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RESUME

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), qui comprennent les deux
principales formes, la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH), sont
caractérisées par une inflammation chronique et récurrente de la muqueuse intestinale,
ayant un impact considérable sur la qualité de vie. A I'heure actuelle, la prise en charge
thérapeutique de la MC n'est pas curative et un tiers des patients ne réagissent pas aux
traitements biologiques et aux immunosuppresseurs. Par conséquent, de nouvelles
stratégies pour traiter cette maladie sont fortement attendues. La dérégulation de
I'interaction entre d'une part les facteurs génétiques et le systeme immunitaire de I'héte, et
d'autre part le microbiote intestinal et les facteurs environnementaux, est impliquée dans le
développement des MICI. Cette perturbation entraine effectivement une augmentation de
la perméabilité intestinale et une inflammation persistante. Restaurer le microbiote
«dysbiotique» et les fonctions intestinales altérées représentent donc une thérapeutique
alternative intéressante. De ce fait, les probiotiques sont une option intéressante et ont été
utilisés avec succes chez des patients souffrant de pouchite et de RCH. Cependant, leur effet
protecteur est clairement souche-dépendant et plusieurs souches probiotiques bien
connues n‘ont pu conduire a un résultat clinique probant, en particulier chez les patients
souffrant de MC. Le décryptage des mécanismes moléculaires sera donc la clé pour
permettre une recommandation efficace des probiotiques dans le traitement ou la
prévention des MICI. La sélection de souches basée sur des critéres de sélection bien définis
et en utilisant des modeles bien maitrisés est indispensable a ce processus. L'objectif
principal de cette thése était de sélectionner des lactobacilles et des bifidobactéries parmi
une collection de souches francaises et libanaises, capables de présenter des propriétés
protectrices contre les MICI, en se concentrant sur leurs capacités immuno-régulatrices et
leurs capacités a renforcer la barriere épithéliale. Des approches in vitro ont été utilisées
pour sélectionner des souches ayant une activité anti-inflammatoire et également capables
d'améliorer la fonction de la barriere intestinale. Cinqg souches ont été identifiées
présentant des caractéristiques différentes, mais avec un potentiel thérapeutique élevé.
Deux souches se sont révélées hautement protectrices dans deux modeles différents de
colite aigué et de colite de bas grade. Nos résultats ont confirmé en outre I'hypothése selon
laguelle la capacité des souches a atténuer l'inflammation est en partie due a I'amélioration
de la barriere intestinale et a la restauration des protéines de jonction serrés.

Un nombre croissant d’études génétiques ont prouvé que l'autophagie peut affecter
plusieurs aspects de la réponse immunitaire des mugueuses, notamment via I’élimination
de bactéries intracellulaires, la sécrétion de peptides antimicrobiens, la production de
cytokines pro-inflammatoires et la présentation des antigenes. Par conséquent, I'autophagie
peut étre considérée comme un mécanisme de régulation clé impliqué dans Ia
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physiopathologie de la MC. Nous avons donc évalué la capacité des souches a activer cette
voie et montré que les souches sélectionnées étaient en effet capables d’induire une
activation de I'autophagie dans des cellules dendritiques murines. Nous avons démontré in
vitro que le blocage de I'autophagie pouvait diminuer la capacité des souches a induire la
sécrétion d'lIL-10, cytokine anti-inflammatoire et, inversement, a exacerber la sécrétion d'IL-
1B, cytokine pro-inflammatoire. Nous avons pu confirmer, a I'aide d'un modele murin de
colite, que la capacité protectrice d’'une souche impliquait la machinerie autophagique, et
nous avons pu mettre en évidence le role des cellules dendritiques dans ce processus. Nous
proposons donc que l'autophagie est un nouveau mécanisme par lequel les probiotiques
peuvent exercer leurs capacités immuno-régulatrices.

Mots clés : Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, Probiotiques, Autophagie,
Barriére épithéliale.
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ABSTRACT

Inflammatory bowel disease (IBD), including the two main types, Crohn’s disease (CD) and
ulcerative colitis (UC), is characterized by chronic, relapsing inflammation of the gut mucosa
with considerable impact on the quality of life. At present, the therapeutic management of
CD is not curative and one third of patients fails to respond to current biologicals and
immunosuppressive drugs. Therefore new strategies for treating this disease are imperative.

The deregulation of the normal interplay between the genetics and immune system of the
host on the one hand, and the gut microbiota and environmental factors on the other hand,
is known to be associated with the development of IBD, as this disturbance is leading to
increased intestinal permeability and persistent inflammation. Restoring the “dysbiotic”
microbiota and the impaired intestinal functions represent an attractive therapeutic
alternative. Probiotics represent therefore an interesting option and have been used quite
successfully in patients suffering from pouchitis and UC. However, their protective effect is
clearly strain-dependent and several well-known probiotic strains failed to fulfill the
expected clinical outcome, especially when applied in CD. Deciphering the molecular
mechanisms will be the key to the recommendation of probiotics for the treatment or
prevention of IBD. Selecting strains on well-defined selection criteria and using well-studied
models is indispensable to this process.

The main objective of this thesis was first to select lactobacilli and bifidobacteria from a
collection of French and Lebanese strains that exhibited protective properties against IBD,
focusing on their immunoregulatory capacities and their capacities to strengthen the
epithelial barrier.

In vitro approaches were used to select strains with anti-inflammatory activity and also able
to enhance intestinal barrier function. Five strains were identified with different
characteristics, but entailing a high potential for the management of IBD. Two strains, e.g.
were found to be highly protective in two different models of acute and low grade colitis.
Our results furthermore support the hypothesis that the capacity of the strains to alleviate
inflammation is in part mediated by the improvement of the intestinal barrier and the
restoration of tight junction proteins.

A growing number of genetic studies provided strong evidence that autophagy machinery
can affect several aspects of the mucosal immune response, including intracellular bacterial
killing, antimicrobial peptide secretion, pro-inflammatory cytokine production and antigen
presentation. Therefore, autophagy can be considered as a key regulator mechanism most
likely involved in the physio-pathogenesis of CD.
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We therefore evaluated the capacity of the strains to activate this pathway and showed that
the selected strains were indeed able to induce autophagy activation in dendritic cells. We
demonstrated in vitro that blocking the autophagy machinery can abolish the capacity to
induce the secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10 after immune cell stimulation,
while exacerbating the secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-1B. We could confirm,
using a murine model of colitis, that the protective capacity of the selected strains indeed
involves autophagy mechanisms, and we could highlight the role of dendritic cells in this
process. We therefore propose here that autophagy is a novel mechanism through which
probiotics can exhibit their immunoregulatory capacities.

Key-words: Inflammatory bowel disease, Probiotics, Autophagy, Epithelial barrier
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Chapitre 1 : Le systeme immunitaire du tube digestif

1.1. Structure du tube digestif

Le tractus digestif ou tractus gastro-intestinal est composé de plusieurs organes:
I'cesophage, I'estomac, l'intestin gréle et le gros intestin ou colon. Il joue un réle majeur
dans la digestion des aliments et I'absorption de I'eau, des nutriments et des électrolytes.
Avec une surface compris entre 200 et 300 m? chez ’homme, la mugqueuse intestinale
représente la principale surface d’échange entre le milieu extérieur et le corps humain.
Concernant l'intestin, il se divise en deux parties : l'intestin gréle et le colon qui se situent
dans la partie inférieure du tractus digestif et assure, en plus de sa fonction d'absorption,
une fonction de barriére (Figure 1).

APPAREIL DIGESTIF

langue
dent
pharynx
oesophage
foie estomac
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colon ascendant
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appendice
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Figure 1: Structure du systeme digestif chez I'homme

1.2. Anatomie et fonction de l'intestin

L'intestin gréle est un cylindre musculaire creux qui mesure de 4 a 7 metres de long et son
diametre est d’environ 5 cm. Il est composé de trois segments : |'iléon, le jéjunum et le
duodénum. La paroi intestinale est constituée de quatre couches : la muqueuse, la sous-
mugqueuse, la musculeuse et la séreuse allant respectivement de I'extérieur de la paroi vers
I'intérieur. La muqueuse intestinale présente des villosités et des cryptes augmentant la
surface de contact et améliorant ainsi 'absorption des nutriments au niveau de l'intestin
gréle (Figure 2) (Elgazzar, 2015).
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Figure 2: Anatomie de l'intestin (d’aprés Marieb et al., 1999)

Les villosités intestinales sont principalement constituées de cellules épithéliales polarisées
ou entérocytes constituant jusqu'a 80% des cellules. Les entérocytes assurent, la fonction
d’absorption des nutriments grace a la présence, a leur pdle apical, de microvillosités riches
en enzymes de digestion telles que des hydrolases (van der Flier and Clevers, 2009). Elles
sont reliées entre elles par des jonctions serrées créant ainsi une barriére étanche. Les
villosités intestinales présentent également des cellules caliciformes ou cellules de Goblet
sécrétant par exocytose le mucus dans la lumiéere intestinale. Celui-ci est constitué d’une
matrice de glycolipides et de glycoprotéines. Des cellules entéro-endocrines présentes en
plus faible quantité au niveau de l'intestin gréle jouent également un réle fondamental dans
la motilité gastro-intestinale et le contrdle de la prise alimentaire par la production
d’hormones telles que la sérotonine, la cholécystokinine, la sécrétine, la substance P, la
gastrine, la motiline, le glucagon et ses dérivés (GLP-1 et GLP-2) et la somatostatine (Hocker
and Wiedenmann, 1998). On trouve également en faible nombre des cellules Tuft dont le
role n’est pas encore trés bien connu, mais qui semble jouer un réle critique dans la
régulation des réponses immunitaires intestinale, notamment en produisant certaines
molécules nommées alarmines, telle que I'interleukine 25, connue comme essentielles pour
éliciter la réponse immune de type 2 impliquées dans la défense anti-parasitaire (Gerbe et
al.,, 2016). Au fond des cryptes se trouvent les cellules de Paneth qui sont notamment
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capables de secréter des peptides anti-microbiens. Les cellules de Paneth, qui sont de forme
pyramidale, ne migrent pas de la crypte vers les villosités mais restent au fond des cryptes
de l'intestin gréle. Par la production de peptides antimicrobiens tels que les a- et B-
défensines, le lysozyme, la lectine Regllly et la phospholipase A2, les cellules de Paneth
jouent un réle clé dans le maintien de I'homéostasie intestinale et de la régulation du
systeme immunitaire inné (Brandl et al., 2007; Salzman et al., 2007). Au niveau des cryptes,
les cellules les plus communes sont les cellules de crypte indifférenciées, qui sécrétent du
chlorure et de I'eau dans la lumiére intestinale. La crypte contient également des cellules
souches multipotentes qui ont un réle principale dans le renouvellement des cellules
(entérocytes, cellules caliciformes et entéro-endocrines) par un mécanisme de
différenciation et de migration vers la villosité (Sancho et al., 2003; van der Flier and
Clevers, 2009) (Figure 3).

Cellules de Paneth d .
Cellules entéro-endocrines

Figure 3: Les différentes types de cellules présentes au niveau de I'épithélium intestinal
(d’apres Liévin-Le Moal and Servin, 2013)

Le cOlon, appelé aussi gros intestin, est une structure tubulaire qui s'étend de la valvule iléo-
colique jusqu'a I'anus. Sa longueur est d’environ 1,5 métre et se compose du caecum, le
cOlon lui-méme et le rectum. Comme l'intestin gréle, la paroi du colon est constituée d'une
muqueuse, d'une sous-muqueuse, d'une musculeuse et d'une séreuse. Cependant, la
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muqueuse du cOlon ne présente pas de villosités. La fonction primaire du cblon est
d'absorber l'eau et les électrolytes de son contenu et d'éliminer les matieres fécales
(Elgazzar, 2015).

1.3. Perméabilité de I’épithélium intestinal

L'absorption des nutriments issus de I'alimentation est la premiére fonction de l'intestin. La
mugqueuse intestinale constituant une porte d’entrée pour les micro-organismes
potentiellement pathogenes, il est important qu’elle dispose d’'un mécanisme permettant le
passage des molécules d’intérét tout en limitant celui des microorganismes pathogénes et
autres molécules toxiques. L'interaction entre les cellules épithéliales de l'intestin est
importante pour maintenir l'intégrité de la barriére intestinale. Cette intégrité est assurée
par les desmosomes, les jonctions serrées et les jonctions adhérentes. Les jonctions serrées
sont principalement responsables du contréle de la perméabilité paracellulaire entre les
cellules épithéliales et permettent le passage des molécules en fonction de la taille des
pores, tandis que les desmosomes et les jonctions d'adhésion sont nécessaires pour la
communication et la liaison entre les cellules (Figure 4) (Suzuki, 2013).

Les jonctions serrées constituent de multiples complexes protéiques situés aux extrémités
apicales des membranes latérales des cellules épithéliales intestinales principalement au
niveau des villosités. Le passage paracellulaire de I'eau et des ions est régulé par les
jonctions serrées. Elles sont également connues comme barriére pour maintenir la polarité
cellulaire en bloquant la diffusion des lipides et des protéines entre les domaines apical et
basolatéral de la membrane plasmique (Farhadi et al., 2003; Turner, 2009). Quatre groupes
de protéines transmembranaires, I'occludine (Furuse et al., 1993), les claudines (Furuse et
al., 1998), la JAM (Junctional Adhesion Molecule) (Martin-Padura et al., 1998) et la
tricelluline (lkenouchi et al., 2005) ont été identifiés. Les domaines intracellulaires de ces
protéines transmembranaires interagissent avec des protéines d'échafaudage cytosoliques,
telles que les protéines ZO (zonula occludens). L'interaction de cytosquelette d'actine avec
les jonctions serrées est nécessaire pour maintenir leur fonction ainsi que leur structure. De
plus, l'interaction du complexe de jonctions serrées avec le cycle actomyosine permet la
régulation cytosquelettique de l'intégrité de la barriere (Figure 4).
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L'occludine est une protéine transmembranaire avec quatre régions liées a une boucle
intracellulaire et deux boucles extracellulaires. Une barriere entre les cellules est formée
grace a linteraction entre les boucles extracellulaires de l'occludine et les cellules
adjacentes. Le poids moléculaire est de 65 kDa (Furuse et al., 1993). Du c6té cytoplasmique,
I'occludine posséde une courte extrémité N-terminal et C-terminal plus long qui interagit
avec les protéines intracellulaires des jonctions serrées telles que les protéines ZO,
essentielles pour lier I'occludine au cytosquelette d'actine (Suzuki, 2013). L'occludine joue
un réle essentiel dans le contréle de la perméabilité et la structure des jonctions serrées
dans I'épithélium intestinal. L'importance de I'occludine dans le maintien et la formation des
jonctions serrées a été étudiée in vivo a I'aide de modeéles de souris déficientes pour
I'occludine et dans des modeles in vitro (cellules Caco-2). La déficience en occludine induit
une augmentation de la perméabilité paracellulaire des macromolécules, indiquant que
I'occludine est importante pour leur flux paracellulaire (Al-Sadi et al., 2011; Saitou et al.,
2000; Schulzke et al., 2005). Une déficience en occludine n'affecte pas la résistance dans des
modeles de culture de cellules épithéliales intestinales (Al-Sadi et al., 2011) ni la
perméabilité au mannitol chez la souris (Saitou et al., 2000; Schulzke et al., 2005),
cependant les souris déficientes présentent une inflammation chronique au niveau de
I'épithélium gastrique (Saitou et al., 2000) et une diminution de la sécrétion d'acides
gastriques (Schulzke et al., 2005). De plus, la diminution de l'expression de I'occludine
affecte I'expression d'une autre protéine des jonctions serrées, la claudine-2. L'occludine
joue donc un role important dans l'intégrité intestinale et est nécessaire pour la
maintenance et I'assemblage des jonctions serrées (Al-Sadi et al., 2011).
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1.3.2. Les claudines

Les claudines, qui composent une famille de 24 membres chez ’'Homme (Lal-Nag and Morin,
2009) sont considérées comme |'épine dorsale et le composant clé des jonctions serrées,
rendant ces protéines trés importantes pour l'intégrité intestinale. Leurs poids moléculaires
varient de 20 a 27 kDa (Suzuki, 2013). Les claudines possedent une boucle intracellulaire et
deux boucles extracellulaires avec une extrémité intracellulaire N-terminal courte et une
extrémité C-terminal longue qui interagit avec les protéines intracellulaires des jonctions
serrées telles que les protéines ZO (Groschwitz and Hogan, 2009; Van ltallie and Anderson,
2006). A travers les boucles extracellulaires, les claudines des cellules adjacentes
interagissent entre elles ou avec d'autres protéines, formant une barriere ou des pores pour
le passage des molécules sélectives dans les voies paracellulaires (Groschwitz and Hogan,
2009). Les claudines peuvent étre subdivisées en deux groupes: les claudines 1, 3, 4, 5, 8, 9,
11 et 14 formant une barriére et les claudines 2, 7, 12 et 15 formant des pores (Suzuki,
2013). Le niveau d'expression des claudines varie au long du tube digestif (John et al., 2011;
Suzuki, 2013). Les claudines formant des barrieres, telles que les claudines-1, 3, 4, 5 et 8
sont plus fortement exprimées dans le duodénum et le c6lon, tandis que dans l'iléon et le
jéjunum, ce sont les claudines qui forme des pores, telles que claudines-2, 7 et 12 qui sont
les plus exprimées puisque les nutriments sont principalement absorbés dans l'intestin
gréle, tandis que I'absorption est faible dans le cbélon. Des études récentes utilisant des
souris déficientes pour les claudines ont montré que les claudines jouent un réle important
dans le maintien de la barriere physique. De plus, Les claudines jouent un role essentiel dans
la sélection du passage des ions au travers des jonctions serrées (Groschwitz and Hogan,
2009; John et al., 2011).

1.3.3. Les protéines ZO (zonula occludens)

Les protéines de la famille ZO (ZO-1, 2 et 3) sont des protéines d'échafaudage multi-
domaines qui interagissent directement avec les protéines des jonctions serrées
transmembranaires telles que les claudines et I'occludine (Cording et al., 2013; Raleigh et
al.,, 2010). Les protéines de la famille ZO interagissent également avec le cytosquelette
d'actine et une variété d'éléments régulateurs de I'actine (Fanning et al., 2002; Fanning and
Anderson, 2009; Lee, 2015). Parmi les protéines ZO, la fonction et la propriété de ZO-1 ont
été bien étudiées. Par conséquent, il a été suggéré que les protéines ZO peuvent médier
I'assemblage des protéines des jonctions serrées au niveau du contact cellule-cellule. Elles
jouent aussi un réle essentiel dans la régulation de la structure des jonctions serrées (Lee,
2015). Les cellules déficientes en ZO-1 sont encore capables de former des structures
normales de jonctions serrées et ne présentent pas de perméabilité accrue, cependant, un
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retard évident dans I'assemblage d'autres protéines des jonctions serrées incluant
I'occludine et les claudines est observé, indiquant que les protéines ZO ont un réle essentiel
dans la contréle de I'assemblage des jonctions serrées (Umeda et al., 2004).

1.4. Le systeme lymphoide associé a I'intestin

La lamina propria et la muqueuse intestinale représentent le plus grand organe lymphoide
chez I'homme: le systeme lymphoide associé a I'intestin (GALT, Gut-Associated Lymphoid
Tissue). Ce dernier constitue la partie la plus complexe et la plus importante du systeme
immunitaire humain. Il est divisé en deux sites: les sites effecteurs et les sites inducteurs de
la réponse immunitaire. |l regroupe les lymphocytes intra-épithéliaux de la lamina propria
(sites effecteurs) et les ganglions mésentériques (MLN), les cryptopatches, les follicules
lymphoides isolés (ILF) et les plaques de Peyer (PP) (sites inducteurs) (Brandtzaeg and
Johansen, 2005; Chandran et al., 2003; Geddes et al., 2011).

Les PP sont retrouvées dans l'intestin gréle au niveau de la sous-muqueuse. Elles sont
constituées d’au minimum cinq follicules lymphoides. Ces structures ressemblent a des
ganglions lymphatiques. Elles comprennent un centre germinatif, composé de lymphocytes
B immatures qui vont se différencier principalement en plasmocytes producteurs
d’immunoglobulines A (IgA). Ces lymphocytes sont entourés par des zones inter-folliculaires
comprenant des lymphocytes T CD4" ainsi qu’une variété de cellules présentatrices
d'antigéne tels que les macrophages et les cellules dendritiques (DCs). Le c6té luminal des
PP est surmonté par des follicules (FAE, Follicle-Associated Epithelium) composées de
cellules cylindriques épithéliales. La principale caractéristique des FAE est la présence de
cellules M qui sont dérivées de cryptes adjacentes et possedent des microfolds spécialisés
(Ohno, 2016). Chez I'homme, Les cellules M ne possédent pas de microvillosités, mais des
microfibres sur la membrane au niveau du co6té apical. Ces cellules sont principalement
placées au niveau du dome des PP dans l'intestin gréle et font partie du GALT. Les cellules M
peuvent étre également retrouvées dans le célon (Miller et al., 2007). Les cellules M ne
semblent pas capables de reconnaitre les antigenes car ils n’expriment pas, ou peu, de
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMHII) (Neutra et al.,
1996). Leur role principal est de transporter les micro-organismes et les antigenes
intestinaux de la lumiére intestinale vers les cellules immunitaires tel que les DC, qui sont
des cellules présentatrices d'antigene qui vont ensuite permettre I'activation de cellules
immunitaires telles que les cellules B (Miller et al., 2007; Neutra et al., 2001). Les cellules M,
ainsi que les DC intraépithéliaux, sont importants pour la communication entre
I'environnement luminal et le systeme immunitaire (Figure 5) (Neutra et al., 2001).
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Les MNL sont constitués d'une couche extérieure comprenant des cellules B disposées en
follicules lymphoides (cortex) et d'une zone peuplée principalement de cellules T et de DC
(para-cortex). Les vaisseaux lymphatiques afférents apportent les antigénes intestinaux de
la lamina propria et de I'épithélium vers les ganglions mésentériques qui sont captés par les
DCs qui vont les présenter aux lymphocytes T effecteurs pour induire leur différenciation.
Les MLN jouent également un réle important dans la régulation des réponses humorales
puisque I'ablation de ces organes lymphoides augmente la réponse IgA vis-a-vis d’antigenes
(Figure 5) (Hahn et al., 2010).
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Figure 5: Représentation schématique du systeme lymphoide associé a I'intestin (d’aprés
Eberl, 2005)

1.5. Le systeme immunitaire intestinal

L'immunité est un systeme complexe permettant une protection contre les micro-
organismes pathogénes et les éléments exogenes. Ce systeme immunitaire se divise en
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immunité innée et adaptative. Le systeme immunitaire associé a I'intestin est I'objet d’'une
régulation complexe et possede une double fonction: (i) la défense anti-infectieuse qui
permet de limiter la prolifération des pathogénes et (ii) la tolérance vis-a-vis des antigenes
luminaux alimentaires et bactériens. En conditions physiologiques, l'interaction étroite
entre le contenu luminal et les cellules de I'immunité conduit a une réponse tolérogéne
favorisant la production d’IgA et la différenciation en lymphocytes T régulateurs (Treg),
capables de différencier des microorganismes pathogénes parmi les antigénes alimentaires
et ceux des bactéries commensales, conduisant a un équilibre immunitaire appelé
homéostasie intestinale.

1.5.1. Immunité innée

Le systeme immunitaire inné est un systéme de défense intrinséque notamment contre les
micro-organismes et les allergenes présents dans un organisme. Il est non-spécifique,
immédiat et représente la premiére ligne de défense contre les agents pathogenes et ne
confere pas une immunité durable. Cependant, il est rapide et essentiel dans I'élimination
de 99,9% des organismes pathogénes. Le systeme immunitaire inné est composé de
barriéres anatomiques, de récepteurs qui détectent les motifs structuraux conservés des
microorganismes et de multiples types de cellules immunitaires tels que polynucléaires
neutrophiles, macrophages, DCs, monocytes, cellules Natural Killer (NK) et les cellules
lymphoides innées (ILCs) qui permettent une réponse inflammatoire rapide et efficace
(Goldberg et al., 2015). Ces réponses immunitaires représentent non seulement la premiere
ligne de défense contre l'infection, mais aussi par la production de cytokines et la
présentation d'antigénes, elles aident a assurer la mise en place d’une protection
immunitaire spécifique par l'induction et I'activation des lymphocytes T et de la réponse
immunitaire adaptative (Geremia et al., 2014).

1.5.1.1. Les barriéres innées

La couche de mucus est la premiere barriere de défense contre les antigénes issus des
aliments, des microorganismes endogenes et iatrogenes (McGuckin et al., 2011). Le mucus
est produit par des cellules caliciformes et est principalement composé de mucines. Il est
constitué d'une couche interne et une couche externe. La couche interne est plus visqueuse
et forme ainsi une zone de protection proche des cellules épithéliales, riche en peptides
antimicrobiens dans laquelle la mobilité bactérienne est réduite, empéchant I'invasion par
les pathogenes. La couche externe du mucus est peu visqueuse et contient des mucines et
des peptides antimicrobiens. Cette couche est colonisée par des bactéries commensales qui
rentrent en compétition nutritionnelle avec les bactéries pathogénes. De plus, les bactéries
commensales vont occuper les niches et ainsi prévenir la colonisation par les bactéries
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pathogénes (Johansson et al., 2008; Swidsinski et al., 2007). La couche de mucus aide aussi a
prévenir les Iésions physiques de I'épithélium et a préserver la distance entre les antigenes
et les cellules épithéliales. Ce role a été démontré tout d’abord in vivo chez des souris
déficientes pour le gene muc-2, responsable de la production de certaines mucines. Ces
souris ont développé spontanément une colite (Van der Sluis et al., 2006a). La déficience en
protéine MUC2 est également associée au cancer colorectal chez ces souris. Les autres
acteurs de la barriére intestinale sont représentés par des actions mécaniques induites par
les mouvements péristaltiques de l'intestin et du colon, d’actions chimiques (pH acide,
enzymes, peptides antimicrobiens...) ainsi que par des barriéres physiologiques contre les
agents pathogénes.

Les peptides antimicrobiens (PAMs) sont sécrétés par les cellules de Paneth et les cellules
épithéliales pour assurer la défense de I'organisme vis-a-vis des pathogénes et contréler la
colonisation des bactéries commensales. Les PAMs intestinaux comprennent l'alpha- et la
béta-défensine, les cathélicidines, les lectines de type C et I'angiogénine (Klag et al., 2013).
Les défensines sont des antibiotiques endogénes qui agissent contre les champignons,
bactéries, virus et protozoaires et constituent la famille principale des peptides
antimicrobiens la plus exprimée et abondante dans l'intestin (Zasloff, 2002). Ce sont de
petites molécules chargées positivement, de poids molécules compris entre 2 et 6 kDa qui
possédent dans leurs structures un ou plusieurs ponts disulfure (Boman, 1995). Les
défensines peuvent directement perturber la structure microbienne chargée négativement
par liaison cationique et également protéger contre l'invasion microbienne (Chu et al,,
2012). Les PAMs sont plus concentrés dans la couche muqueuse interne qui maintient ainsi
sa stérilité, par rapport a la couche muqueuse externe qui contient les bactéries
commensales.

1.5.1.2. Les Récepteurs de 'immunité innée

Les « Pattern Recognition Receptors » (PRR)

La reconnaissance des PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns) ou MAMP
(Microbe-Associated Molecular Patterns) qui sont des motifs moléculaires conservés
associés aux agents pathogénes/microbiens par les récepteurs de reconnaissance des
pathogénes PRR (Pathogen Recognition Receptors) induit l'initiation de la réponse
immunitaire innée. Les PRRs sont aussi impliqués dans la reconnaissance des DAMP
(Damage-Associated Molecular Patterns) qui sont des signaux de danger non-microbiens.
Les PRR sont regroupés en plusieurs grandes familles : les TLR (Toll-Like Receptor), les NLR
(Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD) -like receptors), les RLR (Retinoic acide-
inducible gene-L-like Receptors) et les CLR (C-type Lectin Receptors). Ces PRRs peuvent étre
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exprimés par les macrophages, les cellules épithéliales intestinales, les DCs, les cellules
lymphocytaires et les cellules stromales. L'activation des PRRs favorise notamment la
maturation des cellules présentatrices d'antigenes et provoque une cascade de réactions
conduisant a I'activation de voies de signalisation intervenant dans l'inflammation et la
réponse anti-microbienne permettant ainsi de restaurer ’homéostasie intestinale. De plus,
ils conduisent a l'activation de l'immunité adaptative.

Les TLR (Toll-Like Receptor)

Les TLRs sont des glycoprotéines transmembranaires qui sont caractérisées par un domaine
extracellulaire présentant un nombre variable de motifs répétés riches en leucine (Leucine-
Rich Repeats « LRR ») et un domaine intracellulaire effecteur TIR (Toll/IL-1 Receptor) qui
reconnait les composants membranaires associées a des agents pathogénes extracellulaires
(Geremia et al., 2014). La stimulation des TLRs par des antigénes ligands microbiens conduit
a la production de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires, de peptides
antimicrobiens et d'interférons (IFN) de type 1, ainsi que d’autres effecteurs permettant a
I’h6te de lutter contre les pathogénes. Lorsque les TLRs sont activés, différentes molécules
adaptatrices transmettent les signaux dont MyD88 (Myeloid Differentiation primary
response 88) qui est l'adaptateur principal, cependant l'activation peut étre MyD88
dépendante ou indépendante (Figure 6). Il s’en suit une activation d’autres molécules dont
des kinases qui vont conduire a I'induction ou a la suppression de génes qui orchestrent la
réponse immunitaire. Les cellules présentatrices d'antigénes activées par les TLRs jouent un
role essentiel dans l'activation du systéme immunitaire adaptatif et des lymphocytes T par
une co-stimulation. Dix types de TLRs ont été trouvés chez I'homme. Parmi ceux-ci, les TLRs
2, 3, 4 et 5 ont un réle important au niveau de l'intestin (Abreu et al., 2005; Szebeni et al.,
2008; Testro and Visvanathan, 2009). Les TLRs 2, 4 et 5 sont présents au niveau de la
membrane plasmique, tandis que TLR3 est intracellulaire. Le TLR2 détecte les composants
de surface des bactéries a Gram positif, des mycobactéries et des champignons, tandis que
le TLR4 reconnait surtout les lipopolysaccharides (LPS) de la paroi des bactéries a Gram
négatif, induisant ainsi I'expression de genes inflammatoires par la voie NF-kB (Facteur
Nucléaire kappa B) (Medzhitov, 2007) et la libération de cytokines pro-inflammatoires tels
que le TNF-a, IL-1, IL-6 et IL-8. Le TLR4 reconnait également les ligands endogénes libérés
pendant le stress cellulaire ou la nécrose (Testro and Visvanathan, 2009). Le TLR3 détecte
les ARN viraux double brin, générés au cours de la réplication du virus et le TLR5, situé sur
les surfaces basolatérales de I'épithélium intestinal, reconnait la flagelline (Testro and
Visvanathan, 2009). Il a été démontré que la signalisation TLR dans l'intestin intervient dans
la prolifération des cellules épithéliales (Fukata et al., 2009, 2006), la production d'IgA
(Shang et al., 2008), le maintien des jonctions serrées (Cario et al., 2004) et I'expression des
peptides.
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Figure 6: Les voies de signalisation et les adaptateurs utilisés par les TLRs (d’apreés Liu et
al., 2007)

Les NLRs (NOD-like receptors)

Les NLRs sont composés de récepteurs intracellulaires caractérisés par un domaine NOD et
comprennent une séquence riche en leucine LRR responsable de la reconnaissance des
ligands et des motifs microbiens (Zhong et al., 2013). Un domaine central NOD permet la
liaison des nucléotides et I'auto-oligomérisation, et le domaine N-terminal, qui possede des
domaines d’interaction protéine-protéine comme les domaines de recrutement des
caspases (CARD), le domaine BIR (Baculovirus Inhibitor of apoptosis protein Repeat) et le
domaine pyrine (PYD), est impliqué dans l'initiation de la signalisation. Certains NLRs tels
gue NOD1, NOD2 et NLRC4 reconnaissent des motifs microbiens, d’autres tels que NLRP1 et
NLRP3 détectent des signaux de danger.

Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein (NOD)

Les récepteurs NOD1 et NOD2, apres interaction avec la sérine thréonine kinase, peuvent
activer les voies de signalisation NF-kB et MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). Le
récepteur NOD2 détecte le muramyldipeptide (MDP), motif conservé de la paroi (du
peptidoglycane) des bactéries a Gram-positif et Gram-négatif. Le récepteur NOD1, reconnait
lui plus spécifiguement le y-d-glutamyl-meso-diaminopimelic acid, dipeptide issus de la
dégradation du peptidoglycane des bactéries a Gram négatif. Aprés reconnaissance des
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ligands, les protéines NOD vont s’activer, rompant leurs liaisons intra-protéiques en
s’associant avec la kinase RIP2 par l'intermédiaire de leurs domaines CARD, ce qui conduit a
I'activation de la voie de signalisation NF-xkB et induit la production de cytokines
inflammatoires (Girardin et al., 2003; Zhong et al., 2013). Les cellules de Paneth et les
monocytes sont caractérisés par une forte expression de NOD2, impliqué dans la production
des peptides anti-microbiens (Lala et al., 2003). En présence d'une mutation du gene NOD2,
I'expression des défensines est ainsi diminuée (Wehkamp et al., 2005).

Inflammasomes

Les inflammasomes sont des complexes multimoléculaires formés par certains membres de
la famille des NLR, telles que NLRC4, NLRP1 et NLRP3. Ces structures sont assemblées en
réponse a des stimuli endogéenes et microbiens pour lutter contre les perturbations de
I'homéostasie cellulaire. Lors d’un stimulus inflammatoire, telle que la reconnaissance de
ligands bactériens par les TLRs ou NLRs, I'activation conduit a la synthése de pro-IL-13 et de
pro-IL-18 et le recrutement de la protéine adaptatrice ASC (Apoptosis Associated Speck-like
protein Containing a CARD) et de la pro-Caspase 1. Cette derniére se trouve alors clivée en
caspase-1 active, capable de cliver les cytokines pour induire la maturation des deux
cytokines pro-inflammatoires, I'IL-1B et I'IL-18 qui vont favoriser le recrutement de cellules
phagocytaires, I'angiogenése, la réparation épithéliale, et la régulation des cytokines et des
chimiokines par d'autres cellules sur le site de la lésion (Franchi et al.,, 2012). Les
inflammasomes jouent donc un réle important pour controler les interactions hote-
microbiote (Levy et al., 2015) et des signaux cytokiniques. Ils sont également impliqués dans
la mise en place d’une mort cellulaire spécifique, la pyroptose.

1.5.1.3. Les cellules du systeme immunitaire inné

Les cellules impliquées dans le systéme immunitaire inné sont les neutrophiles et autres
granulocytes, les macrophages, les cellules NK, les cellules lymphoides innées et les
mastocytes (Figure 7). Les macrophages et les cellules dendritiques font la liaison entre
I'immunité innée et I'immunité adaptative en raison de leur double role dans la sécrétion
des cytokines qui stimulent les cellules immunitaires innées et permettent le recrutement
des monocytes, des neutrophiles, des macrophages et des cellules NK et NKT (Natural Killer
T) mais ont surtout un réle en tant que cellules présentatrices d'antigénes, capables ainsi de
présenter des antigenes aux cellules T dans le contexte du CMH et d’induire leur
polarisation.
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Figure 7: Les cellules du systéeme immunitaire inné et adaptatif

Les cellules lymphoides innées (ILCs)

Les ILCs relient le systéme immunitaire inné et adaptatif et aident a maintenir l'intégrité de
la barriére intestinale. Les ILCs s'accumulent dans les tissus des muqueuses et produisent
des cytokines. Ces cellules ne possedent pas de récepteurs spécifiques d'antigénes
recombinants, ni de marqueurs phénotypiques classiques (Goldberg et al., 2015). Elles sont
regroupées en fonction de I'expression de facteurs de transcription et de cytokines (Spits et
al., 2013). Les ILCs du groupe 1 (cellules ILC1 et cellules NK) dépendent du facteur de
transcription T-bet (Bernink et al., 2013). Elles sont caractérisées par leur capacité a
produire des cytokines associées aux profils Thl ou Th17 (respectivement, T-helper cells 1 et
17), notamment de I'IFN-y. Les ILCs du groupe 2 (ILC2) dépendent du facteur de
transcription GATA3 (GATA binding protein 3) et RORa (Retinoic acid receptor-related
Orphan Receptor) pour leur maturation et produisent des cytokines associées au profil Th2,
notamment I'lL-4, I'IL-5, I'IL-13 (Hoyler et al., 2012; Moro et al., 2010). Les ILCs du groupe 3
(ILC3 et LTi-like ou Lymphoid Tissue-inducer) dépendent du facteur de transcription RORyt
mais également de I'lIL-7 pour leur maturation (ou différenciation) et produisent de I'lL-17,
de IL-22 et IL-23) (Spits et al., 2013). Les ILCs sont impliquées dans la protection des
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mugueuses contre les infections bactériennes, parasitaires, virales et fongiques (Goldberg et
al., 2015).

Les ILCs ont un réle important dans les réponses immunes au niveau des muqueuses,
interagissant notamment avec le microbiote. Elles participent au maintien de la tolérance et
peuvent répondre rapidement aux infections et aux dommages tissulaires. Elles ont donc un
role clé dans la régulation de I’'homéostasie et le controle de la barriéere intestinale. Leur
activation chronique peut néanmoins conduire a une inflammation chronique et de ce fait
participer au développement des MICI (Peters et al., 2016).

Les cellules présentatrices d’antigénes (APCs)

Les APCs sont des cellules capables de capturer, transporter et présenter des peptides
antigéniques associées aux molécules du CMH de classe Il a des cellules T auxiliaires (telles
que Thl ou Th2). Les APCs professionnelles (principalement les DCs, mais également les
macrophages et les lymphocytes B) sont également capables de délivrer des signaux de co-
stimulation tels que I'activation de récepteurs cellulaires ou la production de cytokines,
notamment suite a l'activation par des PRRs, ce qui va jouer un role essentiel dans
I'initiation et la modulation des réponses induites par les lymphocytes T. Ces cellules
existent normalement dans un état tolérogéne et sont essentielles au maintien de
I'homéostasie (Geremia et al., 2014).

Les cellules dendritiques (DCs)

Les DCs sont des APCs qui du fait de leur grande capacité migratrice, vont transporter les
antigenes des tissus périphériques vers les organes lymphoides secondaires tels que les
ganglions lymphatiques mésentériques et les plaques de Peyer, afin de présenter des
antigenes aux lymphocytes T (Voedisch et al.,, 2009). lls représentent le lien entre
I'immunité innée et adaptative en régulant la réponse immunitaire innée et par la
production des cytokines qui peuvent recruter les autres cellules immunitaires et orienter la
réponse immunitaire vers des réponses de type régulatrice, Th1l, Th2 ou Th17 (Figure 8)
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Figure 8: Polarisation des lymphocytes T naifs aprés interaction avec les cellules
dendritiques

Les DCs représentent une population hétérogene de cellules différant sur le plan
phénotypique et fonctionnel, comprenant notamment les DCs conventionnelles (cDCs)
CD11c’ CD123"Y et les DCs plasmacytoides (pDCs) CD11c®" CD123"8" présentent a I'état
basal dérivant d’un méme progéniteur hématopoietique (DCP, common-Dendritic Cell
Progenitor) et les DCs qui dérivent des monocytes (MoDC), recrutées en cas d’inflammation
(Merad et al.,, 2013). Les cDC sont celles qui sont considérées comme les APC
professionnelles, capables de secréter de I'IlL-12 et d’exprimer des molécules de co-
stimulation et de ce fait d’activer les lymphocytes T. On distingue deux sous-populations de
cDC, cDC1 et cDC2. Les cDC1 (CD8a ou CD103") expriment le TLR3, le CD24 et CXR1 et ont
une forte capacité a sécréter de I'lL-12, conduisant ainsi a la polarisation des Th1. Les cDC2
n’expriment ni CD103 ni CD8a et sont caractérisées par I'expression de I'intégrine CD11b et
de SIRPa (ou CD127a). Elles prédominent dans les tissus et sont plus efficaces dans
I'interaction avec les cellules T CD4+, notamment Th2 et Th17. Elles restent cependant
difficilement distinguables des macrophages, mais de nouveaux marqueurs ont récemment
été décrits permettant d’améliorer leur discrimination. Les pDC se caractérisent par le
marqueur BDCA-2 (ou siglec-H chez la souris) et ont une grande capacité a produire de
I'interféron a, en cas d’infection virale (Reizis et al., 2011). On trouve également des DCs
particuliéres au niveau de la peau (cellules de Langerhans). Les DCs sont recrutées grace a la
libération de diverses chimiokines selon le type de cellules, tels que le GM-CSF
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(Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor), MIP-3a. (Macrophage Inflammatory
Protein-3a) ou CCL-20. Le GM-CSF est un facteur de croissance impliqué dans la
différenciation des précurseurs hématopoiétiques et permet la différenciation de DCs in
vitro a partir de monocytes murins ou humains ou de cellules précurseur isolées de moelle
osseuse. Le MCSF est aussi crucial pour le développement des DCs ainsi que le Flt3-L (Fms-
Like tyrosine 3-Ligand).

Les cellules Natural Killer (NKs)

Les NKs sont des acteurs essentiels dans la réponse immunitaire innée. Elles sont
spécialisées dans la lyse des cellules infectées par des virus et des cellules cancéreuses. Elles
sont capables d'activer les macrophages et de stimuler la maturation des DCs par la
production de cytokines telles que I'lFN-y et le TNF-a, permettant de tuer les cellules
infectées.

1.5.2. Immunité adaptative

La réponse innée permet d’éliminer 99,9% des agents pathogenes causant l'infection mais
pour les 0,1% restant, 'immunité adaptative est nécessaire. Contrairement a l'immunité
innée, le systéme immunitaire adaptatif développe des réponses spécifiques aux antigenes
faisant intervenir la mémoire immunitaire contre cet antigene et cette réponse peut
prendre quelques jours pour sa mise en place.

Les lymphocytes T, cellules clé de I'immunité adaptative, reconnaissent les antigenes
présentés sous forme de peptides antigéniques au niveau de leur récepteur T spécifique
(TCR) associés aux molécules du CMH et se distinguent en deux classes en fonction de la
molécule accessoire qu’ils expriment. Pour générer des lymphocytes T CD8" cytotoxiques,
les DC présentent I'Ag peptidique associé a une molécule CMH de classe I. Les lymphocytes
T CD4" (lymphocytes T auxiliaires ou T helper Th) reconnaissent généralement des antigénes
apprétés par les molécules du CMH de classe Il. Leur différenciation et leur prolifération
constituent une étape cruciale pour la mise en place d’'une réponse immunitaire adaptative
efficace. Leur activation se fait grace a 3 signaux qui vont orienter différemment leur
polarisation en lymphocytes T effecteurs (Th1, Th2, Th17) ou régulateurs (Treg):

1) la reconnaissance de I'antigéne par le récepteur T,

2) I'expression de molécules de co-stimulation par I’APC (tels que CD40, CD80et CD86) et

3) I'environnement cytokinique (Choy et al., 2017; Kapsenberg, 2003; Pulendran et al., 2008)
(Figure 8).
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Les lymphocytes T CD4" de type Th1l sont activés principalement par la présentation
d'antigénes d’agents infectieux tels que les bactéries, virus et champignons, induisant ainsi
la libération des cytokines pro-inflammatoires comme I'lFN-y qui conduisent a I'activation
des facteurs de transcription comme T-bet (Raphael et al., 2015). Les cytokines
caractéristiques sécrétées par les cellules Thl activées sont I'IFN-y, le TNF-a et I'IL-12
(Raphael et al., 2015). L'activation des lymphocytes T CD4" de type Th2 est principalement
induite par la sécrétion d'IL-4, qui conduit a l'activation de STAT6, et a l'activation d'un
facteur de transcription GATA3 (Kmie¢ et al., 2017; Raphael et al., 2015). Les cytokines
caractéristiques libérées par les cellules Th2 sont I'IL-4, I'IL-5, I'IL-13, I'IL-21 et I'IL-25. Les Th2
vont favoriser la production d’anticorps de type IgE par les lymphocytes B et |'activation
d’autres cellules immunitaires impliquées dans la réaction allergique. La réponse Th1l7 se
produit en absence d'IL-4 et d’IL-12 et en présence d’IL-6, d'IL-23, d'IL-1B et de TGF- (Jager
and Kuchroo, 2010). Elle est médiée par l'activation de STAT3, et se caractérise par la
sécrétion d'IL-17 et d’IL-22. Les lymphocytes T CD4" Th17 sont associés a des pathologies
auto immunes et inflammatoires (dont la maladie de Crohn) mais jouent également un role
crucial dans la défense de I’hGte contre les agents pathogénes ainsi que dans la fonction
barriere de I'épithélium intestinal. Les lymphocytes T CD4" Th22 sont polarisés suite a
I'activation de STAT3 par I'lL-6 et le TNF-a, et sont une source majeure d’IL-22 et produisent
également de I'lL-13, mais pas d’IL-17, contrairement au Th17. Leur r6le reste mal connu,
mais ils sont impliqués dans la pathogénése de désordres auto-immuns et inflammatoires,
notamment d’allergies cutanées. Des travaux contradictoires indiquent également que ces
cellules peuvent exercer des activités anti-inflammatoires, notamment dans les allergies
respiratoires (Tamasauskiene and Sitkauskiene, 2018). Les lymphocytes T régulateurs (Treg)
sont impliqués dans les réponses immunosuppressives permettant le maintien de la
tolérance et le controle de la réponse immunitaire en régulant la fonction des cellules T
effectrices Thl, Th2 et Th17. lIs controlent également la maturation des DCs par la libération
de cytokines immunosuppressives tels que I'lL-10 et le TGF-B permettant ainsi le contréle
des réponses inflammatoires et le maintien de I'homéostasie intestinale. Il joue un role
important dans la prévention des réponses anormales vis-a-vis du microbiote intestinal. Les
lymphocytes T régulateurs représentent une population hétérogene, séparée en 2 groupes
en fonction de leur ontogénie, les Treg d’origine thymique ou Treg naturels (nTreg CD4"
FoxP3") et les Treg inductibles (Trl ou Th3) qui se développent a partir des cellules CD4" en
périphérie. Les nTreg sont caractérisés par une forte expression de la chaine a du récepteur
a I'lL-2 (IL-2R ou CD25) et du facteur de transcription FoxP3 qui est essentiel pour le
développement et la fonction des cellules Treg (Lu et al., 2017). Les Treg FoxP3" sont des
cellules trés plastiques qui peuvent s’adapter a I'environnement et exprimer des facteurs
spécifiques d’autres populations cellulaires, tel que T-bet ou Stat3. Une petite proportion
peut exprimer RORyt et produire de I'IL-17 tout en conservant leur propriété
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immunosuppressive. Les Trl d’origine extra-thymique produisent de grande quantité d’IL-10
et sont capables d’inhiber lI'inflammasome (Yao et al., 2015), alors que les Th3 se
caractérisent par leur capacité a produire du TGFp.

Les lymphocytes B se différencient au niveau de la moélle osseuse a partir d’'un progéniteur
lymphocytaire commun (CLP). Aprés maturation elles vont exprimer leur récepteur
spécifique (BCR) qui tout comme le TCR, leur permettront de reconnaitre des antigénes
spécifiques, de s’activer et faire ainsi face a des réarrangements de génes permettant
d’augmenter la diversité des immunoglobulines (Ig) et de se différentier en plasmocytes,
cellules capables de sécréter différentes classes d’anticorps ou immunoglobulines (IgM, 1gG,
IgD et IgA) impliqués dans la réponse humorale spécifique. Les lymphocytes B intestinales se
différencient en cellules plasmatiques secrétant principalement des IgA (Cerutti, 2008;
Cerutti and Rescigno, 2008). Les IgA sont les anticorps les plus abondamment produits dans
le corps humain et représentent 75% des Ig de la muqgueuse intestinale. lls permettent de
controler la colonisation microbienne et la composition du microbiote ainsi que l'inhibition
de la pénétration des antigénes nocifs a travers la barriere épithéliale (Brandtzaeg, 2007;
Corthésy, 2010). La majorité des plasmocytes intestinaux a IgA proviennent de plasmocytes
sensibilisés au niveau des plaques de Peyer. Les IgA interagissent ensuite avec le récepteur
aux immunoglobulines polymériques a la surface basolatérale des cellules épithéliales et
sont ensuite transportées vers la face apicale dans la lumiére sous forme de dimeére associé
a une piece sécrétoire (IgA sécrétoire, slgA) (Kaetzel, 2005) qui confére aux sIgA une
protection contre les enzymes protéolytiques. Les slgA bloquent les bactéries et virus
pathogénes et les toxines en reconnaissant des épitopes spécifiques et favorise ainsi leur
phagocytose (Pabst, 2012). Les DCs peuvent échantillonner des bactéries du microbiote et
induire la production d’IgA spécifiques par les cellules B, limitant ainsi la pénétration de ces
bactéries au travers de I'épithélium (Hooper and Macpherson, 2010). lls aident a limiter
I'inflammation qui peut résulter de la grande charge bactérienne dans la lumiére intestinale.
De plus, I'lL-10 produite par les lymphocytes B «régulateurs» est importante pour générer
des cellules Treg muqueuses et prévenir les maladies auto-immunes et les maladies
inflammatoires (Amu et al., 2010; Tadmor et al., 2011). De méme, ces cellules produisant
également du TGF-B peuvent jouer un rble important dans la prévention des réponses
inappropriées aux allergénes alimentaires (Lee et al., 2011; Liu et al., 2013).
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Chapitre 2 : Les maladies Inflammatoires Chroniques de
I’Intestin (MICls)

2.1. Généralités

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICIs) sont caractérisées par la
présence de lésions inflammatoires pouvant toucher tout ou une partie du tube digestif. Les
MICls peuvent survenir a tout age mais elles touchent plus fréquemment des personnes
relativement jeunes ayant entre 20 et 40 ans. La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite
hémorragique (RCH) sont les deux principales formes de MICI. L'étiologie des MICI est
encore inconnue mais les études récentes indiquent que ces maladies inflammatoires
chroniques sont multifactorielles. Des facteurs génétiques, environnementaux et
microbiologiques peuvent étres les causes principales des MICls. Les MICI sont des
pathologies idiopathiques chez les individus génétiquement prédisposés, mettant en cause
un déséquilibre du systeme immunitaire et une composition modifiée du microbiote,
également connu sous le nom de dysbiose.

2.2. Epidémiologie des MICls

La fréquence des MICIs a augmenté en Europe de I'Ouest et en Amérique du Nord ces
dernieres décennies (Loftus, 2004; Munkholm et al., 1992). Cette augmentation pourrait
étre liée a une plus grande sensibilisation, a une meilleure connaissance des maladies et une
amélioration de leur enregistrement au niveau mondial. Ceci peut s’expliquer par le fait que
I'acceptation de I'endoscopie comme principale procédure diagnostique au niveau
international est assez récente, permettant de diviser I'historique en une période pré-
endoscopique avant 1970, une période endoscopique précoce entre 1970 et 1990,
caractérisée par une grande hétérogénéité entre les études, et une période post-
endoscopique depuis 1990 environ. Cette derniére période a permis une distribution
généralisée des équipements et des compétences en endoscopie et de ce fait a contribué a
harmoniser les procédures de diagnostic entre tous les pays. Depuis lors, la plupart des
études internationales ont été réalisées selon des définitions et des critéres de diagnostic
communs (Lennard-Jones, 1989). L'incidence annuelle de la RCH varie de 0 a 19,2 pour
100.000 en Amérique du Nord et de 0,6 a 24,3 pour 100.000 en Europe, ce qui correspond a
une prévalence de 37,5 a 248,6 pour 100 000 et de 4,9 a 505 pour 100 000 respectivement.
La MC est similaire (0-20,2 pour 100 000 en Amérique du Nord, 0,3-12,7 pour 100 000 en
Europe).

Dans une zone géographique définie, les taux d'incidence restent hétérogénes. Au Canada,
un gradient Est-Ouest a été démontré au niveau national (Bernstein et al., 2006). Un registre
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basé sur la population du Manitoba au Canada a en effet démontré que les taux d'incidence
des MICls sont parmi les plus élevés au monde (Bernstein et al., 2006). En Europe, de
grandes différences ont été signalées en ce qui concerne la variation de la fréquence des
MICls entre les pays et leurs régions. Les taux d'incidence les plus élevés du nord et du sud
de I'Europe ont été observés respectivement dans les iles d'Islande et des Tles Féroé et dans
les Tles de Crete, de Sicile et de Majorque (Baumgart, 2017). En Gréce, la Créte a montré une
incidence nettement plus élevée de MICI par rapport a Joannina dans le Nord (Baumgart,
2017). Une incidence similaire en Sicile par rapport au Nord de I'ltalie a été rapportée
(Baumgart, 2017). En France, une incidence et une prévalence plus élevées dans le Nord ont
été signalées (Nerich et al., 2006). Dans les pays considérés comme ayant une incidence
élevée de MICI, certaines populations présentent une incidence nettement réduite par
rapport a la population générale (Bernstein et al., 2011). L’incidence des MICls peut varier
selon les ethnies, suggérant un rble des facteurs génétiques et environnementaux
(Heresbach et al., 1998; Kurata et al., 1992; Victoria et al., 2009).

Les pays en développement signalent de facon générale une plus faible prévalence des
MICls, qui cependant semble augmenter dans plusieurs pays, telles que I'Inde et la Chine, en
parallele a leur industrialisation (Desai and Gupte, 2005; Zheng et al., 2005). De plus, des
études ont démontré que les personnes qui immigrent d’une région a faible prévalence vers
une région ayant une prévalence plus élevé, pourraient présenter un risque accru de
développer une MICI, en particulier chez les enfants de premiéere et deuxiéme génération
(Bernstein and Shanahan, 2008; Desai and Gupte, 2005).

Au Liban, une prévalence en fonction de I'dge montre de 53,1 pour 100 000 personnes pour
la MC et de 106,2 pour 100 000 pour la RCH. L'incidence annuelle moyenne était de 4,1 pour
100 000 personnes pour la RCH et de 1,4 pour 100 000 personnes pour la MC. La prévalence
libanaise des MIClIs se situe au niveau intermédiaire en comparaison avec les populations
européennes et d’Amérique du Nord (Abdul-Baki et al., 2007).

2.3. Diagnostique et symptomes

Comme il n'existe pas de marqueur pathologique spécifique des MICI, le diagnostic
recommandé pour la MC et la RCH est principalement basé sur I'évaluation clinique, les
résultats de laboratoire et les antécédents médicaux et ils sont confirmés par des tests
microbiologiques, une endoscopie et des tests histologiques. Plusieurs maladies présentant
des symptomes similaires doivent étre exclues. Les patients suspectés d'étre atteints de
MICI sont soumis a des tests invasifs standard, détectant que la majorité d'entre eux
souffrent du syndrome du célon irritable (IBS) (Dubinsky et al., 2002). La différence entre IBS
et les autres formes de MICI est que I'IBS ne présente pas d'inflammation, d'ulceres ou de
dommages organiques au niveau du tractus gastro-intestinal. Le diagnostic de I'IBS est basé
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sur les symptomes et |'évaluation des anomalies organiques. Il n’est donc pas facile, du fait
de I'hétérogénéité des symptomes, de la localisation et de la gravité de la maladie, d’établir
facilement un diagnostic. La diarrhée, les douleurs abdominales et / ou la perte de poids
sont les principaux symptomes de la MC. Dans la RCH, la diarrhée sanglante est le
symptome primaire, mais elle peut étre aussi présente dans la MC. Les patients atteints de
RCH peuvent également présenter des symptomes tels que des saignements rectaux. Le
passage du mucus et de pus est plus fréquent chez les patients atteints de RCH alors que
des symptomes de malaise, une perte d'appétit et/ou de la fievre sont fréquents chez les
MC, mais peuvent étre un signe d'attaque sévere chez les RCH. Les fistules sont fréquentes
chez les MC mais peuvent survenir dans les RCH. De plus, plusieurs symptomes associés a la
constipation sont décrits par les patients atteints de RCH. Les manifestations extra-
intestinales courantes dans les MICls sont des anomalies du systeme musculo-squelettique
(Dignass et al., 2012; Stange et al., 2008, 2006; Van Assche et al., 2010).

Initialement, plusieurs analyses de sang sont réalisées comprenant un hémogramme, le
dosage de l'urée sérique, de la créatinine, des électrolytes, des enzymes hépatiques, du fer
sérique et la protéine C-réactive (CRP) (Dignass et al., 2012; Stange et al., 2008, 2006; Van
Assche et al., 2010). Dans les cas de MICls, I'hnémogramme peut révéler une anémie due a
un saignement rectal chronique ou une thrombocytose résultant d'une réponse
inflammatoire chronique. La concentration de la CRP pourrait augmenter a la suite d'une
inflammation chronique. Un profil métabolique de base peut démontrer une perturbation
au niveau des électrolytes due a une diarrhée persistante (Dignass et al., 2012; Stange et al.,
2008, 2006; Van Assche et al., 2010).

Le biomarqueur sérologique le plus robuste de la MC est I'anticorps anti-Saccharomyces
cerevisiae (ASCA). Les anticorps cytoplasmiques anti-neutrophiles péri-nucléaires (pANCA)
sont aussi considérés comme de bons marqueurs. Le pANCA et les ASCA sont utilisés comme
test de confirmation lors d’un dépistage des MICls puisqu’ils peuvent différencier entre la
MC et la RCH. Les pANCA sont détectés chez la moitié des patients atteints de RCH (Stange
et al., 2008, 2006). De méme, I'ASCA peut étre détectée chez 35 a 50% des patients atteints
de MC et chez moins de 1% des patients atteints de RCH (Nikolaus and Schreiber, 2007). La
spécificité de I'ASCA chez la MC et des pANCA chez la RCH est plutdot élevée, avec
respectivement 89-97% et 89% (Nikolaus and Schreiber, 2007). Des études rapportent que
la CRP est un marqueur qui a une sensibilité de 70 a 100% chez la MC et de 50 a 60% pour la
RCH (Vermeire et al., 2006). Des tests microbiologiques sont recommandés pour exclure les
diarrhées d’origine infectieuse causées par des pathogénes courants, incluant des tests
spécifiques pour détecter la toxine de Clostridium difficile et de E. coli 0157: H7 (Dignass et
al., 2012; Stange et al., 2008, 2006; Van Assche et al., 2010). La calprotectine est un
marqueur fécal qui indique la migration des leucocytes vers le tractus gastro-intestinal. C'est

40



un marqueur sensible de l'inflammation dans le tractus gastro-intestinal. En outre, il peut
différencier entre le syndrome du cOlon irritable et les MICI. De plus, la calprotectine peut
étre utilisée pour mesurer l'activité de la maladie et prédire la rechute de la MC (Jahnsen et
al., 2009). Néanmoins, plusieurs autres conditions comme le cancer et les infections
peuvent donner un test positif a la calprotectine (Vermeire et al., 2006).

L'endoscopie est utilisée pour véritablement établir le diagnostic et I'évolution de la RCH et
de la MC. Les types d'endoscopie sont la proctosigmoidoscopie pour le rectum, la coloscopie
pour le gros intestin et le célon inférieur et l'iléoscopie pour le célon jusqu'a l'iléon. Une
coloscopie ou une iléoscopie avec biopsie sont recommandées pour I'examen d'un patient
souffrant de MICI. L'aspect endoscopique comme la distribution et la forme des Iésions
différencient la MC et la RCH dans la plupart des cas (Vermeire et al.,, 2006). La RCH se
caractérise par une inflammation des muqueuses et affecte exclusivement le rectum et le
colon avec des lésions superficielles d’'une fagon continue. La MC quant a elle peut toucher
n'importe quelle partie du tractus gastro-intestinal avec une prédilection pour la région iléo-
caecale et les lésions sont transmurales de fagcon non continue, évoluant vers des
ulcérations profondes pouvant entrainer le développement de fistules, d'abcés et de
sténoses. Concernant I'histologie, la présence de granulome, d'inflammation focale ou
d'anomalies architecturales trouvées dans les biopsies est une caractéristique principale de
la MC. Les caractéristiques de la RCH sont I'irrégularité diffuse des cryptes et la réduction de
leur nombre et les polymorphismes généraux de I'épithélium cryptique (Stange et al., 2008,
2006).

2.4. Recommandations thérapeutiques des MICls

Le traitement varie selon le type de MICI ainsi que sa distribution et sa gravité. Bien que la
chirurgie soit indiquée dans certaines situations, la pharmacothérapie est l'approche de
choix pour induire une rémission et ensuite prévenir les rechutes. Concernant la MC, Il
n'existe actuellement aucun remede médical ou chirurgical efficace. La proctocolectomie
permet d'obtenir une guérison pour la RCH, mais une telle chirurgie extensive n'est
habituellement offerte qu'en cas d'échec du traitement médicamenteux ou de dysplasie.
Les objectifs principaux du traitement médical des MICls sont généralement limités a la
suppression de la réponse inflammatoire permettant une rémission de la maladie. Les
médicaments dans le traitement des MICls peuvent étre utilisés par voie topique, orale ou
intraveineuse. Les médicaments couramment utilisés comprennent les aminosalicylates, les
corticostéroides, les antibiotiques et les agents immunomodulateurs (Robinson, 1998;
Sartor, 2000).
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Aminosalicylates

La sulfasalazine est constituée du composant actif mésalazine (acide 5-aminosalicylique, 5-
ASA) et de la sulfapyridine réunis par une liaison azoique. La sulfasalazine reste inactive
dans le tractus gastro-intestinal proximal, mais dans le cOlon, le clivage bactérien de la
liaison azoique se produit, rendant le 5-ASA disponible uniquement pour la muqueuse
intestinale. Les aminosalicylates sont utilisés dans le traitement de la RCH légere et/ou
modérée et de la MC modérément active, ainsi que dans le maintien de la rémission (Ewe et
al., 1996).

Corticostéroides

Les corticostéroides bloquent la production ainsi que les effets des cytokines et d'autres
médiateurs inflammatoires. Les corticostéroides sont efficaces dans les cas des RCH et des
MC aigués, mais pas en traitement de maintenance a long terme en raison de |'absence
d'effet et du développement d’effets secondaires (Adcock, 2004; Klotz and Schwab, 2005).

Antibiotiques

Les antibiotiques sont utilisés par les cliniciens depuis de nombreuses années. lls peuvent
sélectivement diminuer l'invasion des tissus par les micro-organismes et éliminer les
especes bactériennes agressives ou diminuer globalement les concentrations bactériennes
luminales et muqueuses, en fonction de leur spectre d'activité. Les antibiotiques utilisés
dans les deux types de MICI, MC active et RCH, sont la clarithromycine, la ciprofloxacine, le
métronidazole, la vancomycine et I'imipénéme. Dans quelques cas, ces antibiotiques sont
utilisés pour maintenir la rémission. Par contre, il semble avoir un impact peu significatif sur
I'évolution clinique ainsi que sur les parameétres de I'activité inflammatoire chez les patients
atteints de RCH (Hoentjen et al., 2003; Sartor, 2004; West et al., 2004).

Agents immunomodulateurs

L'azathioprine, qui sera métabolisé en 6-mercaptopurine, le méthotrexate et la cyclosporine
sont les quatre principaux agents immunomodulateurs utilisés chez les patients atteints des
MICls. Ces médicaments modifient la réponse immunitaire en inhibant les réponses induites
par les lymphocytes T et la production de cytokines. Ces immunosuppresseurs sont des
médicaments valables pour toutes les formes de MICI qui ne répondent pas a d'autres
formes de traitement.

Thérapie biologique pour les MICI

Des nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement des MICIs sont en train
d'émerger. Ceux-ci utilisent souvent des agents biologiques qui ciblent physiologiquement
les voies inflammatoires individuelles. Les agents biologiques qui ont déja montré leur
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efficacité contre la MC et récemment contre la RCH comprennent les anticorps
monoclonaux dirigés contre le facteur de nécrose tumorale alpha (anti-TNF-a) (Infliximab)
et la molécule d'adhésion leucocytaire a-4 intégrine (natalizumab) (D’Haens and Hlavaty,
2004; Kohn et al., 2004; Kurtovic and Segal, 2004). Cependant ces médicaments sont
extrémement couteux (19 000 $ par mois au Etats-Unis).

Méme s’il n’existe pas encore de traitement pour guérir completement des MICI, les
traitements actuels permettent le plus souvent d’éliminer les symptomes sur de longues
périodes. Cependant ils présentent de nombreux effets indésirables secondaires et un tiers
des patients présentent des récidives fréquentes. L'intervention chirugicale devient dans
certains cas nécessaire mais ne mets pas non plus a I'abri des récidives postopératoires. Des
traitements alternatifs, notamment basés sur des produits plus naturels représentent donc
une alternative intéressante.

2.5. Facteurs influengant I'apparition des MICI

2.5.1. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux jouent un réle important dans la pathogénese des MICls.
Des nombreuses études ont montré la relation entre les MICIs et les facteurs
environnementaux tel que le tabagisme, les régimes alimentaires, la vitamine D, la prise de
médicaments, les infections entériques, le contexte géographique, le stress social et les
facteurs psychologiques (Ananthakrishnan, 2015; Loftus, 2004; Zhang and Li, 2014).

Parmi tous ces facteurs, le tabagisme demeure le facteur environnemental le plus étudié et
reproductible pour les MICls, avec des effets différents sur la MC et la RCH (Regueiro et al.,
2005). Le tabagisme est généralement accepté comme facteur de risque de la MC,
aggravant la physiopathologie de la maladie. Il peut ainsi réduire la réponse au traitement et
augmente le taux de rechute ainsi que le risque de complications (Solberg et al., 2007). Une
méta-analyse a rapporté les preuves d'une association entre le tabagisme et la MC (OR
1.76). Dans le cas des RCH, le tabagisme, a I'inverse, a un effet protecteur (OR 0,58) contre
les mémes conséquences de la maladie (Hoie et al., 2007). Ces résultats ont confirmé que le
tabagisme est un facteur environnemental important dans les MICls.

La plupart des études épidémiologiques concernant le réle de I'alimentation dans les MICls
se sont concentrées sur les macronutriments (Chapman-Kiddell et al., 2010; Hou et al.,
2011). Une consommation élevée de fibres, en particulier de fibres provenant de fruits et de
légumes, serait associée a une réduction significative du risque de MC (Amre et al., 2007;
Ananthakrishnan et al., 2013). Cette association n’est pas observée avec les céréales ou les
graines. Plusieurs mécanismes potentiels pourraient expliquer une association inverse avec
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les fibres. Les fibres solubles (provenant de fruits et de légumes) sont métabolisées par les
bactéries intestinales en acides gras a chaine courte (AGCC) qui inhibent la transcription des
médiateurs pro-inflammatoires (Galvez et al., 2005). De plus, les AGCCs aident a maintenir
I'intégrité de la barriere épithéliale et réduisent la translocation des bactéries commensales
incluant E. coli. Les acides gras poly insaturés a chaine longue sont également associés a une
réduction du risque de la RCH (Ananthakrishnan et al., 2014). A I'inverse, une étude menée
aupres de femmes francaises d'dge moyen a montré qu'une forte consommation de
protéines de viande et de poisson est associée a une augmentation de risque de MICI
(Jantchou et al., 2010).

La relation entre I'acquisition des MICls et les micronutriments reste mal connue. Le rble
immunologique des micronutriments tel que la vitamine D est de plus en plus mis en
évidence (Garg et al., 2012). Des données émergentes suggerent que la vitamine D pourrait
jouer un réle dans la pathogenese et I'évolution des MICls (Cantorna et al., 2004). Leslie et
al., ont découvert qu’une déficience en vitamine D était fréquente chez les patients atteints
de MICI et ont souligné qu'une faible teneur en vitamine D contribuerait a 'augmentation
du risque de MICI (Leslie et al., 2008). Chez les souris, la déficience en vitamine D ou en
récepteur de la vitamine D (VDR) est associée a une augmentation de la sensibilité a la colite
induite par le Dextran Sulfate de Sodium (DSS) et I'administration de Vitamine D (1a,25-
DihydroxyvitamineD3) réduit la gravité de l'inflammation intestinale (Ananthakrishnan et
al., 2012; Cantorna et al., 2000; Froicu et al., 2006).

L'appendicectomie est un facteur qui peut contribuer au développement des MICls (Lopez
Ramos et al., 2001). Une association significative avec I'appendicectomie a été trouvée chez
les patients atteint de RCH. Cette association s’élevait lorsque I'opération était réalisée
avant |'age de 20 ans. Aucune association n'a été trouvée pour la MC (Lépez Ramos et al.,
2001). D'autres facteurs tels que les infections entériques, I'exposition aux antibiotiques et
les traitements anti-inflammatoires sont associés a une augmentation des risques et des
rechutes des MICIs (Ananthakrishnan, 2013; Ananthakrishnan et al., 2012; Hashash et al.,
2015; Mylonaki et al., 2004).

Le stress a longtemps été proposé comme un facteur jouant un role dans la pathogenese
des MC et des RCH (Maunder, 2005; Mawdsley and Rampton, 2006). Bitton et al. ont
suggéré que les personnes ayant des niveaux de stress plus faibles avaient un risque réduit
d'apparition de la maladie (Bitton et al., 2008). Les traitements visant a limiter la dépression
et I'anxiété, semblent améliorer les symptomes des MICls (Cdmara et al., 2011).
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D'autre part, des données écologiques et épidémiologiques récentes suggerent que la
pollution de l'air peut contribuer au risque de MC et de RCH. Une augmentation de
I'incidence de la MC et de le RCH dans les pays en développement a été remarqué (Thia et
al., 2008).

2.5.2. Facteurs génétiques

Les facteurs génétiques jouent un réle clé dans la prédisposition aux MICls et peuvent
influencer le comportement et la sévérité de la maladie. Selon I'étude de Halme et al., 5 a
10% des MICls sont associées a des facteurs génétiques, tandis que pour le reste des cas, les
MICI se développent a cause de facteurs extrinseques (Halme et al., 2006). De facon tres
intéressante, les taux d'acquisition de la MC sont trés comparables chez les vrais jumeaux
(50-75%) alors que concordance phénotypique I'est beaucoup moins dans la RCH (10 -20%),
ce qui suggere que I'héritabilité est moins importante pour la RCH que pour la MC et que
d'autres facteurs non-génétiques pourraient jouer un role important dans la RCH. Une
méta-analyse d’étude d’association sur le génome entier (Genome-Wide Association Study
ou GWAS) a identifi¢ 163 loci conférant une susceptibilité a la MICI. Sur les 163 loci
identifiés dans la population caucasienne, 110 semblent étre pertinents a la fois pour la MC
et pour la RCH alors que 23 loci semblent étre spécifiquement liés a la RCH et 30 loci a la MC
(Jostins et al., 2012). D’autre part, 113 des 163 loci sont communs avec d'autres maladies
chroniques, telles que des maladies auto-immunes (Jostins et al., 2012; Kurtovic and Segal,
2004; Zhernakova et al., 2009). Cependant, ils ne représentent qu'environ 25% du risque
d'héritabilité estimé pour la MC et 16% pour la RCH. Les MICI se manifestent pendant
I'enfance ou |'adolescence chez 15 a 20% des patients (Henderson et al., 2011). Deux GWAS
réalisées exclusivement dans ce groupe d'age ont montré des similitudes génétiques entre
les jeunes patients et les adultes (Imielinski et al., 2009; Kugathasan et al., 2008). Le systéme
immunitaire inné et adaptatif joue un role primordial dans la pathogenese des MICls. Des
mutations dans les genes impliqués dans les voies régulatrices telles que celui de I'lL-10 et
ceux impliqués dans la fonction des cellules épithéliales intestinales telles que I'ecm1 et
I'herc2 (ligase E3 ubiquitine) sont fréquemment retrouvées pour la RCH, tandis que les
polymorphismes des genes impliqués dans l'autophagie et de la reconnaissance des
antigenes semblent étre fréquemment retrouvées dans la MC (Kaser et al., 2010). De
nombreux genes associés aux MICIs semblent étre impliqués dans la différenciation des
lymphocytes T (par exemple les genes qui codent les cytokines IL-21, IFN-y et le récepteur
des cytokines IL-7). Certains d'entre eux sont plus spécifiquement associés a la voie de I'IL-
23 (il23r, jak2, stat3, il12b et ptpn2), ou dans le maintien des cellules Th17 (Duerr et al.,
2006). Les cellules Th17 sont considérées comme essentielles pour coordonner la défense
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contre des pathogénes spécifiques et pour le développement de l'inflammation (Bettelli et
al., 2008). De plus, les génes de signalisation du TNF (tnfrsf9, tnfrsfi4 et tnfrsf15) sont
également fréquemment associés aux MICls. Ces genes codent pour des protéines ayant
divers effets immunitaires, incluant la propagation de l'inflammation systémique et
I'activation du facteur de transcription NF-kB (Cho and Brant, 2011; Khor et al., 2011). Une
autre voie importante pour le développement du processus inflammatoire est I'adhésion
rapide ainsi que la localisation des leucocytes a la muqueuse intestinale (Thomas and
Baumgart, 2012). Dans ce contexte deux geénes peuvent étre responsables dans la
progression de lI'inflammation des MICls, ccr6 et cxcr5, qui codent pour des récepteurs de
chimiokines probablement impliqués dans la recrutement des leucocytes (Thomas and
Baumgart, 2012).

Polymorphismes dans le géne nod2

En 2001, deux groupes de recherche indépendants ont identifié le premier géne de
susceptibilité de la MC, le géne card15/nod2, dans le locus IBD1 présent sur le chromosome
16 (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). Hugot et al. ont trouvé des associations
indépendantes entre la MC et trois polymorphismes différents dans le géne codant le
récepteur de 'immunité inné NOD2. Ces mutations sont localisées au sein ou a proximité de
la région LRR responsable de la reconnaissance des motifs microbiens conservés provoquant
une perte de fonction de la protéine (Hugot et al.,, 2001). Ces trois variants comprennent
une mutation causée par l'insertion d’'une cytosine dans le cadre de lecture de la Leu1007
(Leu1007fi nsC), qui provoque un transcrit protéique tronqué et un changement du cadre de
lecture lors de la traduction, résultant de deux substitutions en acides aminés (Arg702Trp et
Gly908Arg). La transmission d'une copie des alléles de risque (Leu1007fi nsC, Arg702Trp et
Gly908Arg) confére un risque modeste de développement de MC (un risque relatif de 3
fois). Cependant, une mutation qui se trouve sur les deux alleles (homozygote) est associé a
un risque de 20 a 40 fois supérieur. La prévalence des trois principaux polymorphismes
(Leu1007fi nsC, Arg702Trp et Gly908Arg) varie entre les populations, a la fois chez les sujets
sains ainsi que chez les individus atteints de MC (Bonen and Cho, 2003; Riis et al., 2007).

Les taux de prévalence les plus élevés ont été signalés dans certaines régions de |I'Europe et
des Etats-Unis, avec 40% des patients ayant la MC portant au moins un des
polymorphismes. D'autre part, des taux de mutation plus faibles ont été signalés en Europe
du Nord tandis que les mutations nod2 semblent presque absentes dans les pays asiatiques
tels que le Japon, la Corée et la Chine (Bonen and Cho, 2003; Cooney and Jewell, 2009).
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Polymorphismes dans les génes d'autophagie

Les analyses GWAS ont permis de mettre en évidence le réle de |'autophagie dans le
développement des MICls. Notamment, deux génes majeurs, atg16/1 et irgm jouent un réle
important dans la pathogenése de la MC. L'autophagie est un processus physiologique
impliqué dans I'homéostasie intracellulaire contribuant a la dégradation et au recyclage du
contenu cytosolique et des organites. Elle joue aussi un réle prépondérant dans la résistance
contre les infections en participant a I'élimination des microorganismes intracellulaires. Le
facteur ATG16L1 est essentiel pour le processus d'autophagie, et de nombreuses études ont
montré que la mutation codante T300A est associée a un risque accru de MC (Hampe et al.,
2007).

Une étude de GWAS chez des sujets coréens et japonais a permis d'identifier un certain
nombre de génes pouvant étre en association avec la MC, qui ne sont pas impliqués dans les
populations européennes, par exemple, une association entre la MC et la mutation du géne
atg16/2 qui affecte la fonction de I'autophagie chez la MC malgré I'absence d'association
des mutation de géne nod2 et/ ou atgl6/1 (Yang et al., 2014). En conclusion, la variation
importante au sein des facteurs génétiques de susceptibilité des MICI suggere qu'il existe
une hétérogénéité génétique au sein d’'une méme population ainsi qu’entre les différentes
populations.

Polymorphismes dans les génes d'immunité

L'IL-10 joue un role essentiel dans la régulation des réponses anti-inflammatoires et le
maintien de I'hnoméostasie de la muqueuse du tractus gastro-intestinal. La liaison de I'lL-10 a
son récepteur tétramérique, entraine I'activation de la tyrosine kinase 2 (Tyk2) et de la
Janus kinase 1 (JAK1), conduisant a la phosphorylation du signal transducteur, a I'activation
du facteur de transcription 3 (STAT-3) et au déclenchement de la transcription des genes
cibles. Ceci favorise I'expression des effecteurs anti-inflammatoires (Hutchins et al., 2013).
Des études conséquentes ont indiqué que les enfants présentant des mutations dans les
génes codant pour le récepteur a IL-10, ou la cytokine IL-10 elle-méme, semblaient avoir des
colites séveres pouvant conduire au développement de MICI au jeune age (Beser et al.,
2015). Les genes du récepteur de I'lL-10 (il-10ra et il-10rb) ont été parmi les premiers génes
associés a l'apparition précoce de MICls (Glocker et al., 2009; Kotlarz et al., 2012).

La premiere étude (GWAS) concernant les MICls a porté sur une cohorte de la population
japonaise relativement limitée (94 cas), qui a permis d’identifier tnfrf15 comme un géne de
susceptibilité (Yamazaki et al., 2005). L'association « dominante» de tnfrf15 avec la MC en
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Asie de I'Est a été confirmée (Kakuta et al., 2006; Yang et al., 2008), et des associations, plus
modestes, ont été reportées dans les populations d'ascendance européenne suggérant que
I'architecture génétique des MICls serait similaire chez les Asiatiques et les Européens
(Picornell et al., 2007; Tremelling et al., 2008).

2.5.3. Impact de la perméabilité intestinale sur le développement

des MICls

La fonction de la barriere épithéliale intestinale est indispensable pour prévenir de
nombreux troubles intestinaux et extra-intestinaux. L'association entre la diminution de la
fonction barriere et la présence des maladies inflammatoires chroniques intestinales a été
signalée pour la premiére fois au début des années 1980 (Pearson et al., 1982; Ukabam et
al., 1983). Ces études, qui ont utilisé des approches ex-vivo et in vivo, ont démontré une
augmentation de la perméabilité dans la MC et la RCH et chez certains parents sains de
premier degré de patients atteints de la maladie de Crohn. Cette perméabilité n’est pas en
relation directe avec les ulcérations (Hollander et al., 1986; Teshima et al., 2017; Welcker et
al., 2004). Ces résultats montrent que la perméabilité intestinale pourrait étre un facteur
primordial de la pathogenése des MICls qui préceéderait le développement de l'inflammation
(Yacyshyn and Meddings, 1995).

Perméabilité et jonctions serrées

L'expression et la distribution des protéines de jonctions serrées sont modifiées dans les
MICIs (Lee, 2015; Prasad et al., 2005; Salim and Séderholm, 2011; Weber et al., 2008).
L'analyse des claudines dans des échantillons humains a révélé que |'expression de la
Claudine 2 est augmentée dans les MICls (Zeissig et al., 2007). Des études in vitro et in vivo
ont montré que l'augmentation de |'expression du géne claudine 2 est responsable de
['augmentation du flux des pores induit par [I'IL-13 (Weber et al.,, 2010). Ainsi,
I'augmentation de la Claudine 2 et de ce fait du flux serait un mécanisme potentiel
expliquant I'augmentation de la perméabilité paracellulaire, observées dans les MICls.
L'IL-13 pourrait ne pas étre le seul médiateur de l'induction de Claudine 2 dans les MICI
(Mankertz et al.,, 2009; Suzuki et al., 2011). Il est cepedant t intéressant de noter que
I'expression de claudine 2 est plus grande chez les patients souffrant de RCH que ceux
atteints de MC, ainsi que la production de I'lL-13 par les cellules mononuclées de la lamina
propria, ce qui déclencherait une augmentation du taux d'apoptose épithéliale qui
conduirait a des micro-érosions (Heller et al., 2005). A I'inverse, des études ont montré que
I'expression des protéines telles que Z0-1, Occludine, Claudine 3, Claudine 4 et Claudine 5,
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importante pour la fonction barriere de I'épithélium, est diminuée chez les patients
souffrant de MC et/ou RCH (Ahmad et al., 2017).

Perméabilité et facteurs génétiques

Les facteurs génétiques semblent jouer un réle dans la perméabilité et donc sur le
développement des MICls. Par exemple, une perméabilité élevée des muqueuses
intestinales est corrélée a une mutation CARD15 3020insC chez les MC (Buhner et al., 2006).
De plus, I'augmentation de la perméabilité a été associée a un risque plus élevé de rechute
chez les patients atteint de MC (Arnott et al., 2000; Wyatt et al., 1993).

Perméabilité et immunité/apoptose

L'apoptose (ou mort cellulaire programmée) des cellules épithéliales entraine également
une augmentation de la perméabilité intestinale. Plusieurs études ont montré que dans
I'inflammation intestinale, le mécanisme de I'apoptose augmente. Sipos et al. ont trouvé
que le taux d'apoptose dans les cellules épithéliales était augmenté chez les RCH (Sipos et
al., 2005). Le TNF-q, I'un des principaux effecteurs de l'inflammation des MICI et d’autres
cytokines pro-inflammatoires, affectent la perméabilité intestinale via plusieurs
mécanismes. Par exemple, une augmentation de l'activité enzymatique de la kinase de la
chaine légére de la myosine est associée aux MICI en phase active (Blair et al., 2006),
affectant ainsi les jonctions serrées et donc favorisant la perméabilité. La neutralisation du
TNF réduit la sévérité de la maladie et restaure également la fonction de la barriere
intestinale chez les patients atteints de MICI (Suenaert et al., 2002).

2.5.4. Facteurs Microbiologiques

2.5.4.1. Le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal humain englobe une variété de micro-organismes, incluant des
bactéries, des archées, des virus, des levures et des protozoaires. L'ensemble de ces
microbes et de leurs genes est appelé "microbiome intestinal" (Human Microbiome Project
Consortium, 2012). Ce microbiote s’'implante dés la naissance et la colonisation microbienne
de l'intestin du nouveau-né est fonction du mode d'accouchement (accouchement naturel
par voie basse versus césarienne) et du type d’alimentation (lait maternel versus lait
maternisé) (Dominguez-Bello et al., 2010). Cette colonisation est également fortement
influencée par des signaux extrinséques, tels que I'environnement dans les premiers jours et
semaines de vie et de la prise de médicament, notamment d’antibiotiques. Ces facteurs
comportementaux peuvent déterminer la future composition du microbiote intestinal et
avoir un impact sur sa diversité (Cotillard et al., 2013; Koenig et al., 2011). Aprés cette
période critique, le microbiote devient relativement stable vers I’dge de 2 a 4 ans, mais des
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facteurs d'interférence (antibiotiques, médicaments, infections, hygiéne excessive,
nutrition, mode de vie) peuvent moduler sa composition, pouvant entrainer dans certains
cas de graves conséquences a long terme (Cox et al., 2014; Leone et al., 2014). Par exemple,
des modifications d’habitudes alimentaires sur une longue durée ont une influence
significative sur le développement de microorganismes spécifiques. Trois groupes différents
de microbiotes ont été proposés, appelés entérotypes, déterminés par la prédominance de
3 types de bactéries (Arumugam et al., 2011). Plusieurs études ont montré qu'une
alimentation riche en graisses et en protéines animales est associée au genre Bacteroides,
tandis qu'un régime riche en glucides favorise la colonisation en genre Prevotella
(Arumugam et al., 2011; Wu et al., 2011). Environ 38 mille milliards de micro-organismes
composent le microbiote intestinal représenté par quelque 200 espéces différentes au sein
d’'un méme individu (Sender et al.,, 2016), regroupées en deux principaux phyla: les
Firmicutes qui représentent en moyenne 64% et les Bactéroidetes 23% du microbiote
intestinal, associés a d’autres phyla ayant une abondance plus faible, dont les
Protéobactéries et les Actinobactéries (Human Microbiome Project Consortium, 2012;
Lozupone et al., 2013, 2012). Le génome du microbiote est 100 a 150 fois plus important
qgue celui du gén6me humain, apportant ainsi de nombreuses propriétés fonctionnelles. La
majorité de ces microbes intestinaux colonise le colon qui correspond au site majeur des
réactions métaboliques, atteignant 10" a 10 CFU/ gramme de contenu et sont
majoritairement anaérobies strictes et difficilement cultivables. Le développement des
nouveaux outils moléculaires de séquencage puis de métagénomique, nous ont permis
d’avoir une idée plus précise de la richesse et la diversité du microbiote et commencer a
appréhender ses fonctions. Chaque individu héberge un microbiote intestinal dont la
composition lui est spécifique. De plus, la proportion entre les différents phyla varie
considérablement entre chacun. Plus de 1000 especes différentes de bactéries ont été
détectées dans les échantillons fécaux humains et dans les biopsies. En condition
physiologique chez l'individu sain, le microbiote intestinal est relativement stable et
résiliant. Il peut étre temporairement modifié mais tend toujours a revenir a son état
d’équilibre. Ces facteurs dits «extrinseques», pourraient modifier temporairement le
microbiote intestinal (Faust et al., 2015). En outre, une variété de facteurs de I'héte, y
compris le sexe, l'age, le stress psychologique et I'état de santé ont été signalés comme
d’autres facteurs affectant le microbiote intestinal (Claesson et al., 2012; Dominguez-Bello
et al., 2010).

Le microbiote intestinal est impliqué dans différents processus physiologiques, tels que le
développement et la maturation de I'épithélium intestinal et la régulation du systéme
immunitaire, la digestion et le métabolisme, le contréle de certaines fonctions endocrines.
De nombreuses études démontrent de plus en plus que les microorganismes intestinaux
sont impliqués dans le développement cérébral et la signalisation du systeme nerveux
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central (Doré et al., 2013). Les enzymes digestives retrouvées dans le tube digestif humain
sont incapables de dégrader certains glucides tels que la cellulose et les fibres. Ce sont les
bactéries du microbiote qui convertissent ces composés par fermentation, générant des
métabolites bénéfiques pour I'h6te, notamment des acides gras a chaine courte (AGCC, ou
Short Chain Fatty Acids, en Anglais) possédant des propriétés anti-inflammatoires. Le
butyrate, I'acétate et le propionate sont les AGCC les plus connus et constituent la source
principale d'énergie pour les cellules épithéliales du colon. Ils jouent également un réle
crucial dans la régulation métabolique, notamment I'homéostasie glucidique. De plus,
quelques membres du microbiote intestinal sont capables de dégrader les protéines
pouvant entrainer la production de divers métabolites toxiques. Certains microorganismes
peuvent également synthétiser diverses molécules organiques essentielles pour I'héte,
telles que certains acides aminés (Rajili¢-Stojanovi¢, 2013), certaines vitamines comme la
vitamine K et le complexe de vitamines B (Ramakrishna, 2013). Certains sont également
capables de détoxifier des composants (xénobiotiques) notamment des molécules
cancérogenes.

Le développement et la maturation du systeme immunitaire humain sont influencés a la fois
par la génétique de I'hOte et par des éléments environnementaux. Le microbiote joue un
role primordial dans la maturation de I'épithélium intestinal, et renforce sa fonction barriére
en stimulant les jonctions serrées et la production de mucus. La maturation du tissu
lymphoide associé a l'intestin dépend de l'interaction postnatale avec le microbiote,
permettant I'expansion du tissu lymphoide et la formation des centres germinaux contenant
des cellules B sécrétrices d'lgA (Sommer and Backhed, 2013). Les souris axéniques, c’est-a-
dire sans germes, présentent un faible nombre de plaques de Peyer, ainsi que des niveaux
plus bas d'lgA, comparativement aux souris conventionnelles. Ces résultats suggérent que le
microbiote intestinal est impliqué dans la production d'IgA au niveau des muqueuses (Wu
and Wu, 2012). Le microbiote joue un rble considérable aussi dans la régulation du systéme
immunitaire en modulant 'activation des DCs et la polarisation des lymphocytes T (Figure
9). Certaines bactéries, telle que la bactérie filamenteuse segmentée (SFB), stimulent plus
particulierement les réponses Th17 importantes dans les mécanismes de défense et de
renforcement de la barriere, alors que d’autres microorganismes favorisent les réponses T
régulatrices contribuant ainsi a restaurer la balance immunitaire. Notamment certains
lactobacilles ou bifides induisent préférentiellement une polarisation vers des réponses de
type T régulatrices (Macho Fernandez et al., 2011).
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Figure 9: Déséquilibre de la production des cytokines anti-inflammatoires et pro-
inflammatoires chez les patients atteints de MICI

Le microbiote intestinal joue également un réle essentiel dans la prévention contre la
colonisation d’agents infectieux. Le mécanisme implique de multiples processus tels que la
compétition avec les pathogénes sur les éléments nutritifs, la saturation des récepteurs et
I'occupation de niches, la production de substances anti-microbiennes par les bactéries
telles que les bactériocines et la stimulation des cellules de Paneth de I'h6te a produire des
peptides anti-microbiens.

Le microbiote joue donc un réle dans les fonctions principales de notre organisme, fonctions
digestives, métaboliques, immunitaires et neurologiques. En conséquence, toute altération
durable de sa composition appelée dysbiose, entrainant une altération qualitative et
fonctionnelle du microbiote, peut avoir des conséquences dramatiques et entrainer le
développement de pathologies chroniques, inflammatoires, auto-immunes ou métaboliques
ainsi que des pathologies comportementales (Lepage et al., 2011; Willing et al., 2010). Des
dysbioses ont été associées a diverses pathologies humaines, telles que les MICls, et le
syndrome du célon irritable (Collins, 2014), la diarrhée chronique (Swidsinski et al., 2008),
I'obésité (Le Chatelier et al., 2013), le diabéte (Qin et al., 2012), I'autisme (Adams et al.,
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2011), le cancer colorectal (Schwabe and Jobin, 2013), les maladies cardiovasculaires (Serino
et al., 2014), et les pathologies hépatiques (Miura and Ohnishi, 2014).

2.5.4.2. Microbiote et MICls

Plusieurs éléments essentiels mettent I'accent sur le r6le du microbiote dans la
pathogenéese des MICI. Les modeles animaux d'iléite et de colites chroniques nécessitent la
présence d’'un microbiote intestinal pour déclencher la pathologie. Les souris sans germes
sont en effet plus résistantes a la colite induite par du DSS que les souris conventionnelles
(Hudcovic et al., 2001). Ces résultats suggerent la participation du microbiote intestinal dans
le déclenchement de l'inflammation intestinale. De plus, l'inflammation est maximale au
niveau des sites ou la concentration bactérienne est la plus élevée et I'administration
d'antibiotiques entraine habituellement une réduction de l'inflammation chez les patients
atteints de MICI (Khan et al., 2011; Prantera et al., 2012; Schaubeck et al., 2016).

De nombreuses études ont comparé la composition du microbiote intestinal de patients
atteints de MICI avec celle d’individus sains et ont montré que les patients atteints de MICI
présentent des dysbioses du microbiote (Manichanh et al., 2006; Sokol et al., 2009). Des
études expérimentales in vivo, montrent que l'induction d'une inflammation aigué, par
exemple, par des substances chimiques telles que le DSS peut entrainer des modifications
du microbiote intestinal (Rautava et al., 2015; Schwab et al., 2014). Ces études avaient pour
but de déterminer une potentielle signature microbienne associée a la maladie (Ott et al.,
2004; Scanlan et al., 2006; Willing et al., 2010), afin de pouvoir cibler ces modifications dans
la prise en charge thérapeutique des patients. Elles ont mis en évidence une diminution de
la diversité des espéces, notamment au sein des Firmicutes, dont une diminution
d’Erysipelotrichales, de Ruminococcaceae, et du groupe de Clostridium leptum, en
particulier de Faecalibacterium prausnitzii (Sokol et al., 2009) qui représente une espéce
bactérienne dominante du microbiote, dont I'abondance est fortement diminuée dans la
MC. La perte de bactéries potentiellement bénéfiques, notamment productrices de butyrate
(Faecalibacterium, Christensenellaceae, Methanobrevibacter et Oscillospira) est plus
associée a la MC que la RCH (Pascal et al., 2017). F. prausnitzii a été démontrée comme
ayant des capacités anti-inflammatoires chez la souris (Sokol et al., 2008), capacité
retrouvée par une protéine de 15kDa capable d'inhiber la voie NF-kB dans les cellules
épithéliales intestinales et prévenir une colite en modele expérimental. De plus, des faibles
taux de F. prausnitzii dans la muqueuse ont été associés a un risque élevé de réactivation
précoce de la MC iléale, tandis que le rétablissement des taux de F. prausnitzii est associé au
maintien de la rémission clinique de la RCH (Sokol et al., 2008). Alors que F. prausnitzii est
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faiblement retrouvée dans les biopsies de patients souffrant de MC et RCH, on observe a
I'inverse une augmentation de I'abondance des gamma protéobactéries et des
Enterobacteriaceae au niveau de |'épithélium et dans la lamina propria (Lepage et al., 2011,
Lopez-Siles et al., 2016; Quévrain et al., 2016). Des études ont notamment montré une plus
forte abondance d’E. coli adhérents invasifs (AIEC) (Darfeuille-Michaud et al., 2004;
Prosberg et al., 2016; Sokol et al., 2009; Walters et al., 2014). L'adhésion des OAIEC aux
cellules épithéliales intestinales induit la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 et
de la chimiokine CCL20 (C-C motif-Ligand 20), entrainant une forte production d'IFN-y et de
TNF-a par les macrophages (Eaves-Pyles et al., 2008). Cette observation a mis I'accent sur le
fait qu'une infection transitoire par des agents pathogénes pourrait agir comme un
déclencheur environnemental pour initier des réponses inflammatoires dans le colon et
augmenter la perméabilité intestinale. A linverse, certains genres bactériens comme
Bifidobactérium et Lactobacillus, connus pour exercer des effets bénéfiques contre
I'inflammation des muqueuses sont diminués dans les MICIs (Favier et al., 1997; Seksik et
al., 2003).

Les patients atteints de MICI présentent également des altérations de la fonction et de la
capacité métabolique du microbiote intestinal. La production d’AGCC ou la capacité des
tissus hotes a utiliser ces métabolites pourraient étre altérées dans des conditions
d'inflammation chronique (Huda-Faujan et al., 2010). Il a été démontré que les
concentrations de butyrate dans les féces sont diminuées chez les patients atteints de MICI.
Le butyrate est un nutriment majeur pour les entérocytes et favorise la production de
mucine et de PAM. L'absence de cette source d'énergie entrainerait (i) une privation
d'énergie, (ii) une altération de la fonction barriere par la diminution de la production des
mucines et ainsi, (iii) une augmentation de la translocation bactérienne (Morgan et al.,
2012). Plusieurs espéces bactériennes productrices de butyrate, telles que Roseburia
hominis et F. prausnitzii, ont été retrouvées en faible concentration chez les patients
atteints de MICI par rapport a leurs fréres et sceurs qui étaient en bonne santé (Lepage et
al., 2011; Machiels et al., 2014; Willing et al., 2009). D’autres études ont mis en évidence
que la bactérie productrice de butyrate Butyricicoccus pullicaecorum est moins représentée
dans les échantillons fécaux de patients atteints de MICI et que cette bactérie est capable
de limiter la colite induite par du TNBS chez le rat (Eeckhaut et al.,, 2013). Des études
récentes ont montré que les AGCC aident a la maturation et la fonction des cellules T
régulatrices coliques impliquées, ce qui pourrait expliquer leur effet protecteur en modeéle
murin de colite (Smith et al., 2013). Ces espéces bactériennes pourraient de ce fait étre
considérées comme des marqueurs diagnostiques pour les MICI. Un autre exemple
d'altération fonctionnelle du microbiote intestinal dans les MICI est représenté par
I'augmentation des bactéries sulfato-réductrices chez les patients ayant une RCH (Pitcher et
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al., 2000). Ces bactéries produisent du sulfure d'hydrogéne, toxique pour les cellules
épithéliales intestinales et pouvant ainsi provoquer une inflammation locale des
muqueuses.

L'augmentation de l'incidence des MICIs dans les pays développés est supposée d’étre
partiellement liée aux habitudes alimentaires et a la surutilisation d’antibiotiques qui
perturberaient la composition du microbiote (David et al., 2014; Dethlefsen and Relman,
2011; Willing et al., 2011). Comme déja évoqué, le tabagisme est un exemple de facteur qui
modifie la composition du microbiote et est impliqué dans I’exacerbation de I'inflammation
dans la MC et l'augmentation du risque de récidive chirurgicale et clinique (Reese et al.,
2008), alors qu’il a une influence bénéfique sur I'évolution de la RCH. Certains traitements
médicamenteux administrés a des patients atteints de MC, tel qu'un traitement par des
anticorps anti-TNF-a, peuvent modifier la composition du microbiote, permettant une
restauration de F. prausnitzii (Busquets et al., 2015; Lopez-Siles et al., 2015). Ceci suggere
que le statut inflammatoire peut avoir un impact sur la composition du microbiote.

Il est souvent admis que le microbiote reste séquestré au sein de la lumiére intestinale,
séparé de I'épithélium par le mucus et également a distance du fond des cryptes ou se
trouvent les cellules souche et les cellules de Paneth (Earle et al., 2015). De plus, chez les
sujets sains, la sécrétion normale de PAMs par les cellules de Paneth permets de préserver
I’équilibre du microbiote et éviter la prolifération de bactéries néfastes (Shanahan, 2013;
Swidsinski et al., 2009). Cependant, chez les patients atteints de MC et RCH, I'abondance
des bactéries associées a la muqueuse augmente de fagon significative. Cette concentration
semble étre plus élevée (presque le double) chez les patients atteints de RCH (Bibiloni et al.,
2006). Ceci pourrait étre attribué a une diminution de sulfatation des mucines dans la RCH.
Les mucines du c6lon sont en effet fortement sulfatées a I'état physiologique, favorisant
une résistance a sa dégradation par les enzymes bactériennes (Corfield et al., 1996). Ainsi,
une translocation de bactéries de la lumiére intestinale vers I'épithélium, peut s’observer
dans le cas des MICI, suite a I'altération de la barriére intestinale (Sokol and Seksik, 2010).
Des composants du microbiote peuvent également établir un dialogue étroit avec
I’épithélium et la crypte intestinale (Earle et al., 2015).

2.5.4.3. Role des polymorphismes génétiques associés aux MICls

sur la composition du microbiote

Le rble central du microbiote intestinal dans le développement des MICI a été confirmé par
GWAS et dans des études in vivo. Une variété de mutations génétiques est impliquée dans
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la perturbation des interactions héte-microbiote. Ces génes peuvent avoir un role différent
dans la reconnaissance et la clairance microbienne (Jostins et al., 2012; J. Z. Liu et al., 2015).
lIs sont divisés en 4 groupes de genes responsables de (i) la perte de fonction barriére
(cadherin-1 cdh1, Hepatocyte Nuclear Factor 4a HNF4A, Laminin subunit -1 (LAMB1),
mucl9) (Prager et al., 2015), (ii) l'incapacité a maintenir I'homéostasie des cellules
épithéliales intestinales (xbp1, ormdi3) ciblant spécifiqguement les cellules de Paneth, (iii) la
perte des réponses immunes innées permettant la clairance microbienne tel que des genes
codant NOD2 et des génes impliqués dans les processus d’autophagie (atg16/1 et irgm), iv)
la perte de tolérance (tnfs15, il10rb et il-23r) (Jostins et al., 2012; J. Z. Liu et al., 2015). Les
souris déficientes pour Nod2, par exemple, présentent une diminution significative des
differents phyla de Bacteroidetes et de Firmicutes dans leur iléon terminal, et une capacité
réduite a éliminer les bactéries pathogéenes (Petnicki-Ocwieja et al., 2009). Les patients de
MC et/ou RCH possédant des mutations dans le géne codant NOD2 (Leu1007fs, R702W ou
G908R), présentent souvent une diminution des groupes Clostridium XlVa et IV et une
augmentation des actinobactéries et des protéobactéries (Frank et al., 2011).

Knights et al. ont analysé des échantillons de biopsies intestinales provenant de patients
atteints de MICI et ont rapporté une association entre le nombre d'alleéles a risque NOD2 et
I'augmentation de I'abondance relative des Enterobacteriaceae. Ils ont également suggéré
qgue d'autres loci [par exemple codant pour TNF Superfamily Member 15 (TNFSF15) et la
sous unité p40 de IL-12 (IL12B)] semblaient affecter la structure taxonomique du
microbiome (Knights et al., 2014). Une étude chez des individus en bonne santé a montré
que la mutation IRGM (SNP rs11747270) est associée a une présence accrue de Prevotella
(Quince et al., 2013). Dans le méme ordre d'idées, les patients atteints de MICI ont des
réponses immunitaires exacerbées dirigées contre le microbiote intestinal en raison de
mécanismes immunorégulateurs déficients et / ou de défaut de la barriere muqueuse. Le
nombre de microorganismes associés aux muqueuses augmente et la distance entre le
microbiote intestinal et I'épithélium intestinal est réduite par une couche muqueuse plus
fine ou plus perméable (Baumgart and Sandborn, 2012; Johansson et al., 2014).

Chapitre 3 : Le role de I'autophagie dans les MICls

3.1. Le processus d’autophagie

L'autophagie est un processus physiologique de régulation cellulaire clé pour la dégradation
et le recyclage des protéines et des organites non fonctionnels dans la cellule. Il est impliqué
dans de nombreux processus cellulaires et assurant une fine régulation entre la biosynthése
et le catabolisme de macromolécules, permettant le maintien de I'homéostasie. C'est un
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processus qui permet une auto digestion des composants cellulaires en réponse a un stress
environnemental tel que la déprivation en acides-aminés, le stress du réticulum
endoplasmique ou lors de certaines infections virales et bactériennes. L’autophagie joue un
role essentiel dans le fonctionnement et |'activation du systeme immunitaire inné et
adaptatif. Il joue également un role important dans les mécanismes de défense impliqués
dans la sécrétion de cytokines, de PAMs et de mucines. Ce processus est important dans
I’élimination des pathogénes intracellulaires (xénophagie) en générant ainsi des peptides
secondaires présentés par le CMH. Finalement, il joue un réle majeur dans la survie
cellulaire et I'apoptose (Canonico et al., 2016; Deretic, 2016).

Il y a trois voies différentes d'autophagie. Deux voies sont retrouvées chez les organismes
eucaryotes : voie macro-autophagie et micro-autophagie. La troisieme voie est présente
chez les organismes eucaryotes évolués: l'autophagie dépendante des protéines
chaperonnes (Chaperone Mediated Autophagy) (Kaser and Blumberg, 2011; Li et al., 2011).
Ce type d’autophagie est un mécanisme sélectif d'autophagie qui permet la dégradation,
par le lysosome, des organites et des protéines présentant un motif peptidique reconnus
par ces protéines chaperonnes (pentapeptide KFERQ) (Xilouri and Stefanis, 2016). La micro-
autophagie est un processus de dégradation non sélectif par invagination des membranes
lysosomales / vacuolaires permettant I'immersion des composantes cytoplasmiques (Huber
and Teis, 2016). La macro-autophagie (autophagie commune) est un processus responsable
du catabolisme cellulaire, qui se caractérise par la formation d’une double membrane ou
phagophore qui va s’allonger et englober les composants intracellulaires ou les bactéries
invasives pour conduire a des autophagosomes. Ces autophagosomes vont alors fusionner
avec des lysosomes pour former des d’autophagolysosomes, ce qui va conduire a la
dégradation du contenu par les enzymes lysosomales et faciliter la libération des molécules
recyclées par la membrane vers le cytoplasme (Feng et al., 2014; He and Klionsky, 2009;
Hurley and Schulman, 2014; Mizushima, 2007). L’élimination de microorganismes par cette
voie joue un réle important dans la défense anti-microbienne et I'immunité cellulaire.

L’autophagie est un processus qui se déroule en plusieurs étapes : 1) I'induction consistant
en formation d’une structure multi-membranaire, appelée phagophore, 2) I'élongation qui
permet l'allongement de cette membrane afin de séquestrer le contenu cytoplasmique a
éliminer, jusqu’a la fermeture de la vésicule, alors dénommée autophagosome, 3) la
maturation et, 4) la fusion avec un lysosome pour former |'autophagolysosome. Le matériel
ainsi séquestré va étre alors dégradé par les enzymes lysosomales (Figure 10).
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Figure 10: Les différentes phases de I'autophagie (adapté de Choi et al., 2013)

La protéine kinase mTor est I'acteur central du contréle de I'induction de I'autophagie. La
formation de I'autophagosome est alors orchestrée par un ensemble de protéines nommées
ATG pour « AuTophaGy related » proteins (Tableau 1) qui sont impliquées dans les
différentes étapes du processus (Mizushima et al., 2011) (Figure 11).

La protéine mTOR est couplée au complexe Atgl/Ulkl (mTORC1). Dans certaines conditions,
telle que la diminution en nutriments (starvation) ou de diverses signaux tels que la
présence des pathogenes intracellulaires ou le traitement des cellules avec des éléments qui
active l'autophagie tel que la rapamycine, mTORC1 se dissocie du complexe ULK1 (lui-méme
composé de ULK1-ATG13-FIP200-ATG101) (Hosokawa et al., 2009; Jung et al., 2009). ULK1
va se relocaliser au niveau du réticulum endoplasmique pour activer le complexe PI3K de
classe Ill (composé de BECLIN 1-ATG14 (BARKOR)-AMBRA1-Vps15 (p150)-Vps34). Ceci va
induire la formation de la membrane de I'autophagosome. Cette étape entraine |’activation
du second complexe fonctionnel, le complexe phosphatidylinositol 3-kinase de type 3 (PI3K),
dont les composants principaux sont les protéines vacuolaires 34 et 15 (Vps34 et Vps15),
Beclinl et Atgl4 (Hara and Mizushima, 2009; Jung et al., 2009; Mercer et al., 2009; Reggiori
et al., 2005). Le complexe PI3K intervient dans I'étape de nucléation de la formation des
phagophores. Lorsque qu'’il est activé, il produit le phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P)
conduisant au recrutement de protéines effectrices de PI3P tel que les protéines WIPI 1 et 2
a la membrane phagophore (Polson et al.,, 2010; Proikas-Cezanne et al., 2004; Xie and
Klionsky, 2007). ATGI9L participe également a [Iinitiation de la formation de
I'autophagosome. L'allongement et la fermeture de la membrane autophagosomale
nécessite I'action ultérieure des complexes ATG5-Atg12/ATG16L1, assemblé grace a l'action
d’Atg7 (Enzyme E1-like) et d’Atgl10 (Enzyme E2-like) (Mizushima et al., 2003, 1998; Shaid et
al., 2013; Yang and Klionsky, 2009). Ainsi Atgl3 est partiellement déphosphorylée (mTor
controlant son état de phosphorylation) ce qui permet sa liaison avec Atgl. Ce complexe se
lie ensuite a Atgl1 et Atgl7 induisant ainsi une augmentation de I'autophagie.
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Tableau 1: Les principales protéines impliquées dans le processus d’autophagie (d’apres

Choi et al, 2013)

Protéines autophagiques

ULK1

ATG3

ATG4B

ATG5
Beclin 1

ATG7

ATGSA

ATG10
ATG12
ATG14L

ATG16L

LC3

Geéne
ULK1

ATG3

ATG4B

ATG5

BECN1

ATG7

ATGY9A

ATG10

ATG12

ATG14

ATG16

MAPI1LC3B

Fonction dans la régulation de I'autophagie

Protéine majeure impliquée dans l'initiation de
I'autophagie et interagit avec mTORC.

Enzyme de types E2 Ubiquitine agit comme
ligase pour ATGS8 et ATG12, catalyse la
conjugaison des protéines de type ATG8 a la PE.
Enzyme clivant ATGS laissant apparaitre un
résidu cystéine, convertit la pro-LC3(ATGS8) en
LC3-1, clive la protéine LC3-II

Forme un complexe avec ATG12 participe a
I'élongation de I'autophagosome

Protéine qui interagit avec Bcl-2, forme un
complexe régulateur avec la PI3K de classe
Enzyme conjugase de type E1 Ubiquitine pour
la conjugaison d'ATG12 a ATG5 et ATG3, facilite
la conjugaison des protéines ATG8 a PE
Associée avec les structures pré-
autophagosomale chez les levures, participe a
la formation de l'autophagosome

Enzyme ligase de type E2 Ubiquitine, catalyse la
conjugaison d'ATG5 et ATG12

Forme un complexe avec ATGS5, participe a
I'élongation de la membrane autophagosomale
Régulateur positif de complexe PI3K de classe
"

Associée avec la membrane d'isolation dans la
complexe ATG5-ATG12, participe a I'élongation
de la membrane autophagosomale

Modifiée par un system de conjugaison PE,
stablement associé avec la membrane
autophagosomale

59



Insulin
growth factors Amino acids

\ / MT 2

roL.C3
mIOACH Atg12-Atg7 P!
lAtg4
LC3
ULK1-Atg13- Atg12-Atg10
FIP200-Atg101 e
complex Atg12-Atg5 -Atg
Autopha Y
induction Atg12-Atg5-Atg16L1 LC3-Atg3
.......
7 S| LC3-PE
/o) /Atg12-Atgs
4 ‘@/ (“Raey ) o
R SR, Plsp mplex - /&8 o

i

L / Beclin1-Atg14- ,c3-PE
! ULK1-Atg13- ( Ambrai-Vpe15-) o LS
FIP200-Atg101 | % ; —
,C\i\ G5t St Vp:g:‘()"’.'am z Isolation
Beclin 1 )= \ membrane
T e
Bel2 W,

R

o 2,
< ? o)
DFCP1 DFCP1 ) >

Figure 11: les protéines clés impliquées dans la voie de I'autophagie (d’aprés Mizushima et
al., 2011)

La cystéine protéase Atg4, clive ensuite le résidu arginine de protéine LC3 a I'extrémité C-
terminale pour exposer un résidu glycine accessible a ATG7, ce qui permet la conjugaison de
phosphatidyléthanolamine (PE) a la forme soluble de protéine LC3 (LC3-I), et l'incorporation
ultérieure de LC3-PE (LC3-1l) dans les membranes internes et externes de I'autophagosome
(Kabeya et al.,, 2004, 2000; Weidberg et al., 2010). La protéine LC3-ll, ainsi liée a la
membrane, reste associée aux autophagosomes et semble jouer non seulement un réle
dans le développement et la fermeture de la membrane d'autophagosome mais est
également importante pour la fixation des adaptateurs autophagie et donc dans la
modulation des différents types d’autophagie. LC3-Il est la seule protéine Atg connue a ce
jour comme présente au stade d’autophagosome, toutes les autres étant recyclées (grace a
I'action du complexe Atg9). Elle représente ainsi le marqueur le plus spécifique pour
I'identification de I'autophagosome et donc de I'activation du processus (Geng and Klionsky,
2008).

La fusion avec le lysosome nécessite I'action du complexe HOPS (homotypic fusion and
protein sorting) et les protéines SNARE (soluble NSF attachment protein receptors) (ltakura
et al.,, 2012; lJiang et al., 2014; Takats et al.,, 2014, 2013). Lors de la formation du
compartiment de I'autolysosome, les enzymes lysosomales dégradent la membrane interne
et le contenu intra-vacuolaire, ce qui permet la dégradation et le recyclage des pathogenes
intracellulaires et la présentation des peptides par le CMH pour activer l'immunité
adaptative (Figure 11).
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L'utilisation d’inhibiteurs d'autophagie est une stratégie efficace pour explorer les
mécanismes impliquant l'autophagie et son rdle dans les pathologies. Les inhibiteurs
chimiques de l'autophagie les plus largement utilisés sont divisés en deux catégories en
fonction des étapes de blocage (Klionsky et al., 2016). La premiere catégorie regroupe des
inhibiteurs qui bloquent la formation des autophagosomes, en inhibant notamment la PI3K,
regroupant la 3-méthyladénine (3-MA), le LY294002 et la wortmannine. La seconde
catégorie regroupe des inhibiteurs post-séquestration, conduisant a l'accumulation du
matériel séquestré dans l'autophagosome ou l'autolysosome, incluant la vinblastine, la
leupeptine et la bafilomycine Al (Klionsky et al., 2016). A I'inverse, la rapamycine qui est un
inhibiteur de mTor, est un activateur de I'autophagie.

3.2. Polymorphismes génétiques liés a I’'autophagie

Les analyses GWAS de patients atteints de MICI ont rapporté plusieurs polymorphismes
dans des genes associés au processus d’autophagie, tels que atg16/1 et irgm. La présence de
mutations dans ces geénes, entraine des défauts de réponse autophagique suggérant que
I'autophagie joue un role essentiel dans le développement et la physiopathologie des MICI
(Hampe et al., 2007; Parkes et al., 2007; Rioux et al., 2007). Les défauts en ATG16L1
empéche le recrutement du conjugué ATG12-ATG5 a la membrane, et de ce fait la
séquestration du contenu cellulaire a dégrader. IRGM est nécessaire pour la phase
d’initiation et est fortement impliqué dans la clairance des organismes intracellulaires. Des
perturbations de I'autophagie jouent un réle multiple dans la pathogénése des MICls, en
altérant les processus de défense anti-microbienne, notamment la sécrétion des peptides
anti-microbiens par les cellules de Paneth, la régulation des cytokines pro-inflammatoires
par les macrophages, la fonction de présentation antigéniques des DCs, et la réponse au
stress du réticulum endoplasmique dans les entérocytes.

De plus les polymorphismes dans le gene codant NOD2, capable d’interagir physiquement
avec ATG16L1, semblent également étre impliqués dans les défauts d’autophagie observés
dans les MICls, suggérant un mécanisme de convergence clé dans la MC (Fritz et al., 2011).

Différents variant génétiques de facteurs impliqués dans les MICI et I'autophagie ont été
décrits et sont reportés dans le Tableau 2.
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Tableau 2: Variants génétiques reliés a I'autophagie et aux MICI (d’apres lida et al., 2017).

Génes Relation avec I’autophagie

ATG16L1 Formation de l'autophagosome Suppression
fonction cellules de Paneth

IRGM Maturation du phagosome
Autophagie induit par virus

NOD2 Sensing de bactéries intracellulaires
Formation de I'autophagosome

IL-23R Effet médié par I'lIL-1B

XIAP Inhibiteur de I'autophagie

LRRK2 Dégradation autophagosomale-lysosomale
ULK1 Régulé par TORC1 et AMPK

VDR Régule I'expression de NOD2

MTMR Formation de I'autophagosome

3.3. Perturbations des fonctions liées a I’'autophagie

3.3.1. Impact direct de la xénophagie dans les MICls

La xénophagie (Figure 12) est un terme donné au mécanisme de clairance des pathogenes
médiée par l'autophagie (Gardet and Xavier, 2012). Les microorganismes capturés dans les
autophagosomes sont dégradés suite a la fusion avec les lysosomes. Pour cela les
microorganismes doivent étre détectés pour initier la formation du phagosome. Les
bactéries qui se sont échappées du phagosomes peuvent étre marquées par des cibles de
dégradation, le principal mécanisme étant par I'attachement d’ubiquitine a leur surface
(Levine et al., 2011), via I'action de E3 ligases (tel que LRSAM1, PARKIN et LUBAC). Cela
induit aussi des signaux de danger et la reconnaissance de carbohydrates par la galectine 8
qui va immédiatement recruter le récepteur de I'autophagie NDP52 qui va se cibler dans le
phagophore via l'interaction avec LC3. Cette étape peut étre bloquée par certains facteurs
bactériens ainsi que la fusion avec le lysosome, permettant I'échappement des bactéries.

62



© 9%y Autolysosome
0%
Degradation

VacA, ESAT-6
(LRSAM1, PARKIN, LUBAC)
’ Ubiquitylation
Escape ’\
'S Ub
ﬁ ; /‘\ \

Vacuole or Autophagic receptor

Q Phagosome (; ™ 7ﬁj\;(psz. NDP52, OPTN etc)
Bacterium ‘?‘ \
Autophagy )‘/‘@

Induction GALS

/ \ NDP52 ™
Carbohydrate (g ]- / .
LC3
Eis

Edema toxin
Cholera toxin
Phagophore

Figure 12: Les différentes étapes de la xénophagie (Kwon and Song, 2018)

/~ Autophagosome

RavZ, IcsB, InlK, ActA

(O

Host cell

L'autophagie peut étre induite par différents signaux en amont, incluant I'activation de
récepteurs PRRs de I'immunité innée, tels que les TLRs (Toll-Like Receptors), NOD1 et NOD2
qui reconnaissent différents composants de la paroi des bactéries. NOD2 participe
notamment au recrutement de I’ATG16L1, jouant un rble clé dans les réponses
immunitaires en réponse a l'invasion bactérienne médié par la xénophagie. La présence de
polymorphismes dans ces genes, entrainant des défauts de réponse autophagique pourrait
ainsi expliquer la dysbiose microbienne ainsi que la colonisation de certaines bactéries
pathogénes fréquemment associées aux muqueuses chez les patients atteints de MICI, tels
que les E. coli adhérents-invasifs (AIEC) et S. typhimurium (Elliott et al., 2015; Fujita et al.,
2013; Lapaquette et al., 2010) (Figure 12). De fagon intéressante, I'infection par les AIEC
induit dans les entérocytes une augmentation des microARNs capables de réduire les
niveaux d’ATG5 et ATG16L1 et de ce fait d’inhiber I'autophagie. Dans les biopsies de
patients MC, une corrélation inverse entre les niveaux de ces microARNs et ceux d’ATG5 et
ATG16L1 sont observés (Nguyen et al., 2014). Il peut donc étre envisagé que la pathogénese
de la MC soit liée a une perte de la régulation fine de I'autophagie par les microARNs.
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3.3.2. Fonctions des cellules de Paneth

Il a été montré que l'autophagie et certains genes impliqués dans le processus ont un role
spécifique dans la biologie et la fonction des cellules de Paneth. Cadwell et al. ont révélé
que les cellules de Paneth déficientes pour Atgl6/1, Atg5 et Atg7 présentent peu de
granules et des quantités réduites de protéines et de peptides antimicrobiens. Ces cellules
ont également une déficience dans la voie d'exocytose des granules au travers desquelles
les peptides antimicrobiens et autres protéines qu’elles contiennent sont normalement
sécrétés dans la lumiere intestinale (Cadwell et al., 2009). De méme, les patients atteints de
MC qui portent I'allele variant ATG16L1 T300A présentent des anomalies morphologiques et
granulaires des cellules de Paneth, similaires a celles observées chez les souris déficientes
dans les genes de l'autophagie. Une déficience globale d'Atgdb provoque aussi des
altérations dans les cellules de Paneth, contenant moins de granules et moins de lysozyme.
Les souris déficientes en Atgdb sont également plus sensibles a une colite induite par du DSS
(Cabrera et al., 2013).

La sécrétion des peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth exerce une fonction
protectrice vis-a-vis des pathogénes et impacte fortement sur la composition du microbiote
intestinal (Bevins and Salzman, 2011; Salzman et al., 2010). Il a été démontré que les
facteurs génétiques qui entraine une dysbiose du microbiote peuvent perturber en méme
temps la fonction des cellules de Paneth et par conséquent, pourraient jouer un role
important dans la pathogenese de la MC (Hansen et al., 2010). En effet, I'altération du
microbiote peut aggraver la colite induit par le DSS (Elinav et al., 2011). Ces travaux
montrent donc I'importance de I'autophagie dans le maintien de l'intégrité des voies de
sécrétion des cellules de Paneth.

Les cellules de Paneth déficientes en Atgl6Ll présentent également une augmentation
d'expression de la lipoprotéine lipase, de I'apolipoprotéine A-IV, de I'adiponectine, de la
leptine et de I'haptoglobine. La plupart de ces genes sont directement impliqués dans
I'inflammation. De fagon similaire, I'expression des génes qui codent pour la leptine et
I'adiponectine sont augmentés chez les patients souffrant de MC. Les patients présentant
cette mutation ont une augmentation des taux de leptine plasmatique (Cadwell et al., 2009,
2008; Deuring et al., 2014) et une sécrétion réduite de peptides anti-microbiens (Cadwell et
al., 2010, 2008).
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Le récepteur de la vitamine D (VDR) peut jouer aussi un role essentiel dans la régulation de
I'autophagie au niveau de I'épithélium intestinal. Une étude a montré que la déficience en
VDR dans les cellules épithéliales intestinale altére la capacité antimicrobienne des cellules
de Paneth par la régulation négative d'Atgl6Ll et de ce fait de la sécrétion de lysozyme,
provoquant ainsi une susceptibilité accrue a la colite induite par le DSS (Wu et al., 2015). La
présence de polymorphisme dans les génes codant pour NOD2 et/ou la leucine-rich repeat
kinase 2 (LRRK2) perturbe la sécrétion des lysozymes par les cellules de Paneth, conduisant
ainsi a I'échec du contréle de l'invasion des pathogénes intracellulaires comme Listeria
monocytogenes (Rocha et al., 2015).

A l'inverse une déficience en Atg7 ne modifie pas l'induction d’une colite par le DSS,
suggérant que les défauts de l'autophagie dans les cellules épithéliales intestinales ne sont
pas suffisants pour induire une sensibilité accrue a la colite aigue (Wittkopf et al., 2012).

3.3.3. Fonction de la barriere intestinale

L'autophagie participe non seulement a limiter la réplication bactérienne mais également la
dissémination ultérieure dans d'autres tissus (Benjamin et al., 2013; Lassen et al., 2014;
Travassos et al., 2010). Une étude a en effet montré que l'induction de |'autophagie dans
des cellules Caco-2 par déprivation en nutriments augmente la résistance transépithéliale et
réduit la perméabilité paracellulaire, concomitante avec une réduction de la présence de la
protéine de jonctions serrées Claudine 2 a la membrane (Nighot et al., 2015). Des résultats
similaires ont montré que l'activation de |'autophagie entraine une augmentation de la
fonction barriere de I'épithélium, dépendante de la Claudine 2 (Hu et al., 2015). Comme
décrit précédemment, la Claudine 2 semble jouer un rble négatif dans les pathologies
inflammatoires, effet qui pourrait étre inhibé par I'activation de l'autophagie capable
d’induire sa dégradation dans un autophagolysosome (Hu et al., 2015). Ces résultats
mettent I'accent sur un mécanisme supplémentaire par lequel I'autophagie peut améliorer
la fonction barriere. De nombreuses études sur l'autophagie des cellules intestinales
épithéliales ont démontré le réle fonctionnel d'ATG16L1. Un polymorphisme du gene
atg16/1 a été associé aux MC en altérant 'hnoméostasie épithéliale.

3.3.4. Fonction des cellules caliciformes

Des études récentes ont révélé que l'autophagie peut controler la fonction des cellules
caliciformes. Des souris déficientes pour certaines protéines de I'autophagie comme ATGS5,
ATG7 ou LC3 présentent une altération de la morphologie des cellules caliciformes, une
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accumulation plus importante de mucines a I'intérieur des cellules et un défaut d’exocytose
et donc de libération de mucines dans la lumiére intestinale (Patel et al., 2013). Le processus
d’autophagie semble controler la production de mucines au travers des dérivés réactifs de
I'oxygéne (ROS), eux-mémes générés en partie via des vacuoles LC3-positives associées a
des oxydases NADPH. Un défaut de mucus entraine le développement de colite spontanée,
et donc essentiel pour I'homéostasie intestinale (Heazlewood et al., 2008; Van der Sluis et
al., 2006b). Des travaux similaires ont montré qu’une mutation ATG16l1 T300A entraine
également des défauts des cellules caliciformes (Lassen et al., 2014). Ces défauts du
processus d’autophagie liés a 'altération de la sécrétion des mucines sont donc une voie de
plus impliquées dans les difficultés a éliminer les pathogénes et maintenir ’homéostasie et
les interactions hote-microbe au niveau de l'intestin (Johansson and Hansson, 2014;
Wilodarska et al., 2014). La régulation de l'autophagie dans les cellules caliciformes peut de
ce fait fournir de nouvelles stratégies pour le traitement des MICls.

3.3.5. Fonction de présentation antigénique

Comme décrit précédemment, les DCs sont a l'interface entre le systeme immunitaire inné
et adaptatif. Leur principale fonction est de présenter les antigénes aux lymphocytes via les
deux principaux complexes CMH | et de CMH II. La déficience en autophagie interfere avec
ce processus, comme cela a pu étre démontré dans des modeéles de souris déficientes en
Atg5 (Lee et al., 2010; Tian et al., 2013). In vitro, les DCs de souris déficientes en Atg7 sont
incapables de stimuler I'activation des cellules T CD4" lorsqu'elles sont exposées aux
antigenes de Toxoplasma gondii (E. Liu et al., 2015). A I'inverse, d’autres études ont montré
qgue la déficience en Atgl6L1 chez la souris conduit a une augmentation de la stimulation
des lymphocytes T par les DCs (Baxt and Xavier, 2015). L'autophagie médiée par NOD2 est
nécessaire a la fois pour conduire a la dégradation des bactéries et a la génération des
réponses T CD4" via le CMH-Il. Un lien fort entre les défauts dans la présentation de
I'antigene et les MICI chez I'homme a été observé. Chez ’lhomme, il a été démontré que les
DCs de patients atteints de MC se caractérisent par des altérations du processus
xénophagique et de leur fonction de présentation antigénique (Cooney et al., 2010). Les DCs
isolées de patients atteints de MC présentant des polymorphismes en NOD2 ou ATG16L1
ont montré une altération de la présentation de |'antigene via le CMH Il (Conway et al.,
2013). Les résultats de ces études suggerent que le dysfonctionnement de I'autophagie
affecte non seulement I'efficacité de la présentation de I'antigéne mais aussi son interaction
avec les cellules T.
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3.3.6. Régulation de I'inflammasome

A I'état d'homéostasie, les macrophages intestinaux jouent un réle crucial dans la protection
de l'intestin par la reconnaissance et I'élimination des micro-organismes pathogenes ainsi
que des cellules apoptotiques (Miiller et al., 2012). La diminution des macrophages entraine
une augmentation de la susceptibilité de la colite induite par le DSS chez la souris (Qualls et
al., 2006). Inversement, il a été démontré que lors de la survenue d'une colite induite par le
DSS chez la souris, une grande infiltration des monocytes et de macrophages pro-
inflammatoires est observée, déclenchant ainsi une réaction inflammatoire et immunitaire,
indiquant que la régulation des macrophages peut étre vitale dans le traitement des MICls
(Zigmond et al., 2012). La pathogenése et la progression des MICls sont donc fortement
liées a l'activation constante des réponses immunitaires au niveau intestinal, conduisant a la
sécrétion de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires, responsables de |'apparition
des lésions dans les muqueuses (Talero et al., 2014).

Les macrophages, tout comme les DCs, sont capables de détecter les composants
moléculaires associés aux agents pathogenes (PAMPs) et aux signaux de danger (DAMPs) via
la reconnaissance par les récepteurs de I'immunité innée, les PRR, permettant d’initier une
réponse immunitaire rapide et efficace pour protéger l'organisme contre les agents
pathogénes (Mazzini et al., 2014). Etant donné le rdle clé des interactions entre I'hdte et les
microorganismes dans le tube digestif, il est essentiel de réguler correctement les signaux
induits par l'interaction des PRR et des facteurs bactériens impliqués dans la sécrétion de
cytokines. Les récepteurs de type NOD (NLR) au niveau cytoplasmique et les récepteurs Toll-
like (TLR) présents notamment a la surface des cellules sont les deux principaux types de
PRR (Talero et al., 2014). La signalisation par les TLRs semble étre impliquée de facon plus
ou moins directe dans les processus autophagique qui peut étre augmentée par la co-
stimulation des voies TLRs par des composants bactériens. NOD2 semble jouer un role
critique dans le processus d’activation autophagique en favorisant le recrutement de
I’ATG16L1 a la membrane plasmique a I’entrée du site d’infection bactérienne (Travassos et
al., 2010). Certains membres de la famille NLRs (tel que NLRC4, NLRP3, NLRP1) appartenant
au complexe de l'inflammasome, conduisent via I'adaptateur ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD), a I'activation de la caspase-1 et la production d’IL-1f3
et d'IL-18 (Figure 13). Saitoh et al. ont été les premiers a montrer que I'autophagie peut
réguler négativement [|'activation de [linflammasome, mettant en évidence une
augmentation d’IL-13 mais également d’IL-18 aprés stimulation de cellules déficientes pour
certains génes de l'autophagie, tel que 'ATG16L1 et 'ATG (Saitoh et al., 2008). Ces travaux
ont montré que cela était corrélé a une augmentation de I'activation de la caspase-1, ce qui
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a été ensuite validé par de nombreuses études utilisant différents systemes expérimentaux.
Une altération de |'autophagie par atg5siRNA ou de la 3-methyl adénine (3-MA) a conduit a
I'initiation et I’activation plus forte de I'inflammasome médiée par NLRP3 combinée a une
augmentation de I'activation de la caspase-1 et de la production d'IL-1B dans des
macrophages péritonéaux traités par du LPS ou du DSS. En outre, I'utilisation de 3-MA pour
inhiber 'autophagie in vivo a aggravé les symptomes de la colite induite par du DSS (Ke et
al.,, 2016). De la méme maniére, les souris déficientes pour I'autophagie, présentent une
augmentation des processus médiés par une augmentation de I'inflammasome (Harris et al.,
2011). Une perte de fonction d’ATG16L1 entraine également une élévation d’IL-18, corrélée
a une augmentation du récepteur SQSTM1/p62 (Lee et al., 2012). Des défauts d’ATG16L1
chez des patients atteints de MC indiquent également une augmentation d’IL-1pB avec un
statut hyper-inflammatoire (Plantinga et al., 2011).

L'activation de linflammasome peut-étre régulée négativement par I'autophagie, par
différents mécanismes. D’une part en Otant les organelles endommagées, |'autophagie
diminue le relarguage de DAMPs dérivant des mitochondries et de ce fait diminue
I'activation de linflammasome. Une perte d’autophagie résulte également en
I’'accumulation de ROS et de ce fait en une activation de I'inflammasome et une perte de
I’'homéostasie mitochondriale qui favorise la translocation de mtDNA, conduisant a une plus
grande activation de la caspase-1 et donc de la production de cytokines pro-inflammatoires
(Nakahira et al., 2011). Enfin, I'autophagie peut réguler directement I|'activation et le
relarguage de I'lIL-1B en séquestrant la pro-IL-1B dans les autophagosomes qui sera
dégradée suite a un inducteur pharmacologique tel que la rapamycine (Harris et al., 2011).

A l'inverse, I'inflammasome peut également réguler I'autophagie. L'interaction des facteurs
de l'autophagie avec les protéines NLR a été rapportée, montrant un mécanisme de
régulation. Ces facteurs peuvent inhiber I'autophagie en séquestrant la becline-1, facteur
initiateur de la formation de la double membrane autophagique via leur domaine NACHT
(Jounai et al., 2011). Notamment NLRP4 présente une forte affinité pour la beclinel et cette
interaction conduit a une inhibition du processus autophagique. NLPRP3 peut aussi inhiber
I"autophagie en diminuant les phosphatases et I'expression de la tensin homolog—induced
putative kinase 1, un initiateur de la mitophagie.
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L'autophagie semble donc représenter un nouveau dogme dans le domaine de la régulation
de I'immunité innée. L’interrelation de I'inflammasome et de I'autophagie représente donc
une balance importante entre d’'une part les mécanismes de défense de I’hote et d’autre
part la régulation d’une inflammation excessive pour éviter les dommages tissulaires et
I'inflammation chronique. Cette régulation est complexe et n’est pas encore parfaitement
comprise. Elle semble dépendre du type cellulaire et des conditions spécifiques rencontrées
(Sun et al., 2017).
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Figure 13: Voies d'activation de l'inflammasome et interregulation avec le processus
d’autophagie et impact sur I'induction de cytokines pro-inflammatoires (d’aprés Sun et al.,
2017)

3.3.7. Impact sur le stress du reticulum endoplasmique (RE)

Le RE est un compartiment crucial pour les voies de sécrétion, facilitant la synthese, la
modification et la délivrance des protéines vers les membranes cellulaires et
I’environnement extra-cellulaire. Divers stress et stimuli pathologiques peuvent altérer sa
fonction et entrainer 'accumulation de protéines mal repliées, activant ainsi le systeme UPR
(unfolded protein response) pour restaurer 'homéostasie. Ce type de stress peut affecter la
fonction de diverses cellules de I'épithélium. Des travaux ont montré un lien entre
I"autophagie et le stress du RE. Des défauts de blocage des réponses induisant le stress du
RE ont été observés chez des souris déficientes pour atgl6L1 ou atg7, conduisant a une
iléite spontanée sévere (Adolph et al.,, 2013). Des marqueurs de stress du RE sont
significativement plus élevés chez des patients souffrant de MC présentant un
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polymorphisme atgl6/1 (Deuring et al., 2014). De plus des patients présentant une
augmentation de marqueurs du stress du RE au niveau des biopsies iléales, présentent une
augmentation de l'incidence d’infection par les AIECs et une augmentation des facteurs de
risque de pathologies iléales nécessitant une chirurgie (Deuring et al., 2014).

L'autophagie est donc un processus complexe jouant une rdle essentiel non seulement
dans le maintien de I'homéostasie cellulaire, mais également de ’homéostasie immunitaire
et intestinale en exergant un mécanisme de contréle direct de la prolifération bactérienne,
en stimulant les défenses anti-microbiennes des cellules de Paneth, en renforgant la
barriere intestinale et la production de mucus, en régulant I'immunité innée et adaptative
et 'inflammasome, ainsi que le stress oxydatif. Son dysfonctionnement peut donc conduire
a de nombreuses pathologies dont les MICI, en particulier la MC qui est fréquemment
associée a des polymorphismes dans les génes impliqués dans son controle. Il explique
également les dysbioses du microbiote observées (Figure 14).
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Chapitre 4 : Les probiotiques et leur impact dans les MICI

4.1. Historique et définition

Certains micro-organismes, principalement les bactéries lactiques, sont utilisés depuis de
nombreux siécles pour conserver les aliments, malgré une méconnaissance du processus
impliqué qui n’a été découvert qu'au siecle dernier. Louis Pasteur a notamment pu mettre
en évidence le processus de fermentation et a été I'un des premiers a soutenir I'idée que les
micro-organismes sont importants pour le maintien de la santé. C'est cependant Elie
Metchnikoff (1845-1916), un scientifique russe travaillant a I'Institut Pasteur a Paris qui a
attiré l'attention sur les effets bénéfiques de yogourts fermentés pour la santé. Son
hypothése était que des bactéries lactiques qui sont impliquées dans la fabrication des
yogourts peuvent inhiber les microbes nuisibles présents dans l'intestin. Cette découverte
peut étre considérée comme la naissance du terme « microbes bénéfiques » qui a
ultérieurement évolué vers le terme « probiotique », dérivé du mot grec signifiant «pour la
vier.

La définition du terme « probiotique » a d'abord été proposée par Lilly et Stillwell en 1965
pour décrire les substances sécrétées par un micro-organisme qui stimulent la croissance
d'un autre organisme et améliorent |'équilibre de la flore intestinale (Lilly and Stillwell,
1965). La définition a ensuite évolué et Roy Fuller a redéfini en 1989 les probiotiques
« comme des compléments alimentaires microbiens ayant des effets bénéfiques sur I'hote
par I'amélioration de I'équilibre microbien intestinal » (Fuller, 1989). La définition actuelle
repose sur celle établie en juillet 2002 par un groupe d’experts réunis par la Food and
Agriculture Organisation (FAO) des Nations Unies et I’'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) comme « des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont consommeés en quantités
adéquates, produisent un bénéfice sur la santé de I’héte ». Depuis 2009, dans plusieurs
rapports, I'EFSA a estimé que les souches déja sur le marché n’étaient pas assez
caractérisées et/ou que les allégations santé utilisées pour les préparations probiotiques
manguaient de preuves scientifiques validées par des études cliniques.

L'utilisation des probiotiques est néanmoins de plus en plus reconnue en tant que nouvelles
stratégies de prévention ou de traitement pour diverses maladies gastro-intestinales
(diarrhée infectieuse, MICI, etc ...). Il a été démontré que certaines souches de bactéries
lactiques peuvent exercer des effets bénéfiques sur la santé notamment dans le contexte de
I'obésité, de I'allergie, ou d'intolérance au lactose, mais peuvent aussi étre utilisés pour la
santé bucco-dentaire, la nutrition sportive, la malnutrition infantile, voire méme dans la
préparation de cosmétiques. Cependant, ces effets sont variables en fonction des souches

71



utilisées. De plus, les mécanismes moléculaires impliqués restent mal compris
(Oelschlaeger, 2010; Senok et al., 2005).

4.2. Sources des probiotiques

Les produits laitiers présentent une bonne source de probiotiques (Ugarte et al., 2006; Zago
et al., 2011). Dans ce contexte, les bactéries lactiques, les bifidobactéries et autres micro-
organismes obtenus a partir du lait fermenté sont utilisés depuis des siécles. La
fermentation spontanée du lait a une longue histoire dans différentes régions de Mongolie
ou d'Afrique, et l'utilisation de micro-organismes bénéfiques dans les produits laitiers
fermentés est reconnue depuis de nombreuses générations (Yu et al., 2011).

Les probiotiques sont majoritairement isolés a partir du tractus gastro-intestinal humain et
animal. Plus de 200 espéces bactériennes différentes résident dans l'intestin des adultes,
mais également de nombreuses souches intéressantes sont retrouvées chez les nouveau-
nés et les enfants. En effet, de nombreuses souches probiotiques utilisées aujourd'hui ont
été isolées a partir de cette source (Ryan et al., 2008). En outre, il a été rapporté qu’une
souche de I'espéce L. fermentum, isolée a partir d'échantillons de biopsies de la muqueuse
coligue humaine, possede des activités antimicrobiennes contre les pathogénes d'origine
alimentaire (Varma et al., 2010). La plupart des souches probiotiques, telles que B. longum
(Srdtkova et al., 2011) et L. acidophilus RY2 (Lin et al., 2009), ont été isolées a partir des
échantillons fécaux d'adultes et de nourrissons en bonne santé, respectivement.

L'isolement des probiotiques ne se limite pas au tractus gastro-intestinal humain. Le
microbiote vaginal a été largement étudié comme un écosysteme dont la composition
normale aide a protéger contre les agents pathogénes envahissants responsables
d'infections urinaires ou de maladies sexuellement transmissibles. Les lactobacilles sont les
espéces prédominantes observées dans I'écosysteme vaginal sain. La prédominance des
lactobacilles dans le microbiote vaginal sain et son appauvrissement dans la vaginose
bactérienne a donné naissance au concept de souches de Lactobacillus ou de
Bifidobacterium protectrices de cet écosysteme. De plus, le terme « probiotiques vaginaux »
a été évoqué notamment pour le traitement et la prévention de cette infection
(Mastromarino et al., 2013).

Il a été observé que le lait maternel n'est pas stérile, ce qui souléve la possibilité que le lait
maternel abrite un inoculum bactérien naturel (West et al., 1979). Les bactéries présentes
dans le lait maternel ont longtemps été considérées comme une conséquence d'une
contamination cutanée ou fécale. Les lactobacilles présents dans le lait humain sont
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génotypiquement différents de ceux isolés de la peau (Martin et al., 2009; O’Hara and
Shanahan, 2006), et les souches de LAB présentes dans le lait maternel ont également été
observées dans les féces des nourrissons correspondants (Martin et al., 2003). Il a ainsi été
suggéré que le lait maternel constitue une source intéressante de probiotiques (Arboleya et
al., 2012). Plusieurs études ont proposé que les lactobacilles isolés du lait maternel
constituent une alternative efficace aux antibiotiques couramment prescrits pour le
traitement de la mammite infectieuse pendant I'allaitement (Arroyo et al., 2010). De plus, il
a été rapporté que deux souches de lactobacilles isolées a partir du lait maternel
augmentent les réponses immunitaires naturelles et acquises grace a l'activation des sous-
populations de lymphocytes T et a I'expansion des lymphocytes T régulateurs (Pérez-Cano et
al., 2010). Les bifidobactéries isolées a partir du lait maternel sont connues pour jouer un
role crucial dans la prévention d'une variété de maladies a médiation immunitaire telles que
I'allergie et les MICls (Klement et al., 2004; Martin et al., 2009).

4.3. Caractéristiques des probiotiques

Plusieurs espéces microbiennes sont actuellement considérées comme probiotiques
(Tableau 3). Ces souches doivent présenter des caractéristiques bien précises. Les caracteres
probiotiques sont divisés en deux catégories : caractéres généraux et caractéres spécifiques
(Hill et al., 2014). La caractérisation phénotypique et génotypique, le caractére d’innocuité,
la résistance aux conditions du transit digestif ainsi que l'implantation efficace dans
I’écosysteme intestinal (formation de biofilm) correspondent aux caractéres probiotiques
généraux d’une souche microbienne. Les caractéres spécifiques d’une souche probiotiques
se traduisent par les divers effets bénéfiques sur I’'h6te ainsi que le(s) mode(s) d’action
impliqué(s).

73



Tableau 3: Principaux micro-organismes utilisés comme probiotiques (Holzapfel et al.,
2001).

Lactobacillus Bifidobacterium Autres bactéries | Autres micro-
lactiques organismes

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus

L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium E. coli Nissle 1917

L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium

L. crispatus B. breve Leuconostoc freudenreichii

L. curvatus B. infantis mesenteroides Saccharomyces

L. bulgaricus B. longum Pediococcus acidolactici cerevisiae

L. fermentum B. lactis Streptococcus Saccharomyces

L. farciminis B. thermophilum thermophilus Boulardii

L. gallinarum Sporolactobacillus

L. gasseri Inulinus

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

L. sakei

4.3.1. Caractéres généraux des souches probiotiques

Une souche probiotique doit étre parfaitement caractérisée sur le plan phénotypique et
génotypique, dénuée de pathogénicité et ne pas porter de génes de résistance aux
antibiotiques ou codant des facteurs de virulence. C'est pour cela que la majorité des
souches utilisées chez 'lhomme et I'animal sont retrouvées parmi les micro-organismes
possédant le statut « GRAS » (Generally Recognized as Safe, FDA) ou « QPS » (Qualified
Presumption of Safety, EFSA) et sont représentées majoritairement par des bactéries a
Gram positif notamment des bactéries lactiques (LAB) (Kleerebezem and Vaughan, 2009).
Les LAB sont utilisées depuis des millénaires dans les produits fermentés ce qui rend leur
utilisation tres s(ire pour la santé de ’lhomme. Dans ce contexte, les espéces appartenant
aux genres Lactobacillus, Lactococcus et Bifidobacterium sont les plus couramment utilisées
comme probiotiques (Seale and Millar, 2013; Vankerckhoven et al., 2008). D’autre part, une
souche d’E. coli, la souche E. coli Nissle 1917, et quelques souches du genre Bacillus ont été
également retenues comme souches probiotiques. De plus, certaines levures telles que
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I’'espece Saccharomyces cerevisiae, utilisées aussi depuis des milliers d’années comme des
agents de fermentation, sont aussi considérées comme des microbes bénéfiques pour les
étres vivants (Alvarez-Olmos and Oberhelman, 2001; Holzapfel et al., 2001) (Tableau 3). S.
cerevisiae variété boulardii est notamment connue pour ses effets préventifs dans les
diarrhées post antibiothérapie (Ultra-levure).

L’identification microbienne a évolué au cours du temps. L’identification phénotypique était
la seule méthode disponible pour identifier un agent microbien. Ce type d’identification
peut donner un résultat au niveau du genre microbien mais reste difficile pour déterminer
certaines d’espéce. L'identification moléculaire devient la plus pertinente et spécifique pour
la sélection des souches probiotiques (Laulund et al., 2017). Basées sur le séquengage du
géne 16S rDNA ou le séquencgage du génome complet par la méthode NGS, ces méthodes
sont recommandées par des organisations tels que IPA Europe, ISAPP ou par des
administrations nationales (Laulund et al., 2017) ainsi que par beaucoup d’institutions qui
développent et commercialisent les nouvelles souches probiotiques (Al Kassaa et al., 2014).

Une souche probiotique, qui exerce un effet bénéfique pour I'h6te, devra étre capable de
résister aux différents conditions de stress qu’elle va rencontrer avant d’arriver jusqu’a
I’écosysteme intestinal, notamment aprés administration orale. Les probiotiques doivent
résister a plusieurs facteurs de stress rencontrés, notamment |’effet de I'acide gastrique (pH
acide), I'action des sels biliaires et enzymes gastro-intestinaux (pepsine, pancréatine..), du
péristaltisme intestinal, des peptides antimicrobiens secrétés par les entérocytes ainsi que
par les autres micro-organismes du microbiote intestinal. Il est également suggéré que la
souche probiotique soit capable d’adhérer a la muqueuses intestinale ou de former des
biofilms afin de mieux persister, mais, pour des raisons de sécurité, ce critere reste
controversé (Butel, 2014; Dunne et al., 2001; Russell, 2009; Saarela et al., 2000). La
résistance aux antibiotiques des probiotiques est I'un des débats les plus importants dans ce
domaine. Elle peut aider les probiotiques a résister a certaines conditions, en particulier
lorsque les patients prennent des antibiotiques au cours d’infections. Cependant,
I'augmentation de la résistance aux antibiotiques des souches probiotiques a conduit a la
nécessité d'une évaluation plus poussée des souches (Sharma et al., 2014). Les probiotiques
ont le risque théorique de transférer des genes de résistance aux antibiotiques a des
bactéries pathogenes. De nombreuses souches de Lactobacillus sont naturellement
résistantes a la vancomycine, ce qui souléve des inquiétudes quant au transfert possible
d'une telle résistance a des organismes plus pathogénes, en particulier les entérocoques et
Staphylococcus aureus. Pour cette raison, il est impératif que les probiotiques soient bien
documentés, et bien étudiés, notamment pour leur capacité a transférer des déterminants
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de résistance aux antibiotiques (Sharma et al., 2014). Des souches portant des résistances a
des antibiotiques transférables ne sont pas autorisés sur le marché (Laulund et al., 2017).

Une souche probiotique doit également étre stable au cours du procédé de production et
de conservation. Selon la définition, les micro-organismes doivent étre vivants, cependant
certaines préparations inactivées peuvent présenter des effets intéressants. La survie et
I’effet protecteur reste néanmoins dépendant de la souche elle-méme et de la dose ingérée,
ainsi que de I’h6te et de la matrice. Une souche probiotique doit répondre a des criteres
réglementaires avant d’étre commercialisée, notamment sur la qualité et la quantité des
bactéries ingérées. La dose a été fixée autour de 10° UFC/g, mais la dose précise nécessaire
pour assurer un effet bénéfique va dépendre de la souche, de I’'hbte et de I'effet recherché
et ne peut étre déterminée qu’aprés une étude clinique (Ghadimi et al., 2008). Pour
satisfaire a la demande, la culture des micro-organismes probiotiques doit étre effectuée
dans des milieux ne contenant pas de composés d’origine animale, mais a partir de milieux a
base de produits végétaux. Les parametres tels que la température, le pH, la vitesse
d’agitation, le type de neutralisant utilisé pour la régulation du pH et la pression d’oxygéne
doivent étre controlés. Il faudra ensuite vérifier la stabilité des souches aprées les procédés
de déshydratation (lyophilisation, atomisation...) afin qu’elle puisse satisfaire a la durée de
vie généralement acceptée (30 jours).

4.3.2. Caracteres spécifiques des souches probiotiques

La définition méme d’un probiotique repose sur ses capacités bénéfiques sur la santé de
I’h6te quel que soit leur mécanisme d’action. Les probiotiques peuvent étre divisés en
plusieurs catégories selon leurs effets et leurs modes d’action. Ceux-ci doivent donc
préférablement étre évalués par diverses études fonctionnelles a I'aide de modéles in vitro,
de modeles expérimentaux in vivo, avant d’étre confirmés par une étude clinique adaptée.
De nombreux effets ont été attribués au probiotiques :

- Amélioration de l'intolérance au lactose
Plus de 60% de la population humaine a une capacité réduite a digérer le lactose en raison

de la faible activité enzymatique de la lactase. Des études cliniques ont montré que les
bactéries probiotiques présentes dans les produits laitiers fermentés et non fermentés
peuvent étre utilisées pour diminuer les symptémes cliniques de l'intolérance au lactose
(Oak and Jha, 2018). Une amélioration de la digestion du lactose et la baisse des symptomes
de l'intolérance a été obtenue avec une souche de L. rhamnosus (lbarra et al., 2012). Une
étude réalisée par Agustina et al. en 2007 a montré que la durée de la diarrhée était
significativement diminuée dans le groupe ayant recu le probiotique par rapport au groupe
témoin parmi 58 sujets souffrant d'intolérance au lactose (Agustina et al., 2007). Une étude
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de Zhong et al. a montré que les symptomes de l'intolérance au lactose étaient
significativement diminués aprés la supplémentation en B. animalis (Zhong et al., 2006).
Cette application est actuellement la seule application santé reconnu par I'EFSA (ESFA,
2010).

- Protection contre les infections gastro-intestinales (diarrhée du voyageur, diarrhée
infantile, diarrhée induite par antibiotiques ...), infections a Helicobacter pylori (Nista et
al., 2004; Wang et al., 2004) et infections uro-génitales (Mezzasalma et al., 2017).

Les diarrhées post antibiothérapie

L'incidence de diarrhées associées a la prise d’antibiotiques varie entre 5% et 30% (Bartlett,
1996). L'utilisation d’antibiotiques conduit en effet a des changements importants au niveau
du microbiote intestinal, notamment a la diminution du nombre total des bactéries et de
leur diversité avec une diminution de Bacteroides, bifiobacteria et I'augmentation des
fusobacteria, clostridia et eubacteria (Mueller t al., 2006). Cependant cette modification est
souvent transitoire, le microbiote étant résilient. Une diminution de la production d'acides
gras a chaine courte dans l'intestin ainsi qu’une augmentation d'activité protéolytique ont
également été observées chez des patients agés traités par antibiotiques (Guigoz et al.,
2008). Les probiotiques donnés en association avec des antibiotiques sont largement utilisés
pour la prévention de la diarrhée chez les adultes et les enfants (Blaabjerg et al., 2017).
Plusieurs études cliniques ont été menées avec S. boulardii pour la prévention de diarrhée
associée aux antibiotiques (Can et al., 2006; Szajewska et al., 2006; Szajewska and Kotodziej,
2015). D’autres études cliniques contrélées randomisées ont également montré |'efficacité
de L. rhamnosus GG chez les adultes (Thomas et al., 2001; Wenus et al., 2008) ainsi que chez
les enfants (Arvola et al., 1999; Vanderhoof et al., 1999). Une étude récente remets
cependant en cause I'effet potentiel des probiotiques. Cependant cette étude a été réalisée
a I'aide d’un mélange dont les effets n’ont pas été démontrés par des études cliniques, et
elle n’a concerné que 8 personnes et n’a mesuré aucun parameétre clinique (Suez et al.,
2018). Des méta-analyses et des revues Cochrane confirment d’ailleurs ces effets préventifs
(Blaabjerg et al., 2017; Goldenberg et al., 2017, 2015) et montrent un impact positif
substantiel sur les budgets de la sécurité sociale potentiel (Lenoir-Wijnkoop et al., 2014).

Diarrhées infectieuses

Le traitement et la prévention des diarrhées infectieuses sont parmi les effets bénéfiques
les plus attribués aux probiotiques. Les diarrhées infectieuses sont causées par des
pathogenes viraux, bactériens ainsi que par des protozoaires. Différentes études ont montré
gue certaines souches probiotiques peuvent inhiber des virus entériques ce qui les rendent
efficaces dans le traitement des diarrhées infectieuses infantiles (Gou et al.,, 2014,
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Guandalini, 2008). Le rotavirus correspond au virus fréquemment responsable des diarrhées
infantiles aigués (John et al.,, 2014). Des études cliniques ont montré que des souches
probiotiques tels que L. rhamnosus GG (LGG), L. casei Shirota (LcS) et B. animalis subsp.
lactis Bb12 peuvent diminuer la durée de la diarrhée aigué causé par ce virus (Shah, 2007).
L’effet antiviral des probiotiques peut étre médié par plusieurs mécanismes (Kassaa, 2017).
Cela peut étre di a la sécrétion d’agents antiviraux telles que des bactériocines, des effets
immunomodulateurs, l'inhibition directe ou la neutralisation des virus. Concernant les
enteropathogénes bactériens, Clostridium difficile est la bactérie la plus néfaste retrouvée
aprés une antibiothérapie. C. difficile provoque des infections gastro-intestinales
accompagnées de diarrhée et de colite pseudomembraneuse (Allen, 2014). Certains
probiotiques ont montré une capacité protectrice et un meilleur rétablissement dans les
entérites causées par C. difficile (Goldenberg et al., 2017; Naaber et al., 2004; Qamar et al.,
2001).

Probiotiques et pancréatite aigué

Les probiotiques peuvent jouer un role important dans la prévention des complications de la
pancréatite aigué expérimentale en réduisant la translocation bactérienne (Akyol et al.,
2003; Muftuoglu et al., 2006; van Minnen et al., 2007). Une étude clinique menée par Olah
et al. sur des patients atteints de pancréatite aigué avec la souche L. plantarum 299v
associée a de la fibre d'avoine a montré une réduction significative de la nécrose
pancréatique et du nombre d'interventions chirurgicales (Olah et al., 2002). Par la suite,
plusieurs études ont rapporté des effets positifs similaires avec des probiotiques associés ou
non a des prébiotiques (Gou et al., 2014; Karakan et al., 2007; Qin et al., 2008).

La liste des bénéfices des probiotiques ne se limite pas a ceux mentionnés et inclut une
gamme d'effets prometteurs qui nécessitent toutefois d'autres études chez I'homme pour
étre étayés. llIs diminuent également le risque de cancer colorectal (Rafter et al., 2007) et ils
protegent des complications post-opératoires du by-pass (Woodard et al., 2009).

- Amélioration de la constipation
La constipation fonctionnelle est un trouble gastro-intestinal basé sur des symptomes sans

origine organique (par exemple, une occlusion intestinale). Il a une prévalence de 14% chez
les adultes (Suares and Ford, 2011), ce qui représente un important probléme de santé
publique, les symptémes pouvant étre graves et entrainer un impact significatif sur la
qualité de vie du patient. Les probiotiques peuvent améliorer le temps de transit intestinal,
la fréquence des selles et la consistance des selles (Dimidi et al., 2014). Yoon et al. 2018 ont
montré que les probiotiques amélioraient significativement la consistance des selles chez les
patients souffrant de constipation chronique. De plus, I'effet bénéfique de L. plantarum sur
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la consistance des selles persiste apres 'arrét de la supplémentation en probiotiques (Yoon
et al., 2018).

- Prévention contre les entérocolites ulcéro-nécrosantes chez le prématuré
L'entérocolite nécrosante est I'urgence gastro-intestinale la plus fréquente chez le nouveau-

né prématuré. Certains rapports estiment une incidence de plus de 10% chez les nourrissons
pesant moins de 1500 g, avec une mortalité avoisinant les 30%. De nouvelles preuves
suggerent que les probiotiques pourraient jouer un réle dans le controle ou la prévention de
cette pathologie en réduisant la colonisation intestinale par des microorganismes
pathogénes, en renforcant la barriére intestinale et en atténuant l'inflammation intestinale
(AlFaleh and Anabrees, 2014). Par exemple Hoyos et al. ont montré que |'administration
entérale de Lactobacillus acidophilus et de Bifidobacterium infantis aux nouveau-nés dans
une unité de soins intensifs a réduit significativement l'incidence de I'entérocolite
nécrosante (Hoyos, 1999).

- Stimulation du systéme immunitaire et prévention des maladies hivernales et
pathologies allergiques
Turchet et al. ont montré que I'administration de L. casei DN-114001 induit une réduction

de 20% de la durée des infections hivernales (Turchet et al., 2003). Cazzola et al. suggere
gu'une supplémentation de 3 mois avec L. helveticus R0052, B. infantis R0033, B. bifidum
RO071 et un fructooligosaccharide peut réduire le risque d'apparition de maladies
infectieuses courantes chez les enfants et limite le risque d’absentéisme a |'école (Cazzola et
al., 2010).

Des recherches récentes suggerent que I'exposition a des bactéries au début de la vie peut
jouer un role protecteur contre les allergies méme lorsque la barriere muqueuse et le
systéme immunitaire sont encore immatures (Rook and Brunet, 2005). Dans ce contexte, les
probiotiques peuvent fournir une stimulation microbienne alternative nécessaire au
développement du systéme immunitaire chez les nourrissons. Les probiotiques améliorent
également la fonction « barriére » de la muqueuse, une propriété qui est considérée comme
clé dans la modulation de la réponse allergique. L'administration a des méres présentant un
fort niveau d’antécédents familiaux d'eczéma, de rhinite allergique ou d'asthme de Ia
souche L. rhamnosus GG a permis de prévenir la survenue d'eczéma atopique chez les
nourrissons a haut risque suite a une administration aux meéres a court- (Isolauri et al.,
2000), ou plus long terme (Kalliomaki et al., 2007). La souche L. acidophilus n'était pas
capable de produire le méme résultat dans une étude différente suggérant la spécificité de
la souche (Taylor et al., 2006). L. rhamnosus GG en association avec B. animalis subsp. lactis
pendant la grossesse et I'allaitement réduit le risque et la gravité d'eczéma atopique et de
sensibilisation allergique chez I'enfant (Huurre et al., 2008), alors qu'un autre mélange de
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probiotiques (L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705, B. breve et Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii JS) n'a pas conduit a des résultats probants (Viljanen et al.,
2005). En ce qui concerne l'allergie alimentaire, I'utilisation de préparations probiotiques
chez des adultes présentant une hypersensibilité au lait - et non une intolérance au lactose -
a montré que certaines souches peuvent inhiber la réponse inflammatoire induite par le lait
et améliorer les symptomes d'allergie (Trapp et al., 1993).

- Traitement des pathologies métaboliques (obésité, diabéte, NASH)
L'obésité est I'un des problemes de santé publique les plus importants au niveau mondial,

tant dans les pays développés que dans les pays émergents. Elle se caractérise par un exces
anormal de tissu adipeux blanc, et une inflammation de bas grade, facteur de risque majeur
de développement du diabete de type 2, de maladies cardiovasculaires et de cancer (Bass
and Eneli, 2015). L'obésité est également associée a une modification de la composition du
microbiote. On observe notamment un changement entre I'abondance des deux phyla
princiapaux, Bacteroidetes et Firmicutes et une diminution de la diversité microbienne, en
particulier des bactéries productrices d’acides gras a chaine courte, ce qui peut avoir une
influence sur I'équilibre énergétique et le controle de la satiété (Forslund et al., 2015; Qin et
al., 2012; Turnbaugh et al., 2009). Dans ce contexte, |'effet potentiel de probiotiques a été
étudié et des effets intéressants ont été mis en évidence dans différentes études
expérimentales (Wang et al., 2015; Yadav et al.,, 2013), dont celles effectuées par mon
laboratoire d’accueil (Alard et al., 2016). Chez 'homme, peu d’études probantes ont été
rapportées. L'administration de la souche L. gasseri SBT2055 a des sujets obéses japonais
pendant 12 semaines a montré une réduction de I'indice de masse corporelle et de la masse
de graisse abdominale (Kadooka et al., 2013, 2010). L'administration d’un mélange
contenant les souches L. acidophilus La5, B. animalis subsp. lactis Bb12 et L. casei DNOO1
chez des individus ayant un indice de masse corporelle élevée, a conduit a une réduction de
cet indice, ainsi que du pourcentage de graisse et du taux de leptine (Zarrati et al., 2014,
2013). L'administration de capsules contenant des bifidobactéries, des lactobacilles et une
souche de S. thermophilus chez des sujets en surpoids a également conduit a une
amélioration significative de leurs profils lipidiques, réduisant les taux de cholestérol total,
de triacylglycérols et de LDL-C et augmentant les taux de HDL (Rajkumar et al., 2014). Des
données récentes suggérent que des modifications de la composition du microbiote
intestinal sont aussi associées au développement du diabéte de type 2 (Han and Lin, 2014;
Hulston et al., 2015; Larsen et al., 2010). L'administration de L. acidophilus La-5 et B.
animalis subsp. lactis BB-12 chez des patients atteints de diabéte de type 2 a mis en
évidence une différence significative entre les groupes traités ou non, concernant les taux
moyens de I'HbAlc, du cholestérol total et de LDL-C (Tonucci et al., 2017). Une
augmentation des taux de HDL-C et une diminution du rapport LDL-C / HDL-C a été
rapportée par Mohamadshahi et al. (Mohamadshahi et al., 2014). Des études antérieures
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utilisant les mémes souches (Ejtahed et al., 2012, 2011) réalisées chez des patients atteints
de diabéte de type 2 ont signalé une diminution significative de la glycémie a jeun, des taux
de cholestérol total, de LDL-C et de HbAlc, ainsi qu'une augmentation de l'activité du
superoxyde dismutase érythrocytaire, de la glutathion peroxydase et du statut antioxydant
total par rapport au groupe témoin.

La stéatose hépatique non alcoolique (NASH) est la pathologie hépatique la plus répandue
dans le monde et touche a la fois les adultes et des enfants. Elle est caractérisée par une
accumulation excessive de graisse dans les cellules hépatiques (NAFLD), conduisant a des
Iésions et a un état inflammatoire sévére pouvant progressé vers des |ésions de type fibrose
(NASH), puis a une cirrhose et potentiellement vers un cancer du foie. La NASH est souvent
une conséquence de I'obésité. On observe tout comme pour I'obésité une modification du
microbiote (Ley et al.,, 2006). L'augmentation de l'inflammation et du stress oxydatif
associée a des dysbioses du microbiote participent au développement de cette pathologie.
De ce fait, 'utilisation de probiotiques est proposée comme une stratégie intéressante. Des
études expérimentales ont montré I'effet bénéfique de certaines souches, telle que L. casei
strain Shirota dans un modeéle murin lié¢ a la consommation d’un régime déprivé en
methionine et choline (Okubo et al., 2013) et du mélange VSL#3 qui protége d’'une NASH et
de I'athérosclérose dans une modele de dyslipidémie génétique (souris déficiente pour
ApoE) traitées par du DSS (Mencarelli et al., 2012). Peu d’études cliniques ont été réalisées.
Une étude pilote réalisée sur 30 patients souffrant de NAFLD a évalué les effets de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus et de S. thermophilus sur différents parametres de la fonction
hépatique et des facteurs de risque cardiovasculaires. Ce traitement a révélé une
diminution des taux d'alanine amino transférase (ALT), d'aspartate amino transférase (ASP)
et de GTP en tant qu'indicateurs de I'amélioration de la fonction hépatique (Aller et al.,
2011).

Un essai clinique controlé a été mené avec un yaourt probiotique contenant L. acidophilus
La5 et B. animalis subsp. lactis Bb12 pendant 8 semaines chez des patients atteints de
NASH. La consommation de ce mélange a entrainé une réduction des taux sériques d'ALT,
d'ASP, de cholestérol total et de LDL-C par rapport au groupe témoin (Nabavi et al., 2014).
Une étude récente réalisée avec un cocktail contenant des souches de L. casei, L.
rhamnosus, L. delbrueckii subsp. bulgaris, B. longum et S. thermophilus chez 75 patients
atteints de NASH a montré une réduction significative des taux d’ALT et cholestérol, de
I'indice de masse corporelle et une amélioration de la dysbiose du microbiote (Manzhalii et
al., 2017).

- Réduction du risque de maladie coronarienne

Les maladies cardiovasculaires sont une cause majeure de déces dans le monde et
augmentent rapidement dans les pays a revenu faible ou intermédiaire. Le taux élevé de C-
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LDL est un facteur de risque majeur de maladie coronarienne et constitue la cible principale
du traitement hypolipidémiant (Grundy, 2008). Des réductions significatives du LDL-C ont
été observées aprés administration de quatre souches probiotiques: L. reuteri NCIMB
30242, E. faecium et |'association de L. acidophilus La5 et de B. animalis subsp. lactis Bb12
(Ejtahed et al., 2011; Hlivak et al., 2005; Jones et al.,, 2012). Deux symbiotiques, L.
acidophilus CHO-220 et inuline et L. acidophilus et fructo-oligosaccharides, ont également
diminué les taux de LDL-C (Ooi et al., 2010; Schaafsma et al., 1998). L’administration de L.
reuteri NCIMB 30242 a également amélioré les autres facteurs de risque, tels que les
biomarqueurs inflammatoires.

- Neutralisation de carcinogénes alimentaires et effet bénéfique dans le cancer colorectal

Les probiotiques peuvent agir comme antimutageénes et exercer des effets positifs a
différents stades de la cancérogenese. Les effets peuvent étre attribués aux facteurs
suivants: (i) inactivation des mutagénes ou des carcinogénes, (ii) diminution du pH intestinal
(iii) effet immunomodulateur, (iv) modulation du microbiote intestinal, (v) modulation de
I'apoptose et de la différenciation cellulaire, et (vi) inhibition de la signalisation de la
tyrosine kinase (Raman et al., 2013).

L'activité anticancéreuse du probiotique Bacillus polyfermenticus a été évaluée in vitro et in
vivo et a été partiellement attribuée a la régulation négative de ErbB2 et ErbB3 nécessaire
au développement de la tumeur (Ma et al., 2010). Chen et al. ont rapporté la prévention de
la prolifération induite par EGF17 (Epidermal Growth Factor 17), la formation réduite de
colonies cellulaires et la promotion de |'apoptose par S. boulardii in vitro et in vivo (Chen et
al., 2009). Les probiotiques pouvant moduler la signalisation associée a l'initiation et a la
prolifération du cancer, sont ainsi proposés comme nouvel agent thérapeutique et
prophylactique dans la prévention du cancer colorectal.

- Prise en charge des pathologies comportementales, tels que la maladie d'Alzheimer
(Nimgampalle and Kuna, 2017), I'autisme (Shaaban et al., 2017), le stress et la dépression
(Vlaini¢ et al., 2016).

La communication bidirectionnelle entre le cerveau et l'intestin, appelée axe intestin-
cerveau, est reconnue depuis longtemps. Le cerveau peut agir sur le tractus gastro-intestinal
en régulant la motilité, la sécrétion, |'absorption et la circulation sanguine. En méme temps,
I'intestin peut affecter le fonctionnement et le comportement du cerveau (Grenham et al.,
2011). L'échafaudage de l'axe entre l'intestin et le cerveau comprend le tractus gastro-
intestinal, le systeme nerveux central, le systéme nerveux autonome, le systéme nerveux
entérique, le systeme neuroendocrinien et le systeme immunitaire cérébral (Grenham et al.,
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2011). Des études récentes ont montré que le microbiote intestinal est impliqué dans le
développement neurologique et diverses fonctions cérébrales en régulant I'axe intestin-
cerveau (Carabotti et al., 2015; Erny et al., 2015). Les probiotiques ont récemment attiré
I'attention dans ce contexte, étant donné qu’ils peuvent influencer de fagon bénéfique le
microbiote intestinal, ce qui pourrait agir sur I'axe intestin-cerveau (Bravo et al., 2012).

Une variété de probiotiques a été étudiée dans des modeles animaux de troubles
neurologiques. Bifidobacterium et Lactobacillus sont les principaux genres qui ont montré
des effets bénéfiques dans ce type de pathologies, par exemple sur I'anxiété, la dépression
ou le stress. Il a été montré que l'administration orale d'une formulation probiotique
composée de L. helveticus R0O052 et de B. longum R0175 pendant plus de 30 jours améliore
I'humeur chez des volontaires généralement en bonne santé (Messaoudi et al., 2011a,
2011b). Nimgampalle et Kuna ont révélé que la souche L. plantarum MTCC1325 pourrait
avoir des propriétés bénéfiques contre la maladie d’Alzheimer induite chez le rat par du D-
galactose (Nimgampalle and Kuna, 2017).

4.4. Mode d’action des probiotiques

Les modes d’action des probiotiques sont multiples et complexes et varient d’une souche a
I"autre et en fonction des applications recherchées.

4.4.1. Modulation du microbiote intestinal

Comme décrit précédemment, le microbiote joue un role crucial sur la santé et est altéré
dans de nombreuses pathologies chroniques. Les études actuelles montrent de plus en plus
que les effets bénéfiques de certains probiotiques sont associés a des rééquilibrages du
microbiote, en restaurant la diversité et I'abondance de certaines bactéries reconnues
comme étant bénéfiques (Azad et al., 2018).

4.4.2. Immunomodulation (stimulation de 'immunité ou

activité anti-inflammatoire)

Récemment, le terme immunobiotique a été créé pour les souches probiotiques ayant un
effet sur le systeme immunitaire. Les immunobiotiques peuvent stimuler ou moduler les
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différentes réponses immunitaires. Cet effet semble étre souche dépendante, puisque
certaines souches peuvent stimuler les réponses pro-inflammatoire (Zelaya et al., 2016)
tandis que d’autres souches peuvent réguler I'inflammation en stimulant les réponses anti-
inflammatoires (Foligné et al., 2007a). Plusieurs études ont en effet montré que certaines
souches probiotiques peuvent moduler le systeme immunitaire de la muqueuse et limiter
I'inflammation par la production de cytokines anti-inflammatoires, telles que l'interleukine
IL-10 et TGF-B (Donkor et al., 2012; Pérez-Cano et al., 2010) et inhiber la production des
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, IFN-y et I'lL-8 (Ma et al., 2004; Petrof et
al., 2004). De plus, les probiotiques ont la capacité d'interagir avec les cellules épithéliales et
les DCs de I'h6te (Macho Fernandez et al., 2011; Zoumpopoulou et al., 2008) et favorisent la
polarisation de réponse T régulatrices (Kwon et al., 2010). Ceci peut aisément étre mis en
évidence par la stimulation de cellules immunes in vitro, montrant des effets différents en
fonction des souches. Il est ainsi possible de sélectionner des souches probiotiques
stimulant la production de cytokine anti- inflammatoire telle que I'lL-10 et induisant peu de
cytokine pro-Thl (IL-12 ou IFN-y). Les probiotiques peuvent influencer différemment la
maturation des DCs et les profils de cytokines induites. La stimulation des DCs par la souche
L. salivarius Ls33 induit une maturation partielle des DCs, tandis qu'une maturation totale et
une production importante de cytokines comme IL-12 et IL-6 a été observée avec la souche
L. acidophilus NCFM (Foligné et al., 2007a). De facon importante, les souches présentant des
profils anti-inflammatoires in vitro sont capables de protéger les souris d'une colite
expérimentale, ce qui représente des critéres intéressants de sélection de souches pour une
application dans les MICI (Alard et al., 2018; Burns et al., 2017; Foligné et al., 2007a; Zaylaa
et al., 2018).

A l'inverse certains probiotiques sont capables de stimuler la production de I'IFN-y et d'IL-
12, qui sont des cytokines pro-Thl (Mohamadzadeh et al., 2005; Vissers et al., 2010) et de
renforcer I'immunité innée (Villena et al.,, 2016). Ces souches seront préférentiellement
sélectionnées pour des applications de stimulation de I'immunité et notamment pour
limiter certaines infections, telle que des infections hivernales (Kechaou et al., 2013; Zelaya
et al.,, 2016) ou pouvant servir d’adjuvant a des vaccins administrés par voie muqueuse
(Vizoso-Pinto et al., 2017). Evrard et al. ont montré la capacité de la souche L. rhamnosus
Ler35 a induire de I'lL-23, un membre de la famille IL-12 associé a la différenciation Th17 et
aux réponses pro-inflammatoires (Evrard et al., 2011). Certains lactobacilles ont également
montré des capacités a diminuer la production des cytokines IL-4 et IL-5 qui sont des
cytokines pro-Th2 impliqués notamment dans des réactions de type allergique (Ghadimi et
al., 2008; Pochard et al., 2002).
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4.4.3. Renforcement de la barriére intestinale

Un nombre limité d’études cliniques ont évalué I'impact des probiotiques sur I'intégrité de
la barriére intestinale chez des sujets volantaires sains. Karczewski et al. ont néanmoins
montré que la perfusion de volantaires sains par L. plantarum WCFS1 renforgait la
localisation des protéines ZO-1 et occludines apres interaction avec les bactéries. Ces
données ont été confirmées dans un modeéle in vitro utilisant la lignée Caco-2, montrant que
I'effet était dépendant de TLR2 (Karczewski et al., 2010). De nombreux modéles
expérimentaux ont montré I'impact positif de probiotiques sur la restauration de la barriére,
aprés diverses infections par des pathogenes (Bermudez-Brito et al., 2015; Johnson-Henry
et al., 2005; Liévin-Le Moal et al., 2002) ou dans des modeles de colite (Madsen et al., 2001;
Martin et al., 2016). Certains probiotiques sont capables de renforcer la barriere intestinale
en agissant sur les jonctions serrées et la production de mucus (Kumar et al., 2017). Les
travaux de Polk et al. ont mis en évidence in vitro le réle de certaines protéines, telle que la
P40 dérivée de L. rhamnosus GG, capable de prévenir la disruption de I'épithélium en
induisant une signalisation via I'EGF (epidermal growth factor). Un facteur soluble de
B. infantis a également permis I'augmentation de ZO-1 et des complexes occludine corrélée
a une amélioration des fonctions barriere (Karczewski et al., 2010).

Les probiotiques peuvent également limiter I'adhésion des pathogenes et leur translocation
par I"occupation de niches. Certaines probiotiques sont également capables de produire des
agents anti-microbiens, notamment des bactériocines, des enzymes ou des molécules
simples avec des effets anti-bactériens, comme I'H,0, ou les AGCC. Il a été démontré que
des souches probiotiques appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium peuvent
inhiber des pathogenes, y compris Salmonella, E. coli, Helicobacter pylori, Listeria
monocytogenes et les rotavirus (Chenoll et al., 2011; Muioz et al., 2011; Nakamura et al.,
2012; Todoriki et al., 2001; Tsai et al., 2008). L'exclusion compétitive par les bactéries
intestinales est basée sur une interaction bactérie-bactérie médiée par la compétition pour
les nutriments disponibles et pour les sites d'adhésion des muqueuses. Les bactéries
peuvent également modifier leur environnement pour le rendre moins adapté a leurs
concurrents. La production d’acides organiques permettant de diminuer le pH et donc la
prolifération bactérienne, ou l'activation de cellules de Paneth capables de produire des
peptides anti-microbiens (Fuochi et al., 2017).

Les acides organiques produits par les souches probiotiques, surtout par les lactobacilles, en
particulier I'acide acétique et I'acide lactique, ont un fort effet inhibiteur contre les bactéries
a Gram négatif (Uro-pathogénes et entéropathogenes) et ont été considérés comme les
principaux composés antimicrobiens responsables de I'activité inhibitrice des probiotiques
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contre les pathogénes (tel que Salmonella typhimurium) (Cadieux et al., 2009; De
Keersmaecker et al., 2006). Plusieurs souches probiotiques produisent des peptides
antibactériens comme les bactériocines. Les bactériocines produites par des bactéries
Gram-positif tel que la lactacine B de L. acidophilus, |la plantaricine A de L. plantarum C11 et
la nisine de Lactococcus lactis ont un spectre d'activité étendu, incluant notamment des
effets contre Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (Barefoot and Klaenhammer,
1983; Karska-Wysocki et al., 2010; Sand et al.,, 2013). Liévin et al. ont décrit une forte
activité de destruction de deux souches de Bifidobacterium contre plusieurs bactéries
pathogénes, dont Salmonella typhimurium SL1344 et E. coli C1845 (Liévin et al., 2000). Il est
bien connu que certaines souches de probiotiques produisent des métabolites qui inhibent
la croissance des champignons et d'autres espéces de bactéries (Coloretti et al., 2007;
Lindgren and Dobrogosz, 1990). Certaines études ont montré que certaines souches de
Lactobacillus peut produire des substances antifongiques, telles que l'acide benzoique, la
méthylhydantoine, la mévalonolactone (Niku-Paavola et al., 1999; Prema et al., 2010) et les
acides gras a chaine courte (Sjogren et al., 2003).

De facon indirecte, les probiotiques peuvent inhiber les pathogenes en stimulant la
production des PAM par les entérocytes, principalement par les cellules de Paneth. Les
défensines et les cathélicidines sont les PAM les plus répondus dans la lumiére intestinale,
sécrétés par les cellules épithéliales intestinales et présentent une activité antimicrobienne
contre une grande variété de bactéries, de champignons et de certains virus (Kelsall, 2008).
Certaines souches probiotiques comme la souche E. coli DSM 17252 G2 et plusieurs
lactobacilles, notamment le mélange VSL#3, ont montré une capacité a stimuler la
production de défensines par les cellules de Paneth surtout la B—défensine 2 humaine
(Mondel et al., 2009; Schlee et al., 2008; Wehkamp et al., 2004).

Des travaux récents indiquent que certains probiotiques pourraient renforcer la barriére en
favorisant I'immunité innée et notamment I’activation de cellules de type ILC3 capables
d’induire la secretion d’IL-22. Un métabolite produit par la souche L. reuteri D8 (indole-3-
aldehyde) serait notamment impliqué dans ce mécanisme et pourrait stimuler la sécrétion
d’IL-22 via l'activation de recepteur AhR (hydrocarbon receptor) et la phosphorylation de
STAT3 (Hou et al., 2018).

- Production d’acides gras a chaine courte et de nutriments (vitamines)
Les lactobacilles peuvent produire des AGCC par la dégradation et la fermentation de fibres
alimentaires ou de produits finaux d'hydrates de carbone tels que le pyruvate (Pessione,
2012). Les bifidobactéries utilisent la voie de la fermentation pour produire principalement
de l'acétate pendant la croissance sous limitation des glucides, ainsi que du lactate lorsque
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les glucides sont en excés (Macfarlane and Macfarlane, 2003). Cette capacité a produire des
AGCC a la fois par les lactobacilles et les bifidobactéries est mise en évidence lorsque la
concentration en AGCC est analysée selon différentes compositions du microbiote. Par
exemple, la supplémentation avec L. salicinius JCM 1230 et L. agilis JCM 1048 pendant 24 h
ont montré une augmentation significative de la formation de propionate et de butyrate au
niveau du caecum chez le poulet (Meimandipour et al., 2010). Il a été récemment montré
que L. acidophilus CRL 1014 augmente la concentration en AGCC (Sivieri et al., 2013).
LeBlanc et al. ont évalué la capacité de quatre probiotiques a produire des AGCC. L.
rhamnosus GG a été capable de produire et de libérer du propionate, mais n'était pas
capable de produire du butyrate ou de I'acétate. De la méme fagon, B. longum SP 07/3 et B.
bifidum MF 20/5 ont pu produire et libérer une quantité significative d'acétate. B. longum
SP 07/3, B. bifidum MF 20/5 et L. gasseri PA 16/8 ont été capables de produire et de libérer
du propionate, mais n'ont pas été capables de produire du butyrate (LeBlanc et al., 2017).
D'autre part, certains probiotiques ont la capacité de produire des nutriments, en particulier
certaines vitamines. L. fermentum CECT5716 est capable de produire des vitamines B2 et B9
(Cardenas et al., 2015). La production de vitamines n'a été démontrée dans des milieux de
culture microbienne mais aucun essais clinigues n'a pu déterminer les concentrations
sériques de vitamines chez les patients ayant recu ce probiotique. LeBlanc et al. ont évalué
le potentiel in vitro de production et de libération de vitamines B1 / B2 et B9 de quatre
souches bactériennes probiotiques: L. rhamnosus GG, B. longum SP 07/3, B. bifidum MF
20/5 et L. gasseri PA. 16/8. lls ont mis en évidence que L. rhamnosus GG était un bon
producteur et libérateur de folate (B9) et de riboflavine (B2) et un producteur faible mais
significatif de thiamine intracellulaire sans synthése extracellulaire (LeBlanc et al., 2017).

- Régulation du systéeme neuroendocrine
Des études scientifiques récentes ont mis en évidence les relations complexes entre le
microbiote intestinal et |'axe intestin-cerveau. Cette communication peut se faire via la
production de molécules neuro-actives et neuroendocrines tels que la sérotonine, le GABA,
I'histamine, la noradrénaline et I'adrénaline (Bienenstock and Collins, 2010; Forsythe et al.,
2010). Une étude métabolomique utilisant des souris axéniques a montré que les taux de
sérotonine sérique sont 2,8 fois plus élevés chez les souris conventionnelles que chez les
souris axéniques, bien que des preuves directes n'aient pas démontré la production de
sérotonine par les bactéries entériques (Wikoff et al., 2009). Certains microorganismes
intestinaux tels que les lactobacilles peuvent convertir le glutamate en GABA (Li and Cao,
2010; Su et al., 2011), qui fonctionne comme un neurotransmetteur modulant le systeme
nerveux central et pourrait jouer un role dans l'inhibition de la douleur. L'administration de
L. rhamnosus JB-1 a des souris a entrainé une modification du profil des récepteurs GABA

87



dans le cerveau, une réduction de la corticostérone induite par le stress et une diminution
du comportement lié a l'anxiété et a la dépression, tous absents chez les animaux
vagotomisés (Bravo et al., 2011). L'effet inhibiteur des bactéries intestinales sur la douleur
viscérale provenant du tractus gastro-intestinal a été démontré dans un modele de
distension colorectale chez des rats Sprague-Dawley. Le traitement avec L. rhamnosus ATCC
23272 pendant 9 jours consécutifs a entrainé l'inhibition de la perception de la douleur chez
les animaux lorsque la distension du c6lon était appliquée (Kamiya et al., 2006).

4.5. Les probiotiques dans le contexte des MICI

La plupart des approches thérapeutiques classiques actuels pour la pris en charge de MICI
ont leurs limites, notamment pour la prise en charge de la MC et présentent de nombreux
effets secondaires. Les MICI sont clairement reconnus comme des maladies
multifactorielles. La restauration de I’homéostasie du microbiote intestinal, le renforcement
des fonctions intestinales, la modulation des réponses immunitaires ainsi que la réactivation
des processus autophagiques constituent des nouvelles cibles thérapeutiques et/ou
préventives pour lutter contre les complications des MICI (Lichtenstein et al., 2016; Sales-
Campos et al., 2015).

De ce fait, l'utilisation de probiotiques comme outils thérapeutiques a recu beaucoup
d'attention cette derniére décennie en raison de I'aspect «naturel» et non-néfaste d'un tel
traitement. En effet, ces micro-organismes sont reconnus pour leurs capacités protectrices
par le biais de nombreux mécanismes différents, correspondant a des fonctions qui sont
connues pour étre déficientes chez les patients atteints de MICI. Cela inclue (i) la production
de composés antimicrobiens, (ii) I'adhésion accrue a la muqueuse intestinale et I'exclusion
compétitive des microorganismes pathogenes, (iii) la restauration et la maintenance de la
fonction de barriére de I'épithélium intestinal et (iv) la modulation du systéme immunitaire
incluant des propriétés anti-inflammatoires bien documentées (Hold et al., 2014; Sartor,
2005; Scaldaferri et al., 2013). Néanmoins, les probiotiques ne persistent pas, ce qui vient
d’étre confirmé par des études poussées (Zmora et al., 2018). Leur administration doit donc
étre poursuivie de facon réguliére et quotidienne pour conduire a des effets bénéfiques sur
la santé. Néanmoins leur efficacité a été démontrée dans la prise en charge des patients
atteints de RCH mais reste limitée pour celle des patients souffrant de MC (Ghouri et al.,
2014).
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4.5.1. Etudes in vitro

Afin d’une part de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les capacités
protectrices des probiotiques et d’autre part de définir des modeles et critéres permettant
une sélection optimale et scientifique des souches, de nombreux modéles in vitro ont été
développés.

Amélioration de la barriére épithéliale

Les MICI sont associées a des perturbations de la barriere intestinale, notamment liée a une
perturbation des protéines de jonctions serrées, conduisant a une hyperperméabilité
intestinale, également connue sous le nom de «leaky gut». Suite a cette perturbation, divers
molécules indésirables, telles que des toxines ou des bactéries néfastes, peuvent traverser
la barriére intestinale, activant des réponses immunitaires pro-inflammatoires, conduisant a
une dysrégulation des réponses immunitaires muqueuses et au développement
d’inflammations chronique (Natividad and Verdu, 2013). Des études récentes ont montré
que les probiotiques peuvent améliorer (ou restaurer) la perméabilité intestinale via 3
mécanismes: (i) protection des entérocytes contre I'apoptose (Yan and Polk, 2002), (ii)
stimulation de la synthése des protéines qui sont des composants essentiels des jonctions
serrées, ainsi que la réduction de la perméabilité paracellulaire (Ahrne and Hagslatt, 2011;
Lomasney et al.,, 2014; Souza et al., 2016) et (iii) I'augmentation de la production des
mucines (Mack et al., 2003).

Plusieurs études ont indiqué que I'amélioration de I'expression des genes impliqués dans la
signalisation des jonctions serrées est un mécanisme possible pour renforcer l'intégrité de la
barriere intestinale. Par exemple, des lactobacilles peuvent moduler la régulation de
plusieurs génes codant pour des protéines des jonctions serrées, telles que I'E-cadhérine in
vitro. De plus, l'incubation de cellules intestinales avec des souches de lactobacilles
influence différemment la phosphorylation des protéines de jonctions serrées (Hummel et
al., 2012). L'augmentation de I'expression des genes des jonctions tels que les occludines,
Z0-1 et Z0O-2 a été confirmée par la capacité a renforcer la barriere épithéliale par la souche
L. plantarum MBA452 (Anderson et al., 2010).

Des études ont indiqué que les probiotiques peuvent initier la réparation de la fonction
barriere endommagée. Par exemple, la souche probiotique E. coli Nissle 1917 empéche non
seulement la rupture de la barriere muqueuse induite par un E. coli entéropathogene, mais
elle rétablit méme l'intégrité de la muqueuse dans les cellules T84 et Caco-2. Cet effet est lié
a l'augmentation de l'expression et la redistribution accrues des protéines de jonctions
serrées comme Z0-2 et les protéines kinase C, ce qui conduit a la reconstruction du
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complexe de jonctions serrées (Stetinova et al., 2010; Zyrek et al., 2007). De méme, L. casei
DN-114001 (Parassol et al., 2005) et le mélange VSL#3 (Otte and Podolsky, 2004) sont
capables de maintenir la fonction de la barriere intestinale par des mécanismes similaires.
Un article récent a rapporté que VSL#3 protege la barriere épithéliale et augmente
I'expression de protéines de jonctions serrées in vivo et in vitro en activant les voies de
signalisation p38 (Dai et al., 2012). Des études récentes ont montré la capacité des souches
probiotiques a restaurer la monocouche de cellules épithéliales (Caco-2) sensibilisées par du
peroxyde d'hydrogéne (Alard et al., 2018; Seth et al., 2008), proposant ce modéle comme
modele de criblage de souches capables de restaurer la fonction barriére.

L'épithélium du tractus gastro-intestinal est revétu d'une couche protectrice de mucus.
Cette barriere de mucus, produite par les cellules caliciformes intestinales, contribue a
améliorer la fonction de barriére et a I'exclusion des micro-organismes et autres substances
potentiellement nocives présentes dans la lumiére intestinale. La diminution de la sécrétion
des mucines conduit a la diminution de la distance entre les microorganismes et la
mugueuse intestinale ce qui provoque des réactions inflammatoires allant d’une
inflammation de bas grade jusqu’aux different types d’inflammation chronique. Certaines
souches probiotiques ont montré la capacité de stimuler la sécrétion de mucine. Par
exemple, L. plantarum 299v et L. rhamnosus GG augmentent l'expression génique de
mucine dans les lignées cellulaires intestinales humaines et bloquent I'adhérence et
I'invasion de E. coli entéropathogéne 0157:H7 aux cellules épithéliales intestinales,
prévenant ainsi la translocation bactérienne pathogéne (Mack et al., 2003; Mattar et al.,
2002).

La modulation du systéme immunitaire : les immunobiotiques

Etude de 'immunomodulation

La co-culture de souches potentiellement probiotiques avec des cellules immunes,
notamment des cellules mononuculées de sang humain (PBMC) permet d’évaluer les profils
immuno-modulateurs des souches. Il est ainsi possible de sélectionner des souches a profil
anti-inflammatoire (forte capacité a induire de I'lL-10) ou pro-Th1 (forte capacité a induire
de I'lIFN-y et de I'll-12) (Foligné et al., 2007a).

Il est également possible d’évaluer les capacités anti-inflammatoires des souches a I'aide de
cellules épithéliales. Ko et al. 2007 ont montré que l'interaction des cellules Caco-2 avec L.
plantarum ATCC 8014 et L. rhamnosus LGG peut diminuer la sécrétion d'IL-8 induites par du
TNF-a, en bloquant la translocation de NF-kB (Ko et al., 2007; Zhang et al., 2005). De méme,
la pré-incubation in vitro de la lignée cellulaire épithéliale HT-29 avec B. infantis et L.
salivarius était capable de réduire la réponse pro-inflammatoire induite par S. typhimurium
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(O’Hara et al., 2006) et aussi d’inhiber la production d'IL-8 apres stimulation des cellules HT-
29 par IL-1B (Kechaou et al., 2013). De méme, L. plantarum CGMCC1258 réduit I'expression
des genes qui codent pour I'lL-8 et du TNF-a dans les cellules épithéliales intestinales déja
stimulée par E. coli K88 (Wu et al., 2016).

4.5.2. Modeles expérimentaux

Les capacités protectrices et notamment anti-inflammatoires des probiotiques ont été
démontrés dans divers modeles expérimentaux in vivo, soit de colite spontanée, de colite
induites par des agents chimiques (TNBS ou DSS) ou par le transfert de cellules (Tableau 4).

Inflammation induite par le Dextran Sulfate Sodium (DSS)

Une colite expérimentale peut étre induite par 'administration orale de DSS dans I'eau de
boisson, conduisant principalement a une désorganisation de la surface épithéliale de
I'intestin (Randhawa 2014). Ce modele est intéressant pour évaluer l'impact des
probiotiques sur la barriére et la restauration de la perméabilité intestinale (Martin et al.,
2017).

Les effets protecteurs de L. acidophilus, L. plantarum, B. animalis subsp. lactis et B. breve
(Ultrabiotique®) ont été évalués dans ce modele de colite au DSS. L'administration orale des
souches probiotiques a réduit la gravité de la colite induite ainsi que des taux de NO
(Abdelouhab et al., 2012). Le méme mélange de souches a été testé dans une autre étude
pendant sept jours. L'administration de ces probiotiques a amélioré les symptomes cliniques
et les altérations histologiques observées dans le groupe colite. De plus, le groupe de souris
traitées par ce mélange a montré une réduction de la production de NO ainsi qu’une
augmentation de la production de mucus (Toumi et al., 2013).

D'autres études ont montré que la sévérité de la colite induite par le DSS a été
significativement réduite par I'administration de la souche L. reuteri R2LC et de B. longum
subsp. longum CCM 7952 (Ahl et al.,, 2016; Srutkova et al.,, 2015a). Les marqueurs
d'inflammation MPO, IL-1B et IL-6 augmentés par I'administration du DSS, ont été
significativement réduits par le traitement probiotique. L'épaisseur de mucus réduite par le
DSS, a été significativement augmentée par la souche L. reuteri R2LC.

De méme, I'expression des protéines de jonctions serrées tel que I'occludine et le ZO-1 a été
significativement augmentée chez les souris ayant recu ces probiotiques (Ahl et al., 2016;
Srutkova et al., 2015a). L'administration de B. longum CCM 7952 a amélioré la fonction de la
barriére intestinale, démontrée par la diminution du passage de FITC-dextran dans le sang
(Srutkova et al., 2015a). La thérapie probiotique a ainsi protégé la barriere épithéliale dans
ce modele de colite aigué en prévenant i) une diminution de |'expression des protéines de
jonctions serrées et ii) une augmentation du ratio apoptotique (Mennigen et al., 2009).
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Tableau 4: Etudes expérimentales ayant évalué les effets de souches potentiellement probiotiques
en modeles de colite.

Souche Modeéle | Animaux | Résultats Effets Référence
probiotique | de colite observés
B. bifidum 231 TNBS Rats Bénéfique Diminution de (Satish Kumar et
niveaux de NO al., 2017)
Bifidobacterium TNBS Souris Bénéfique ND (Preising et al.,
bifidum S17 C57/BL6 2010)
Bifidobacterium TNBS Souris Bénéfique Diminue les (Zuo et al.,
infantis BALB/c réponses Thl et 2014)
Thl7 et
augmente la
réponse Treg
Foxp3 (+) dans la
mugqueuse
colique
Bifidobacterium TNBS BALB/c Bénéfique ND (Drouault-
lactis LA 303, Lb. Holowacz et
acidophilus LA al., 2006)
201, Lb.
plantarum LA
301 and
salivarius LA 302
Bifidobacterium TNBS Souris Bénéfique Inhibe la (Lee et al., 2009)
longum HY8004 C3H/HeN peroxydation
et C3H/Hel lipidique,
I'expression de
TLR-4 et
I'activation de
NF-kB dans le
colon
Escherichia coli TNBS Rats Bénéfique Augmente (Sha et al., 2014)
strain Nissle I'expression de
1917 Z0-1
Lactobacillus TNBS Souris ND (Foligné et al.,
acidophilus C57/BL6 2007a)
NCFM
Lactobacillus TNBS Souris Bénéfique | Augmente I'lL-10 | (Zoumpopoulou
fermentum ACA- BALB/c colique et al., 2008)
DC 179
Lactobacillus TNBS Souris Bénéfique Diminue la (Marié et al.,
fermentum BALB/c production d'IL-6 2009)
CECT5716 et augmente
MyD88
Lactobacillus TNBS Souris Bénéfique ND (Rong et al.,
helveticus NS8 BALB/c 2015)
Lactobacillus TNBS Rats Wistar | Bénéfique Diminution des | (Satish Kumar et
plantarum TN8 niveaux de NO al., 2017)
Lactobacillus TNBS Rats Bénéfique Régule (Darbaky et al.,
rhamnosus Lcr35 Sprague- I'activation 2017)
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Dawley immunitaire
locale de I'lL-23 /
Th1l7
Lactobacillus TNBS Souris Bénéfique ND (Foligné et al.,
rhamnosus LR32 BALB/c; 2007a)
C57/BL6
Lactobacillus TNBS Souris Bénéfique Augmente (Dogi et al.,
rhamnosus BALB/c I'activité 2016)
RC007 phagocytaire des
macrophages
péritonéaaux
Lactobacillus TNBS Souris Bénéfique Augmente (Eunetal.,
sakei K17 C57/BL6 I'expression de 2016)
I'IL-10 et des
protéines de
jonction serrées
et inhibe
I'activation de
NF-kB
Bifidobacterium DSS Souris Bénéfique Augmente les (Hidalgo-
animalis subsp. C57BL/6) cellules T Cantabrana et
lactis régulatrices dans al., 2016)
les noeuds
lymphoides
mésentériques
Bifidobacterium DSS Rats Bénéfique ND (lzumi et al.,
breve M-16V 2015)
Bifidobacterium DSS Souris ND (Srutkova et al.,
longum ssp. C57BL/6 2015a)
longum CCDM
372
Bifidobacterium DSS Souris Bénéfique Améliore la (Srutkova et al.,
longum ssp. C57BL/6 fonction de 2015a)
longum CCM barriere
7952 intestinale
Escherichia coli DSS Souris Bénéfique Augmente le (Souza et al.,
strain Nissle BALB/c nombre de 2016)
1917 cellules T
régulatrices dans
les plaques de
Peyer
Lactobacillus DSS BALB/c Bénéfique ND (Kim et al.,
brevis KY21 2015)
Lactobacillus DSS Rats Bénéfique Diminue (Hijova et al.,
plantarum LS/07 Sprague- I'activité B- 2015)
Dawley glucuronidase
Lactobacillus DSS Souris Bénéfique ND (Emge et al.,
rhamnosus C57BL/6 2016)
(RO0O11)
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Une autre étude a montré que l'administration de la souche B. breve a augmenté
I'expression de I'ARNm codant pour les cytokines de type Th2 et associées aux Treg dans le
colon distal. De plus, l'intervention avec B. breve a entrainé des augmentations de Treg et
une diminution des sous-populations de cellules Th17 dans les plaques de Peyer de souris
traitées au DSS (Zheng et al., 2014).

Hong et al. ont évalué un mélange de L. brevis HY7401, Lactobacillus sp. HY7801, et B.
longum subsp. longum HY8004 dans un modele de colite aigué induite par le DSS pendant
sept jours (Hong et al., 2010). Des taux accrus d'acétate, de butyrate et de glutamine, en
plus de taux réduits de triméthylamine, ont été notés dans les féces du groupe probiotique
par rapport aux souris traitées au DSS seul. L'augmentation des taux d'acides gras a chaine
courte dans les féces des souris traitées par le mélange indique que les probiotiques ont des
effets protecteurs contre la colite induite par le DSS via la modulation du microbiote
intestinal.

Inflammation induite par le 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)

De nombreuses souches potentiellement probiotiques ont été évaluées a I'aide du modéle
de colite aigiie induite par I'administration intra-rectale de TNBS (Martin et al., 2017).
L'impact de L. plantarum 21 sur les médiateurs inflammatoires de la colite induite par le
TNBS a été étudié chez le rat. Le traitement avec L. plantarum 21 pendant 14 jours apres
I'induction de la colite a diminué le NO, et a augmenté les concentrations de glutathion. De
plus, les taux d’IL-1B et TNF-a ont été diminués, tandis que I'expression de I'IL-10 a été
augmentée chez les rats traités par L. plantarum 21. De plus, le traitement par probiotique a
atténué les lésions macroscopiques du colon et les modifications histopathologiques
induites par le TNBS (Satish Kumar et al., 2015).

Les effets de I'administration de lactobacilles et de bifidobactéries sur I'expression du TNF-a
et TLR4 dans un modele de colite induite par le TNBS chez le rat ont également été étudiés.
Aucune différence significative n'a été trouvée dans expression du TLR4 et TNF-a entre le
groupe traités pendant deux semaines et le groupe contréle, alors que des réductions
significatives ont été trouvées chez les rats traités avec des probiotiques pendant quatre
semaines par rapport au groupe TNBS (Yang et al., 2013).

Zuo et al. ont étudié I'effet de B. infantis sur les sous-populations de cellules T et sur la
sévérité de la colite expérimentale, induite par I'administration de TNBS chez la souris. Des
souris BALB/c ont recu différentes doses de B. infantis pendant 3 semaines, et les sous-
populations de lymphocytes T et les profils de cytokines associés ont été suivis dans les
ganglions lymphatiques mésentériques (MLN). Les profils des cytokines dans les MLN et les
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modifications histologiques du tissu colique ont été examinés 6 jours apres l'induction de la
colite (Zuo et al., 2014). Cependant, les cytokines de type Thl (IL-2, IFN-y, IL-12p40), le
facteur de transcription et les cytokines associées a une réponse Th17 (RORyt, IL-21, IL-23
ou Treg (Foxp3, IL-10) ont été augmentés chez les souris saines apres |I'administration de B.
infantis. En outre, B. infantis a augmenté le nombre de Tregs CD4" Foxp3® et de cellules
Th17 dans les MLN. D'autre part I'administration de B. infantis a diminué l'infiltration
cellulaire inflammatoire et la déplétion des cellules caliciformes et a restauré I'épithélium
intestinal aprés I'induction de colite. De plus, elle a réduit les cytokines liées a des cellules
Thl (T-bet, IL-2 et IFN-y) et les cytokines liées a des cellules Th17 (IL-12p40, RORyt, IL-17A,
IL-21 et IL-23). D’autre part, B. infantis a augmenté des molécules apparentées aux Treg
(Foxp3, IL-10 et TGF-B) (Zuo et al., 2014).

B. bifidum 231 a également été évalué dans un modeéle de colite induite par I'injection intra-
rectale de TNBS. Le traitement du B. bifidum 231 a révélé des effets anti-inflammatoires
apres analyses macroscopiques et histologiques et a abaissé les niveaux de NO. B. bifidum
231 a entrainé une diminution de I'IL-1B et une augmentation des niveaux d'IL-10 (Satish
Kumar et al., 2015). D'autre études, incluant celles de mon équipe d’accueil ont montré les
effets souche-spécifiques de différents lactobacilles et bifidobactéries et ont mis en
évidence une bonne corrélation entre leurs effets protecteurs in vivo et leurs capacités in
vitro a induire une profil de cytokines anti-inflammatoires (forte induction d’ll-10 et faible
induction d’IL-12 et IFN-y) (Alard et al., 2018; Foligné et al., 2007a). A l'inverse les souches
présentant de faible profil anti-inflammatoire in vitro n’étaient pas capables de protéger les
souris de la colite (Foligné et al., 2007a), ce qui a pu étre relié a la structure et/ou au
turnover de leur paroi (Grangette et al., 2005; Macho Fernandez et al., 2011)

Dinitrobenzene sulfonic acid (DNBS)

Martin et al. ont évalué les effets sur la fonction de barriére intestinale de B. animalis subsp.
lactis CNCM 12494 dans un modeéle d'inflammation chronique de bas grade induite par
I'administration du DNBS causant un dysfonctionnement intestinal chez la souris. Dans ce
modele, plusieurs parametres ont souligné I'absence d'un processus d'inflammation actif,
mais une altération de la fonction barriére, de la réponse lymphocytaire et des profils
cytokiniques (Martin et al., 2016). L'administration de la souche B. animalis subsp. lactis
CNCM-12494 a permis de rétablir ces dysfonctions, limitant la perméabilité intestinale, la
population de cellules caliciformes du c6lon et les taux de cytokines et protéines de jonction
serrées, en particulier la Claudine 4. Enfin, la souche de B. animalis subsp. lactis a
contrebalancé les altérations lymphocytaires CD4" au niveau de la rate et des lymphoides
mésentériques, en restaurant I’équilibre Th1 / Th2 altéré par le traitement DNBS.
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Modeéle lié a des infections pathogénes

Des infections notamment par des pathogénes entériques conduisent a des réponses
inflammatoires et des désordres intestinaux, ce qui est le cas de certains E. coli
enteropathogenes (EPEC) ou entéroinvasifs (AIEC). Ces derniers sont notamment
fréquemment retrouvés chez les patients souffrant de MC (Darfeuille-Michaud et al., 2004).
Chez la souris, des modeéles d’infection par Citrobacter rodentium mimant ce type
d’infection ont permis de montrer des effets bénéfique de S. cerevisiae var. boulardii (Wu et
al., 2008), ainsi que certains lactobacilles dont LGG (Mackos et al., 2016; Ryu et al., 2016).

Colites spontanées

Des souris déficientes pour I'lL-10 peuvent développer des colites spontanées (Kiihn et al.,
1993), cependant l'induction est variable selon les laboratoires. Le mélange VSL#3 a ainsi
montré des effets protecteurs en améliorant la fonction barriere (Madsen et al., 2001), ainsi
qu’un autre mélange contenant B. longum subsp. longum, L. acidophilus et E. faecalis (Shi et
al.,, 2014). Les effets protecteurs de L. plantarum 299v (Schultz et al.,, 2002) et de L.
salivarius UCC118 et B. infantis 35 (McCarthy et al., 2003) ont également été rapportés.

Transfert adoptif de cellules

L'un des modeles de colite les plus relevants permettant de reproduire les symptomes
observés au cours des MICI, est obtenu par transfert de cellules T CD4*CD45RB"&" de souris
donneuses sauvages a des souris receveuses déficientes en cellules T et B (souris SCID ou
Rag'/'). Ce modele conduit a une inflammation transmurale, une érosion épithéliale et une
infiltration de cellules inflammatoires (Powrie et al.,, 1994) et a permis notamment de
montrer le rble clé des cellules T régulatrices. Il a été utilisé pour évaluer I'effet bénéfique
de lactobacilles génétiquement modifiés (Motta et al., 2012) et du cocktail VSL#3 (Di
Giacinto et al., 2005), montrant que le transfert de cellules de lamina propria permet de
reproduire les effets protecteurs, liés notamment a 'induction de Treg.

4.5.3. Etude clinique chez ’lhomme

De nombreuses études ont évalué |'effet de probiotiques chez des patients atteints de MICI.
Différentes souches probiotiques ont montré des résultats variables en ce qui concerne la
réponse clinique par rapport a un placebo ou un traitement standard.

Une méta-analyse regroupant 21 études a évalué |'utilisation des probiotiques,
prébiotiques et / ou symbiotiques comme traitement d'induction ou traitement de
maintenance de la rémission chez les patients atteints de RCH (Ghouri et al., 2014). La
majorité des souches probiotiques testées ont montré des effets bénéfiques soit en
diminuant le taux de rechute ou bien en diminuant les manifestations cliniques de la
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maladie. La majorité des études dans le contexte de la RCH a été réalisée a I'aide du
mélange VSL#3, contenant 8 souches différentes : B. breve, B. longum subsp. longum, B.
infantis, L. acidophilus, L. plantarum, L. paracasei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus et
Streptococcus thermophilus (Miele et al., 2009; Sood et al., 2009; Tursi et al., 2010, 2004).
Une étude réalisée par Kruis et al. utilisant la souche E. coli Nissle 1917 en comparaison avec
de la mésalamine a montré les mémes effets pour le groupe probiotique par rapport au
groupe meésalamine (Kruis et al.,, 2004). Il n'y avait pas de différences statistiquement
significatives dans le score de qualité de vie, les scores d'endoscopie, et les scores
histologiques (Kruis et al., 2004).

En 2010, Hegazy et El-Bedewy ont utilisé une préparation probiotique contenant des
souches de L. delbruekii et L. fermentum pendant 8 semaines. L'amélioration histologique
de l'inflammation était significativement dans le groupe probiotique associée a une
diminution de la calprotectine fécale et des cytokines inflammatoires au niveau de la
mugqueuse (Hegazy and El-Bedewy, 2010).

En 2012, Oliva et al. ont réalisé une étude dans une population pédiatrique présentant une
RCH en rémission, avec la souche L. reuteri ATCC 55730 associée a de la mésalamine. Les
résultats de I'étude ont montré une amélioration des scores cliniques et endoscopiques et
une diminution de la gravité des marqueurs inflammatoires dans le groupe probiotique
(Oliva et al., 2012).

En ce qui concerne la maladie de Crohn, une méta-analyse systématique des études
cliniques réalisées chez ’'homme avec des prébiotiques, probiotiques ou symbiotiques a été
aussi publiée, analysant les données de 14 études différentes (Tableau 5) (Ghouri et al.,
2014). Cinq études cliniques ont été réalisées en utilisant des lactobacilles. Aucun effet
protecteur ou bénéfique permettant la rémission ou la prévention des rechutes cliniques ou
endoscopiques n’a été mis en évidence en utilisant les souches L. johnsonii NCC533 et
L. rhamnosus GG (Bousvaros et al.,, 2005; Marteau et al.,, 2006; Plein and Hotz, 1993;
Prantera et al., 2002; Schultz et al., 2004; Van Gossum et al., 2007). Fait intéressant, deux
études ont montré un certain bénéfice clinique aprés I'administration de la levure
S. cerevisiae var. boulardii (Guslandi et al., 2000; Plein and Hotz, 1993). En 2013, Bourreille
et al. ont réalisé une étude évaluant I'administration de la levure S. cerevisiae var. boulardii
mais aucun effet bénéfique a été observé ni sur la diminution du risque de rechute ni sur
I'amélioration des manifestations cliniques de la maladie (Bourreille et al., 2013).
L'administration de la souche E. coli Nissle 1917 a conduit par contre a des effets bénéfiques
montrant une diminution des rechutes chez des patient allemands souffrant de MC
(Malchow, 1997) .
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Tableau 5 : Etudes cliniques ayant évalué I'impact de probiotiques chez des patients atteints de
MC.

Souche Nombre Point final Avantage Référence
probiotique de primaire statistique
Sujets
S. cerevisiae 17 Rémission Oui (Plein and
var. boulardii clinigue Hotz, 1993)
E. coli strain 28 Taux de Non (Malchow,
Nissle 1917 rechute 1997)
clinique
S. cerevisiae 32 Taux de Oui (Guslandi et
var. boulardii rechute al., 2000)
clinique
LGG 45 Taux de Non (Prantera et
récidive al., 2002)
endoscopique
LGG 11 Temps moyen Non (Schultz et
de rechute al., 2004)
clinique
LGG 75 Taux de Non (Bousvaros
rechute et al., 2005)
clinique
L. johnsonii 98 Taux de Non (Marteau et
récidive al., 2006)
endoscopique
L. johnsonii 70 Taux de Non (Van Gossum
récidive et al., 2007)
endoscopique
Synbiotic 2000 30 Parametres Non (Chermesh et
endoscopiques, al., 2007)
cliniques et de
laboratoire
S. cerevisiae 31 Perméabilité Oui (Garcia Vilela
var. boulardii intestinale et al., 2008)
B. longum 24 Réponse Oui (Steed et al.,
subsp. longum clinique 2010)
and Synergy 1
S. cerevisiae 165 Taux de Non (Bourreille et
var. boulardii rechute al., 2013)
clinique

98



OBJECTIFS




Les Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) sont caractérisées par une
inflammation chronique de la muqueuse intestinale et une perte de l'intégrité de la barriére
intestinale. Ces pathologies sont également associées a des dysbioses du microbiote. Les
probiotiques de ce fait ont été proposés comme une alternative thérapeutique intéressante,
cependant leurs effets sont souche-spécifiques et restent peu efficaces dans le traitement
de la maladie de Crohn (MC). Il est donc important d’avoir au prélable une sélection basée
sur des criteres scientifiques associés a la pathologie.

Notre premier objectif a donc consisté a cribler in vitro une collection de souches pour leurs
capacités anti-inflammatoires et leurs capacités a restaurer la barriere épithéliale. Nous
avons ensuite évalué in vivo, dans deux modeéles de colite aiglie et de bas grade chez la
souris, leurs capacités protectrices. Cette étude nous a permis de sélectionner des souches
prometteuses présentant des propriétés anti-inflammatoires et/ou des capacités a limiter la
perméabilité intestinale.

De nombreux polymorphismes génétiques sont retrouvés chez les patients atteints de MICI.
Des mutations dans les génes impliqués dans la cascade autophagique ont notamment été
mises en évidence, en particulier chez les patients atteints de maladie de Crohn (MC). De
nombreuses études ont confirmé que I'autophagie joue un réle important dans le maintien
de 'homéostasie intestinale et semble étre impliquée dans le contréle du microbiote et Ia
régulation des réponses inflammatoires. Peu de travaux ont cependant étudié son réle dans
I'interaction de bactéries probiotiques et/ou commensales avec I'héte.

Notre deuxiéme objectif a été de ce fait d’évaluer dans un premier temps la capacité des
souches préalablement sélectionnées a activer I'autophagie puis dans un deuxieme temps
de déterminer in vitro et in vivo le rb6le de ce processus dans les capacités immuno-
régulatrices des souches.
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MATERIELS ET METHODES
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Souches bactériennes et conditions de culture

Les souches utilisées au cours de ce travail sont listées dans le Tableau 6, comprenant 6
bifidobactéries (dont 3 provenant de la collection libanaise CMUL), 6 lactobacilles (dont 2
provenant de la collection libanaise CMUL) et la souche probiotique E. coli Nissle 1917. Les
bifidobactéries ont été cultivées une nuit a 37 °C, en milieu MRS (De Man Rogosa Sharpe,
Difco) additionné de cystéine (Sigma, USA) a 500 pg/ml en condition anaérobie
(GENbaganaer, Biomérieux, France) et les lactobacilles en milieu MRS a 37 °C en condition
micro-aérophiles. La souche d’E. coli Nissle 1917 a été cultivée a 37 °C en milieu LB (Luria-
Bertani, Difco) sous agitation. Pour les études in vitro, les bactéries ont été cultivées
jusqu’en phase stationnaire (18 h). Elles ont ensuite été lavées deux fois en PBS stérile
(Phosphate Buffered Saline; pH 7,2), et remises en suspension & 10° CFU/ml (Colony
Forming Unit) ou en unité Mac Farland (McF) de 3, dans une solution de PBS contenant 20%
de glycérol (v/v) pour les stimulations in vitro. Les suspensions ont été aliquotées et
conservées a -80 °C. Pour les études in vivo, les bactéries fraichement cultivées ont été
ajustées & 5 x 10° CFU / ml dans un tampon gavage (NaHCO; 200 mM contenant 1% de
glucose). Deux souches bactériennes commerciales, L. acidophilus NCFM, fournies par la
Société DuPontTM Danisco (Madison, WI, USA) et B. animalis subsp. lactis Bb12 fournie par
G. Vinderola (INLAIN, UNL-CONICET, Argentine) ont été utilisées comme souches de
référence pour les tests de stimulation des cellules mononucléées du sang périphérique
(PBMC) comme décrit précédemment (Burns et al., 2017; Foligné et al., 2007a).

Tableau 6 : Liste des bactéries étudiées.

Espéce Souche Source d'isolement
Bifidobacterium bifidum IPLA7.31 Selles d’enfant
Bifidobacterium longum subsp. Infantis IPL A7.32 Selles d’enfant
Bifidobacterium longum subsp. Longum IPL A7.33 Selles d’enfant
Bifidobacterium longum. CMUL CLX 001 Prélevement aginal
Bifidobacterium bifidum CMUL CLX 002 Selles d’enfant
Bifidobacterium longum CMUL CLX 003 Selles d’enfant
Lactobacillus gasseri IPL A6.62 Prélevement vaginal
Lactobacillus gasseri IPL A6.33 Prélevement vaginal
Lactobacillus rhamnosus IPLA2.21 Prélevement vaginal
Lactobacillus gasseri CMUL 057 Prélevement vaginal
Lactobacillus acidophilus ™ CMUL 067 Prélevement vaginal
Lactobacillus reuteri 100-23 Intestin de rongeur
E. coli Nissle 1917 Selles d’adulte
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Stimulation de cellules mononuclées (CMN) de sang humain

Afin d'évaluer les capacités immuno-modulatrices des bactéries et comparer leur capacité a
induire différents profils de cytokines, des cellules mononuclées humaines ont été isolées a
partir du sang périphérique de cing donneurs sains informés par un accord approuvé
(consentements signés), par du personnel autorisé, comme décrit précédemment (Foligné
et al., 2007a; Grangette et al., 2005). Brievement, le sang a été déposé sur un gradient de
Ficoll (Pharmacia, Uppsala, Suede), et aprés centrifugation, les CMNs ont été récupérées a
I'interface, lavées avec PBS et ajustées a 2 x 10° cellules / ml dans du RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute, Gibco), supplémenté de 1mM de glutamine (Gibco, Ecosse), 50
pug/ml de gentamycine (Gibco, Ecosse) et 10% de sérum de veau foetal (Gibco, Ecosse)
décomplémenté et mises en culture dans des plagues 24 puits. Elles ont été stimulées par
les bactéries, a un ratio bactéries /cellules de 10:1 (20 pl d'une suspension bactérienne
décongelée a 10° CFU/ml dans chaque puits). Du PBS contenant 20% de glycérol a été utilisé
comme control négatif (témoin non-stimulé). Aprés 24 h de stimulation a 37 °C sous 5% de
CO,, les surnageant ont été collectés, clarifiés par centrifugation et conservés a -20 °C
jusqu’au dosage des cytokines. Les cytokines Interleukine 10 (IL-10, cytokine anti-
inflammatoire), I'Interféron gamma (INF-y) et I'lL-12 (cytokines pro-Thl) ont été dosées
dans les surnageants par ELISA a l'aide de kits Duoset (R&D System), selon les indications du
fabricant.

Afin d’évaluer le role de I'autophagie dans les capacités anti-inflammatoires des
probiotiques, des cellules mononuclées isolées de sang humain (1 x 10° cellules/ml dans des
plaques a 48 puits) ont été pré-traitées pendant 1 heure a 37 °C en présence ou non de 3-
methyladenine (3-MA ,5 mM) ou de bafilomycine (5 nM), puis stimulées par les bactéries, a
un ratio bactéries/ cellules de 10:1 ou de PBS contenant 20% de glycérol comme témoin
négatif. Apres 24 h de stimulation a 37 °C sous 5% de CO,, les surnageants ont été collectés,
clarifiés par centrifugation et conservés a -20 °C jusqu’au dosage des cytokines IL-10 et IL-13
par ELISA a I'aide de kits Duoset (R&D System), selon les indications du fabricant.

Stimulation de la lignée de cellules épithéliales humaines HT-29

L’étude des propriétés immuno-modulatrices des souches a été poursuivie par I’évaluation
de la capacité des souches a moduler la production de la chimiokine Interleukine-8 (IL-8) par
la lignée épithéliale HT-29 stimulée par de I'lL-1PB. Les cellules ont été cultivées en plaques
de 24 puits a raison de 5 x 10* cellules dans 1 ml de milieu DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, Gibco, Ecosse) additionné de 1mM de glutamine (Gibco), 50ug/ml de
gentamycine (Gibco), 10% de sérum de veau feetal (Gibco, Ecosse) décomplémenté et 1%
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d’acides aminés non essentiels (AANE 100 X, Gibco) a 37 °C sous 5% de CO,. Le milieu a été
changé tous les jours. Apres 5 jours de différenciation, les cellules ont été ensuite stimulées
(ou non) par les bactéries a un rapport bactéries / cellules de 10 :1 (correspondant au
nombre de cellules aprés expansion), 1 h avant I'addition d’IL-1B (2.5 ng/ml, Peprotech,
USA) puis la stimulation a été poursuivie pendant 6h. Apres co-incubation, les surnageants
ont été collectés, clarifiés par centrifugation et conservés a -20 °C jusqu’au dosage de I'IL-8
par ELISA a l'aide de kit Human IL-8 ELISA MAX™ Deluxe (BioLegend System), selon les
indications du fabricant.

Stimulation de la lignée de cellules monocytaires humaines THP-1

L'étude des propriétés immuno-modulatrices des souches a été également évaluée par
I’évaluation de leur capacité a moduler la production de la cytokine pro-inflammatoire TNF-
o produit apres stimulation in vitro de macrophages dérivés de la lignée monocytaire
humaine THP-1 stimulés par du LPS. Les cellules THP-1 ont été cultivées dans du milieu
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco, Ecosse) supplémenté de 1mM de
glutamine (Gibco), 50ug/ml de gentamycine (Gibco), 10% de sérum de veau feetal (Gibco,
Ecosse) décomplémenté et 50uM de B-mercaptoéthanol (Gibco) a 37 °C sous 5% de CO,.

Les cellules ont été cultivées en plaques de 6 puits a raison de 1 x 10° cellules dans 3 ml de
milieu complet. La différenciation en macrophages a été réalisée par stimulation des cellules
THP-1 par 100 ng/ml de phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) pendant 72 h. Aprés la
différenciation, les cellules ont été stimulées (ou non) par les bactéries a un rapport
bactéries / cellules de 10:1, 12 h avant I'addition de LPS (10 ng/ml, Sigma, USA) puis la
stimulation a été poursuivie pendant 6h. Aprés co-incubation, les surnageant ont été
collectés, clarifiés par centrifugation et conservés a -20 °C jusqu’au dosage de TNF-a par
ELISA a I'aide d’un kit Duoset (R&D System), selon les indications du fabricant.

Modele in vitro de barriéere intestinale

Afin d'évaluer la capacité des bactéries a restaurer la fonction de barriere de I'épithélium
intestinal, nous avons utilisé un modeéle de barriére in vitro basé sur |'obtention d’une
monocouche étanche de cellules épithéliales de c6lon humain a I'aide de la lignée humaine
Caco-2 (clone TC7) cultivées sur un filtre de polycarbonate (transwell) puis sensibilisées par
du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) (Alard et al., 2018).
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Les cellules Caco-2 ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium- Gibco) supplémenté par ImM de glutamine (Gibco, Ecosse), 100 U / ml de
pénicilline, 100 pg / ml de streptomycine (Gibco, Ecosse), 5% de sérum de veau feetal
(Gibco, Ecosse) décomplémenté et 1% d’acides aminés non essentiels (AANE 100 X, Gibco,
Ecosse) a 37 °C sous 10% de CO,. Les cellules ont été ensemencées a raison de 1 x 10°
cellules dans 1 ml de milieu de culture dans des inserts (membrane de polycarbonate de
porosité 0,44, ou transwell, diametres 12 mm, Costar, Corning Life Science, Kennebunk,
USA) et ont été incubées a 37 °C sous 10% de CO,. Le milieu a été changé tous les deux jours
pendant 14 jours, jusqu’a ce que la résistance électrique trans-épithéliale atteigne un
plateau maximal (TEER > 1800 2 / cm2). La TEER a été mesurée tous les 2 jours a I'aide d’un
voltmetre Millipore (Millicell MERS - Electrical Resistance System, Millipore, Billerica, USA).
Apres 14 jours de différenciation, les cellules Caco-2 ont été incubées pendant 30 min en
DMEM seul (sans SVF) puis stimulées par les souches au pdle apical a un ratio bactéries /
cellules de 10 :1 (correspondant au nombre de cellules aprés expansion sur le filtre), 30 min
avant I'addition d’ H,0, (100 uM final) au pole basal et apical des transwell. La TEER a été
mesurée toutes les 30 minutes apres sensibilisation.

Les résultats ont été exprimés en % TEER par rapport a la TEER initiale mesurée a TO (avant
I'addition de H,0,) pour chaque insert en utilisant la formule suivante : TEER (Q.cm2) / TEER
initiale (Q.cm2) x 100 (%). D'autre part, la capacité des bactéries a dégrader I'H,0, a été
évaluée en mesurant la concentration d’H,0, aprés co-incubation avec les bactéries
pendant 120 min dans les mémes conditions que décrites précédemment. Le dosage d’ H,0,
a été réalisé a I'aide du kit Hydrogen Peroxide Cell-Based Assay Kit, Cayman Chemical, Ann
Harbour, MI, USA), selon les indications du fabricant.

Le marquage de ZO-1 a été réalisé par immunofluorescence et microscopie confocale. Deux
heures aprés l'addition d’H,O,, les monocouches cellulaires ont été fixées avec du
Paraformaldéhyde a 4% en PBS 1X pendant 10 min, lavées par du PBS puis perméabilisées et
saturées par du PBS contenant 0,1% (v / v) de Triton X-100, 3% (v / v) BSA pendant 30 min a
température ambiante. Les cellules ont ensuite été marquées pendant 3 heures
d'incubation a température ambiante par I'anticorps monoclonal ZO-1 conjugué a de I'Alexa
Fluor 488 (ZO1-1A12, Invitrogen, Camarillo, USA) a 5 pg / ml dans 0,1% de BSA (serum
albumine bovine). Les cellules ont ensuite été lavées par du PBS et les membranes ont été
montées sur des lames de verre sur lesquelles ont été préalablement déposés 7 ul de Dako
Fluorescence Mounting Medium (California, USA). La microscopie confocale a été réalisée
en utilisant un microscope confocale a balayage laser (Zeiss, LSM 880).
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Préparation de cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse de souris

(BMDCs)

Les cellules dendritiques (DCs) ont été différenciées a partir de cellules souches de moelle
osseuse isolée du fémur et du tibia de souris femelles BALB/c ByJ agées de 7 a 8 semaines,
fournies par la Société Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France. Elles ont été préparées selon la
technique décrite par Lutz et al. (Lutz et al.,, 1999) avec des modifications mineures.
Brievement, aprés lyse des globules rouges (tampon NH4CI| 0,162M; PBS 0,04X), les cellules
ont été cultivées en boites de Pétri (non traitées culture cellulaire), & 2 x 10° cellules par
boite dans 10ml de milieu IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Gibco, Ecosse)
supplémenté de 1mM de glutamine (Gibco, Ecosse), 50ug/ml de gentamycine (Gibco,
Ecosse), 10% de sérum de veau foetal (Gibco, Ecosse) décomplémenté, 50uM de B-
mercaptoéthanol (Gibco, Ecosse) et de 10% de surnageant de culture de la lignée cellulaire
J558 (lignée cellulaire transfectée par le géne codant pour le GM-CSF) produisant du GM-
CSF  (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor). Aprés trois jours de
différenciation, du milieu complet frais a été ajouté. Au septieme jour, les cellules
surnageantes et adhérentes ont été récupérées, et aprés lavage en PBS (sans Ca’* et Mg"),
elles ont été remises en suspension et cultivées dans du nouveau milieu IMDM complet, en
plagques 24 puits a 1 x 10° cellules/ml. Les cellules ont été utilisées & 10 ou 13 jours de
différenciation.

Stimulation des BMDCs et suivi de I’activation autophagique

Les cellules dendritiques ont été stimulées (ou non) a différents temps (2h ou 4h) par les
bactéries, a un ratio bactéries/ cellules de 10:1 ou par de la rapamycine (Sigma, Saint-Louis,
USA) inducteur de l'autophagie, cible de la protéine mTor (cible de la rapamycine), a
10ug/ml comme contréle positif.

Deux marqueurs ont été sélectionnés pour suivre |'activation de I'autophagie :

1) La conversion de la protéine LC3l (Autophagy marker Light Chain 3) en LC3ll
(conjugué a la phosphatidyléthanolamine) a été suivie par électrophorese en SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) et Western
blot.

2) La formation des autophagosomes ayant incorporé la protéine LC3 a été évaluée par
immunofluorescence et analysé par microscopie confocale (détection de puncta
fluorescents).
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- SDS-PAGE et Western-Blot

Les cellules stimulées (ou non) en plagues 24 puits ont été lavées par du PBS froid, puis
lysées par un tampon de lyse, composé de 50mM de Tris pH 7,5 de 100mM NaCl, 2mM
d’EDTA pH8, 1% de Triton 100X, et de 0,1% de SDS, additionné d’un inhibiteur de protéine
(Protease inhibitor cocktail tablets, Roche, Mannheim, Allemagne) selon les indications du
fabricant. Les lysats cellulaires ont été récoltés, puis centrifugés a 12 000 g pendant 15 min a
4 °C, pour éliminer les débris. Les surnageants ont été récupérés, additionnés de tampon de
charge (tampon Laemmli) contenant 60mM de Tris pH 6,8 ; 2% de SDS, 10% de glycérol, 5%
de B-mercaptoéthanol, 0,01% de bleu de bromophénol puis chauffés pendant 15 min a 75
°C. La migration a été effectuée pendant 2 h dans un gel d’acryl/bis acryl a 15% en tampon
Tris 0.025M/ glycine 0.192M/ SDS 0.1% a 90V.

Aprés migration, les protéines ont été transférées sur des membranes de PVDF
(Polyvinylidene Fluoride, Hybond-p; Biosciences, Hercules CA, USA) activées au préalable
par un bain de méthanol 100%, dans un tampon Tris 20 mM/ glycine 150 mM/ methanol
20% pendant 2 h a 100V. Les membranes ont été bloquées par un tampon de blocage (Tris
10 mM pH 8, NaCl 150 mM, 0,05% Tween 20, 3% de BSA) pendant 1 heure a 25 °C, puis ont
été incubées pendant une nuit a 4 °C dans une solution contenant |'anticorps primaire de
lapin anti-LC3 (Novus, Littleton, CO, USA) ou de souris anti-a-tubuline (Invitrogen, Camarillo,
CA USA) dilués respectivement au 1/3000 ou 1/5000 dans le tampon de blocage.

Apres 3 lavages de 15 min en PBS/Tween 0,01%, les membranes ont été incubées pendant
45 min a 25 °C dans une solution contenant I’anticorps secondaire anti-IgG de lapin ou de
souris conjugué a de I'HRP (horseradish peroxidase, Promega, Madison, WI, USA) dilué au
1/5000 dans du tampon PBS/Tween 0,01%. Aprés 3 autres lavages, les membranes ont été
révélées par chimioluminescence a l'aide d’une solution de détection ECL (ECL Plus,
Western blotting reagent, Amersham, GE Healthare, Buckinghamshire, UK). La lumiere
émise a été détectée et analysée a I'aide du systeme Imager LAS-3000 (Fujifilm, Japon) et
I'intensité de la bande a été quantifiée en utilisant le logiciel Multi Gauge V3.0 (Fujifilm,
Japon).

- Immunofluorescence et analyse par microscopie confocale

Les cellules dendritiques ont été cultivées en plaques 24 puits sur des lamelles de verre
stériles a 0,2 x 10° cellules / ml. Elles ont été stimulées comme décrit précédemment (selon
les temps de stimulation souhaités), puis fixées par du PFA (Paraformaldéhyde) a 4% en PBS
pendant 15 min. Apres lavage par du PBS, les cellules ont été perméabilisées a I'aide d’une
solution de TRITON X100 a 10% (Sigma) pendant 5 min, puis les sites aspécifiques ont été
blogués 30 min par du SVF pur. Les cellules ont été ensuite incubées 1 h avec I'anticorps
primaire de lapin anti-LC3 de souris (Anti-LC3 PM036, MBL) dilué au 1/100 dans du SVF.
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Apres 3 lavages de 5 min en PBS, les lamelles ont été incubées 45 min avec I'anticorps
secondaire anti-lapin couplé a un fluorochrome (anticorps conjugué Alexa fluor 488,
invitrogen) dilué au 1/500 dans du SVF. Apres 3 lavages en PBS, la coloration du noyau a été
réalisée a I'aide d’une solution de DAPI (4’,6’- diamidino-2-phénylindole, marqueur d’ADN
émettant a 359/461 nm) diluée au 1/1000 en PBS pendant 5 min. Les cellules ont ensuite
été lavées par du PBS et les lamelles ont été montées sur des lames de verre sur lesquelles
ont été préalablement déposés 7 ul de Dako Fluorescence Mounting Medium (California,
USA). La microscopie confocale a été réalisée a I'aide d’un microscope confocale a balayage
laser (Zeiss, LSM 880).

Blocage de I’autophagie et stimulation des BMDC in vitro

Afin de confirmer le role de I'autophagie dans les capacités anti-inflammatoires des
probiotiques, nous avons stimulé in vitro des BMDC (comme décrit précédemment) avec les
souches probiotiques en bloquant I'autophagie par I'inhibiteur 3-methyladenine (3-MA).

Les BMDCs de souris (0,75 x 10° cellules / ml) ont été déposées dans des plaques de culture
cellulaire 24 puits, puis pré-incubées pendant 1 ha 37 °C dans du milieu de culture en
présence ou non de 3-MA (5 mM), avant d’étre stimulées par les bactéries a un rapport
bactéries / cellules de 10:1 en présence de 150 pg / ml de gentamycine. Aprés 18-20 h de
co-culture, les surnageants de culture ont été recueillis, clarifiés par centrifugation et
conservés a -20 °C jusqu’au dosage de la cytokine IL-1-Beta (IL-1p) réalisé par ELISA a l'aide
de kits Duoset (R & D System, USA), selon les instructions du fabricant.

Pour le transfert cellulaire in vivo, les cellules ont été cultivées dans des boites de Pétri
(culture cellulaire non traitée), a raison de 5 x 10° cellules par boite dans 10 ml d'IMDM, puis
pré-incubées pendant 1 h a 37 °C dans un milieu de culture en présence ou non de 3-MA
(5mM) avant d’étre stimulées avec des bactéries a un rapport bactéries / cellules de 10:1 en
présence de 150 ug / ml de gentamycine. Les BMDCs ont été lavées 3 fois dans du PBS et
remises en suspension a 2 x 10° cellules dans 200 pl. Aucune bactérie viable restante n'a été
détectée dans les suspensions cellulaires, comme vérifié par étalement sur milieu MRS.

Pour le transfert de BMDCs de souris déficientes pour le géne codant I’ATG16L1, les BMDCs
ont été différentiées a partir des moelles osseuses de souris C57BL/6 sauvages (WT), de
souris contréle (atgl6l1 flox/flox) ou déficientes (atg16l1 flox/flox-Crelys), présentant une
délétion spécifique d’ATG16L1 au niveau des cellules myéloides, fournies par le Dr Hang
Nguyen (Inserm U1071, INRA USC 2018, Université Clermont Auvergne) en collaboration
avec le Pr Rosentiel (UKSH University, Kiel, Allemagne). Les BMDCs ont été différentiées
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comme décrit précédemment. Elles ont été stimulées avec la souche L. rhamnosus A2.21, a
un rapport bactéries / cellules de 10:1 en présence de 150 ug / ml de gentamycine, puis
lavées 3 fois dans du PBS et remises en suspension a 2 x 10° cellules dans 200 pl.

Modeéle murins de colite induite par I’acide 2, 4, 6-trinitrobenzéne sulfonique

(TNBS)

Des souris femelles BALB/c ByJ agées de 7 a 8 semaines ont été fournies par la Société
Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). Elles ont été réparties au hasard en différents groupes
(n =10 ou n=14 par groupe) et ont bénéficiées d'une période d'acclimatation d'une semaine
au sein de I'animalerie SPF (sans pathogénes) de I'Institut Pasteur de Lille (numéro A59107,
Lille, France) dans un environnement contrélé (température de 22 °C, cycle lumiére /
obscurité de 12 h / 12 h et acces ad libitum a la nourriture et a I'eau). Les expérimentations
animales ont été réalisées conformément aux lignes directrices du Comité d'éthique
Francgais et aux normes de I'Union Européenne 86/609 / CEE, selon la législation Francaise
(loi gouvernementale 87-848 et loi de 1976 sur la modification de la législation Européenne
sur la cruauté envers les animaux). Les protocoles ont été approuvés par le comité
d’éthiques déontologiques locales (CEEA N° 75, Lille, France) et le Ministére de I’Education
Nationale, de [I’Enseignement Supérieur et de la Recherche (numéro accréditation
201608251651940).

Les capacités anti-inflammatoires des probiotiques ont été évaluées in vivo a 'aide d’un
modeéle murin standardisé de colite aigué induite par I'administration d’acide 2,4,6-
trinitrobenzene sulfonique (TNBS) (Foligné et al., 2007a).

Les souris (n = 14 par groupe expérimental) ont recu pendant six jours consécutifs avant, et
un jour apres l'administration de TNBS, une administration quotidienne de bactéries
vivantes par voie intra-gastrique (0,5 x 10° CFU / jour) dans 100 ul de tampon de gavage
(NaHCO3 200mM / glucose 1%) ou tampon de gavage seul (contrdle souris saines ou souris
témoins traitées par le TNBS). Les souris ont été anesthésiées par I'injection intrapéritonéale
d’un mélange contenant 3 mg de ketamine (Imalgene 1000; Merial Lyon, France), 46.7 ug de
diazepam (Valium; Roche Diagnostics, France) et 15 ug d’atropine (Aguettant Laboratory,
Lyon, France) dans du NaCl 0.9% (200 ul/souris) et ont ensuite regu une administration
intra-rectale de 50 ul d’une solution de TNBS (Sigma-Aldrich Chemical, France) dissout en
solution NaCl 0,9% /éthanol (50/50 v/v), a une dose de 105 mg / kg. Les souris ont été
sacrifiées 48 h aprés I'induction de la colite. Le score macroscopique d’inflammation a été
déterminé par deux observateurs indépendants selon I'échelle de Wallace (Tableau 7)
(Wallace et al., 1989) en évaluant l'intensité de l'inflammation et I'étendue des lésions
(épaississement de la paroi intestinale, hyperhémie, intensité d’ulcération et de la nécrose
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du colon). La protection a été calculée en utilisant la formule suivante : 100 x [(score moyen
du groupe TNBS - score moyen du groupe expérimental) / score moyen du groupe TNBS]. Du
sang a été prélevé par prélevement rétro-orbital et le plasma a été récupéré par
centrifugation, et conservé a -80 °C pour le dosage de l'Interleukine 6 (IL-6) par ELISA a
I'aide d’un kit Duoset (R&D System, Minneapolis, MN, USA) selon les indications du
fabricant.

Tableau 7 : Score macroscopique d’inflammation de Wallace.

Valeur du score Observations macroscopiques

Apparence normale du célon

Hyperhémie localisée, faible épaississement, pas de nécrose

Hyperhémie, fort épaississement, pas de nécrose

Inflammation avec un point de nécrose

Inflammation avec 2 points ou plus de nécrose

Zone de nécrose > 1cm

A VAW N R O

Q-
=
o

Pour des zones de nécrose > 2cm le score augmente de 1 a

chaque cm de nécrose supplémentaire

Des fragments de colon ont également été inclus en paraffine aprés fixation dans le
Paraformaldéhyde a 4 % en PBS 1X, des coupes sériées (5 coupes par souris a 5 um) ont été
colorées par la coloration May Grunwald Giemsa (MGG). Le score histologique a été
déterminé selon I'échelle d’Ameho (Tableau 8) (Ameho et al., 1997) en évaluant l'intensité
de l'infiltrat inflammatoire, la présence d'cedéme, d'ulcération et de nécrose cellulaire. Un
segment de cblon correspondant a la région enflammée a été récupéré, nettoyé des
matieres fécales et stocké dans du tampon RNA-later® (Ambion, Life Technologies, Austin,
TX, USA) a -80 °C jusqu’a I'analyse par PCR en temps réel (QPCR). Un indice d'activité
inflammatoire a été calculé en utilisant la combinaison des 7 marqueurs inflammatoires les
plus importants (concentration en IL-6 plasmatique, expression des genes codant TNF-a,
CXCL2 et IL-6, score de Wallace, score d'Ameho et perte de poids).

Tous les parameétres ont été normalisés en % des données obtenues pour le groupe témoin
TNBS et l'indice d'activité inflammatoire a été obtenu en calculant la moyenne de toutes les
valeurs en % pour chaque groupe. La capacité des souches a restaurer la fonction de
barriére épithéliale a également été résumée en calculant un indice d'intégrité de barriere
colique combinant le % d'expression du gene codant les protéines de jonctions serrées
(Occludine, Claudine 5 et ZO-1) par rapport au témoin Groupe TNBS.
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Tableau 8 : Score histologiques d’Amého.

Valeur du score Observations microscopiques des coupes histologiques
0 Histologie normale
1 Présence de légers infiltrats inflammatoires dans Ia

muqueuse et/ou la sous-muqueuse et oedéme; érosion
ponctuelle de la muqueuse souvent associée avec une
vascularisation; muscularis mucosae intacte

2 Grade 1 sur plus de 50 % de I’échantillon

3 Infiltrat inflammatoire important et cedéme avec des zones
d’ulcération profonde s’étendant jusqu’a la muscularis
mucosae ; inflammation cellulaire rare envahissant la
muscularis propria mais sans nécrose musculaire

Grade 3 sur plus de 50 % de I’échantillon

5 Ulcération importante avec des nécroses qui s’étendent
profondément dans la muscularis propria

6 Grade 5 sur plus de 50% de I"échantillon

Impact du blocage de I’autophagie in vivo

Afin de confirmer le role de I'autophagie sur les propriétés anti inflammatoires des souches
probiotiques, les capacités protectrices des deux souches L. rhamnosus A2.21 et
L. acidophilus CMULO67 ont été évaluées in vivo a I'aide du modéle murin de colite au TNBS
comme décrit préalablement chez des souris traitées simultanément par de la 3-
methyladenine.

Les souris (2 groupes de n = 10 par condition expérimentale) ont recu pendant six jours
consécutifs avant et un jour apres I'administration de TNBS, une administration quotidienne
de bactéries vivantes par voie intra-gastrique (0,5 x 10° CFU / jour) en 100 pl de tampon de
gavage (NaHCO3 200 mM / glucose 1%) ou tampon de gavage seul (contrdle des souris
saines ou des souris témoins traitées au TNBS). L'un des deux groupes a recu simultanément
et quotidiennement (jour 1 a 6) de la 3-MA (Sigma, 10 mg / kg) par voie intra-péritonéale. La
colite a été induite comme décrit précédemment par une administration intra-rectale de
50ul d’une solution de TNBS dissout en NaCl 0,9% / éthanol (50/50 v/v), a une dose de 105
mg / kg. Les souris ont été sacrifiées 48 h aprés I'administration et les mémes paramétres
ont été évalués.
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Impact du transfert de cellules dendritiques

Afin d’évaluer le role de I'autophagie sur la capacité des souches a induire des cellules
dendritiques immuno-régulatrices, un transfert de DCs préalablement sensibilisées par L.
rhamnosus A2.21 en présence ou non d’un inhibiteur de 'autophagie a été réalisé chez des
souris BALB/c et la protection a été évaluée en modeéle de colite au TNBS, comme décrit
précédemment (Macho Fernandez et al., 2011). Les BMDCs ont été traitées ou non par de la
3-MA (5 mM) pendant 1 h puis ont été stimulées ou non par les bactéries (MOI 10 bactéries
par cellule) pendant une nuit tel que décrit précédemment. Les BMDCs ont été lavées deux
fois en PBS puis ont été transférées a des souris BALB/c par administration intra-péritonéale
(2 x 10° cellules / souris dans 200 pl de PBS), 2 h avant I'induction de la colite par le TNBS &
la dose de 95 mg / kg. Les souris ont été sacrifiées 48 h apres l'induction de la colite et les
mémes parametres ont été évalués.

Un transfert de BMDCs dérivées de souris déficientes pour '’ATG16L1 a été réalisé a partir
de BMDCs dérivées de souris C57BL/6 sauvages (WT), de souris contrdle (atg16l1 flox/flox)
ou déficientes (atgl6ll flox/flox-Crelys), sensibilisées par la souche L. rhamnosus A2.21,
chez des souris C57BL/6 sauvages. Aprés administration intra-péritonéale des DCs (2 x 10°
cellules / souris dans 200 pl de PBS), la colite a été induite par du TNBS a une dose de 150
mg / kg. Les souris ont été sacrifiées 48 h apres l'induction de la colite et les mémes
paramétres ont été évalués.

Modeéle murin de colite induite par le Dextran Sulfate de Sodium (DSS)

Des souris BALB/c femelles agées de 7 a 8 semaines ont été regroupées au hasard (n = 10
par groupe). La colite expérimentale a été induite en ajoutant 3,5% de DSS (poids
moléculaire: 36 000-50 000, MP Biomedicals, LLC) a I'eau de boisson pendant 8 jours.

L'effet protecteur des probiotiques a été évalué par une administration quotidienne des
bactéries vivantes par voie intra-gastrique (0,5 x 10° CFU/ jour/ souris) dans 100 pl de
tampon de gavage (NaHCO3 200mM / glucose 1%) ou les souris ont recu du tampon de
gavage seul (controle des souris saines ou des souris témoins traitées au DSS des le premier
jour de traitement avec le DSS a la fin de I'expérience).

La perméabilité intestinale a été mesurée avant le sacrifice par I'administration intra-

gastrigue de Fluorescein isothiocyanate—dextran (FITC-dextran 3000-5000 Da, Sigma-
Aldrich) a raison de 500 mg / kg de poids corporel a des souris préalablement mises a jeun
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pendant 6 h, suivie de la détermination de la quantité de FITC-dextran mesurée dans le sang
3 h aprés I'administration, tel que décrit par Cani et al. (Cani et al., 2009).

Le sang a été prélevé par prélevement rétro-orbital. Le plasma a été récupéré par
centrifugation et a été dilué avec un volume égal de PBS. Les courbes standard ont été
obtenues par dilution sériée de différentes concentrations de FITC-dextran dans du plasma
de souris saines et la concentration a été déterminée en utilisant un lecteur de
microplaques a fluorescence avec une longueur d'onde d'excitation de 485 nm et une
longueur d'onde d'émission de 520 nm.

La protection a été déterminée en mesurant I'impact des souches sur la perte de poids
corporel, le raccourcissement du colon, et en évaluant l'intensité de l'inflammation apres
une analyse histologique des colons réalisée sur des coupes de tissus de 5 um fixées dans du
PAF a 4%, apres inclusion dans de la paraffine et coloration au May-Griinwald Giemsa (5
sections par souris). Une partie du c6lon correspondant a la région enflammée a été
récupérée, nettoyée des matieres fécales et stockée dans du tampon RNA-later® (Ambion,
Life Technologies, Austin, TX, USA) a -80 °C jusqu’a I'analyse par PCR en temps réel.

Extraction d'ARN et qRT-PCR

Les échantillons de tissus ont été homogénéisés en utilisant les billes « Lysing Matrice D »
(MP Bio, Solon, OH, USA) dans du tampon RA1 (kit d’extraction ARN NucleoSpin RNAII,
Macherey-Nagel) et I""’ARN total a été extrait selon les recommandations du fabricant
(Macherey-Nagel, Allemagne). La quantité et la qualité d'ARN ont été déterminées a l'aide
du nanodrop (260/280 nm, 260/230 nm), montrant un rapport de pureté supérieur a 1,95
dans tous les échantillons. La transcription inverse a été réalisée a partir de 1 ug d'ARN total
en utilisant le kit »High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit »(Applied BiosystemsTM,
Foster City, CA, USA). La PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) a été réalisée a 'aide du
mélange réactionnel « Power SYBR Green PCR Master Mix »(Applied Biosystems, Life
technologies, Kingsland Grange, WA,UK). 2,5 ul d’ADNc (correspondant a 25 ng d’ARN) ont
été amplifiés a I'aide du mélange réactionnel en présence d’amorces spécifiques a 200 nM
dans un volume final de 10 ul a I'aide de I'appareil QuantStudio® (Applied BiosystemsTM).
Les niveaux relatifs d'ARNm [2 (ACT)] ont été déterminés en comparant 1) les seuils des
cycles PCR (Ct) du gene d'intérét et du gene de ménage Actb (Ct) et 2) les valeurs Ct des
groupes d'animaux traités et non traités (AACt).
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Article 1 : Probiotiques et MICI : modeles in vitro et in vivo.pour la sélection
de souches présentant des capacités anti-inflammatoires et des capacités a
rstaurer la barriere épithéliale intestinale.

Mazen Zaylaa, Imad Al Kassaa, Jeanne Alard, Veronique Peucelle, Denise Boutillier, Jérémy
Desramaut, Fouad Dabboussi, Bruno Pot et Corinne Grangette.

Probiotics in IBD: Combining in vitro and in vivo models for selecting strains with both anti-
inflammatory potential as well as a capacity to restore the gut epithelial barrier.
Journal of Functional Foods (2018), 47: 304-315

Introduction

Les MICI sont caractérisées par une inflammation chronique de la muqueuse intestinale,
évoluant par des phases alternatives d’inflammation aiglie et de rémission. Une
combinaison de facteurs a la fois génétiques, environnementaux, immunologiques et
microbiologiques joue un réle crucial dans le développement de la pathologie. Les thérapies
actuelles ne sont pas curatives et sont associées a de nombreux effets secondaires. De
nouvelles stratégies sont donc attendues, notamment des traitements plus naturels et
mieux ciblés sur les facteurs impliqués. Les MICIS sont associées a une perte de 'intégrité de
la barriere intestinale, une dysbiose du microbiote et une perte de tolérance vis-a-vis de ce
microbiote chez des sujets génétiquement susceptibles. L'utilisation de probiotiques
capables de restaurer ces perturbations est donc proposée comme une alternative
intéressante du fait de leur innocuité. Néanmoins, leurs effets sont souche-spécifiques et
restent peu efficaces dans la prise en charge de la maladie de Crohn (MC). Notre étude a
donc visé a cribler in vitro une collection de souches pour leurs capacités anti-
inflammatoires et leurs capacités a restaurer une barriere épithéliale et confirmer leurs
capacités protectrices dans deux modeles de colite aiglie et de bas grade chez la souris.

Résultats

Sélection de souches anti-inflammatoires in vitro

Afin de déterminer les profils immunomodulateurs des souches probiotiques sélectionnées
(Tableau 6, M&M), les cellules mononuclées isolées de sang humain ont été stimulées par
les bactéries et la production de cytokines a été mesurée dans les surnageants. Deux
souches, Lactobacillus acidophilus NCFM et Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12
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présentant respectivement des profils pro-Thl et anti-inflammatoires ont été utilisées
comme souches de référence (Burns et al., 2017; Foligné et al., 2007a). Comme le montre la
Figure 1, la majorité des souches ont pu induire la sécrétion de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10, contrairement aux cellules non traitées, cependant nous observons un
effet souche, avec des valeurs comprises entre 200-1200 pg / ml. D'autre part, la plupart des
souches ont induit des taux tres faibles de cytokines pro-Th1l (IL-12 et IFN-y), sauf L. gasseri
CMULO57 (p <0,05) et L. acidophilus CMULO67 (p = NS) qui ont induit des taux plus élevés de
ces deux cytokines, mais restant en dessous du niveau de la souche de référence L.
acidophilus NCFM (p <0,001). B. longum CMUL CXL 001, B. bifidum IPL A7.31, L. rhamnosus
IPL A2.21 et L. gasseri IPL A6.33 ont induit les niveaux les plus forts d'IL-10 tout en étant de
faibles inducteurs d'IL-12 et d'IFN-y, mis en évidence par un rapport IL-10 / IL-12 élevé avec
des niveaux similaires a ceux obtenus pour la souche de référence B. animalis subsp. lactis
Bb12 (p <0,001).
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Fig. 1. Profils immunomodulateurs in vitro des souches

La production de cytokines a été évaluée dans les surnageants de PBMC (n = 5 donneurs différents) stimulés
pendant 24h par les souches testées et par deux souches témoin (L. acidophilus NCFM et B. animalis subsp.
lactis Bb12), en comparaison avec des cellules non traitées (NS). Les résultats indiquent les niveaux de (A) IL-
10, (B) IL-12p70, (C) IFN-y et (D) le rapport calculé IL-10 / IL-12. Les données représentent les moyennes £ SEM
de 5 donneurs indépendants. * fait référence a la comparaison de PBMC stimulés par les bactéries et des
cellules non traitées; * p <0,05, *** p <0,001
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Les souches potentiellement probiotiques ont limité la perturbation de la

fonction barriére de la monocouche épithéliale sensibilisée par de I'H,0,

Plusieurs études ont montré que le péroxyde d’oxygene (H,0,) perturbe les jonctions
serrées et augmente la perméabilité paracellulaire dans des modeéles de barriere épithéliale
dérivée de cellules Caco-2 (Seth et al.,, 2008). Dans la présente étude, les souches
sélectionnées ont été évaluées pour leur capacité a restaurer la monocouche de cellules
Caco-2 fragilisée par une sensibilisation a I’'H,0,, comme cela a été récemment rapporté
(Alard et al., 2018). Comme le montre la Figure 2A-B, I'addition d’H,0, sur les monocouches
de cellules Caco-2 (courbe rouge) a entrainé une diminution significative (-39,3% apres 120
min) de la résistance transépithéliale (TEER). Le traitement des cellules avec les souches
probiotiques a réduit de maniére significative les dommages causées a la barriére
épithéliale induits par I'H,0,, ceci de facon dépendante du temps et de la souche (p <0,001
pour toutes les souches testées). Cependant, B. longum CMUL CXL 001, B. bifidum CMUL
CXL 002, B. longum CMUL CXL 003 et L. gasseri IPL A6.62 ont montré une suppression
partielle de la chute de la TEER induite par I'H,0,, passant de - 0,5 a - 14,49%. De facon
intéressante, certaines souches ont méme montré une forte capacité a renforcer cette
barriere en augmentant le niveau de TEER au-dessus du niveau obtenu pour les cellules non
traitées (courbe verte). En effet, L. acidophilus CMULO67, L. gasseri IPL A6.33, L. gasseri
CMULO57, L. rhamnosus IPL A2.21, B. bifidum IPL A7.31 et B. longum subps. infantis IPL
A7.32 ont conduit a une augmentation reproductible et significative de la TEER allant de
+3,5 a + 14,1%. L'impact des souches sur la rupture de la monocouche cellulaire induite par
I’H,0, n'était pas di a une dégradation de I’H,0,, ce que nous avons vérifié en mesurant la
concentration résiduelle en H,0, apres co-incubation avec des bactéries pendant 120 min
dans les mémes conditions que celles utilisées dans le modele de barriere épithéliale
(Tableau S1). L'effet protecteur des souches sur la restauration de la barriére épithéliale a
été confirmé par l'analyse de la distribution cellulaire de ZO-1 par immunofluorescence et
microscopie confocale (Figure 2C). Contrairement aux cellules non traitées qui présentaient
un profil de marquage bien défini de ZO-1 au niveau des jonctions intercellulaires, la
distribution de ZO-1 était fortement altérée pour les cellules sensibilisées par I'H,0,, avec
une diminution de I'expression en surface des cellules. Cette perturbation des jonctions
serrées induite par I'H,0, a été limitée par le prétraitement avec toutes les souches, comme
le montrent deux images représentatives pour les souches L. acidophilus CMULO67 et L.
rhamnosus IPL A2.21.
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Fig. 2. Capacité de souches a prévenir et a restaurer la perturbation de la barriére épithéliale
induite par H,0,

Les bactéries ont été ajoutées au coté apical des monocouches de Caco-2 a une MOI = 10. Aprés 30 min, les
monocouches ont été sensibilisées avec de I’'H,0, (100 uM) et la TEER a été mesurée toutes les 30 min. Les
expériences ont été effectuées en triplicat et les données représentent (A) les moyennes des changements
relatifs des TEER + SEM (en %) en fonction du temps par rapport aux cellules non sensibilisées (TO) et (B) les
variations finales des TEER (en %) a 120 min. * se réfere a la comparaison des cellules traitées avec des
bactéries par rapport aux cellules sensibilisées avec H,0, seul; *** p <0,001. (C) Des monocouches de cellules
Caco-2 ont été incubées avec les souches pendant 30 min avant le traitement par H,0, (100 uM). Deux heures
apres le traitement, les cellules ont été fixées et un marquage de la protéine jonction serrée ZO-1 a été réalisé
par immunofluorescence. Les images ont été analysées par microscopie confocale.

L'administration orale des souches bactériennes atténue la colite aigué

induite par le TNBS chez la souris

Pour les expériences in vivo, quatre souches (B. longum CMUL CXL 001, B. bifidum IPL A7.31,
L. rhamnosus A2.21 et L. gasseri IPL A6.33) ont été sélectionnées sur la base de leurs profils
anti-inflammatoires in vitro (rapport élevé IL-10 / IL-12). Nous avons de plus sélectionné la
souche L. acidophilus CMULO67 en raison de sa capacité a renforcer la fonction barriere des
monocouches de cellules Caco-2 et présentant a I'inverse un faible profil anti-inflammatoire
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in vitro mesuré sur les cellules mononuclées isolées de sang humain. Un modéle murin de
colite aigué induite par I'administration intrarectale de TNBS (105 mg / kg, Figure 3A) bien
établi au laboratoire a été utilisé pour évaluer in vivo les effets protecteurs potentiels des
souches. L'administration de TNBS a entrainé une perte de poids importante avec une chute
moyenne d'environ 18,3%, 48 heures apreés l'induction de la colite (Figure 3B) et a conduit a
une forte inflammation, soulignée par des scores d’inflammation élevés au niveau
macroscopique (score de Wallace de 5,8) et histologique (score d’Ameho de 5,26) par
rapport aux animaux témoins non traités (Figure 3D-E).

Toutes les souches sélectionnées ont pu limiter de maniére significative la colite (Figure 3B,
C et D), mais avec une efficacité variable. Les quatre souches présentant le meilleur
potentiel anti-inflammatoire in vitro ont protégé les souris de facon significative (31,9 a
53,4% de protection, Figure 3C). B. bifidum IPL A7.31 et L. rhamnosus IPL A2.21 ont conduit
au meilleur taux de protection (48,2% et 53,4% respectivement). De facon intéressante, L.
acidophilus CMULO67, qui ne montrait pas un profil anti-inflammatoire in vitro (faible
induction d’IL-10), mais qui présentait les meilleures performances dans le modele de
barriere épithéliale, s’est montré étre la souche la plus protectrice dans le modeéle de colite,
entrainant la plus forte diminution des scores macroscopiques (Figure 3C, protection 61,2%)
et histologiques (Figure 3D) de I'inflammation. La capacité de protection des souches a été
corrélée a une diminution significative de la perte de poids par rapport aux souris ne
recevant que du tampon de gavage (groupe témoin TNBS, Figure 3B).

Comme le montre la Figure 4, les souris traitées par le TNBS ont présenté une réponse
inflammatoire élevée, caractérisée par une forte augmentation de la concentration
plasmatique en IL-6 (p <0,001) et de I'expression colique des genes inflammatoires codant
pour I'lIL-6, le TNF-a. CXCL2 et I'lL-17 (p <0,001), comparativement aux souris non traitées
témoins. De maniére remarquable, I'administration de toutes les souches étudiées a conduit
a une forte réduction significative des taux d’IL-6 plasmatique et de |'expression de genes
inflammatoires. L. acidophilus CMULO67 a présenté la meilleure capacité, en limitant tous
les marqueurs inflammatoires, tandis que la souche B. longum CMUL CXL 001 a été la moins
efficace, bien que les effets protecteurs soient restés significatifs pour tous les parametres
testés, a l'exception de I'expression d’il17. Ces résultats corroborent les niveaux de
protection rapportés par la diminution des scores d'inflammation de Wallace et d'Ameho,
qui était plus élevés pour la souche de L. acidophilus et plus faibles pour la souche de B.
longum. Cela a également été démontré en calculant un indice d'activité inflammatoire qui
s’est avverré étre le plus faible pour la souche L. acidophilus et le plus élevé pour la souche
B. longum.
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Fig. 3. Les souches bactériennes ont protégé les souris d'une colite aigué induite par le TNBS

(A) Protocole expérimental utilisé pour le modele murin de colite aigué induite par I'administration
intrarectale de TNBS (105 mg / kg) (B) Perte de poids corporel (en pourcentage du poids initial) (C) Evaluation
macroscopique de l'inflammation colique (score de Wallace). Les pourcentages de protection sont indiqués au-
dessus de chaque barre (D) Evaluation histologique de I'inflammation colique (score d'Ameho) (E) Coupes
histologiques représentatives (colorées par May Grinwald Giemsa, grossissement 100X) de souris traitées ou
non par le TNBS, et ayant regu ou non les bactéries par voir orale. Les données représentent la moyenne *
SEM. * et # se réferent respectivement a la comparaison des groupes de souris traitées par les bactéries versus
le groupe témoin TNBS ou du groupe TNBS par rapport a des souris saines ; * p <0,05, ** p <0,01, *** ou ### p
<0,001.
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Fig. 4. Les souches bactériennes diminuent les marqueurs d’inflammation associés a la colite
induite par le TNBS.

(A) Les concentrations plasmatiques d'IL-6 ont été mesurées deux jours aprés l'induction de la colite
par ELISA. L'expression génique de cxcl2, il17, tnfa, il6 et mpo a été évaluée par qRT-PCR a partir
d'échantillons de colons obtenus deux jours aprés l'induction de la colite. Les valeurs sont exprimées
en niveaux d'ARNm relatifs comparés aux colons de souris saines. Les données représentent les
valeurs moyennes de chaque groupe (n = 14 souris) + SEM. * et # se réféerent respectivement a la
comparaison des groupes de souris traitées par les bactéries versus le groupe témoin TNBS ou du
groupe TNBS par rapport a des souris saines; *, p <0,05; **, p <0,01 ou *** ou ### p <0,001. (B)
L'indice d'activité inflammatoire calculé a partir de la combinaison des concentrations plasmatiques
d'IL-6, de I'expression des genes d'ARNm coliques pour cxcl2, tnfa et il6, des scores de Wallace, des

scores d'Ameho et de la perte de poids.
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Les effets protecteurs de B. bifidum IPL A7.31, L. rhamnosus IPL A2.21 et L. gasseri IPL A6.33
ont été associés a une augmentation significative de |'expression de foxp3, suggérant qu'une
réponse cellulaire de type T régulatrice pourrait étre impliquée dans les effets bénéfiques
observés (Figure 5A). De plus, les capacités protectrices des souches étaient également
corrélées a une régulation positive de I'expression du gene /do.

Afin de mieux comprendre le mécanisme lié aux effets protecteurs des souches, nous avons
étudié leur impact sur I'expression de génes codant pour des protéines de jonctions serrées,
structures clés pour maintenir l'intégrité de la barriére intestinale (Occludin, Claudine 5 et
Z0-1) (Figure 5C). Chez les souris traitées au TNBS, I|'administration des souches
sélectionnées a augmenté significativement les ARNm de I'Occludine, de la Claudine 5 et de
Z0-1, par comparaison avec les souris témoins traitées au TNBS. En particulier, L.
acidophilus CMULO67 a entrainé la plus forte augmentation de I'expression du gene codant
Z0O-1 et l'occludine (p <0,001), confirmant la capacité observée in vitro de cette souche a
renforcer la barriére épithéliale (Figure 2). Cette souche, ainsi que L. rhamnosus IPL A2.21,
présentait l'indice d'intégrité de la barriére colique le plus élevé (Figure 5D).
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Fig. 5. Les souches bactériennes ont augmenté I'expression génique des marqueurs de régulation
et des génes codantes protéines de jonction serrée

L'expression génique de (A) foxp3, (B) ido, (C) occludine, zo-1 et claudin-5 a partir d'échantillons de colons
obtenus deux jours apres l'induction de la colite. Les valeurs sont exprimées en taux relatif d'’ARNm des
échantillons comparé aux colons de souris saines. Les données représentent les valeurs moyennes de chaque
groupe (n = 14) + SEM. * et # font référence respectivement a la comparaison du groupe témoin traité avec les
bactéries versus le groupe témoin TNBS ou le TNBS versus les souris saines; * p <0,05, ** p <0,01, *** ou ## p
<0,001 (D) L'indice d'intégrité de la barriére colique calculé a partir de la combinaison de I'expression génique
de I'ARNm codant les différentes protéines de jonction serrée Occludin, Claudin-5 et ZO-1.

123



L'administration orale des souches bactériennes a atténué une colite de bas
grade induite par le DSS chez la souris et a amélioré l'intégrité de la barriére

intestinale

Pour confirmer les capacités anti-inflammatoires des souches sélectionnées et leur capacité
a restaurer l'intégrité de la barriére épithéliale, nous avons évalué leur effet protecteur dans
un modele de colite induite par du Dextran Sulfate de sodium (DSS) (Figure 6A). L’addition
d'une faible dose de DSS (3,5%) dans l'eau de boisson a entrainé une perte de poids
significative des souris et un raccourcissement de la longueur de leur célon (Figure 6B et C),
mais comme indiqué par I'analyse histologique (Figure 6D-E), I'inflammation intestinale a
été inférieure a celle observée dans le modele de colite aiglie induite par le TNBS. Les souris
traitées par le DSS ont présenté une réponse inflammatoire caractérisée par une
augmentation significative par rapport aux souris témoins non traitées de I'expression
colique des genes inflammatoires codant I'IL-6 et CXCL2 (p <0,001), mais de niveau inférieur
a celui observé dans le modele TNBS (Figure 6F). De maniere remarquable, toutes les
souches testées ont été capables d’améliorer les parametres inflammatoires, les résultats
étant significatifs uniquement pour les souches L. acidophilus CMULO67 et L. rhamnosus |IPL
A2.21. De fagon importante, nous avons confirmé que ces deux souches étaient également
capables d’augmenter significativement (p <0,05) I'expression de génes de jonctions serrées
et de réduire la perméabilité intestinale, mise en évidence par un test de perméabilité
utilisant le FITC-dextran (Figure 6F-G). En effet, les souris traitées au DSS présentaient un
taux plasmatique de FITC-dextran multiplié par 3,3 par rapport au niveau basal obtenu chez
les souris témoins alors que les souris traitées par les deux souches probiotiques montraient
un niveau similaire au niveau basal (p <0,01).
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Fig. 6. Les souches bactériennes ont protégé les souris d'une colite de bas grade induite par le DSS
(A) Protocole expérimental utilisé pour le modeéle murin de colite de bas grade induit par la consommation de
DSS a 3,5% dans l'eau de boisson (B) Perte de poids corporel (en pourcentage du poids initial) (C)
Raccourcissement de la longueur du célon (D) Coupes histologiques (colorées par May Griinwald Giemsa,
grossissement 100X) représentatives de souris traitées (DSS) ou non (souris saines) par le DSS a 3,5% , traitées
ou non par voie orale avec les souches bactériennes. (E) Evaluation histologique du score d'inflammation
colique. (F) Expression génique de cxcl2, il6, zo1 et occludlin a partir d'échantillons de colon. Les valeurs sont
exprimées en e taux relatifs d'ARNm des échantillons comparés aux colons de souris saines (G) Concentration
plasmatique de dextran FITC. Les données représentent les valeurs moyennes de chaque groupe (n = 10) +
SEM. * et # se rapportent respectivement a la comparaison du groupe traité avec les bactéries par rapport au
groupe témoin DSS ou au DSS versus les souris saines; * p <0,05, ** ou ## p <0,01, ### p <0,001.
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Discussion

Les MICIs sont des maladies multifactorielles associées a des facteurs génétiques et
environnementaux, pour lesquels les traitements restent peu efficaces. Par conséquent, la
recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques est devenue essentielle pour réduire la
morbidité et la mortalité liées aux MICls. Puisque les MICIs sont associées i) a la dysbiose
intestinale du microbiote, ii) a la perméabilité intestinale iii) au déséquilibre des réponses
immunitaires, la restauration de ces fonctions intestinales est devenue une alternative
intéressante pour le traitement futur des MICls (Singh et al., 2013). Dans ce contexte, les
probiotiques sont apparus comme une nouvelle stratégie thérapeutique pour la prévention
et/ou le traitement de la dysbiose intestinale associée a une inflammation des muqueuses
(Orel and Kamhi Trop, 2014). De ce fait, des suppléments probiotiques, en particulier des
probiotiques appartenant aux genres Bifidobacterium et Lactobacillus, ont été utilisés avec
succeés chez des patients atteints de RCH (Saez-Lara et al., 2015). Cependant, leurs effets
protecteurs se sont révélés dépendants de la souche et plusieurs souches probiotiques bien
connues n'ont pas réussi a atteindre les résultats cliniques attendus, en particulier
lorsqu'elles ont été appliquées chez des patients atteints de la MC (Lichtenstein et al.,
2016). De toute évidence, il est nécessaire de mieux comprendre leurs mécanismes d’action
et de définir des critéres de sélection appropriés pour optimiser la sélection de souches ou
de mélanges pour une utilisation optimale chez les patients atteints de MICI.

Dans la présente étude, nous avons étudié une collection de onze nouvelles souches, cing
lactobacilles et six bifidobactéries, a I'aide de modeéles in vitro évaluant a la fois les capacités
anti-inflammatoires et les capacités a restaurer la barriere épithéliale. Nous avions
précédemment mis en évidence que L. gasseri CMULO57 présentait une activité antivirale
contre I'herpeés simplex de type 2 (Kassaa et al., 2015). Les présents résultats confirment le
potentiel immunostimulateur de cette souche, car elle induit les taux les plus élevés de
cytokines pro-Thl parmi les souches testées, méme supérieur a ceux de la souche de
référence NCFM connue pour ses capacités a induire des ctyokines pro-Th1 (Foligné et al.,
2007a). Quatre souches, B. longum CMUL CXL 001, B. bifidum IPL A7.31, L. rhamnosus |PL
A2.21 et L. gasseri IPL A6.33 ont présenté le meilleur profil anti-inflammatoire in vitro
caractérisé par un rapport IL-10 /IL-12 élevé, de méme niveau que celui obtenu avec la
souche de référence anti-inflammatoire B. animalis subsp. lactis Bb12 (Burns et al., 2017).
Nous avions précédemment rapporté que les profils immunomodulateur in vitro des
probiotiques sont spécifiques de souche et notamment que leur capacité a induire de I'lL-10
est corrélée a leurs effets protecteurs in vivo dans des modeéles murins de colite (Foligné et
al., 2007a; Mileti et al.,, 2009). La rupture de la barriere épithéliale, conduisant a une
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"hyperperméabilité", est impliquée dans le développement de l'inflammation des
mugueuses (Ahmad et al., 2017; Natividad and Verdu, 2013); nous avons de ce fait évalué la
capacité des souches sélectionnées a restaurer une monocouche de cellules épithéliales
(Caco-2) sensibilisées par du peroxyde d'hydrogene. Comme cela a été démontré
précédemment (Alard et al., 2018; Seth et al., 2008), H,0, a augmenté la perméabilité
paracellulaire, démontrée par une chute de la TEER et la perturbation des jonctions serrées
observée par un immuno-marquage de ZO-1. Toutes les souches testées ont pu restaurer la
TEER et méme renforcer la barriére épithéliale. Les meilleures capacités ont été obtenues
avec L. acidophilus CMULO67, L. gasseri IPL A6.33, L. gasseri CMULO57, L. rhamnosus IPL
A2.21, B. longum subsp. infantis IPL A7.32 et B. bifidum IPL A7.31, pour lesquelles nous
avons également observé une limitation de la perturbation du marquage ZO-1 induit par
H,0,. La souche L. acidophilus CMULO67 s’est montré la plus performante pour renforcer la
fonction barriere. Il a été démontré que L. rhamnosus GG protege |'épithélium intestinal du
stress oxydatif (Yoda et al., 2014), grace a la sécrétion de deux protéines solubles (p40 et
p75) capables d'atténuer la perturbation des jonctions serrées et adhérentes,
respectivement ZO-1, E-cadhérine et B-caténine, induite par H,0, dans les monocouches de
cellules Caco-2 (Seth et al., 2008). L'effet protecteur était lié¢ a de multiples voies de
signalisation, notamment a I'activation de la PKC, apparemment impliquées dans
I'amélioration de la perméabilité paracellulaire. Hsieh et al. ont également montré que
différentes espéces de Bifidobacterium et Lactobacillus protégent les cellules épithéliales
intestinales de I'apoptose induite par le TNF-a (Hsieh et al., 2015). L'effet de la meilleure
souche protectrice, B. bifidum, a été aboli en utilisant des bactéries tuées par la chaleur, ce
qui suggere que des métabolites bactériens pourraient étre impliqués. Fait intéressant, ils
ont observé une production accrue d'acétate et de formate dans la co-culture des Caco-2 et
des bifidobactéries ajoutées vivantes. Des études antérieures (Suzuki et al., 2008) ont
également signalé une augmentation de la fonction de barriére épithéliale avec I'acétate,
suggérant que cet AGCC pourrait étre impliqué dans le renforcement de I'effet barriere des
probiotiques. Ce mécanisme reste a élucider.

Nous avons ensuite combiné les capacités anti-inflammatoires des souches avec leur
capacité a renforcer la barriere épithéliale afin de sélectionner les meilleures souches pour
évaluer leur capacité protectrice in vivo dans un modeéle de colite aigué induit par le TNBS.
Nous avons sélectionné les quatre souches présentant un profil anti-inflammatoire élevé (B.
longum CMUL CXL 001, B. bifidum IPL A7.31, L. rhamnosus A2.21 et L. gasseri IPL A6.33),
capables également de restaurer la barriére épithéliale, ainsi que la souche L. acidophilus
CMULO67, qui était la souche la plus performante a renforcer la barriére épithéliale, mais
dénué de potentiel anti-inflammatoire in vitro.
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Les cing souches sélectionnées ont été capables de prévenir la colite aigué induite par le
TNBS chez les souris BALB/c, démontré par une réduction significative des scores
macroscopiques et histologiques d'inflammation. Cette protection a été corrélée avec une
réduction significative de I'expression des génes coliques codant pour les marqueurs pro-
inflammatoires TNF-a, IL-6, MPO, IL-17 et CXCL2 et des taux plasmatiques d'IL-6. Fait
intéressant, la meilleure protection a été obtenue avec la souche L. acidophilus CMULO67,
capable de renforcer la barriere intestinale mais pas d’induire in vitro des niveaux
significatifs d’IL-10 apres stimulation de cellules immunes. Il a été rapporté que certains
bifidobactéries a faible potentiel immunomodulateur in vitro sont quand méme capables de
prévenir les symptémes cliniques dans un modéle murin de colite induite par du DSS en
améliorant la fonction barriere épithéliale (Mileti et al., 2009; Srutkova et al., 2015b). Nous
supposons donc que ce critére est important pour la sélection de souches probiotiques
potentielles dans le contexte des MICls.

Les lymphocytes Th1l et Th17 infiltrants, qui produisent des cytokines pro-inflammatoires,
sont impliqués dans le développement des MICI et des dommages aux muqueuses. Les
cytokines inflammatoires sont connues pour avoir un impact sur l'intégrité épithéliale par la
modulation de I'expression et de la fonction des protéines de jonctions serrées.
Notamment, le TNF-a. provoque la redistribution de ZO-1 et de la claudine (Mankertz et al.,
2000). Inversement, des réponses immunitaires compensatoires pourraient étre activées
pour protéger le développement de la colite. Une dynamique croisée entre les cellules
épithéliales et immunitaires est donc impliquée dans I'homéostasie intestinale. La
perturbation de cet équilibre favorise un environnement inflammatoire pouvant entrainer
une inflammation chronique (Ahmad et al.,, 2017). Les réponses régulatrices jouent
notamment un role critique dans le controle de cet équilibre et aident au maintien de
I'homéostasie immunitaire des muqueuses. Des déséquilibres entre Treg et Th17 ont été
rapportés dans les MICls (Gong et al., 2016), l'induction de Treg pourrait donc étre une cible
dans la prise en charge de ces pathologies. Nous avons observé que |'effet protecteur de B.
bifidum IPL A7.31, L. rhamnosus IPL A2.21 et L. gasseri IPL A6.33 était lié a une
augmentation significative de I'expression de foxp3, suggérant qu'une réponse cellulaire
régulatrice pourrait étre impliqué dans l|'effet protecteur observé. Nos résultats sont
cohérents avec ceux rapportés par Zuo et al. , montrant que |'effet protecteur d’une souche
de B. infantis dans la colite induite par le TNBS est associé a une régulation négative des
réponses Thl et Th17 et 3 une augmentation de Tregs FoxP3" (Zuo et al., 2014). Un mélange
de probiotiques a également permis la conversion des cellules T en Tregs Foxp3" par
induction de DCs régulatrices qui expriment des taux élevés d'lIL-10, de TGF-B, de COX-2 et
d'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) (Kwon et al., 2010). Nous avons également montré
précédemment que des probiotiques sélectionnés sont capables d'induire des DC
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régulatrices in vitro, capables de conférer un effet protecteur dans le modéle de colite
induite par le TNBS apres transfert adoptif in vivo (Foligné et al., 2007b). La protection était
associée a une expression locale élevée de I'enzyme immunosuppressive IDO, connue pour
étre utilisée par les DC tolérogenes pour induire |'expansion des Treg, par épuisement du
tryptophane (Grohmann et al., 2003). Fait intéressant, les capacités de protection de nos
souches étaient également corrélées a une up-régulation du géne intestinal /do.

Enfin, nous avons confirmé dans le modéle TNBS que les cing souches sélectionnées étaient
capables de restaurer la fonction barriere épithéliale. En effet, la chute de I'expression des
génes de jonctions serrées (Z0-1, Occludine et Claudin 5) observée chez les souris traitées
par le TNBS était significativement limitée chez les souris prétraitées avec les souches
confirmant leur capacité a renforcer la barriere intestinale et a limiter les l|ésions
épithéliales. Tous ces résultats ont été confirmés dans un modeéle de colite de bas grade
induit par la consommation de DSS a 3,5% dans |'eau de boisson. De facon importante dans
ce modeéle, nous avons pu montrer in vivo l'impact positif de trois souches sur la
restauration de l'intégrité de la barriere épithéliale, montrant une amélioration de la
perméabilité intestinale, comme le souligne le passage réduit du FITC-dextran. Nos résultats
soutiennent I'hypothése selon laquelle la capacité des souches a atténuer l'inflammation est
en partie due a I'amélioration de la barriére intestinale et a la restauration des protéines de
jonctions serrées, déja rapportée par d'autres dans différents modéles de colite (Martin et
al., 2016; Srutkova et al., 2015b; Yoda et al., 2014). Cela devrait étre notamment le facteur
clé de I'effet bénéfique de la souche L. acidophilus CMULO67 la plus performante a renforcer
la barriére intestinale, mais incapable d'induire des cytokines régulatrices.

Conclusions

Nos approches expérimentales combinant des modéles in vitro pour cribler les souches
probiotiques potentielles a la fois pour la capacité d'immunomodulation et leur capacité a
restaurer la barriére intestinale, a deux modeéles de colite in vivo pourraient étre cruciales
pour mieux sélectionner les souches a potentiel thérapeutique prometteur. Il reste donc
logique d’explorer I'efficacité thérapeutique des souches sélectionnées, capables d'atténuer
I'inflammation et de renforcer la barriére intestinale, notamment grace a la restauration des
jonctions serrées, dans des essais cliniques.
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Tableau Supplémentaire S1: Capacité des souches a dégrader I'H,0,

Conditions

H,0,

B
B
B
B.
B
B

. bifidum 1PL A7.31 + H,0,
. infantis IPL A7.32 + H,0,

. longum 1PL A7.33 + H,0,

longum CMUL CLX 001 + H,0,

. bifidum CMUL CLX 002 + H,0,
. longum CMUL CLX 003 + H,0,
. gasseri IPL A6.62 + H,0,

. gasseri IPL A6.33 + H,0,

. rhamnosus IPLA2.21 + H,0,

. gasseri CMULO57 + H,0,

. acidophilus CMUL067 + H,0,

Staphylococcus aureus + H,0,
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% de H,0,
100 %
118.1 % +10.1
98.1% +5.1
102.1%+7.2
110.5% +3.5
109.5% +2.3
98.8% +2.8
107.0% +4.9
96.7% +0.8
93.6 % +0.8
105.0% +1.5
99.8% +3

65.8% 0.7



Résultats complémentaires a I’article 1

Pour poursuivre I'étude des capacités immuno-modulatrices des souches, nous avons
stimulé in vitro des cellules épithéliales (lignée de cellules épithéliales de colon humain HT-
29) par les souches, afin d’évaluer leur capacitéa inhiber la production IL-8 induite par un
stimulus pro-inflammatoire (co-stimulation en présence d’IL-1B). La majorité des souches
ont été capables d’inhiber la production d’IL-8 induite par de I'IL-1B, mais avec un niveau
d’inhibition souche-dépendant (Figure 7). La souche E. coli Nissle a a l'inverse, conduit a
I"augmentation de la production d'IL-8.
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Figure 7: Pourcentage d’inhibition de la production de I'lL-8 induite par stimulation in vitro
de cellules HT-29 par de I'lL-1B (2.5 ng/ml) aprés co-culture avec les souches probiotiques.

Le méme profil d'inhibition de la production de TNF-a aprés stimulation in vitro de
macrophages dérivés de la lignée monocytaire humaine THP-1 stimulés par du LPS a été
observé en présence des souche probiotiques (Figure 8). D'autre part, les souches E. coli
Nissle et B. bifidum CMUL CXL 002 peuvent augmente la production de TNF-a.
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Percentage of TNF-a inhibition
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Figure 8: Pourcentage d’inhibition de la production de TNF-a induite par stimulation in vitro
de de macrophages dérivés de la lignée monocytaire humaine THP-1 par du LPS (10 ng / ml)
apres co-culture avec les souches probiotiques.

Conclusion

Ces travaux complémentaires montrent que la majorité des souches sont capables d’inhiber
la production de facteurs pro-inflammatoires induits par un stimulus inflammatoire.
Néanmoins, ces tests semblent moins discriminants que les profils de cytokines observés
apres stimulation de PBMCs. Comme déja rapporté dans la littérature, les effets ne sont pas
totalement superposables (Kechaou et al., 2013).
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Article 2: Le blocage de l'autophagie abolit in vitro les capacités anti-
inflammatoires des souches potentiellement probiotiques et limite in vivo
leur effet protecteur contre une colite chez la souris.

Mazen Zaylaa, Jeanne Alard, Imad Al Kassaa, Veronique Peucelle, Denise Boutillier, Jérémy
Desramaut, Fouad Dabboussi, Bruno Pot et Corinne Grangette

En préparation pour soumission a Cellular Physiology and Biochemistry (cf annexe 1)

Introduction

Les MICI sont caractérisées par une inflammation chronique de la muqueuse intestinale qui
fait suite a de nombreuses perturbations, incluant une perte de l'intégrité de la barriere
intestinale, une dysbiose du microbiote notamment une prolifération de bactéries pro-
inflammatoires, et une perte de tolérance vis-a-vis de ce microbiote chez des sujets
génétiquement susceptibles. Des polymorphismes dans les genes impliqués dans la cascade
autophagique ont notamment été mis en évidence, en particulier chez les patients atteints
de maladie de Crohn (MC). L’autophagie est un mécanisme de régulation cellulaire impliqué
dans de nombreuses fonctions et qui a été montré récemment comme crucial dans le
contréle de I'homéostasie intestinale. Ce processus joue un rble important dans la
dégradation de pathogénes intracellulaires, par le mécanisme de xénophagie. Il peut
également réguler la fonction des cellules de Paneth et donc la production de peptides anti-
microbiens importants pour le contréle du microbiote. Enfin ce mécanisme semble
impliquer fortement dans la régulation des réponses immunes, en régulant négativement
I'inflammasome permettant de limiter I’exacerbation des réponses inflammatoires et en
jouant un role dans la présentation d’antigenes et la maturation des cellules dendritiques et
la balance de la réponse lymphocytaire T. Ceci a orienté la communauté scientifique a
développé des stratégies visant a restaurer ces fonctions. Dans ce contexte, I'utilisation de
probiotiques pouvant améliorer les dysbioses du microbiote et l'intégrité de la barriere
intestinale associée a des capacités potentiellement anti-inflammatoires sont proposées
comme une alternative intéressante du fait de leur innocuité.

Dans ce contexte, au cours de cette étude, nous avons évalué a la fois in vitro et in vivo le
role de l'autophagie dans les capacités immuno-régulatrices de souches potentiellement
probiotiques, évalués précédemment lors de notre étude.
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Résultats

Les souches bactériennes activent lI'autophagie dans des cellules dendritiques

dérivées de moelle osseuse de souris (BMDC)

Nous avons tout d'abord évalué la capacité des souches bactériennes a activer le processus
d'autophagie a l'aide de cellules dendritiques murines. Les BMDC de souris BALB/c ont été
stimulées avec les bactéries a un rapport bactéries / cellules de 10 : 1 pendant 4 heures et
I'induction de I'autophagie a été suivie par immuno-marquage et analyse par microscopie
confocale permettant de déterminer le nombre d'autophagosomes sous forme de Puncta
marqué par LC3.

Comme le montre la Figure 1A, les cellules traitées par de la rapamycine pendant 4 heures
présente un nombre de punctas marqués par LC3 significativement augmenté (p < 0,001)
par rapport aux cellules non traitées. Toutes les souches ont été capables d’induire de
facons significative la formation d’autophagosomes, mais I'activation a été plus forte aprées
stimulation par les souches L. gasseri IPL A6.33 et B. longum CMUL CXL 001 (p < 0,001),
tandis que la souche L. reuteri 100-23 semble la plus faible inductrice (p =0.432). Cela a été
confirmé en suivant le rapport de LC3-1l/ LC3-I aprés analyse par Western blot. Comme le
montre la Figure 1B, une augmentation significative de I'expression de la protéine LC3-Il et
une augmentation du rapport LC3-Il / LC3-I ont été observées dans les cellules traitées par la
rapamycine, un activateur de I'autophagie, par rapport au niveau basal observé pour les
cellules non traitées (p < 0,01). Nous avons également observé une légére activation avec
les souches, significative pour B. bifidum IPL A7.31 et L. gasseri IPL A6.33 (p <0,05).
L'activation a été clairement augmentée lorsque les cellules ont été prétraitées avec de la
bafilomycine. Ce dernier bloque la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes,
confirmant la capacité des souches probiotiques a activer I'autophagie.
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Fig. 1. Les souches bactériennes induisent I'autophagie dans des cellules dendritiques dérivées de
moelle osseuse de souris.

Les BMDC ont été prétraitées ou non avec de la bafilomycine Al (100 nM) pendant 1 heure puis stimulées
avec les bactéries a un rapport bactéries / cellules de 10 : 1 ou avec de la rapamycine (10 pg / ml) pendant 4
heures. L'autophagie a été suivie par (A) immuno-marquage LC3 et analyse par microscopie confocale a
balayage laser et détermination du nombre d'autophagosomes sous forme de puncta marqué par la LC3. Les
données représentent la moyenne = SEM. * se réfere a la comparaison du groupe traité par les bactéries et du
groupe témoin non traité; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. (B) Mesure du rapport LC3-Il / LC3-I, aprés
analyse par Western blot. Les données représentent la moyenne + SEM. * et # se référent respectivement a la
comparaison entre les groupes traités par les bactéries et le groupe témoin non traité (N / S) en I'absence ou
en présence de bafilomycine; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** ou ### p < 0,001.
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L'inhibition de I'autophagie augmente la production d'IL-1 et diminue la
sécrétion d'IL-10 dans les cellules immunitaires humaines et les BMDC

murines stimulées par des bactéries in vitro.

Nous avons précédemment observé que les bactéries lactiques (LAB) ont des effets
immunomodulateurs souche-spécifiques évalués par stimulation de PBMC, corrélés a leur
capacité de protection dans un modéle murin de colite (Foligné et al., 2007a). Nous avons
par exemple, mis en évidence précédemment la forte capacité anti-inflammatoire de la
souche L. rhamnosus IPL A2.21 (Zaylaa et al., 2018). Afin d'évaluer le réle de l'autophagie
dans les capacités d'immuno-modulation de ces bactéries, nous avons utilisé deux
inhibiteurs pharmacologiques différents: le 3-MA, un inhibiteur de PI3K qui bloque la
formation des autophagosomes (Petiot et al., 2000) et la bafilomycine A1, un inhibiteur de
la pompe a proton bloquant I'activité lysosomale, qui bloque de ce fait le flux autophagique
en empéchant |'acidification des endosomes et des lysosomes (Yamamoto et al., 1998). Les
PBMC ont été prétraitées (ou non) avec les inhibiteurs pendant 1 heure et ensuite stimulées
par les différentes souches pendant 20 heures et la libération de cytokines a été mesurée.
Toutes les souches testées ont induit des niveaux élevés d'IL-10 (Figure 2A), L. rhamnosus
IPL A2.21, L. gasseri IPL A6.33 et L. reuteri 100-23 étant les plus forts inducteurs, et L. gasseri
CMULO57 et L. acidophilus CMULO67 les plus faibles, comme précédemment observé
(Zaylaa et al., 2018). La capacité des souches a induire de I'IL-1p a été dépendante des
souches et inversement corrélée a leur capacité respective a induire de I'lL-10, L. gasseri
CMULO57 et L. acidophilus CMULO67 étant les inducteurs les plus élevés. Les deux
inhibiteurs de l'autophagie ont permis de limiter significativement (p < 0,05 ou 0,01) la
production d'IL-10 induite par toutes les souches, avec un effet de la bafilomycine plus
prononcé, qui a bloqué completement l'induction d'IL-10. Inversement, la production d'IL-
1B induite par les souches bactériennes a été significativement augmentée lorsque les
PBMC ont été prétraitées avec les deux inhibiteurs, I'effet étant également plus important
avec la bafilomycine et en particulier pour les souches induisant des taux basaux d'IL-1f3
modérés (p < 0,05 ou 0,01). Le rble de lI'autophagie dans les capacités immuno-modulatrices
des souches bactériennes a également été confirmé par l'utilisation de BMDC murines.
Etant donné qu'une faible quantité d'IL-10 était obtenue aprés stimulation bactérienne, il
n'a pas été possible de mettre en évidence un effet en présence d'inhibiteurs (données non
présentées), cependant, le blocage de l'autophagie par la 3-MA, a conduit a une
augmentation de la sécrétion d'IL-1p induite par les souches potentiellement probiotiques,
comme déja observés avec les PBMC (Figure 2B).
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Fig. 2. Le blocage de I'autophagie augmente la production d'IL-1B alors qu'il diminue la sécrétion
d'IL-10 par les cellules immunitaires humaines et les BMDC stimulées par les bactéries.

(A) Les PBMCs (2 x 10° cellules / ml, n = 5 donneurs différents) ont été prétraitées ou non pendant 1 heure a
37 °C par de la 3-MA (5 mM) ou de la bafilomycine (100 nM), puis ont été stimulées par les différentes souches
pendant 20 heures. La production d'IL-10 et d'IL-13 a été mesurée dans les surnageants. Les données
représentent les moyennes + SEM de 5 donneurs indépendants. * fait référence a la comparaison des PBMC
stimulées par les bactéries en présence ou absence d’inhibiteurs ; * p < 0,05, ** p < 0,01. (B) Les BMDC (0,75 x
10° cellules / puits) ont été prétraitées ou non pendant 1 heure a 37 °C avec de la 3-MA (5 mM) puis stimulées
par les différentes souches. La libération d'IL-1f a été mesurée dans les surnageants. Les données
représentent des moyennes + SEM de 3 expériences différentes. * p < 0,05 se référe a la comparaison des
BMDC stimulées par les bactéries en présence ou absence de 3-MA.

L'inhibition de I'autophagie in vivo limite les effets protecteurs de certaines
souches dans un modéle murin de colite aigiie induit par le TNBS

Bien que l'impact d’'une déficience d’activation de I'autophagie soit bien documenté dans
des modeles de colite, il existe un manque de connaissance sur |l'importance du maintien de
I'activation de I'autophagie dans la pathologie. Nous avons donc évalué le réle du processus
autophagique dans la capacité de protection de certaines souches probiotiques. Un modeéle
bien établi de colite aiguég, induit par le TNBS (Figure 3A) chez des souris BALB/c a été utilisé.
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Deux souches, L. rhamnosus A2.21 et L. acidophilus CMULO67, ont été sélectionnées sur la
base de leur activité protectrice, précédemment mise en évidence comme étant
respectivement médiée par une activité anti-inflammatoire ou un renforcement de la
barriere épithéliale (Zaylaa et al., 2018). Les bactéries ont été administrées
quotidiennement par gavage oral et le blocage de I'autophagie a été réalisé par injection
intrapéritonéale (IP) de 3-MA, de fagon concomitante a l'administration des bactéries.
Comme attendu, le TNBS a entrainé une forte inflammation, caractérisée par une perte de
poids moyen de 16.7 % (Figure 3B), des scores d’inflammation macroscopiques (score de
Wallace de 7.3, p <0,01), et histologiques (score Ameho de 5.6, p <0,01) trés significatifs et
une forte augmentation de la concentration en IL-6 plasmatique (p <0,01) (Figure 3B-F), par
rapport aux animaux témoins non traités. Ceci a été confirmé par une forte expression
colique des genes pro-inflammatoires codant I'lL-6, le TNF-a et CXCL2 (p <0,01), 48 heures
apres l'induction de la colite (Figure 3G), comparativement aux souris témoins non traitées.
Les deux souches sélectionnées ont été capables d’atténuer la colite aigué, entrainant une
diminution significative de la perte de poids et des scores d’inflammation macroscopiques
(p <0,001) et histologiques (p < 0,05) (Figure 3B, C et E), comparativement aux souris ayant
recu uniqguement du tampon de gavage (groupe témoin TNBS). La capacité de protection
des souches a été confirmée par une diminution significative du taux d'IL-6 plasmatique (p
<0,01) et de I'expression de genes pro-inflammatoires (p <0,05 ou 0,01) (Figure 3F-G). Chez
les souris n"ayant recu que le TNBS et la souche L. acidophilus CMULO67, I'administration de
3-MA n'a pas réduit de maniere significative la perte de poids corporel, les scores
macroscopiques et histologiques de l'inflammation ou la concentration plasmatique d'IL-6
(Figure 3B, C et E), alors qu’il a significativement (p < 0,05 ou 0,01) limité les effets
protecteurs induits par la souche L. rhamnosus A2.21 pour tous les parametres testés. Cette
observation suggére que le blocage du processus d’autophagie empéche les effets anti-
inflammatoires induits par la souche L. rhamnosus. Fait intéressant, l'injection quotidienne
de 3-MA a entrainé une augmentation du taux d'IL-13 plasmatique dans tous les groupes de
souris, méme chez les animaux ayant recu cette souche protectrice (Figure 3F).

Alors que le traitement par le TNBS induisait une diminution significative de |'expression de
zo1 et occludin (p < 0,01) chez les souris témoins, I'administration de souches sélectionnées
a pu restaurer de maniere significative I'expression des genes codant pour ces protéines de
jonctions serrées. Comparativement avec les souris traitées avec le TNBS, un niveau
d'expression plus élevé a été obtenu avec L. acidophilus CMULO67, comme déja rapporté
précédemment (Zaylaa et al.,, 2018). L'administration de 3-MA n'a pas affecté
significativement la capacité des souches a induire l'expression de génes de jonctions
serrées.
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Fig. 3. L'inhibition de I'autophagie in vivo limite I'effet protecteur de L. rhamnosus IPL A2.21 dans
le modeéle de colite aigué induite par du TNBS.

Protocole expérimental utilisé pour le modéle murin de colite aigué induite par I'administration intrarectale de
TNBS (105 mg / kg), 'administration intragastrique des bactéries et 'injection IP de 3-MA.

(B) Perte de poids corporel (en pourcentage du poids initial) (C) Evaluation macroscopique de I'inflammation
colique (score de Wallace) (D) coupes histologiques (colorées en May Griinwald Giemsa, grossissement 100X)
représentatives de souris traitées (TNBS) ou non (souris saines) avec le TNBS, et traitées ou non par voie orale
avec les souches sélectionnées et ayant recu ou non une injection IP de 3-MA (E) Evaluation histologique de
I'inflammation colique (score d’Ameho) (F) Taux plasmatiques d’IL-6 et d’IL-13 évalués par ELISA deux jours
apres l'induction de la colite (G) Expression génique de cxcl2, il6, tnfa, zo1 et occludlin a partir d'échantillons
de colon. Les valeurs sont exprimées en niveaux d'ARNm relatifs des échantillons comparés aux colons de
souris saines. Les données représentent les valeurs moyennes de chaque groupe (n = 10) = SEM. * et # font
référence respectivement a la comparaison des groupes traités avec les bactéries versus le groupe témoin
TNBS ou du groupe TNBS versus le groupe de souris saines; * p < 0,05, ** ou ## p < 0,01, *** p < 0,001
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Le role protecteur des BMDCs traitées par les souches bactériennes est aboli

apreés inhibition pharmacologique de I'autophagie

Nous avons précédemment démontré que le transfert adoptif de BMDC pulsées in vitro
avec certains lactobacilles était capable de protéger in vivo lessouris d’une colite (Foligné et
al., 2007b). Dans la présente étude, nous avons confirmé qu'une seule administration IP de
BMDCs pulsées avec L. rhamnosus IPL A2.21 a protégé les souris de la colite induite par le
TNBS, alors que les DCs non traitées n'ont eu aucun effet. La capacité de protection des
BMDC traitées par les bactéries a été caractérisée par une réduction significative de la perte
de poids (p < 0,01), des scores d’inflammation macroscopiques et histologiques
(respectivement p < 0,01 et 0,001) et une diminution importante et significative de la
sécrétion d’IL-6 plasmatique (p < 0,01), alors que ces parametres n'étaient pas
significativement modifiés chez les souris ayant recu des BMDC non traitées (Figure 4B-E).
Cela a été confirmé par la mesure de l'expression des genes inflammatoires il6 et cxcl2
(Figure 4G).

Nous avons donc évalué le role de l'autophagie dans les capacités immuno-régulatrices des
DC traitées par L. rhamnosus IPL A2.21 en stimulant les BMDC avec les bactéries en
présence ou en |'absence de 3-MA avant le transfert adoptif. Les DC pulsées par la souche L.
rhamnosus IPL A2.21, en présence de 3-MA n'étaient plus en mesure de protéger les souris
de la colite. La perte de poids corporel, les scores d'inflammation macroscopiques et
histologiques, les taux plasmatiques d'IL-6 et I'expression de génes pro-inflammatoires
n'étaient pas significativement différents de ceux obtenus pour les groupes témoin traités
par le TNBS ou recevant les BMDC traitées seulement par de la 3-MA (Figure 4B-G).
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Fig. 4. Le role protecteur du transfert adoptif de BMDCs traitées avec L. rhamnosus est aboli aprés
inhibition pharmacologique de I'autophagie.

(A) Protocole expérimental utilisé pour le modele murin de colite aigué induit par I'administration intrarectale
de TNBS (105 mg / kg) et du transfert adoptif de BMDC (B) Perte de poids corporel (en pourcentage du poids
initial) (C) Evaluation macroscopique de l'inflammation colique (score de Wallace) (D) Evaluation histologique
de l'inflammation colique (score d'Ameho) (E) coupes histologiques (colorées par May Griinwald Giemsa,
grossissement 100X) représentatives de souris traitées (TNBS) ou non (souris saines) avec du TNBS et ayant
recu ou non par voie IP des BMDC traitées ou non par la souche L. rhamnosus IPL A2.21 en présence ou
absence de3-MA (F) concentrations plasmatiques d'lIL-6 mesurées deux jours apres l'induction de la colite par
ELISA (G) Expression génique de cxcl2, il6, tnfa et il1b a partir d'échantillons de colon. Les valeurs sont
exprimées en niveaux d'ARNm relatifs des échantillons comparés aux colons de souris saines. Les données
représentent les valeurs moyennes de chaque groupe (n = 10) + SEM. * et # font référence respectivement a la
comparaison des groupes traités avec les BMDCs versus le groupe témoin TNBS ou le groupe TNBS versus les
souris saines, * p < 0,05, ** ou ## p < 0,01, *** p < 0,001.
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Discussion

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) sont des pathologies présentant
un déséquilibre immunitaire d'étiologie mal connue, caractérisées par une perturbation de
la fonction de la barriere épithéliale et par une inflammation chronique de la muqueuse
(Maloy and Powrie, 2011). De nombreux facteurs jouent un role dans la pathogenese,
notamment l'alimentation, les susceptibilités génétiques, les facteurs immunologiques et
environnementaux, incluant le microbiote intestinal. Les études d'association
pangénomique (GWAS) ont révélé de nombreux polymorphismes, apportant des preuves
croissantes que le processus d'autophagie est défectueux dans les MICI et impliqué dans
leur pathogenese, en particulier chez les patients atteints de MC. Un défaut d’autophagie a
été observé dans les parties endommagées des muqueuses de patients et au niveau de la
mugqueuse de souris traitées par du TNBS (Ortiz-Masia et al., 2014).

Malgré des avancées significatives, les traitements actuels des MICI restent inefficaces et
ciblent principalement les réponses immunitaires pathologiques plutét que les facteurs
potentiellement en cause. Compte tenu de lI'intérét croissant du réle de I'autophagie dans la
régulation de I’homéostasie intestinale, ce processus est devenu une cible attractive pour
explorer I'impact d’approches thérapeutiques le ciblant. Des résultats prometteurs ont été
obtenus par l'administration de sirolimus (rapamycine), conduisant a une amélioration
durable des symptémes chez des patients réfractaires souffrant de MC, avec notamment
une réduction de l'inflammation et une amélioration de I'aspect endoscopique (Massey et
al.,, 2008). Il a également été démontré que la stimulation de l'autophagie a l'aide de
différents agents pharmacologiques tels que la rapamycine, la bétanine ou le tréhalose
prévient les défauts de flux autophagique induit par le TNBS et améliore la colite chez les
souris par une inhibition de l'inflammation (Macias-Ceja et al., 2017). Cependant, les
traitements actuels sont souvent associés a des effets secondaires indésirables. En
conséquence, la recherche se concentre désormais sur des thérapies alternatives, de
préférence a base de produits naturels et sirs. La capacité des probiotiques a améliorer la
santé intestinale a suscité un intérét scientifique considérable depuis plus d'un siécle et les
preuves accumulées récemment ont confirmé leur impact positif dans la lutte contre
I'inflammation intestinale. Les probiotiques peuvent présenter leurs effets protecteurs
grace a de nombreux mécanismes différents, notamment la modulation du microbiote
intestinal, I'amélioration de la fonction de la barriere intestinale et la modulation du
systeme immunitaire muqueux, empéchant les agents pathogénes de pénétrer au travers
de la muqueuse intestinale. Dans la présente étude, nous avons évalué I'hypothése que
I'activation de I'autophagie puisse étre impliquée dans les capacités anti-inflammatoires de
certains lactobacilles et bifidobactéries, précédemment démontrés protecteurs dans un
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modeéle murin de colite induit par le TNBS (Zaylaa et al., 2018).

Sélection des souches

La détection par microscopie confocale des punctas marqués par LC3 nous a permis de
démontrer que les sept souches sélectionnées sont capables d’activer I'autophagie, mise a
part une souche de L. reuteri. Cela a été confirmé par Western Blot, en suivant la conversion
de LC3I a LC3Il, notamment apres l'utilisation de bafilomycine qui bloque la fusion entre
autophagosomes et lysosomes, qui nous a permis de confirmer clairement I'activation de
I'autophagie, une plus grande accumulation d’autophagosomes marqués par LC3 étant
observée. Peu d'études ont jusqu'ici évalué la capacité des probiotiques ou des bactéries
commensales a activer I'autophagie. Lin et al. ont rapporté que quatre souches différentes
de bifidobactéries ont été capables d’activer I'autophagie dans la lignée cellulaire épithéliale
de rat IEC-18 (Lin et al., 2014). Cependant, ils n'ont pas corrélé cette capacité a des
propriétés fonctionnelles. Un lysat bioactif dérivé d'une souche de L. fermentum a
également été montré in vitro capable d’activer I'autophagie dans la lignée hépatocytaire
humaine HepG2, qui a été corrélé a un effet protecteur contre une toxicité induite par une
drogue (Dini¢ et al., 2017). L'activation de I'autophagie a été également décrit pour Bacillus
amyloliquefaciens SCO6 dans la lignée cellulaire de macrophages murins RAW264.7 et elle a
été montré étre impliquée dans l'activité antibactérienne du probiotique favorisant
['élimination d'une souche d’E. coli (Wu et al., 2017). Inversement, il a été montré que la
souche L. rhamnosus GG inhibe l'autophagie induite par Salmonella enterica sérovar
infantis, diminue ainsi la mort des cellules épithéliales intestinales et limite la translocation
de Salmonella chez des porcs prétraités par la souche LGG (W. Zhang et al., 2017). De la
méme maniere, le surnageant d'une souche de B. bifidum a inhibé I'autophagie induite par
du LPS dans les cellules épithéliales intestinales IEC-18 atténuant les Iésions cellulaires (Han
et al., 2016). Toutes ces données peuvent indiquer que le processus d'autophagie induit par
les probiotiques peut étre différent selon les souches utilisées, les cellules hotes ciblées ou
les différentes situations physiopathologiques, mais semblent néanmoins intéressantes
pour proposer l'autophagie comme nouveau mécanisme par lequel les probiotiques
seraient capables de promouvoir et maintenir 'homéostasie intestinale.

Le réle de I'autophagie dans les capacités régulatrices des probiotiques

L'autophagie apparait comme l'un des mécanismes effecteurs critiques de I'homéostasie
immunitaire intestinale, influencant la présentation de |'antigéne par les DCs (Cooney et al.,
2010), l'inhibition de la signalisation de I'IlL-1B (Lee et al.,, 2012), la régulation de
I'inflammation (Harris et al., 2011; Saitoh et al., 2008; Saitoh and Akira, 2016) et la fonction
des cellules de Paneth (Cadwell et al., 2008), entre autres mécanismes (Deretic and Levine,
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2009). Nous avons donc évalué le role de l'autophagie dans les capacités anti-
inflammatoires de nos souches. Nous avons montré que le blocage de la voie autophagique
a l'aide de 3-MA ou de bafilomycine, respectivement diminue ou annule la libération de la
cytokine anti-inflammatoire IL-10 par les PBMC stimulées par les différents lactobacilles et
bifidobactéries. Inversement, le blocage de I'autophagie entraine une augmentation
importante de la sécrétion d'IL-1B, notamment pour les souches ayant induit des taux
faibles ou modérés de cette cytokine pro-inflammatoire (B. bifidum IPL A7.31, B. longum
CMUL CXL 001, L. rhamnosus IPL A2.21, L. gasseri IPL A6.33 et L. reuteri 100-23). De la
méme facgon, I'effet a été plus prononcé avec la bafilomycine. Un effet similaire a également
été observé en utilisant des BMDC. Saitoh et al. ont rapporté pour la premiere fois que la
production in vitro d'IL-1B induite par du LPS était augmentée dans des macrophages
murins déficients en Atgl6L1, par une voie dépendante de l'inflammasome. Les taux de
cytokines pro-inflammatoires IL-13 et IL-18 étaient également significativement élevés dans
les sérums des souris déficientes en Atgl6L1 apres traitement par du DSS comparativement
aux taux observés dans les souris sauvages (Saitoh et al., 2008). Les auteurs ont confirmé,
suite a I'administration de 3-MA, que le blocage de |'autophagie augmente les taux d'IL-1f3
dans le sérum et aggrave le taux de survie des souris traitées par du DSS, suggérant que
I'autophagie protege les souris d'une inflammation massive au cours de la colite. Cela a été
confirmé dans des PBMC humains, en montrant que I'inhibition de I'autophagie augmente la
production d'IL-1B aprés stimulation des recepteurs de type toll like (TLR2 ou TLR4,
néanmoins par une voie indépendante de l'inflammasome (Crisan et al., 2011).

Réle potentiel sur la régulation de I'inflammasome

Les inflammasomes sont des complexes multiprotéiques cytosoliques impliqués dans la
libération de cytokines inflammatoires apres détection des agents pathogénes invasifs.
L'activation des récepteurs d’immunité innée (PRR), tels que les récepteurs de type Nod,
déclenche I'assemblage des complexes de I'inflammasome, ce qui conduit au recrutement
de la protéine ASC (Adaptor Protein Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing
CARD). Celle-ci induit I'activation de la caspase-1 impliquée dans le clivage des précurseurs
inactifs de I'lL-1P et de I'lL-18. La maturation ultérieure de ces cytokines pro-inflammatoires
sur les sites d'infection ou de |ésion entraine alors diverses réponses physiologiques, dont le
recrutement de cellules pro-inflammatoires. Parmi les complexes de I'inflammasome, celui
lié a NLRP3 est le plus largement caractérisé, étant considéré comme une voie de
signalisation cruciale pour le contréle de la maturation de I'lL-1B et de I'lL-18. Une
régulation fine de l'activation de l'inflammasome et de l'induction des cytokines de la
famille IL-1 est donc essentielle pour maintenir I'homéostasie immunitaire et permet de
répondre de maniére appropriée aux stimuli pathogénes tout en évitant une inflammation
chronique incontrélée. Un nombre croissant de données indique que des défauts de
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I'autophagie entrainent une activation aberrante de linflammasome, conduisant au
développement de maladies inflammatoires. Les mécanismes précis restent a élucider mais
peuvent impliquer des dysfonctionnements mitochondriaux et la libération d'especes
réactives de |'oxygene (ROS) capables d’activer l'inflammasome (Nakahira et al., 2011), ainsi
qu’une diminution du ciblage de I'lL-13 pour la dégradation lysosomiale dans les cellules
déficientes en autophagie, conduisant ainsi a une augmentation de sa sécrétion (Dupont et
al., 2011; Harris et al., 2011). Les souris déficientes en ATG16L1 présentent une anomalie
des cellules de Paneth contenant un plus faible nombre de granules et donc de défensines
antibactériennes, alors qu’elle présentent une production accrue d'IL-1B (Cadwell et al.,
2008).

Impact de I'autophagie dans les effets protecteurs des souches in vivo

Pour mieux aborder le réle de l'autophagie dans les capacités anti-inflammatoires de
certaines souches, nous avons évalué in vivo dans le modéle murin de colite induite par le
TNBS, l'impact du blocage de I'autophagie par l'injection quotidienne de 3-MA par voie
intra-péritonéale (IP) en méme temps que l'administration orale de deux souches de
lactobacilles. Nous avons sélectionné la souche L. rhamnosus A2.21 précédemment montrée
comme étant protectrice par I'induction d’une réponse immunitaire régulatrice associée a la
capacité de restaurer la barriere épithéliale et la souche L. acidophilus CMULO67, qui a
induit un effet protecteur essentiellement lié a un important renforcement de la barriere
épithéliale et a la restauration des protéines de jonctions serrées (Zaylaa et al., 2018).
Comme attendu, les deux souches ont pu limiter la colite induite par le TNBS, avec une
réduction significative des scores d’inflammation macroscopiques et histologiques, des taux
plasmatiques d’IL-6 et de I'expression colique de génes codant pour les marqueurs pro-
inflammatoires TNF-a, IL-6 et CXCL2. Les effets protecteurs de la souche L. rhamnosus A2.21
ont été significativement inhibés aprés un traitement par de la 3-MA. Comme déja décrit
pour des stimulations pharmacologiques de l'autophagie (Macias-Ceja et al., 2017), nous
avons pu conclure que la souche de L. rhamnosus A2.21 a pu réduire l'inflammation
intestinale par un mécanisme impliquant |'autophagie, bien que d'autres mécanismes ne
puissent étre exclus. De plus, une augmentation considérable du taux plasmatique d'IL-1[3 a
été observée chez les souris ayant recu le 3-MA, indiquant une perte de contrble de
I'inflammasome apreés le blocage du mécanisme d'autophagie, comme déja décrit dans la
littérature (Macias-Ceja et al., 2017; Saitoh and Akira, 2016). Fait intéressant, le blocage de
I'autophagie n'a pas affecté la capacité de protection de la souche L. acidophilus CMULO67.
Cela suggere que l'autophagie est impliquée dans les capacités immunorégulatrices des
lactobacilles, mais pas dans leurs capacités de protection liées au renforcement des
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fonctions de la barriere intestinale. L'autophagie épithéliale a été impliquée dans le
renforcement de la barriere au cours de l'infection par Salmonella. En effet, un défaut
d’autophagie dans les cellules épithéliales intestinales (IEC) a conduit a une augmentation
de la dissémination bactérienne et de l'inflammation (Benjamin et al., 2013; Conway et al.,
2013). Par l'utilisation de souris présentant des déficiences en Atgl61 spécifiques des tissus,
Pott et al. ont démontré que I'autophagie au niveau de I'épithélium intestinal, mais pas des
cellules myéloides, est impliquée dans le maintien de l'intégrité de la barriere et qu'elle
limite l'inflammation dans un modéle de colite chronique (Pott et al., 2018). L'autophagie
épithéliale pourrait également étre un mécanisme de réponse au dysfonctionnement de la
barriere muqueuse dans les pancréatites aigués sévéeres, en prévenant et en réduisant le
stress oxydatif. Un réle de l'autophagie spécifique en fonction du type cellulaire a été
rapporté dans le contexte de I'homéostasie des muqueuses. Une altération de la fonction
autophagique dans les IEC a été principalement reliée au dysfonctionnement des cellules de
Paneth (Adolph et al., 2013). Au niveau des cellules myéloides, I'autophagie est impliquée
dans la régulation de la réponse cytokinique pro-inflammatoire, en particulier la sécrétion
de cytokines dépendantes de I'inflammasome et des taux de ROS (Lassen et al., 2014; Saitoh
and Akira, 2016). Des études récentes ont également révélé que l'autophagie est nécessaire
a la survie et a la fonction des lymphocytes T régulateurs, importants pour maintenir
I'homéostasie intestinale (Kabat et al., 2016). Plusieurs types de cellules, notamment les
cellules épithéliales et les cellules hématopoiétiques, interagissent avec les bactéries
commensales et peuvent initier des fonctions différentes et complémentaires dans
I'intestin. Nous avons précédemment observé que certains lactobacilles activent
partiellement les BMDC, induisant des DCs régulatrices capables de conférer, apres un
transfert adoptif, une protection contre la colite induite par le TNBS, de maniére NOD2-
dépendante (Foligné et al., 2007b; Macho Fernandez et al., 2011). Etant donné que les DCs,
qui sont les plus puissantes cellules présentatrices d’antigenes professionnelles, jouent un
role essentiel dans linitiation et le maintien de I'homéostasie et de la tolérance
immunitaire, nous avons étudié I'impact de I'autophagie sur leur fonction. Comme nous
I'avions observé précédemment pour une souche de L. salivarius, le transfert adoptif de
BMDCs pulsées in vitro avec la souche L. rhamnosus A2.21 a permis de conférer une
protection chez les souris traitées par du TNBS, alors que les DCs non traitées n'avaient
aucun effet. Lorsque les DCs ont été stimulées par les bactéries en présence de l'inhibiteur
de l'autophagie 3-MA, elles n'étaient plus en mesure de protéger les souris de la colite. Cela
indique que l'autophagie est impliquée dans la capacité de la souche a induire des DCs
régulatrices et que ce processus cellulaire est important pour que les DCs exercent leur
fonction au niveau intestinal. Il a été démontré que l'autophagie est impliquée dans les
fonctions des DC a plusieurs niveaux: présentation de I'antigéne, production de cytokines,
migration et maturation et activation des cellules T. L'autophagie a notamment été associée

146



a un role positif dans la maturation des DCs vers un profil tolérogéne (Ghislat and Lawrence,
2018). La déficience spécifique de |'autophagie dans des DCs CD11c" a exacerbé la colite
induite par du DSS chez la souris, corrélée a une induction accrue des cytokines pro-
inflammatoires IL-1B et TNF-a. Cette déficience en Atgl6l1 a entrainé une augmentation de
la production de ROS et a été proposée comme nouvelle voie protectrice au cours de
I'inflammation intestinale (Zhang et al., 2017a). En utilisant la co-culture DC-IEC sur des
inserts de type transwell, il a également été démontré que le blocage de I'autophagie, par
['utilisation de siRNA, entraine des interactions DC-IEC anormales (Strisciuglio et al., 2013).

Conclusion

Compte tenu de l'interaction complexe qui existe entre I'hote et le microbiote intestinal, il
est maintenant reconnu que l'autophagie peut agir a différents niveaux. Notre étude a
révélé pour la premiére fois que cette machinerie cellulaire est impliquée dans les capacités
anti-inflammatoires de certaines souches potentiellement probiotiques et en particulier
dans leur capacité a induire des réponses immunitaires, notamment des DCs régulatrices.
Méme s'il reste important d'approfondir les mécanismes impliqués, nous pouvons conclure
qgue l'autophagie est un nouveau mécanisme par lequel les probiotiques peuvent exercer
leurs activités bénéfiques dans les MICI.
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Résultats complémentaires a I’article 2

Introduction

Nous avons observé que le transfert adoptif de BMDCs préalablement sensibilisées in vitro
par la souche L. rhamnosus A2.21 était capable de protéger les souris d’une colite induite
par du TNBS et que le traitement des cellules avec du 3-MA abolissait ces effets protecteurs.

Pour confirmer ces observations, nous avons eu I'opportunité d’obtenir trés récemment de
la moelle osseuse de souris déficientes pour I’ATG16L1 (souris atg16l1 flox/flox-CrelLys) qui
présente une délétion spécifique d’ATG16L1 au niveau des cellules myéloides, fournies par
le Dr Hang Nguyen (Inserm U1071, INRA USC 2018, Université Clermont Auvergne) en
collaboration avec le Pr Rosentiel (UKSH University, Kiel, Allemagne), ainsi que des souris
contréle atgl6ll flox/flox, présentant un phénotype sauvage. Ces souris étant dans le
« background » C57BL/6, nous avons fait des optimisations chez les souris C57BL/6 pour
induire une colite de méme niveau que celle réalisée chez les souris BALB/c, et nous avons
ainsi déterminé qu’une dose de TNBS de 150mg/kg était nécessaire pour induire une colite
significative, comme le laboratoire I'avait déja observé (Macho Fernandez et al., 2011).

Résultats

Comme le montre la Figure 5, le traitement de souris par le TNBS (150 mg/kg) induit une
forte colite chez les souris C57BL/6, conduisant a une perte de poids de 14.93 % et un score
de Wallace de 6,07 + 0,81 (p < 0.001). Les souris ayant recu les DCs dérivées de souris
sauvages, de souris contréle ou de souris déficientes, non sensibilisées par les bactéries, ne
montrent pas de différence significative par rapport au groupe contréle traité par le TNBS.
Par contre, comme obtenu dans le modéle de souris BALB/c, le transfert adoptif de BMDCs
sauvages et contrdle (atgl6ll flox/flox) préalablement sensibilisées par la souche L.
rhamnous A2.21 a conduit a une protection significative (p < 0,01), ce qui n’a pu étre
observé aprés transfert de BMDCs dérivées de souris déficientes pour 'ATG16L1 (souris
atg16l1 flox/flox-Crelys) traitées par la souche.
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Figure 5 : Le réle protecteur du transfert adoptif de BMDCs traitées avec L. rhamnosus A2.21est
aboli lorsque les DCs sont dérivées de souris déficientes pour 'ATG16L1

Impact du transfert adoptif de BMDCs dérivées de souris sauvages (DC WT), de souris contréle (DC atgl6ll
flox/flox) et de souris déficientes (souris atg16l1 flox/flox-Crelys), préalablement traitées ou non par la souche
L. rhamnosus A2.21 (Lr) a protéger les souris d’'une colite au TNBS. Les souris ont regu par injection intra-
péritonéale les BMDCs (2x 10° cellules/ souris) 2h avant I'induction de la colite par administration intrarectale
de TNBS (150 mg/kg) a des souris C57BL/6. (A) Perte de de poids (pourcentage par rapport au poids initial), (B)
score macroscopique d’inflammation (score de Wallace).

L'analyse des échantillons est en cours, pour notamment confirmer I'impact du transfert de
BMDCs sur la réponse inflammatoire (par gPCR et histologie) et la modulation de
I'inflammation systémique (dosage d’IL-6 et d’IL-1[3), ce qui permettra également d’évaluer
un impact sur l'inflammasome. Nous envisageons d’aller plus loin sur les mécanismes
impliqués en analysant différents parameétres par western blot sur les segments de colon.
Nous regarderons notamment la conversion de la protéine LC3, I'impact sur la modulation
des protéines p62 et becline 10 impliquées dans la cascade autophagique.

Conclusion

Ces travaux confirment que des bactéries sélectionnées sont capables d’induire des DCs
régulatrices capables de protéger les souris d’'une colite expérimentale aprés transfert
adoptif et que cette capacité protectrice est perdue lorsque les cellules sont déficientes
pour dans leur polarisation vers des DCs de type régulateur.
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Résultats préliminaires obtenus au Liban

Introduction

Nous avons observé au cours de notre étude, que le blocage de I'autophagie inhibe ou
abolit la capacité des souches pottentiellement probiotiques a induire de I'lL-10 et a
I'inverse exacerbe leur capacité a induire de I'IL-1B. Nous avons donc envisagé d’effectuer
une étude ex vivo a en utilisant des cellules mononuclées isolées de patients atteints de
maladie de Crohn (MC) ou de sujets sains controle afin d’évaluer si I'induction d’IL-10 par les
souches probiotiques est également perturbée chez les patients portant des
polymorphismes pour les genes d’autophagie atg16/1, il23r et irgm et également pour le
géne nod2. Cette étude a pu étre initiée au Liban

Etude expériementale

L’étude a porté sur 40 sujets atteints de MC ainsi que 40 sujets contréle (donneurs sains) qui
ont été recrutés a I’hopital Nini et Monla (Tripoli). Une prise de sang a été effectuée et les
PBMC ont été isolées comme décrit précédemment. Les cellules ont été stimulées au cours
de deux expériences, par quatre souches (L. rhamnosus A2.21 ; L. gasseri A6.33 ; L. reuteri
100-23 et B. longum CMUL CXL 001) précédemment montrées comme anti-inflammatoires
(Zaylaa et al., 2018). La production d’IL-10 et d’IL-1B aprés un contact de 24 heures a été
évaluée par ELISA.

Résultats

Comme le montre la Figure 6, les taux d’IL-10 observés a partir des PBMCs de patients MC
sont variables en fonction des souches et des donneurs, comme nous |'observons chez les
sujets sains (Figure 7). Le dosage de I'lL-1B est en cours ainsi que |'étude des
polymorphismes génétiques pour les genes nod2, atgl6ll, il23r et irgm en utilisant la
technique de Pyrosequencage (Pyromark ID, Qiagen-Germany) au sein du laboratoire LMSE.

Nous étudierons alors si nous pouvons corréler les profils d’induction d’IL-10 et inversement
d’ll-1B par les souches probiotiques en fonction des mutations.
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DISCUSSION GENERALE




Les MICIs sont des pathologies qui touchent une population importante au niveau mondial.
Ce sont des maladies multifactorielles, ce qui rend la stratégie thérapeutique trés complexe
(Maloy and Powrie, 2011). Plusieurs études ont montré récemment que la perturbation de
I’'homéostasie intestinale est I'un des facteurs les plus importants impliqués dans le
développement des MICI (Singh et al., 2013). Cette homéostasie dépend de la régulation
entre les différentes composantes de la réponse immunitaire au niveau de la muqueuse
intestinale et d’une interaction étroite avec le microbiote intestinal. Les MICI étant
associées a une perturbation de ces fonctions et une dysbiose du microbiote, I'utilisation de
probiotiques a été proposée comme alternative intéressante pour améliorer I'état de santé
des patients souffrant de MICI et diminuer les symptémes de la pathologie (Saez-Lara et al.,
2015). Les probiotiques ont montré une certaine efficacité chez les patients souffrant de
RCH, ce qui n’a pas été le cas pour ceux atteints de MC (Saez-Lara et al., 2015). Ces résultats
ouvrent donc de grandes questions sur la sélection des souches probiotiques, leurs
mécanismes d’action ainsi que le réle des facteurs génétiques des patients.

Sélection de souches

Les probiotiques peuvent exercer leurs effets bénéfiques dans les MICI par différents
mécanismes. Leur capacités anti-inflammatoires, leur capacité a restaurer la barriére
intestinale ainsi que la stimulation des cellules de Paneth a produire des peptides
antimicrobiens sont les effets les plus intéressants des probiotiques, du fait que ces
composantes sont affectées dans ce type de pathologie. Dans ce contexte, nous avons criblé
a I'aide de modéles in vitro une collection de souches libanaises et francaises et avons pu
sélectionner 5 souches présentant un bon profil anti-inflammatoire (évalué par la
stimulation de PBMC) ainsi qu’une trés bonne capacité a restaurer la barriére intestinale
(évaluée par un modéle de monocouche de cellules épithéliales sensibilisée par du péroxyde
d’oxygene). La souche L. acidophilus CMULO67 est la seule souche qui n’a pas présenté un
profil anti-inflammatoire mais qui par contre a montré une forte capacité a restaurer la
barriére épithéliale. La souche L. rhamnosus IPL A2.21 a quant a elle présenté la double
capacité a restaurer la barriere épithéliale tout en présentant un tres bon profil anti-
inflammatoire. Nous avons confirmé in vivo en utilisant deux modeles différents de colite
aiglie et de bas grade (respectivement TNBS et DSS), que la souche L. rhamnosus IPL A2.21
est capable de protéger les souris et que la protection s’accompagne non seulement d’une
excellente capacité anti-inflammatoire mais également de I'induction d’'une réponse de type
régulatrice. De facon intéressante, la souche L. acidophilus CMULO67 a conduit au meilleur
effet protecteur dans les deux modeéles de colite, passant notamment par la meilleure
capacité a limiter la perméabilité intestinale dans le modeéle au DSS, confirmant les résultats
observés in vitro. Ces résultats ont donc montré que l'effet protecteur d’une souche
probiotique contre l'inflammation peut dépendre non seulement de ses capacités anti-
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inflammatoires mais aussi de sa capacité a renforcer la barriére intestinale, permettant une
restauration de I'homéostasie intestinale. Par conséquent, le choix et la sélection des
souches probiotiques dans un but thérapeutique doit prendre en considération les
mécanismes d’action de la souche en fonction de la pathologie ciblée, comme par exemple,
la capacité a restaurer la barriére intestinale dans le cas des MICI.

De nombreuses études cliniques ont évalué I'impact de la consommation de différentes
souches probiotiques sur I'amélioration de la maladie de Crohn (MC). Quatorze études
cliniques ont été réalisées en utilisant des souches probiotiques déja commercialisées telle
que la souche L. rhamnosus GG et d’autres souches ayant un mécanisme d’action inconnu
(Ghouri et al., 2014). La majorité de ces études cliniques ont échoué, les probiotiques étant
plus ou moins inactifs. Ces résultats sont problématiques, puisque certaines souches avaient
présenté de bonne capacité anti-inflammatoire dans des modéles in vitro et in vivo.

Réle de I'autophagie

Dans le cas de la MC, de nombreux facteurs génétiques semblent jouer un réle crucial et
impactent fortement sur la régulation des réponses immunes et le contréle des réponses
anti-microbiennes. La majorité des patients présentent en effet des polymorphismes
touchant des génes impliqués dans de nombreuses voies qui ont le potentiel d’influencer
I’'homéostasie intestinale, comme par exemple des génes impliqués dans I'immunité innée,
tel que le géne codant le récepteur NOD2, mais également des genes impliqués dans les
processus d’autophagie tels que atgl6ll et irgm (Cooney and Jewell, 2009; Hampe et al.,
2007; Hugot et al., 2001; J. Z. Liu et al., 2015). L"équipe a montré dans un modele murin de
colite, que I'effet protecteur d’un lactobacille est NOD2-dependant (Macho Fernandez et al.,
2011), impliqguant notamment le role crucial de la paroi de cette bactérie. Ceci peut donc
expliquer pourquoi certaines souches sont inefficaces chez les patients atteints de MC, le
géne NOD2 étant le geéne majeur de susceptibilité de la MC. Plusieurs études récentes ont
montré que l'autophagie est un processus crucial pour maintenir ’lhoméostasie intestinale
et limiter I'inflammation lors d’une infection intestinale, notamment par la régulation de
I'inflammasome (Saitoh and Akira, 2016). Dans ce contexte, nous avons poursuivi le criblage
de nos souches en évaluant leur capacité a activer 'autophagie et le réle de ce processus
dans leurs capacités anti-inflammatoires. Nous avons pu montrer in vitro que la majorité des
souches sont capables d’activer cette voie de régulation cellulaire et que cette voie semble
étre impliquée dans leurs propriétés régulatrices, notamment dans l'induction de la
cytokine anti-inflammatoire IL-10. A l'inverse le blocage de I'autophagie conduit a une
exacerbation de leur capacité a induire de I'lL-1B, suggérant que les souches peuvent
réguler I'inflammasome via I'autophagie. Il serait a ce niveau tres important d’aller plus loin
dans les mécanismes d’action et de décortiquer toutes les cascades de signalisation
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impliquées, tant au niveau de I'autophagie que de la régulation de I'inflammasome. Puisque
le processus autophagique diminue l'activation de l'inflammasome dans des conditions
physiologiques, il serait intéressant d’analyser plus finement I'activité de I'inflammasome en
particulier liée a NLRP3, en évaluent l'activation de la caspase-1 aprés stimulation des
cellules par de la 3-MA et de bafilomycine ou en utilisant des BMDCs dérivées de souris KO.
De plus, il serait important de doser la production d'IL-18.

Nous avons poursuivi cette étude in vivo dans le modéle de colite au TNBS, et montré que
les capacités protectrices de la souche L. rhamnosus A2.21 sont significativement inhibées
apres lI'administration de 3-MA, un inhibiteur de la PI3K qui bloque la formation des
autophagosomes (Petiot et al., 2000), alors que ce blocage n’a aucun impact sur les
capacités de la souche L. acidophilus CMULO67. L'effet protecteur de la souche A2.21 est
principalement médié par I'induction de réponse anti-inflammatoire et régulatrice, mise en
évidence notamment par une augmentation du facteur de transcription FoxP3, marqueur de
I'induction de réponse de type T régulatrice. Ces résultats ont donc indiqué que
I'autophagie semble étre impliquée préférentiellement dans les capacités immuno-
régulatrices des souches, par contre ne semble pas étre impliquée dans les capacités des
souches a restaurer la barriére intestinale, le blocage n’ayant eu aucun impact sur la souche
L. acidophilus CMUL067.

Mécanismes et cellules potentiellement impliqués

En conditions physiopathologiques, I'autophagie est impliquée dans la modulation de
nombreuses voies de régulation. La xénophagie notamment qui permet la dégradation de
bactéries pathogénes au niveau intracellulaire, en particulier de certaines bactéries
impliquées dans la physiopathologie de la MC, tels que les E. coli AIEC, permet la clairance
de ces bactéries (Lapaquette et al., 2010) et évite ainsi la surprolifération de bactéries pro-
inflammatoires conduisant a I'exacerbation de l'inflammation et au développement d’une
inflammation chronique. L'autophagie est également impliquée dans le contréle de la
sécrétion de peptides anti-microbiens par les cellules de Paneth (Cadwell et al., 2008;
Lassen et al., 2014). Notre modéle de colite au TNBS étant un modele court, il semble peu
plausible que le blocage de l'autophagie ait favorisé une amélioration de la dysbiose
microbienne, il serait néanmoins intéressant d’analyser I'impact sur le microbiote et
d’évaluer le role de ce processus dans un modele de colite plus chronique, telle que celui
déja développé par notre laboratoire (Alard et al., 2018; Burns et al., 2017) qui permet une
meilleure analyse de l'induction de réponse de type régulatrice. Par contre, nous avons
observé que le blocage de l'autophagie entraine une augmentation des taux d’IL-1f
plasmatique chez les souris ayant recu l'inhibiteur, d’autant plus marquée chez les souris
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traitées par la souche L. rhamnosus A2.21, suggérant une dérégulation de I'inflammasome,
comme déja décrit dans la littérature (Saitoh and Akira, 2016). Ceci suggere que la souche
L. rhamnosus a protégé les souris de la colite par un mécanisme pouvant en autre, impliquer
I'autophagie dans les capacités anti-inflammatoires de la souche et dans ses capacités a
controler I'inflammasome. Comme évoqué précédemment dans le modele in vitro, il serait
intéressant de décrypter les différents voies impliquées dans cette régulation et confirmer
avec des outils moléculaires les facteurs impliqués. Le rble de l'autophagie dans la
régulation de ’homéostasie intestinale et son impact dans les MICI, a clairement été mis en
évidence par des études de polymorphismes génétiques chez I’'homme (Hampe et al., 2007)
et par I'obtention de souris déficientes pour différents génes, notamment de I'atg16/1
(Cadwell et al., 2008; Saitoh et al., 2008; H. Zhang et al.,, 2017a). Ce n’est que tres
récemment que la communauté scientifique s’est interrogée sur le(s) type(s) cellulaires(s)
mise(s) en jeu. Des délétions spécifiques ont mis en évidence que les souris atgl16l1 KO au
niveau des cellules épithéliales intestinales (IECs) présentent des anomalies au niveau des
cellules de Paneth (Conway et al.,, 2013), et sont plus susceptibles aux infections,
notamment par S. typhimurium, alors que cette délétions au niveau des cellules
dendritiques (DCs) n’a aucun impact dans ce modeéle. Ceci a suggéré que I'autophagie au
niveau des IECs est importante pour la clairance des bactéries. Une autre étude a montré
qu’une délétion spécifique d’atgl6/1 dans les IECs pouvait conduire au développement
d’une iléite spontanée, indiquant un role compensatoire de I'autophagie sur I'inflammation
mettant en jeu le stress du reticulum endoplasmique (Adolph et al., 2013). Une délétion
conditionnelle dans des macrophages a également montré un défaut de clairance de
Yersinia enterolitica (Murthy et al., 2014; Tschurtschenthaler et al., 2017).

Impact potentiel de I'autophagie sur les réponses régulatrices

Chez 'homme, certains patients présentant des polymorphismes spécifiques, notamment le
variant ATG16L1 T300A, présentent des défauts dans les capacités de présentation de
I'antigéne des DCs (Salem et al., 2015). Notre équipe a déja montré le r6le important des
DCs dans les propriétés immuno-régulatrices des lactobacilles, notamment en montrant que
le transfert de BMDCs préalablement sensibilisées par les bactéries protége les souris d’'une
colite au TNBS (Foligné et al., 2007b). Nous avons donc évalué le role de I'autophagie dans
ce mécanisme en transférant des BMDCs traitées ou non par la souche L rhamnosus A2.21
en présence ou non de 3-MA. Nous avons ainsi pu confirmer que le transfert de DCs traitées
par la souche A2.21 conduit a un effet protecteur chez les souris BALB/c, comme déja
observé avec d’autres souches (Foligné et al., 2007b). Ceci confirme que la souche exerce
bien ses capacités anti-inflammatoires par un mécanisme impliquant un controle de la
réponse immune, notamment l'induction de réponse régulatrice. De facon intéressante le
blocage de I'autophagie par de la 3-MA a limité significativement les capacités protectrices
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des DCs, suggérant que ce mécanisme a une influence sur la polarisation des DCs impliquées
dans la réponse anti-inflammatoire de la souche potentiellement probiotique. Nous avons
confirmé ces observations en transférant des BMDCs dérivées de souris déficientes pour
atgl16/1 et montré que contrairement au transfert de DCs sauvages ou contréle traitées par
la souche A2.21, le transfert de DCs KO préalablement sensibilisées par la souche n’a aucun
effet protecteur. Il serait important a ce niveau de vérifier par la purification des cellules de
Lamina propria I'induction effective de cellules de type Treg. Des travaux trés récents ont
élucidé le role de I'autophagie au niveau de la lignée myeloide. Des souris déficientes pour
atgl16/1 dans la lignée myeloide et dans les DCs (CD11c’) ont été générées (Zhang et al.,
2017b). Ces travaux ont montré que la déficience dans la lignée myeloide présente une
exacerbation de la colite, notamment induite par une infection par S typhimurium ou par du
DSS s’accompagnant d’'une augmentation des macrophages pro-inflammatoires, de la
production de cytokines pro-inflammatoires et de micro-organismes recouverts d’IgA. Ils ont
observé que cela était relié a une augmentation de la production de ROS, des défauts dans
la mitophagie et du contréle anti-microbien, suggérant une fonction altérée des
macrophages. Les souris ayant une délétion au niveau des DCs n’ont montré une
exacerbation que dans le modeéle de colite au DSS, s’accompagnant d’une augmentation de
la capacité des DCs a produire de I'IL-1[3 et une diminution de leur capacité de présentation
des antigénes, par contre aucun effet dans le modele d’infection a S. typhimurium. Il est
dommage que ces travaux n’aient pas évalué l'impact sur la réponse lymphocytaire,
notamment l'induction de Treg ( Zhang et al., 2017a). Une étude similaire a également
récemment montré le réle de I'autophagie au niveau des IECs dans le contrble d’une colite
induite par le blocage d’'une réponse régulatrice par injection d’anti-IL-10R et d’une co-
infection par Helicobacter hepaticus chez la souris, alors que la méme déficience au niveau
des DCs n’avait qu’un role marginal dans ce modeéle (Pott et al., 2018). Des travaux ont mis
en évidence que le blocage de I'autophagie a un impact sur la polarisation de la réponse T
dans des modeéles de co-culture., limitant notamment la libération d’IL-10 (Strisciuglio et al.,
2013). Une délétion de différents genes d’autophagie dans des BMDCs a montré que ce
processus est nécessaire pour l'activation de Tregs impliqué dans le contréle de
I'inflammation par Bacteroides fragilis (Chu et al.,, 2016). Ces travaux indiquent que
I’autophagie joue un réle important dans I'induction de DCs de type tolérogéne (Ghislat and
Lawrence, 2018). Les mécanismes ne sont pas encore élucidés. Une délétion sélective
d’atg16/1 au niveau des cellules T conduit a I'apparition d’une inflammation intestinale
spontanée, caractérisée par une aberration des réponses Th2 aux antigénes microbiens, une
perte des cellules Treg FoxP3" (Kabat et al., 2016). Une ablation spécifique du géne dans des
cellules T FoxP3" a démontré que 'autophagie est importante pour promouvoir leur survie
et leur adaptation métabolique dans lintestin. Tous ces travaux démontrent que
I"autophagie joue un role important dans la balance des différentes populations cellulaires
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impliquées dans le contrdle de I'inflammation et le maintien de ’homéostasie intestinale et
gu’un défaut dans ce processus, lié notamment aux polymorphismes génétiques, contribue
au développement des MICI. Il est donc suggéré que |'activation de I'autophagie par des
traitements médicamenteux pourrait influencer la susceptibilité aux MICI. Ceci a pu étre mis
en évidence dans un modele de colite induite par du TNBS chez la souris, pour lesquelles
différents traitements visant a activer I'autophagie (rapamycine, tréhalose, betanine) ont pu
prévenir les défauts d’autophagie et améliorer la colite par une inhibition des réponses
inflammatoires, impliquant notamment une diminution de la becline 10 et de la p62. Ceci
pourrait s’expliquer par une diminution de la phosphorylation de Ik-Ba et de la
translocation nucléaire de NF-kB, impliquée dans la cascade inflammatoire (Macias-Ceja et
al.,, 2017). Néanmoins cela pose la question de l'efficacité de tels traitements chez des
patients présentant des polymorphismes génétiques dans les genes de |‘autophagie.
L'administration de rapamycine (sirolimus), puissant inhibiteur de la voie mTOR et
activateur de l'autophagie, a cependant pu améliorer les symptomes chez une patiente
ayant une MC réfractaire a tout traitement classique. Néanmoins le statut génétique de la
patiente n’a pas été rapporté (Massey et al., 2008).

Conclusion générale et perspectives

En conclusion, nos travaux ont montré que le criblage in vitro ciblant a la fois le profil anti-
inflammatoire de souches potentiellement probiotiques et leur capacité a restaurer la
barriére épithéliale, nous a permis de sélectionner des souches prometteuses pour une
application dans les MICI. Nous avons également proposé |'autophagie comme nouveau
mécanisme impliqué dans leurs capacités immuno-régulatrices (Figure 15). Peu de travaux
ont montré jusqu’a présent |'activation de ce processus par des bactéries probiotiques ou
commensales et aucun n’avait démontré son réle fonctionnel in vivo et en particulier dans
le contréle des réponses inflammatoires. Nos travaux sont donc pionnier dans ce domaine.
Il reste néanmoins beaucoup de questions, notamment il est important de mieux
décortiquer les mécanismes mis en jeu. Il serait crucial de pouvoir évaluer lI'impact
protecteur direct des souches (ou du moins de la souche L. rhamnosus A2.21) chez des
souris présentant une déficience dans différents populations cellulaires afin d’évaluer si le
role de I'autophagie se concentre principalement sur le contréle de la réponse immune par
I'induction de DCs régulatrices et de Treg, ou si ce processus peut étre impliqué aussi au
niveau de l'interaction des bactéries avec la barriere épithéliale. Nous n’avons en effet
observé aucun impact sur I'effet protecteur de la souche L. acidophilus CMULO67 qui semble
protéger via une restauration de la barriéere. Il serait donc important de vérifier si in vivo un
défaut au niveau de la muqueuse peut influencer fortement la réponse bénéfique des
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souches. Il a été montré par I’équipe un rble potentiel de NOD2 dans les capacités immuno-
régulatrices des lactobailles. NOD2 pouvant favoriser le recrutement d’ATG16L1 a la
membrane, cette double interaction a été impliquée dans le développement de la MC
(Travassos et al., 2010). Il serait donc intéressant d’approfondir aussi ce mécanisme dans
nos modeles. Enfin, comme évoqué, il reste important de mieux suivre I'impact au niveau
des différentes voies de signalisation, notamment mieux évaluer I'impact sur le contréole de
I'inflammasome.

Des tests PBMC ont été réalisés au Liban au laboratoire LMSE pour évaluer I'impact de la
stimulation de cellules provenant de patients atteints de MC et de sujets sains par quatre
souches probiotiques ayant un profil anti-inflammatoire sur la production de cytokines.
L’analyse de la production d’IL-10 a confirmé un profil souche-spécifique et surtout variable
selon les donneursque ce soit a partir de PBMC issus des patients MC ou de sujets sains. Afin
de corréler ces taux d’IL-10 au statut génétique des patients, des études de polymorphismes
ciblés sur les génes nod2, atg16/1 ainsi que irgm sont en cours. Nous espérons que cette
étude ex vivo pourra venir étayer le role de l'autophagie sur les capacités immuno-
régulatrices des probiotiques.
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Figure 15: Schéma récapitulatif des mécanismes impliqués dans les capacités bénéfiques
des probiotiques dans le contexte des MICls

Les probiotiques peuvent limiter la prolifération et I'invasion des bactéries pathogénes par (1) un
mécanimse d’exclusion compétitive, (2) la production de bactériocines, (3) le renforcement de la
barriere épithéliale via I'activation de la production de mucines et (4) 'action sur les jonctions
serrées. Les probiotiques sont également capables d’influencer la réponse immune en (5) activant
les cellules dendritiques via linteraction de composants bactériens avec les récepteurs de
I'lmmunité innée (PRR), favorisant (6) I'activation de la production d’anticorps (IgA) capables de
bloguer les bactéries pathogénes ou (7) la polarisation de la réponse lymphocytaire T vers une
réponse de type Tregulatrice, permettant de (8) contrecarrer les réponses inflammatoires,
notamment Thl et Th17. Notre étude propose également que les probiotiques pourraient agir via
I’'autophagie (9) sur la régulation de I'inflammasome (10) et ainsi bloquer les réponses de type
inflammatoire (IL-1P) et renforcer I'induction d’IL-10.
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Abstract

Background/objectives: Deregulation of the normal interplay between the genetics
and immune system of the host on the one hand, and the gut microbiota and
environmental factors on the other hand, is known to be associated with the
development of inflammatory bowel disease (IBD). A growing number of genetic
studies provided strong evidence that autophagy machinery affects several aspects of
a mucosal immune response, including intracellular bacterial killing, antimicrobial
peptide secretion, pro-inflammatory cytokine production and antigen presentation.
Therefore autophagy as considered to play a key role in the physio-pathogenesis of
Crohn's disease. Probiotics may exhibit many therapeutic properties, including anti-
inflammatory abilities; however, the medical use in IBD is still scarce. It remains
therefore important to better understand their molecular mechanisms.

Methods: Bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) were used to unravel the
capacity of the bacteria to activate autophagy. The impact of the in vitro blockage of
autophagy using 3-methyl adenine or bafilomycin was evaluated using peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) and ELISA analysis of cytokine secretion. The role
of autophagy in the anti-inflammatory capacities of the strains was evaluated using an
acute trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced murine model of colitis. The
impact of BMDC was evaluated by adoptive transfer.

Results: We showed that selected lactobacilli and bifidobacteria are able to induce
autophagy activation in BMDCs. We demonstrated in vitro that blocking the
autophagy process abolished the capacity of the strains to induce the release of the
anti-inflammatory cytokine interleukin-10 (IL-10) while it exacerbated the secretion
of interleukin 1-beta (IL-1B). We confirmed in a TNBS colitis model that autophagy
is involved in the protective capacity of these selected strains, highlighting the role of
dendritic cells in this process.

Conclusions: We propose that autophagy is a novel mechanism through which

probiotics exhibit their regulatory capacities.



Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) encompassing the main clinical forms
Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC), is characterized by chronic
inflammation of the gut mucosa, disruption of the gut barrier function and a dysbiotic
microbiota [1]. Indeed, the gut microbiota of IBD patients is characterized by a low
microbial diversity, a reduced abundance of bifidobacteria, lactobacilli [2] and
Faecalibacterium prausnitzii [3], while there is a higher abundance of pathobionts
such as adherent/invasive Escherichia coli [4]. Moreover, abnormal immune
responses are elicited against the luminal bacteria in genetically susceptible
individuals [5]. Genome-wide association studies (GWAS) have revealed numerous
polymorphisms, more than 200 IBD susceptibility loci being identified so far [6].
Many of these genes are related to innate immunity, mucosal barrier function and
bacterial recognition. Notably NOD2 which senses muramyl dipeptides, the
conserved motif of the peptidoglycan of both gram-negative and gram-positive
bacteria, has been largely shown as the main susceptibility gene associated with CD
[7]. Recent studies have also identified polymorphisms of genes involved in
autophagy, such as ATGI6LI (autophagy-related 16-like 1) [8], IRGM (immunity
related guanosine triphosphatase) [9] and LRRK? (leucine-rich repeat kinase 2) [10].

Autophagy is an intracellular degradation pathway which regulates the turnover
of cellular proteins and organelles that play essential roles in cellular homeostasis
[11]. The autophagic process starts with the formation of the phagophore, a double
membrane compartment which engulfs a portion of the cytoplasm that contains the
molecules or particles to be degraded, and closes off to form the autophagosome that
finally leads to fusion lysosomes and the degradation of the cargo by the lysosomal
hydrolases. This process is highly complex and orchestrated by numerous proteins,
including more than 40 autophagy-related proteins (ATG) [12]. The formation of the
autophagosome is regulated mainly by the ATG5-ATG12 complex, then stabilized by
ATGI16L1, which allows the modification of the microtubule-associated light chain 3
(LC3-1), initially present in the cytoplasm, to a phosphatidylethanolamine (PE)-
conjugated membrane-bound form (LC3-II), which is finally recruited by the
autophagosomes [13]. The engulfment of the cargo, closure of the autophagosome
and fusion with the lysosomal compartment is orchestrated by LC3, which is widely

used as a marker of autophagy activation [14]. In the gut, autophagy has been reported



to mediate critical functions in innate and adaptive immunity, such as antigen
presentation by dendritic cells (DC) [15], cytokine secretion by macrophages [16] and
antimicrobial peptide secretion by Paneth cells [17]. Autophagy plays also an
essential role during infection by degrading intracellular pathogens through
xenophagy [18]. Interestingly, NOD2 is known to be involved in the autophagy
process, since it is able to recruit ATG16L1 into the plasma membrane, at the
bacterial entry site [19]. As such, NOD2 and ATG16L1 deficiencies have been shown
to affect bacterial clearance in vitro, favoring the survival of intracellular bacteria, and
explaining the proliferation of certain pathobionts, and observed pro-inflammatory
cytokine secretions [20,21]. It has been reported that autophagic flux is impaired in
the damaged mucosa of IBD patients, as compared to non-damaged tissue, suggesting
that, in addition to genetic components, inflammation is regulating this process [22].
In parallel, strong evidences indicate that autophagy regulates inflammatory
responses, notably by controlling the inflammasome, explaining that compromised
autophagy causes aberrant inflammatory responses that can lead to the development
of IBD [23]. Deregulation of DC function has been reported in DCs from CD patients
carrying NOD2 or Atgl6L1 risk variants, and which are defective in autophagy
induction, bacterial trafficking and antigen presentation [20]. Disruption of Atgl6L1
in CD11c" DCs significantly increased the severity of the inflammation induced by
dextran sodium sulfate (DSS) [24]. Recently, an inhibitory role of autophagy in the
immunogenic maturation of DCs and a positive role in their tolerogenic maturation
has been suggested [25]. Finally, Kabat et al. recently showed that autophagy defects
can alter the balance of different types of T-cells in the gut, leading to inflammation in
the intestine. By specific ablation of atgl/6L1 in FoxP3" T-regulatory cells in mice,
they have demonstrated that autophagy promotes the survival of these cells in the gut
[26]. The autophagy machinery in IBD represents therefore a complex pathway that
contributes to the pathogenesis.

Current treatments of IBD, including biological therapy, remain largely
ineffective and associated with adverse health consequences, and the disease
continues to cause substantial morbidity and to affect patient’s quality of life. The
development of alternative therapies using natural products is therefore gaining
worldwide attention [27]. Targeting microbiota dysbiosis and impaired gut functions
linked to IBD may constitute a target of choice in the treatment of chronic

inflammatory diseases. In this context, manipulation of the gut ecosystem using
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beneficial microbes, namely probiotics, has been a major focus of research during the
last decade. However their recommendation for IBD is still rather scarce. In order to
select more effective strains it is thus important to better define the underlying
mechanism of action and screen for targeted functional properties. We previously
showed that the anti-inflammatory capacities of lactobacilli and bifidobacteria are
strain-specific and that their in vitro immunomodulatory capacities strongly correlate
with their protective capacities in experimental colitis models [28,29]. Moreover, we
highlighted the crucial role of DCs in this probiotic functionality [30]. In the present
study, we evaluated both in vitro and in vivo the role of autophagy in the

immunoregulatory capacities of selected probiotic strains.

Material and Methods

Bacterial strains and culture conditions

Bacterial strains evaluated in the present study are listed in Table 1. Lactobacilli
were grown in de Man Rogosa and Sharpe broth (MRS, Difco, Detroit, USA)
overnight at 37 °C under microaerophilic conditions. Bifidobacteria were cultured
overnight in MRS broth, supplemented with 0.1% (w/v) L-cysteine hydrochloride
(Sigma, USA) under anaerobic conditions using anaerobic generator packs
(GENbaganaer, Biomérieux, France). For in vitro experiments, bacteria were washed
twice with sterile phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2), and aliquoted at 10’
CFU/ml in PBS supplemented with 20% (v/v) glycerol and stored at -80 °C. For in
vivo studies, freshly grown bacteria were adjusted to 5 x 10° CFU/ml in gavage buffer

(200 mM NaHCOj; containing 1% glucose).

In vitro stimulation of human PBMCs

PBMCs were isolated from human blood obtained as described previously [31],
by authorized staff, from five healthy donors upon approved agreement (signed
consent). Briefly, after a Ficoll gradient centrifugation (Pharmacia, Stockholm,
Sweden), mononuclear cells were collected, washed twice with PBS and adjusted to 2
x 10° cells/ml in RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco, Scotland),
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (Gibco, Scotland), ImM
glutamine and 150 pg/ml gentamycin. Cells (10° cells/well) were plated in 48-well

cell culture plates and were pre-incubated for 1 hour at 37 °C in the presence (or not)



of 3-methyl adenine (3-MA, Sigma, 5 mM) or bafilomycin Al (Sigma, 100 nM).
PBMCs were subsequently stimulated with bacteria at a bacteria/cells ratio of 10:1.
PBS with 20% glycerol was used as negative control. After 20h of stimulation at 37
°C under 5% CO,, supernatants were collected, clarified by centrifugation and stored
at -20 °C for cytokine analysis. The cytokines IL-10 and IL-1p were measured by
ELISA using the ELISA MAX "™ standard set (BioLegend, San Diego, USA) and the
Duoset kit (R&D System, USA), respectively, according to the manufacturer's

instructions.
Bone marrow-derived dendritic cell preparation (BMDCs)

BMDCs were generated from the bone marrow precursors isolated from femurs and
tibias of BALB/c mice as described by Lutz et al [32], with minor modifications.
Briefly, after red cell lysis using 0.142M NH4CI /0.04X PBS buffer, the cells were
grown at 2 x 10° cells in 10 ml of IMDM medium (Iscove's Modified Dulbecco's
Medium Gibco) supplemented with 10% inactivated FCS (fetal calf serum, Gibco,
Scotland), 50 uM B-mercaptoethanol, 1 mM glutamine, 50 pg / ml gentamycin, and
10% of supernatant from a granulocyte macrophage colony-stimulating factor-
expressing cell line (GMCSF transfected J588 myeloma cell line). Freshly prepared
medium was added every three days. BMDCs were used between day 10 and 13 of

culture (maximum of CD11c expression as checked by FACS analysis).

BMDC stimulation

BMDCs (0.75 x 10° cells/ well) were plated in 24-well cell culture plates and
were pre-incubated for 1 hour at 37 °C in the presence or not of 3-MA (Sigma, 5
mM). After the pre-treatment, BMDCs were stimulated with bacteria at a
bacteria/cells ratio of 10:1 in the presence of 150 pg/ml gentamycin. After 20h,
culture supernatants were collected, clarified by centrifugation and stored at -20 °C
for IL-1B measurement by ELISA using the Duoset kits (R&D System, USA),
according to the manufacturer's instructions.
For in vivo cell transfer, the cells were grown at 5 x 10° cells in a Petri dish in 10 ml
of complete IMDM and were pre-incubated for 1 hour at 37 °C in the presence (or
not) of 3-MA (sigma, SmM). BMDCs were then stimulated with bacteria at a
bacteria/cells ratio of 10:1 in the presence of 150 ug/ml gentamycin, washed 3 times

in PBS and resuspended at 2 x 10° cells in 200 pl of PBS. No remaining viable



bacteria were detected in the cell suspensions, as checked by plating on MRS

medium.

Western-Blot analysis

The transformation of LC3 from the cytosolic form (LC3-I) to the lipidated
form (LC3-II) was followed, by western blot, as a molecular marker of autophagic
vacuoles [33]. BMDCs were plated in 24-well cell culture plates at 1 x 10° cells/well
and were pre-incubated for 1 hour at 37 °C in the presence (or not) of bafilomycin Al
(Sigma, 100 nM). BMDCs were then stimulated with the bacteria at a bacteria/cells
ratio of 10:1 for 4h. PBS with 20% glycerol was used as negative control and
rapamycin (10 pg / ml) as positive control. The cells were washed with PBS and then
lysed with a lysis buffer (50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8§, 1%
of Triton 100X and 0.1% SDS), supplemented with a protein inhibitor (Protease
inhibitor cocktail tablets, Roche, Mannheim, Germany) according to the
manufacturer's instructions. The cell lysates were harvested and centrifuged at 12,000
x g for 15 min at 4 °C. The supernatants were recovered and mixed with loading
buffer (Laemmli buffer) containing 60 mM Tris pH 6.8; 2% SDS, 10% glycerol, 5%
B-mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue and then heated for 15 min at 75°C. The
migration was carried out for 2 h in a 15% acryl/bis acryl gel in 0.025M Tris buffer /
0.192M glycine / 0.1% SDS at 90V. After migration, the proteins were transferred to
a PVDF membrane (Polyvinylidene Fluoride, Hybond-p; Bio-Rad, Hercules CA,
USA) in a 20 mM Tris / 150 mM glycine / 20% methanol buffer for 2 h at 100V.
Membranes were treated with blocking buffer containing 10 mM Tris pHS8, 150 mM
NacCl, 0.05% Tween 20 and 3% BSA (Bovine Serum Albumin) for 1 h at 25°C and
incubated overnight at 4 °C with a rabbit anti-LC3 (Novus, 1:3000, Littleton, CO,
USA) or mouse anti-a-tubulin antibody (Invitrogen, 1:5000, Camarillo, CA USA) in
blocking buffer. After washing for 15 min in PBS / 0.01% Tween, they were
incubated for 45 min at 25 °C with a secondary anti-mouse or anti-rabbit IgG
conjugated with HRP (Promega, 1:5000, Madison, WI, USA) in PBS / Tween 0.01%.
Membranes were washed as described and incubated with ECL detection reagent
(ECL Plus, Western blotting reagent, Amersham, GE Healthare, Buckinghamshire,
UK). The light emitted following the chemiluminescence reaction was detected and
analyzed by the Imager LAS-3000 system (Fujifilm, Japan) and the band intensity
was quantified using the Multi Gauge V3.0 software (Fujifilm, Japan).



Immunofluorescence and confocal microscopy analysis

BMDCs were grown on coverslips in 24-well plates at 0.2 x 10° cells/well. They
were stimulated as described above and fixed with Paraformaldehyde (4% PFA in
PBS) for 15 min. After washing with PBS, the cells were permeabilized with 10%
TRITON X100 solution for 5 min and blocked for 30 min with pure fetal calf serum.
The cells were then incubated for 1 hour with anti-mouse LC3 primary antibody
(Anti-LC3 PM036, MBL, 1:100) in fetal calf serum. After 3 washes for 5 min in PBS,
the coverslips were incubated for 45 minutes with the fluorochrome-coupled anti-
rabbit secondary antibody (Alexa fluor 488 conjugated antibody, Invitrogen, 1:500) in
fetal calf serum. After 3 washings in PBS, nuclei were labeled with DAPI (4',6'-
diamidino-2-phenylindole, DNA marker emitting at 359/461 nm, Invitrogen, 1:1000)
in PBS for 5 min. Cells were then washed with PBS and the slides were mounted on
glass slides using 7 pl of Dako Fluorescence Mounting Medium (Carpinteria, CA,
USA). Confocal microscopy was performed using a confocal laser scanning

microscope (Zeiss, LSM 880).

Experimental TNBS-induced colitis model and study design

Female BALB/c ByJ mice (7-8 weeks old) were purchased from Janvier
Laboratories (Le Genest-Saint-Isle, France). Before experimentation, animals were
provided a one week acclimation period. Mice were randomly divided and maintained
under specific pathogen-free conditions in a controlled environment (temperature of

22° C, 12 h/12 h light/dark cycle and with ad libitum access to food and water).

Protective capacities of probiotics were evaluated in vivo using a standardized
murine model of acute colitis, induced by the administration of TNBS [29]. Mice (n=
10 per group) received daily live bacteria by intra-gastric administration (5 X 10%
CFU/day/mice), in 100 ul gavage buffer, or gavage buffer alone (control healthy mice
or TNBS-treated control mice) for six consecutive days before colitis induction and 1
day after the TNBS administration. The blockage of autophagy was performed by
intraperitoneal administration of the 3-MA inhibitor (Sigma, 10 mg/kg) concomitantly
with the bacterial treatment (day 1 to day 6). At day 5, anesthetized mice were intra-
rectally administered with 50 pl of a solution of TNBS (Sigma-Aldrich, France)
dissolved in 0.9% NaCl/ethanol solution (50/50 v/v), at a dose of 105 mg/kg, while
control healthy mice received only 50% EtOH. The mice were sacrificed 48h after the

induction of colitis. Macroscopic inflammatory scores were determined blindly
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according to the Wallace scoring method [34] by assessing the intensity of
inflammation and the extent of lesions (thickening of the intestinal wall, intensity
ulceration and colonic necrosis). Blood was collected by retro-orbital sampling and
the plasma was recovered by centrifugation and stored at -80° C for the determination
of IL-6 and IL-1P concentration by ELISA using the Duoset kits (R&D System,
Minneapolis, MN, USA) as recommended by the manufacturer. Histological analysis
was carried out on May-Griinwald Giemsa stained 5 um tissue sections from colon
samples (5 sections per mice) fixed in 4% formalin, embedded in paraffin. The
histological scores were determined according to the Ameho scoring method [35] by
evaluating the intensity of the inflammatory infiltrate, the presence of edema,
ulcerations and cellular necrosis. A part of the colon corresponding to the inflamed
region was recovered and cleaned from fecal material and stored in RNA-later®
(Ambion, Life Technologies, Austin, TX, USA) at - 80° C until RNA extraction and
real-time RT-PCR analysis.

The protective effect of untreated or L. rhamnosus IPL A21.1-pulsed DCs in presence
or absence of 3-MA was also evaluated by intra-peritoneal administration of 2 x 10°
cells, 2h before TNBS-colitis induction as previously described [30] and study was

performed as described above.

RNA extraction and qRT-PCR

Tissue samples were homogenized using Lysing Matrix D (MP Bio, Solon, OH,
USA). Total RNA was extracted using Macherey-Nagel NucleoSpin RNAII isolation
kit according to the manufacturer’s recommendation (Macherey-Nagel, Germany).
Quantity and quality of RNA were checked using nanodrop (260/280nm, 260/230nm),
showing a purity ratio 260/280 higher than 1.95 in all samples. Reverse transcription
of total RNA (1 pg) was performed using the high capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems', Foster City, CA, USA). Real-time
quantitative PCR (RT-qPCR) was performed using SYBR green as dye (Applied
Biosystems' ™). Briefly 2.5 pl of ¢cDNA (corresponding to 25 ng of RNA) was
amplified using the Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems' ™) in
the presence of 200 nM specific primers in a final volume of 10 pl using the
QuantStudio® 3D Digital PCR System (Applied Biosystems'"). Relative mRNA
levels [2 “““D] were determined by comparing 1) the PCR cycle thresholds (Ct) for



the gene of interest and the housekeeping gene Actb (ACt) and 2) the ACt values for

treated and untreated animal groups (AACY).

Statistical analysis

GraphPad Prism was employed for graph preparation and statistical evaluation.
Differences between groups were assessed using ANOVA, followed by
nonparametric Mann-Whitney test. Data with p values < 0.05 were considered to be

significant.

Results

Bacterial strains induced autophagy in murine bone marrow-derived dendritic
cells (BMDC)
We first evaluated the ability of the selected strains to activate the autophagy process
using murine DCs. BMDCs from BALB/c mice were stimulated with bacteria at a
bacteria/cells ratio of 10:1 for 4 h and the autophagy induction was followed by
immuno-labelling followed by confocal laser scanning analysis which allowed to
determine the number of autophagosomes in the form of LC3-labelled puncta. As
shown in Fig 1A, cells treated with rapamycin for 4 h significantly (p < 0.001)
increased LC3 puncta, as compared to untreated cells. All the strains were able to
induce significant formation of autophagosomes, but the activation was higher after L.
gasseri IPL A6.33 and B. longum CMUL CXL 001 (p < 0.001) stimulation, while L.
reuteri 100-23 was the weakest inducer (p=0.497). This was confirmed by measuring
the ratio of LC3-II to LC3-I after western blotting analysis. As showed in Fig. 1B,
significant up-regulation of LC3-II protein expression and an increase in the ratio of
LC3-1I/LC3-1 was observed in cells treated with the autophagy activator rapamycin,
as compared to the basal level observed for untreated cells (p< 0.01). A slight basal
activation could also be detected with the strains. This activation was significant for
B. bifidum TPL A7.31 and L. gasseri IPL A6.33 (p< 0.05), and was increased when
cells were pre-treated with bafilomycin. The latter blocks the fusion between
autophagosomes and lysosomes, confirming the capacity of probiotic strains to

activate autophagy.

Inhibition of autophagy enhanced IL-1f production and decreased IL-10

secretion in human immune cells and murine BMDCs stimulated with bacteria

10



We have previously observed that lactic acid bacteria (LAB) have differential
immunomodulatory effects on PBMCs, which correlated well with their protective
capacity in murine colitis [29]. We recently highlighted, as an example, the potent
anti-inflammatory ability of L. rhamnosus IPL A2.21 [36]. In order to evaluate the
role of autophagy in the immuno-modulation capacities of these selected bacteria, we
used two different pharmacological inhibitors: the 3-MA, a PI3K inhibitor which
blocks the autophagosome formation [37] and bafilomycin Al, a potent inhibitor of
the lysosomal proton pump V-ATPases which inhibits autophagic flux by preventing
the acidification of endosomes and lysosomes [38]. PBMCs were pre-treated (or not)
with the inhibitors for 1h and subsequently stimulated by the different strains for 20 h
and cytokine release was measured. All the strains tested induced high levels of IL-10
(Fig. 2A), L. rhamnosus IPL A2.21, L. gasseri IPL A6.33 and L. reuteri 100-23 at the
top, and L. gasseri CMULOS57 and L. acidophilus CMUL0O67 somewhat lower, as
previously observed [36]. The capacity of the strains to induce IL-1p was also strain-
dependent and was inversely correlated with their respective IL-10 inducing capacity,
L. gasseri CMULO57 and L. acidophilus CMULO067 being the highest inducers. The
two autophagy inhibitors were able to significantly (-p <0.05 or 0.01) limit the IL-10
production induced by all the strains, with a more pronounced effect of the
bafilomycin, which completely blocked IL-10 induction. Conversely, the bacterial
induction of IL-1B was significantly enhanced when PBMCs were pre-treated with
both inhibitors. This effect was also greater with bafilomycin, especially for strains
that induced moderate basal levels of IL-13 (p< 0.05 or 0.01). The role of autophagy
in the immunomodulation capacity of the bacterial strains was also confirmed using
murine BMDCs. Since low amounts of IL-10 were induced after bacterial stimulation,
it was not possible to highlight an effect in the presence of inhibitors (data not
shown), however, the blockage of autophagy using 3-MA, increased probiotic-

induced secretion of IL-1[3, as also observed on PBMCs (Fig. 2B).
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In vivo inhibition of autophagy limited the protective effects of selected

strains in an acute TNBS-induced murine model of colitis

Although the impact of deficient autophagy activation is well documented in
colitis, there is a lack of knowledge on the importance of sustained activation of
autophagy in this disease. We therefore evaluated the role of the autophagy process in
the protective capacity of selected probiotic strains. A well-established model of acute
colitis, induced by TNBS (Fig. 3A) in BALB/c mice was used. Two strains, L.
rhamnosus A2.21 and L. acidophilus CMULO67, were selected based on the
protective activity, previously reported to be mediated by respectively an anti-
inflammatory ability and a strengthening of the epithelial barrier [36]. Bacteria were
administrated daily by oral gavage and the blockage of autophagy was performed by
intraperitoneal injection (IP) of 3-MA, concomitantly with the bacterial
administration. As expected, TNBS induced a strong inflammation, depicted by an
average weight loss of 16.7% (Fig. 3B), highly significant macroscopic (Wallace
score of 7.3, p< 0.01) and histological scores (Ameho score of 5.6, p< 0.01) and a
strong increase of the IL-6 plasmatic concentration (p < 0.01) (Fig. 3B- F), as
compared to untreated control animals. This was further confirmed by a strong
colonic expression of pro- inflammatory genes encoding for IL-6, TNF-a and CXCL2
(p< 0. 01), 48 h after colitis induction (Fig. 3G), again compared to untreated control
mice.

The two selected strains were able to dampen the acute colitis, resulting in
significant decreases of weight loss and both macroscopic (p< 0.001) and histological
scores of inflammation (p< 0.05) (Fig.3B, C and E), in comparison to mice receiving
gavage buffer only (TNBS control group). The protective ability of the strains was
further confirmed by a significant decrease in the level of plasmatic IL-6 (p< 0.01)
and in the expression of pro-inflammatory genes (p< 0.05 or 0.01) (Fig.3F-G). In
mice receiving only TNBS as well as the L. acidophilus strain, administration of 3-
MA did not significantly reduce the loss of body weight, the macroscopic and
histological scores of inflammation, nor the plasmatic IL-6 concentration (Figure 3B,
C and E), while it significantly (p <0.05 or 0.01) limited the protective effects induced
by the L. rhamnosus A2.21 strain for all the parameters tested. This observation
suggested that the blockage of the autophagy process prevented the anti-inflammatory

effects induced by this L. rhamnosus strain. Interestingly, the daily injection of 3-MA
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led to an increased level of plasmatic IL-1f3 in all groups of mice, even with the

animals that received the protective L. rhamnosus IPL A2.21 strain (Fig. 3F).

While TNBS treatment induced a significant decrease in zol and occludin
expression (p< 0.01) in control mice, the administration of selected strains could
significantly restore the expression of genes encoding these tight junction (TJ)
proteins. In comparison to control TNBS-treated mice, a higher expression level was
obtained with L. acidophilus, as reported already previously [36]. The administration
of 3-MA did not significantly affect the capacity of the strains to induce the

expression of TJ genes.

The protective role of probiotic-treated BMDC is abolished after

pharmacological inhibition of autophagy

We previously demonstrated that the adoptive transfer of BMDCs pulsed in
vitro with selected lactobacilli were able to achieve in vivo protection against colitis in
mice [30]. In the present study, we confirmed that a single IP administration of
BMDCs pulsed with L. rhamnosus IPL A2.21 rescued mice from TNBS-induced
colitis, while untreated DCs had no effect. The protective ability of bacteria-treated
BMDCs was characterized by a significant reduction of the weight loss (p< 0.01), the
macroscopic and histological scores of inflammation (p<0.01 and p<0.001,
respectively) and a strong and significant decrease of plasmatic IL-6 secretion (p<
0.01), while these parameters were not significantly changed in mice receiving
untreated BMDCs (Fig. 4B-E). This was confirmed by measuring the expression of
inflammatory genes i/6 and cxc/? (Fig. 4G). We therefore evaluated the role of
autophagy in the immune-regulatory capacities of L. rhamnosus-treated DCs by
stimulating the BMDCs with the bacteria in the presence or absence of 3-MA before
the adoptive transfer. L. rhamnosus-pulsed DCs, in the presence of 3-MA, were no
longer able to protect mice from colitis. Body weight loss, macroscopic and
histological scores of inflammation, plasmatic IL-6 levels and expression of pro-
inflammatory genes were not significantly different from those obtained for the
control TNBS-treated group or the group receiving the BMDCs treated with 3-MA
alone (Figure 4B- G).
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Discussion

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic immune disorder of unclear
etiology, characterized by disruption of the epithelial barrier function and by chronic
inflammation of the mucosa [1]. Multiple factors play a role in the pathogenesis,
including diet, genetic susceptibility, immunological and environmental factors,
including the gut microbiota. GWAS have revealed numerous polymorphisms,
providing growing evidence for a defective autophagy process in the pathogenesis of
IBD, particularly in CD patients. Impaired autophagy has been observed in the
damaged mucosa of IBD patients and in the mucosa of TNBS-treated mice [39].
Despite significant advances, current therapies remain inefficient in treating IBD and
they predominantly target pathological immune responses rather than the potential
causal factors. Given the growing interest in the role of autophagy in regulating gut
homeostasis, it has become an attractive target for exploring the impact of therapeutic
approaches that address the autophagy process. Promising results have been obtained
by the administration of sirolimus (rapamycin) which led to a sustained improvement
of disease symptoms in refractory CD patients, including reduced inflammation and
improved endoscopic appearance [40]. Stimulation of autophagy using different
pharmacological agents such as rapamycin, betanin or trehalose has also been shown
to prevent the impaired autophagic flux induced by TNBS and to ameliorate murine
colitis through the inhibition of inflammation [41]. However, current therapies are
often associated with adverse side effects. As a consequence, research attention is
now focusing on alternative therapies; preferably based on natural and safe products.
The capacity of probiotics to improve gut health has received considerable scientific
interests for more than a century and accumulating evidence recently supported their
positive impact in the control of gut inflammation. Probiotics can exhibit their
protective effects through numerous different mechanisms, notably the modulation of
the gut microbiota, the improvement of the gut barrier function and the modulation of
the mucosal immune system, keeping pathogens away from the intestinal mucosa
surface. In the present study we investigated the possibility that activation of
autophagy might be involved in the anti-inflammatory capacities of selected
lactobacilli and bifidobacteria that we previously highlighted to be protective in a
TNBS-induced murine model of colitis [36].
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Selection of the strains

The detection of LC3-labelled puncta by confocal microscopy allowed us to
demonstrate that the seven selected strains were able to activate autophagy, except
one L. reuteri strain. This was confirmed using western blot, measuring the
conversion of LC3I to LC3II. Notably the use of bafilomycin which blocks the fusion
between autophagosomes and lysosomes, allowed us to clearly confirm autophagy
activation, as we observed a greater accumulation of LC3-labelled autophagosomes.
Few studies have so far evaluated the capacity of probiotics or commensal bacteria to
activate autophagy. Lin ef al. have reported that four different bifidobacteria were
able to trigger autophagy in the epithelial IEC-18 rat cell line [42]. However, they did
not correlate this ability to functional properties. A bioactive lysate derived from a L.
fermentum strain has also been shown in vitro to activate autophagy in the human
hepatoma cell line HepG2, correlated to an in vitro protective effect against drug-
induced toxicity [43]. The activation of autophagy was also reported with Bacillus
amyloliquefaciens SC06 in the murine macrophage RAW264.7 cell line and was
shown to be involved in the antibacterial activity of the probiotic which promoted the
elimination of an E. coli strain [44]. Conversely, the L. rhamnosus GG strain was
shown to inhibit Salmonella enterica serovar infantis-induced autophagy, which, in
turn suppressed intestinal epithelial cell death and limited Salmonella translocation in
LGG-pre-treated pigs [45]. In the same way, supernatant from a B. bifidum strain
inhibited LPS-induced autophagy in IEC-18 cells and alleviated LPS-induced
intestinal epithelial cell injury [46]. All these data could indicate that probiotic-
induced autophagy reactions may be different according to the strains used, the host
cells tested or the different pathophysiological situations, albeit useful as a novel

mechanism through which they are able to promote and maintain gut homeostasis.

The role of autophagy in the regulatory capacities of probiotics

Autophagy is emerging as one of the critical effector mechanisms of the gut
immune homeostasis, influencing antigen presentation by DCs [20], the inhibition of
IL-1pB signaling [47], the regulation of inflammasome activation [16,48] and Paneth
cell function [17], among others [49]. We therefore evaluated the role of autophagy in
the anti-inflammatory capacities of our strains. We showed that blocking the

autophagy machinery using 3-MA or bafilomycin, respectively decreased or
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abandoned the release of the anti-inflammatory cytokine IL-10 on PBMCs, following
stimulation with different lactobacilli and bifidobacteria. Conversely, the blockage of
autophagy led to a large increase of IL-1p secretion, notably with strains that induced
low or moderate basal levels of this pro-inflammatory cytokine (B. bifidum IPL
A7.31, B. longum CMUL CXL 001, L. rhamnosus IPL A2.21, L. gasseri IPL A6.33
and L. reuteri 100-23). Also here the effect was more pronounced with bafilomycin.
A similar effect was also observed using BMDCs. Saitoh et al reported for the first
time that, through an inflammasome-dependent pathway, in vitro LPS-induced IL-1f3
production was enhanced in Atgl6L1 deficient murine macrophages. The levels of the
proinflammatory cytokines IL-1B and IL-18 were also significantly elevated in the
sera of DSS-treated Atgl6L1-deficient mice in comparison to the levels in the wild-
type counterparts [16]. The authors confirmed by 3-MA administration, that blockage
of autophagy increased the levels of IL-1p3 in serum and worsened the survival rate of
mice treated with DSS, suggesting that autophagy protects mice from massive
inflammation during colitis. This has been confirmed in human PBMCs, showing that
the inhibition of autophagy increased IL-1 production after toll-like receptor-2
(TLR2) or TLR4 stimulation, albeit through an inflammasome-independent pathway
[50].

Potential role on the regulation of inflammasome

Inflammasomes are cytosolic multiprotein complexes involved in the release of
inflammatory cytokines after sensing invading pathogens. The activation of pattern
recognition receptor (PRRs) such as Nod-like receptors (NLRs), triggers the assembly
of inflammasome complexes, which lead to the recruitment of the Inflammasome
Adaptor Protein Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing CARD (ASC).
The latter induces the activation of caspase-1 involved in the cleavage of the inactive
precursors of IL-1f, and IL-18. The subsequent maturation of these pro-inflammatory
cytokines at the sites of infection or injury, will involve various physiological
responses, including the recruitment of pro-inflammatory cells. Among the NLR
inflammasome complexes, the NLRP3 inflammasome is the most widely
characterized, as it is considered to be a crucial signaling pathway that controls the
maturation of IL-1p and IL-18. A balanced regulation of the inflammasome activation
and the IL-1 family cytokine induction is crucial to maintain immune homeostasis,

and allows to appropriately respond to pathogenic stimuli while avoiding uncontrolled
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chronic inflammation. A growing body of evidence indicates that compromised
autophagy causes aberrant activation of the inflammasomes, leading to the
development of inflammatory diseases. Precise mechanisms remain to be elucidated
but can involve mitochondrial dysfunctions and release of reactive oxygen species
(ROS) which activate the inflammasome [51], as well as decreased targeting of IL-1f3
for lysosomal degradation by autophagy-deficient cells leading to increased secretion
of IL-1 B [48,52]. Mice deficient for ATG16L1 display abnormal Paneth cells with a
lower amount of granules containing antibacterial defensins, while in turn display an

increased IL-1 B production [17].

Impact of autophagy in the in vivo protective effects of the strains

To better address the role of autophagy in the anti-inflammatory capacity of
selected strains, we evaluated the impact of the in vivo blockage using 3-MA IP daily
injection concomitantly with oral administration of two Lactobacillus strains in the
murine model of TNBS-induced colitis. We selected one strain that we previously
showed to be protective through an induction of immune-regulatory response (L.
rhamnosus A2.21) together with the capacity to restore the epithelial barrier, and the
strain L. acidophilus CMULO067, that induced its protective effect essentially through
an important strengthening of the epithelial barrier and the restoration of TJ proteins
[36]. As expected the two strains were able to counteract the TNBS-induced colitis,
with a significant reduction of both macroscopic and histological scores of
inflammation, of the plasmatic levels of IL-6 and of the colonic expression of genes
encoding the pro-inflammatory intestinal markers TNF-a, IL-6 and CXCL2. The
protective effects of L. rhamnosus A2.21 were significantly inhibited after treatment
with 3-MA. As reported using pharmacological stimulation of autophagy [41], we can
conclude that L. rhamnosus A2.21 strain can reduce gut inflammation by a
mechanism involving autophagy, although other mechanisms cannot be ruled out.
Moreover, a huge increase of the plasmatic level of IL-18 was in the mice that
received the 3-MA, indicating that a loss of control of the inflammasome occurred
after blocking the autophagy machinery, as previously reported [16,41]. Interestingly,
the blockage of autophagy did not affect the protective capacity of L. acidophilus
CMULO67. This suggests that autophagy is involved in the immuno-regulatory
capacity of lactobacilli but not in the protective abilities linked to strengthening the

gut barrier functions. Epithelial autophagy has been implicated in barrier enforcement
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during Salmonella infection. Indeed autophagy deficiency of intestinal epithelial cells
(IECs) led to increased bacterial dissemination and inflammation [53,54]. Using
tissue-specific Atgl6L1 deficient mice, Pott et al. have demonstrated that autophagy
within the intestinal epithelium but not in myeloid cells, is involved in the
maintenance of barrier integrity and will limit inflammation in a model of chronic
colitis [55]. Epithelial autophagy might also be a response mechanism to mucosal
barrier dysfunction in severe acute pancreatitis, by preventing and reducing the
oxidative stress. A cell-type-specific function of autophagy has been reported in the
context of mucosal homeostasis. Impairment of autophagic function in IECs has been
related mainly to Paneth cell dysfunction [56]. In myeloid cells, autophagy is
implicated in regulation of proinflammatory cytokine response, particularly secretion
of inflammasome-dependent cytokines and ROS levels [16,57]. Recent studies also
revealed that autophagy is required for the survival and function of regulatory T-cells
in the gut, important to maintain intestinal homeostasis [26]. Multiple cell types,
notably epithelial versus hematopoietic cells, interact with commensal bacteria and
can mount different and complementary functions in the gut. We previously observed
that selected lactobacilli partially activated BMDCs, inducing regulatory DCs able to
confer protection towards TNBS-induced colitis after adoptive transfer, in a NOD2-
dependent manner [30,58]. Since DCs, the most potent professional antigen-
presenting cells, are critical in initiating and maintaining immune homeostasis and
tolerance, we investigated how autophagy can impact their function. As previously
observed for a L. salivarius strain, the adoptive transfer of BMDCs pulsed in vitro
with L. rhamnosus A2.21 was able to confer protection in TNBS-treated mice, while
untreated DCs had no effect. When DCs were stimulated by the bacteria in the
presence of the autophagy inhibitor 3-MA, they were no longer able to rescue mice
from colitis. This indicated that autophagy is involved in the capacity of the selected
strain to induce regulatory DCs and that this cellular process is important for DCs to
exhibit their function in the gut. Autophagy has been shown to be involved in DC
functions at several levels: antigen presentation, cytokine production, DC migration
and maturation and T-cell activation. Notably autophagy has been associated with a
positive role in the tolerogenic maturation of DCs [25]. Specific disruption of
autophagy in CD11c” DCs exacerbated DSS-induced murine colitis with increased
induction of the pro-inflammatory cytokines IL-1B and TNF-a. This Atgl6Ll1

deficiency led to increase in ROS production and was proposed as a novel protective

18



pathway during gut inflammation [24]. Using DC-IEC co-culture on transwell insert,
it has also been demonstrated that the blockage of autophagy through the use of
siRNA led to abnormal DC-IEC interactions [59].

Conclusion

Considering the complex cross talk that occurs between the host and the gut
microbiota, it is now well recognized that autophagy can act at many different levels.
Our study has revealed for the first time that this cellular machinery is involved in the
anti-inflammatory capacities of selected potential probiotic strains and particularly in
their capacities to induce immune-regulatory responses, notably regulatory DCs. Even
if it remains important to dig deeper into the mechanisms involved, we conclude that

autophagy is a novel mechanism through which probiotics may counteract IBD.
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Figure legends

Fig.1. Bacterial strains induced autophagy in murine bone marrow-derived
dendritic cells. BMDCs were pre-treated or not with bafilomycin A1 (100 nM) for
1 h and stimulated with bacteria at a bacteria/cells ratio of 10:1 or with Rapamycin
(10 pg / ml) for 4 h. The autophagy was followed by (A) LC3-immuno-labelling
followed by confocal laser scanning microscopy and measurement of the number of
autophagosomes in the form of LC3-labelled puncta. The data represent the mean +
SEM. * refers to the comparison of bacteria-treated group versus untreated control
group; *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001. (B) The ratio of LC3-II to LC3-I, after
western blotting analysis. The data represent the mean = SEM. * and # refer to the
comparison of bacteria-treated groups versus untreated control group (N/S) in the

i

absence or presence of bafilomycin, respectively. ; *p < 0.05, **p < 0.01, *** or ™" p

<0.001.

Fig. 2. Blockade of autophagy enhanced IL-1p production while decreased IL-10
secretion in human PBMCs and murine BMDCs stimulated by the bacteria. (A)
PBMCs (2 x 10° cells/ml, n= 5 different donors) were pre-treated or not for 1 h at 37
°C with 3-MA (5 mM) or bafilomycin (100 nM) and subsequently stimulated by the
different strains for 20 h. IL-10 and IL-1p release was measured in the supernatants.
Data represent means + SEM of 5 independent donors. * refers to the comparison of
bacteria-stimulated PBMCs in the presence or absence of the inhibitors; *p < 0.05,
**p < 0.01 (B) BMDCs (0.75 x 10° cells/ well) were pre-treated or not for 1 h at 37
°C with 3-MA (5 mM) and subsequently stimulated by the different strains for 20 h.
IL-1pB release was measured in the supernatants. Data represent means + SEM of 3
different experiments. *p < 0.05 refers to the comparison of bacteria-stimulated

BMDC:s in the presence or absence of 3-MA.

Fig. 3. In vivo inhibition of autophagy limited the capacity of L. rhamnosus A2.21
to rescue mice from acute TNBS-induced colitis. (A) Experimental protocol used
for the mouse model of acute colitis induced by intrarectal administration of TNBS
(105 mg/Kg), intragastric administration of bacteria and IP injection of 3-MA. (B)
Body weight loss (as a percentage of the initial weight) (C) Macroscopic evaluation of

colonic inflammation (Wallace score) (D) Representative histological sections
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(stained by May Griinwald Giemsa, 100X magnification) of mice treated (TNBS) or
not (Healthy mice) with TNBS, and orally administrated (or not) with the selected
strains and treated (or not) by IP injection of 3-MA (E) Histologic evaluation of
colonic inflammation (Ameho score) (F) Plasmatic IL-6 and IL-1p concentrations
measured by ELISA, two days after colitis induction (G) Gene expression of cxc/2,
il6, tnfa, zol, and occludlin from colonic samples. Values are expressed as the relative
mRNA levels of samples compared with colons from healthy mice. The data represent
the mean values of each group (n=10) £ SEM. * and # refer to the comparison of
bacteria-treated groups versus TNBS control group or TNBS group versus healthy

mice, respectively; *p < 0.05, #*or™ p < 0.01, ***p < 0.001

Fig. 4. The protective capacity of the adoptive transfer of L. rhamnosus-treated
BMDC is abolished after pharmacological inhibition of autophagy (A)
Experimental protocol used for the murine model of acute colitis induced by
intrarectal administration of TNBS (105 mg/Kg) and adoptive transfer of BMDCs. (B)
Body weight loss (as a percentage of the initial weight) (C) Macroscopic evaluation of
colonic inflammation (Wallace score). (D) Histologic evaluation of colonic
inflammation (Ameho score) (E) Representative histological sections (stained by May
Griinwald Giemsa, 100X magnification) of mice treated (TNBS) or not (Healthy
mice) with TNBS, and IP treated with L. rhamnosus-pulsed (or not) BMDCs, treated
(or not) with 3-MA (F) Plasmatic IL-6 concentrations, measured two days after colitis
induction by ELISA. (G) Gene expression of cxcl2, il6, tnfa, and illb from colonic
samples. Values are expressed as the relative mRNA levels of samples compared with
colons from healthy mice. The data represent the mean values of each group (n=10) +
SEM. * and # refer to the comparison of BMDCs-treated groups versus TNBS control
group or TNBS group versus healthy mice, respectively; * or *p < 0.05, **or " p <

0.01"" p<0.001
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Table I: List of bacterial strains used in the study

B. bifidum IPLA7.31 Infant Stool

B. longum CMUL CLX 001 Human vagina

L. reuteri 100-23 Rodent intestine [60]
L. gasseri IPL A6.33 Human vagina

L. rhamnosus IPLA2.21 Human vagina

L. gasseri CMULO057 Human vagina

L. acidophilus CMULO067 Human vagina
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Figure 3
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Figure 4
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