protéases a cystéine et des MMP dans les
échantillons fécaux des chiens atteints d’EIC n’est significativement pas différente de celle
mesurée dans les échantillons fécaux des chiens sains (Figure 19A et Figure 19C).

Afin de vérifier ces données, un inhibiteur spécifique des protéases a cystéine, I’E-64, et des
MMP, ’EDTA, a été utilisé pour déterminer son impact sur les activités protéolytiques
détectées. Les activités cysteine-like et MMP-like dans les échantillons fécaux des chiens
atteints d’EIC ont été significativement (p < 0,001) réduites de 80% et 90% respectivement en
présence de leur inhibiteur spécifique (Figure 19B et Figure 19D). L’origine des activités
protéolytiques fécales mesurées dans les Figure 19A et Figure 19C est confirmée grace a la
validation de la spécificité des substrats utilisés.
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Figure 19 : (A) Activité protéolytique fécale des protéases a cystéine chez les chiens atteints
d’EIC (N = 48) et les chiens sains (N = 50). (B) Activité protéolytique fécale des protéases
a cystéine en présence d’un inhibiteur spécifique des protéases a cystéine (E-64). (C)
Activité protéolytique fécale des métalloprotéases chez les chiens atteints d’EIC (N = 48)
et les chiens sains (N = 50). (D) Activité protéolytique fécale des métalloprotéases en
présence d’un inhibiteur spécifique des métalloprotéases (EDTA). CIE : Chronic
Inflammatory Enteropathies ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif.
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2.3 Profil d’activité protéolytique fécale des protéases a sérine

Nous avons identifié que seule 1’activité des PS était a I’origine de I’augmentation de 1’activité
protéolytique fécale totale chez les chiens atteints d’EIC. Par conséquent, il semble pertinent
d’identifier les protéases appartenant a la famille des PS responsables de cette augmentation.

L’activité protéolytique de quatre PS ont été mesurées dans les échantillons fécaux des chiens

atteints d’EIC et des chiens sains : trypsin-like, chymotrypsin-like, elastase-like et proteinase-
3-like.

Une différence significative (p < 0,001) a été rapportée entre les activités protéolytiques fécales
des quatre PS chez les chiens atteints d’EIC et celles chez les chiens sains (Figure 20A, Figure
21A, Figure 22A et Figure 23A). En effet, les chiens atteints d’EIC présentent des activités
trypsin-like, chymotrypsin-like, elastase-like et proteinase-3-like respectivement 3.5, 2.5, 8 et
4 fois plus ¢élevées dans leur féces que les chiens sains.

Afin de vérifier la spécificité des substrats utilisés, quatre inhibiteurs spécifiques des PS
étudiées ont été utilisés afin de déterminer leur impact sur les activités protéolytiques détectées.
Les activités trypsin-like, chymotrypsin-like, elastase-like et proteinase-3-like des chiens
atteints d’EIC ont été significativement (p < 0,001) réduites d’environ 80% en présence de leur
inhibiteur spécifique (Figure 20B, Figure 21B, Figure 22B et Figure 23B). L’origine des
activités protéolytiques fécales mesurées dans les Figure 20A, Figure 21A, Figure 22A et
Figure 23A est confirmée grace a la validation de la spécificité des substrats utilisés.
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Figure 20 : (A) Activité protéolytique fécale trypsin-like chez les chiens atteints d’EIC (N
= 48) et les chiens sains (N = 50). (B) Activité protéolytique fécale trypsin-like en présence
d’un inhibiteur spécifique de la trypsine. C/E : Chronic Inflammatory Enteropathies ; *** :
p <0001.
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Figure 21 : (A) Activité protéolytique fécale chymotrypsin-like chez les chiens atteints
d’EIC (N = 48) et les chiens sains (N = 50). (B) Activité protéolytique fécale chymotrypsin-
like en présence d’un inhibiteur spécifique de la chymotrypsine. CIE : Chronic
Inflammatory Enteropathies ; *** : p < 0,001.
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Figure 22 : (A) Activité protéolytique fécale elastase-like chez les chiens atteints d’EIC (N
= 48) et les chiens sains (N = 50). (B) Activité protéolytique fécale elastase-like en présence
d’un inhibiteur spécifique de I’élastase neutrophilique. HNE : Human Neutrophilic
Elastase ; CIE : Chronic Inflammatory Enteropathies ; *** : p < 0,001.
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Figure 23 : (A) Activité protéolytique fécale proteinase-3-like chez les chiens atteints
d’EIC (N = 48) et les chiens sains (N = 50). (B) Activité protéolytique fécale proteinase-3-
like en présence d’un inhibiteur spécifique de la protéinase-3. PR3 : protéinase-3 ; CIE :
Chronic Inflammatory Enteropathies ; *** : p < 0,001.

2.4 Synthése des résultats

L’analyse des profils d’activité protéolytique fécale chez le chien permet d’obtenir les
conclusions suivantes :

e Les chiens atteints d’EIC présentent une activité protéolytique fécale totale 5 fois
plus élevée que les chiens sains (p < 0,001).

e [’augmentation de I’activité protéolytique fécale totale chez les chiens atteints d’EIC
provient essentiellement de I’augmentation de I’activité des protéases a sérine (p <
0,001).

e Les chiens atteints d’EIC ne présentent pas de variation significative de 1’activité
protéolytique fécale de type protéases a cystéine et métalloprotéases.

e Par rapport aux chiens sains, les chiens atteints d’EIC présentent dans leurs selles (p
<0,001):

o Une activité trypsin-like 3,5 fois plus élevée,

o Une activité chymotrypsin-like 2,5 fois plus élevée,
o Une activité elastase-like 8 fois plus élevée,

o Une activité proteinase-3-like 4 fois plus élevée.
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3. DISCUSSION

3.1 Principaux résultats

3.1.1 Activité protéolytique totale et activité des protéases a sérine, des
métalloprotéases et des protéases a cystéine

Dans cette étude, nous montrons que 1’activité protéolytique fécale totale est significativement
(p <0,001) 5 fois plus élevée chez les chiens atteints d’EIC que chez les animaux sains. 1l est
intéressant de noter que parmi toutes les familles de protéases, ce sont les PS qui sont & I’origine
de augmentation de 1’activité protéolytique fécale totale chez les chiens atteints d’EIC au vu
de la réduction significative de cette activité en présence de PMSF, un inhibiteur spécifique des
PS. Ces résultats sont en adéquation avec les résultats obtenus par Maeda et al. qui rapportent
que D’activité protéolytique fécale des PS est significativement (P < 0,001) 2 fois plus élevée
chez les chiens atteints d’EIC que chez les chiens sains (Maeda et al. 2014). Les résultats
obtenus sont également en adéquation avec le fait que les PS ont été identifiées comme étant
les protéases responsables du déséquilibre protéolytique intestinal chez ’homme (Kriaa et al.
2020) (Fontani et al. 2017) (Jablaoui et al. 2020). Chez I’homme atteint de MICI, il est rapporté
que ’activité protéolytique fécale des PS est significativement (p < 0,001) 10 fois plus élevée
que chez les sujets sains (Jablaoui et al. 2020).

Concernant 1’activité protéolytique fécale des MMP et des protéases a cystéine, nos résultats ne
montrent aucune différence significative entre les chiens atteints d’EIC et les chiens sains. C’est
la premiére fois que ’activité des MMP et des protéases a cystéine est mesurée avec cette
méthode dans les échantillons fécaux de chiens atteints d’EIC. Cependant, Hanifer et al. ont
rapporté que le nombre d’échantillons présentant une activité¢ de la pro-MMP-2, de la pro-
MMP-9 et de la MMP-2 par zymographie était plus élevé dans la muqueuse des chiens atteints
d’entéropathie chronique que dans la muqueuse des chiens sains (Hanifeh et al. 2018). Chez
I’homme, I’activité protéolytique de la famille des MMP est significativement (p < 0,02) 3 fois
plus élevée dans le surnageant cellulaire de la muqueuse inflammée d’un patient atteint de MICI
par rapport a 1’activité dans le surnageant cellulaire de la muqueuse non inflammée du méme
patient (Pedersen et al. 2009). De plus, il a été rapporté que le niveau d’expression de I’ARNm
codant pour la cathépsine-L, une protéase a cystéine, est significativement (p < 0,05) 10 fois
plus élevé dans les macrophages intestinaux des patients atteints de MICI que dans ceux des
sujets sains (Menzel et al. 2006). L’activité des MMP et des protéases a cystéine n’ayant pas
été évaluée avec la méme méthode dans des échantillons fécaux humains ou canins chez des
individus atteints de MICI, nous ne pouvons pas comparer nos résultats.

3.1.2  Activité des protéases a sérine : trypsine, chymotrypsine, élastase
neutrophilique et protéinase-3

Afin d’identifier I’identité des PS impliquées dans 1’augmentation de 1’activité protéolytique
fécale totale chez les chiens atteints d’EIC, des substrats et inhibiteurs spécifiques ont été
utilisés pour étudier les activités trypsin-like, chymotrypsin-like, elastase-like et proteinase-3-
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like. A notre connaissance, c’est la premiere fois que ces activités sont mesurées et comparées
dans des échantillons fécaux de chiens atteints d’EIC et sains.

Dans cette étude, les chiens atteints d’EIC possedent une activité trypsin-like, chymotrypsin-
like, elastase-like et proteinase-3-like respectivement 3.5, 2.5, 8 et 4 fois plus élevée dans leurs
maticres fécales que les chiens témoins (p < 0,001). Ces résultats sont en adéquation avec ceux
observés chez I’homme (Jablaoui et al. 2020). En effet, Jablaoui et al. ont rapporté que ’homme
atteint de MICI posséde une activité trypsin-like, elastase-like et proteinase-3-like
respectivement 8, 6 et 5 fois plus €élevées dans ses selles que les sujets témoins. De plus, des
¢tudes utilisant d’autres méthodes d’analyse rapportent des activités trypsin-like 100 fois plus
¢levées dans le surnageant colique et les selles des hommes atteints de MICI par rapport aux
individus sains (Midtvedt et al. 2013) (Denadai-Souza et al. 2018). A notre connaissance,
I’activité protéolytique chymotrypsin-like n’a pas été évaluée chez I’homme souffrant de MICI.
Cependant, il a été rapporté que des taux de chymotrypsine plus importants sont retrouvés dans
les selles des patients atteints de la maladie de Crohn (van de Merwe et Mol 2009). Concernant
I’activité elastase-like, des études antérieures ont rapporté que 1’activité elastase-like était 3 a
100 fois plus élevée, respectivement, dans les échantillons fécaux et dans les biopsies de colon
des sujets malades par rapport aux sujets sains (Motta et al. 2012) (Bustos et al. 1998).

L’activité¢ de la cathépsine-G a été mesurée chez ’homme mais pas encore chez le chien.
L’activité de la cathépsine-G est significativement (p < 0,001) 7 a 14 fois plus élevée dans les
¢chantillons fécaux des patients atteints de MICI que dans ceux des sujets sains (Jablaoui et al.
2020) (Dabek et al. 2009). Il serait intéressant d’évaluer son activité chez le chien souffrant
d’EIC afin d’identifier si les mémes variations d’activité sont présentes chez le chien.

3.2 Validité des résultats

La majorité des publications en médecine vétérinaire portant sur les EIC chez le chien ont des
tailles de cohorte réduites (N < 50). La présente étude posséde une cohorte de 98 chiens (48
chiens atteints d’EIC et 50 chiens témoins) se rapprochant, voire dépassant les cohortes
observées dans les publications en médecine humaine. La puissance statistique de cette étude
est a priori suffisante pour valider I’interprétation des résultats obtenus.

3.3 Limites de I’étude

3.3.1 Origine des protéases

Bien que cette étude n'ait pas cherché a déterminer 1'origine de 'activité élevée des PS dans les
¢échantillons fécaux canins, il est important de noter que les PS de I'hdte et du microbiote
intestinal, dont les activités se superposent, peuvent é&tre impliquées. Des études
supplémentaires concernant 1’origine des protéases digestives ayant une activité augmentée lors
d’EIC chez le chien sont nécessaires afin de souligner I’importance du microbiote intestinal sur
I’homéostasie protéolytique.
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3.3.2 Lien avec l'inflammation digestive

Cette étude présente les profils d’activité protéolytique fécale des chiens atteints d’EIC sans
pour autant identifier un lien direct entre 1’augmentation de 1’activité protéolytique et
I’inflammation digestive. Aucun lien de cause a effet ne peut étre affirmé par la simple mesure
des activités protéolytiques.

Cependant, il est intéressant de noter que les PS peuvent activer les PAR, des récepteurs présents
sur I’ensemble des cellules du tractus digestif (cellules épithéliales, endothéliales, immunitaires,
musculaires, neuronales, etc.) (Vergnolle 2005). Les effets induits par I’activation de ces
récepteurs sont principalement pro-inflammatoires, pro-nociceptifs et prolifératifs (Vergnolle
2016). La trypsine et la protéinase-3 activent particulierement les PAR2 (Pontarollo et al. 2020)
(Vergnolle 2008) (Kong et al. 1997). L’activation du PAR2 induit une inflammation intestinale
notamment par I’induction de 1’expression de médiateurs pro-inflammatoires comme 1’IL-1 et
I’IL-8 et une douleur viscérale (Cenac et al. 2002) (Cenac et al. 2007) (Maeda et al. 2014). Ces
informations soulignent le role clé des PS dans l'inflammation digestive et le fait que le
déséquilibre protéolytique observé dans cette étude chez le chien est associé aux troubles
inflammatoires retrouvés dans les EIC.

D’autres études sont nécessaires afin de préciser le lien qui existe entre les PS et ’inflammation
digestive, et si I’augmentation de leur activité est corrélée a I’intensité de I’inflammation
digestive chez le chien.

3.3.3 Lien avec le score clinique

Cette étude n’étudie pas le lien entre les profils d’activité protéolytique fécale et la gravité
clinique des EIC chez le chien. Il serait intéressant d’étudier la corrélation entre I’augmentation
d’activité¢ des PS et le score clinique (CCECAI) chez les chiens malades. Maeda et al. ont
rapporté que I’augmentation de I’activité des PS est corrélée significativement (p = 0,0173) au
score CCECAI dans les feces des chiens atteints de MICI (Maeda et al. 2014).

D’autres études sont nécessaires afin de préciser le lien qui existe entre les PS et ’expression
clinique des EIC, et si ’augmentation de leur activité est corrélée a la gravité de la maladie chez
le chien.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans cette étude, 1’activité protéolytique totale et I’activité de quatre PS ont été mesurées dans
les échantillons fécaux des chiens atteints d’EIC pour étre comparées a celles mesurées chez
les chiens sains. Les chiens atteints d’EIC présentent une activité protéolytique fécale totale 5
fois plus élevée que les chiens sains (p < 0,001). L’activité protéolytique fécale totale est
principalement liée a I’activité des PS. Ces résultats sont en adéquation avec les résultats
observés antérieurement chez le chien et avec les résultats observés récemment chez 1’homme
atteint la maladie de Crohn ou de la rectocolite hémorragique.

Aucune différence significative n’a été observée entre les niveaux d’activité protéolytique
fécale des MMP et des protéases a cystéine entre les chiens atteints d’EIC et les chiens sains.

Les chiens atteints d’EIC posseédent des activités trypsin-like, chymotrypsin-like, elastase-like
et proteinase-3-like respectivement 3.5, 2.5, 8 et 4 fois plus élevées (p < 0,001) dans leurs
¢échantillons fécaux que les chiens sains. A notre connaissance, c’est la premicre fois que les
activités trypsin-like, chymotrypsin-like, elastase-like et proteinase-3-like ont été mesurées
dans le contenu fécal des chiens atteints d’EIC.

Les PS de 1'hdte et du microbiote intestinal, dont les activités se superposent, peuvent étre
impliquées dans les activités protéolytiques fécales mesurées. De plus, les profils d’activité
protéolytique fécale obtenus chez le chien atteint d’EIC ne permettent pas d’étudier le lien
précis qui existe entre 1’augmentation de 1’activité des protéases et I’inflammation digestive.
Des études supplémentaires sont nécessaires afin d’approfondir nos connaissances sur le role
de I’augmentation des activités protéolytiques sur 1’inflammation digestive et, par extension,
sur I’expression clinique de la maladie.

Cette ¢tude ouvre la voie a de futures études ayant pour but (i) d’approfondir nos connaissances
et notre compréhension de la pathogénie des EIC chez le chien, et par extension chez ’homme,
(i) de développer de nouvelles stratégies de traitement et de prévention reposant sur la
régulation des activités protéolytiques afin d’améliorer la prise en charge actuelle du chien
malade. Le rdle régulateur du microbiote intestinal par le biais des serpines qu’il produit étant
majeur, il est probable que les étapes a venir prévoient d’agir sur le microbiote intestinal pour
favoriser la production de serpines naturelles. Plus globalement, les études futures contribueront
de manicre significative a une meilleure compréhension des interactions présentes entre 1’hote
et son microbiote intestinal.

Ce travail démontre le fait que I’hdte et ses microbiotes ne font qu’un et illustre la notion
d’holobionte (€tre supérieur composé de 1’organisme eucaryote et de ses microbiotes).
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ANNEXES

Annexe 1 : Démarche diagnostique lors de troubles digestifs chroniques chez le chien en
consultation de Médecine interne au sein du CHUV d’Oniris de Nantes, d’aprés (Hernandez
2020).

Troubles digestifs chroniques (>3 semaines)
Diarrhee, vomissements, amaigrissement, anorexie, borborygmes, ..

y

Analyse coprologique
+
1lulf-E:lmiI“uE.ant'H:m empirique large spectre

AR

Score CECCAI modifié* bas («9) Score CECCAI modifié® élevé (> ou = 9)
Bon etot genéral, appetit conserve, poid Abottement, gmaigrissement, hypo/onorexie,
stoble, pos/peu de vomissements, .. orésence de vomissements, selles liguides, ...

hangements alimentaire P - — -
,:,fF"ﬂ Examen hemato-biochimigue sanguin

liment hyperdigestible, -1'!':
hypoallergénique, régim P,g.,z
‘éviction, ration ménagére, ...

PT/Alb, TLI, vitamine 812, cortizol basal, ...
Anamuolie specifigua :
IPE, Insuff Admale, _

Absrence d'aromalie ow

hypaathuminamia,

Traitement métronidazole | ¥ hypavitaminaze 512, anamie

Echographie abdominale

L &

* CCECAI modifié : ne tient pas compte de

Biopsies digestives
Valbuminemie cor inconnue 4 ce stode

Endoscopie ou laparoctomie
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Annexe 2 : Attestation de consentement pour le don de selles a remplir et signer par les
propriétaires des chiens.

D0l DON DE SELLES . e
CHU ETUDE MICROBIOTE )
e o SR Attestation de consentement L TR e s

En signant ce document, vous consentez a ce que les informations personnelles que vous nous avez confiées soient
conservées par Oniris dans 1’optique de pouvoir vous contacter si nos équipes médicales et/ou de recherche
souhaitent accéder a des informations concernant votre animal.

Les données collectées vous concernant seront conservées sous la responsabilité de la Directrice générale d’Oniris, Mme
Buzoni-Gatel, agissant en tant que responsable des données. Ces données seront conservées pendant une durée de 20 années
maximum et ne seront, en aucun cas, divulguées, transmises ou vendues a des tiers.
Conformément au Reglement (UE) du 27 avril 2016 dit Reglement général sur la protection des données (RGPD) et 4 la loi du
6 janvier 1978 modifi¢e dite Informatique et Libertés, vous étes en droit de/d” :

»  Accéder aux informations vous concernant ;

«  Demander la rectification de vos données ;

Retirer votre consentement & tout moment ;

. Demander [’effacement de vos données ;

«  Demander la portabilité de vos données ;

»  Solliciter la limitation des données ;

«  Vous opposer au traitement [des données].
Pour effectuer une ou plusieurs de ces actions, vous pouvez nous contacter par courrier d l’adresse suivante :
Oniris - Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de I’Alimentation A I’attention du Délégué a la protection des
données
CS 40706
101, route de Gachet
44307 NANTES Cedex 3
En cas de contestation, vous aurez la possibilité d’introduire une réclamation aupres de la CNIL (Commission Nationale
Informatique et Libertés).

Je soussigné,

NOM — PIENOIM & ..ottt et ene e

AATESSE o s

TEIEPNONE ..ottt .

NOom de 1"animal @ ....c..ooiiiiiiiiiieie et

S CE i e

Identification (ANIMAal/CIOVIS/ETUR): .......c.eoiiiiiiiieite ettt et e b bbbt nes

Agissant en tant que :

N Propriétaire de I’animal identifié ci-dessus,

N Représentant du propriétaire de I’animal identifié ci-dessus,
Reconnait et atteste avoir recu et compris 1’information sur le don de selle de mon animal. Je m’estime donc désormais
suffisamment éclairé(e) pour prendre une décision en toute connaissance de cause.

En conséquence, j’accepte de donner les selles de mon animal et de fournir les informations personnelles en
lien avec le don. J’autorise également les équipes de recherche d’Oniris et/ou leurs partenaires a utiliser les
données et les préléevements de mon animal de maniére anonyme dans le but d’améliorer I’état des
connaissances scientifiques sur le sujet et le développement de nouveaux outils diagnostiques et
thérapeutiques. Certaines avancées peuvent faire I’objet d’un dépdt de brevet. Je consens cependant a la
levée de I’anonymat si celle-ci est demandée par les autorités publiques.

Signature du propriétaire ou de son représentant :
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Eloise DEYGOUT

PROFIL D’ACTIVITE PROTEOLYTIQUE FECALE CHEZ LE CHIEN
ATTEINT D’ENTEROPATHIE INFLAMMATOIRE CHRONIQUE

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 02/09/2024

RESUME :

Les Entéropathies Inflammatoires Chroniques (EIC) sont des maladies fréquentes chez le chien. La
pathogénie des EIC résulte d’une combinaison de facteurs génétiques, environnementaux et
microbiens qui, ensemble, induisent une réponse immunitaire exacerbée chez 1’hdte. Bien que
I’origine des EIC reste inconnue, les voies de communication entre le microbiote et 1’hdte sont
activement étudiées afin d’améliorer notre compréhension de la pathogénie de ces maladies.
L homéostasie protéolytique est une des voies de dialogue microbiote-h0te et joue un réle dans la
genese de I’inflammation digestive. Pour explorer la place de cette voie chez le chien, 50 chiens
sains et 48 chiens atteints d’EIC ont été recrutés. L’activité protéolytique fécale totale et le profil
des activités protéolytiques ont été mesurés pour la premiere fois chez le chien. Les chiens atteints
d’EIC présentent une activité protéolytique fécale totale 5 fois plus élevée que les chiens sains
(statistiquement significatif). L’augmentation de 1’activité protéolytique fécale est principalement
due a l’activité des protéases a sérine. Les chiens atteints d’EIC présentent des activités
protéolytiques fécales de type trypsine (x3,5), chymotrypsine (x2,5), élastase neutrophilique (x8)
et protéinase-3 (x4) significativement plus élevées que les chiens sains. Ces résultats sont en
adéquation avec les résultats récemment observés chez I’homme atteint de la maladie de Crohn ou
de la colite ulcérative et ouvrent la porte au développement de nouvelles stratégies de traitement
visant a controler I’homéostasie protéolytique.

MOTS CLES :

- CHIEN

- ENTEROPATHIE INFLAMMATOIRE CHRONIQUE (EIC)

- MICROBIOTE GASTRO-INTESTINAL

- PROTEASES

- MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE L'INTESTIN (MICI)
- INFLAMMATION DE L'APPAREIL DIGESTIF

- ACTIVITE PROTEOLYTIQUE

- PATHOGENIE
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