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Chapitre 1 : Le microbiote intestinal

1.1) Description et techniques d’identification

Le microbiote intestinal représente 1’ensemble des micro-organismes (bactéries,
levures, virus, champignons) vivant dans 1’intestin. Il est constitué de 10** micro-organismes.
Il représente 2 & 10 fois le nombre de cellules du corps humain et présente une trés grande
diversité. Pendant plusieurs années, les chercheurs ont voulu caractériser la composition du
microbiote en utilisant des approches dépendantes de la culture. Mais comme dans tout
écosysteme bactérien, ces approches ne permettent pas d’accéder a ’ensemble de la diversité
bactérienne. Dans le tube digestif il existe des bactéries aérobies, anaérobies facultatives et
anaérobies strictes, dans les années 80 I’identification des bactéries se faisaient
principalement par culture bactérienne et 1’anaérobie strict posait un probleme. De plus les
milieux de cultures ne reproduisent pas le milieu «naturel » intestinal. Des milieux
specifiques posseédant les nutriments manquant sont été développés et ont été utilisés en
condition anaérobie mais il a été montré que seulement 30% des micro-organismes
intestinaux dénombrables en microscopie peuvent étre cultivés in vitro (Suau et al. 1999).
Avec le développement de la biologie moléculaire, de nouvelles approches ont été utilisées.
Le géne codant I’ARN16S ribosomal contient des régions conservées et des régions variables
et hypervariables selon les especes de bactéries. En le séquencant il est donc possible

d’identifier 90% des bactéries intestinales indépendamment de la culture (Seksik et al. 2003).

Le microbiote intestinal est composé de 4 phyla majeurs : Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria et Actinobacteria. Ce sont les Firmicutes et les Bacteroidetes qui représentent a
eux seuls 90 a 99% des bactéries de 1’écosystéme intestinal (Turnbaugh, Hamady, et al.
2009).

La population microbienne est tres variable selon les individus et peut étre influencée
par un grand nombre de facteurs. Le projet MétaHit a permis de séquencer un grand nombre
de microbiotes d’individus. Tous d’abords ils ont analysés le métagénome de 39 individus
répartis sur 3 continents (frangais, danois, italiens, espagnols, américains et japonais) ce qui a
permis de les classer en 3 groupes nommés entérotypes indépendamment de 1’age, du sexe, du

continent etc. Ensuite ils ont étendu I’analyse a 85 échantillons issus de la population danoise
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et 157 issu de la population ameéricaine afin de déterminer si la classification était valable, les
résultats indiquent que tous ces individus peuvent étre classés en 3 groupes distincts. Ceux-ci
sont déterminés par I’abondance de trois types de bactéries prédominantes qui sont :
Bacteroides, Prevotella ou Ruminococcus. Ce qui est remarquable ¢’est que les entérotypes ne
dépendent pas de I’origine géographique, ni du sexe, ni de I’état de santé de I’individu. On
peut ainsi, grace a ce programme, réaliser des études comparatives afin de mieux décrire les
altérations du microbiote liées a certaines maladies (Arumugam et al. 2011). Bien qu’il existe
des profils communs dans la population, le microbiote intestinal est tout de méme propre a

chaque individu.

Il est accepté pour le moment que la premiere colonisation du microbiote intestinal se
fait au moment de 1’accouchement. En effet, in utéro, le tube digestif du feetus est stérile. Lors
de la naissance par voie basse, il est colonisé par le microbiote fécal et vaginal de la mére. Il a
été montré que le développement du systéeme immunitaire était affecté par la composition
initiale du microbiote et que lors d’un accouchement par césarienne la population de
Bifidobacteria et Bacteroides était diminuée (Biasucci et al. 2010). Il y a d’autres études qui
suggeérent qu’il y aurait une premiere colonisation intra utérine par le liquide amniotique
(Rautava et al. 2012). Ensuite le microbiote évolue différemment selon le mode
d’alimentation du nourrisson (allaitement ou lait maternisé), ce qui entraine ou non une
augmentation des Bifidobactéries pendant les premieres annees de la vie, mais également
selon I’origine ethnique qui impactera le mode alimentaire de la mére et de I’enfant (Martin et
al. 2009 ; Stearns et al. 2017). L’établissement d’un microbiote a priori stable se fait durant
les trois premiéres années de la vie (Yatsunenko et al. 2012). Le microbiote peut étre perturbé
au cours de la vie mais posséde de facon générale une trés bonne capacité de résilience, ce qui
consiste en le fait de pouvoir récupérer un fonctionnement ou un développement normal suite

a une perturbation.

1.2) Facteurs influencant le microbiote

Chez I’adulte en situation stable et sans variation des facteurs environnementaux, le
microbiote dominant subit peu de variations bien qu’il soit difficile d’établir un microbiote
type a cause de la diversité interindividuelle induite par les facteurs génétiques ainsi que

I’alimentation (Yatsunenko et al. 2012).



a) Facteurs genétiques

Afin de démontrer I’impact des facteurs génétiques, Zoetendal et son équipe ont
comparés le microbiote intestinal de jumeaux monozygotes (impact de la génétique), de
couples maritaux (impact du mode de vie) et de personnes n’ayant aucun lien. Leurs résultats
montrent une similarité plus importante chez les jumeaux que chez les couples. lls ont
comparé différents degrés de parenté et concluent que le génotype a un effet plus important
que le mode de vie sur le microbiote dominant. Pour eux, cela appuie le fait que la premiére
colonisation du microbiote lors de 1’accouchement est importante pour 1’établissement du
microbiote dominant (Erwin G. Zoetendal 2001). Plus précisément ce serait les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) qui joueraient un role dans I’établissement
d’une composition donnée du microbiote selon une étude faite sur des souris (Toivanen, et al.
2001).

b) Facteurs alimentaires

L’impact de 1’alimentation est principalement lié a la capacité de certaines bactéries a

dégrader et ainsi profiter de certains composés.

Afin d’observer I’impact de I’alimentation sur le microbiote intestinal, Tap et al.ont
montrés qu’en comparant des régimes végétariens et omnivores, on retrouve seulement 5% de
variabilité (Tap et al. 2009). On observe un impact de I’alimentation par le fait que certaines

bactéries vont avoir plus ou moins la capacité de dégrader des composés issus de ces aliments.

D’un autre coté, De Filippo et al. ont comparé le microbiote intestinal d’enfants
européens qui possedent une alimentation riche en protéines animales et en graisses versus
celui d’enfants du Burkina Faso dont I’alimentation inclus beaucoup de glucides et est pauvre
en protéines animales. Chez les enfants européens le microbiote est dominé par les
Bacteroides car ils ont la capacité de dégrader les protéines alors que chez les enfants
africains c’est Prevotella qui domine & cause du régime plus riche en fibre. Ce qui démontre
une modification du microbiote par le régime alimentaire, bien qu’il faille garder a I’esprit
que le mode de vie est différent lui aussi. Ils ont aussi montres que seulement les régimes a

long terme vont avoir un impact réel sur le microbiote, les régimes a court terme vont montrer



une légéere modification du microbiote mais celle-ci sera plus proche de la composition du

microbiote avant régime que de celle d’un individu ayant le type d’alimentation du régime

donné (De Filippo et al. 2010).

De plus le type d’alimentation va étre responsable de la production de produits
terminaux par l’intermédiaire de la présence de certaines bactéries. Par exemple, la
dégradation des protéines par Bacteroides issues d’une forte consommation de viande rouge
va donner divers produits tel que I’ammoniac, du phénol et indole, des composés nitreux et
sulfuré. Ces produits de dégradations peuvent étre impliqués dans le cancer colorectal. La
présence des composés nitreux sulfurés est associée a une augmentation d’une population
bactérienne réductrice de sulfate notamment Desulfovibrio qui va produire du H.S qui est
responsable d’une augmentation de 1’apoptose et d’une hyper prolifération de la muqueuse
intestinale, tout ceci sera directement lié a des processus pathologique (Hughes, Magee, et
Bingham 2000).

c) Facteurs médicamenteux

Il est actuellement connu que les antibiotiques alterent le microbiote intestinal. En
2009 nous pouvons lire dans une publication de Antonopoulos et al. qui fait I’expérience
d’administrer un cocktail d’amoxicilline, de métronidazole, et de bismuth a des souris sur une
période de 10 jours suivie d’une période de recouvrement puis de séquencer le géne codant
I’ARNr 16S afin d’identifier le microbiote intestinal présent. Nous pouvons voire une trés
forte perturbation du microbiote intestinal pendant la prise d’antibiotique (Figure 1) et 1’on
remarque que méme apres le rétablissement de la flore, celle-ci garde une population de
Proteobacteria plus importante que les contrbles au détriment des Firmicutes.



Antibiotic
Control Treated Recovery
Phylum level 11405 0.14£0.11

tag assignment L1219

W Bacteroidetes

m Firmicutes

W Proteobacteria
Other Bacterial phyla

number of animals 9 2 10
number of tags 435,908 102,822 467,407

Figure 1: Comparaison de la composition microbienne de caecum de souris traitées a
I’amoxicilline, le métronidazole, et le bismuth (Antibiotic Treated). Le traitement se fait dans la
nourriture pendant 10 jours. La période de recouvrement est constituée d’une alimentation

normale pendant 2 semaines. (Antonopoulos et al. 2009)

Les antibiotiques ont donc un impact sur le microbiote intestinal surtout & court terme.
D’autre part ils peuvent aussi permettre le développement de bactéries pathogenes tel que

Clostridium difficile aprés traitement a la cefoxitine (Mulligan et al. 1984).

Différents facteurs agissent sur la modulation du microbiote, celui-ci étant a son tour
capable de moduler un grand nombre de choses a commencer par le métabolisme des

aliments.

1.3) Métabolisme du microbiote

Le microbiote possede une action de métabolisation de certains nutriments du bol
alimentaire. Bien qu’il varie d’un individu a un autre, ses propriétés métaboliques restent
généralement les mémes ce qui s’explique par la redondance des activités métaboliques
bactériennes comme la synthese des acides gras a chaine courte, des acides aminés essentiels
et des vitamines (Dusko Ehrlich et MetaHIT consortium 2010). Dans I’intestin la plus grande
masse du microbiote se trouve dans le colon, il va pouvoir métaboliser que ce qui n’est pas

digéré dans la partie supérieure du tractus digestif.

La fonction métabolique du microbiote est donc corrélée avec ce qu’il y a de
disponible dans le colon pour la fermentation. Lors de la fermentation, la majorité des especes

bactériennes utilisent la glycolyse pour transformer le glucose des glucides en pyruvate qui est
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lui-méme utilisé dans différentes voies ce qui conduit a la production d’une variété de
composés tels que les acides gras a chaines courtes (AGCC) (butyrate, acétate, propionate),
les gaz (hydrogene, dioxyde de carbone, voir du méthane) et de ’ammoniaque. La conversion
de macromolécules en métabolites secondaires implique différents groupes bactériens, par
exemple 1’acétate est produit par la plupart des especes dominantes (Bacteroides, Clostridium,
Bifidobacterium, Ruminococcus, Eubacterium, etc.) alors que le butyrate est majoritairement
produit par quelques espéces de Firmicutes (Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia spp et
Eubacterium rectale) (Bernalier-Donadille 2010; Pryde et al. 2002). Les acides gras a
chaines courtes sont rapidement absorbés au niveau de 1’épithélium intestinal et sont

métabolisés dans différents organes (Figure 2).

Résidus non digérés

Microbiote
fibrinolytique
Microbiote Microbiote
fibrinolytique glycolytique
Microbiote
Produits intermédiaires hydrogénotrophe

| de fermentation
‘ (succinante, lactate...)

COo2 S04 H2 CH4 SH2

4:3_9(:(‘_,4,

Figure 2: Chaine trophique de la fermentation des glucides

(https://www.slideshare.net/NawalKanouni/microbiote-casa-2)

Le butyrate issu de la fermentation des fibres va permettre la production d’autres
acides gras a chaines courtes et peut aussi moduler I’expression génétique (Mcintyre, Gibson,
et Young 1993). Le butyrate entraine une hyper acétylation des histones par une activité
inhibant 1’histone désacétylase, ceci permet de stimuler I’apoptose et d’inhiber certains

dommages liés au stress ce qui explique le ralentissement de la progression des cellules



tumorales comme la lignée cellulaire humaine de cancer colique HT-29 (Barnard et Warwick
1993). Cet acide gras est donc important pour les cellules intestinales. De plus il a été montré
qu’il posséde de nombreux effets bénéfiques pour I’intestin, il joue un réle important dans
I’homéostasie intestinale, I’amélioration de 1I’inflammation, le statut oxydatif, le renforcement
de la barriere épithéliale intestinale et la modulation de la sensitivité et de la motilité

intestinale (Canani et al. 2011).

Le microbiote posséde également une activité de dégradation des protéines qui
représente la principale source d’azote pour celui-Ci. Les produits de dégradation peuvent
entrainer la production de produits potentiellement toxiques comme I’ammoniaque qui peut

faire partie des mécanismes initiateurs du cancer colique.

Pour finir le microbiote exerce aussi un effet sur le métabolisme des gaz, avec
principalement la formation d’hydrogéne. Des quantités importantes d’hydrogénes sont
produites et il est indispensable de 1’¢liminer pour la fermentation (Bernalier-Donadille 2010).
Une partie est excrétée par voie pulmonaire et anale mais une majeure partie est utilisée par
les organismes hydrogénotrophes en permettant ainsi une oxydation plus compléte des

substrats et un gain plus important en ATP pour le microbiote.

1.4) Fonction du microbiote

a) Structure de ’épithélium intestinal

Comme le montre la figure 3, I’épithélium intestinal est constitué de cryptes et de
villosités qui assurent des fonctions spécifiques. Les cryptes sont composées de cellules
souches et sont une zone de prolifération cellulaire. Elles permettent ainsi un renouvellement
de I’épithélium intestinal tous les 3 a 5 jours. Au niveau des villosités se localise la fonction

d’absorption des nutriments et les zones de contact avec le microbiote intestinal.
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Figure 3 Schéma de Dépithélium intestinal avec les cryptes et les villosités
(https:/iwww.stemcell.com/technical-resources/area-of-interest/organoid-research/intestinal-
research/overview.html)

Différents types de cellules constituent 1’épithélium intestinal :

‘ Cellules Fonctions
Souches Renouvellement intestinal et prolifération
cellulaire
Entérocytes Absorption des nutriments, de ’eau et des
électrolytes
Caliciformes Production de mucus et surveillance immunitaire
De Paneth Sécrétion des peptides antimicrobiens (PAM) et

maintien des cellules souches

Entéro-endocrine Sécrétion d’hormones gastro-intestinales
impliquées dans I’homéostasie énergétique et la

prise alimentaire

Tuft Sécrétion de beta-endorphine, détection des
helminthes
M Séparation des plaques de Peyer a la lumiére
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intestinale, surveillance immunitaire
Tableau I : Cellules constituant I’épithélium intestinal (Tomas J et Sansonetti P (2017). Dialogue
hote-microbiote : interactions entre microbiote et épithélium intestinal. Dans « Le microbiote

intestinal, un organe a part entiere », Marteau P et Doré J, 56) (Gerbe et al. 2016)

b) Communication avec le microbiote

L’intestin est une surface d’échange avec I’extérieur, ¢’est pourquoi il faut une barriére
efficace afin d’éviter que n’importe quel type de pathogéne pénétre a I’intérieur de
I’organisme. Il existe une barriere physique constituée de jonctions intercellulaires
imperméables aux molécules et microorganismes de I’environnement. Nous allons voir par la
suite que le rble de barriere est aussi tenu par le mucus qui est produit par les cellules
caliciformes. De plus ces cellules seraient aussi impliquées dans I’échantillonnage d’antigénes

prélevés de la lumiere pour la lamina propria (McDole et al. 2012).

(1) Lemucus
Le mucus est formé de couches de protéines glycosylées, que 1’on appelle mucine, ce
qui constitue un réseau viscoélastique et gélifiant. A I’intérieur de ce réseau nous pouvons
trouver plusieurs molécules aux propriétés immunologiques et bactéricides comme les
peptides antimicrobiens (PAM) ou des immunoglobulines (Ig) et en particulier des IgA. Cet

ensemble va maintenir une distance entre les bactéries et I’épithélium (Y. S. Kim et Ho 2010).

Le mucus est sécrété de facon constitutive mais il peut aussi étre induit en réponse a
des stimuli tel que des cytokines pro-inflammatoires, ainsi il peut y avoir un relargage massif
de mucine dans la lumiére intestinale. Il a été montré que la mutation du géne MUC2
perturbait la production du mucus. Chez les mutants MUC2 (ou les patients présentant un
polymorphisme de MCUP2), les bactéries peuvent atteindre 1’épithélium et vont créer des

réactions inflammatoires exacerbées (Johansson et al. 2014).

La mucine est soit exprimée a la surface des cellules soit sécrétée comme
glycoprotéine pour aider a constituer la barriéere mucosale le long de I’intestin. L’importance
de la O-glycosylation de la mucine joue plusieurs roles physiologiques importants pour la
couche de mucus. Parmi ces roles on retrouve celui de favoriser 1’établissement et le

développement du microbiote. Les motifs structuraux des mucines vont avoir une importance
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dans leur reconnaissance et leur dégradation par les bactéries, ainsi le mucus joue aussi le réle

de niche écologique (Marcobal et al. 2013).

(2)  Les cellules épithéliales intestinales
Les cellules épithéliales intestinales (CEI) possédent des récepteurs connus sous le
nom de PRR (Pattern Recognition Receptor) qui permettent de mettre en place une
surveillance et une reconnaissance des micro-organismes en assurant ainsi la transmission

d’informations de danger au systeme immunitaire.

Un premier type de PRR est la famille des récepteurs de type Toll (Toll Like
Receptor), chaque TLR reconnait des ligands microbiens spécifiques comme le
lipopolysaccharides (LPS), la flagelline ou encore I’ADN microbien (figure 4).

} Peptidoglycan (Gram-positive)

| Lipeteichoic acids (Gram-negative)

| Lipeproteins LPS (Gram-negative)
| Lipcarabinomannan Endogenous ligands

| (Mycobacteria)
coM [“] TLRS
u TLRS f

| Zymosan (yeast)
MD2) / Profilin-like

(Toxoplasma gondii)
Uropathogen?

s MYD8S

) o ¥
, OND !
o
‘\~ i\ =
o

NF-xB, IRF and
MAPK signaling

Unmethylated
CpG DNA
U

Nature Reviews | Cancer

Figure 4: Les different TLR associés a leurs ligands (Seth Rakoff-Nahoum and Ruslan

Medzhitov, Toll like receptor and cancer, Nature Review Cancer Vol9, January 2009, 58)

Les CEI sont exposées & une forte densité microbienne, c’est pourquoi I’expression
des TLR est fortement régulée. Par exemple, TLR2 et TLR4, qui reconnaissent

respectivement le peptidoglycane et le LPS, sont présents au fond des cryptes intestinales
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pour étre ainsi éloignés de la forte densité bactérienne. On observe une sensibilité différente
des CEI suivant I’age, par exemple TLR3, qui est capable de reconnaitre I’ARN double brin
viral, est aussi capable de reconnaitre les bactéries Gram positives chez le nouveau-né (Furrie
et al. 2005).

Il a été observé que I’expression des récepteurs TLR4 est augmentée chez les patients
atteints de MICI, ils ont un role potentiel dans la réponse pro-inflammatoire exacerbeée.
L’expression de TLR4 est contr6lée par des modifications épigénétiques. Nous avons vu
précédemment que certains micro-organismes sont capables de produire du butyrate, celui-ci
étant impliqué dans les modifications épigénétiques. C’est ce que 1’on observe ici, lorsque le
microbiote est symbiotique, il posséde des bactéries productrices de butyrate, celui va
entrainer des modifications épigénétiques au niveau des séquences codantes de TLR4 et ainsi
va diminuer son expression. Lors d’une dysbiose, le microbiote va étre déséquilibré et les
bactéries productrices de butyrate seront moins présentes, ainsi il n’y aura pas de régulation

de TLR4 et la réaction inflammatoire sera exacerbée (Takahashi et al. 2011).

Le second type de PRR sont les récepteurs de type NOD (ou NLR pour NOD Like
Receptor). Ce sont des protéines cytoplasmiques qui reconnaissent les peptidoglycanes de la
paroi bactérienne. Ces récepteurs sont présents dans les cellules de Paneth et vont pouvoir
entrainer une réaction immunitaire innée. En figure 5 nous pouvons voir un schéma détaillé

des différents types de PRR et leurs voies de signalisations.
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Figure 5: Voie de signalisation PRR(« Review on Nod-Like Receptors (NLR) or
CATERPILLER - InvivoGen » s. d.)

Les mutations qui peuvent survenir sur ce systeme de reconnaissance sont impliquées
dans le développement de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin. Par exemple il a
été montré que le dysfonctionnement de NOD2 entrainait une modification du microbiote

intestinal et est impliqué dans I’inflammation chronique. Cette mutation est associée a la

maladie de Crohn (Strober et al. 2014).

Il existe aussi des mécanismes tolérogenes entre le microbiote et 1’hdte. Les bactéries

possedent des caractéristiques génomiques propres qui sont identifiables par 1’hote.

1.5) Effet du microbiote sur I’hote

La présence du microbiote intestinal influence la production et a la prolifération de
CEl, il a été montré qu’en inoculant un microbiote normal a des souris axéniques, celles-Ci

avaient une augmentation du nombre de CEI en prolifération ainsi qu’une augmentation de la
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profondeur des cryptes intestinales (Tomas et al. 2013). D’autre part Reikvam et al ont
montrés que suite a ’administration d’un cocktail d’antibiotiques a des souris il y a une forte
diminution de I’activit¢ de prolifération cellulaire ainsi qu’un ralentissement du cycle

cellulaire (Reikvam et al. 2011).

L’homéostasie intestinale est représentée par un équilibre entre la prolifération
cellulaire d’une part et la différenciation et 1’exfoliation cellulaire d’autre part. Le microbiote

agit sur ces deux voies et est ainsi trés important pour 1’équilibre cellulaire de 1’hote.

Comme nous I’avons vu précédemment, la paroi intestinale est un réseau dense grace
aux jonctions qui lient les CEI entre elles. Il y a des jonctions adhérentes et des jonctions
serrées. A la naissance, les jonctions ne sont pas complétes et permettent une certaine
permeabilité intestinale. C’est la colonisation progressive du tube digestif par les bactéries
commensales qui va induire 1’effet de barriére. Il a été montré que certaines bactéries comme
E. coli C25 peuvent augmenter la perméabilité intestinale alors que d’autres comme
Lactobacillus rhamnosus GG augmentent 1’effet de barriére en modulant 1’organisation des
jonctions adhérentes et serrées (Seth et al. 2008).La perméabilité intestinale va aussi avoir un
impact sur le transport d’ions et de molécules entre les cellules ce qui peut entrainer des
conséquences néfastes sur le mucus par exemple et I’effet de barriére peut étre compromis. De
plus il a été montré qu’un défaut dans les transporteurs d’ions entre les CEl est a I’origine du

développement de maladies chroniques intestinales (Farkas et al. 2011).

1.6) La barriere intestinale

Le microbiote intestinal engendre un effet de barriére de fagon directe et indirecte.

a) Effet direct du microbiote en tant que barriére intestinale

De facon directe, la grande sensibilité des individus aux agressions intestinales lors de
la prise d’antibiotique est déja connue. Chaque bactérie qui va coloniser I’intestin est
géneralement adaptée a un type de niche écologique et va s’y loger et modifier I’écosystéme a

son avantage, il a été montré que si une espéce bactérienne est déja présente, il est difficile
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qu’une autre bactérie, qu’elle appartienne a la méme espece ou non, s’y implante a son tour
(Lee et al. 2013). Les antibiothérapies peuvent avoir pour effet de libérer une niche et ainsi

laisser la place a des bactéries pathogénes. C’est le cas avec Clostridium difficile par exemple.

Dans ’effet barri¢re direct du microbiote on peut compter aussi les bactériocines, ce
sont des peptides secrétés par les bactéries qui peuvent avoir des propriétés bactéricides ou
bactériostatiques. Pour finir, comme vus précédemment le microbiote est impliqué dans la
transformation des acides biliaires primaires en secondaires, ils joueraient un réle dans la
protection contre les pathogénes avec par exemple 1’acide désoxycholique qui inhiberait la

croissance de C. difficile (Sorg et Sonenshein 2008).

b) Effet de barriére induit de facon indirecte par le microbiote

L’intérét de I’effet indirect du mucus a été vu précédemment. Sa production est
partiellement sous le contrdle du microbiote. Il a d’ailleurs été montré que chez les souris
axéniques les cellules caliciformes sont réduites et que, par conséquence, 1’épaisseur de la

couche de mucus est diminuée (Kandori et al. 1996).

Le mucus est d’autant plus important car il contient aussi les peptides antimicrobiens
(les défensines par exemple) secrétés par les CEIl suite a une stimulation induite par le

microbiote. Grace a ce systéme le microbiote reste relativement éloigné des CEI.

De plus, des plasmocytes qui vont produire des IgA sécrétoires spécifiques d’un
antigéne donné sont présents dans la lamina propria. Ces IgA sont constitués d’IgA
dimérique secrétés par les plasmocytes et d’une piece sécrétoire produite par les CEIl. Le
dimere va étre capté par la piece sécrétoire au niveau basolatérale des cellules épithéliales
puis un phénomene de transcytose dirigée va permettre 1’excrétion compléte des IgA
sécretoires au pole apical. Les IgA sécrétoires sont la premiere ligne de défense dans la
protection de 1’épithélium intestinal face aux entérotoxines et aux microorganismes

pathogeénes.

Le microbiote intestinal joue un role direct et indirect dans le maintien de la barriere
intestinale ce qui est indispensable pour le maintien de I’homéostasie. L’effet direct se traduit
par la compétition entre le microbiote résident et les pathogéenes pour les niches écologiques
ainsi que pour les nutriments. L’effet indirect, lui, passe par la stimulation immunitaire

muqueuse.
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Chapitre 2 : Interaction microbiote-systéme immunitaire

En 1963 Bauer et al. publient une premiére étude sur la relation microbiote-systéme
immunitaire (SI). Ils font la comparaison de différents tissus entre des souris Germ free (GF)
et des souris conventionnelles (conv). lls constatent qu’il y a des différences structurales et
cytologiques dans les ganglions lymphatiques et la rate ce qui les améne a en déduire qu’il y a
un lien entre le microbiote et le développement du SI (Bauer et al. 1963). Ces derniéres
années plusieurs altérations dans [’établissement du microbiote tels que la prise
d’antibiotique, la césarienne, I’hygiéne etc. ont été associées a des défauts de maturation du
systeme immunitaire qui seraient responsable du développement de pathologies chroniques
(Bach 2002).

Ce chapitre se composera de trois parties, une premiére expliquant 1’organisation du
systtme immunitaire intestinal, la seconde sur 1’effet du microbiote sur le systéme

immunitaire et la troisiéme sur I’effet du systéme immunitaire sur le microbiote.

2.1) Organisation du systeme immunitaire intestinal

Il 'y a plusieurs types cellulaires qui constituent le Sl intestinal, le siege de la réponse
innée est généralement localisé dans la muqueuse qui comprend 1’épithélium, la lamina

propria, et la muscularis mucosae (Figure 6).
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Figure 6 : Représentation des différentes couches de cellules constituant la muqueuse intestinale
(http://glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA12/HA12E.html)

La lamina propria est constituée de tissu conjonctif avec des vaisseaux sanguins et
lymphatiques, des neurones et des cellules immunitaires. La lamina propria et les
lymphocytes intra épithéliaux (LIE) représentent deux compartiments immunitaires différents.
Les LIE sont principalement composées de lymphocytes T (LT) CD8+ et de LTyd, cette
derniere population lymphocytaire représentant la population de LT non conventionnels par
opposition aux LTap qui sont la population de LT conventionnels. De plus, méme si les CEI
ne sont pas considérées comme des cellules immunitaires, elles possédent des fonctions de
défense comme la sécrétion des PAM notamment par les cellules de Paneth ainsi que la
production de mucus par les cellules caliciformes. Les CEIl expriment des récepteurs de
I’'immunité innée : les PRR qui vont reconnaitre des motifs moléculaires de pathogenes pour

ainsi déclencher une réponse innée telle que la phagocytose.

L’intestin posséde également des structures lymphoides (GALT pour gut associated
lymphoid tissue) qui sont drainees par les ganglions lymphatiques. Ces structures sont
recouvertes de cellules M qui ont le role de cellules présentatrices d’antigenes (CPA), elles
vont capturer et transporter les antigénes présents dans la lumiére intestinale et vont les
transférer notamment aux cellules dendritiques (DC) qui vont a leurs trous les présenter aux
lymphocytes B (LB). Les plaques de Peyer sont constituées de nombreux foyer de LB et de

quelques foyers de lymphocytes T (LT). Ces foyers incluent des centres germinatifs ce qui est
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le signe d’une stimulation antigénique, du priming des LT et de la production d’IgA. Les
GALT sont aussi constitués de SILT (solitary isolated lymphoid tissue). Ces structures
lymphoides comprennent des petites plaques cryptiques (cryptopatches) ainsi que des

follicules lymphoides matures isolés (figure 7) (Mowat et Agace 2014).

Gut-associated lymphoid tissues

Organized lymphoid tissue and single lymphoid follicles are present in the gut wall

villi

Intestinal lumen

epithelium

isolated

lamina propria lymphoid follicle

lymphatic

to mesenteric lymph node

Peyer’s patches 5-100 follicles forming a dome structure
M-cells: microfold cells --- no glycocalyx — antigen uptake

Figure 7 : Organisation des tissus lymphoides (http://slideplayer.com/slide/7892218/#)

2.2) Régulation du systeme immunitaire par le microbiote

Les cellules du systeme immunitaire se retrouvent dans le sang, ce sont les PBMC

(Peripheral Blood Mononuclear cells). Ils sont constitués de plusieurs lignées cellulaires

(Figure 8)
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Figure 8: Cellules mononuclées du sang périphérique (https://www.lonza.com/products-
services/bio-research/primary-cells/hematopoietic-cells/fhematopoietic-knowledge-

center/pbmcs.aspx)

La plupart des connaissances actuelles sur le microbiote intestinal sont établies grace
aux modeles murins. L’utilisation de ce modele permet la production d’animaux axéniques
(sans microbiote) qui peuvent étre colonisés par une bactérie d’intérét ou un cocktail de

bactéries. Il est ainsi possible d’étudier 1’évolution du SI en fonction du microbiote présent.
a) L’immunité Innée

(1)  Impact sur les organes lymphoides secondaires et le tissu

intestinal
Les souris axéniques ont des défauts de développement des organes lymphoides et du
tissu intestinal. En effet on observe chez ces animaux une diminution de la taille des plaques
de Peyer, un nombre réduit de lymphocytes intra épithéliaux, une diminution de certaines
populations de lymphocytes T, une réduction de la sécrétion intestinale d’IgA et une

production de cytokines limitée (Sommer et Backhed 2013).
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Les bactéries n’ont pas toutes le méme effet sur le développement du Sl. Il a été
montré qu’en administrant la bactérie ubiquitaire Bacteroides fragilis a des souris axéniques,
une restauration des défauts de développement des organes lymphoides se produisait.
Certaines espéces peuvent jouer un réle plus important dans le développement du Sl via une
interaction directe avec les cellules ou alors grace a la sécrétion des polysaccharides A qui
sont des polysaccharides zwitterioniques propres a Bacteroides fragilis dans la lumiére

intestinale (Mazmanian et al. 2005).

(2)  Barriére et immunité innée
Comme vu précédemment dans le paragraphe «1.6) La barriere intestinale » le
microbiote intestinal possede une fonction de maintien de la barriere intestinale en induisant

la production de mucus, de PAM et d’IgA.

(3)  Les cellules de I’'immunité innée
L’absence de microbiote diminue le nombre de DC spécifiquement dans ’intestin. Le
microbiote va aussi réguler le développement ou recrutement des macrophages et des
monocytes (Walton et al. 2006).

De plus il a été montré que les LIE possedent un profil transcriptomique au niveau des
cytokines différent en comparant des souris axéniques a des souris conventionnelles. La
réponse face au déclenchement d’une colite expérimentale révéle que le microbiote est
indispensable pour la production de la majorité des chimiokines et cytokines pro-

inflammatoires (Ismail, Behrendt, et Hooper 2009).

On peut observer que les cellules dendritiques ainsi que les macrophages, vont réguler
tres finement la réponse immunitaire adaptative par leur production de cytokines. Les
capacités immunorégulatrices de ces cellules vont étre induites par une interaction avec le
microbiote directement ou avec des métabolites de celui-ci. Par exemple les phagocytes
CD11b+ et CD1lc+ possédent un récepteur au butyrate et a la niacine qui sont des
métabolites du microbiote et qui vont induire la production d’IL10 et ainsi promouvoir la

différenciation des LTreg (Rescigno 2014).

b) L’immunité adaptative

Chez les souris axéniques, un défaut de développement de certaines populations

lymphocytaires est observe. Ces modifications ne sont pas seulement dans 1’épithélium
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intestinal, une mauvaise structuration de la rate et des ganglions lymphatiques ainsi que des

zones lymphocytaires atrophiées sont mises en évidence.

(1) Lymphocytes B

Comme vus précédemment, les souris axéniques souffrent d’une tres forte diminution
de la maturation des LB et de la sécrétion d’IgA dans I’intestin. Les IgA sont secrétées par les
LB au niveau des muqueuses et permettent un maintien a distance du microbiote vis-a-vis de
la muqueuse. 1l a été observé que certaines bactéries ont la capacité d’augmenter la production
intestinale d’IgA. Par exemple, la bactérie Candidatus arthromitus, connue aussi sous le nom
de bactérie segmentee filamenteuse (SFB), augmente beaucoup cette production (Klaasen et
al. 1993).

L’absence de microbiote agit donc sur la population de LB en diminuant la production

d’IgA qui permet le maintien de la barriére intestinale.

(2) Lymphocytes T
Chez les souris conventionnelles on retrouve les LT CD8, les lymphocytes
cytotoxiques, qui sont principalement localisés dans 1’espace intra-épithélial et les CD4, les

lymphocytes auxiliaires, localisés dans la lamina propria.

Les LT CD4 sont fortement réduits chez les souris axéniques en particulier les Th17 et
les Thl. Les Treg sont peu touchés dans I’intestin gréle mais sont fortement diminués dans le
colon. L’homéostasie intestinale est établie grace a la balance entre les Th17 et les Treg. Les
MICI sont marqués par un fort déséquilibre entre ces deux populations avec une accumulation
des Thl7 qui favorisent une inflammation chronique. Il existe différentes voies de

différenciation des Th CD4+ selon les cytokines présentes dans 1’environnement (Figure 9).
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Figure 9: Différenciation des CD4 en LT effecteurs et LT régulateurs
(https://www.snfge.org/sites/default/files/SNFGE/Formation/chap-13_fondamentaux-pathologie-
digestive_octobre-2014.pdf)

(@) Leslymphocytes T régulateurs

Les Treg ont le rdle de régulateurs auprés des autres cellules du systeme immunitaire.
IIs contrlent la réponse aux antigénes et aux composés du soi, de plus, ils aident a protéger
des maladies auto immunes. Leurs rbles est assuré grace a la production de cytokines
immunorégulatrices comme I’'IL10 et le TGF-B (Transforming Growth Factor Beta). Ils
participent a maintenir 1’homéostasie. |l a été montré que le nombre et la capacité
immunorégulatrices des Treg sont réduits chez les souris axéniques (Sommer et Backhed
2013).

Certaines especes bactériennes ont un lien avec 1’induction de la tolérance. Par
exemple Bacteroides fragilis est capable de provoquer une production d’IL10 par les Treg et
de limiter I’expansion des Thl7 par I’intermédiaire d’un composant de sa paroi, le

polysaccharide capsulaire A (PSA) (Surana et Kasper 2012).

(b)  Les lymphocytes auxiliaires
A ce jour il existe trois types de lymphocytes T auxiliaires connus : Les Thl, les Th2
et les Th17. Selon le type de cytokines produites, les LT CD4 vont se différencier en 1’une de

ces catégories. En régle générale lors d’une infection par un pathogéne intracellulaire, ce sont
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les Thl qui vont étre induits et vont produire de I’IFNy et de I’IL12. Les Th2, eux, sont
impliqués dans une réponse a des pathogénes extracellulaires comme les helminthes en
produisant de 1I’'TL4. Les Thl7 eux sont impliqués dans les maladies auto-immunes et les
infections bactériennes des muqueuses (Korn et al. 2009). Ils sécréetent les cytokines pro-
inflammatoires IL17 et IL22 et induisent la production d’IL6 et IL8 par les cellules stromales
ce qui conduit au recrutement de neutrophiles et donc a I’inflammation. Comme les Treg,
certaines bactéries peuvent provoquer la différenciation des Th17 comme la bactérie SFB par
I’intermédiaire des DC (Schnupf, Gaboriau-Routhiau, et Cerf-Bensussan 2013). Le
microbiote agit aussi sur la voie des Th2 qui est une piste intéressante pour la prévention de
I’asthme, des allergies et de la dermatite atopique qui sont dut a I’hyperactivation de Th2

(Fujimura et Lynch 2015).

Le systéme immunitaire est influencé par le microbiote intestinal. Le développement
des antibiotiques et I’hygiénisme a conduit a une diminution importante des infections mais
en paralléle, une augmentation de la susceptibilité aux maladies auto-immunes et aux allergies
est observée (Bach 2002). 1l a été montré que les souris axéniques sont plus susceptibles au
développement du diabete de type 1 que les souris conventionnelles et que la mono-
colonisation des souris NOD (non-obese diabete) par SFB les proteges contre la maladie. En
revanche, les souris conventionnelles dépourvues de SFB ne sont pas protégées (Schnupf,
Gaboriau-Routhiau, et Cerf-Bensussan 2013). Une autre étude nous montre aussi que le
microbiote est important dans la résistance face au virus de I’influenza A. En effet les souris
soumises a des cocktails d’antibiotiques ont un défaut d’activation des récepteurs microbiens
cytoplasmiques ainsi qu’une diminution de la migration des DC qui empéche ’activation des
LB, LT CD4+ et LT CD8+. Par ailleurs la stimulation des souris sous antibiotiques par
différents ligands des TLR permet de rétablir la capacité du systéme immunitaire (Ichinohe et
al. 2011).

2.3) Régulation du microbiote intestinal par le systeme

immunitaire

Le systeme immunitaire joue un réle prépondérant dans le contrdle de la composition

du microbiote afin de permettre le maintien de I’homéostasie intestinale.
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a) Immunité innée

Les cellules immunitaires et les cellules épithéliales possédent des PRR qui vont
reconnaitre les motifs bactériens et induire une réponse cellulaire ou humorale. Ces PRR sont
stratégiquement positionnés dans la cellule, il y en a sur la membrane cellulaire pour les
bactéries et champignons extracellulaires, dans les endosomes pour les virus et enfin dans le
cytoplasme. Ces récepteurs reconnaissent les motifs conserveés sur les pathogenes : les PAMP.

Ces PAMP sont spécifiques et essentiels a la survie des pathogenes.

(1) LesTLR
Chez les mammiféres il existe 11 membres dans la famille des TLR qui reconnaissent
des PAMP différents :

1,2,4¢et6 Lipides bactériens

3,7et8 ARN viral

9 ADN bactérien

5et 10 Protéines de bactéries ou parasites

Tableau Il : Les TLR et leurs PAMP associés

La signalisation des TLR est dépendante de 2 molécules adaptatrices, MyD88 pour
tous les TLR sauf le TLR 3 et TRIF pour les TLR 3 et 4.

Il a été montré que des souris déficientes en MyD88 avaient une modification de leur

microbiote intestinal (Larsson et al. 2012).

(2) LesNLR

Les NLR sont des récepteurs cytosoliques. Les principaux étudiés sont NOD1 et
NOD2. Les agonistes de ces récepteurs sont bactériens. NOD1 a pour ligand DAP (d-
glutamyl-meso-diaminopimelicacid) qui est principalement produit par les bactéries Gram
négatives et il est présent sur quelques bactéries Gram positives comme Listeria et
Bacillus(Moreira et Zamboni 2012, 1). NOD2 lui est un récepteur du muramyl dipeptide
(MDP) bactérien. Les souris deficientes pour ces récepteurs présentent une altération de la
composition de leur microbiote (Couturier-Maillard et al. 2013). Une autre étude souligne le

fait qu’une mutation de NOD2 influence la composition du microbiote intestinal. Cette étude
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nous montre que les patients atteints de la maladie de Crohn et mutés pour NOD2 (le premier
géne de risque connus) ont une dyshiose également en dehors des poussées inflammatoire,
ceci nous montre bien que le systeme immunitaire innée influence le microbiote (Rehman et
al. 2011).

Lamas et al. ont étudiés la voie de CARD9 (caspase recruitment domain family
member 9) qui est également un géne de susceptibilité chez les MICI, il code pour une
protéine qui est dans la voie de signalisation des PRR, il posséde un réle dans la réponse aux
bactéries médiée par NOD2. Les souris Knock Out (KO) pour CARD9 ont un microbiote
altéré et sont plus susceptibles aux colites. Lorsque le microbiote des souris CARD9 KO est
transféré a des souris wild type (WT), elles deviennent a leurs tours sensibles aux colites. Le
microbiote des souris CARD9 KO est incapable de métaboliser le tryptophane en ligand de
1I’aryl hydrocarbon receptor (AHR) ce qui implique qu’il n’y a pas de production d’I1L22 qui
aurait permis le rétablissement de la colite. Il est possible de rétablir ce défaut en administrant
3 types différents de Lactobacillus capables de métaboliser le tryptophane (Lamas et al.
2016).

b) Les cellules lymphoides innées

Les cellules lymphoides innées (ILC) sont particulierement présentes au niveau des
mugqueuses. Ce sont des effecteurs de la réponse innée qui sont dépourvus de récepteurs aux
antigenes mais qui ont une diversité fonctionnelle proche des LThelper. Il y a trois types
d’ILC, ILC1 vont inhiber la production d’IFNy, les ILC2 productrices d’IL13, d’IL5 et d’1L4
comme les Th2 et pour finir les ILC3 qui ressemblent aux Th17 en exprimant RORyt et le
récepteur a I’IL23 qui leurs conferent la capacité de secréter de I’IL17 et de I’IL22. Les ILC
influencent la composition du microbiote de par leur localisation et leur production
cytokinique a ’exception des ILC2. Les ILC3 sont la premiere source intestinale d’I1L22,
cytokine centrale pour la production de nombreuses protéines antimicrobiennes (Goldberg et
al. 2015).

C) L’immunité adaptative

Il a été montré que les souris présentant des déficiences dans le fonctionnement de leur

systéme immunitaire avaient des conséquences considérables sur leur microbiote. Le géne
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Ragl est un géne qui va coder pour la protéine Rag. Celle-ci est impliquée dans le
réarrangement V-D-J (Variable-Diversité-Jonction). Chaque anticorps posséde une partie
constante et une partie variable, lors du développement des lymphocytes les loci sont
réarrangés par 1’intermédiaire de Rag pour donner une spécificité antigénique. Des souris
Ragl”ne pourront donc pas avoir de réarrangement V-D-J et donc d’anticorps ou de
récepteurs spécifiques d’un antigéne, elles ne possedent ni LB ni LT. Il a été montré que ces
souris ont un microbiote beaucoup moins diversifié que les souris WT (Kato Lucia M. et al.
2014).

(1) Lymphocytes T
Il a été montré que chez des souris déficientes en LT, la diversité du microbiote est
largement diminuée par rapport aux souris témoins et ce, dans des conditions non
inflammatoires. Dans ces souris déficientes en LT, un transfert de LT FoxP3" augmente la
diversité du microbiote (Kato Lucia M. et al. 2014). De plus ce sont les LT FoxP3" qui vont
induire la production des IgA en contribuant au recrutement des LB dans I’intestin par

I’intermédiaire de I’IL21 (Cao et al. 2015).

D’autres parts, il y a les cellules Natural killer T (NKT) qui sont des LT exprimant
également les marqueurs des NK. Les NKT possédent la molécule CD1d qui est spécialisée
dans la présentation des antigénes lipidiques. Ces cellules régulent aussi le microbiote
intestinal. En effet les souris mutées pour ce CD1d possedent un microbiote altéré avec une
augmentation en SFB, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Cette modification

semble passer par la production et la maturation des IgA (Brennan, Brigl, et Brenner 2013).

(2)  Lymphocytes B

Les lymphocytes B se différencient en plasmocytes a 1’état activé. Dans I’intestin ils se
situent dans la lamina propria, et plus précisement dans les follicules lymphoides isolés et
dans les plaques de Peyer. lls vont produire les IgA, capables de passer la barriere intestinale
afin d’aller dans la lumiére pour se fixer aux bactéries. Les IgA, étant les immunoglobulines
les plus présentes dans I’intestin, ont un role central dans I’interaction avec le microbiote
intestinal (Macpherson, Koller, et McCoy 2015). La plupart des IgA intestinales sont
directement dirigées contre les bactéries de la flore intestinale. Leurs effets permet de
restreindre 1’accés du microbiote a I’épithélium intestinal et ils peuvent permettre de modifier
les molécules exprimées par les bactéries ou encore de promouvoir la survie de certaines
bactéries (Shulzhenko et al. 2011).
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Pour conclure, nous avons pu voir que le microbiote intestinal joue un réle clé dans le
développement des cellules immunitaires intestinales mais aussi dans le systeme immunitaire
systémique. En retour le systtme immunitaire peut contrbler la diversité ainsi que la
composition du microbiote. Lorsqu’il y a un déséquilibre d’un c6té ou bien d’un autre il y a

une perte de ’homéostasie et c¢’est ainsi que des pathologies peuvent se développer.

Chapitre 3: Les perturbations du microbiote et leurs

implications en physiopathologie

3.1) Qu’est-ce que la dysbiose ?

La dysbiose correspond a une altération de la composition et de la fonction du
microbiote, ceci est induit par des facteurs environnementaux et/ou liés a 1’h6te. Ceci met a

I’épreuve la capacité de résistance et de résilience de la flore intestinale (Levy et al. 2017a).
a) Caractéristiques de la dysbiose du microbiote intestinal

(1)  Prolifération des pathobiontes
Les pathobiontes sont des membres des bactéries commensales pouvant produire une
pathologie, ils sont présents en moindre abondance mais lorsqu’il y a un trouble intestinal ils
peuvent proliférer. Par exemple le groupe des Enterobactéries est fréquemment associé aux

infections entériques et aux inflammations (Stecher, Maier, et Hardt 2013).

(2)  Diminution des symbiontes
Les symbiontes sont les bactéries qui constituent la flore intestinale, nous vivons en
symbiose avec elles. Il est possible qu’une dysbiose soit amenée par la perte des symbiontes.
Celle-ci peut étre la conséquence de la mort de bactéries par la prise d’antibiotique par
exemple ou de la diminution de la prolifération bactérienne. La perte des symbiontes peut
avoir des répercussions fonctionnelles importantes. Il a été montré que la restauration de cette

flore rétablissait le phénotype associé a la dysbiose (Levy et al. 2017b).
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(3)  Perte de la diversité
La dysbiose est souvent associée a une perte de ’alpha diversité qui représente le
nombre d’espéces présentent dans 1’intestin. La richesse du microbiote intestinal est acquise et
croit durant les premiéres années de la vie et peut étre influencée par I’alimentation et les
maladies métaboliques. On peut observer une diminution de la diversité bactérienne dans le
cas de dysbiose induite par une alimentation anormale, dans les MICI, dans le SIDA et dans le
diabete de type 1 (Levy et al. 2017b).

b) Causes de la dysbiose

Il est important de pouvoir comprendre les mécanismes de la dysbiose car celle-ci peut
étre liée a la manifestation, au diagnostic et au traitement d’une maladie. Plusieurs facteurs
peuvent influencer la dysbiose. 11 est difficile d’observer les perturbations du microbiote
humain a cause du nombre de profils différents, la plupart des études sont donc faites sur

souris avec une alimentation, un environnement et un génotype controleés.

(1)  Perturbation antibiotique

La consommation d’antibiotique représente la premiére cause de dysbiose. Celle-ci est
plus prononcée en fonction de la durée de la prise d’antibiotique et de si celui-ci est a spectre
large ou étroit (Hawrelak 2004). Afin de montrer I’impact a long terme des antibiotiques chez
I’humain, une équipe a administré de la clindamycine pendant 7 jours a des sujets sains et a
comparé le microbiote a un groupe contrdle. La collecte d’échantillons de selles a été faite sur
2 ans. lls ont pu observer une diminution importante de la diversité des Bacteroides qui ne se
rétablit pas durant cette période. De plus ils observent aussi une augmentation des genes de

résistances aux antibiotiques (Jernberg etal. 2007).

Etant donné que le microbiote influe sur le systeme immunitaire, la modification de
celui par les antibiotiques peut altérer la réponse immune. Par exemple le traitement a
I’amoxicilline va essentiellement éradiquer I’espeéce Lactobacillus dans I’intestin gréle et
réduire la densité des bactéries anaérobies et aérobies dans le colon. Les changements induits
par I’amoxicilline réduisent I’expression des génes du CMH 1 et II dans I’intestin gréle et

augmentent 1’expression de protéase via les mastocytes dans la partie distale de celui-ci
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(Ubeda et Pamer 2012). Dans un autre exemple il a été montré que le traitement par le
métronidazole augmentait I’expression de Reg3y et de I’'IL-25 (cytokine pro-inflammatoire)
dans le colon des souris, ceci montre une augmentation de la stimulation microbienne. Le
traitement au meétronidazole montre aussi un nombre plus élevé de macrophages et de NK
dans la lamina propria colique ainsi que la diminution de I’expression intestinale de Muc2 qui

est le composant majeur de la couche de mucus (Wlodarska et al. 2011).

Par ces différentes modifications, la prise d’antibiotiques peut étre responsable du
déclenchement de certaines maladies. Par exemple la prise de streptomycine peut étre
responsable des infections aux Salmonella spp (Sekirov et al. 2008). Nous savons aussi que
I’exposition aux antibiotiques représente le principal facteur de risque pour une infection a
Clostridium difficile. Les personnes hospitalisées prenant des antibiotiques ont 60% de risque
en plus de contracter I’infection. Une exposition prolongée aux antibiotiques ou a de plus
fortes doses est associé a une augmentation du risque d’infection par C difficile. Certains
antibiotiques sont associés a un risque plus important (clindamycine, céphalosporine et

fluoroquinolones) (Kevin Brown et al. 2015)

(2)  Alimentation
L’alimentation posséde un rdle trés important car c’est 1’un des substrats que les
bactéries vont consommer, c’est donc le type d’alimentation qui va former ou modifier le
microbiote. L’influence de 1’alimentation sur le microbiote a été montrée pendant la phase de
colonisation, en effet les enfants nourris au sein ont un niveau plus élevé de Bifidobacteria
spp alors que les enfants nourris au lait maternisé ont un niveau plus élevé de Bacteroides spp
(Fallani et al. 2010).

Plusieurs types d’alimentation ont été étudiés chez les souris et I’homme, Brown et al

ont fait une revue détaillée sur le sujet ou I’on trouve le tableau suivant :

Alimentation Bactéries modifiées Effet sur les bactéries | Références
Riche en  matiére Bifidobacteria spp Diminue (Zhang et al. 2010)
grasse
Riche en  matiére | Clostridium innocuum, | Augmente (Turnbaugh, Ridaura,
grasse et en sucre Catenibacterium et al. 2009)

mitsuokai et

Enterococcus spp

Bacteroides spp Diminue (Turnbaugh, Ridaura,
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et al. 2009)

Appauvrie en glucide Bacteroidetes Augmente (Walker et al. 2011)
Calories restreintes Clostridium coccoides, | Diminue (empéche la @ (Santacruz et al. 2009)

Lactobacillus spp et | croissance)

Bifidobacteria spp
Glucides complexes Mycobacterium avium | Diminue (Walker et al. 2011)

sous especes

paratuberculosis et

Enterobacteriaceae

B longum sous espéces | Augmente (Pokusaeva, Fitzgerald,

longum, B breve et B et van Sinderen 2011)

thetaiotaomicron

Sucres raffinés C difficile et C | Augmente (Berg, Kelly, et
perfringens Farraye 2013; Begley,
Hill, et Gahan 2006)
Végétarien E coli Diminue (Zimmer et al. 2012)
Haut niveau en oméga | Bacteroidetes Diminue (Turnbaugh et al.
6 de Thuile de 2008; de La Serre et al.
carthame 2010)
Firmicutes, Augmente (Turnbaugh et al.2008;
Actinobacteria et de La Serre et al. 2010)
Proteobacteria
d-Proteobacteria Augmente (Hildebrandt et al.
2009)
Graisse du laitanimal | d-Proteobacteria Augmente (Devkota et al. 2012)
Tableau Il : Sommaire de P’influence sur le microbiote de différents types d’alimentation

(Kirsty Brown et al. 2012)

Ces changements du microbiote ont un effet trés important sur la réponse
inflammatoire et métabolique de 1’héte. Cela peut donc jouer un réle dans le déclenchement
de certaines maladies liées a des dysbiose comme 1’obésité, le diabéte de type 2, la maladie

ceeliaque etc.
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(3) Geénétique
Il a déja été abordé au début de ce mémoire que la génetique avait un réle sur le
développement du microbiote. Des études ont été effectuées sur des jumeaux monozygotes et
dizygotes et il s’avére que le pourcentage de similarité du microbiote dominant est de 82%
chez les monozygotes contre 68% chez les dizygotes et pour finir 45% chez les enfants non

apparentés (Stewart, Chadwick, et Murray 2005).

Par ailleurs, il est connu pour certains genes une implication dans 1’élaboration du
microbiote. Par exemple un déficit en NOD2 diminue la capacité de 1’hote a tuer les bactéries.
Il a été montré chez des souris et chez I’homme qu’une mutation sur ce gene entrainait une
altération du microbiote intestinal et pouvait étre déclencheur de la maladie de Crohn
(Rehman et al. 2011).

3.2) Les maladies liées a la dysbiose : exemple des MICI

Aujourd’hui on lie plusieurs maladies a la dyshbiose comme I’obésité, le diabéte de
type 2 et la maladie ceeliaque. En tous cas il a été observé une dysbiose au cours de ces
maladies et I’analyse du microbiote pourrait permettre 1’établissement d’un diagnostic plus
précoce mais aussi dans certains cas, 1’étude du microbiote et le rétablissement de celui-Ci

pourrait conduire a une approche thérapeutique. Ici nous allons aborder le cas des MICI.

a) Les MICI

Les MICI comprennent la maladie de Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique
(RCH) et sont caractérisées par une inflammation de la paroi du tube digestif qui peut aller de
la bouche a I’anus pour la MC et qui touche le colon et le rectum pour la RCH. Ces maladies
sont le plus souvent diagnostiquées chez des sujets jeunes, agés de 20 a 30 ans pour la MC et
de 30 a 40 ans pour la RCH, et évoluent par alternance entre des phases de poussée et de
rémission. Il s’agit de pathologies hautement invalidantes, pour lesquelles il n’existe pas de
traitement curatif. Les médicaments actuels (anti-inflammatoires, immunomodulateurs)

permettent un contr6le durable de la maladie. Néanmoins, un traitement chirurgical est
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nécessaire chez environ un patient sur deux 10 ans aprés le diagnostic, dans le cas d’une
résistance aux médicaments ou de complications (par exemple un cancer). La prévalence des
MICI a travers la population a subi une trés forte augmentation au cours des cinquante
derniéres années dans les pays développés d’Amérique du nord et d’Europe de I’ouest
principalement. Les chiffres sont passés de 8-14 cas pour 100000 habitants a 120-200/100000
personnes atteintes de RCH, et de 6-15/100000 a 50-200/100000 personnes atteintes de MC.
De plus, il a été constaté que les changements environnementaux au sein de ces populations

jouent un réle important dans 1’augmentation des MICI (Cosnes et al. 2011).

La physiopathologie des MICI est due a plusieurs facteurs : la susceptibilité génétique,
les facteurs environnementaux, le systéme immunitaire et le microbiote intestinal.
L’association genétique la plus clairement établie est celle de la mutation du géne NOD2
comme nous I’avons vue précédemment. Ce sont notamment les mutations de genes
impliquées dans la reconnaissance bactérienne, ’immunité innée et I’autophagie qui vont
ressortir dans le cadre des MICI. Les roles du tabac et de 1’appendicectomie ont été aussi

établis. Le tabac étant protecteur pour la RCH et délétere pour la MC.

Les patients atteints de la MC ont une diminution du phylum des Firmicutes,
notamment les groupes phylogénétiques des Clostridium leptum et Clostridium coccoides qui
sont des producteurs importants de butyrate. Cet acide gras a chaine courte représente une
source énergétique pour les cellules épithéliales intestinales mais aussi un inhibiteur de
I’expression de cytokines pro-inflammatoires dans la muqueuse. La perte de ces groupes
contribuent donc au développement de MICI (Manichanh et al. 2006). Il a été aussi observé
une augmentation de la famille des Enterobacteriaceae avec le groupe invasif de E. coli qui
est impliqué dans 1’étiopathogéneése de la MC. Le nombre de E. coli in situ est corrélée avec la

sévérité des maladies iléales (Baumgart et al. 2007).

b) Le microbiote comme solution

Chez les malades atteints de MICI 1’augmentation des bactéries pro-inflammatoires et
la diminution des bactéries immunorégulatrices est constatee, il est possible d’imaginer qu’en

rétablissant le microbiote, un phénotype sain pourrait étre rétabli.

La transplantation de microbiote fécal (TMF) consiste en 1’introduction du microbiote

d’une personne saine dans le tube digestif d’une personne malade ce qui va rééquilibrer la
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flore intestinale de celui-ci. Les patients atteints par une infection a Clostridium difficile ont
réguliérement des récidives, afin de remédier & ce désequilibre, le premier essai de TMF
efficace et documenté a été effectué en 1983, depuis plusieurs centaines d’essais ont été
effectués et la premiére étude randomisée contrélée a été publiee en 2013. Cette étude
comprenait trois groupes de patients ayant une forme récidivante de C. difficile : un groupe
recevant de la vancomycine seule, un groupe recevant de la vancomycine puis une TMF et un
groupe recevant de la vancomycine puis une préparation colique neutre qui sert de témoin.
L’efficacité¢ du traitement est établie sur la résolution de la diarrhée sans rechute sur dix
semaines, celle-ci est de 30,1% pour le groupe vancomycine contre 81,3% pour le groupe
TMF (et 23,1% pour le groupe témoin), les patients n’ayant pas eu de bon résultats suite a la
TMF en ont subi une seconde et cela augmente le score de 1’efficacité a 93,8% (van Nood et

al. 2013). La TMF est quelque chose de trés bien tolérée et sans effets secondaires graves.

Etant donnée I’efficacité de la TMF avec C. difficile il est intéressant de tester cette
approche dans le cadre des MICI bien que ces pathologies soient liées a plusieurs facteurs
autres que la dysbiose. La TMF pourrait rétablir 1’échange hote-microbiote en plus de rétablir

un état de normobiose du microbiote.

Plusieurs études ont été menées sur les patients atteints de rectocolite hémorragique
sans résultat convaincants par rapport aux TMF sur les patients a C. difficile. Une étude a été
menée sur des patients atteints de la maladie de Crohn, les résultats sont plus encourageants.
Plusieurs facteurs doivent étre encore mis au point tel que le donneur optimal, le moment de
la transplantation, la voie d’administration etc. En attendant, ces études permettent d’identifier
des composants actifs du microbiote qui peuvent étre isolés et utilisés comme potentiels
agents thérapeutiques. Par exemple il a été montré que Faecalibacterium prausnitzii joue un
role clé dans I’homéostasie intestinale (Sokol et al. 2008). Quévrain et al ont permis
d’identifier une protéine immunorégulatrices produite par cette bactérie (Quévrain et al.
2016). 11 sera possible a 1’avenir d’utiliser les bactéries issues du microbiote seules ou
combinées comme microbiote artificiel afin de rétablir une normobiose contrdlée (Pigneur et
Sokol 2016).

Le microbiote intestinal est aujourd’hui considéré comme un 1’organe a part entiére. Il
posséde une complexité extraordinaire et est impliqué dans énormément de fonctions
biologiques. Sa disparité entre les individus en fait quelque chose d’unique et rend les études

qui le concernent d’autant plus complexes.
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Partie Il - Objectif de I’étude
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Comme vu précédemment, le microbiote intestinal est extrémement complexe. Il est
influencé par plusieurs facteurs tels que 1’alimentation, la prise d’antibiotique et la génétique
de I’héte. Son interaction avec 1’hote va entrainer diverses fonctions comme le développement
du systéme immunitaire ou le métabolisme de certains composés. L’étude du microbiote a
mené a la découverte du lien entre celui-ci et plusicurs maladies comme la maladie cceliaque,
les MICI, les allergies, les maladies auto-immunes ou encore certaines maladies
psychiatriques, ce qui impose de découvrir quel est le lien précis entre les micro-organismes

intestinaux et certaines fonctions de 1’hote.

Ceci nous améne a mon projet qui consiste en 1’identification et la caractérisation de
micro-organismes du microbiote intestinal possédant des fonctions immunomodulatrices chez
I’hote. Le corps humain possede 100 000 milliards de bactéries dans ses intestins et ceci
représente 1000 especes différentes. La beta diversité est tres différente et il n’est pas possible
de définir un microbiote unique. Pour ce projet, le choix s’est porté sur des bactéries

représentatives des grands groupes bactériens composant le microbiote intestinal.

Mon projet consiste en un descriptif des bactéries issues de la flore intestinale par
rapport a leurs activités de stimulation des cellules du systéme immunitaire. L’activité globale
est documentée, les stimulations sont donc effectuées avec les surnageants de culture
bactérienne qui vont nous permettre d’observer 1’effet des molécules produites par les
bactéries ainsi que les culots bactériens morts qui vont nous permettre d’observer 1’effet des
composants intra et extracellulaires des bactéries. Cette stimulation va permettre d’analyser si
certains micro-organismes vont entrainer une trés forte inflammation ou au contraire une
protection contre I’inflammation. De plus, grace a la cytométrie en flux, les cellules
impliquées dans la réponse immunitaire en réponse a la stimulation par les bactéries testées

seront déterminées.

Le nombre de bactéries a tester étant trés important, une stratégie en « entonnoir »a été
adoptée afin d’effectuer un échantillonnage (Figure 10). Dans un premier temps un arbre
phylogénétique est construit afin de placer les 121 bactéries isolées et de collection, ceci
permet de sélectionner 65 bactéries representatives des grands groupes bactériens issus du
microbiote intestinal. Ensuite les surnageants de culture de PBMC (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) stimulées par les bactéries sont analysés par ELISA, ceci permettant une

premiére description du potentiel des bactéries et la sélection de celles qui auront un profil
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type (tres inflammatoire, peu inflammatoire voire régulateur). Les 19 produits de stimulations
sélectionnées sont ensuite analyses par Luminex sur une plateforme. Cette analyse nous
permet d’effectuer un échantillonnage de 6 bactéries représentatives des réactions
inflammatoires. Celles-ci seront testées dans différentes conditions sur PBMC totaux et la

réponse inflammatoire sera analysée par cytométrie en flux.

121 bactéries culots

+ surnageants

6 bactéries culots +

surnageants

Figure 10 : Stratégie en entonnoir afin de sélectionner les bactéries

Je vais donc tous d’abord vous présenter le matériel et méthodes de mon projet, quels
sont les moyens mis en ceuvre afin d’obtenir mes résultats que je présenterai ensuite, puis je

terminerais sur une discussion.
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Partie 111 - Matériels et
Methodes
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1.1) Présentation de la collection des bactéries intestinales

étudiées

Dans un premier temps les bactéries ont été sélectionnées a partir de la littérature et
obtenues par les collections publiques a I’ATCC et DSMZ. Dans un second temps elles ont
été isolées d’un donneur sain par Chantale Bridonneau du laboratoire Micalis afin d’augmenté

la biodiversité.

a) Isolement et identification des bactéries a partir de selles

fraiches

La technique consiste dans 1’isolement des souches bactériennes en chambre anaérobie
ayant un mélange de gaz 90% azote, 5% CO> et 5% H. a partir 1 gramme de selles fraiches.
Dans un premier temps 1’échantillon est dilué en condition anaérobie puis les dilutions 10® et
10° sont mises en culture sur gélose en boite de Pétri dans un milieu riche complexe
GYHBHI (Gélose, Yeast, Hémine, Brain Heart Infusion) cellobiose, maltose, cystéine et jus
de rumen. Les colonies obtenues sont repiquées, en prenant soin de choisir les plus variées
possibles a 1’ceil. 96 colonies sont donc repiquées sur 2 séries de 8 boites a 12 cadrans, une
série de boites sortira de la chambre pour étre exposée pendant 1 heure a 1’air avant d’étre ré
incubée en chambre anaérobie. Ainsi nous pourrons déterminer les souches anaérobies strictes
et facultatives. Ensuite toutes les souches bactériennes sont repiquées et en priorité les
souches anaérobies strictes qui sont trés fragiles. Un stock de bactéries est également

constitué dans du milieu de culture 16% glycérol et congelées a -80°C.

Une fois les bactéries isolées nous les identifions. Nous avons choisi d’utiliser la PCR
sur colonie, en prélevant une colonie et en 1’ajoutant directement dans le milieu réactionnel de
la PCR. Lors du premier cycle de PCR qui consiste en la dénaturation, les bactéries sont
lysées et leurs ADN est libérés et va ainsi servir de matrice. Dans notre cas cette méthode a
fonctionné sur 66 échantillons. Pour les 28 restants il a fallu faire une extraction d’ADN
génomique en passant par un broyage avec des microbilles puis une purification avec un kit
Promega afin de faire la PCR. Les primers de la PCR sont indiqués dans le tableau IV et les

cycles dans le tableau V :
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Primers 16s F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Primer 16s R GGTTACCTTGTTACGACTT
Tableau IV : Primers ADN 16s pour PCR et séquencage bactérien

Etapes Température Durée
Initiation 95°C 10min
Dénaturation 95°C 30sec
Hybridation 55°C 1min

Elongation 72°C Imin

Elongation finale 72°C 10min
Fin 10°C o

Tableau V : Cycles de PCR effectués pour amplifier ’ADN 16S

Chez la bactérie, la petite sous unité ribosomique est constituée d’ARN 16S. Cet ARN
est non codant et posséde une région constante et une région hypervariable. C’est le
séquencage de la région hypervariable qui va permettre de discriminer les différents taxons
bactériens. Cette taxonomie génétique se fonde sur la distance génétique entre les bactéries.
Ainsi il est possible d’identifier les différentes bactéries isolées par leur séquence. Par ailleurs

les bactéries ne sont pas toutes répertoriées, elles ne sont donc pas toutes identifiables.

b) Sélection des bactéries identifiées

Ensuite afin de ne pas tester toutes les bactéries isolées et séquencées, le logiciel
MUSCLE a été utilise afin d’aligner les séquences et ainsi permettre de créer un arbre
phylogénétique grace a FigTree. L’arbre se dessine en fonction de la distance phylogénétique
qu’il y a entre chaque bactérie. Ainsi le champ de recherche a été réduit en choisissant un
panel représentatif des bactéries présentes. En éliminant les redondances, les 121 bactéries
cultivées sont réduites a 65 bactéries a analyser. Ci-dessous, 1’arbre de la sélection finale
(Figure 11).
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Figure 11: Arbre phylogénétique des bactéries sélectionnées -Méthode Neighbor Joining- NJ



Les 4 phyla principaux du microbiote intestinal : les Firmicutes, les Bacteroides, les

Protéobactéries et les Actinobactéries sont représentés.

Les bactéries sélectionnées, leurs provenances respectives et leurs milieux de culture

associes sont présentés dans le Tableau VI :

Bactéries

Adlercreutzia equolifaciens
Alistipes onderdonkii
Anaerostipes
Anaerostipes caccae
Anaerostipes hadrus
Bacteroides eggerthii
Bacteroides faecichinchillae
Bacteroides fragilis
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides uniformis
Bacteroides vulgatusl
Bacteroides vulgatus?2
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium stercosis ou
adolescentis
Bilophila wadworthia
Clostridium XIVal
Clostridium X1Va2
Colinsella aerofaciens
Coprococcus catus
Coprococcus comes
Coprococcus eutactus
Dorea formicigenerans
Dorea longicatenal

Dorea longicatena2

Provenanc
es
DSMZ
Micalis
Micalis
DSMZ
DSMZ
Micalis
Micalis
DSMZ
ATCC
Micalis
DSMZ
Micalis
Micalis
ATCC

Micalis

DSMZ
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
DSMZ
DSMZ

Micalis

Codes

19450
MH2-A5
MH2-12

14662

3319
MH1-8
MH2-D11
2151

29148

MH2-G1
1447
MH2-E3
MH1-12

15707
MH1-13

11045
MH2-A2
MH2-B1
MH2-D3
MH2-G4

MH2-9
MH2-G9
3992
13814
MH2-A10

Milieux

WCB+H+Cyst+K3+sang
YBHI complet + jus de rumen
MRS
LYBHI C. +H+K1+K3
LYBHI C. +H+K1+K3
M17 complet
YBHI complet + jus de rumen
LYBHI+cystéine
M17+glucose+hémine+cyst.
YBHI complet + jus de rumen
LYBHI+cystéine
YBHI complet + jus de rumen
MRS cyst
LYBHI+cystéine
MRS

BBE+cysteine+taurine
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen

MRS cyst
YBHI complet + jus de rumen
YBHI C.K1K3
YBHI C.K1

YBHI complet + jus de rumen
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Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Eubacteriaceae bacterium
Eubacterium eligens
Eubacterium siraeum
Eubacterium ventriosum
Faecalibacterium
Faecalibacterium prausnitzii
Hafnia alvei
Klebsiella oxytoca
Lachnospira pectinoschiza
Lachnospiraceae
Lachnospiraceae bacterium
Lachnospiraceae incertaesedis
Lactobacillus murinus
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus taiwanensis

Odoribacter splanchnicus

Oribacterium asaccharolyticum

Oribacterium parvum
Oribacterium sinus
Parabacteroides distasonis
Parabacteroides merdae
Prevotella albensis
Prevotella buccae
Prevotella copri
Prevotella stercorea
Roseburia
Ruminococcaceae clostridium
Ruminococcus
Ruminococcus bicirculansl
Ruminococcus bicirculans2
Ruminococcus gnavus
Ruminococcus torques

Subdoliganulum variabile

Micalis
ATCC
Micalis
Micalis
DSMZ
Micalis
Micalis
DSMZ
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
CNCM
CNCM
CNCM
Micalis
DSMZ
DSMZ
DSMZ
DSMZ
Micalis
DSMZ
DSMZ
DSMZ
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
Micalis
ATCC
ATCC
DSMZ

MH2-5
123
MH2-E12
MH2-F8
3986
MH2-14
MH2-D10
17677
MH2-H4
MH1-1
MH2-C11
MH2-G11
MH2-G3
MH2-E11
1-5020
1-5022
1-5019
MH2-E6
24638
24637
17245
20701
MH2-B3
11370T
20615T
18205
MH2-D12
MH2-F12
MH2-B7
MH2-G10
MH2-B5
MH2-G2
29149
27756
15176

MRS cyst
LB
YBHI complet + Jus de rumen
YBHI complet + Jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
MRS cyst
YBHI complet + Jus de rumen
LYBHI+cystéine+cell+malt
YBHI complet + jus de rumen
LB
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + Jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
MRS
MRS cysteine
MRS
YBHI complet + jus de rumen
WCB+H+Cyst+K1
LYBHI+cystéine+cell+malt
WCB+H+Cyst+K1
M17 complet
YBHI complet + jus de rumen
YBHI C.K1K3
YBHI C.K1K3
M17+glucose+hémine+cyst.
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + Jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
YBHI complet + jus de rumen
LYBHI+cystéine+cell+malt
LYBHI+cystéine

LYBHI+cystéine+cell+malt
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Suturella wadsworthensis DSMZ 14016 YBHI+cyst+H+K1+K3+form+f
um.
Tableau VI : Bactéries sélectionnées avec ’arbre phylogénétique. On peut voir la provenance, le
code de la bactérie ainsi que le milieu liquide dans lequel elles ont été cultivées.

1.2) Stimulation bactérienne et culture cellulaire

a) Conditions d’obtentions des stimuli bactériens

Culots et surnageants proviennent de 1’équipe Micalis situés a ’INRA de Jouy-en-
Josas. Les bactéries sont cultivées dans des milieux spécifiques pour leurs croissances, il y a
un nombre important de milieux differents. Ceux-ci seront employés comme contréle lors des
stimulations par les surnageants. Chaque surnageant et culot bactérien sera testé en

stimulation cellulaire :

- Le surnageant bactérien est prélevé a la suite d’une centrifugation a 6000g pendant 15
minutes puis filtré sur des filtres a 0,2um. Il permet d’analyser la capacité pro-inflammatoire
ou immunorégulatrices des molécules sécrétées par les bactéries dans le milieu. Le milieu seul
sera utilisé en contréle lors de la stimulation car il peut y avoir des effets produits et cela nous

servira & normaliser la réaction des cellules face au surnageant.

- Apres centrifugation le culot bactérien est récupéré puis congelé, il est donc composé de
bactéries mortes. Elles sont ensuite re suspendues dans un volume approprié de PBS 1X afin
que I’on obtienne 108CFU/mL. Les culots bactériens sont congelés, ils sont donc constitués
des fragments bactériens, avec ces échantillons 1’effet de la paroi et des constituants

bactériens seront observés. Le PBS 1X est utilisé comme controle.

Nous choisissons de tester en tout 65 bactéries différentes sur 5 donneurs de sang issus

de I’EFS. Ces stimulations seront faites en duplicatas sur une durée de 24 heures.
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b) PBMC

Les PBMC sont les cellules mononuclées du sang périphérique. C’est-a-dire ce sont
les cellules possédant un seul noyau a contrario des érythrocytes et des plaquettes qui n’ont
pas de noyau d’une part et des granulocytes (neutrophiles, basophiles et éosinophiles) qui ont
un noyau multilobé d’autre part. Les PBMC sont donc composes des lymphocytes (LT, LB,
Natural Killer (NK)) ainsi que des cellules myéloides (Monocytes, DC).

Le sang est issu de 1I’Etablissement Frangais du Sang (EFS) collecté dans des tubes
EDTA qui sert d’anticoagulant. A partir de ces échantillons de sang, il s’agit de purifier les
cellules d’intérét, les PBMC, par un gradient de densité. Pour cela, du Ficoll (Sigma, ref
10771) qui a pour densité d = 1.077 g/mL est utilisé, les érythrocytes ont une densité plus
¢levée et vont précipiter alors que les cellules d’intérét (lymphocytes, monocytes,
macrophages) vont étre plus légers et vont former un anneau au-dessus du Ficoll. Le sang est
dilué au demi dans du PBS 1X puis délicatement déposé sur un volume a demi égale de
Ficoll. Ensuite les tubes sont centrifugés 30min a 400gavec un minimum d’accélération et
sans frein. Aprés centrifugation il faut récupérer ’anneau de cellules qui se dessine et qui
contient I’ensemble des cellules mononuclées du sang périphérique tout en excluant les

globules rouges (Figure 12).

Layers before Ficoll spin Layers after Ficoll spin

Plasma
Blood

s PBMCs (interphase)

Ficoll

Ficoll Granulocytes
\/ RBCs

Figure 12 : Séparation des PBMC par gradient de densité(Lin et al. 2014)

Les cellules ainsi récupérées sont lavées deux fois avec du PBS 1X et une
centrifugation de 10min a 400g puis elles sont comptées. Les cellules sont ensuite
ensemencées a une densité del million de cellules/mL a raison de 180uL/puits en plaque 96
puits dans du RPMI 1640 (Gibco, ref 11875-093) 10% sérum de veau feetal (SVF) (PAA
laboratorie GmbH, ref A15-101) 1% pénicilline/streptomycine (PAA laboratorie GmbH, ref
P11-010) a 37°C, 5% COa.
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C) Controles positifs et négatifs de la stimulation

Le controle positif est de la PMA (phorbol myristate acetate) (500ng/mL, Invivogen,
ref tirl-pma) couplée a de la ionomycine (1pug/mL, Sigma, ref : 10634). La PMA est un petit
composé organique qui diffuse a travers la membrane cellulaire pour aller dans le cytoplasme
ou elle va activer la protéine kinase C (PKC) et la ionomycine est un ionophore calcique qui
va induire un signal calcique ce qui va activer une voie signalétiqgue de la réponse
immunitaire. Ce couple est tres régulierement utilisé en contréle positif de stimulation des

PBMC. Les stimulations sont effectuées pendant 24h.

Les contrdles négatifs employés sont le PBS seul pour les stimulations avec les culots
bactériens et les milieux de cultures associées aux cultures bactériennes pour les surnageants
bactériens. Ensuite les surnageants cellulaires de stimulation sont centrifugés puis récupérés

pour étre congelés a -80°C, ils seront utilisés ultérieurement.

1.3) Analyse de la réponse a la stimulation

a)  ELISA

Le principe de ’ELISA consiste en la détection d’antigéne présent dans le surnageant
par D’interaction d’une part avec un anticorps spécifique de cet antigéne et d’autre part un
anticorps li¢ a un complexe coloré qui permettra de doser 1’antigéne recherché au
spectrométre en prenant comme référence une gamme étalon (Figure 13). Tous les

surnageants issus de la stimulation des PBMC ont été testés ainsi.
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Figure 13 : Principe de ’ELISA indirect utilisé

2 cytokines ont été dosées par ELISA indirects (IL10 : eBioscience, ref88-7106-88 ;
TNFa : eBioscience, ref88-7346-88). L’un ciblant une cytokine pro-inflammatoire, le
TNFoaqui est une cytokine secrétée par différentes cellules immunitaires tel que les
macrophages, les LT CD4+ et les NK. Le TNFa est impliqué dans I’inflammation systémique
et dans la réponse de phase aigiie, il stimule I’activité cytotoxique des macrophages. Il est
induit par la stimulation des TLR qui reconnaissent les PAMP issus de bactéries (Hamai et al.
2009). D’autre part nous avons étudié la sécrétion d’IL10, une cytokine immunorégulatrice.
Elle est exprimée par les monocytes principalement mais aussi par les lymphocytes Th2 ainsi
que les Treg. Cette cytokine permet de réguler la réponse pro inflammatoire et d’ainsi limiter

les dégats causés aux tissus afin de maintenir ou de restaurer I’homéostasie (lyer et Cheng

2012).

b) Dosage des cytokines par la technique du multiplex

La technique du multiplex ressemble a I’ELISA couplé a la cytométrie. Il permet de
quantifier et identifier simultanément plusieurs protéines (ici nos cytokines d’intérét) dans un
volume trés petit. Nous avons sélectionné un kit avec des billes magnétiques spécifiques de 8
cytokines d’intérét : TNFa, IL6, IL12p70, IL1B, IL10, IL22, IL17a et 1L23 (Biotechne, ref:
5483a990).

Le principe est de mettre en contact le surnageant de culture avec un mélange de billes
qui possédent une fluorescence différente selon 1’analyte et qui sont pré coatées pour cet
analyte spécifique avec un anticorps de capture. Ainsi I’anticorps se fixe aux cytokines

d’intérét. Ensuite les analytes sont biotynilés puis le couple phycoérythrine(PE)-streptavidin
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est ajouté a la mixture afin de révéler les unités fixées. La lecture est effectuée sur un Bioplex
200. Cet appareil a la méme fluidique qu’un cytometre, il lit les billes 1’une aprés ’autre en
les faisant passer dans une gaine. Les billes passent devant deux lasers, I’'un excitant la
couleur verte du PE qui va permettre de quantifier le nombre d’analytes fixés sur la bille et
I’autre qui va exciter la couleur rouge qui est associ¢es aux billes et qui va permettre

d’identifier quelle cytokine est lue (Figure 14).
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Figure 14 : Principe du Luminex : a gauche : le dégradé de rouge de chaque bille qui est associé
a une cytokine, ce rouge sera reconnu lors du passage au Bioplex 200 et permettra
Pidentification des cytokines présentes. Puis visualisation du procédé de marquage jusqu’a la

lecture.

Les cytokines suivantes sont mesurées :

Cytokines Voies Effets
TNFa Secrétée principalement par = - Pro-inflammatoire
les macrophages - Impligquée dans plusieurs processus comme la

différenciation cellulaire, la prolifération, 1’apoptose,
le métabolisme des lipides et la coagulation
- Impliquées dans plusieurs maladies auto-immunes,
cancers etc.
IL6 Inflammation et maturation | - Pro-inflammatoire
des lymphocytes B - Capable d’induire la fiévre dans les cas de maladies
auto-immunes ou infection
IL12p70 Agit sur les lymphocytes T et | - Indispensable pour la production d’IFNy par les
les Natural Killer lymphocytes T
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IL1p

IL10

IL22

IL17a

IL23

Produit par les macrophages

activés comme pro protéine

Produit par les monocytes et
guelques peu par les

lymphocytes

Souvent  coexprimé avec
I’IL17, produit par les
lymphocytes T

Produit par les lymphocytes

T activés

Produit par les lymphocytes
T

- Important pour la différenciation en Thl et Th2

- Pro-inflammatoire

- Impliquée dans plusieurs processus dans I’activité
cellulaire comme la différenciation, la prolifération
et ’apoptose

- Effets pléiotropiques dans 1I’'immunorégulation et
I’inflammation

- Diminue I’expression des cytokines de Thl, des
antigenes du CMH de classe Il et des molécules de
costimulation des macrophages

- Amélioration de la survie des lymphocytes B, de la
prolifération et de la production d’anticorps

- Des souris KO pour I'IL10 suggere qu’elle a un
role immunorégulateur essentiel dans le tract
intestinal

- Soutient I’intégrité et la fonction de barriére des
tissus dérivés de cellules épithéliales telles que la
peau, le pancréas, le petit intestin, le colon, le foie,
les poumons et les reins face a des pathogenes ou
pendant une réponse auto-immune. Ceci en
promouvant une prolifération épithéliale (doit étre
bien controlé)

- En synergie avec d’autres cytokines telles que
I’IL17 et le TNFa, elle induit I’expression de
protéines antimicrobiennes impliquées dans la
défense de I’h6te au niveau de la peau, des voies
respiratoires et de I’intestin

- Promu la production de médiateurs inflammatoires
tels que I’TL6, I’TL1beta et les lipopolysaccharides-
binding protein

- Pro-inflammatoire

- Peut stimuler ’expression de I’IL6

- Un fort niveau d’expression est associ¢ & des
maladies chroniques inflammatoires

- Stimule la production d’IFNy

- Agit sur les lymphocytes T CD4 mémoire
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Tableau VII : Détail des cytokines lues en multiplex (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) (Rutz,
Eidenschenk, et Ouyang 2013)

Plusieurs voies sont étudiées grace a ce panel de cytokines. L’activation ou/et la
différenciation de lymphocytes B, Thl, Th2, Treg et Th17 selon les cytokines produites
pourront étre supposées. Ceci servira pour sélectionner les bactéries qui ont différents profils

inflammatoires.

C) Cytométrie

Afin de caractériser et d’identifier les cellules impliquées dans la réaction immunitaire
face aux bactéries testées, les échantillons cellulaires ont été analysés en cytométrie en flux
par le CytoFlex de Beckman Coulter. L’idée est de stimuler des PBMC de donneur sain avec
d'une  part les culots bactériens et d’autre part les  surnageants.

Ces culots et surnageants ont été sélectionnés grace aux résultats du multiplex.

(1)  Principe de la cytométrie en flux
Le principe de la cytométrie en flux repose sur le fait de pouvoir mesurer différentes
caractéristiques d’une suspension de particules (ici des cellules) comme la taille, la forme et la
complexité de celles-ci mais en plus des paramétres que 1’on pourra choisir en utilisant des
composés fluorescents. La suspension est aspirée par la machine et va permettre d’aligner les
particules dans une gaine, celles-ci vont ensuite passer devant un laser et des détecteurs qui

vont capter les signaux envoyes, il y a trois types de signaux différents :

- La lumiére diffusée aux petits angles (Forward Scatter, FSC) qui mesure la taille des
particules

- La lumiere diffusée a 90 degrés (Side Scatter — SSC) qui indique la forme, la structure
interne et la granulosité des particules

- Les signaux de fluorescence qui comprennent I’auto-fluorescence de la cellule ainsi
que la fluorescence émise par un anticorps couplé a un fluorochrome, ceci permettent

d’observer un caractére propre a une cellule

51



Ensuite les données sont traitées par un systeme électronique et informatique. Elles
sont représentées sous forme de graphiques ou d’histogrammes. 11 a fallu mettre en place une
stratégie d’identification des populations cellulaires d’intéréts ainsi que des cytokines

exprimées (Figure 15).

Principe de fonctionnement d’'un cytometre en flux

Systéme électronique
+ informatique
Suspension de s 2 A
particules ——_ LTI o
N Fluor o

Systéme fluidique

‘:.‘ aicnroique / N )
LASER - B %
1 . \ . /, ’% o )

Figure 15 : Principe de fonctionnement d’un cytométre en flux

(2)  Mise en place des cocktails d’anticorps
Afin de mettre en place ce protocole il a fallu réunir plusieurs critéres. Tous d’abords
il faut cibler les marqueurs que 1’on veut identifier afin d’établir les parametres a sélectionner

pour la mise en place du protocole.

Cibles Marqueurs

Lymphocyte T CD3

Lymphocyte T CD8 CD8

Lymphocyte T CD4 CD4

Lymphocyte T régulateur (LTreg) FoxP3

Lymphocyte B CD19

Monocyte CD14; CD16 ; HLA-DR
Cytokines IFNy ; TNFo ; IL17 5 1L22 ; 1L10
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Tableau VIII : Identifications des marqueurs cibles

Pour observer des cytokines, leur sécrétion dans le milieu est bloquée par 1’ajout de
bréfeldine A (BFA) (5ug/mL, eBioscience, ref: 00-4506-51) pendant 4h lors de la
stimulation. La BFA agit en empéchant le passage des protéines du réticulum endoplasmique
(RE) vers I’appareil de Golgi, ainsi elles restent dans la cellule. Pour observer le FoxP3,
marqueur intranucléaire qui permet de cibler les LTreg, et les cytokines qui sont intra
cytoplasmique, un kit spécial est utilisé, il va perméabiliser la cellule et le noyau afin que lors
du marquage les anticorps puissent accéder a leurs cibles. 11 s’agit du Kit
d’eBioscience« Foxp3/Transcription Factor Fixation/Permeabilization » (ref : 00-5521-00).

A Tinstar des stimulations pour ELISA et multiplex, le couple PMA ionomycine est
pris pour contrdle positif. Ce couple ne fonctionne pas sur les monocytes. 2 panels
différents sont donc mis en place : I’un pour marquer les lymphocytes et I’autre pour marquer

les monocytes.

Les anticorps sont donc réunis ainsi :

Panel 1 Panel 2
Marqueurs CD3; CD8;CD4 ; CD19 CD3; CD14; CD16 ; HLA-
extracellulaire DR
Marqueurs FoxP3; IFNy; TNFa ; IL17; | IFNy; TNFa ; IL10

intracellulaire/nucléaire IL22 ; IL10

Tableau IX : Les 2 panels de cytométrie

La sélection des fluorochromes se fait en fonction de plusieurs critéres. Dans un
premier temps il faut vérifier les caractéristiques du cytometre utilisé, ici ce sera le CytoFLEX
de Beckman Coulter qui posséde 3 lasers et donc laisse un large choix de fluorochrome. De
plus il faut associer les fluorochromes les plus forts avec les antigenes les moins exprimeés et

les fluorochromes les moins forts avec les antigénes les plus exprimés.
Ainsi nous construisons les 2 panels suivant :

Anticorps Fluorochrome Clone Fournisseur Référence

CD3 PE-EF610 UCHT1 eBioscience 61-0038-42
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CD4
CD8

FOXP3
CD19

IL-10

IFN-y

TNFA

IL-22

IL-17A

Fixable Viability
Dye

PerCP/Cy5.5

Brilliant Violet

421™
FITC

Brilliant Violet™

786
PE

APC/Fire™ 750
Alexa Fluor 700

APC

PE/Cy7 anti-human

EF506

Al61A1
RPA-T8

PCH101
SJ25C1

JES3-19F1
4S.B3
MAB11
2G12A41
BL168

/

Tableau X : Panel numéro 1: LT, LB et cytokines

Anticorps

CD3

HLA-DR

CD14

CD16

TNFA

IL-10

IFN-y

Fixable Viability
Dye

Fluorochrome

PE-EF610

Super bright 645

PercP/Cy5.5

Alexa Fluor® 647
Alexa Fluor 700

PE

APC/Fire™ 750

EF506

Clone
UCHT1
LN3

63D3

3G8
MAB11
JES3-19F1
4S.B3

/

Tableau XI : Panel numéro 2 : monocytes et cytokines

BioLegend
BioLegend

eBioscience
Becton
Dickinson
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend

eBioscience

Fournisseur

eBioscience
eBioscience
Biolegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend

eBioscience

357414
301036

11-4776-42
563325

506804
502548
502928
366706
512315
65-0866-18

Référence

61-0038-42
65-9956-42
367110
302020
502928
506804
502548
65-0866-18

Les 2 panels ont été détermines, le panel lymphocyte et le panel monocyte. Grace a ces

panels, la réponse inflammatoire de différents groupes cellulaires face a nos bactéries d’intérét

a pu étre observée.
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(3)  Stratégie de stimulation
Les PBMC sont stimulés avec la méme concentration bactérienne que lors des
stimulations précédentes. Deux durées de stimulation sont effectuées : 6h et 18h afin
d’observer les cytokines relarguées sur courte et longue durée. Dans les deux cas, la PMA, la
ionomycine et la BFA sont mis dans les 4 dernieres heures. Dans chaque cas un puits non

stimulé est conservé comme témoin négatif. Les conditions sont donc les suivantes :

- +/- culots ou surnageants bactérien
- +/- PMA (50ng/mL) ionomycine (1pg/mL)

- 6h ou 18h de stimulation bactérienne

Dans tous les cas il y a de le BFA (5ug/mL) pour observer les cytokines non excrétées par la
cellule.

(4)  Stratégie d’identification des populations
Systématiquement les cellules sont d’abords observées sur leurs « taille-structure »,
puis les doublets sont exclus. Ensuite le marqueur de viabilité Fixable viability Dye permet

d’exclure les cellules mortes.

Le panel lymphocyte permet d’identifier les LT, LB et LTreg, la stratégie de sélection

de ces cellules est présentée dans la Figure 16.
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Figure 16 : Stratégie de sélection des cellules lymphocytaires dans les PBMC
Les cellules sont marquées (A) CD19+ pour les LB et CD3+ pour les LT, (B) Parmi les CD3+, les CD8+ sont les LT
cytotoxiques et les CD4+ les LT auxiliaires, (C) Parmi les CD3+CD4+, les FoxP3+ sont les LTreg

Le panel monocyte permet d’identifier les groupes monocytes/macrophages et cellules

dendritiques (Figure 17)

Parmi HLA-DR+
151,7 48,3

CD14 >

HLA-DR >

Figure 17 : Stratégie d’identification des populations de monocytes, macrophages et cellules

dendritiques
(A) Les cellules sont sélectionnées en étant CD3-/HLA-DR+ puis (B) parmi les HLA-DR+ sélection des CD14-pour les

cellules dendritiques des CD14+ pour cibler les monocytes macrophages
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Partie IV - Résultats
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Chapitre 1 : Etude des composants bactériens sur la

production cytokinique des PBMC

En compilant des bactéries de librairies et les bactéries isolées d’un microbiote
intestinal humain sain par Chantal Bridonneau a Micalis, un arbre phylogénétique a été
construit. Celui-ci a permis de sélectionner 65 bactéries représentatives des grands groupes
bactériens parmi les 121 a disponibilité. Ensuite la réponse des PBMC face a la stimulation
bactérienne est étudiée. Pour ce faire, un test fonctionnel in vitro est mis en place, celui-ci va
nous permettre d’observer 1’activité des composants bactériens. Le test ELISA permet de faire
un premier descriptif brut en observant une cytokine pro inflammatoire (TNFa) et une
cytokine anti inflammatoire (IL10). Chaque bactérie, culot et surnageant, est testée sur 5
donneurs pour amoindrir la variabilité d’expression entre les donneurs et en duplicata. Ce ne
sont pas les 5 mémes donneurs pour toutes les bactéries car le volume de sang est limité par

I’EFS et il n’y a donc pas assez de cellules pour tous tester.

1.1) Optimisation de la stimulation des PBMC par les culots et

surnageants bactériens

Il faut normaliser I’étude afin que les résultats soient comparables, nous fixons la
quantité de cellules a 180 000 cellules par puits, cette quantité sera la méme pour tous les

tests.

Afin d’obtenir les conditions optimales de stimulation, 3 concentrations différentes de
surnageants bactériens et de culots bactériens ont été testées, en effet une trop forte
concentration peut tuer les cellules et une trop faible concentration ne va pas induire de

production :

- Pour les surnageants nous avons testé 2, 5 et 10% dans le milieu de culture.

- Pour les culots nous avons testé 10°, 10° et 10’équivalent CFU/mL. Le dénombrement
a eté effectué au préalable sur colonies vivantes, nous savons donc la quantité de
bactéries congelées et nous effectuons les dilutions pour ajuster a la concentration
voulue au PBS 1X.
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Les mesures d’IL10 et de TNFa ont ensuite été faites par ELISA, les concentrations de
stimulation qui induisaient une production de cytokine suffisante ont été sélectionnées, en
effet les plus basses concentrations de stimulation n’induisent pas ou trés peu de cytokines.
Les valeurs : 10% pour les surnageants et 10 CFU/mL pour les culots ont été choisies car ce
sont celles qui donnent des résultats plus interprétables a I’analyse. Les tests sont réalisés avec

les mémes pourcentages de milieux controles.

1.2) Reponse a la stimulation

Nous choisissons deux cytokines représentatives pour une premiere description brute,
le TNFo comme cytokine pro inflammatoire et I’IL10 comme cytokine anti inflammatoire.
Les résultats représentent le dosage de chacune d’elle pour culots puis surnageants, une autre
représentation montre le ratio IL10/TNFa qui est un ratio employé dans la littérature afin de
montrer un potentiel pro-inflammatoire ou régulateur. Plus le ratio est élevé, plus la bactérie

détient un potentiel régulateur.

Chaque graphique concerne d’une part le TNFapuis d’autre part I’'IL10 avec une mise
en comparaison des culots et surnageants bactériens. Cette premiére approche permet
d’effectuer un premier descriptif et de sé€lectionner les bactéries dont 1’effet a été évalué par la

technique du Multiplex et par cytométrie en flux.

a) Etude de la production de TNFa

La stimulation par les culots bactériens va montrer la réponse des PBMC face aux
composants de surface bactériens. Les bactéries sont mortes et congelées donc la réponse face
aux composes intracellulaires peut aussi étre observée car la congélation lyse les bactéries.
Les culots bactériens sont re suspendus dans du PBS et incubés sur les PBMC a une

concentration de 10équivalent CFU/mL. Le PBS est utilisé comme controle.

Les surnageants bactériens contiennent ce que les bactéries ont produits et secrétés
pendant le temps de la culture. Ils ont été filtrés avant utilisation, ils sont ainsi dépourvus de

bactérie. Ces surnageants sont utilises a une concentration de 10% dans le milieu de culture
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des PBMC. Les contrdles utilisés sont les milieux de cultures bactériens correspondant utilisés

eux aussi a 10%.

La Figure 18 montre la production de TNFa lors de la stimulation par les culots
bactériens. Cette expérience est faite sur 5 donneurs sains ainsi qu’en duplicata. Le graphique
représente la médiane ainsi que le minimum et le maximum des valeurs mesurées.
L’identification des phyla est effectuées par un code couleur 1’orange représente les
Actinobacteria, le vert les Bacteroidetes, le violet les Firmicutes et le rouge les Proteobacteria.
Tous les autres graphiques sont basés sur le méme code couleur et sur les mémes conditions

expérimentales.

Les culots bactériens induisent une trés forte production de TNFa allant jusque
6000pg/mL. Les Bacteroidetes semblent en produire moins que les autres phyla. Les
Firmicutes semblent produire majoritairement plus de TNFo mais nous observons beaucoup

plus de spécimen que les Actinobacteria et les Proteobacteria.

La Figure 19 représente la stimulation des PBMC par les surnageants de culture
bactérienne. En comparaison a la stimulation par les culots bactériens, la production de TNFa
est trés nettement inférieure. Elle va jusque 600 pg/mL, dix fois inférieur aux culots. Il n’y a

pas de différence notable entre les phyla ou les bactéries.
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Figure 18 : Production de TNFa (pg/mL) par les PBMC suite a une stimulation par les culots

Les stimulations par les culots bactériens sont effectuées en duplicata sur PBMC totaux de donneurs sains issus de I’EFS
(n=5) pendant 24h. Nous pouvons voir sur I’axe des ordonnées le nom des culots bactériens et en abscisse la concentration
des cytokines en pg/mL. Les phyla sont identifiés par des couleurs différentes et indiqués par leurs noms (Proteobacteria,

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria). La représentation indique la médiane, le minimum et le maximum des valeurs.
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Figure 19: Production de TNFa (pg/mL) par les PBMC suite a une stimulation par les

surnageants
Les stimulations par les surnageants bactériens sont effectuées en duplicata sur PBMC totaux de donneurs sains issus de

IEFS (n=5) pendant 24h. Nous pouvons voir sur I’axe des ordonnées le nom des culots bactériens et en abscisse la
concentration des cytokines en pg/mL. Les phyla sont identifiés par des couleurs différentes et indiqués par leurs noms
(Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria). La représentation indique la médiane, le minimum et le

maximum des valeurs.
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b) Etude de la production d’IL10

Chez les culots bactériens (Figure 20), la production d’IL10 est extrémement variable
au niveau des bactéries ainsi qu’a I’échelle des phyla. Une concentration plus faible est tout
de méme observée dans les phyla Actinobacteria et Firmicutes. 1l semble que la production
d’IL10 est plus forte chez les Bacteroidetes. La plupart des bactéries font produire environ
500 pg/mL et quelques-unes se démarquent avec une production de 1500pg/mL comme
Bacteroides thetaiotaomicron, Prevotella copri, Ruminococcus gnavus et Suturella

wadsworthensis.

Les surnageants bactériens (Figure 21) montrent une production nettement inférieure
d’IL10. Elle va de quelques dizaines de pg/mL jusque 500 pg/mL maximum, hormis Suturella

wadsworthensis qui fait produire environ 1000 pg/mL.

Le faible taux de production des cytokines nous indique qu’il aurait fallu concentrer
plus fortement les surnageants lors de la stimulation mais cela est impossible. En effet les
surnageants sont composés du milieu de culture bactérien et au-dela de 10% cela devient
toxique pour les PBMC. Nous décidons donc que les surnageants bactériens ne sont pas

optimales pour poursuivre notre étude.
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Figure 20 : Production d’IL10 (pg/mL) par les PBMC suite a une stimulation par les culots

Les stimulations par les culots bactériens sont effectuées en duplicata sur PBMC totaux de donneurs sains issus de 'EFS
(n=5) pendant 24h. Nous pouvons voir sur I’axe des ordonnées le nom des culots bactériens et en abscisse la concentration
des cytokines en pg/mL. Les phyla sont identifiés par des couleurs différentes et indiqués par leurs noms (Proteobacteria,

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria). La représentation indique la médiane, le minimum et le maximum des valeurs.
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Figure 21: Production d’IL10 (pg/mL) par les PBMC suite a une stimulation par les

surnageants
Les stimulations par les culots bactériens sont effectuées en duplicata sur PBMC totaux de donneurs sains issus de ’EFS

(n=5) pendant 24h. Nous pouvons voir sur I’axe des ordonnées le nom des culots bactériens et en abscisse la concentration
des cytokines en pg/mL. Les phyla sont identifiés par des couleurs différentes et indiqués par leurs noms (Proteobacteria,

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria). La représentation indique la médiane, le minimum et le maximum des valeurs.
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C) Ratio immunorégulateur

Afin d’interpréter la capacité immunorégulatrice des bactéries, la Figure 22 nous
montre le ratio de I’'IL10/TNFa, ratio employé dans la littérature (Dopheide et al. 2015).
Cette représentation indique le ratio des culots bactériens sélectionnés pour la suite de 1’étude.
Le choix des bactéries s’est port¢ sur les bactéries représentatives des différents types
d’inflammations : pro inflammatoire, immunorégulatrices et ou il semble y avoir un équilibre
entre les deux cytokines. Aucune bactérie représente des Actinobacteria n’a été choisie car
elles ne produisent pas de TNFa ni d’IL10 en quantité importante. Les Bacteroidetes
semblent avoir un potentiel plus immunorégulateur que les autres phyla. Nous en avons
sélectionné 7 en choisissant ceux qui induisent une forte production d’IL10. Les Firmicutes
sélectionnés sont représentatifs d’une forte expression des deux cytokines, ils semblent plut6t
pro-inflammatoires. Pour finir un Proteobacteria a été sélectionné : Suturella wadsworthensis
qui semble montrer un profil immunorégulateur. 11 y a une majorité de Bacteroidetes et de

Firmicutes car ce sont les phyla majoritairement présent dans le microbiote.
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Figure 22 : Ratio IL10/TNFa induit par les culots bactériens sélectionnés pour la suite de I’étude
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Chapitre 2 : Etude approfondie de la production de cytokines

par Luminex

Des culots bactériens ont été choisis pour étre étudiés de maniere plus approfondie. Le
choix s’est porté sur ceux qui induisent une trés forte réponse des PBMC qu’elle soit pro-
inflammatoire ou non, ceux qui induisent une réponse immunorégulatrice aprés 1’observation
du ratio IL10/TNFa et pour finir certains culots bactériens ayant une réponse moyenne. Nous

avons exclu du suivie les bactéries n’induisant pas de réponse.

A présent, l’utilisation du Luminex va permettre d’étudier de maniére plus
approfondie la réponse des cellules face a la stimulation. Ainsi il pourra étre déterminé de
maniere plus fine quel type de réponse est induit par les culots. Le Luminex sélectionné
montre le niveau d’expression de 8 cytokines différentes : TNFa, IL6, 1L12p70, IL1[3, IL10,
IL22, 1L17 et IL23. Le panel de cytokine étudi¢ permet d’étudier plusieurs voies de
I’inflammation. Dont les voies des Thl, Th17 et Treg. Il a ét¢ montré que I’IL17 et I’'[L22
sont impliqués dans plusieurs maladies chroniques tel que la maladie de Crohn (Wolk et al.
2007), c’est pourquoi il est intéressant d’observer si cette voie est mobilisée lors de la

stimulation par les culots bactériens isolés du microbiote intestinal.

2.1) Etude de la production des cytokines induite par les culots

bactériens

Dans un premier temps, 1’analyse de la sécrétion de TNFa et d’IL10 concorde avec les

ELISA, ils ne sont pas montrés ici.

Ensuite, les niveaux d’IL17 et d’IL22 secrétés sont extrémement bas, de 1’ordre de 0 a
20 pg/mL, il a ét¢ montré que le taux d’IL17 physiologique était de 125 pg/mL pour un adulte
sain (Kleiner et al. 2013), ces taux ne sont donc pas relevant. De plus il n’y a pas de
différence qui se dessine entre les culots bactériens, ces deux cytokines ne sont donc pas

montrées en graphique.
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L’IL6 et ’IL1B sont impliqués dans la phase aigie de I’inflammation. Sur la Figure
23, certaines bactéries induisent la sécrétion de ces deux cytokines conjuguées comme Dorea
longicatena, Suturella wadsworthensis, Prevotella copri et Bacteroides eggerthii. D’autres
bactéries induisent uniquement I’IL6 comme Alistipes onderdonkii, Prevotella buccae,
Parabacteroides merdae et Ruminococcus gnavus. L’IL6 en combinaison avec le TGF (non
observé) induit la différenciation des CD4 en Th17 et inhibe celle en Treg, ainsi I’'TL6 est
aussi responsable du déséquilibre Th17/Treg qui est considéré comme le facteur de
développement des maladies inflammatoires chroniques (Tanaka, Narazaki, et Kishimoto
2014).

D’un autre coté I’IL12p70 est observée, elle n’est presque pas exprimée hormis de
I’ordre de la centaine de pg/mL chez Ruminococcus gnavus, Prevotella copri et Bacteroides

eggerthii. C’est une cytokine qui induit les Thl.

Chez Prevotella copri et Bacteroides eggerthii, 1’'IL23 est aussi trés fortement
exprimée, elle est retrouvée en plus faible concentration chez Roseburia. En association avec
I’IL6 et le TGFP, I’IL23 induit la différenciation des CD4 en Th17. Ces trois cytokines sont
retrouvées lors de la stimulation par Prevotella copri et Bacteroides eggerthii ce qui pourrait
indiquer une induction des Th17 mais ces bactéries font aussi exprimer tres fortement le
TNFa et I’IL10, peut étre qu’elles sur activent simplement toutes les cellules qui relarguent

toutes leurs cytokines.
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Figure 23 : Etude de la production des cytokines IL6, IL1f, I1L23 et 1L12p70 par les PBMC lors

de la stimulation par les cul

ots bactériens

Les stimulations par les culots bactériens sont effectuées en duplicata sur PBMC totaux de donneurs sains issus de I’EFS

(n=5) pendant 24h. Nous pouvons voir sur I’axe des ordonnées le nom des culots bactériens et en abscisse la concentration

des cytokines en pg/mL. Les phyla sont identifiés par des couleurs différentes et indiqués par leurs noms (Protéobactéries,

Firmicutes, Bacteroidetes). La représentation indique la médiane, le minimum et le maximum des valeurs.

Le Luminex nous montre divers profils d’expression cytokiniques face aux culots

bactériens. Nous pouvons observer que Prevotella copri et Bacteroides eggerthii sont trés

immunostimulantes. Ces culots font exprimer trés fortement toutes les cytokines a part 1’'1L22

et ’IL17. On note que les bactéries choisies dans le phylum des Bacteroidetes et la
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Protéobactérie Suturella wadsworthensis semblent induire plus d’IL10 que de TNFa. lls
induisent aussi de I’IL6 en grande quantité qui est représentatif de la voie des Th17 s’il est
associ¢ a I’IL23 (comme Prevotella copri et Bacteroides eggerthii), par ailleurs s’il est
associé a la production d’IL1, il est plut6t représentatif de la phase aigie de I’inflammation
(comme Suturella wadsworthensis et peut étre Prevotella copri et Bacteroides eggerthii). 1l
est difficile de statuer sur ces deux bactéries largement immunostimulantes. D’autres parts
nous observons que Ruminococcus gnavus active fortement I’IL10 et le TNFa. La plupart des

autres bactéries ne produisent pas d’inductions spécifiques.

2.2) Selection des bactéries a etudier

Afin de décrire les bactéries induisant une forte production de cytokine, les résultats
obtenus par Luminex sont représentés sous la forme de heatmap a partir du logiciel R. Ce type
de représentation décrit de maniere quantitative la concentration de cytokine produite par les
PBMC suivant la stimulation de bactérie spécifique. L’ajout de dendrogrammes aux heatmap
permet d’évaluer les relations entre les productions de cytokines d’une part et les bactéries

d’autre part.

La heatmap présentée Figure 24 décrit la production de cytokine a la suite de la

stimulation de PBMC issus de donneurs sains.
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Figure 24: Représentation Heatmap de la production de cytokine induite par les culots

bactériens

Les cytokines ont été analysées par Luminex suite a la stimulation par les culots bactériens de PBMC issus de donneurs sains
(n=5) pendant 24h. A droite de la carte se trouvent les noms des bactéries, en bas les cytokines analysées. Le bleu va du clair
au foncé, le clair pour une faible expression et le foncé pour une forte expression. Le code couleur du nom des bactéries est :

vert pour le phylum des Bacteroidetes, bleu pour le phylum des Firmicutes et rouge pour le phylum des Proteobacteria.

Dans un premier temps les bactéries Prevotella copri et Bacteroides eggerthii sont
sélectionnées pour 1’étude en cytométrie car elles stimulent trés fortement la production de
toutes les cytokines hormis I’IL22 et I’IL17. De plus Ruminococcus gnavus est choisie car elle
semble avoir un profil pro-inflammatoire avec sa forte activation de 1’IL12p70 et du TNFa.
Ensuite Lachnospira pectinoschiza est sélectionnée car elle semble activer la plupart des
cytokines en moyenne intensité et représente une bactérie type. Roseburia, elle, va activer
I’IL6 et I’IL23 et pour finir Parabacteroides merdae induit beaucoup d’IL10 et pourrait avoir
un profil immunorégulateur. Ces résultats nous ont donc mené a tester les culots bactériens

Prevotella copri, Bacteroides eggerthii, Lachnospira pectinoschiza, Ruminococcus gnavus,
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Roseburia et Parabacteroides merdae afin d’effectuer une stimulation de PBMC et

d’observer quelles cellules sont impliquées dans la réponse.

Le Luminex nous a permis de faire un descriptif plus approfondi de la réaction des
PBMC totaux face aux culots bactériens, ils concordent avec les résultats ELISA. De maniere
globale les bactéries sont plus immunostimulantes qu’immun régulatrices. Dans le cas de
Prevotella copri et Bacteroides eggerthii I’activation doit étre tellement forte que toutes les
cellules relarguent leurs cytokines, on ne peut donc pas dissocier la réponse, ¢’est pourquoi il

est intéressant d’observer celle-ci en cytométrie en flux.

Chapitre 3 : Etude des populations cellulaires stimulées par

cytométrie en flux

Seuls les culots bactériens sont exploités, en effet les expressions cytokiniques suite a
la stimulation par les surnageants bactériens sont basses et n’indiquent pas de différences
remarquables. La stimulation bactérienne a été effectuée sur PBMC totaux pendant 6h et 18h.
Ce sont les culots de R gnavus, B eggerthii, P merdae, L pectinoschiza, Roseburia et P copri
qui sont testés. Dans un premier temps les populations de monocytes/macrophages identifiées
par les marqueurs HLA-DR et CD14 sont observées. La lecture se fait sur un CytoFlex. 6

donneurs de sang issus de I’EFS ont ét¢ testés, ce sont des donneurs différents a 6h et 18h.

3.1) Population monocytaire

Dans un premier temps, on observe sur la Figure 25 une diminution de la population
HLA-DR+/CD14+ lors d’une stimulation avec Ruminococcus gnavus et Prevotella copri. Il a
déja été constaté qu’une diminution de cette population se produisait suite a une inflammation
systémique (O. Y. Kim et al. 2010). Afin de confirmer ces résultats il faudrait refaire cette
étude en effectuant un dénombrement des cellules avant et aprés marquage. En effet cette
diminution de population peut étre due a une perte de cellules lors de la technique de

marquage.
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Figure 25 : Diminution de la population HLA-DR+/CD14+ lors de la stimulation par les culots
bactériens R gnavus et P copri.

La mesure est effectuée au CytoFlex sur n=6, analyse sur Kaluza et FlowJo. Test statistique ANOVA une voie (* P<0.05 ; **
P<0.01 ; *** P<0.001 ; **** P<0.0001)

3.2) Production de cytokines par les monocytes

Il est intéressant d’étudier I’expression de TNFa par les cellules. En effet les culots
bactériens vont activer la voie NF-kB en activant les TLR par leur LPS. Cette voie va induire
du TNFa qui est une cytokine pro-inflammatoire. On note que tous les culots bactériens testés
vont induire trés fortement le TNFa chez les HLA-DR+/CD14+ a 6h de stimulation, on
observe méme une expression légerement plus prononcée lors de la stimulation avec R
gnavus. B eggerthii et P merdae ont une production moins forte de TNFa (Figure 26 A). A
18h d’incubation R gnavus fait produire encore du TNFa, il y a aussi une trés légere

production par les cellules stimulées par P copri (Figure 26 B).
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Figure 26 : Production de TNFa. par les populations CD3-/HLA-DR+/CD14+

Les PBMC totaux (n=6) ont été stimulés par les culots bactériens pendant 6h et 18h. La mesure du pourcentage de cellule
exprimant le TNFa a été effectuée au CytoFlex. En (A) TNFa chez monocytes/macrophages CD14+a 6h. En (B) TNFa chez
les monocytes/macrophages CD14+ & 18h.Mesure effectuée sur le CytoFlex, analyse sur Kaluza et FlowJo.

Dans le panel de couleur de cytométrie nous observons aussi I’IL10 qui est une
cytokine immunorégulatrice possedant plusieurs effets dont celui de réguler les cytokines pro-

inflammatoire. L’IL10 n’est pas ou tres peu observée lors de la stimulation.

L’étude sur les lymphocytes n’a montrée aucune information relevante. En effet les LT
doivent étre activés par les cellules présentatrices d’antigenes, cette réaction n’a sans doute

pas le temps de se faire dans les conditions expérimentales.
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Partie V - Discussion et

perspectives
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L’objectif de 1’étude était d’évaluer I’effet des différents membres du microbiote
intestinal humain sur le systeme immunitaire et particuliérement d’identifier les bactéries
induisant un profil pro-inflammatoire ou immunorégulateur. Pour ce faire nous avons exploré
120 bactéries issues d’une part des bibliotheques ATCC et DSMZ et d’autre part d’un
microbiote humain sain. Ces bactéries ont été prélevées, isolées et identifiees par le
laboratoire Micalis. Pour des raisons de praticabilité et de colt nous avons pris le parti de faire
une sélection en entonnoir des micro-organismes pour lesquels 1’exploration des profils
inflammatoires sera effectuée. D’autre part nous avons choisi un systéme simplifié qui
consiste en la mise en contact des culots et surnageants bactériens avec des PBMC de
donneurs sains. Ces cellules sont choisies pour observer la réponse immunitaire dans sa

globalité avec les interactions qu’il peut y avoir entre les différents groupes cellulaires.

Nous avons ainsi observé que la plupart des culots bactériens induisent une forte
production de TNFa, surtout chez les Firmicutes. Cette production est moins importante chez
les Bacteroidetes. Les culots induisent aussi une forte production d’IL10, celle-ci est plus
importante chez les Bacteroidetes et plus faible chez les Firmicutes. On observe trés peu

d’induction par les surnageants bactériens.

La production d’IL17 et d’IL22 n’est pas observée, le temps de stimulation est peut-
étre trop court pour permettre aux Th17 de se différencier et/ou de s’exprimer. D longicatena,
S wadsworthensis, P copri et B eggerthii font produire des cytokines de 1’inflammation aigiie
comme I’IL6 et ’IL1P. De plus P copri et B eggerthii font aussi produire beaucoup d’1L23,
associée a I’'IL6 ceci peut théoriquement induire la différenciation des lymphocytes T CD4 en
Th17. Ces deux bactéries ainsi que R gnavus induisent de I’'TL12p70 qui est classiquement une
cytokine Thl. P copri et B eggerthii font produire beaucoup de cytokines de facon tres forte,

la production n’est peut-étre pas spécifique.

En cytométrie nous observons une diminution de la population des monocytes lors de
la stimulation pendant 6h avec R gnavus et P copri, ceci est signe d’une inflammation
systémique (O. Y. Kim et al. 2010). Nous observons aussi que toutes les bactéries font
exprimer du TNFa par les monocytes a 6h et que R gnavus est la seule & poursuivre cette
induction a 18h de stimulation. R gnavus semble apparaitre comme étant une bactérie

particulierement pro-inflammatoire.
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Chapitre 1 : Les surnageants induisent peu la production de

cytokines

Nous avons observé que les surnageants bactériens induisent une tres faible production
de cytokines par rapport a I’effet des culots. Cela pourrait s’expliquer par une abondance plus
faible en PAMPs dans les surnageants par rapport aux culots bactériens ; ces molécules
stimulant les TLR, NOD et autres récepteurs de I’immunité innées présents sur les cellules
immunitaires des PBMC et ainsi activant les voies de ’inflammation dont NF-kB, aboutissant

a la production de cytokines.

L’induction de I’IL10, bien que plus faible qu’en cas de stimulation avec les culots
bactériens était tout de méme présente aprés stimulation avec certains surnageants de
Bacteroidetes et de Proteobacteria. Ces résultats nous apprennent aussi que les métabolites
microbiens, produits lors de la croissance bactérienne et présents dans le surnageant, ne sont
probablement pas impliqué seul dans 1’activation des cellules immunes. Cela n’exclut pas la
possibilité que ces métabolites modulent la réponse immune, ce qui pourrait étre exploré en
co-traitant des cellules immunitaires avec des stimulants chimiques définis (comme des
agonistes de TLR par exemple) en présence ou absence de surnageant bactérien. D’autre part,
une stimulation a concentration plus élevée ou sur une durée plus longue pourraient aussi étre
envisagée. Les surnageants bactériens sont constitués du milieu de culture bactérienne qui ne
posséde pas les mémes apports que le milieu de culture cellulaire, au-dela de 10% cela
devient néfaste pour la culture des PBMC et la réponse pourrait étre due a la toxicité du
milieu. Une solution pourrait étre de purifier différent composant du surnageant par des

méthodes biochimiques avant de tester leurs effets.

Ces pistes n’ont pu étre poursuivies dans le cadre de la présente étude et la suite des

travaux se sont concentré sur les culots bactériens.

Dans la littérature, le surnageant de certaines bactéries ont pourtant montré des effets
sur des cellules immunitaires. C’est le cas du surnageant de Bifidobacterium breve CNCM |-
4035 (Bermudez-Brito et al. 2013a). Cependant les effets de celui-ci ont été testés sur des
cellules dendritiques apparentées aux cellules dendritiques intestinales. En effet celles-ci n’ont
pas les mémes propriétes face aux bacteries que les cellules circulantes. Dans cette étude, les

auteurs ont testé le surnageant de culture bactérienne en co-culture avec une bactérie
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immunostimulante : Salmonella enterica serovar Typhi CECT 725. Cette bactérie seule induit
la production de cytokines pro-inflammatoires (IL12p70, 1L12p40, IL6, IL1p et IL8). La co-
culture de S typhi et du surnageant de B breve induit une production beaucoup moins
importante de ces cytokines. D’autre part, cette co-culture augmente la production d’IL10.
Ces effets sont médiés uniquement par le surnageant, en effet, lorsque les auteurs co-incubent
S Typhi et B breve, il y a une augmentation de la production des cytokines pro-inflammatoires
(Bermudez-Brito et al. 2013b). Dans une autre étude, le groupe de Tsilingiri a utilisé des
explants de muqueuse afin d’améliorer les conditions d’analyse des probiotiques et post
biotiques (molécules produites par les probiotiques se retrouvant dans les surnageants de
culture). Ici aussi I’effet des surnageants bactériens est évalué en présence de S typhi afin de
rechercher la diminution de la réponse inflammatoire (Tsilingiri et al. 2012). Lorsque les
auteurs mettent seulement S typhi en culture avec ce systeme, ils observent une augmentation
de la production de TNFo. Cette production est diminuée lors de la co-culture avec le
surnageant de L paracasei. De plus il est constaté que le surnageant ne fait pas diminuer la
production d’IL10 que S typhi induit seule. Le surnagent de culture de L paracasei possede

donc des propriétés immunorégulatrices.

Il serait intéressant de tester une approche similaire dans notre projet et d’évaluer
I’effet des surnageant en présence d’un autre stimulus (comme une bactérie pro

inflammatoire).

Chapitre 2 : Les culots bactériens étudiés possedent des profils

variés

2.1) Les Bacteroidetes

Le phylum des Bacteroidetes est composé de bactéries Gram négatives. Il a été montré
que ce phylum était diminué dans le microbiote des personnes obéses alors que celui des
Firmicutes était augmenté (Ley et al. 2006). Avec une induction forte d’IL10 et faible de
TNFa, les bactéries composant ce phylum possedent un profil immunorégulateur. Dans notre

étude nous avons etudié trois membres de ce phylum : B eggerthii, P merdae et P copri.
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B eggerthii et P copri ont un profil particulierement pro-inflammatoire, elles activent
la production de toutes les cytokines étudiées ou presque. Leur activation fait produire des

cytokines de la phase aigiie de I’inflammation et semblent indiquer 1’activation des Th17.

Le role de B eggerthii a été abordé dans le cadre d’une étude sur la protéine PGRPs
(Peptido Glycan Recognition Proteins) qui est une famille de protéines parmi celles de
I’immunité innée régulant le microbiote de 1’hote. Cette protéine participe au maintien de la
flore intestinale et protége I’hote d’une colite induite par Dextran-Sodium-Sulfate (DSS). Les
souris mutées pour ce gene possédent une flore intestinale avec une activité pro-inflammatoire
qui induit fortement la production d’IFNy. La protéine PGRP contribue au maintien de la
tolérance intestinale face a une inflammation excessive (Saha et al. 2010). Les souris mutées
pour ce géne ont une augmentation de 1’abondance de B eggerthii dans leurs microbiotes.
Cette bactérie augmente la susceptibilité a la colite induite par le DSS (Dziarski et al. 2016).

Nos donneées confirment donc le caractere pro-inflammatoire de B eggerthii.

P copri est une bactérie anaérobie. Dans le cas la polyarthrite rhumatoide, maladie
auto immune chronique, une augmentation de 1’abondance de P copri a été observée au
détriment du genre Bacteroides. Il a été montré que des souris gavées par P copri avaient une
sensibilité augmentée a la colite au DSS. L’hypothése avancée par Scher et al est que cette
bactérie tire parti d’un environnement pro-inflammatoire et va exacerber I’inflammation
(Scher et al. 2013). Nos résultats ELISA et Luminex confirment le profil pro-inflammatoire

de cette bactérie.

P merdae est une bactérie anaérobie. Elle est plus présente dans le microbiote des
patients ayant une hypertension artérielle (Yan et al. 2017). C’est un pathogeéne opportuniste.
Cette bactérie semble plutét posseder un profil immunorégulateur dans notre étude avec

I’induction d’une production importante d’IL10 qui semble contredire la littérature.

Haller et al ont montrés que les bactéries non pathogénes Gram négatives induisaient
préférentiellement la production d’IL10 par les cellules de I'immunité (Haller et al. 2000).
Ceci a été majoritairement observé dans nos résultats. Par ailleurs, les bactéries les plus
immunogénes de notre étude font partie de ce phylum et induisent la production de toutes les

cytokines étudiées.
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2.2) Les Firmicutes

Les Firmicutes sont des bactéries Gram positives. C’est le phylum le plus abondant
dans le microbiote intestinal (Qin et al. 2010), il est majoritairement composé de bactéries
appartenant aux Clostridia du groupe XIVa et du groupe IV tel que Ruminococcus et
Faecalibacterium. Ici nous étudions de maniére plus approfondie les trois bactéries suivantes :

R gnavus, L pectinoschiza et Roseburia.

R gnavus est une bactérie anaérobie. L’abondance de cette bactérie est fortement
augmentée dans les cas de Spa (spondylarthrite) associées aux MICI. Lors de cette étude il a
été mis en évidence que R gnavus pouvait étre impliqué dans I’activité de la maladie, de plus
elle contribue au lien entre la Spa et la MICI (Breban et al. 2017). R gnavus possede un profil
pro-inflammatoire, elle induit une forte production de TNFa par les HLA-DR+/CD14+ a 6h
et c’est la seule qui exerce encore une activation a 18h, suggérant un maintien de

I’inflammation plus fort que les autres bactéries dans le temps.

Satokari a observé une augmentation de L pectinoschiza en séquencant le microbiote
de patient ayant recu une transplantation fécale. D’apreés cette étude, L pectinoschiza aurait un
réle immunorégulateur (Satokari et al. 2014). Nous avons montré précédemment que cette
bactérie induit une plus forte productiond’IL10 que les autres bactéries. Cette observation est

en accord avec les résultats de Satokari.

Nous avons testé une bactérie identifiée comme appartenant au genre Roseburia. Ce
genre bactérien de la classe Clostridium XIVa semble jouer un rdle important dans
I’homéostasie intestinale (Neyrinck et al. 2012). Lors de I’administration de chitin-glucan
(CG) a des souris obeses ayant un régime fort en graisse, Neyrinck a montré une régulation du
microbiote et du métabolisme du glucose et des lipides. Lors de notre étude, la séquence qui a
été amplifiée est commune a plusieurs bactéries et ne nous a pas permis de déterminer
I’espéce avec précision. Les résultats obtenus permettent d’observer que cette bactérie
n’influence que trés peu la production de cytokine. Cette bactérie productrice de butyrate est
donc non immunogene. Ce paramétre peut la rendre intéressante dans le cadre de

I’administration de probiotique.

Haller et al ont montres que les bactéries non pathogenes Gram positives induisaient

préférentiellement de I’'IFNy et de I’'IL12 sur les PBMC. Nous avons obtenu des resultats
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identiques pour R gnavus. Ceci n’est toutefois pas observé avec L pectinoschiza et Roseburia
spp. Ces bactéries induisent la production d’IL10 mais pas la production d’IL12. Elles
induisent également moins d’IFNy que les autres. Les résultats obtenus pour L pectinoschiza

et Roseburia spp suggérent donc des profils immunorégulateur.

Chapitre 3 : Questions et perspectives

3.1) Nouvelles pistes d’analyse

Nous avons choisi comme contréle positif de stimuler les PBMC avec de la PMA
ionomycine. Cependant, ce couple active tres fortement les cellules et de facon non
spécifique. Un choix plus judicieux pourrait étre d’utiliser une bactérie connue comme étant

pro-inflammatoire comme Escherichia coli (Hedges, Svensson, et Svanborg 1992).

Au cours de I’étude en cytométrie, la production d’IL10 par les Lymphocyte T
FoxP3+ n’est pas observée comme lors de I’induction des lymphocytes par B fragilis via les
PSA (Round et Mazmanian 2010). On peut également remarquer que 1’IL22 et I’IL17 ne sont
pas observees. La durée de stimulation peut étre allongée. En effet, il a été testé une durée de
6h de stimulation, durée usuelle dans la littérature. L’équipe de Roock a stimulé les PBMC
pendant 6 jours pour observer la différenciation des LTreg. A la fin de cette stimulation, les
auteurs ont observés différents pourcentages de cette population selon les bactéries utilisées
pour I’induction (Roock et al. 2011). Nous aurions également pu inclure dans 1’étude une
costimulation avec un anti-CD28. En effet, les LTap et les cellules issues de leurs
différenciations (90-95% des LT) nécessitent deux signaux pour produire des cytokines ou
devenir des cellules effectrices. Le premier signal consiste en 1’activation du TCR avec une
reconnaissance de 1’antigene associé. Le deuxieme signal correspond a la costimulation par
I’intermédiaire du CD28 (Laird et al. 2013). Ainsi en incluant un anti-CD28 lors de notre
stimulation, celle-ci sera tout de méme spécifique des antigenes testés mais sera induite de

maniere plus forte.

En complément de ’analyse par cytométrie avec les PBMC totaux, un autre type de
démarche pourrait étre développé pour analyser les populations répondants aux bactéries. En
effet, les réponses individuelles de chaque population cellulaire permettraient d’obtenir une

description plus fine. Cependant, ne considérer que les réponses individuelles n’est pas
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suffisant. Suite a une stimulation bactérienne de CD4+, CD8+ et CD19+ purifiés, Haller n’a
pas observé de production de cytokine mais a tout de méme rapporté une activité de
prolifération. Haller a également précisé que les NK ont besoin de I’activation médiée par les
macrophages pour répondre aux bactéries (Haller et al. 2000). Cette étude souligne le besoin
de Dinteraction entre les différentes cellules constituant 1’immunité pour observer une

réponse.

Comme vus précédemment, la stimulation des cellules dendritiques (DC) seules
pourraient é&tre un moyen d’analyse envisageable. L’interaction entre les bactéries
commensales et les DC est trés importante pour comprendre comment le systeme immunitaire
intestinal est capable de distinguer les bactéries commensales des bactéries pathogenes et
d’induire une réponse tolérogéne. La réponse face a ces bactéries est induite dans un premier
temps par les PRR qui vont lier les PAMP. Cette liaison va activer les CPA, initier le
relargage de cytokines et induire la réponse immunitaire adaptative. Les DC mucosales n’ont
pas les mémes propriétés que les DC circulantes (Kelsall et Rescigno 2004) (lliev et al. 2009),
c’est pourquoi il faut un modéle particulier. Bermudez-Brito et al. utilisent un modele
cellulaire a partir de CD34+ issues de sang de cordon ombilical. Les DC utilisées en test in
vitro sont soit des DC dérivées de monocytes, soit des DC issues de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) CD34+. D’aprés 1’équipe de Bermudez-Brito, ces DC sont similaires
aux DC de la lamina propria intestinale qui capturent les antigenes présents (Bermudez-Brito
et al. 2013b). Cependant, 1’é¢tude menée par Syme indique que les DC issues de monocytes et
celles issues de CSH ont les mémes propriétés (Syme et al. 2005). Les PBMC utilisés ici
proviennent du sang circulant. A I’instar des DC, leurs propriétés peuvent différer des PBMC

de la lamina propria intestinale.

Dans notre étude, I’interaction des bactéries composant le microbiote intestinal avec le
systeme immunitaire est analysé en les mettant directement en contact. Ce n’est pas
représentatif de ce qui se passe in vivo. En effet, la barriére de mucus de I’intestin empéche le
contact direct entre le microbiote et les cellules de I’'immunité se trouvant dans la lamina
propria. Idéalement, les cellules utilisées dans ce genre de test devraient provenir de cellules
intestinales de sujets sains. Le modéle d’explant de muqueuse pourrait étre une piste
intéressante pour mimer les conditions intestinales. Dans I’étude de Tsilingiri et al. , un
explant est obtenu a partir de la découpe d’un morceau d’une couche de muqueuse intestinale
saine. L’explant est ensuite collé dans un cylindre en métal (Figure 27). Le systeme est mis en

culture dans un insert puis stimulé avec des bactéries seules ou des bactéries additionnées de
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surnageants bactériens. Afin d’imiter les conditions naturelles, les auteurs ont trouvé un
moyen de maintenir la polarité du coté apical vers le coté basolatérale du tissu au cours de la

stimulation.

Luminal QA
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&
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Figure 27 : Schéma de la mise en place du systéeme de I’équipe de Tsilingiri.(Tsilingiri et al. 2012)

D’une maniére plus accessible, il est possible de mimer la barriére intestinale sans
dépendre de prélevement de sujets sains. Pour ce faire Monteiro-Sepulveda et al. ont construit
un modele dans le but d’observer la sensibilité des LT issus de la lamina propria de patients
obeses face a I’insuline. Ce modéle consiste en le fait d’avoir mis en culture des entérocytes
Caco-2/TC7 sur des filtres Transwell et dans le fond du puits, ils ont placé les CD3+ issus des
patients. Ensuite ils ont pu lancer une stimulation avec de I’insuline puis ils ont observés le
relargage de cytokine dans le milieu par multiplex (Monteiro-Sepulveda et al. 2015). Ce
modele pourrait étre adapté a notre situation afin de mimer la barriére épithéliale intestinale :
nous pourrions mettre les Caco-2/TC7 en apicale et les PBMC en basolatérale, puis lancer la
stimulation avec les bactéries en apicale. Nous pourrions récupérer les surnageants en

basolatérale et observer la production de cytokines (Figure 28).
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Py = Entérocytes Caco-2/TC7
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Figure 28 : lllustration du modeéle de costimulation Caco-2/TC7 et PBMC
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3.2) Perspectives de nos resultats

Dans cette etude nous avons montré que L pectinoschiza possédait un profil
immunorégulateur, cette bactérie pourrait potentiellement étre utilisée comme probiotique en
prévention des maladies inflammatoires comme les MICI. Une prochaine étape pourrait étre

de tester cette bactérie en modeéle murins de colite.

D’autre part il est intéressant de souligner que la bactérie du genre Roseburia que nous
avons testé ne semble pas avoir d’effet pro-inflammatoire. En effet ce genre étant connu pour
sa production de butyrate, elle est tres intéressante pour les cellules épithéliales intestinales.

La production de butyrate étant bénéfique pour I’intestin (Figure 29).
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Figure 29 : Impact du butyrate sur I’épithélium intestinal et le systeme immunitaire
Le butyrate agit en tant qu’inhibiteur des histones désacétylase (HDAC), ce qui permet ’expression de génes impliqués dans

la survie cellulaire et la cohésion intercellulaire. Le butyrate permet également la génération et le maintien de lymphocytes T
régulateurs (Treg) au niveau de D’intestin. Les Treg vont secréter des cytokines suppressives garantes du maintien de la
tolérance vis-a-vis de la flore intestinale. Si I’apport de butyrate décroit, I’intégrité de 1’épithélium est affectée, du fait de
I’augmentation de la mort cellulaire, de la perte des jonctions serrées et de celle des lymphocytes Treg. Ainsi, la diminution
du butyrate augmentera la perméabilité intestinale et favorisera donc la translocation des bactéries dans la lamina propria. Les
lymphocytes pourront alors s’activer et se différencier en cellules effectrices pathogéniques (Teff), conduisant a
I’établissement d’une inflammation qui peut mener a la rupture de la tolérance vis-a-vis du microbiote et a une inflammation

chronique. (https://www.medecinesciences.org/en/articles/medsci/full_html/2017/08/medsci20173310p862/F1.html)

R gnavus et B eggerthii sont des bactéries pro-inflammatoires. R gnavus est déja reliée
a des pathologies inflammatoires comme la SpA et la maladie de Crohn. 1l serait intéressant

84



de voir s’il y a une corrélation avec la présence de B eggerthii et le déclenchement de

certaines maladies.

Connaitre 1’identité des bactéries immunorégulatrices permet de trouver de nouvelles
pistes pour les probiotiques mais aussi cela permet d’identifier 1a ou les molécules produites
par la bactérie qui joue un role dans la régulation de I’inflammation. Par exemple il a été
observé qu’une diminution de F prausnitzii semble étre un facteur prédictif de la récidive de
la maladie de Crohn et des poussés de la rectocolite hemorragique. En étudiant la voie
d’activation des cellules de I’'immunité induite par cette bactérie Quévrain et al. ont pu
identifier la protéine MAM (Microbial Anti-inflammatory Molecule) qui est sécrété par F

prausnitzii et qui porte une partie de I’activité immunorégulatrice (Quévrain et al. 2016).

Identifier les bactéries pro-inflammatoires présentes dans certaines maladies permet
d’identifier des mécanismes déclencheurs mais aussi cela peut permettre d’imaginer des
thérapies antibactériennes ciblées. De plus nous savons que I’homéostasie intestinale est due a
I’équilibre du microbiote, il est donc possible de rééquilibrer la balance en administrant des

bactéries bénéfiques.

En conclusion, nous avons analysé les effets d’un grand nombre de culots et
surnageants bactériens. Les bactéries testées ont des effets différents sur la réponse immune
telle que nous 1’avons analysé. Les résultats obtenus ont pour la plupart une portée immédiate

limitée, mais ils permettent d’ouvrir de nouvelles voies d’explorations.
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RESUME

Le microbiote intestinal est considéré comme un nouvel organe, le nombre de gene du
microbiote représente 150 fois le génome humain. Cette vaste communauté possede des
implications sur 1’hdte, que ce soit biologique ou métabolique. Il a été montré que le
microbiote intestinal se développe principalement durant les trois premieres années de la vie,
et que ce développement est lié a celui du systéme immunitaire. Les effets du microbiote sont,
en cas de normobiose, avantageux pour 1’hote. Toutefois il arrive que certains perturbateurs
environnementaux ou génétiques entrainent un déséquilibre entre les populations, ce que 1’on
appelle une dysbiose. Ce déséquilibre a été observé dans plusieurs pathologies comme les
maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin (MICI) ainsi qu’au cours de syndromes
métaboliques. Différentes techniques sont utilisées afin d’améliorer le microbiote comme
I’'usage de prébiotiques, de probiotiques ou encore la transplantation du microbiote fécale
(TMF). Cependant chaque bactérie peut posséder des compétences propres a elle-méme,
bénéfiques ou négatives pour I’héte. Il est donc intéressant d’effectuer un descriptif des
bactéries du microbiote afin d’identifier des bactéries immunomodulatrices.

Ici nous partons d’une communauté de 120 bactéries a partir desquels nous effectuons
un échantillonnage d’abords génétique, puis par des tests immunologiques. Ainsi nous
sélectionnons quelques bactéries qui seront utilisées afin de stimuler des cellules sanguines et
d’observer par cytométrie en flux leurs capacités immunomodulatrices.

En conclusion il y a un nombre important de bactéries du microbiote qui n’induisent
pas de profil immunologique particulier. Les bactéries choisies font partie du microbiote
humain sain, R gnavus induit une réponse inflammatoire importante alors que d’autres comme
Roseburia semble induire aucune réponse, pour finir L pectinoschiza semble induire une
réponse régulatrice.

MOTS-CLES : Microbiote, échantillonnage, immunologie, modulateur, pro-inflammatoire,
immunorégulateur
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