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RESUME

Les objectifs de ce projet étaient d'identifier les propriétés immunomodulatrices de
produits obtenus par la fermentation du lactosérum a 1’aide de souches sélectionnées de
Lactobacillus kefiranofaciens développées par la compagnie Technologies BiolActis Inc.
Différentes préparations d'une matrice protéique malléable (MPM), contenant des substances
solubles et des bactéries ont été générées par fermentation et leurs effets sur les macrophages
et les cellules épithéliales intestinales ont été évalués in vitro par analyse de la production de
cytokines inflammatoires ainsi que l'étude des voies de signalisation intracellulaire
impliquées. Nous avons aussi vérifié ’efficacité anti-inflammatoire in vivo des MPMs et de
la souche bactérienne lors de colites expérimentales aigues chez des animaux afin d’identifier
les cytokines et cellules suppressives impliquées. Des groupes de souris ont été traitées
simultanément ou de fagon préventive avec des produits choisis afin d’en vérifier les effets
anti-inflammatoires lors de I’induction de la colite expérimentale par le sulfate de dextran. De
nombreux parametres biologiques et immunologiques ont été évalués, tels que le poids, le
taux d’hématocrite, la densité du c6lon, les niveaux de production de cytokines par des tests
ELISA ou par RT-PCR en temps réel ainsi que plusieurs immunomarquages des diverses
populations lymphocytaires dans les tissus intestinaux analysés par cytofluorométrie. Les
résultats obtenus in vitro indiquent que les produits de fermentation du lactosérum modulent
la production de cytokines macrophagiques pro-inflammatoires et anti-inflammatoires.
Certains produits de fermentation augmentent la production de 1'lL.-6 induite par le PEP ou
diminuent la production de la PGE2 sans affecter significativement la production de I'IL-10.
Ces produits exercent leurs effets surtout par I'activation des voies dépendant des MAPK p38
et ERK1/2 ainsi que de la COX-2. La souche bactérienne R2C2 induit aussi bien la
production d'TL-6 que celle de I'IL-10 chez les macrophages. Tous les produits de
fermentation ont diminué la production de la chimiokine IT1.-8 par les cellules épithéliales
intestinales impliquées dans l’induction de la réponse inflammatoire. Lors de la colite
expérimentale induite par le DSS, l'administration simultanée de MPM a corrigé la perte de
poids des animaux et rétablit la perte de lymphocytes B dans les tissus épithéliaux.
L’utilisation préventive du MPM et de la bactérie R2C2 a empéché I’anémie induite par le
DSS mais a aggravé la perte de poids et I’inflammation du c6lon malgré la production accrue
d’IL-10 et la stimulation de lymphocytes T suppresseurs. Ces effets ont été accompagnés de
I’activation d’une nouvelle classe de lymphocytes, les Th17. Les effets anti-inflammatoires
semblent plus intéressants lors d’une utilisation simultanée, suggérant la prise de ces produits
lors de troubles gastro-intestinaux légers. D’autre part, les modifications dans les conditions
de production pourraient expliquer les différences observées dans [’efficacité anti-
inflammatoire des produits.

Mots clés: Colite, DSS, Inflammation, Intestin, Lactobacilles, Lactobacillus kefiranofaciens,
Lactosérum, IL-6, IL-10, IL-17, IL-23, Macrophages, PGE-2, TNF-a.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires intestinales prennent de plus en plus d'importance et leur
contrdle nécessite une médication immunosuppressive qui peut entrainer des problémes a
long terme. La recherche de souches de lactobacilles pouvant moduler les déséquilibres
inflammatoires de l'intestin est une avenue prometteuse tout en assurant une quasi-absence
d'effets secondaires. La revue de littérature supportant la recherche effectuée dans le cadre de
ce mémoire va mettre en lumiére les structures intestinales ainsi que les mécanismes
impliquées dans l'équilibre tolérance-réponse inflammatoire induit par la flore microbienne et
les lactobacilles. Elle va aussi mettre un accent particulier sur les propriétés des bactéries
dites 'probiotiques' dans le but d'introduire les matrices protéiques malléables dérivées de la
fermentation du lactosérum par une souche de Lactobacillus kefiranofaciens produite par

l'entreprise Les Technologies BiolActis Inc.

1.1 L'intestin: son anatomie et ses fonctions

L'intestin constitue la partie du tube digestif qui va de l'estomac a ’orifice anal. Il est
généralement divisé en deux parties : l'intestin gréle ou petit intestin et le gros intestin, appelé
également colon. L'intestin gréle constitue le principal organe de la digestion. Il mesure
environ 6 m et il est segmenté en trois parties : le duodénum, le jéjunum et l'iléum. Ces
segments intestinaux ne possedent pas tous la méme structure au niveau de leur muqueuse

(Gosling, 2003; Eckert ef al., 1999).

1.1.1  L'intestin gréle

Le duodénum est le seul segment fixe de I’intestin gréle, il permet la jonction entre
’estomac et I’intestin gréle. Sa membrane est plus épaisse et plus résistante a l’acidité
(Gosling, 2003; Eckert et al., 1999). Le jéjunum est situé entre le duodénum et l'iléum. Ce

segment contient le plus d’enzymes digestives de toutes sortes au niveau de la membrane de



la bordure en brosse des microvillosités, la majeure partie de la digestion enzymatique s’y
effectuent (Gray ef al., 1995). L'iléum est la troisiéme et plus longue partie de l'intestin gréle
et la majorité de 1'absorption des nutriments importants y a lieu (Gosling, 2003; Eckert et al.,

1999, Gray et al., 1995).

Le role de l'intestin gréle est de terminer la digestion et d'absorber les nutriments. Les
parois internes de l'intestin gréle sont couvertes de plis circulaires, de villosités intestinales et
de microvillosités (Eckert et al., 1999, Gray et al.,, 1995). La muqueuse présente aussi des
villosités intestinales plus petites. Au centre de chaque villosité nous retrouvons des
capillaires sanguins et des capillaires lymphatiques appelés vaisseaux chyliféres. Les
nutriments vont pénétrer dans les vaisseaux sanguins et les vaisseaux chyliferes. Les
microvillosités sont de minuscules structures en forme de saillie, constituées par la membrane
cytoplasmique des cellules épithéliales. Elles augmentent la surface d'absorption et possédent
plusieurs enzymes permettant la digestion des sucres et des protéines (Gosling, 2003; Gray ef

al., 1995).

Les glandes de Lieberkiihn, sont des glandes de forme tubulaire présentes a la surface de
la muqueuse de l'intestin gréle. Elles sécrétent un suc intestinal constitué d’un mélange d'eau
et de mucus. Il sert a solubiliser et & transporter les nutriments pour ainsi faciliter leur
absorption. Au fond des cryptes, preés des glandes de Lieberkiihn, se trouvent les cellules de
Paneth qui libérent des lysozymes et une variété d'enzymes défensives. Ces enzymes
protégent l'intestin gréle contre 1’agression constante par les bactéries intestinales. La plupart
des enzymes digestives produites au niveau de [’intestin restent accrochées aux cellules
épithéliales de la membrane a bordure en brosse (Gosling, 2003; Eckert et al., 1999, Gray et
al., 1995).

Le tissu intestinal est divisé en 4 couches, qui sont de l'intérieur vers l'extérieur : la
muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse ou adventice. La couche de cellules
épithéliales de la muqueuse est renouvelée environ tous les 5 jours. La couche muqueuse
repose sur la muscularis mucosae, elle comprend 1’épithélium et la lamina propria. Ce tissu

contient des follicules lymphatiques individuels et des follicules lymphatiques agrégés qui



portent le nom de plaques de Peyer, ainsi que plusieurs vaisseaux et glandes. La couche
musculeuse est divisée en couche musculeuse longitudinale externe, qui permet la
progression du chyme, et en couche circulaire interne, qui permet d'augmenter la surface

d'échange (Gosling, 2003; Eckert et al., 1999, Gray et al., 1995).

1.1.2 Lecélon

Le cblon, ou gros intestin, constitue la derniere partie de l'intestin et il sert
essentiellement & absorber l'eau et les électrolytes. La flore bactérienne qui s’y trouve
effectue la digestion finale qui résulte en I’obtention de selles et de gaz qui seront ensuite
¢éliminés. Le cdlon est divisé en quatre sections : le c6lon droit (ascendant), le célon
transverse, le c6lon gauche (descendant) et le colon sigmoide qui aboutit au rectum (Gosling,

2003; Eckert et al., 1999, Gray et al., 1995).

Le role du cdlon est d’absorber 1’eau et d'élaborer les matieres fécales a partir des
résidus alimentaires et des bactéries présentes dans le c6lon. Contrairement a l'intestin gréle,
la muqueuse intestinale colique ne comporte pas de villosités, mais uniquement des
invaginations profondes appelées cryptes. La muqueuse du cdlon est constituée d'un
épithélium pavimenteux et les cryptes sont en majorité constituées de cellules caliciformes.
Ces cellules sécretent un mucus qui permet de maintenir la muqueuse lubrifiée afin que les
selles puissent bien glisser vers le rectum. En plus des cellules caliciformes, sur les parois des
cryptes, on trouve les cellules épithéliales qui absorbent I'eau et les électrolytes au niveau de

la membrane & bordure en brosse (Gosling, 2003; Eckert et al., 1999, Gray et al., 1995).

Le gros intestin est caractérisé par la présence d’une importante flore bactérienne qui
permet la dégradation des résidus alimentaires non digestibles. Les mécanismes de
putréfaction et de fermentation permettent cette dégradation finale. Ils impliquent des micro-
organismes comme les bactéries et les levures, souvent anaérobiques, ainsi que plusieurs
enzymes de type anaérobie (Gosling, 2003). La muqueuse colique est semblable a celle de
l'intestin gréle. Cependant, il n’y a pas de cellules de Paneth et les cellules caliciformes sont

plus nombreuses. Les glandes de Lieberkiihn sont toujours présentes, mais les villosités



intestinales sont absentes. En comparaison avec les entérocytes de l’intestin gréle, ceux
présents dans le cdlon possédent aussi une membrane a bordure en brosse a leur apex, mais
elle posséde moins d’enzymes et sa variété enzymatique est beaucoup moins compléte, ce qui
explique son role restreint dans la digestion et 1'absorption des substances nutritives (Gosling,

2003; Eckert et al., 1999, Gray ef al., 1995).

1.1.3  Caractéristiques et fonctions de la barriere intestinale

Le petit et le gros intestin possedent de puissants mécanismes de réparation et de défense
de sa muqueuse. Les composants de cette barriére muqueuse intestinale incluent les
sécrétions luminales (le mucus), les cellules épithéliales intestinales ainsi que plusieurs autres
cellules immunes spécialisées. L'épithélium intestinal constitue la couche de cellules qui
recouvre les villosités et qui fait la liaison entre la lumiére intestinale et l'intérieur de
l'organisme. 1l empéche les solutés indésirables, les microorganismes et les antigénes
luminaux d'entrer dans la circulation systémique (Watson et al, 2005; Clayburgh et al.,
2004). Une dérégulation de la fonction de réabsorption, lors d'une infection bactérienne par
exemple, entralne l'apparition de diarthées. L'épithélium intestinal est directement affecté
dans les cas des maladies inflammatoires intestinales (MII) et les cellules qui le composent
sont impliquées dans les processus d'initiation, de développement, de maintien, de

rétablissement ou d'aggravation de la maladie (Watson ez al., 2005; Clayburgh et al., 2004).

L'épithélium est constitué d'entérocytes absorbants (Bjerknes et al., 2005), des cellules
caliciformes ou a Gobelet responsables de l'assemblage des mucines et de ‘trefoil peptide’
nécessaires pour la croissance et la réparation de l'épithélium (Shaoul et al., 2004), des
cellules entéro-endocrines ou sécrétrices d’hormones (Strader ef al., 2005) et des cellules de
Paneth qui sécrétent des cryptidines et défensines antimicrobiennes ainsi que des facteurs de
croissance et des enzymes digestives (Wehkamp et al, 2005). Cet épithélium est aussi
parsemé de lymphocytes et est en association avec plusieurs autres cellules immunes ainsi
que certaines cellules et structures spécialisées dans la défense de l'organisme au niveau de
l'intestin, soit les cellules M, les plaques de Peyer ainsi que les lymphocytes et autres cellules

immunes de la lamina propria. La barriere intestinale qui protége 1’héte contre des agents



pathogénes ou des antigénes indésirables est composée d’une couche de mucus, de
I’épithélium, de la lamina propria qui est le site principal des cellules du systéme
immunitaire, ainsi que de vaisseaux, de I’innervation et des cellules musculaires lisses

permettant le péristaltisme intestinal (revue dans Van Gossum, 2007).

1.1.4 Le systéme immunitaire intestinal

Les cellules de [’épithélium intestinal, en collaboration étroite avec le contenu
intraluminal, jouent un réle crucial dans la stimulation et la modulation du systéme
immunitaire inné et adaptatif (Pickard et al. 2004). L’activation du systéme immunitaire inné
est basée sur la reconnaissance de composants moléculaires bactériens par des récepteurs
spécifiques, dont entre autres les récepteurs qualifiés de Toll-like receptors (TLR) et ceux de
la famille des molécules avec un domaine NOD (Nucleotide-binding oligomerization
domain). La reconnaissance de composés bactériens par ces récepteurs va entrainer une
réaction en chaine treés complexe activant des facteurs de transcription, comme le NF-kB, qui
stimulent la transcription de génes codant pour la synthése des cytokines pro- et anti-

inflammatoires (revue dans Van Gossum, 2007).

1.1.5 Laréponse immune intestinale

Le contact permanent entre 1’épithélium digestif et le contenu intraluminal, y compris la
microflore bactérienne, provoque dés lors une stimulation continue du systéme immunitaire
au sein de la muqueuse digestive. Cela a donné lieu au concept d’inflammation physiologique
de la muqueuse digestive, mise en évidence dans de nombreux travaux (revue dans Van

Gossum, 2007).

Le systeme lymphoide associé aux muqueuses de l'intestin communément nommé
GALT (Gut associated lymphoid tissue) est une des masses de tissu lymphoide la plus
importante de 'organisme et il joue un réle fonctionnel fondamental. Il est impliqué dans la
prévention de la pénétration des pathogénes au niveau de la muqueuse intestinale, et au

traitement des nombreux antigénes contenus dans la lumiére intestinale, afin d'induire un état



de tolérance a leur égard. Il est souvent divisé selon ses parties différentes: les plaques de
Peyer (PP), la lamina propria (LP) et les lymphocytes intraépithéliaux (IEL). Il comprend
aussi les ganglions lymphatiques et les ganglions mésentériques associés a la région
intestinale, ainsi que plusieurs types de cellules telles que les lymphocytes intraépithéliaux,
les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules M, et les cellules T régulatrices

(Tregs) (revue par Spahn et Kurchazik, 2004).

Cellules épithéliales intestinales (IEC)
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Figure 1.1: Schéma des éléments lymphoides de l'intestin associés au systéme
lymphatique. Les plaques de Peyer (PP) et les ganglions mésentériques (MLN) sont des
follicules lymphoides intestinaux organisés. (A-C) Voie d'absorption des antigénes: les
antigénes luminaux peuvent étre capturés par (A) les cellules épithéliales intestinales, (B) par
les cellules dendritiques de la lamina propria et par (C) les cellules M. Le drainage
lymphatique des plaques de Peyer et de la lamina propria s'effectue vers les ganglions
mésentériques (Modifiée de Spahn et Kurchazik, 2004).



Le GALT est organisé en 2 types de structures, les sites inducteurs et les sites effecteurs.
Les sites inducteurs correspondent a des follicules lymphoides isolées ou formant de
volumineux agrégats de dizaines de follicules a l'intérieur de la muqueuse. Dans le cas de
l'intestin il s'agit de l'appendice iléo-caecal et des plaques de Peyer. Celles-ci sont les
structures les plus typiques et les plus importantes pour l'induction des réponses immunes
dans le tube digestif. Elles sont réparties tout le long de lintestin gréle et sont
particulierement abondantes dans l'iléon. Les plaques de Peyer forment un déme dans la
lumiére de lintestin dans une zone dépourvue de villosités intestinales. A ce niveau,
I'épithélium est composé d'entérocytes a bordure en brosse moins haute et surtout de cellules
spécialisées, les cellules M pour 'microfold’. Celles-ci sont des entérocytes qui se sont
différenciés au contact des lymphocytes B, et ont pour fonction de capturer les antigénes
solubles ou particulaires (germes entiers) par endocytose et de les livrer intact a leur pdle
basal ou ils sont immédiatement pris en charge par des macrophages ou des cellules
dendritiques, abondants dans cette portion sous-épithéliale. Plus en profondeur se trouvent les
follicules lymphoides, de structure identique a celle des ganglions, entourés de zones inter-
folliculaires riches en lymphocytes T arrivant du sang par les HEV abondantes également
dans cette localisation de la plaque. La circulation lymphatique qui nait dans le chorion des
villosités intestinales (chyliferes) se réunit en une sorte de plexus en forme de panier a la
partie inférieure de la plaque de Peyer, avant d'aller former de vastes réseaux complexes dans
la sous-muqueuse, la musculeuse et I’adventice (revue dans Spahn et Kurchazik, 2004; revue

dans Schatzmann Peron et al., 2009).

Les ganglions mésentériques sont les ganglions les plus volumineux de l'organisme. Ils
jouent un role déterminant dans le développement des réponses immunes du tube digestif,
aussi bien dans leur aspect tolérogéne qu'immunogéne. Alors que l'absence de plaques de
Peyer chez l'animal n'affecte que partiellement ces réponses immunes, celles-ci sont
totalement abrogées par I'inhibition du développement des ganglions mésentériques (revue

dans Spahn et Kurchazik, 2004).

De facon simplifiée, la sensibilisation des lymphocytes T et B de la plaque de Peyer se

déroule de la fagon suivante. L'antigéne acheminé jusqu'aux ganglions mésentériques soit a



I'état libre soit par les cellules dendritiques va activer les lymphocytes T naifs parvenus dans
le ganglion via les HEV. Cette sensibilisation dans un microenvironnement riche en
cytokines spécifiques va stimuler l'expression de récepteurs de 'homing', particuliérement
l'intégrine adb7 et le récepteur de chimiokine CCRY, permettant a ces lymphocytes de
retourner dans le chorion de la muqueuse intestinale par des HEV possédant les ligands

complémentaires (revue dans Spahn et Kurchazik, 2004; Fong, 2002).

Les sites effecteurs sont des infiltrats plus ou moins denses de lymphocytes situés dans
le chorion des muqueuses au niveau de l'intestin. Le chorion de la muqueuse digestive est
infiltré de cordons de cellules lymphoides ou se mélent un grand nombre de lymphocytes T
mais €galement des plasmocytes synthétisant des immunoglobulines dont les deux tiers
produisent l'isotype IgA de type sécrétoire. Ces IgA dimériques peuvent se lier au récepteur
des Ig polymériques (poly Ig receptor), encore appelé composant sécrétoire, situé a la face
latéro-basale des entérocytes. Le complexe IgA-composant sécrétoire est véhiculé alors au
travers de la cellule jusqu'au pdle apical, ou le composant sécrétoire subit un clivage auto-
protéolytique de sa partie intra-membranaire et I'IgA, toujours associé de fagon covalente aux
domaines extra cellulaires du composant sécrétoire, est libérée dans la lumiére intestinale. La
fonction essentielle des IgA est d'empécher la liaison des agents pathogénes aux cellules
épithéliales et donc leur entrée dans la muqueuse. On trouve également dans les muqueuses
de nombreux lymphocytes intra-épithéliaux. Ceux-ci, que l'on trouve étroitement associés
aux entérocytes, sont de phénotype T (avec un % élevé de lymphocytes a TCR y5 ou de
phénotype NK (revue dans Spahn et Kurchazik, 2004; revue dans Schatzmann Peron et al.,

2009).

Les lymphocytes B de la plaque de Peyer, stimulés par l'antigéne libre diffusant a leur
contact au travers des vaisseaux lymphatiques vont coopérer avec les lymphocytes T activés
puis vont emprunter la circulation lymphatique efférente, gagner les ganglions mésentériques
pour y achever leur maturation. Par le canal thoracique, ils gagneront la circulation sanguine
générale et retourneront dans le chorion ou s'est produit leur stimulation et, devenus des
plasmocytes matures ils pourront y sécréter des IgA pendant de nombreux mois (revue dans

Spahn et Kurchazik, 2004). Dans l'intestin, les cellules [gA+ et les IgA sécrétoires jouent un



réle important comme premiére ligne de défense de I'héte. Cette immunoglobuline exerce
I'exclusion immune par la coopération intime avec les mécanismes de défense innés non

spécifiques (Brandtzaeg et al., 1987).

1.1.6  Les populations lymphoides intestinales

La réponse immune locale sert & contenir et prévenir les infections par les pathogénes
dans l'intestin, tout en prévenant leur dissémination aux sites systémiques. Les différents
mécanismes de défense, de tolérance et ceux associés a l'inflammation sont régulés par une
multitude de cellule immunitaires. Plusieurs sous-types différents de cellules immunitaires
sont présents dans la muqueuse intestinale: les lymphocytes T auxiliaires (T-helper) CD4+
(Th1, Th2, Thl7), les lymphocytes T-cytotoxiques (CD8+), les lymphocytes TCRyd et
TCRap, les cellules tueuses naturelles dites 'natural killer' (NK), les cellules NK-T, les
cellules T régulatrices FoxP3+, les lymphocytes B (CD19+), les neutrophiles, ainsi que les
cellules présentatrices d'antigéne tels les macrophages et les cellules dendritiques. Elles
contribuent toutes a la réponse immune mucosale en secrétant une variété de cytokines,
chimiokines, d'anticorps et de molécules (Blaschitz et al., 2010; Ramiro-Puig et al., 2008).
Les populations lymphocytaires retrouvées dans le tissu intestinal différent de celles des
organes lymphoides systémiques puisque les lymphocytes TCR-yd et TCR-a3 sont tous deux
présents dans la muqueuse intestinale et qu'ils sont de phénotypes CD4+CD8+, CD4+ ou
CD8+ (Ohtsuka et al., 1994).

L'intestin contient une population trés variée de lymphocytes T. Méme si cette
population est hétérogéne, deux sous-groupes se distinguent par le type de récepteur
cellulaire T ou TCR (T cell receptor) et I'expression de co-récepteurs spécifiques (Hayday et
al., 2001). Le premier groupe, ou cellules de “type a”, est constitué de cellules
CD4+TCRaf3+ restreintes par le complexe majeur d'histocompatibilit¢é (CMH) de type 1I et
de lymphocytes CD8af3+ restreintes par le CMH-I. Ces cellules de type 'a' ressemblent aux
cellules T conventionnelles retrouvées dans le sang, la rate ou les autres organes lymphoides
secondaires. Une fois ces cellules activées, elles vont migrer aux sites effecteurs de l'intestin

pour y résider en tant que cellules T mémoires effectrices de longue durée (Femke ef al.,
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2009). Le second groupe, ou cellules de “type b”, expriment soit le TCRa3 ou le TCRyS et
aussi fréquemment la molécule CD8aa, mais sans l'expression des co-récepteurs typiques

CD4 ou CD8af3 (Femke et al., 2009).

Les différents sous-types de lymphocytes T de la muqueuse intestinale sont présents en
quantité variable dans les différentes parties de la muqueuse, selon la localisation : petit
intestin versus cdlon, selon le tissus : plaque de Peyer, lamina propria, lymphocytes intra-
épithéliaux (IEL), mais aussi en fonction de I'dge, de l'espece, de la race ainsi que des
habitudes de vie et de 'état de santé du systéme immunitaire de l'individu. Cependant, de
facon générale, la lamina propria (LP) est majoritairement composée de cellules de type 'a'

tandis que I'épithélium est beaucoup plus riche en cellules de type 'b' (Femke et al., 2009).

Les tissus lymphoides associés a l'intestin ou GALT sont divisés en 2 sections, le tissu
organisé et le tissu diffus. Les tissus organisés, tels les plaques de Peyer et les ganglions
mésentériques, sont des sites inducteurs de la réponse immune. Les tissus diffus, tels la LP ou
les IELs, sont des sites effecteurs de la réponse immune (Mowat, 2003; Ramiro-Puig et al.,
2008)

Les plaques de Peyer contiennent des lymphocytes T, surtout des cellules T helper
(CD4+) et cytotoxiques (CD8+), des cellules dendritiques matures et des macrophages. Ces
plaques contiennent aussi plusieurs follicules composées de lymphocytes B IgM+, qui sont
des cellules plasmatiques précurseurs des cellules qui produisent les IgA. (Mowat, 2003;
Guilliano et al., 2001; Newberry et al., 2005). Les plaques de Peyer se distinguent aussi par
leur intéressante population de cellules CD8+ awa, qui s'y retrouvent en aussi grande quantité
que dans le plus grand organe lymphoide, la rate. Cependant, ces lymphocytes T CD8+aox
intestinaux semblent capables de reconnaitre un plus large éventail de déterminants
antigéniques que les lymphocytes T CD8+ périphériques (Guy-Grand et al., 1993; Ramiro-
Puig et al, 2008), ce qui favorise une meilleure protection contre la flore bactérienne

intestinale.
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Les IELs occupent l'espace intra-épithélial, sous les jonctions serrées et au-dessus de la
membrane basale. En considérant la large surface de la muqueuse intestinale, plus de 400m2,
et sa proportion en IEL par rapport aux cellules épithéliales (1:5-10), les IELs représentent
une abondante population de cellules immunes (Kunisawa et al., 2005). Leur population trés
hétérogéne, comporte une majorit¢ de celles de phénotype atypique suppresseur ou
cytotoxique qui est spécifique des muqueuses (CD8aat), ce qui différe des autres tissus
lymphoides ou le type plus conventionnel CD4+ CD8af3+ prédomine (Haday et al., 2001;
Ramiro-Puig ef al., 2008)

Méme si leur origine et développement sont encore mal définis (Eberl, 2005), il est
reconnu que les IELs ont un phénotype typique de cellule activée et effectrice/mémoire, et
avec leur capacité immunomodulatrice, peuvent permettre une réponse immédiate et
hautement efficace envers les cellules épithéliales infectées. Les 1ELs jouent un réle clé dans
la prévention de l'initiation de la réponse immunitaire par des antigénes luminaux, donc ils

médient le processus de tolérance orale (Cheroutre ef al., 2005).

Le nombre d'TELs est estimé & un IEL par 5-10 cellules épithéliales intestinales (IEC)
dans le petit intestin et a 1 TEL par 40 IECs dans le cdlon chez la souris (Beagley et al.,
2009). Dans le petit intestin des souris, une large population d'IELs expriment le TCRyS, la
population restante consiste d'IELs TCRaf3+ qui sont surtout des cellules TCRaf3+ CD8aa+,
d'un sous-groupe d'1ELs TCRaf3+ CD8ap+ et de quelques IELs TCRa3+ CD4+, en faible
quantité (Femke ef al., 2009). Chez 'humain, la proportion de cellules TCRyd est moindre
(environ 10%), mais ce nombre augmente significativement lors de troubles allergiques ou de
maladies inflammatoires, telles la maladie céliaque (Spencer ef al, 1991). Le type
conventionnel d'IEL CD4+ est plus abondant dans le cblon, environ 30% des IELs totaux.
Les lymphocytes T retrouvés dans la LP consistent majoritairement de cellules de type 'a'
CD4+ T helper (Th) et de IELs CD8+ en quantité moindre. L'intestin contient aussi quelques
sous-types non-conventionnels intéressants de cellules T, telles que les cellules NKT ou
autres cellules T qui interagissent avec des molécules de MHC non classiques (Femke et al.,

2009).
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La plupart des cellules T mucosales de type 'b' résident dans le tissu épithélial du petit
intestin et expriment soit le TCRa ou TCRyd. Méme si ces IELs de type 'b' TCRyd+ et TCR
af+ sont clairement différents ils partagent certaines caractéristiques non conventionnelles
qui les distinguent du type 'a' (Pennington et al., 2009). Les IELs de type 'b’ contiennent un
nombre important de cellules T auto-réactives. En plus de ce phénotype activé, ils expriment
typiquement la molécule homodimére CD8a, et n'expriment pas les co-récepteurs CD4 ou
CD8af3 et montrent souvent un déficit en marqueurs typiques des cellules T, incluant le CD2,

le CD28 et le Thy-1. (Pennington ef al., 2009; Femke et al., 2009).

Méme si la reconnaissance des ligands par les IELs TCRyd+ demeure exclusive, les
données de plusieurs expériences suggerent que les cellules TCRyd+ sont activées avant la
reconnaissance par le TCR ou que cette activation est médiée par le récepteur des cellules NK
d'un groupe limité de déterminants antigéniques conservés. Dans certains cas, ces cellules
peuvent directement reconnaitre des antigenes non-apprétés (Thedrez et al., 2009; Femke et

al., 2009).

Une des caractéristiques les plus importantes des IELs de type 'b' est ce phénotype de
cellules «activées mais au repos». Bien que ces cellules soient cytolytiques lors de leur
isolement de I'épithélium intestinal, en absence de sur-stimulation elles ne semblent pas se
comporter comme des cellules T activées. Elles ont une capacité de prolifération limitée et
leur présence est souvent corrélée avec l'état de quiescence immune au lieu de celui d'une

immunité productive (Femke ef al., 2009).

Mis ensemble, ces résultats supportent la possibilité d'un réle immunorégulateur pour les
IELs de type 'b'. Bien que nous soyons toujours loin de comprendre entiérement la fonction
physiologique des IELs de type 'b', ils semblent étre principalement impliqués dans la
régulation immune (auto-réactive) et l'entretien de I'homéostasie immune de l'intestin comme

dans I'hypothése déja énoncée 30 ans plus tot par Ferguson (1977).

Le petit intestin contient surtout des IELs mémoire de types CD8af3+TCRaf+ qui

montrent une fonction effectrice cytolytique. Comparées aux cellules T mémoire centrales de
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la rate, ces cellules effectrices T mémoires peuvent étre rapidement activées et peuvent
fournir des réponses cytotoxiques initiales immédiates lors d'une infection locale (Masopust
et al., 2001). Méme si les IELs sont surtout des cellules cytotoxiques CD8a 3+, les cellules T
CD4+ sont aussi présentes dans 1'épithélium, spécialement dans le c6lon. Cependant, elles

sont présentes en plus grande proportion dans les lymphocytes de la LP (Femke et al., 2009).

La LP, placée entre I'épithélium et la muscularis mucosae, contient des lymphocytes B
matures (CD19+), qui produisent des IgA, des lymphocytes T principalement de type Th
(CD4+) et plusieurs autres types cellulaires tels les macrophages, les cellules dendritiques et
les mastocytes (Lefrancois et al,, 2006). Ces cellules sont toujours en migration, en
différentiation et en renouvellement continuel (Shanahan et al., 1994; Ramiro-Puig et al.,

2008).

Tous les types classiques de cellules CD4+ Th sont retrouvées dans la LP, incluant les
cellules de type Thl qui dirigent la réponse médiée par les cellules associées aux infections
intracellulaires et la cytotoxicité, ainsi que celles du type Th2 qui sont impliquées dans la
production d'IgE, le contréle des infections aux helminthes et les allergies. Cependant, au
cours des derniéres années il est devenu évident que la LP est aussi le siége d'une population
particuliére de cellules Th qui produisent constamment des cytokines pro-inflammatoires
telles que l'interleukine (IL)-17A, I'TL-22, et I'IL-17F, les cellules appelées Th17, ainsi qu'une
population importante de cellules T régulatrices exprimant le facteur de transcription FoxP3

(Tregs) (Femke et al., 2009).

Les cellules Tregs exprimant le Foxp3+ sont reconnues pour jouer un rdle important
dans I'homéostasie intestinale et il a été prouvé qu'une mutation du géne du géne FoxP3 cause
directement de I'inflammation intestinale (Gambineri ef al., 2003). En effet, il a été démontré
que le transfert de cellules Tregs peut inhiber l'inflammation et méme la guérir dans un
modele de transfert de cellules T naives lors de colite (Uhlig ef al., 2006). Les mécanismes
d'action des Treg incluent la production de cytokines, telles I'IL-10 et le TGF-3, ainsi que

l'expression de récepteurs inhibiteurs tels CTLA-4. Les lymphocytes Tregs périphériques et



14

dans le thymus, s'accumulent préférentiellement dans la LP de l'intestin, tout comme les

lymphocytes Th17 (Miyara et al., 2009; Femke et al., 2009).

Le sang, les tissus lymphoides, le placenta et les muqueuses contiennent aussi des sous-
populations de diverses cellules NK qui possédent des fonctions immunes distinctes. Des
études récentes ont montré que les humains et les souris hébergent un sous-ensemble unique
de cellules de NK dans les tissus lymphoides associées a l'intestin et qui se spécialisent dans
la production d'IL-22. Cette cytokine joue un réle dans la défense des barriéres mucosales de
I'héte, la dérégulation de la séerétion de cette cytokine peut causer des maladies auto-

immunes (Colonna ef al., 2009).

Jusqu'a récemment, la littérature disponible sur les cellules NK résidant dans les
mugqueuses intestinales, dans la LP et I'épithélium, était rare et le phénotype et la fonction des
cellules NK de l'intestin n'avaient pas suscité beaucoup d'attention, cependant aujourd'hui
plusieurs chercheurs s'intéressent a leur implication dans les MII (Sanos et al., 2009). Toutes
les cellules NK des souris C57BL/6 expriment la molécule de surface NK1.1 en plus d'un
sous groupe hétérogene de cellules T, incluant les cellules CD4- CD8-, les cellules CD4+ et
les cellules CD8+, généralement nommées cellules NKT, parmi lesquelles certaines
reconnaissent les antigenes présentés par un CMH particulier, le CD1d (Godfrey et al., 2000;
Bendelac et al., 1995). Le r6le précis de ces cellules NKT au niveau intestinal est encore mal

compris.

Les approches cliniques et expérimentales récentes ont démontré que les cellules B
jouent aussi des rbles majeurs dans la manifestation de la maladie auto-immune non
seulement par les mécanismes bien établis tels la cytotoxicité médiée par les auto-anticorps
mais également par une variété d'autres fonctions (Fujimoto et al., 2007). Les cellules B
sécrétent des anticorps contre les antigénes indésirables provenant de la lumiére intestinale,
surtout des IgA. Les IgM vy sont aussi présents, mais demeurent fixés a la cellule (Farstad e¢
al., 2007). Les fonctions des cellules B sont sous le contréle des signaux induits par le
récepteur d'antigéne des cellules B, le BCR (B cell receptor) et par les co-récepteurs

cellulaires de surface spécialisés, ou régulateurs de réponse, qui informent les cellules de B



15

sur leur microenvironnement. Ces régulateurs de réponse incluent le CD19 et le CD22. Ces
deux molécules régulent les signaux du BCR de fagon conjointe et dépendante, CD19 régule
la phosphorylation du CD22, alors que CD22 empéche la phosphorylation du CD19. Cette
boucle CD19 CD22 est associée a un phénotype auto-immun chez les souris et peut étre une
cible thérapeutique potentielle dans les maladies auto-immunes (Fujimoto et al., 2007).
Plusieurs modifications dans la population de cellules B CD19+ intestinales ont été
remarquées dans la muqueuse intestinale de patients avec la maladie de Crohn (Yacyshyn ez

al., 1993) suggérant un réle de ces cellules dans la pathogénése de cette maladie.

1.1.7 La tolérance immunologique intestinale

Un point important, propre a l'immunité intestinale, est celui d'un état de tolérance
immune. La sensibilisation des cellules dendritiques se produit dans un environnement de
cytokines immunosuppressives, avec une abondance du TGF-f3 provenant des entérocytes,
d'IL-10 issu entre autre des lymphocytes T et de la prostaglandine (PG) E2 provenant des
macrophages. La tolérance immunitaire intestinale dépend principalement de la production de
ces cytokines immunosuppressives, telles les 1'IL-4, I'IL-10, le TGF-( et la PGE2 (Nagler-
Anderson C., 2000). L’IL-10 et le TGF-$3 sont les principales cytokines produites par les
cellules T régulatrices (Treg) qui contrdlent le niveau d’inflammation tout en augmentant la
production d’anticorps IgA présents a la surface de la muqueuse intestinale. L’IL-10 peut
aussi étre produite par les macrophages/cellules dendritiques et les cellules épithéliales
intestinales (De Wall et al., 1992; Parry et al,1997). Son rdle principal est d’inhiber la
production de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-a, les IL-1, IL-6, 1L-12,
I'IFN-o et I'IL-8 et de bloquer la production d’IFN-y et d’IL-2 par les lymphocytes CD4+
activés (Parry et al., 1997; Ding et al., 1992). 11 a été montré que I’IL-10 et le facteur TGF-[3
sont aussi essentiels au développement des lymphocytes T régulateurs favorisant une
amplification du contréle des cytokines inflammatoires (Groux ef al., 1997). Aussi, dans des
modeles expérimentaux de colite inflammatoire, ’administration d’IL-10 recombinante a
supprimé 1’inflammation (Powrie et al., 1994). Les réles importants de I’IL-10 et du TGF-[3
dans la suppression des lymphocytes pro-inflammatoires CD4+ Th1/Thl7 donnent donc

ouverture a la recherche d’outils d’amélioration de 1’homéostasie intestinale. Ces médiateurs
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influencent la maturation des cellules dendritiques de telle fagon qu'elles générent une
réponse immune tres biaisée vers la production d'IgA et dans une moindre mesure vers les
cellules CD4+ de types Th2 (IL-4) et Th3 (IL-10). Cet état de tolérance de réponse immune
est la voie normale, par défaut, prévenant le développement de réactions inflammatoires
inappropriées. Mais l'arrivée d'agents pathogénes capables d'induire une maturation et une
activation importante des cellules dendritiques, peut entrainer la biosynthese d'IL-12 et le

développement d'une réponse Thl inflammatoire efficace (Groux ef al., 1997).

L'administration d'antigénes par la voie orale entraine l'induction d'une tolérance dite
'orale’. Cette tolérance se caractérise par la suppression des réponses immunitaires a
médiation cellulaire et humorale (revue dans Gonnella, 1998). Selon la concentration de
l'antigéne, cette tolérance orale résulte soit de l'anergie, de la délétion ou de I'induction des
lymphocytes Treg (Witacre et al, 1991; Melamed ef al, 1993; Chen et al., 1995). Les
lymphocytes T générés durant le développement de cette tolérance orale produisent les
cytokines suppressives IL-4, IL-10 et TGF- (Chen et al., 1994, Miller et al., 1992). Les
cellules Treg productrices de TGF-f3 se retrouvent dans les plaques de Peyer mais des cellules
Treg produisant aussi de 1'lL.-4 et de I'lL.-10 sont produites dans les ganglions mésentériques.
L'induction de cette tolérance orale a été utilisée pour traiter des maladies auto-immunes chez

I'animal et chez I'humain (Weiner, 1997).

1.2 Role de la flore microbienne dans la régulation de 1’état immunitaire de 1’intestin

1.2.1 La barriére intestinale

La barriére intestinale qui protége ’héte contre des agents pathogénes ou des antigénes
indésirables est composée d'une couche de mucus, de I'épithélium, de la LP, des vaisseaux et
des terminaisons nerveuses controlant le péristaltisme intestinal. La flore bactérienne ne
constitue pas seulement un autre composant de cette barrire mais réagit en symbiose avec
plusieurs de ces compartiments. Ainsi, la flore bactérienne stimule la composante
«sécrétoire» de cette barriére, par la production de la couche de mucus et des peptides

antibactériens et, par ailleurs, favorise la composante «physique» de cette barriere, par la
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production de substances protégeant ou réparant I'épithélium (N-cadhérine, acides gras a

chaines courtes, etc.) (Mahida, 2004).
1.2.2  Espéces bactériennes de la microflore intestinale

La microflore intestinale contient jusqu'a 500 souches de bactéries différentes, mais
seulement 30 & 40 souches constituent 90 % de la totalité de cette microflore. Les espéces de
bactéries anaérobies comme les bifidobactéries, les eubactéries, les streptocoques, les
lactobacilles, sont prédominantes dans 1’intestin. La flore bactérienne est constituée de
souches qui colonisent le tractus digestif dés la naissance de I'individu, ainsi que de souches
qui envahissent le tube digestif au cours de l'ingestion d’aliments ou de boissons.
Actuellement, il est courant de distinguer la microflore intraluminale de la flore adhérente a
Ja muqueuse (Guarner, 2006). La densité du contenu bactérien dans le tube digestif est
fortement variable en fonction du niveau anatomique. Le nombre de bactéries est estimé a 10°
dans l'estomac 10* dans le jéjunum, 107 dans I'iléon terminal et atteint 10'* dans le gros
intestin (Eckburg et al. 2005). Les bactéries digestives ont des fonctions métaboliques,
protectrices et trophiques. Au niveau métabolique, les bactéries du systeme digestif
produisent des acides gras volatils a courtes chaines servant de source d'énergie au
colonocytes, fournissent de la vitamine K, facilitent I'absorption des ions, métabolisent les
xénobiotiques et facilitent le métabolisme hépatique des lipides et le transit intestinal
(Eckburg et al. 2005). Les bactéries participent aux défenses de la «barriére intestinale»
principalement par compétition avec les autres microorganismes, en utilisant les nutriments,
en modifiant le pH intraluminal et en occupant des sites potentiels de colonisation. De plus,
elles sécretent, au niveau de la surface épithéliale, des molécules antimicrobiennes, telles les
bactériocines, et entrent en compétition pour l'aceés a des récepteurs de I'héte. Les bactéries
jouent un rdle trophique en facilitant la prolifération et la différentiation épithéliale et en

stimulant le systéme immunitaire (Eckburg et al. 2005; Guarner, 2006).

Globalement, on reconnait que la flore luminale joue davantage un réle métabolique et
participe a la barriére intestinale alors que la flore adhérente de la muqueuse a plus une

fonction trophique (revue dans Van Gossum, 2007).
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1.3 Les maladies inflammatoires intestinales humaines

1.3.1 La maladie de Crohn et la colite ulcérative

Les MII touchent de plus en plus de gens, surtout dans les pays développés, comme ceux
de I’ Amérique du Nord et de I’Europe (Baumgart et Carding, 2007). L'inflammation aigue ou
chronique du tube digestif entrainent des maladies graves et un facteur de risque de cancer
colorectal chez 'homme et I'animal (Hinton, 1966). Les MII comprennent deux pathologies
majeures, soit la maladie de Crohn et la rectocolite ulcéro-hémorragique ou colite ulcérative,
alors que dans 10% des cas, les colites sont dites indéterminées (Van Gossum, 2007).
Cependant la distinction entre les 2 maladies demeure ambigiie. La colite ulcérative
comprend 2 maladies différentes : la colite ulcérative extensive et la proto-colite distale. La
maladie de Crohn, quant a elle, comprend une multitude de désordre inflammatoires
intestinaux. Le facteur déterminant de ces maladies demeure inconnu. Comme ces maladies
sont causées par un déreglement de la réponse immunitaire intestinale, leur apparition peut
dépendre de plusieurs facteurs, tels que des anomalies génétiques, le stress, I’alimentation,
altération de la microflore bactérienne intestinale ou de la muqueuse intestinale, les
habitudes de vie, I’environnement immédiat et la pollution (Kucharzik et al., 2006;

MacDonald et al., 2005; Carol et al., 1998).

La maladie de Crohn peut s’attaquer autant au petit (intestin gréle) qu’au gros intestin
(colon), tandis que la colite ulcérative n’atteint que le célon. La maladie de Crohn apparait
généralement entre I'Age de 20 et 40 ans, mais parfois chez des individus beaucoup plus
jeunes, et elle est plus fréquente chez les caucasiens. La colite ulcérative débute généralement
entre 1'4ge de 30 et 50 ans et touche plus les femmes (Baumgart, 2009). Les principaux
symptomes des MII vont des selles anormales en nombre et en volume a la diarrhée
chronique associée 4 des douleurs abdominales. D’autres symptdmes, comme la fievre et une
atteinte inflammatoire des articulations, de la peau et d’autres organes, peuvent aussi se
manifester. En plus de ces symptomes, ces maladies causent aussi des problémes
d’absorption intestinale entralnant des carences et un retard de croissance chez les plus jeunes

(Baumgart, 2009). L'évolution de ces maladies se fait par cycles. Les périodes de crise sont
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suivies d’une rémission. Cependant, la maladie peut évoluer d’un coup et les périodes de
rémissions peuvent étre de durée variable. Une guérison totale est trés improbable, mais il est

possible d’atténuer les symptémes de la maladie (Baumgart, 2009).

1.3.2 Les lésions intestinales de la maladie de Crohn et de la colite ulcérative

Les MII partagent plusieurs caractéristiques communes et il est souvent difficile, voire
impossible, de déterminer de quel type de maladie il s'agit. Dans ces cas, la maladie est
classée comme une maladie intestinale inflammatoire de type indéterminé (revue dans
Baumgart, 2009). Les 1ésions intestinales observées lors de ces maladies se caractérisent par
des lésions dites architecturales et des modifications inflammatoires (revue dans Geboes et
al., 1999). Les lésions inflammatoires se caractérisent par une augmentation de l'intensité de
I'infiltrat inflammatoire dans la LP, une augmentation des plasmocytes, la présence d'amas

lymphoides et de granulomes épithéloides ou de cellules géantes isolées.

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire transmurale de la muqueuse
intestinale avec progression épisodique. Elle peut affecter chaque partie de 'appareil gastro-
intestinal, de la bouche a 'anus (Stange et al., 2006; Silverberg et al., 2005; Hoffmann et al.,
2008). Le diagnostic de la maladie de Crohn est basé sur la présence d'ulcéres intestinaux
longitudinaux ou des déformations induites par des ulcéres ou des motifs en pavés ronds, la
présence de petites ulcérations aphteuses dans le tube digestif supérieur et inférieur avec
granulomes non-caséeux (Toshiyuki ef al, 2003). Dans le cas de la maladie de Crohn les
granulomes ne sont pas reliés aux cryptes, alors que les aggrégats lymphoides transmuraux
sont présent partout dans les sites d'inflammation. De plus, l'inflammation transmurale
profonde de la maladie de Crohn cause des fissures nombreuses et profondes, ainsi que

l'apparition de fistules et sinus (revue dans Yantiss et Odze, 2006).

La colite ulcérative implique une inflammation non-transmurale, avec la progression
graduelle, parfois épisodique, qui est limitée au cdlon et au rectum, pour finalement atteindre
le stade de colite fulgurante (Stange et al., 2008; Hoffmann et al., 2004; Hoffmann et al,

2008). Le diagnostic de la colite ulcérative est basé sur la présence de diarrhée, de sang ou
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de pus dans les selles, sur la présence d'inflammation macroscopique continue de la
muqueuse qui affecte le rectum en continuité avec le célon, sur la présence de lésions
histopathologiques dans la muqueuse associées a la colite ulcérative, tel la présence de
granulomes reliés aux cryptes en inflammation et l'absence d'aggrégats lymphoides

transmuraux {Toshiyuki et al., 2003).

La maladie de Crohn se distingue de la colite ulcérative par le fait que dans la premiére,
il y a présence de granulomes épithélioides et d'une hétérogénéité de l'infiltrat inflammatoire
avec des lésions légeres au niveau des cryptes avec des réactions inflammatoires focales alors
que dans la seconde, la réaction inflammatoire dans la muqueuse intestinale est plus diffuse,

homogéne et couvre enticrement la muqueuse (revue dans Geboes et al., 1999).

1.3.3 Anomalies immunitaires associées aux maladies inflammatoires intestinales

Une cascade de médiateurs inflammatoires comme les cytokines sont des molécules-clés
dans les réponses immunes innées et adaptatives. Elles modulent les fonctions cellulaires et
biologiques importantes qui déclenchent les voies de signalisation en aval impliquées qui
régulent la différentiation et la prolifération des cellules immunes (O’Shea et al., 2008). En
condition normale, la muqueuse intestinale fonctionne avec un équilibre délicat de cellules
inflammatoires ou les cytokines synthétisées et les signaux de transduction des voies de
signalisation induites par les cytokines sont étroitement régulés par des mécanismes

complexes de rétroaction et par les cellules Tregs (O’Shea et al., 2008; Thle, 1995)

Dans les MII, la réponse immune physiopathologique est dérégulée face aux antigénes
des bactéries commensales, ce qui se manifeste par un débalancement sévere du profil de
production des cytokines aux différents stades de la maladie (Pizarro et al., 2007). Ce
déséquilibre est souvent représenté comme une dominance ou un profil de polarisation T-
helper 1 ou T-helper 2 dans les MII. La maladie de Crohn s’apparente & un désordre de type
Th1 médié par le TNF-o, I’'IL-12 et I’'TFN-y. La colite ulcérative est plutdt associée a une
réponse de type Th2 médiée par I'TL-15 et sans prédominance de I'TFN-y (Fuss et al., 1996).

Cependant, les concepts de polarisation Thl et Th2 sont remis en cause par plusieurs études
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qui montrent que la maladie de Crohn peut aussi s’apparenter a un profil de cytokines de type
Th2 (augmentation d’IL-15) et que la colite ulcérative s’apparente aussi a un profil de
cytokines de type Thl (implication du TNF-a) (Fort et al., 2001; Gor et al., 203; Tsukada et
al., 2002). Il est aussi important de mentionner 1’intérét récent pour la voie inflammatoire de
type Thl7 médiée par les IL-17 et IL-23, qui sont deux cytokines essentielles qui
stimuleraient la production de cytokines inflammatoires lors de maladies chroniques

intestinales (Yen et al., 2006).

Le réseau de cytokines impliqué dans les MII est un systéme dynamique et complexe
dans lequel les cytokines, les chimiokines et les facteurs de croissance contrdlent I’initiation
et la perpétuation de I’inflammation (Thle, 1995). Jusqu’a présent, notre compréhension du
role des cytokines dans les MII, autant dans les modeles humains qu’animaux, a permis de
limiter les analyses a quelques petits groupes de cytokines. Cependant, il est clair que la
redondance fonctionnelle, la synergie, la pléiotropie et la régulation concomitante résulte en
un réseau dynamique de cytokines dépendant de la complexe interaction de multiples
facteurs, plutot que des effets isolés d’une seule molécule signal ou d’une seule voie (O’Shea
et al., 2008). Etant donné ’importance du réseau complexe de cytokines, des molécules
immunomodulatrices, ainsi que leurs applications cliniques potentielles en tant qu’agents
cibles, I’analyse et la compréhension des mécanismes de régulation de ces profils de
cytokines est impérative pour développer de nouveaux tests diagnostics et de nouveaux

traitements.

1.3.4  Les facteurs génétiques impliqués dans les MII chez [’humain

Les MII sont des désordres inflammatoires de l'intestin favorisés par une association de
plusieurs genes. La colite ulcérative et la maladie de Crohn sont donc des maladies
polygéniques. Des régions de susceptibilité a ces maladies ont été trouvées sur 12
chromosomes, les chromosomes 16, 12, 6, 14,5, 19, 1, 16 et 3 ces régions ont été renommées
IBDI a IBD9 respectivement (revue dans Mayer, 2010). Les mutations les plus connues pour
leur incidence sur les MII sont IBD1 qui code pour CARDI1S et qui est en association avec

NOD?2, IBD3 qui code pour la région HLA et le TNF-q, ainsi que IBDS (OCTN1/2) (revue



22

dans Mayer, 2010). L'équipe du Dr John Rioux a découvert l'implication de nouveaux génes
qui constituent des facteurs de risques pour les MII, ces génes codent pour les PHOX2B,
NCF4 et ATG16L1 (autophagy-related 16 like 1 gene) et le géne de I'IL-23R (Rioux ef al.,
2007, Weersma et al., 2008 ). Le géne ATG16L1 est aussi associé a la maladie de Crohn. La
mutation du geéne codant pour I'L-23R en un variant peu commun confére une forte

protection contre la maladie de Crohn (revue dans Mayer, 2010).

1.4 Implication majeure des macrophages dans I'inflammation intestinale

Les macrophages sont importants dans les réponses immunologiques et inflammatoires
de 1'héte. 11 y a une grande population de ces cellules dans la muqueuse intestinale normale,
ou ils représentent la population principale de cellules présentatrices d'antigéne capable de
déterminer le type de réponses des cellules T développé face aux antigénes luminaux.
Certaines études suggérent que les macrophages intestinaux normaux ne peuvent pas étre
assez facilement induits pour des réponses inflammatoires aigués. Dans les MII actives il y a
une augmentation de la population de macrophages de la muqueuse, dérivés des monocytes
de circulation (Mahida, 2000). Ces macrophages recrutés sont phénotypiquement différents
de la population résidente et jouent un réle important en régulant l'inflammation chronique de
la muqueuse, constatée chez les patients atteint de colite ulcérative et de la maladie de Crohn.
Les macrophages sécrétent beaucoup de cytokines qui sont importantes dans les réponses
pro-inflammatoires, telles que l'interleukine-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, I1.-18, et le TNF-c.
Ils libérent également les métabolites réactifs de l'oxygéne (ROS) et de I'azote (NO), ainsi
que des protéases qui dégradent la matrice extracellulaire. Les macrophages sont également
importants pour la résolution de l'inflammation et la réparation de la muqueuse intestinale qui

se produit durant la rémission de la maladie (Mahida, 2000).
1.4.1  Activation des TLRs chez les macrophages
Les macrophages peuvent reconnaitre plusieurs composés provenant des pathogénes.

Cette reconnaissance cause l'activation des macrophages qui déclencheront les mécanismes

nécessaires a 1'élimination du pathogéne. La reconnaissance des motifs moléculaires
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conservés des pathogeénes ou PAMP se fait par les TLRs (récepteurs Toll-like). 1l existe
plusieurs TLRs chez la souris, chacun pouvant reconnaitre des PAMP spécifiques. Ainsi, le
TLR4 peut reconnaitre le LPS, le TLR-2, les lipoprotéines, le peptidoglycane (PEP) des
bactéries Gram+, les acides lipotéichoiques, les champignons, et les glycoprotéines virales
(en association avec le TLR4), le TLR-3, I'ARN double brin, les TLR-7 et -8, I'ARN simple
brin, le TLR-9, I'ADN bactérien non méthylé et le TLR-5, la flagelline (revue dans Akira,
2006). L. kefiranofaciens est une bactérie Gram positif dont la paroi contient surtout du PEP
et pourra étre reconnu surtout par le TLR-2 et par le TLR-9 si elle est sous une forme

compléte et phagocytable (Nair et al., 2009; Da Silva et al., 2008).

Afin d’étudier les mécanismes responsables de la production ou de I’inhibition de
cytokines spécifiques par les différents produits de BiolActis, il est essentiel de comprendre
les interrelations entre les voies de signalisation intracellulaires impliquées dans la production
de ces cytokine. L'activation des macrophages par le PEP, reconnu pour se fixer au TLR-2,
induit la production de la plupart des cytokines (TNF-o, IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, IL-10, IL-
12, PGE2) via les voies MAP kinase p38 et ERK 1/2, la molécule COX-2 et le facteur de
transcription NF-kB (Chen et al., 2006, Liu et al., 2001, Nair et al., 2009; Williams et al.,
2000; Schwandner et al., 1999).

La fixation du PEP sur le TLR-2 active la voie MAP kinase ERK qui induit la
production de TNF-a et d’IL-6 via l'activation du facteur de transcription NF-«B, et induit la
production de PGE2 via ’activation de la COX-2 (Chen et al., 2006, Gomi et al., 2000).
Suite a la production du TNF-a par des macrophages, cette cytokine se fixe sur son récepteur
et active la MAP kinase p38, voie qui est principalement responsable de la production de
PIL-10 (Nair et al, 2009; Williams et al, 2000). L'activation de la MAP kinase p38
augmente la production de 1’acide arachidonique qui est le précurseur de la PGE2. La PGE2
produite augmente la production de 1’1L-6 (Gomi et al., 2000). En présence de PGE2, lorsque
le niveau d’IL-10 produit est suffisant, l'effet observé est une diminution de la production de
I’IL-6 (Cheon et al., 2006). Compte tenu que les produits BiolActis peuvent moduler ces
voies, l'utilisation d'inhibiteurs peut nous renseigner sur l'implication de chacune des voies

dans la modification de la production de cytokines par ces produits.
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1.5 Cytokines et molécules impliquées dans l'inflammation intestinale

Les cytokines, particulierement celles produites par les macrophages, jouent un réle clé
dans la modulation du systéme immunitaire. Elles sont rapidement synthétisées et secrétées
par les cellules inflammatoires suite & la stimulation et induisent la production de molécules
d'adhésion et d'autres médiateurs tels que les ROS, l'oxyde nitrique, les médiateurs lipidiques
tels que les leucotriénes, les PG, et les facteurs d'activation des plaquettes (revue dans Rogler
et Andus, 1998). Les cytokines induisent, amplifient, maintiennent, prolongent et terminent
l'inflammation (Aggarwal ef al., 1994). Le r6le des cytokines a été étudié intensivement dans
le systéme immunitaire associé aux muqueuses (Sartor, 1994; Elson ef al., 1995). 1l a été
démontré qu'elles sont déterminantes pour la nature de la réponse immune de la muqueuse.
Dans les M1, plusieurs évidences montrent un déséquilibre de la balance entre les cytokines
pro-inflammatoires et celles qui sont anti inflammatoires. L'augmentation du niveau des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1, I’IL-6, I'1L.-8 et du TNF-« ont été détectées
dans les cas de MIIL. Ces cytokines sont sécrétées par les macrophages, les monocytes, les
lymphocytes, les neutrophiles polymorphonucléaires et parfois méme par les cellules
épithéliales intestinales. La synthese de ces cytokines est induite par l'activation de Nf-kB,
impliqué dans la régulation de plusieurs geénes associés a l'inflammation (revue dans Rogler
et Andus, 1998). Plusieurs autres molécules et cytokines peuvent étre ou sont impliquées
dans les MII, mais I’accent sera mis sur celles qui sont le plus en relation avec le projet de

recherche présenté dans ce mémoire.

1.5.1 L’interleukine-1

L’IL-1 est un médiateur qui active plusieurs cellules immunes et inflammatoires
(Dinarello, 1994). Elle est produite par plusieurs types de cellules incluant les
monocytes/macrophages, neutrophiles et les cellules endothéliales. Le systéme de I'IL-1
comprend I'IL-1a et I'IL-1B. L'IL-1 est principalement produite par les macrophages de la
muqueuse en inflammation, alors que les cellules épithéliales intestinales semblent étre une

importante source du récepteur antagoniste a 1'll.-1 (IL-1ra) (Rogler et al., 1997). L'IL-1(3
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provoque la production d'IL-8 par les cellules épithéliales intestinales humaines Caco-2

(Parhar ef al., 2003; Ludmila et al., 2006).

1.5.2 L’interleukine-6

L’IL-6 est produite par une grande variété de cellules et sa production est induite durant
la phase aigue de la réponse inflammatoire. Les sources majeures d'IL-6 dans l'intestin sont
les macrophages alors que la production d'IL-6 par les cellules épithéliales intestinales est
plutét mitigée (Rogler et al., 1997; Kusugami et al., 1995; Reinecker et al., 1993). Un niveau
d'IL-6 élevé est mesuré dans le sérum et dans les biopsies de la muqueuse des patients atteints
de MII (Murata et al., 1995; Mahida ef al., 1991; Gross et al., 1992; Reimund et al., 1996).
Chez les patients sans traitement aux corticostéroides, le niveau d'IL-6 dans le sérum est
directement reli€¢ au degré d'activité (niveau de gravité) de la maladie (Holtkamp et al., 1995).
La production d'IL-6 chez les macrophages activés par le peptidoglycane, suite a l'activation
du récepteur TLR-2, est influencée par l'activité de la COX-2, par l'activation des récepteurs a
prostaglandines EP2 et EP4, par le niveau de PGE2 produite, par l'activation de la protéine
kinase A (PKA), ainsi que par l'activation de NF-kB. Ces observations suggerent une forte
régulation de la production d'IL-6 par la PGE2, car ces voies ou molécules responsables de la
stimulation de I’IL-6 sont aussi impliquées dans la synthése de la PGE2 ou permettent a

celle-ci d'exercer son effet via ses récepteurs (Chen et al., 2006).

1.5.3 L’interleukine-8

Les sources d'IL-8 dans la muqueuse intestinale sont les macrophages, les cellules
épithéliales et les fibroblastes. Plusieurs études ont montré une augmentation du niveau d'IL-
8 dans la muqueuse intestinale inflammée (Sher e al, 1995; Mitsuyama et al., 1994;
Mazzucchelli et al., 1994; Daig et al., 1996; Nielsen et al., 1996). L'1L-8 est un chimio-
attractant trés puissant des neutrophiles et un activateur de ceux-ci (Daig et al., 1996). Le
niveau d'IL-8 au niveau du célon est en corrélation directe avec le niveau macroscopique
d'inflammation locale, spécialement chez les patients atteints de colite ulcérative. Un tres

grand nombre de neutrophiles sont alors retrouvés dans les abceés des cryptes (Mazzucchelli
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et al., 1994; Daig et al., 1996). Le niveau d'IL-8 du c6lon est en corrélation directe avec le
nombre de neutrophiles retrouvés dans le tissu de la muqueuse (Mazzucchelli et al., 1994). 1
est suggéré que I'lL-8 et ses cytokines régulatrices, I'IL-1 et le TNF-a, occupent un réle
important dans la régulation de l'infiltration des neutrophiles dans la membrane intestinale,

ainsi que dans l'initiation et le maintien des MII (revue dans Rogler et Andus, 1998).

1.5.4 L’interleukine-10

L’IL-10 est produite par les par les cellules T, les cellules B ou par les monocytes
activés par le lipopolysaccharide (LPS) (Mosmann et al., 1994, 1991). L'IL-10 peut aussi étre
produite par les macrophages suite a l'activation du TLR-2. L'IL-10 inhibe la production des
cytokines des cellules Thl pro-inflammatoires, lorsqu'elles sont activées dans des conditions
qui requicrent la présence des cellules présentatrices d'antigénes, telles que les
macrophages/monocytes, les lymphocytes B et les cellules dendritiques (revue dans Rogler et
Andus, 1998). L'IL-10 réduit fortement la prolifération des cellules T humaines spécifiques
aux antigenes en diminuant la capacité de la présentation d'antigéne des monocytes par la
régulation a la baisse de I'expression du CMH-II (De Wall et al., 1991). De plus, elle inhibe
la production des cytokines par les macrophages activés, par exemple I'expression induite par
le LPS de I'lL-1«, de I'IL.-6 ou du TNF-ct est inhibée (Fiorentino et al., 1991). L'IL-10 ne
joue pas seulement un réle dans la régulation de l'activation des cellules T, mais aussi dans la
régulation a la baisse de la réponse inflammatoire aigue. Plusieurs recherches sur les MII se
concentrent sur les propriétés anti-inflammatoires de 1'IL-10 (revue dans Rogler et Andus,
1998). Le rdle important de I'lL.-10 dans ['homéostasie immune intestinale a été démontré par
l'utilisation de souris déficientes en IL-10, qui développent automatiquement une entérocolite
intestinale qui peut étre prévenue par l'administration d'IL-10 (Kithn er al, 1993). La
diminution de l'activation des phagocytes mononucléaires impliqués dans les MII par I'TL-10

a aussi été démontrée (Schreiber et al., 1993).
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1.5.5 Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-c)

Le TNF-a est un important médiateur de l'inflammation. Il partage plusieurs activités
pro-inflammatoires avec I'IL-1. Le systéme du TNF-o est complexe, semblable a celui de
IIL-1, et il posséde aussi des mécanismes similaires de régulation. Contrairement & I'IL-1, les
études sur l'expression du TNF-o dans les MII sont parfois contradictoires (revue dans
Rogler et Andus, 1998). Selon les recherches, certains groupes démontrent des niveaux
augmentés de TNF-a (Maheda et al., 1992; Braegger et al., 1992; Andus ef al., 1993), alors
que pour d'autres il est impossible de détecter une augmentation de l'expression du

TNF-a chez les patients atteints de MII (Youngman et al., 1993).

1.5.6  La prostaglandine E2

La PGE2 est une des plus importants prostanoides (prostaglandines) biologiquement
actifs retrouvés dans l'intestin. Malgré le fait que la PGE2 régule plusieurs fonctions
physiologiques de l'intestin, incluant la protection de la muqueuse, les sécrétions gastro-
intestinales et la motilité, elle est aussi impliquée dans la physiopathologie des MII et de la
néoplasie colorectale (revue dans Dey et al., 2006). La PGE2 est impliquée dans les
processus de fievre, de la douleur, de l'oedéme et de l'inflammation (Cheon et al., 2006). Les
fonctions biologiques variées exercées par la PGE2 passent principalement via des récepteurs
membranaires spécifiques couplés a la protéine G, nommés récepteurs EP, soit les EP1, EP2,
EP3 et EP4 (revue dans Dey et al., 2006). L'affinité de ces récepteurs varie selon le récepteur,
mais aussi selon les especes. Ces récepteurs se présentent sous plusieurs isoformes différents.
Les récepteur EP3 et EP4 ont la plus grande affinité pour la PGE2 que les récepteurs EP2 et
EP1, qui posséde laffinité la plus faible (revue dans Dey et al, 2006). La PGE2 est
synthétisée a partir de l'acide arachidonique (Calder, 2001). Toutes les prostaglandines
partagent un mécanisme de biosynthése qui commence par I'hydrolyse des phospholipides de
la membrane cellulaire, médiée par l'enzyme phospholipase A2 (PLA2) (Murakami ef al.,
1997, 2002). L'acide arachidonique est transformé en PGE2 par l'action des enzymes
appelées COX (Hamberg et al., 1974), dont trois isoformes différents ont été identifiés. La

COX-1 exprimée de facon constitutive et la COX-2, exprimée de facon inductible, sont les
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deux plus importantes isoformes (Smith er al., 1994, 1996). La COX-3 est une variante de la
COX-1 et est retrouvée seulement dans le cceur et dans le cerveau (Chandrasekharan et al.,
2002). La PGE2 est relachée a l'extérieur de la cellule immédiatement aprés sa synthése et
exerce son action par les récepteurs EP1 et EP2 de fagon autocrine ou paracrine (Narumiya,
1994). 11 a été¢ démontré que la PGE2 régule la production de plusieurs cytokines. La PGE2
augmente les niveaux d'IL-6 et d'IL-10 produits par les macrophages activés selon des
mécanismes différents. La synthése d'IL-10 en réponse a la PGE2 dépend de I'activité de la
voie p38 MAP kinase, tandis que celle de I'IL-6 n'en dépend pas (Gomi et al., 2000). Il a
aussi été démontré que la présence de PGE2 augmente l'effet d'activation de I'lL-10 sur les

voies de signalisation qu'elle induit (STAT1, STAT3) (Cheon et al., 2006).

1.5.7 L’interleukine-17

L’IL-17 est une cytokine inflammatoire majoritairement exprimée par les cellules T
CD4+, maintenant appelées cellules T-helper 17 ou Th17. Il est maintenant reconnu que I'IL-
17 est impliquée dans la plupart des maladies auto-immunitaires, telles que les MII. L'IL-17
a initialement été découverte par Golstein et son équipe (Rouvier et al., 1993). La forme la
plus commune d'IL-17 est I'IL-17A (Yao et al., 1995; Aggarwal et al., 2002). Les membres
de la famille de I'[L-17 effectuent leur signalisation par le récepteur IL-17 (Yao et al., 1995),
un récepteur protéique transmembranaire de type 1 qui est exprimé dans plusieurs tissus.
L'IL-17 active les trois classes de MAP kinases, incluant ERK1/ERK2, JNK et p38 (Laan et
al., 2001; Spriggs et al., 1997; Awane et al., 1999). L'activation des voies MAP kinase
induites par 1'lL-17 résulte en la production d'IL-6 et de la chimiokine IL-8 in vitro, ce qui
cause un recrutement des neutrophiles dans le tissu local (Laan et al, 1999; Hata et al.,
2002). Cette cytokine déclenche aussi la cascade de signalisation associée au facteur NF-kB,
ce qui mene a la prolifération des cellules T et a l'augmentation de plusieurs cytokines
inflammatoires, de la synthase inductible de I'oxyde nitrique et de I'lL.-1p (Nakae ef al., 2002;
Schwarzenberger ef al., 2000). 11 a été démontré que le niveau d'IL-17 est augmenté dans une
variété de maladies inflammatoires incluant l'arthrite rhumathoide (Chabaud et al., 1999;
Lubberts ef al., 2001), la pneumonie bactérienne (Ye et al., 2001; Ye et al., 2001), l'asthme

(Molet et al., 2001; Linden et al., 2001), l'encéphalopathie auto-immune expérimentale
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(Harrington et al., 2005; Lock et al., 2002) et récemment dans les MII (Fujino et al., 2003;
Nielsen et al., 2003; Zhang et al., 2005). De plus, I'IL-17 semble induire de fagon synergique
l'expression de la COX-2 et de I'I[LL-6 dans les myofibroblastes intestinaux humains (Zhang et
al., 2006; Andoh et al., 2002). Cet effet de 1'lL-17 est médié par le facteur NF-xB et par les
voies MAP kinases (Hata et al., 2002). Plusieurs résultats obtenus lors d’expériences sur
I'implication de I'L-17 dans les maladies inflammatoires suggérent que I'L-17 est
initialement impliquée dans la réponse immune innée. En plus de son effet sur I'immunité
innée, il a ét¢ démontré que I'IL-17 joue un rdle dans les réponses immunes adaptatives

induites par les antigenes (Hellings ef al., 2003).

1.5.8 L’interleukine-23

L’TL-23 est une nouvelle cytokine hétérodimérique qui appartient 4 la famille de I'lL-12,
qui comprend les molécules nécessaires a l'initiation effective de la réponse de cellules T.
L'TL-23 consiste en une sous-unité hélicoidale p19 et la sous-unité commune p40 (Oppmann
et al., 2000). La sous-unité p40 associée a la sous-unité p35 forme I'IL-12. Similaire a I'lL-12,
IIL-23 est principalement produite par les cellules myéloides activées telles que les
macrophages et les cellules dendritiques (Oppmann es al., 2000). Initialement, plusieurs
pensaient que la fonction de I'[L-23 était similaire a celle de I'TL-12. Cependant, la déficience
en [L-12p40 et en IL-23p19 élimine complétement la production d'IL-17 et prévient les
maladies auto-immunes, alors que la délétion de la sous-unité [L-12p35, qui résulte en une
IL-12 défectueuse, montre beaucoup moins d'effet sur la réponse auto-immune (Cooper et al.,
2002; Camoglio er al., 2002). Ces faits suggerent que I'[L-23 serait majoritairement
responsable, beaucoup plus que 11L-12, de plusieurs réponses immunopathologiques. La
population cellulaire cible de I'IL-23 est un sous-groupe de cellules CD4+ (Oppmann et al.,
2000) suite a l'activation de son récepteur, constitué d'1L-23R et de IL-12RB1 (Parham et al.,
2002). L'TL-23 active les facteurs STAT3 et STAT4 et permet la différenciation des
lymphocytes CD4+ sensibles en une sous-population pathogénique caractérisée par la
capacité de produire de I'IL-17, les cellules Th17 (Oppmann et al., 2000; Parham ef al., 2002;
Langrish et al., 2005; Langrish ef al., 2004; Aggarwal et al, 2003). En absence d'IL-4 et

d'TFN-y, plus de cellules Thl17 seront générées car I'IFN-y et I'lL-4 peuvent agir comme
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inhibiteurs de la génération des cellules Th17. Il est important de noter que le récepteur a 1'IL-
23 (IL-23R) est absent des cellules T naives et qu'il y a d'autres facteurs impliqués dans la
génération des cellules Th17. Récemment, il a été démontré que le TGF-B et I'lL-6 occupent
ce role en augmentant 'apparition de I'IL-23R a la surface des cellules T naives (Bettelli et
al., 2006; Mangan et al., 2002). Il est intéressant de noter que le TGF-[3, une molécule bien
connue pour ses propriétés anti-inflammatoires, est impliqué dans I'apparition de ces cellules.
L'équipe de Sutton ef al, (2006) a démontré que I'L-la et 1TL-1(3 sont nécessaires a
l'expression de I'IL-17 médiée par I'IL-23. De plus, le TNF-c induit un effet synergique sur la
production de I'IL-17 par 11L-23. Plusieurs études suggérent que I'IL-6 et le TGF-B
permettent l'initiation et la différentiation des cellules T naives en cellules Th17 alors que
ITL-23 sert plutdt & maintenir la population de cellules Thl7, a assurer leur survie a long

terme, ainsi qu’a induire la production d'IL-17 chez les cellules T mémoire Th17.
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Immunité cellulaire
Protection contre les pathogénesintracellulaires
(virus, bactéries)

Auto-immunité, hypersensibilité retardée

Immunité humorale
TH2 Protection contre les
IL-4 pathogénes extracellulaires
IL-5 (parasites, bactéries)
IL-13

Allergies, asthme

TH17 Auto-immunité

IL-17

IL-17f  Protection contreles

IL-21 pathogénes extracellulaires
IL-22 (champignons, bactéries)

TGF-j
IL-10

Immunosuppression

Figure 1.2: Modéle de différenciation des lymphocytes dans le tissu intestinal. Les
lymphocytes naifs se différentient en lymphocytes Thl, Th2, Th17 et Treg sous l'effet des

différentes cytokines et molécules présentes dans leur environnement (Modifiée de Deenick
et al., 2007).
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1.6 Modéles animaux de maladies inflammatoires intestinales

1.6.1 Les modéles animaux de colite inflammatoire

Les modéles murins sont devenus essentiels pour déterminer les mécanismes
physiopathologiques et les processus immunologiques a l'origine de [I’inflammation
chronique des muqueuses, incluant le modéle au sulfate de sodium dextran (DSS) et le
modéle a I’acide trinitrobenzeéne sulfonique (TNBS). Le modéle animal a considérer doit étre
choisi selon les aspects de la maladie humaine a laquelle il doit ressembler (Axelsson et al.,
1996). Le critére de base pour un modeéle expérimental animal idéal des maladies intestinales
inflammatoires humaines, est que le modéle présente toutes les caractéristiques de la maladie

humaine.

Nous pouvons nous interroger sur cette similitude, car certains sont plus ou moins
d’accord avec I’affirmation que le modele DSS doit étre associée a la colite ulcéreuse, et le
modéle TNBS avec la maladie de Crohn. Il semble que ces modeles présentent des
similitudes avec les MII, souvent en relation avec la variation du profil des cytokines et
I’implication de facteurs spécifiques. La maladie de Crohn quant a elle peut atteindre
I’ensemble du tube digestif, mais le modéle au TNBS associé ne peut provoquer
I'inflammation qu’au niveau du gros intestin. Le mode d’administration de ces deux produits
par voie orale pour le DSS et rectale pour le TNBS entraine aussi des différences dans les
1ésions par rapport a ce qui est observée dans les MII humaines (Axelsson et al., 1996). Ces
modeles murins d’inflammation intestinale induite chimiquement sont les plus utilisés et les
mieux connus. Premiérement, I’initiation et la durée de I’inflammation est quasi immédiate et
contrblable. Ensuite, ces modéles n’impliquent pas de délétions artificielles de génes ou des
manipulations qui ne sont pas retrouvés dans les MII chez ’humain (Strober et al., 2002;
Wirtz ef al., 2007). De plus, ces modéles de colite chimique ont démontré étre semblables
aux MII humaines sous de multiples aspects, incluant la dérégulation des principales

cytokines impliquées (Mizoguchi et al., 2008).
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Donc, ces modeéles sont des outils utiles pour étudier les médiateurs de la réponse innée,
adaptative ainsi que les mécanismes de régulation de I’'immunité intestinale (Strober et al.,
2002; Wirtz et al., 2007). 11 est important de noter que méme si la similarité¢ de ces modeles
chimiques aux MII humaines a été largement démontrée, leur degré réel d’équivalence par
rapport a la maladie de Crohn et a la colite ulcérative humaines demeure incertain (Okayasu

et al., 1990; Carvalho et al., 2008; Deger et al., 2006).

1.6.2  Les modeles de la colite induite par le DSS et le TNBS

La colite expérimentale provoquée par le DSS chez les rongeurs a été introduit par
Okayasu et al. (1990). C'est un modéle reconnu d’inflammation intestinale qui est similaire
aux maladies inflammatoires chroniques humaines comme la maladie de Crohn et la colite
ulcéreuse. Dans ce modéle, le DSS administré oralement, est utilisé pour provoquer une
colite chez la souris, ou chez d’autres rongeurs comme chez le rat (Kimura et al., 1995;

Kishimoto ef al., 1992) ou le hamster (Ohkusa et al., 1985; Yamada et al.,1992)

La colite induite au DSS montre plusieurs des caractéristiques inflammatoires cliniques
et histopathologiques retrouvées chez les humains avec une colite ulcérative (Hamilton et al.,
1983; Jewell et al., 1992; Morson et al.,1988; Price et al., 1992). En effet, I’inflammation du
cblon induite au DSS commence dans le c6lon distal et progresse pour atteindre tout le c6lon
et dans les cas sévere le caecum (Axelsson et al., 1996). De plus, I’inflammation est confinée
a la muqueuse et n’est généralement pas transmurale (Okayasu et al., 1990; Cooper et al.,

1993; Murthy et al.,1993)

L’inflammation induite au DSS ne dépend pas de la présence d’aucune espéce
bactérienne spécifique de la flore (Bylund-Fellenius et al., 1993; Axelsson et al., 1996).
Cependant, comme pour les maladies intestinales inflammatoires humaines (Hamilton et al.,
1983; Murthy et al., 1994), la pathogénése exacte de la colite induite au DSS demeure
inconnue (Okayasu et al., 1990; Ohkusa, 1985; Cooper et al.,1993; Axelsson et al., 1993;
Axelsson, 1996). Le mécanisme d'action du DSS n'est cependant pas totalement inconnu,

'importance des groupements sulfates a été démontrée dans l'initiation des mécanismes
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d'inflammation (Elson et al., 1995). Malgré son poids moléculaire important, le DSS peut
pénétrer par pinocytose a l'intérieur des cellules de la muqueuse et donc pourrait directement
jouer un réle dans I’oxydation de I’ADN (Kitajima ef al., 1999) Le degré d’inflammation de
la colite induite au DSS dépend du poids moléculaire et du niveau de sulphatation du DSS,
ainsi que du dosage et de la durée de la période d’administration (Okayasu et al., 1990;
Yamada et al.,1992; Axelsson et al., 1998; Bylund-Fellenius et al., 1993; Cooper et al.,1993;
Murthy et al.,1993).

Pour déterminer la pertinence et 1’exactitude du modéle de colite induite au DSS,
I’inflammation induite doit répondre au traitement avec des médicaments généralement
acceptés et utilisés pour le traitement des MII chez I’humain (Axelsson et al., 1993).
L’inflammation induite au DSS semble réduite avec certains traitements expérimentaux,
comme avec le composé antioxydant MDL73404, et ’immunosuppresseur FK506 (Murthy
et al., 1994; Takizawa et al., 1995). L’inflammation induite par le DSS répond aussi au
traitement & la cyclosporine, un médicament immunosuppresseur utilisé pour traiter les MII
chez I’humain (Murthy et a/.,1993), mais aucune réponse positive au traitement a la

sulphasalazine chez le rat en inflammation intestinale n’a été observée (Chen et al., 1995).

Chez la souris, un autre modéle clairement établi de maladie inflammatoire intestinale
induite chimiquement est la colite causée par l'administration de TNBS. Le TNBS est un
haptene qui, lorsqu’il est administré par voie intrarectale induit une inflammation transmurale
sévére du colon ayant certaines similitudes avec la maladie de Crohn (Strober et al., 2002; te
Velde et al., 2006). Les modeles DSS et TNBS sont bien établis et utilisés depuis plus de 20
ans dans 1'étude des MII (Strober ef al., 2002). L’espece de souris C57BL/6 est hautement
susceptible a la colite au DSS, mais est relativement résistante a la colite induite au TNBS.
Les souris C57BL/6 sont généralement utilisées pour les études impliquant le DSS, tandis
que les souris BALB/c sont plutdt utilisées lors des études avec colite induite au TNBS (te
Velde et al., 2006). L.’administration orale de DSS pendant 5 a 7 jours ou l'administration
intra rectale de TNBS pendant 3-5 jours, sont amplement suffisantes pour induire une
inflammation aigue intestinale chez les souris. La durée et la gravité des lésions varient selon

la dose et la concentration des produits. L.a progression de la colite dans ces deux modeles est
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caractérisée par une perte de poids, un ramollissement des féces et diarrhée, la présence de
sang dans les féces. L’examen morphologique révéle généralement une réduction de la
longueur du c6lon, un épaississement de sa paroi et la présence de féces contenant du sang

(Alex et al., 2009).

L’administration orale de DSS en 4 cycles et ’administration intra rectale hebdomadaire
de TNBS pendant 5 semaines induit 1’inflammation chronique du c6lon, respectivement chez
les souris C57BL/6 et BALB/c. La colite chronique au DSS est caractérisée par une réduction
marquée de la longueur du cdlon, d’importants saignements et une ulcération, tandis que la
colite chronique au TNBS montre aussi un épaississement important de la paroi et parfois des

adhésions et de la fibrose, mis en évidence par un indice d’activité élevé (Alex et al., 2009).

\

Contréle DSS inf. aigue DSS inf. chronique

Figure 1.3: Analyse histologique de cdlon de souris en inflammation. Les coupes
présentées proviennent de tissus colorés H&E de cblon de souris contrble, avec colite aigue
induite au DSS et avec colite chronique induite au DSS. e : atteinte et désorganisation de
I'épithélium; i : infiltrat inflammatoire; m : lamina muscularis mucosae; s : oedéme
submucosal; ¢ : épaississement musculaire dans la lamina muscularis propria. Grossissement :
20X (Tirée de Alex et al., 2009).
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Au niveau histologique, la colite aigue au DSS est caractérisée par des lésions aux
cryptes focales, une diminution des cellules de Goblet et une infiltration de cellules
inflammatoires au niveau des lésions. La colite aigue au TNBS est caractérisée par une perte
de I’architecture au niveau de la membrane et une infiltration transmembranaire de cellules
immunes étendue a la muqueuse et a la sous muqueuse (Alex ez al.,, 2009). La colite
chronique induite au DSS est caractérisée par un dérangement architectural, une nécrose
épithéliale, des abceés cryptiques et une infiltration diffuse de lymphocytes. La colite
chronique induite au TNBS est caractérisée par un cedéme sous-mucosal généralisé, une
nécrose de la muqueuse et une infiltration importante de cellules inflammatoires. I.”indice
d’activité histopathologique, qui prend en considération les dommages a la membrane
épithéliale et le niveau d’infiltration de cellules inflammatoires, est élevé de fagon
significative autant dans les modeles chroniques et aigus de colite induite au DSS que ceux
provoqués par le TNBS (Alex et al., 2009). L’infiltration de neutrophiles, mise en évidence
par I"augmentation de D’activité des myéloperoxidases (MPO), est aussi élevée de fagon
significative autant dans les modeéles chroniques et aigus de colite induite par le DSS ou par

le TNBS.

Comme rapporté dans les études de Xavier ef al., (2007) et Wirtz et al., (2007), les
caractéristiques cliniques et histopathologiques de la colite au DSS sont semblables a celles
de la colite ulcérative (dégradation de 1’épithélium, lésions focales et inflammation
superficielle) et celles de la colite au TNBS se comparent aux lésions observées dans la

maladie de Crohn (associées a une inflammation transmurale et de 1’oedéme).

1.6.3 Le modele de la souris knock-out IL-10

Le modéle de la souris knockout pour le géne de I'TL-10 (IL10-/-) est aussi un modéle
fréquemment utilisé pour étudier l'inflammation intestinale. Ces souris développent une colite
chronique inégale semblable a la maladie de Crohn (Kuhn ef al., 1993). Ce modéle comporte
deux caractéristiques importantes. Premiérement la perméabilité du petit intestin augmente
graduellement chez ces souris, du début de leur vie jusqu'a la mise en place de la maladie

(Madsen et al., 2001). En second lieu, le développement de la maladie dépend de la présence
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des facteurs luminaux, ce qui veut dire que la maladie ne se développe pas dans des
conditions aseptiques. Ces observations suggérent que la colite observée chez ces animaux
peut se développer comme étant une conséquence de la perméabilité anormale du petit
intestin couplée a une augmentation de la présentation d'antigénes luminaux au systéme

immun mucosal (Arrieta et al., 2005).

1.7 Les lactobacilles et I’immunité

1.7.1  Les probiotiques

Le terme “probiotique” est dérivé des racines grecques pro et biota qui signifient “pour
la vie” (Reid et al,, 2003). Le FAO (Food and Agriculture Organization) et le WHO (World
Health Organization) ont défini les substances probiotiques comme des 'microorganismes
vivants', qui, administrés en quantité adéquate, confére a I'hote des effets bénéfiques sur sa
sant¢ (FAO et WHO, 2002). Une variét¢ de genre de bactéries sont utilisées comme
probiotiques, dans des préparations alimentaires. Les genres les plus utilisés sont
Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia, Enterococcus, Bacillus et Streptococcus.
Certains champignons et levures sont aussi utilisés comme probiotiques telles que

Saccharomyces (Jin et al., 2005; Gibson et al., 1995; Alvarez-Olmos et al., 2001).

Pour étre considérés comme des probiotiques, les microorganismes doivent rencontrer
quelques critéres spécifiques. Le microorganisme probiotique idéal doit avoir une trés grande
viabilité cellulaire et doit étre capable de résister aux acides et de survivre a pH trés bas (Reid
et al., 2003). Ce microorganisme doit aussi avoir la capacité de persister dans l'intestin méme
s'il ne peut coloniser 'ensemble du tractus digestif (Harmsen et al., 2000). L'adhésion a
I'épithélium intestinal est nécessaire pour annuler l'effet d'expulsion causé par le
péristaltisme. Ils doivent aussi étre capables d'interagir ou d'envoyer des signaux aux cellules
immunes associées au tractus intestinal (Kopp-Hoolohan ef al., 2001). Ces microorganismes
doivent étre non pathogénes pour I'humain. IIs doivent résister aux processus enzymatiques
de la digestion intestinale mais aussi avoir la capacité d'influencer l'activité métabolique

locale ou systémique (Harmsen et al., 2000). Il a aussi été démontré que les effets des
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probiotiques peuvent étre synergiquement augmentés en présence de certaines substances,
tels l'inuline ou des fructo-oligosaccharides, qui sont des substances appelées prébiotiques
(Kopp-Hoolohan et al., 2001). Parmi les espéces bactériennes pouvant exprimer des
propriétés probiotiques, les bactéries du genre Lactobacillus sont particuliérement

intéressantes.

1.7.2 Caractéristiques des lactobacilles

Les Lactobacilles font partie des bactéries lactiques (LAB), un groupe bactérien
caractérisé par le fait que ses membres produisent de l'acide lactique comme seul ou majeur
produit final du métabolisme des carbohydrates (revue dans Tannock, 2004). Les bactéries du
genre Lactobacillus sont des bactéries Gram positif, immobiles, anaérobies facultatives, non-
sporulantes, en forme de batonnet ou de coccobacille avec un contenu en G+C de I'ADN
généralement inférieur a 50 mol% (Hammes et al., 1995). Elles ont des besoins nutritionnels
complexes : carbohydrates, acides aminés, peptides, esters d'acides gras, sels, dérivés d'acides

nucléiques et vitamines (revue dans Tannock, 2004).

La plupart des lactobacilles présentent une caractéristique propre dans le sens qu'elles
opérent en se servent du métabolisme homofermentatif (c'est-a-dire qu'elles ne produisent
que de l'acide lactique a partir des sucres), et qu'elles sont aérotolérantes en dépit de l'absence
compléte d'une chaine respiratoire. Cette aérotolérance est dépendante du manganése et a été
étudiée dans le cas du Lactobacillus plantarum. Utilisant le glucose comme source de
carbone, les lactobacilles peuvent étre homofermentatives (produisant plus de 85% de
produits de fermentation comme l'acide lactique) ou hétérofermentatives en produisant de
l'acide lactique, du dioxyde de carbone, de l'éthanol, et/ou acide acétique en quantités
équimolaires (revue dans Tannock, 2004). Leurs besoins nutritionnels sont adaptés a leur
habitat riche en substrats contenant du carbone. Ainsi, les LAB sont retrouvées sur les
plantes ou sur du matériel d'origine végétal, dans la nourriture fermentée ou avariée, ou en

association avec les animaux (Hammes et al., 1995).
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Aujourd’hui, vingt-cing espéces de lactobacilles ont été identifiées (Satokari et al., 2003;
Klaenhammer et al., 2008). Le génome de plusieurs membres de ce genre a déja été
séquencé. Chez l'humain et chez les animaux, les lactobacilles sont des bactéries
commensales faisant partie de la flore normale et sont généralement utiles, voire nécessaires.
On les retrouve dans le tractus vaginal et le tractus gastro-intestinal et ils constituent un
¢lément important de la flore intestinale. Beaucoup d'espéces jouent un grand rdle dans la
décomposition de la matiére végétale. La production d'acide lactique acidifie
'environnement, ce qui inhibe la croissance de certaines bactéries nocives. Les lactobacilles
n'exercent aucun réle pathogéne. Dans la cavité orale et dans lintestin, Lactobacillus
acidophilus est l'espéce la plus fréquemment retrouvée (Klaenhammer e al., 2008). Au
niveau vaginal, le bacille de Ddderlein qui y maintient un pH acide par la production d'acide
lactique a partir du glycogéne présent dans le mucus vaginal empéche l'invasion d'autres

especes bactériennes éventuellement nocives (Klaenhammer et al., 2008; Reid et al., 2003).

1.7.3 Utilisation des lactobacilles dans l'industrie alimentaire

L'utilisation des lactobacilles dans l'industrie alimentaire a une trés longue histoire et les
fonctions des bactéries utilisées dans un contexte industriel ont été bien étudiées (Jay et al.,
1996). Les lactobacilles sont importants dans la production de nourriture qui requiere une
fermentation lactique, comme les produits laitiers yogourt et fromage, les légumes fermentés
comme les olives, les cornichons et la choucroute, les viandes fermentées telles le salami,
ainsi que l'ensilage, le foin fermenté donné comme nourriture aux animaux de ferme (revue
dans Tannock, 2004; Jay et al., 1996). Le genre Lactobacillus, le plus étudié des
probiotiques, est communément utilisé dans les processus de fermentation du lait (Ouwehand
et al., 2003), tel que lors de la fabrication du beurre, du fromage, ou des préparation de type
yogourt, kéfir etc. Le pain au levain est aussi fabriqué en utilisant une culture de départ qui
est une co-culture symbiotique de levures et de bactéries lactiques cultivées dans un milieu
constitué de farine et d'eau (revue dans Tannock, 2004). Quelques boissons au yaourt
contiennent des lactobacilles comme complément alimentaire. Le kimchi coréen est
¢galement fabriqué en utilisant des techniques de fermentation par I'acide lactique. Beaucoup

de lactobacilles ont ce caractére exceptionnel parmi les étres vivants qu'ils n'exigent pas de
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fer pour leur croissance et qu'ils ont une tolérance trés haute envers l'eau oxygénée (revue
dans Tannock, 2004). Certains lactobacilles, particulierement L. casei et L. brevis, sont parmi
les plus communs des organismes qui altérent la biere. Cependant, les lactobacilles qui ne
colonisent pas les corps des animaux sont beaucoup moins connus malgré un intérét continue
de la part des scientifiques depuis maintenant presque plus de 100 ans (revue dans Tannock,
2004).

1.7.4  Effets immunomodulateurs induits par des lactobacilles

Certaines bactéries lactiques, pouvant étre reconnues comme probiotiques, semblent
posséder des propriétés immunomodulatrices. Les effets des lactobacilles dépendent
directement de la souche. Plusieurs souches de Lactobacillus agissent sur les plaques de
Peyer pour stimuler la production des IgA sécrétoires et aider a la phagocytose, démontrent
une action anti-inflammatoire par la régulation de la production des cytokines et possédent un
potentiel antiallergique par la réduction de la production des IgE (Clancy et al., 2003;
Erickson et al., 2000; Kitazawa et al., 2003; Chapat e/ al., 2004). Les lactobacilles
augmentent la production d'une large variété de cytokines dépendamment de la souche
utilisée. Certaines souches augmentent les cytokines associées au profil Thl, soit des
cytokines produites par les lymphocytes T helper pro-inflammatoires producteurs d'IFN-y, et
d'autres souches augmentent les cytokines associées au profil Th2, cytokines produites par les
lymphocytes T helper qui stimulent la production d'anticorps par la sécrétion d'IL-4 et de

TGF- (Cross et al., 2002).

1.7.5 Roles des lactobacilles dans les fonctions immunitaires intestinales

Depuis que certaines souches de Lactobacilles sont reconnues comme bactéries a
vocation potentiellement probiotiques, plusieurs études ont été orientées sur I’identification
des substances et des bactéries pouvant réguler les cytokines intestinales ainsi que les
mécanismes responsables de leurs propriétés anti-inflammatoires. La recherche sur les
lactobacilles a permis de constater que l’ingestion par voie orale de L. acidophilus, L.

rhamnosus ou L. casei stimule la production et l'activité des lymphocytes suite a
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I’augmentation des cytokines macrophagiques (IL-6, IL-10, I.-12), des interférons o et 3
(IFN-a,, TFN-B3) et du NO (Kato et al., 1998 ; Tejada-Simon et al., 1999; Kitawaza et al.,
1993; Hessle et al., 1999). Par contre, l'ingestion de L. acidophilus ou L. casei semble
augmenter le nombre de cellules productrices d’IgA et/ou de lymphocytes B spléniques
(Perdigon et al., 1995; Pestka et al., 2001) et L. paracasei a plutdt stimulé la production de
lymphocytes T CD4+ régulateurs ayant une faible capacité proliférative et une forte
production de cytokines suppressives, telles que I'IL-10 et le TGF-3 (Weid et al., 2001). Il
semble de plus en plus admis que les types de cytokines produites et leur quantité relative
varie selon la souche de lactobacilles, mais les mécanismes impliqués ne sont pas connus. Par
contre, les souches de Lactobacilles couramment utilisées dans 1’industrie alimentaire ne
semblent pas capables d’induire la production de cytokines par les cellules immunes
intestinales (Maassen et al., 2000). D’autre part, Haller et al. (2002) ont démontré que les
lactobacilles stimulaient les macrophages & produire de I’IL-10, ce qui contrebalance les
effets pro-inflammatoires des lymphocytes. L’administration intragastrique de la bactérie L.
lactis génétiquement modifiée pour sécréter de I’IL-10 a diminué de 50% les lésions dans un

modele expérimental d’inflammation intestinale (Steidler e al., 2000).

Les propriétés immunomodulatrices des lactobacilles sont reliées non seulement a la
structure de leur paroi bactérienne mais aussi a des substances excrétées par la bactérie ou
transformées par les enzymes bactériens. Plusieurs souches de lactobacilles produisent des
exopolysaccharides (EPS), responsables de propriétés rhéologiques (Welman et al., 20003).

Les propriétés immunomodulatrices de ces EPS ne sont pratiquement pas connues.

Afin de comprendre le réle des lactobacilles et/ou de leurs sous-produits, il faut se
rappeler que les cellules épithéliales intestinales et les macrophages/cellules dendritiques sont
les premiéres cellules en contact avec les bactéries intestinales et sont directement impliquées
dans la régulation de I’état de tolérance/inflammation de I’intestin (Nagler-Anderson C.,

2000).
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1.8 Propriétés de Lactobacillus kefiranofaciens

L'équipe de Toba et al. (1986) a isolé une bactérie productrice d'EPS du kéfir qu'ils ont
nommé Lactobacillus kefiranofaciens. L. kefiranofaciens est une espéce communément
retrouvée parmi la microflore (microbiota) du kéfir (Farmnworth et al., 2003; Maeda et al.,

2004).

1.8.1  Caractéristiques de L. kefiranofaciens

Le kéfir est un breuvage laitier fermenté produit par I'action des lactobacilles, levures et
bactéries productrices d'acide acétique, prises dans une matrice complexe (les grains de kéfir)
de microorganismes, d'EPS et de protéines (Famworth er al., 2003). L'effet probiotique
attribué aux lactobacilles et les produits laitiers fermentés proviennent non seulement des
microorganismes entiers et des composantes de leur membrane, mais aussi des métabolites
tels que les peptides et les polysaccharides extracellulaires produits durant la fermentation.
Les premiéres observations de la structure de grains de kéfir montrent que plusieurs bactéries
sont encapsulées par un EPS appelé kéfiran (La Riviére er al., 1967; Vinderola et al., 2007).
Plusieurs bactéries isolées du kéfir sont capables de produire cet hétéropolysaccharide,
incluant L. kefiranofaciens, L. kefirgranum, L parakefir, L. kefir and L. delbrueckii subsp.
bulgaricus (Farmnworth et al., 2003; Arihara et al., 1990; Frengova et al., 1993). La structure
de ces EPS a été étudiée en détail, mais il y a peu d'informations sur leurs fonctions
physiologiques (Nishimura-Uemra et al., 2003). 1l a été démontré que plusieurs EPS dérivés
de ces lactobacilles possédaient une activité mitogénique sur les lymphocytes B (Kitazawa et
al., 1993; Kitazawa ef al., 1998), avaient la capacité d'induire la production de cytokines
(Kitazawa et al., 1999) et de modifier plusieurs fonctions des macrophages et des splénocytes
(Kitazawa et al., 2000; Kitazawa et al., 2004). 11 y a plusieurs articles qui rapportent aussi les
propriétés antimicrobiennes et cicatrisantes du kéfiran (Santos ez al., 2003; Rodrigues et al.,
2005), sa capacité a abaisser la pression sanguine et le cholestérol dans le sérum (Maeda et
al., 2004; Maeda et al., 2004) ainsi que sa capacité a retarder la croissance tumorale dans
quelques modeles expérimentaux (Shiomi ef al., 1982; Murofushi et al., 1986; Furukawa et

al., 1991; Furukawa et al., 2000). L’analyse détaillée par résonance magnétique nucléaire a



43

montré que I’EPS soluble dans [’eau consiste en un arrangement de glucose et de galactose

dans des rapports approximativement égaux (Vinderola et al., 2007).

1.8.2  Propriétés immunologiques des composantes de L. kefiranofaciens

L'équipe de Vinderola (2005) a récemment démontré la capacité immunomodulatrice du
kéfir dans des modéles murins, montrant l'importance de la concentration et de la viabilité
cellulaire des bactéries pour obtenir une réponse de type Thl ou Th2. Ils ont aussi observé les
effets de la microflore du kéfir ainsi que de la fraction non bactérienne sur la production des
cytokines par les cellules des populations immunitaires adhérentes des plaques de Peyer et les
macrophages péritonéaux (Vinderola et al., 2006). 1l a été démontré que le kéfir pouvait
moduler la réponse immune chez les souris, augmentant le nombre de cellules IgA+ dans la
muqueuse de l'intestin et dans les bronches ainsi que 'activité phagocytaire des macrophages
péritonéaux et pulmonaires (Vinderola et al., 2006). Le but de I'étude de Vinderola et al.
(2006) était aussi de caractériser la capacité immunomodulatrice des deux fractions du kéfir,
la fraction F1, correspondant a la partie solide incluant les bactéries, et la fraction F2, étant le
liquide résiduel, en étudiant les cytokines TNF-a, IL-1a, IL-6, IL-10 mais aussi I'TFN-y,
produites par les macrophages péritonéaux et les cellules adhérentes des plaques de Peyer
chez des souris aprés l'administration des différentes fractions (Vinderola et al., 2006). Les
deux fractions du kéfir ont induit un profil de cytokines similaire chez les macrophages
péritonéaux, avec l'augmentation de la production de TNF-a et d'IL-6. La production de
toutes les cytokines a été augmentée chez les cellules adhérentes des plaques de Peyer aprés
l'administration des fractions F1 et F2, excepté pour I'IFN-y qui a été augmenté seulement
aprés l'administration de la fraction F2. De plus, le pourcentage de cellules IL-10+ induites
par la fraction F2 chez les cellules adhérentes des plaques de Peyer est significativement plus
élevé que celles induites par la F1. Les différents composants du kéfir peuvent aussi avoir un
réle de substances orales biothérapeutiques in vivo capables de stimuler les cellules immunes
du systéme inné, pour réguler a la baisse le phénotype Th2 ou augmenter les réponses
immunes & médiation cellulaire contre les tumeurs et les infections par des pathogénes

intracellulaires (Vinderola et al., 2006).
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Le kéfir a aussi montré une capacit¢é & augmenter l’activité phagocytaire des
macrophages péritonéaux et pulmonaires et 8 moduler la réponse humorale de la muqueuse a
des sites distants (Vinderola et al., 2005). Par contre, les polysaccharides ont longtemps été
considérés comme des antigénes indépendants des cellules T qui échouaient & induire une
mémoire immunologique et la commutation de classe des immunoglobulines (Cobb et al,,
2005). La théorie actuelle soutient que les antigénes indépendants des cellules T se lient aux
cellules B spécifiques aux polysaccharides et stimulent la production d'anticorps spécifiques

sans le recrutement et l'aide des cellules T ou l'induction de la mémoire immunologique

(Kalka-Moll et al., 2002).

1.8.3  Effets de L. kefiranofaciens sur I'immunité intestinale

Dans leur travail, 1'équipe de Vinderola (2007) a démontré que l'administration orale de
kéfiran provenant de L. kefiranofaciens a des souris, a une dose de 100 mg/kg, induisait une
augmentation du nombre de cellules IgA+ dans la LP du petit et du gros intestin, sans
modification du nombre de cellules IgG+ dans le petit intestin (Vinderola et al., 2007).
Plusieurs études ont démontré une augmentation de la production d'anticorps a un niveau
systémique suite a l'administration orale d'EPS (Willers et al., 1995; Lesinski et al., 2001).
Ainsi, plusieurs cellules productrices de cytokines ont été augmentées dans le petit intestin
suite a l'administration de kéfiran. Le nombre de cellules produisant les cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et IL-12 ont augmenté aux jours 5 et 7 aprés son administration. Il est
connu que les macrophages et les cellules dendritiques de la LP, parmi les autres types
cellulaires, produisent ces cytokines. Ils peuvent étre la source de l'augmentation de I'lL-6 et
I1L-12 dans la LP du petit intestin (Husband et al., 1999). D'autre part, l'augmentation du
nombre des cellules Tregs productrices d'IL-10 au jour 7 aprés l'administration de kéfiran

peut favoriser le contrdle de I'homéostasie intestinale.



45

1.9 Produits BiolActis et lactosérum

1.9.1 Observations sur les propriétés immunomodulatrices des produits Biol Actis

L'équipe des Technologies BiolActis Inc. a développé au cours de derniéres années une
variété de produits dérivés de la fermentation du lactosérum par L. kefiranofaciens. Les
produits de BiolActis ont l'avantage d'étre naturels, de ne pas causer d'effets secondaires tout
en démontrant des effets bénéfiques pour la santé comparables a certains médicaments tels
que la niacine, l'hydrocortisone, l'acide S-aminosalicylique, la lovastatine et l'ibuproféne
(Beaulieu et al., 2009). Le but de l'entreprise BiolActis est de développer de nouveaux
produits naturels bénéfiques pour la santé dont les effets sont documentés et supportés par de
fortes preuves scientifiques inspirées des standards de l'industrie pharmaceutique

(Technologie BiolActis Inc., 2010).

Le processus de fabrication des matrices protéiques malléables (MPMs) produites par
BiolActis est complexe et a pris plus de 10 ans de recherche avant d'étre optimisé.
Premiérement, le choix et l'isolation d'une souche unique de bactéries lactiques isolée des
grains de kéfir et spécifiquement adaptée a croitre et a se multiplier dans des substrats
protéiques variés a demandé une longue mise au point. Ce lactobacille, de l'espece
Lactobacillus kefiranofaciens, isolée du grain de kéfir, a été sélectionné pour sa robustesse,
pour ses propriétés a produire des EPS et a croitre dans un substrat non supplémenté. De plus,
due a la sécrétion de protéases, cette bactérie unique permet I'hydrolyse des protéines durant
le processus de fermentation ce qui méne a la génération d'une nouvelle population de
peptides et de polypeptides. Le résultat final, une mixture originale complexe a été identifiée
sous le vocable de MPM ou aussi dénommé récemment Multi Plex Matrices par BiolActis

(Technologie BiolActis Inc., 2010).

Aujourd’hui, BiolActis est le seul propriétaire d'une large banque de différents MPMs
avec des caractéristiques techniques et physiologiques variées et de multiples bénéfices sur la

santé. Ces produits sont le résultat de la fermentation du lactosérum par de différentes
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souches de lactobacilles avec des conditions spécifiques de production (Technologie

BiolActis Inc., 2010).

L'équipe de Technologie BiolActis Inc. a démontré que l'administration préventive de
MPM inhibait l'infiltration des neutrophiles dans un modéle de poche d'air (air pouch), aprés
une injection de LPS sous la peau des souris, modéle qui présente certaines similarités avec
l'arthrite rhumatoide et d'autres maladies impliquant une augmentation des neutrophiles.
L'administration de MPM a causé une diminution de 50% des leucocytes au site
d'inflammation ainsi qu'une réduction importante de la production d'IL-1(3, d'I[.-6 et de TNF-
o (Beaulieu et al, 2009). L'administration de MPM chez des souris stimule le systéme
immunitaire a augmenter sa production de neutrophiles ainsi que le niveau de glutathion
(GSH) intracellulaire. De plus, l'administration de MPM ne provoque pas la production
d'anticorps spécifiques contre le MPM ce qui indique l'absence de reconnaissance immune
indésirables des MPMs. Avec ces propriétés le MPM représente une nourriture fonctionnelle

immunomodulatrice potentielle pour le maintien d'une santé immune générale (Beaulieu et

al., 2007).

Les MPMs seraient capables de générer des actions multiples en modulant le systéme
immunitaire, tel qu'observé dans un modéle de dermatite atopique (Beaulieu et al., 2007). 1l
semble que les MPMs auraient des propriétés métaboliques variées selon les informations
fournies par l'entreprise mais ces propriétés n'ont pas encore fait l'objet de publications. Les
recherches récentes ont permis de démontrer que le mécanisme d'action des MPMs cible un
type particulier de lymphocytes, les cellules Th17, associées au développement des maladies
auto-immunes et inflammatoires ainsi qu'a l'augmentation des molécules pro-inflammatoires
(Murphy et al., 2003; Hashimoto et al., 2005; Matusevicius et al., 1999; Nakae et al., 2003;
Technologie BiolActis Inc., 2010). La modulation de la voie immune associée aux cellules
Th17 permet la régulation de différents processus métaboliques. L'équipe de Technologie
BiolActis a démontré, qu'en situation d'inflammation chronique forte, l'administration de
MPM diminue la population de cellules Th17. Les études récentes indiquent que les MPMs
sont responsables de la diminution de la réponse granulocyte-dépendante associée a I'obésité

en diminuant le recrutement des macrophages a l'intérieur du tissu adipeux. Les MPMs
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réduisent aussi la production de cytokines pro-inflammatoires telle que I'lL-6 et le TNF-«, ce
qui bloque les interactions négatives entre le tissu adipeux et les macrophages (Beaulieu et
al., 2007). De plus, ce processus prévient le déclenchement de la cascade du syndrome
métabolique responsable du développement du diabéte de type-2, de l'hypertension, de
I'hyperlipidémie en inhibant la transformation du tissu adipeux (Tilg et Moschen, 2006). Il est
clair qu'il y a une importante corrélation entre la modulation du systéme immunitaire et le
contr6le métabolique telles que la gestion du poids corporel, de I'hypertension, des lipides en
circulation sanguine, et du diabéte. De plus, les MPMs riches en cystéine induisent la
biosynthése du GSH qui représente un composant puissant stimulant les défenses humaines
contre des maladies comme le cancer et le SIDA (Technologie BiolActis Inc., 2010). Les
résultats récents obtenus par BiolActis supportent le fait que la modulation du systéme
immunitaire peut aider a restaurer I'homéostasie d'un organisme affecté par des problémes

associés a 'obésité (Technologie BiolActis Inc., 2010).

Ces découvertes ouvrent la porte au développement de produits innovateurs en relation
avec les processus inflammatoires. Ainsi, prévenir la différentiation des lymphocytes T en
cellules Th17 pourrait réduire fortement ou méme arréter le développement de maladies auto-
immunes telles que l'arthrite rhumatoide, la sclérose en plaques ainsi que les M1l (Maladie de

Crohn) et le psoriasis (Technologie BiolActis Inc., 2010).

En appliquant ses procédés de fermentation unique & un substrat de protéines de
lactosérum, BiolActis a créé des produits de premiére classe appartenant a la famille des
lactoceutiques, un nouveau terme proposé par BiolActis pour décrire ses produits (Lemieux
et al., 2004). Les avancées technologiques de BiolActis ont permis de concentrer et de mettre
en synergie les composés actifs biologiques du lactosérum fermenté dans une seule matrice.
Les produits développés pourraient étre, ou seront, disponible sous formes de capsules,
crémes applicable ou mangeables (semblables a un yogourt), en tablettes et méme sous forme

de poudre séchée (Technologie BiolActis Inc., 2010).

Les différents MPMs développés different par leur composition initiale en protéines de

lactosérum ainsi que par les conditions et temps de fermentation. Plusieurs produits sont en
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cours d'étude et certains d'entre eux seront plus particuliérement utilisés au cours de notre

étude (Technologie BiolActis Inc., 2010).

Ainsi, le MPM-FB036 est désormais étudié dans le cadre du programme de gestion du
syndrome métabolique en relation avec la gestion du poids corporel. Le MPM-FB036 est
testé pour le contrdle du poids dans un modele de dicte riche en fructose et lipides et d'obésité
induite par les hormones. Le MPM-FB036 empéche le tissu adipeux mince de devenir un
tissu adipeux obése. Le MPM-FB036 contribuerait a I'état de satiété ce qui explique en partie
la perte de poids ainsi que la réduction de nourriture consommée. De plus, il réduit
significativement l'hypertension aprés 4 semaines d'administration. L'expansion du tissu
adipeux durant une prise de poids méne au recrutement de macrophage par les adipocytes. Le
MPM-FB036 préviendrait aussi l'obésité du a l'activation de la voie Thl7 en régulant
négativement la réponse granulocyte dépendante impliquée dans le recrutement de cellules
immunes telles que les macrophages dans le tissu adipeux (Techmologie BiolActis Inc.,
2010).

Dans le programme d'immunothérapie de BiolActis, parmi les produits en
développement, le MPM-PCO10 est intéressant pour ses propriétés potentielles comme
stimulant immunitaire. Des résultats récents suggerent que le MPM-PCO10 stimulerait les
défenses naturelles en augmentant le nombre de cellules polymorphonucléaires (PMN)
responsables de la premiére reconnaissance et la destruction des pathogenes (Beaulieu et al.,
2009). Le mécanisme d'action de la stimulation des cellules PMN pourrait étre relié a la
stimulation de la voie Th17 chez des individus sains et en santé, qui stimule la défense

immune granulocyte-dépendante (Technologie BiolActis Inc., 2010).

1.9.2  Substances immunomodulatrices du lactosérum

Jusqu'a présent, les protéines de lactosérum ont surtout été étudiées pour leur effets
positifs sur l'endurance et la reconstruction musculaire (Tipton et al., 2004). La découverte
des propriétés antioxydantes de ces protéines a permis d'anticiper un potentiel bénéfique pour

la santé dans les cas de cancer et de maladies associées au systéme immunitaire (Bounous et
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al., 1991). Conséquemment, de nos jours, plusieurs des recherches faites sur les protéines et
peptides provenant du lactosérum sont axées sur la mise en évidence de leurs bienfaits
respectifs sur le systéme immunitaire (revue dans Beaulieu et al., 2006). Le lactosérum
contient plusieurs types de protéines ainsi que les peptides dérivés de celles-ci. Les protéines
retrouvées dans le lactosérum sont principalement la {3-lactoglobuline, l'a-lactalbumine, la
lactoferrine, les immunoglobulines (Ig) et l'albumine sérique bovine (BSA) (revue dans

Beaulieu et al., 2006).

La {3-lactoglobuline est la protéine la plus abondante du lactosérum, elle constitue de 55
a 65% des protéines totales. Bounous et Kongshavn (1985) furent les premiers a démontrer
les effets immunostimulants de la [-lactoglobuline. Cette protéine posséde un effet
stimulateur sur les splénocytes de la rate (Bounous et al., 1991; Wong et al, 1998) et
augmente la production de GSH (Bounous et al., 1991). Les peptides dérivés de la -
lactoglobuline sont nombreux et certains encore inconnus. Certains de ces peptides ont
démontré une activité antimicrobienne (Pellegrini et al, 2001). D'autres sont reconnus
comme transporteurs de petites molécules hydrophobes comme l'acide rétinoique, un
modulateur important dans la réponse lymphocytaire (Guimont et al., 1997). Le peptide B-
lactotensine permet la régulation de la contraction des muscles lisses de 1'lléum (Yamauchi ez
al., 1992) et a aussi un effet stimulant sur les cellules musculaires lisses in vitro (Pihlanto-
Lepalla et al., 1997). Plusieurs maladies, comme I'asthme, l'athérosclérose et les allergies
sont associées a un dysfonctionnement des muscles lisses (Yoshida et al., 2005). Par son effet
stimulateur sur les cellules musculaires lisses, il semble que la (-lactotensine permet
d'améliorer I'état de santé général. La [-lactoglobuline est responsable des allergies au lait
(Host, 2002). Par contre, la consommation de peptides dérivés de celle-ci augmente la
tolérance orale et diminue la production d'IgE spécifique a la B-lactoglobuline (Pecquet et al.,

2000).

L'a-lactalbumine constitue 15 a 25 % de la quantité totale des protéines du lactosérum.
Cette protéine posséde de nombreux acides aminés essentiels et est peu immunogéne

(Matsumoto et al., 2000). Des 1980, plusieurs €tudes démontraient déja les propriétés
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immunostimulantes de l'a-lactalbumine (Bounous et al., 1981; Bounous ef al., 1983), mais ce
n'est qu'en 1997 qu'il a clairement été démontré qu'elle induisait des effets stimulateurs. En
effet, elle augmente la production d'IL-1¢ produite par les macrophages (Wong et al., 1997).
L'a-lactalbumine posséde aussi des propriété anti-inflammatoires et anti-nociceptives par sa
capacité a inhiber la cyclo-oxygénase 2 (COX-2) et la phospholipase A2, ce qui méne a une
diminution de la production de I'lL-6 et de la PGE2 (Yamaguchi et al., 2008). Autre
propriété trés intéressante, elle induit l'apoptose des cellules tumorales et immatures, sans
affecter les cellules normales (Hakansson et al., 1999; Svensson et al., 2000). Les nombreux
peptides dérivés de l'a-lactalbumine possedent plusieurs propriétés, comme la régulation de
l'activité des lymphocytes B et T, la stimulation de l'adhérence et de la phagocytose des
macrophages ainsi que la stimulation de la réponse oxydative explosive (Bounous et al.,

1985; Gattegno et al., 1988; Jaziri et al., 1992; Kayser et al., 1996).

La lactoferrine est en faible quantité dans le lactosérum dont elle compose que 1 a2 %
de la quantité totale des protéines. Elle est une glycoprotéine anti-oxydante possédant un site
de liaison au fer. C'est la plus étudiée des protéines du lactosérum et aussi la meilleure
substance immunomodulatrice provenant du lait. Sa capacité anti-oxydante découle du site de
liaison au fer, ce site est aussi en partie responsable de son potentiel antimicrobien (Baldwin
et al., 1984; Bezwoda et al., 1989). La lactoferrine est retrouvée dans le colostrum, dans les
sécrétions des muqueuses et dans les granules des neutrophiles (Masson ef al., 1968; Masson
et al., 1969; Masson et al., 1971). La présence de lactoferrine dans ces sites impliqués dans
l'acquisition de l'immunité suggere une importante contribution de celle-ci & la santé immune.
La lactoferrine peut donc agir comme agent immunosuppresseur anti-inflammatoire ou
comme immunostimulant. Elle peut agir & plusieurs niveaux différents et l'effet final dépend
souvent de I'état initial, ainsi que de l'organe ou du type de cellules étudié. Donc, son effet
anti-inflammatoire est généralement constaté dans des mod¢les d'inflammation aigue in vitro
ou in vivo, et son effet immunostimulant dans des cas normaux ou d'immunosuppression. Sa
capacité de modifier la production de plusieurs cytokines va affecter les multiples
populations cellulaires différemment selon leur état initial mais les mécanismes impliqués ne
sont que peu connus (Beaulieu et al, 2006). La lactoferrine posséde un effet anti-

inflammatoire dans les modéles animaux et inhibe les cytokines inflammatoires comme le
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TNF-a, I'TL-1 et 'TFN-y (Machnicki et al., 1993; Wong et al., 1997; Hayashida et al., 2004;
Kimber ef al., 2002). La lactoferrine permet aussi l'augmentation de la production de la
cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Hayashida et al., 2004). Il est reconnu que la lactoferrine
stimule 1'immunité mucosale par l'intermédiaire de plaques de Peyer (Debbabi et al., 1998;
Wang et al., 2000), mais elle exerce aussi plusieurs autres effets sur l'organisme. Elle régule
la myélopoiése (Broxmeyer et al., 1980; Bagby et al., 1989 ; Crouch ef al., 1992), stimule la
prolifération lymphocytaire (Wong et al., 1997), permet la promotion de la différenciation
des lymphocytes B et T (Zimecki et al., 1995) et augmente la disponibilité des cellules NK,
CD8+ et CD4+ (Wang et al., 2000; Sekine et al., 1997; ligo et al., 1999). La lactoferrine et
les peptides dérivés peuvent augmenter l'activité de phagocytose des neutrophiles aussi bien
que l'interleukine 8 (IL-8) (Miyauchi ef al., 1998; Shinoda ef al., 1996) et peuvent se lier aux
motifs CpG présents dans I'ADN bactérien et ainsi prévenir l'effet stimulateur sur les
lymphocytes B (Britigan et al., 2001). Les peptides dérivés de la lactoferrine peuvent inhiber
la production d'TL-6 suite a une stimulation par le LPS (Mattsby-Baltzer et al., 1996) et
augmentent l'apoptose des lignées de cellules leucémiques par l'augmentation de la
production de métabolites oxygénés réactionnels (ROS) par les cellules phagocytaires (Yoo

etal., 1997).

Les immunoglobulines, présentes a 10% dans le lactosérum, contiennent des IgG1, IgM,
IgA et des IgG2. Elles permettent 'augmentation de la production de glutathion (Bounous et
al., 1989). L'albumine sérique bovine (BSA) augmentent le GSH et stimule ’activité des
splénocytes (Bounous ef al., 1991; Bounous et al., 2003). Les glycomacropeptides ou GMP
suppriment la prolifération cellulaire causée par une stimulation avec des agents mitogénes
comme le PHA et le LPS (Otani et al., 1992; Otani et al., 1995) et stimulent la prolifération
et la phagocytose des macrophages (Li ez al., 2004).

Finalement, plusieurs des peptides issus de ces protéines de lactosérum peuvent avoir
une activité agoniste ou antagoniste aux substances opioides, en interagissant avec le
récepteur aux opioides ou en bloquant les substances supposées s'y lier. Il semble que les
peptides dérivés de l'a-lactalbumine et de la 3-lactoglobuline sont des agonistes des opioides,

et ceux issus de la lactoferrine des antagonistes aux opioides. La stimulation ou l'inhibition de
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l'activité qui découle de l'activation du récepteur opioide peut provoquer plusieurs effets.
Celui-ci est surtout connu pour son effet sur le contréle de la douleur, mais il semble étre
impliqué dans plusieurs autres processus encore méconnus et peut avoir un effet positif sur

l'inflammation et sur le systéme immunitaire (Shah, 2000).

1.10  Hypothéses et objectifs de la recherche

Les désordres inflammatoires intestinaux impliquent souvent un débalancement de la
microflore intestinale pouvant étre rétablie par l'ingestion de bactéries probiotiques. Les
produits BiolActis proviennent de la fermentation de lactosérum par des bactéries lactiques
probiotiques. Les propriétés immunostimulatrices et/ou anti-inflammatoires de plusieurs
composantes du lactosérum et de la bactérie L. kefiranofaciens ont déja été démontrées dans
plusieurs modéles. Dans cette optique, Les Technologies BiolActis Inc. ont développé une

gamme de produits destinés au contrble des maladies intestinales inflammatoires.

L'objectif principal de ce projet est de vérifier les propriétés immunomodulatrices et/ou
anti-inflammatoires de certains produits obtenus par la fermentation du lactosérum a I’aide de
souches sélectionnées de L. kefiranofaciens développées par Les Technologies BiolActis Inc
soit in vitro a l'aide de macrophages et/ou de cellules intestinales, soit in vivo dans un modéle
murin de colite expérimentale. Ces produits, soit les matrices protéiques malléables (MPMs)
générés par fermentation, ainsi que les substances bactériennes provenant de Lactobacillus
kefiranofaciens R2C2, pourraient posséder la capacité de diminuer la production de cytokines
pro-inflammatoires a l'avantage des cytokines anti-inflammatoires. Comme les macrophages
et les cellules épithéliales intestinales sont directement impliqués dans la production de
cytokines inflammatoires et suppressives et qu'ils peuvent entrer en contact direct avec les
diverses molécules contenues dans les produits BiolActis, il est postulé que ces cellules
seraient directement impliquées dans la diminution des cytokines pro-inflammatoires et la

diminution de 'état inflammatoire intestinal par certains des produits générés par BiolActis.

Les niveaux de production de cytokines pro et anti-inflammatoires par les macrophages,

cellules épithéliales et autres cellules de l'organisme influence le degré et le type
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d'inflammation développé. Les cytokines pro-inflammatoires IL-6, TNF-a, I1L-8, 1L-17 et
IL-23 et anti-inflammatoires IL-10 et PGE2 sont respectivement impliquées dans les
mécanismes d'inflammation intestinale ainsi que dans les mécanismes de tolérance immune
orale. Il est postulé que les dérivés des produits de BiolActis favoriseraient la production de

ITL-10 et/ou de la PGE2 ou entrainerait une diminution principalement de I'1L.-6 et de I'IL-17.

La production de ces cytokines impliquent plusieurs facteurs de transcription et les voies
les plus connues impliquent les MAPK p38 et ERK1/2, la COX-2 et NF-xkB. L'IL-1]3 est
reconnue pour induire un état inflammatoire chez les cellules épithéliales intestinales et le
peptidoglycane pour activer le TLR-2 chez les macrophages ainsi que la production de
cytokines impliquées dans l'inflammation intestinale causée par des bactéries Gram positif
indésirables. Comme les lactobacilles utilisés dans la production des dérivés de BiolActis
sont des bactéries Gram+, il est postulé que ces lactobacilles pourraient entrainer une
stimulation des cytokines via le peptidoglycane présent dans leur paroi. Cette hypothése sera
vérifié par I'étude des effets de L. kefiranofaciens et du PEP chez des macrophages ou de I'TLL-
1b chez les cellules épithéliales. La production de certaines de ces cytokines en condition
inflammatoire simulée, par I'ajout de PEP chez les macrophages et par I'ajout d'IL-13 chez les
cellules épithéliales sera vérifiée. 11 a été alors possible d'étudier I'implication des diverses
voies de signalisation cellulaire responsables de la modification de la production de cytokine
par les produits par l'ajout d'inhibiteurs spécifiques a plusieurs voies de signalisation

intracellulaire pouvant étre impliquées.

Les probiotiques sont maintenant reconnus pour leurs propriétés régulatrices de
I'homéostasie intestinale, donc il est proposé que l'administration des MPMs et de la souche
bactérienne lors de colite expérimentale 1égére chez des animaux pourrait avoir un effet anti-
inflammatoire en induisant les cytokines et cellules suppressives impliquées. L'utilisation
d'un modele animal de colite 1égére induite avec une faible quantité de sulfate de dextran
sodium semble appropriée pour l'étude des effets de la consommation simultanée ou
préventive des produits BiolActis lors de colite 1égeére. Des études in vivo ont été réalisées
chez des groupes de souris traitées simultanément ou de fagon préventive avec des produits

choisis lors de colite expérimentale causée par le DSS, ainsi que I'évaluation de paramétres
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immunologiques, tels le dosage de cytokines par ELISA ou RT-PCR semi quantitatif en
temps réel et l'immunomarquages des populations lymphocytaires des tissus intestinaux ont
permis de déterminer les molécules et cellules impliquées dans l'effet des produits BiolActis.
I est proposé que les produits de BiolActis ont modulé différents sous types de cellules

immunes de l'intestin qui ont modifié I'inflammation intestinale expérimentale.



CHAPITRE II

MATERIELS ET METHODES

2.1 Animaux

Les souris femelles C57BL/6 4gées de 4 a 6 semaines et pesant environ 20 g proviennent
de laboratoires certifiées sans pathogene (Charles River, St-Constant, Québec, Canada). Elles
subissent une période d’adaptation de 2 semaines avant leur utilisation. Elles sont soumises a
un cycle lumiére-obscurité de 12 h/12 h. L’eau de breuvage réguliere ou la solution de DSS,
ainsi que la nourriture sont fournis ad libitum Les expérimentations in vivo sont autorisées
par le Comité Institutionnel de la Protection des Animaux (CIPA) de I'Université du Québec

a Montréal.
2.2 Cellules
2.2.1 Les cellules épithéliales intestinales humaines

La lignée cellulaire Caco-2, des cellules épithéliales d'adénocarcinome de cdlon humain,
a été obtenue de I’American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, Virginie, Etats-
Unis). Ces cellules sont cultivées dans le milieu de culture RPMI 1640 HyClone additionné
de 10% le sérum de veau feetal (SVF) HyClone (Thermo Fisher Scientific, Waltman,
Massachusetts, Etats-Unis). Le milieu de culture RPMI complet contient aussi 50 unités/mL
de pénicilline, 50 pg/ml de streptomycine et 100 pg/ml de néomycine (Sigma-Aldrich, St-
Louis, Missouri, Etats-Unis), appelé milieu complet. La solution tampon PBS provient de
Gibco (Carlsbad, Californie, Etats—Unis). Les cellules Caco-2 sont cultivées dans des flacons
de 650 mL pour culture de cellules adhérentes avec une surface de culture de 175 cm® de
marque Sarsted (Nimbrecht, Allemagne) dans du milieu RPMI 1640 complet. Les cellules
sont cultivées sous une atmosphére humidifiée avec 5% de CO, a 37°C. Lorsque les cellules

atteignent 80% de confluence, elle sont séparées par traitement a la trypsine-EDTA (Sigma-
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Aldrich) et incubées & 37°C pendant 5-10 minutes, ou jusqu'a ce que les cellules décollent, et
sont réensemencées & une concentration de 2,5 x 10° cellules par mL. Les cellules Caco-2
sont utilisées entre le 9° et le 14° passage compte tenu de leur niveau optimal de croissance.
Les cellules sont alors récoltées et mises en culture dans des plaques de 24 puits a raison de
2,5 x 10° cellules/mL durant 48 h. Les cellules Caco-2 sont alors prétes & subir les différents
traitements. Selon les expériences, les produits BiolActis sont ajoutés a la dilution finale
appropriée. Le volume final est ajusté a 1 mL avec du RPMI 1640 complet. Les cellules sont
incubées 24 h et le surnageant est récupéré pour 1’analyse des cytokines par ELISA et les
cellules sont soumises & des marquages pour la détermination des niveaux de toxicité révélée

par des tests de nécrose et d’apoptose.
2.2.2 Culture primaire de splénocytes de souris C57BL/6

Les souris C57BL/6 sont euthanasiées par inhalation de dioxyde de carbone et la rate est
prélevée et conservée dans du RPMI 1640 complet froid (4°C). La rate est ensuite broyée sur
un tamis cellulaire 70 um (BD Bioscience, San Diego, Californie, Etats-Unis) et les cellules
sont recueillies dans du RPMI 1640 complet. La concentration cellulaire totale est ajustée a
5,5 x 10 cellules/mL. Ensuite, 900 uL de cette suspension est déposé dans chaque puits d'une
plaque adhérente de 24 puits pour obtenir 5 x 10° cellules par puits. Les plaques utilisées sont
des plaques Costar® adhérentes, avec puits de 15,6 mm et d'une surface de 1,9 cm?, de la
compagnie Coming (New York, Etats-Unis). Les splénocytes sont alors préts a subir les
différents traitements. Le volume final est ajusté & 1 mL avec du RPMI 1640 complet. Les

splénocytes sont ensuite incubés dans une atmospheére humidifiée avec 5% de CO, a 37°C.
2.2.3  Culture primaire de macrophages spléniques de souris C57BL/6

Les souris C57BL/6 sont euthanasi€es et la rate est prélevée et conservée dans du RPMI
1640 complet froid (4°C). La rate est ensuite broyée sur un tamis cellulaire 70 um (BD
Bioscience) et les cellules sont recueillies dans du RPMI 1640 complet. La quantité de
macrophage estimée dans la rate est d'environ 10%. La concentration cellulaire totale est

ajustée 4 5 x 10° cellules/mL. Ensuite, 1 mL de cette suspension est déposé dans chaque puits
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dune plaque adhérente de 24 puits pour obtenir environ 5 x 10° macrophages par puits.
L'isolation des macrophages se fait par adhérence au plastique. Les macrophages adherent en
incubant 2 h a 37°C. Les macrophages sont incubés dans une atmosphére humidifiée avec 5%
de CO, & 37°C. Ensuite, elles sont lavées délicatement avec du PBS afin d'éliminer les
cellules non adhérées. Un 2° lavage délicat est effectué pour éliminer les cellules non
adhérées. Les macrophages sont alors préts a étre utilisés dans les divers protocoles. Le

volume final est ajusté & 1 mL avec du RPMI 1640 complet.

2.3 Préparation des produits BiolActis

2.3.1 Préparation de la souche bactérienne et pasteurisation

Une petite quantité de bactéries lyophilisées L. kefiranofaciens R2C2 de Technologie
BiolActis (Laval, Québec, Canada) est ajoutée au milieu de culture liquide pour lactobacilles
RCW (BiolActis, Laval, Québec, Canada). Les bactéries sont cultivées durant 48 h 4 30°C, la
concentration finale est d'environ 1 x 10° bactéries par mL. La culture bactérienne est
centrifugée a 800 x g pendant 10 min. Le culot de bactéries est lavé deux fois avec du PBS
stérile. Les cultures bactériennes sont incubées dans un bain a4 70°C durant 25 minutes et sont
ensuite diluées avec du PBS stérile pour utilisation dans les expériences in vitro ou in vivo.

Cette incubation permet de pasteuriser la préparation bactérienne et empéche sa croissance.

2.3.2  Préparation des extraits solubles des MPMs de BiolActis

Les différentes préparations de MPMs : PCO10, 16h, 48h, FB030-2 et FB036 sont des
lots produits par les Technologies BiolActis et nous sont fournies sous forme d’une
préparation liquide conservée a 4°C. Ces préparations sont centrifugées a 800 x g pendant 10
min et le surnageant est recueilli. La composition et la concentration en diverses substances
des produits BiolActis en développement est strictement confidentielle. Diverses dilutions de
ce surnageant sont préparées avec du PBS stérile et utilisées dans les expériences in vitro et

in vivo.
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2.4 FEtude des propriétés immunomodulatrices des extraits solubles des MPMs
2.4.1 Effet des produits BiolActis sur les cellules Caco-2 activées avec I'lL-13

Les cellules Caco-2 ont été mises en culture dans des plaques de 24 puits a raison de 2,5
x 10° cellules/mL durant 48 h, est stimulée par I'ajout de 32 ng/mL d'IL-1p humaine. Les
produits BiolActis sont ajoutés & la dilution finale optimale 2 h aprés 1'ajout de I'IL-13. Le
volume final est ajusté a 1 mL avec du RPMI 1640 complet. Les cellules sont incubées 24 h
et le surnageant est récupéré pour analyse des cytokines par ELISA. La cytotoxicité des
produits est évaluée par cytofluorométrie, tel que décrit plus loin. Les expériences sont

effectuées en triplicata.

2.4.2  Effet des produits BiolActis sur les macrophages activés par le peptidoglycane (PEP),
en présence/absence d’inhibiteurs de récepteur membranaire ou de voles de

signalisation

Afin de simuler les effets induits par la paroi Gram+ des lactobacilles, les macrophages
de rate de souris CS7BL/6 sont isolés par adhérence et ajustés a une concentration de S x 10°
cellules par mL. Les cellules sont incubées dans une atmosphére humidifiée de 5% de CO, a
37°C. Une premiére série d’expériences est réalisée avec des macrophages traités avec du
PEP hautement purifié obtenu de Sigma-Aldrich (St-Louis, Missouri, Etats—Unis) a une
concentration finale de 10 pg/mlL et incubés 2h, et ensuite traités avec les différents produits
de BiolActis & une dilution optimale. Les surnageants sont récoltés pour le dosage de

cytokines par des tests ELISA. Les expériences sont effectuées en triplicata.

Des macrophages traités de fagon similaire sont alors mis en contact avec des inhibiteurs
des voies des MAPK ERK1/2 et p38, du récepteur aux opiacés, de la voie du NF-kB et de la
voie de la COX-2 & leur concentration finale respective. I.a concentration d'inhibiteur utilisée
est celle recommandée par le manufacturier pour une inhibition compléte de la voie de
signalisation et couramment utilisée pour des expériences similaires dans la littérature

scientifique. Les macrophages sont incubés 1 h avant 1’ajout des différents produits soluble
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de BiolActis. Les inhibiteurs utilisés sont le U 0126 (iIERK) a 10 uM final, le SB 203580
(iP38) a 10 uM, la naltrexone (iRO) a 10 pM, le SN-50 (iNFkB) a 18 uM et le COX-2
Inhibitor I ICOX2) a 20 uM et ils proviennent tous de Calbiochem (San Diego, Californie,
Etats-Unis). Les fractions solubles des divers MPMs de BiolActis sont ensuite ajoutées 4 une
dilution finale de 1/500 et la suspension bactérienne R2C2, a une dilution finale de 1/100. Les
cellules sont incubées dans une atmosphére humidifiée avec 5% de CO, a 37°C. Les
surnageants sont récoltés aprés 24 h et les cytokines dosées par des tests ELISA. Les
expériences sont effectuées en triplicata. Les effets inhibiteurs spécifiquement induits par les
différents produits de BiolActis seront déterminés par comparaison avec les effets inhibiteurs

spécifiquement induit par le PEP.

2.5 Expériences in vivo dans un modele de colite expérimentale induite par le sulfate de

dextran sodium (DSS)
2.5.1 Induction de la colite par le sulfate de dextran sodium

L’inflammation intestinale est induite par administration orale de sulfate de dextran
sodium (DSS) dans ’eau de breuvage. Le DSS utilis€ pour déclencher le processus
d'inflammation intestinale est d'un poids moléculaire de 36 a 50 kDa et provient de MP
Biomedicals (Solon, Ohio, Etats-Unis). Le DSS est dissous dans ’eau de breuvage fournie
aux animaux & une concentration de 2,5% (poids/volume). La solution de DSS et les
bouteilles d'eau sont remplacées a tous les 2 jours, par une bouteille propre avec une solution
fraiche. Les animaux sont ensuite exposés a la solution de DSS ad libitum. L’addition de DSS
dans I’eau n’a pas influencé la consommation d’eau par |’animal, tel que déterminé par la
quantité d'eau résiduelle lors des changements de bouteille. Les caractéristiques de la
substance DSS et sa stabilité en solution ont déja été démontrées (Bylund-Fellenius et al.,

1994).
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2.5.2  Etude in vivo de l'administration simultanée de MPM de BiolActis lors de I'induction

et pendant la colite expérimentale

Les souris sont acclimatées & la présence de l'expérimentateur pendant une semaine.
Chaque groupe est composé de 4 souris femelles C57BL/6. Elles sont pesées a tous les jours.
Les groupes DSS et MPM+DSS ont regu 2,5% de DSS dans ’eau de breuvage pendant les 6
premiers jours. Les souris du groupe DSS+MPM ont regu en plus 100 pL. de MPM par 20g
(poids) par gavage oral a tous les jours. Le groupe controle n'a pas de DSS dans son eau de
breuvage, il regoit 100 pL. d'eau stérile par 20g (poids) par gavage oral a tous les jours. Le
groupe contréle MPM n'a pas été inclus dans les résultats compte tenu de mortalité imprévue
dont la cause n'avait aucun lien avec les effets du MPM. Le taux d’hématocrite a été mesuré
aux jours 0, 4 et 8. Les souris sont euthanasiées au jour 10 par inhalation de CO,. Le petit
intestin est prélevé en coupant 0,5 cm sous l'estomac et 1 cm au dessus du caecum, et le célon
en coupant aprés le caecum et 0,5 cm avant l'anus. Les petits intestins sont utilisés pour
l'analyse des populations lymphocytaire par cytofluorométrie. Les cdlons sont mesurés et
pesés. Un morceau de c6lon de un centimétre est prélevé et conservé dans du RNA Later
(Ambion/Applied Biosystems, Foster City, Californie, Etats-Unis) pour extraction ultérieure
de I'ARN. Le reste du c6lon est broyé avec 1 mL de PBS froid pour le dosage des cytokines.

Tous les échantillons sont conservés a -80°C.

2.53 Etude in vivo d'administration préventive des produits BiolActis avant 'induction et

pendant la colite expérimentale

Les souris sont acclimatées a la présence de l'expérimentateur pendant une semaine.
Chaque groupe est composé de 6 souris femelles C57BL/6 afin d'améliorer la valeur
statistique des résultats compte tenu de la variation individuelle présumée. Elles sont pesées a
tous les jours. Les souris regoivent un prétraitement de 7 jours avec le MPM ou avec le
produit de BiolActis R2C2 avant l'ajout de DSS dans leur eau de breuvage et ce traitement
est continué jusqu'a l'euthanasie de I'animal. Les groupes DSS, MPM+DSS et le groupe
R2C2+DSS ont regu 2,5% de DSS dans ’eau de breuvage du jour 7 jusqu'au 14° jour. Le

groupe contrdle n'a pas de DSS dans son eau de breuvage, il regoit 100 uL d'eau stérile par
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20g (poids) par gavage oral a tous les jours. Les souris du groupe MPM et du groupe
MPM+DSS ont recu 100 pL. de MPM par 20g (poids) par gavage oral a tous les jours. Les
souris du groupe R2C2 et du groupe R2C2+DSS ont recu 100 pL de suspension bactérienne
R2C2 non diluée par 20g (poids) par gavage oral a tous les jours. Les aiguilles de gavage oral
proviennent de (Thermo Fisher Scientific). Le taux d’hématocrite est mesuré aux jours 0, 7,
10 et 14 a I’aide de tubes capillaires pour le prélevement de sang (Thermo Fisher Scientific,
Waltman, Massachusetts, Etats—Unis). Les souris sont euthanasiées au jour 14 par inhalation
de CO,. Le petit intestin est prélevé en coupant 0,5 cm sous l'estomac et 1 cm au dessus du
caecum, et le c6lon en coupant aprés le caecum et 0,5 cm avant l'anus. Les petits intestins
sont utilisés pour l'analyse des populations lymphocytaire par cytofluorométrie. Les cdlons
sont mesurés et pesés. Un morceau de cdlon de un centimeétre est prélevé et conservé dans du
RNA Later pour I’extraction ultérieure de 'ARN. Le reste du c6lon est broyé avec 1 mL de
PBS froid et le surnageant est conservé pour le dosage des cytokines. Tous les échantillons

sont conservés a -80°C.

2.6 Mesure de la cytotoxicité cellulaire induite par les produits BiolActis sur les cellules en

culture

L'analyse de la cytotoxicité est faite avec le produit Annexin-V-FLUOS Staining Kit
(Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Allemagne) qui permet de détecter et de quantifier
l'apoptose et la nécrose cellulaire. Les cellules récoltées sont traitées et marquées a l'annexine
V-FITC et a l'iodure de propidium selon les recommandations du manufacturier et ensuite
analysées par cytofluorométrie avec l'appareil FACScan (BD Bioscience, San Diego,
Californie, Etats-Unis). Les cellules apoptotiques sont Annexine V + seulement, alors que les
cellules nécrotiques sont Annexine V + et lodure de propidium +. L’analyse
multiparamétrique permet d’obtenir le pourcentage de chacune de ces cellules. Les analyses

sont effectuées en triplicata.
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2.7 Dosage de cytokines par ELISA

Les dosages de I'IL-6, de I'[L-10, et du TNFaq, chez la souris sont effectués avec les tests
ELISA (BD Bioscience, San Diego, Californie, Etats—Unis), soit les tests BD OptElATM Set
Mouse IL-6, BD OptEIATM Set Mouse IL-10, et Mouse TNF ELISA Set II. Les tests ELISA
pour le dosage de la PGE2 chez la souris sont effectués avec le test Enzyme Immunoassay for
Prostaglandin E2 (monoclonal) (Oxford Biomedical Research, Oxford, Michigan, Etats-
Unis). Les tests ELISA pour le dosage de 1'lL-8 produite par les cellules d'origine humaine
Caco-2 sont effectués avec le kit Human IL-8 ELISA MAX™ Set Standard (BioLegend, San
Diego, Californie, Etats-Unis). Les plaques utilisées pour les tests ELISA, lorsque non
fournies dans le kit du manufacturier, sont des plaques Nunc, Immuno 96 MicroWell™
Plates, a fond plat, de Thermo Fisher Scientific (Waltman, Massachusetts, Etats-Unis). Tous
les tests ELISA sont effectués selon les recommandations standards des manufacturiers
respectifs avec un volume prédéterminé, soit S0 ou 100 pL. de surnageant de culture cellulaire

ou de surnageant de lysat de cOlon. Les dosages sont effectués en triplicata.

2.8 Prélévement, isolement et purification des lymphocytes intraépithéliaux, de la lamina

propria et des plaques de Peyer de I’intestin gréle.

La méthode suivante est adaptée du protocole développé par Lefrancois et Lycke (1996).
Les solutions stock HEPES 1M, HBSS 10x normale et HBSS 10x sans calcium et sans
magnésium, la solution EDTA 1M ainsi que le bicarbonate de sodium en poudre proviennent
de Sigma-Aldrich (St-Louis, Missouri, Etats-Unis). La solution sans calcium-sans
magnésium (CMF) est constituée de HBSS 1x (sans calcium et sans magnésium), de 10%
v/iv de solution tampon HEPES-Bicarbonate et de 2% wv/v de SVF. La solution
CMF/EDTA/SVF est constituée de 90% v/v de HBSS 1x normal, 10% v/v de SVF et contient
15 mM d'HEPES, de 5 mM d'EDTA et est ajustée & pH 7.2. La solution tampon HEPES-
Bicarbonate 10x, contient 100 mM D'HEPES final et 250 mM de sodium bicarbonate et est
ajustée a pH 7.2. La solution RPMI/Collagénase VIII est constituée de RPMI 1640, de 10%
v/v SVF et de 3,4 mg de Collagénase VIII, soit 50 U/mL final.
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Les souris sont euthanasiées et le petit intestin est prélevé en coupant 0,5 cm sous
l'estomac et 1 cm au dessus du caecum. Il est ensuite déposé dans un pétri stérile avec un peu
de RPMI 1640 afin qu’il ne séche pas. Les intestins sont nettoyés mécaniquement avec des
pinces et en injectant environ 40 mL de solution CMF & 4°C 2 l'intérieur de l'intestin avec une

seringue munie d'une aiguille de taille 18-20 G.

Une pression légere est appliquée pour laver I’intérieur de 1’intestin et le débarrasser des
matiéres fécales. L’intestin lavé est déposé dans un nouveau pétri avec du RPMI 4 4°C et le
tissu conjonctif et le gras sont enlevés avec une pince. Les plaques de Peyer sont prélevées
pour l'analyse des populations cellulaires. Elles sont conservées dans un tube de 50 mL
contenant du RPMI froid sur glace et ensuite broyées sur tamis cellulaire 70 um. L'intestin est
coupé longitudinalement et ensuite latéralement en piéces de 0,5 cm. Les piéces d’intestin
sans plaques de Peyer sont déposées dans un tube stérile de 50 mL avec 40 mL de CMF &
4°C. Le tube est inversé plusieurs fois et les piéces se déposent au fond du tube. Les piéces
d’intestin sont ainsi lavées trois fois, ou jusqu’a ce que le surnageant soit assez clair, et ce,

afin d’enlever le mucus et les matiéres fécales résiduelles.

Les piéces d'intestin sont transférées dans un erlenmeyer de polycarbonate qui contient
20 mL de solution CMF/SVE/EDTA préchauffé 4 37°C et un barreau magnétique. Les
morceaux de deux intestins entiers provenant des souris d'un méme groupe peuvent étre
combinés dans le méme erlenmeyer. Les morceaux d'intestin sont incubés 20 min & 37°C sous
agitation vive avec un agitateur magnétique. La solution et les pi€ces d’intestin sont ensuite
transférées dans un tube de 50 mL et vortexées a vitesse maximale durant 15 s. Les morceaux
d'intestin se déposent au fond du tube et le surnageant est récolté et mis dans un nouveau tube
de 50 mL. Cette étape est répétée une autre fois en ajoutant 20 mL de solution
CMF/SVF/EDTA aux piéces d’intestin qui seront a nouveau vortexées. Le surnageant
recueilli suite au dépdt des pieces d'intestin est combiné au surnageant déja recueilli dans le
tube de 50 mL. Ce surnageant est considéré comme contenant les IELs et est conservé sur
glace pendant 10 min. Le culot de débris est éliminé et le surnageant est conserve sur glace.
Le tube contenant les [ELs est ensuite centrifugé 4 400 x g durant 5 min. et le culot est

considéré comme contenant la fraction IEL.
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Le culot de IELs est alors resuspendu dans 16 mL d’une solution de Percoll 45%, qui est
divisé en deux fractions de 8 mL, qui sont ajoutées individuellement sur 5 mL de Percoll
67%, dans 2 tubes individuels de 15 mL. Les diverses solution de Percoll, 100%, 67%, et
45%, sont préparées avec du Percoll de Sigma-Aldrich (St-Louis, Missouri, Etats-Unis) et
avec la solution PBS stérile de Gibco (Carlsbad, Californie, Etats-Unis). Les tubes sont
centrifugés 20 min & 600 x g. La bande contenant les IELs, située a l'interphase, est prélevée
dans chaque tube. Les cellules obtenues sont combinées et lavées 2 fois avec du RPMI 1640
complet en centrifugeant a 400 x g pendant 5 min. Les [ELs sont resuspendus dans du RPMI

complet et le compte cellulaire est effectué.

Les pieces du tissu intestinal subissent encore deux fois un traitement CMF/SVF/EDTA,
avec agitation, durant 20 minutes, a 37°C et le surnageant n'est pas récupéré. Les piéces de
tissus intestinaux sont lavées avec du RPMI complet & 4°C pendant 5 min pour éliminer
I'EDTA résiduel. Les piéces sont ensuite rincées sur un tamis cellulaire de 70 pm et
transférées dans l'erlenmeyer original, préalablement rincé au RPMI complet. Un volume de
20 mL de solution RPMI/Collagénase VIII (50 U/mL) préchauffée a 37°C est ajouté aux
piéces de tissus et elles sont incubées 1 h a 37°C avec agitation moyennement vive (400
RPM), sur une plaque agitatrice. La collagénase VIII provient de Sigma-Aldrich (St-Louis,
Missouri, Etats-Unis). Le surnageant est récolté en transvidant la solution et les piéces
d'intestin sur un tamis cellulaire de 70 um déposé sur un tube de 50 mL. Les piéces et le
tamis sont rincées a quelques reprises avec du RPMI 1640 froid. Le tube est centrifugé a 850
x g pendant 10 min. Le surnageant est jeté et les cellules sont lavées en les resuspendant dans
25 mL de RPMI froid pour éliminer la collagénase VIII résiduelle. Les cellules, soit les
LPLs, sont centrifugées a 850 x g pendant 10 minutes et le lavage est répété. Les cellules sont
encore centrifugées et le culot est resuspendu dans 5 ml de solution de Percoll 45%, qui est
ensuite déposé sur 10 mL de Percoll 100% dans un tube de 15 mL. Ce tube est centrifugé a
800 x g sans frein pendant 20 min. La bande contenant les cellules, située a l'interface, est
récupérée et les cellules sont lavées deux fois comme précédemment. Le culot contient la
fraction LPL. Les LPLs sont resuspendus dans du RPMI complet et le compte cellulaire est

effectué.
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Les cellules obtenues lors du broyage des plaques de Peyer, les PPLs, sont lavées et
resuspendues dans du RPMI complet et le compte cellulaire est effectué. Les PPLs, les [ELs
et les LPLs sont alors préts a étre phénotypés par différents doubles et triples marquages

avec les anticorps monoclonaux fluorescents et analysés en cytofluorométrie.
2.9 Immuno-marquages des cellules intestinales pour analyse par cytofluorométrie

Les cellules provenant des fractions IEL, PPL, et LPL sont séparées en quantité et
volume égaux, selon le nombre de doubles ou triples marquages anticipés, effectués en
duplicata. Les marquages impliquant les anticorps anti-mouse IL-17A et anti-mouse Foxp3
nécessitent la perméabilisation préalable des cellules pour permettre l'entrée de l'anticorps
spécifique a l'intérieur des cellules. Les cellules sont préalablement fixées et perméabilisées
avec les produits du Fixation/Permeabilization Kit de la compagnie eBioscience (San Diego,
Californie, Etats-Unis) et ensuite marquées avec les anticorps monoclonaux, selon les

recommandations spécifiques du fabricant.

Les différents anticorps monoclonaux spécifiques utilisés pour l'analyse des populations
cellulaire par cytofluorométrie, sont le Phycoerythrin (PE) anti-mouse IL.-17A, Fluorescein
isothiocyanate (FITC) anti-mouse 1L-17A, FITC anti-mouse gamma delta TCR, PE anti-
mouse CD4, FITC anti-mouse CD4, Peridinin chlorophyll protein (PerCP) anti-mouse CDS8,
FITC anti-mouse CD19, PerCP anti-mouse NK1.1 et PE anti-mouse Foxp3 proviennent tous
de la compagnie eBioscience (San Diego, Californie, Etats-Unis). L'appareil de
cytofluorométrie utilisé pour mesurer la cytotoxicité ainsi que pour quantifier les diverses
populations cellulaires intestinales par immuno-marquages doubles et triples est l'appareil
FACScan de la compagnie BD Bioscience. L’analyse multiparamétrique est effectuée sur

tous les échantillons et les lectures sont faites en duplicata.
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2.10  Analyse de l'expression de 111.-23 et de I'IL.-17A par une technique de RT-PCR semi-
quantitatif

Les échantillons de cdlon sont broyés et I'ARN total est extrait avec l'ensemble
RNAqueous de Ambion/Applied Biosystems (Foster City, Californie, Etats-Unis), selon les
directives du manufacturier. La quantité¢ et la qualit¢ de I'ARN sont déterminées par

spectrophotométrie par lecture d'absorbance a 260 nm et le ratio 260/280.

La quantité d'ARN initial est normalisée a 700 ng pour tous les échantillons et il est
rétro-transcrit en ADNc avec l'ensemble High-Capacity cDNA reverse transcription kit de
Ambion (Foster City, Californie, Etats-Unis) en utilisant un mélange d'Oligo dT et de
Random Hexamers comme amorces, selon les directives du manufacturier. La transcription
inverse est effectuée avec l'appareil thermocycleur 7300 d'Applied Biosystems (Foster City,
Californie, Etats-Unis). L'ADN génomique contaminant est éliminé par un traitement régulier
de digestion d'ADN avec l'ensemble TURBO DNA-free de Ambion (Foster City, Californie,

Etats-Unis) selon les directives du manufacturier.

Les amorces spécifiques 4 '"ADNc obtenu des ARNm codant pour 'IL-23 et I'IL-17A
chez la souris sont désignées avec le logiciel Primer Express 3.0 de Applied Biosystems
(Foster City, Californie, Etats-Unis) a partir des séquences disponibles dans GenBank pour
Mus musculus interleukine 17A ARNm, numéro d'accession NM_010552.3, et pour Mus
musculus interleukine 23, sous-unité alpha pl19, ARNm, numéro d'accession NM_(031252.2.
Les amorces sont commandées chez Integrated DNA Technologies (Coralville, Iowa, Etats-
Unis). L'amorce IL-17A sens (forward) possede la séquence 5'-CCT GGC GGC TAC AGT
GAA G-3' et I'amorce IL-17A anti-sens (reverse) posséde la séquence 5'-TTT GGA CAC
GCT GAG CTT TG-3'. L'amorce IL-23 sens (forward) possede la séquence 5'-CCT TCT
CCG TTC CAA GAT CCT -3' et I'amorce 1L-23 anti-sens (reverse) posseéde la séquence 5'-
GGG CAG CTA TGG CCA AAA-3'. L'expression de ces genes est normalisée par rapport a
l'expression du géne reporteur (housekeeping gene) GAPDH. Les amorces pour le GAPDH
sont désignées a partir de la séquence disponible dans GenBank pour Mus musculus

glycéraldéhyde-3-phosphate  dehydrogénase (GAPDH) ARNm, numéro d'accession
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NM_008084.2. L'amorce GAPDH sens (forward) posseéde la séquence 5'-TCC TGC ACC
ACC AAC TGC TTA-3' et I'amorce GAPDH anti-sens (reverse) posséde la séquence 5-ATC
ACG CCA CAG CTT TCC AGA-3".

Le PCR semi quantitatif est une technique qui permet de comparer le niveau
d'expression d'un géne des échantillons par rapport au contrdle (détecteur). Cette technique
est effectuée en utilisant une quantité initiale de 35 ng d'ADNc avec l'ensemble QuantiTect
SYBR Green PCR Master Mix de la compagnie QIAGEN GmbH (Hilden, Diisseldorf,
Allemagne), selon les directives du manufacturier, avec une concentration finale en amorces
de 0,3 uM, pour un total de 50 cycles. L'appareil de PCR en temps réel utilisé est I'appareil
thermocycleur 7300 d'Applied Biosystems. Le programme utilis€¢ pour effectuer le PCR et
pour analyser les données est le programme Sequence Detection Software version 1.4
d'Applied Biosystems. Toutes les réactions de RT-PCR sont effectuées dans des plaques de
96 puits de marque MicroAmp en utilisant les films optiques adhésifs MicroAmp pour les
réactions de PCR et les bandelettes de 12 couvercles reliés MicroAmp, tous de la compagnie

Applied Biosystems.
2.11  Données et analyses statistiques

Les données sont présentées sous la forme de la moyenne £ SD, sauf lorsque non
approprié. Les analyses statistiques ont €té réalisées en utilisant le test t de Student lorsque
les groupes ou échantillons sont comparés au témoin contréle ou entre eux. Il est clairement
indiqué sur les figures lorsque les groupes ou échantillons sont comparés entre eux, en
absence d'indication spécifique ils sont comparés au controle. Les calculs et analyses
statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel Excel (Microsoft, San Diego, Californie,
Etats-Unis). Les différences significatives (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) sont
indiquées sur les figures lorsqu'approprié. Toutes les expériences in vitro sont effectuées en
triplicata et tous les résultats présentés sont représentatifs de deux expériences. Les dosages
par ELISA ou par RT-PCR sont effectués en triplicata. Les expériences in vivo comprennent
un nombre de souris de n=4 pour 1'é¢tude d'administration simultanée de MPM lors de colite

expérimentale et de n=6 pour 1'étude d'administration préventive des produits BiolActis lors
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de colite expérimentale. Les expériences in vivo ont été effectuées une seule fois mais des
expériences préliminaires ont été réalisées avec peu de souris pour déterminer les conditions
optimales des expériences in vivo. Les immunomarquages sont effectués en duplicata pour

chaque souris des divers groupes.



CHAPITRE III

RESULTATS

3.1 Effets des produits de fermentation du lactosérum par la souche L.kefiranofaciens de

BiolActis sur les cellules épithéliales intestinales

3.1.1  Apoptose et nécrose des cellules épithéliales intestinales

Les produits dérivés de la fermentation du lactosérum par L. kefiranofaciens sont
destinés a une administration orale et peuvent donc agir au niveau de la muqueuse intestinale.
Nous avons vérifié ’effet des différents produits solubles de BiolActis sur la viabilité des
cellules Caco-2 qui sont des cellules épithéliales intestinales humaines provenant de
carcinome de célon. Différentes fractions solubles des MPMs provenant de différentes
conditions de fermentation ont été ajoutées, a différentes dilutions, a des cellules Caco-2 en
forte croissance et incubées durant 24 h. Les cellules ont ensuite été marquées avec de
I'Annexine V et de l'iodure de propidium (IP) afin d'évaluer les niveaux de nécrose et
d'apoptose et analysées en cytofluorométrie. Les résultats de la figure 3.1 A montrent que le
niveau basal d’apoptose (Annexine5+, IP-) de ces cellules était relativement élevé (environ
60%), cependant l'ajout des produits BiolActis, méme & la plus faible dilution, n’a pas
augmenté ce niveau. Au contraire, 1’ajout du produit PCO10 aux cellules Caco-2 a diminué le
niveau de nécrose spontanée (Annexine5+, [P+) des cellules Caco-2 (p<0.05) (Fig. 3.1B). Le
haut niveau d'apoptose et de nécrose basal refléte les difficultés de croissance rencontrées
avec cette lignée de cellules. L'état des cellules ne permet pas d'affirmer que les produits n'ont
pas d'effet, mais suggere qu'ils n'aggravent pas la situation. Donc, les produits solubles de
fermentation de BiolActis ne montrent pas d’effets significatifs sur la viabilité des cellules
épithéliales a toutes les dilutions testées. Pour les expériences suivantes, nous avons choisi la
dilution 1/500 pour ces produits, car la dilution 1/100 provoque l'augmentation de la nécrose

des cellules spléniques.
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Ensuite, nous avons aussi vérifié la cytotoxicité de diverses dilutions de la suspension de
la souche bactérienne L. kéfiranofasciens R2C2 sur les cellules Caco-2, car les bactéries sont
présentes dans les MPMs. Les bactéries présentes dans la suspension sont préalablement
pasteurisées. La figure 3.2 montre que seule la dilution 1/10 a diminué significativement
l'apoptose (A) (p<0.01) ainsi que la nécrose (B) (p<0.05) mais pas les dilutions 1/100 et plus.
Afin d'éviter toute situation potentielle de cytotoxicité limite avec les différents produits, la

dilution 1/500 au lieu de 1/100 a été utilisée dans les expériences subséquentes.

3.1.2  Production d’IL-8 par les cellules épithéliales Caco-2

Dans un second temps, les cellules Caco-2 ont été stimulées avec de I'IL-3 afin d'induire
la production de I'IL-8. Ces cellules stimulées ont alors ét¢ mises en contact avec les
préparations solubles des MPMs provenant de différentes conditions de fermentation et les
niveaux de sécrétion d’IL-8 ont été dosés aprés 24 h d’incubation. Tel que montré dans la
figure 3.3, I’addition d’IL-1[3 a stimulé la production de I’'IL-8, tel qu’attendu. L’addition des
différents produits a la dilution 1/100 a diminué significativement la production d’IL-8
induite par I’'IL-1[3 chez les cellules Caco-2 (p < 0.01 et 0.05) et ce, avec tous les produits.
L’effet inhibiteur a été plus fortement marqué avec le produit 48h a la dilution 1/100. Cet
effet inhibiteur s’est maintenu a des dilutions plus fortes avec les produits PC010, FB030-2 et
FB036 (p < 0.05).

3.2 Effets des produits de fermentation du lactosérum par la souche L. kefiranofaciens de

BiolActis sur les cellules mononucléaires de la rate (splénocytes) et les macrophages de
souris C57BL/6

3.2.1 Apoptose et nécrose des splénocytes

Afin de déterminer les effets des différents produits de BiolActis sur la viabilité des
cellules mononucléaires spléniques, une suspension de cellules de la rate est incubée avec
différentes dilutions des extraits solubles des produits de fermentation durant 24 h. Les

cellules ont ensuite ét¢ marquées avec de I'IP et de I’Annexine 5 et analysées en
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cytofluorométrie. Les résultats présentés dans la figure 3.4A indiquent que 1’apoptose
spontanée de ces cellules est diminuée par les différents produits solubles de BiolActis et ce,
méme & des dilutions trés fortes (p < 0.01). Les produits PCO10 et FB030-2 ont induit de la
nécrose cellulaire seulement avec la dilution la plus faible (Fig. 3.4B) (p<0.01). Donc, la
dilution 1/500 a été choisie pour la réalisation des expériences sur les fonctions cellulaires.
D'autre part, les préparations de BiolActis contiennent aussi des cellules bactériennes
impliquées dans la fermentation. Nous avons alors testé la cytotoxicité de différentes
dilutions de cellules de la souche de L. kefiranofaciens R2C2 pasteurisée sur les splénocytes
de souris CS7BL/6. Tel que montré dans la figure 3.5, les résultats indiquent que 1’addition
de la suspension bactérienne n’a pas influencé significativement le niveau d'apoptose
(Annexine 5+ IP-) (Fig. 3.5A) ainsi que le niveau de nécrose (Annexine 5+ IP+) (Fig. 3.5B),
sauf avec la concentration la plus forte pour laquelle une légére augmentation de nécrose a

été observée (p <0.05).

3.2.2 Effets des produits de BiolActis sur la production de cytokines par les macrophages

spléniques

Compte tenu de la faible cytotoxicité pour les cellules mononucléaires spléniques des
produits solubles de BiolActis, les macrophages spléniques ont été isolés par adhérence et
mis en contact avec différentes dilutions des produits de BiolActis. La stimulation de la
production de cytokines pro-et anti-inflammatoires (IL-6, IL-10 et PGE2) a été quantifiée par
des tests ELISA. Les niveaux de cytokines produites, étaient trés faibles, car les résultats se
trouvaient sous la courbe standard et ne pouvaient pas étre significatifs. Ces résultats
suggeérent que les produits de BiolActis ne sont pas des inducteurs de cytokines
macrophagiques. Par contre, ces mémes produits peuvent moduler avec les voies d'activation
impliquées dans la production de ces cytokines. Nous avons alors étudié cette hypothése en
deux étapes; la premiére consistant a déterminer les effets de l'addition des produits de
BiolActis sur des macrophages préalablement activés par le peptidoglycane (PEP) afin de
simuler l'effet de la présence de la paroi bactérienne et des dérivés solubles produits par la
fermentation du lactosérum par la souche L. kefiranofaciens, et la seconde, en étudiant les

effets de ces mé€mes produits sur des macrophages activés par le PEP mais en présence
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d'inhibiteurs de différentes voies de signalisation impliquées dans la production de I'TL-6, de
IL-10 et de la PGE2. Ainsi, les macrophages ont été stimulés par le PEP en absence et en
présence d’inhibiteurs contre les MAPK ERK et p38, le NF-«kB et la COX-2. Un inhibiteur
des récepteurs opioides a aussi été ajouté compte tenu de la présence dans le lactosérum de
peptides laitiers pouvant activer ces récepteurs et diminuer la production des cytokines

inflammatoires (Sacerdote, 2003).

3.2.3 Effets des produits de BiolActis sur la production d'IL-6 par les macrophages

spléniques

La figure 3.6A montre que le PEP induit fortement la production de I'IL-6 chez des
macrophages spléniques mais cette production est diminuée principalement par les
inhibiteurs de la Cox-2 (p < 0.01), suggérant que la production de cette cytokine passe
partiellement par cette voie. Par contre, la production d’IL-6 est augmentée suite a I’ajout des
inhibiteurs de la MAPK p38 et du récepteur opioide (p < 0.01 et 0.05), suggérant que ces
voies sont plutdt impliquées dans I’inhibition de la production d’[L-6. L'inhibition de NF-«B,
du récepteur opioide et des voies ERK 1/2 semble augmenter la production d'IL-6 par le PEP,
ce qui peut €tre surprenant si on considére que le facteur NF-kB est directement impliqué
dans la transcription du géne de I'IL-6, ce qui suggererait l'existence d'un autre facteur de
transcription ou une inhibition partielle du facteur de transcription. La possible implication de
ces voies dans la production d'[L-10 expliquerait le fait, car une inhibition de la production

d'IL-10 provoque souvent une augmentation de la production d'IL-6.

Des expériences préliminaires ont montré que l'ajout des extraits solubles seuls ne
stimulait significativement pas la production des cytokines macrophagiques (résultats non
montrés). Par contre, 'ajout des extraits solubles des produits de BiolActis a des
macrophages activés par le PEP a modifié les niveaux de production de I'IL-6, tel qu'il est
montré dans les figures 3.6B a F. Afin de ne pas surcharger les figures par la quantité
d’informations obtenues par ces expériences, nous avons présenté seulement la production
additionnelle ou la diminution d’IL-6 (variations) induite par chacun des produits en présence

des substances inhibitrices par rapport aux niveaux de base des cellules activées par le PEP et
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les produits en présence ou non des inhibiteurs. Cette fagon de faire permet de mettre en
évidence les effets dus seulement a I'addition de chacun des produits de BiolActis et non pas
ceux induits par le PEP. Aussi, seule la moyenne des variations dans la production d'IL-6
induits par les produits de BiolActis en présence des inhibiteurs sont présentés (ce qui
explique 1’absence d’écart-types sur les figures). Ainsi, la premiére colonne montre la
quantité additionnelle d'IL-6 qui est induite par le produit de BiolActis. Une variation
positive en présence d'un inhibiteur indique que le produit de BiolActis a un effet sur la
production de I'IL-6 via la voie de signalisation correspondante a l'inhibiteur. Une bande prés
du 0 en présence d'un inhibiteur indique que la voie de signalisation n'est pas impliquée dans
l'augmentation de I'IL-6 par le produit de BiolActis alors qu'une bande négative signifie que

le produit de BiolActis induit un effet inhibiteur de cette voie dans la production d'IL-6.

Ainsi, la premieére colonne de chacune des figures 3.6 (B-F) montre que tous les extraits
solubles des produits BiolActis (PC010, 16h, 48h, FB030-2 et FB036) stimulent la
production d’IL-6 chez les macrophages déja activés par le PEP. Seule l'augmentation
additionnelle de I'IL-6 induite par chacun des produits est indiquée. Les effets additionnels
induits par le PC010 (Fig. 3.6B) sur la production d'IL-6 dépendent du NF-«kB chez les
macrophages activés au PEP. Les voies des MAPK ERK 1/2 et de la Cox-2 sont aussi
impliquées mais de fagon secondaire et la voie MAPK p38 n'y joue presque aucun réle. Il est
intéressant de remarquer que l'ajout du produit PC010 en présence de l'inhibiteur pour le
récepteur opioide diminue la production d'IL-6 en dessous du contrdle avec inhibiteur du

récepteur opioide.

Des résultats similaires sont observés avec les produit 16h et 48h et avec le produit
FB030-2 (Figs 3.6C, 3.6D et 3.6E). Par contre, le produit 48h favorise une inhibition de la
production d'lL-6 via la voie des MAPK p38 tout en montrant une plus forte stimulation par
la voie de la Cox-2. D’autre part, le produit FB036 a aussi augmenté la production de I’IL-6
mais tous les inhibiteurs n’ont que partiellement inhibé cette augmentation, suggérant
I’existence d’une autre voie de signalisation qui pourrait étre impliquée avec ce produit (Fig.

3.6F).
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3.2.4 Effets des produits de BiolActis sur la production d'IL-10 par les macrophages

spléniques

En ce qui concerne I’IL-10, la figure 3.7A montre que le PEP a stimulé la production de
I’'IL-10 via principalement de la voie impliquant la MAPK p38 (p < 0.001) et, & un plus
faible niveau, celle de la MAPK ERK 1/2 (p < 0.05). L'inhibition du facteur NF-«B, de la
COX-2 et du récepteur opioide n'ont pas eu d'effet significatif sur la production d'IL-10
induite par le PEP. L’ajout du produit PC010 & ces macrophages a entrainé une diminution
minime et non-significative de I’'IL-10. Des résultats similaires sont observés avec les produit
48h, FB030-2 et FB036 (Figs 3.7C, 3.7D et 3.7E). Le produit 16h n'a pas eu d'effet
significatif. Pour l'analyse des graphiques sur la production d'IL-10 en présence d'inhibiteurs,
(Fig. 3.7B-F) montre que l'ajout des différents produits de BiolActis en présence des
inhibiteurs a accentué la diminution de la production d'IL-10 par rapport au contréle. Aucune
des voies de signalisation étudiées ne peut étre directement associée a cette diminution, car
tous les inhibiteurs ont favorisé la diminution d'IL-10 causée par le produit au lieu de
'empécher. L'approche expérimentale utilisée ne permet pas de déterminer les voies

impliquées dans la diminution de I'lL-10 causée par les produits.

3.2.5 Effets des produits de BiolActis sur la production de PGE2 par les macrophages

spléniques

Des expériences similaires sont réalisées pour la PGE2. Tel que montré dans la figure
3.84A, la production de PGE2 par des macrophages activés par le PEP est totalement inhibée
par ’inhibiteur de la COX-2. La PGE?2, par contre, n’est que partiellement inhibée par chacun
des autres inhibiteurs mais est plus fortement inhibée par I'inhibiteur de la MAPK ERK (p <
0.001) suggérant que la production de la PGE2 est indirectement reliée a toutes les voies de
signalisation étudiées. Les inhibiteurs des voies MAPK p38 et ERK provoquent une forte
diminution de la production de PGE2. Tous les produits de BiolActis ont entrainé une
diminution importante de la production de PGE2 par les macrophages activés par le PEP
(Figs 3.8B a 3.8F). Le produit de fermentation de 16h est celui qui a entrainé la plus faible
diminution de la PGE2 (Fig. 3.8C). Seuls les inhibiteurs de la MAPK p38 n'ont pas accentué
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l'effet inhibiteur du produit FB036 sur la production de PGE2 (Figs 3.8F). Tous les produits
inhibent la production de PGE2 par des macrophages activés par le PEP.

32.6 Effets immunomodulateurs de la préparation soluble de la bactérie L. kefiranofaciens

R2C2 sur les macrophages spléniques

Les résultats obtenus avec les extraits solubles provenant du lactosérum fermenté durant
48 heures par la souche R2C2 avant et aprés extraction de cellules bactériennes suggérent que
la bactérie R2C2 pourrait posséder des propriétés immunomodulatrices différentes de celles
des préparations solubles des MPMss. Nous avons alors vérifié cette hypothése en étudiant
les propriétés immunomodulatrices d’un extrait soluble de la bactérie R2C2. L’extrait de la
bactérie R2C2 a induit la production d’IL-6 et d’IL-10 a des dilutions de 1/10 et 1/100
principalement (Figs 3.9A et 3.9C) (p < 0.01 a 0.001). En présence d’inhibiteurs des MAPK
p38 et ERK ainsi que du NF-kB, la production d’IL-6 n’a pas ét¢ diminuée alors que celle de
I’IL-10 est fortement inhibée par les deux inhibiteurs MAP kinases pour P38 et ERK1/2 (Figs
39Bet3.9D).

3.27 Résumé des effets immunomodulateurs des produits BiolActis

En comparant les effets des différents produits de fermentation de lactosérum et la
bactérie R2C2 sur la production de cytokines pro- et anti-inflammatoires par les macrophages
de souris C57BL/6 activés par le PEP, il apparait que les différentes préparations de
BiolActis montrent des effets assez similaires. Ces produits diminuent la production de PGE2
induit par le PEP chez les macrophages de la souris C57BL/6 et ce via les voies des MAPK
p38 et ERK en plus de la voie de la Cox-2. Les produits n’affectent que peu la production
d’IL-10 lorsque celle-ci est induite par le PEP alors qu’ils augmentent la production d’IL-6
via les voies NF-kB et Cox-2 principalement (alors que la voie de la MAPK p38 et des
récepteurs opioides auraient plutdt un effet inhibiteur). Ces observations suggérent que plus
d'une substance présente dans les extraits moduleraient ces voies de signalisation, que
plusieurs récepteurs sont probablement stimulés en méme temps et que les effets observés

sont la résultante des actions de ces multiples substances.
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3.3 Propriétés immunomodulatrices des MPMs administrés simultanément chez des

animaux dans un modele de colite expérimentale induite par le sulfate de dextran sodium

Les résultats antérieurs obtenus par BiolActis avaient montré que 1’administration de
MPM et de la bactérie L. kefiranofaciens R2C2 diminuait les symptomes de la colite
expérimentale induite avec une solution de DSS a 3%. Comme [’objectif commercial des
MPMs de BiolActis (contenant la partie soluble et des bactéries) cible le contréle des
inflammations gastro-intestinales 1égéres, nous avons réalisé des expériences pour tester
l'efficacité anti-inflammatoire in vivo des produits de BiolActis en utilisant le modele de
colite expérimentale aigue modérée induite par le DSS. Ainsi, nous avons traité
simultanément des groupes de 4 souris C57BL/6 avec 2,5% de DSS dans 1’eau de breuvage et
avec des MPMs a une dose de 100 pL par 20 g (poids) par gavage oral quotidien.
L’administration de DSS a été arrétée aprés 6 jours alors que 1’administration des MPMs s'est
prolongée durant 4 jours additionnels. Les animaux ont été euthanasiés au 10° jour, soit 4
jours apres l'arrét du DSS. Plusieurs parameétres cliniques et immunologiques ont alors été

analysés tout au long des traitements et dans les tissus intestinaux suite a 1’euthanasie.
3.3.1  Evolution du poids et des signes cliniques des animaux

La figure 3.10A montre I’évolution des poids moyens des souris non-traitées, de celles
ayant regu du DSS seulement et de celles ayant regu du DSS et traitées avec le MPM. Les
écarts types ne sont pas affichés sur ce graphique, car ils se recouvraient tous sur un large
intervalle de plus ou moins 1 g. Autrement dit, la variation de poids entre les souris d'un
méme groupe ne permet pas d'évaluer s'il y a une différence significative par rapport au
groupe contrdle. L'affichage de ces écarts type aurait rendu le graphique illisible et n'aurait
pas apporté d'information pertinente supplémentaire. L'évaluation du poids moyen des souris
est donc une analyse qualitative de la tendance générale observée pour le poids moyen des
souris de chaque groupe. La courbe montre une augmentation graduelle du poids chez les
souris contréle. L’administration d’une dose modérée de DSS a entrainé une légére baisse de
poids dans les premiers jours, suivi d’une remontée temporaire et ensuite d’une perte

importante de poids. Cette perte de poids semble commencer a se corriger 4 jours aprés la
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cessation du traitement. Par contre, les souris traitées avec le DSS et ayant regu des MPMs
ont montré un gain de croissance rapide dans les premiers jours, gain qui s’est stabilisé a un
niveau supérieur a celui observé chez les souris n’ayant regu que du DSS avant
d’entreprendre une remontée vers le 10° jour. Ces résultats indiquent que 1’administration de
MPM a donné non seulement un gain de poids mais a aussi controlé la perte de poids induite
par le DSS. Ainsi, lors de |’euthanasie apres 10 jours, les poids corporels des souris des trois
groupes étaient devenus relativement similaires (Fig. 3.10B) et aucune différence

significative dans le poids n'a été observée entre les différents groupes.

La colite expérimentale aigue induite par le DSS peut entrainer des pertes sanguines ou
des hémorragies intestinales créant une anémie chez 1’animal. Les travaux antérieurs de
BiolActis avaient montré que les MPMs et la bactérie R2C2 avaient diminué les pertes
sanguines et 1’anémie consécutive. Nous avons alors vérifié si I’administration de DSS a
2,5% entrainait une anémie et, si oui, quels étaient les bénéfices d’une administration des
MPMs sur ce paramétre. I.’analyse de 1’hématocrite (Fig. 3.11) a révélé que la concentration
de DSS utilisé n’a pas entrainé d’anémie tout au long du traitement et que I’addition des
MPMs n’a eu aucun impact négatif sur I’hématocrite des animaux. De plus, aucun méléna
(évacuation par l'anus de sang noir, pateux et naus€abond mélangé ou non aux selles) n’a été

constaté chez ces animaux durant toute la durée des expériences.

3.3.2 Effets des MPMs sur I’inflammation intestinale induite par le DSS

Le DSS induit une inflammation intestinale qui peut se mesurer par la variation du poids
du cblon. Ainsi, les souris ont été euthanasiées apres 10 jours et les cdlons ont été prélevés et
pesés. Tel que montré dans la figure 3.12A, I’administration de DSS a augmenté le poids du
cdlon des souris (p < 0.01) méme chez celles ayant requ les MPMs. Le poids de l'animal peut
influencer le poids total du célon. Lorsque les résultats sont comparés au poids de ’animal,

cet effet demeure significatif (Fig. 3.12B) (p < 0.05).

L'inflammation implique la production de cytokines inflammatoires et aussi anti-

inflammatoires. Ainsi, les cytokines pro-inflammatoires TNF-ao et I'lL-6 et anti-
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inflammatoires IL-10 et PGE2 ont été dosées dans des extraits solubles du c6lon. Tel
qu’attendu, le TNF-a et I'IL-6 ont été fortement augmentés par 1’administration du DSS (Figs
3.13A et C) (p < 0.01 a4 0.001). L’administration des MPMs a légérement diminué le niveau
de TNF-a sans que cette diminution soit statistiquement significative comparée au niveau de
TNF-o des souris traitées seulement avec le DSS, quoique dans ce groupe, la variation
individuelle était assez importante. Aussi, les souris traitées avec le DSS ont montré une
augmentation importante d’IL-10 (p<0.001) ainsi que celles ayant regu des MPMs (p<0.001)

(Fig. 3.13B). Par contre, les MPMs ont 1égérement diminué la production de PGE2 par les
souris traitées avec le DSS (Fig. 3.13D) (p<0.05).

333 Effets des MPMs sur les différentes populations lymphocytaires des tissus

lymphoides intestinaux lors d’inflammation intestinale induite par le DSS

Les tissus lymphoides intestinaux comprennent les plaques de Peyer, les cellules
lymphoides de la lamina propria et celles dans la couche épithéliale intestinale. Les
proportions entre les différentes sous-populations lymphocytaires varient selon la fonction de
chacun de ces tissus et reflétent 1'équilibre entre 1’état de tolérance intestinal et celui induit
par une inflammation puisque la tolérance implique principalement une plus forte proportion
de cellules T régulatrices (FoxP3) pouvant produire de I'IL-10. Afin de vérifier les effets des
MPMs sur I’équilibre des populations lymphocytaires tolérantes et inflammatoires, les
lymphocytes de ces différents tissus sont isolés a partir du c6lon et ’intestin gréle de chaque
animal et soumis a plusieurs doubles et triples immunomarquages avec des anticorps
fluorescents spécifiques a différents marqueurs CD4, CD8, FoxP3, TCRys, NK et CD19

définissant des sous-populations lymphocytaires, et ensuite, analysés par cytofluorométrie.

Dans les plaques de Peyer, seul le pourcentage des lymphocytes B (CD19) ont été
diminué par ’administration du DSS (p<0.05) (Fig. 3.14). Par contre, le traitement des souris
par les MPMs a compensé cette diminution du pourcentage des lymphocytes B et a

légérement augmenté celui des lymphocytes CD4+ et des lymphocytes CD8+ (p<0.05).
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L’analyse des sous-populations lymphocytaires intra-épithéliales a ét€ plus détaillée
grice a la quantité de cellules qu’il est possible d’extraire. Ainsi, aucune différence dans les
pourcentages de lymphocytes CD4+ n’a été mise en évidence dans ce tissu entre les animaux
de chacun des groupes suite a deux différents triples immunomarquages (Figs 3.15 A et B).
Une augmentation du pourcentage des lymphocytes CD8+ est apparue chez les animaux
ayant été traités avec le DSS seulement et ce, par deux triples marquages différents (Figs 3.15
A et B) (p<0.05). Par contre, I’administration de MPM a diminué l’augmentation du
pourcentage de lymphocytes CD8+ induit par le DSS, ce qui apparait plus clairement dans la
figure 3.15A,

La présence de lymphocytes T régulateurs ayant des fonctions suppressives a été vérifiée
par le marquage du facteur FoxP3. Tel que montré dans la figure 3.15B, I’administration du
DSS a entrainé une légére baisse du pourcentage de ces cellules quoiqu’a un niveau non
significatif d{i a la forte variation individuelle observée chez les souris contréles. D’autre
part, le pourcentage des lymphocytes TCRyS, une autre population de lymphocytes
généralement suppressifs, a été¢ légerement augmenté par le DSS (p<0.05) mais cette
augmentation a été inhibée par le traitement avec les MPMs (Fig. 3.15A). Le traitement avec
les MPMs a augmenté le pourcentage de cellules doubles positives (CD4+CD8+) (p<0.01) et
a contrecarré la baisse du pourcentage des cellules CD8+TCRyd+ induite par le DSS (p<0.05)
(Fig. 3.15C). Finalement, le pourcentage des cellules NK n’a pas été réellement altérés par la
colite expérimentale mais I’administration de MPM a fortement augmenté le pourcentage de
lymphocytes B dans les tissus intraépithéliaux, tel que montré par le marqueur CDI19
(p<0.01) (Fig. 3.15D). L'absence du groupe contréle MPM ne permet pas pour le moment
d'attribuer l'effet observé au DSS ou aux MPMs.

Les sous-populations lymphocytaires de la lamina propria ont été analysées de fagon
similaire. La figure 3.16 montre que le traitement par le DSS n'a pas significativement
augmenté le pourcentage de lymphocytes CD4 dans ce tissu alors que ’administration de
MPM a fortement diminué ce pourcentage, tel qu’observé par deux triples immunomarquages

différents (p<0.05 a4 0.001) (Figs 3.16A et B).
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Les pourcentages des lymphocytes CD8+ ainsi que ceux des lymphocytes T régulateurs
(FoxP3+) n’ont pas été modifiés. Par contre, le traitement par les MPMs a légérement
augmenté le pourcentage des lymphocytes TRCyd+ (p<0.05) (Fig. 3.16A). Cette
augmentation du pourcentage des cellules TCRyd+ résultait de 1’augmentation du
pourcentage de la sous-population TCRyd+ CD4+ (p<0.01) (Fig. 3.16C). D’autre part, une
chute importante du pourcentage des lymphocytes B (CD19) a été provoquée par le DSS
(p<0.001) alors que I’administration des MPMs a complétement compensé cet effet inhibiteur

(Fig. 3.16D).

3.4 Propriétés immunomodulatrices des MPMs et de la bactérie L. kefiranofaciens R2C2
administrés préventivement chez des animaux dans un modéle de colite expérimentale

induite par le DSS

Une seconde série d’expériences in vivo sur les propriétés immunomodulatrices des
MPMs et de la bactérie L. kefiranofaciens R2C2 a été effectuée afin d'évaluer les effets de
’administration de ces produits par voie orale dans un contexte de prévention des désordres
inflammatoires intestinaux. Des groupes de 6 souris C5S7BL/6 ont regu 100 ul. de MPM ou
de la bactérie R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral quotidien durant 15 jours. Des groupes
de 6 souris traités avec les MPMs ou la bactérie R2C2 ont aussi regu 2,5% de DSS dans I’eau
de breuvage a partir du 7e jour et jusqu’au 14 jour de I’expérience. Des souris contréles ont

regu des volumes équivalents d’eau par voie orale.

34.1 Evolution du poids et des signes cliniques chez des souris traitées préventivement
avec du MPM ou la bactérie R2C2 dans le modele de colite intestinale induite par le
DSS

La figure 3.17 montre 1’évolution des poids moyens des souris non-traitées, des souris
ayant recu du DSS seulement, des souris ayant recu le MPM ou R2C2 et des souris ayant
regu le MPM ou R2C2 avant et pendant I'administration de DSS. Les écarts type (SD) ne sont
pas affichés sur ce graphique, car ils se recouvraient tous sur un large intervalle de plus ou

moins 1 g. Autrement dit, la variation de poids entre les souris d'un méme groupe ne permet
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pas d'évaluer s'il y a une différence significative par rapport au groupe contréle, sauf pour le
groupe R2C2+DSS. L'affichage de ces écarts type aurait rendu le graphique illisible et
n‘aurait pas apporté d'information pertinente supplémentaire. L'évaluation du poids moyen
des souris est donc une analyse qualitative de la tendance générale observée pour le poids
moyen des souris de chaque groupe. La figure 3.17 montre que les gains de poids sont
graduels chez les souris n’ayant regu que de 1’eau par gavage. I.’administration de la bactérie
R2C2 a favorisé une 1égere augmentation graduelle du gain de poids, quoiqu’a un niveau non
statistiquement significatif. L’ajout de MPM n’a pas entrainé d’augmentation de gain de
poids au cours de I’expérience. L’administration du DSS & 2.5% & partir du 7° jour a favorisé
une perte de poids qui s’est accentuée aprés 5 jours d’administration (12° jour de
I’expérience). L’administration du DSS a des animaux déja traités avec les MPMs ou avec la
bactérie R2C2 a entrainé une perte de poids plus forte que chez les animaux n’ayant pas regu
ces produits a partir du 14° jour. La perte de poids a été encore plus forte chez les souris ayant

recu la bactérie R2C2 (p<0.05, 0.01)

L’analyse de I’hématocrite a révélé que seulement les souris traités avec le DSS au 14°
jour de I’expérience (correspondant a 7 jours d’administration de DSS) ont montré une baisse
significative de 1’hématocrite (p<0.01) (Fig. 3.18). L’addition de MPM ou de la bactérie
R2C2 a corrigé I’anémie induite par le DSS détectable aprés 14 jours. Ces résultats différent
de ceux de la premiere expérience par le moment du traitement aux MPM qui était antérieur

de 7 jours a celui de I'administration du DSS dans la seconde expérience.

34.2 Effets sur le niveau d'inflammation et sur la production de cytokines de
I’administration préventive de MPM ou de la bactérie R2C2 dans le modéle de colite

intestinale induite par le DSS

Afin d’évaluer le niveau d’inflammation du c¢6lon, ces derniers ont été lavés et pesés. Les
résultats présentés dans la figure 3.19 indiquent que clairement que I’inflammation du célon a
été plus importante chez les animaux ayant regu des MPMs ou la bactérie R2C2 lorsque

traités apres 7 jours avec du DSS pour 7 jours additionnels (p<0.01).
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D'autre part, I'analyse des différentes cytokines dans des extraits de cblon par des tests
ELISA a révélé que tous les traitements ont entrainé la production des cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et TNF-o (Figs 3.20A et C). Les plus fortes augmentations d'[L-6 ont été
induites par le DSS et les traitements avec les MPMs et la bactérie R2C2 n'ont pas corrigé
cette augmentation (Fig. 3.20A) (p<0.05 a 0.01). Le MPM et non la bactérie R2C2, par
contre, a entrainé la production accrue de TNF-o chez des souris ayant regu de DSS,
suggérant un effet additif avec le DSS (p<0.01 a 0.001) (Fig. 3.20C). Les MPMs seuls se sont
avérés d’excellents inducteurs d’IL-10 aprés 15 jours d’administration mais cette
augmentation a diminuée en présence de DSS (p<0.01) (Fig. 3.20B). La bactérie R2C2 a
favorisé une légére augmentation d'IL-10 en présence d’une colite induite par DSS (p<0.01).
La présence de MPM et de bactérie R2C2 a aussi augmenté légérement la production de

PGE2 déclenchée par le DSS (p<0.05) (Fig. 3.20 D) (p<0.05).

3.43 Effets de ’administration préventive des MPMs et de la bactérie R2C2 sur les
différentes populations lymphocytaires des tissus lymphoides intestinaux lors

d’inflammation intestinale induite par le DSS

Comme pour la série d’expériences précédentes, les lymphocytes ont été isolés des
plaques de Peyer, de la lamina propria et du tissu épithélial. Les différentes sous-populations
lymphocytaires ont été identifiés par immunomarquage avec des anticorps contre les
marqueurs CD4, CD8, FoxP3, TCRy3, IL-17A, NK1.1 et CD19 (Ilymphocytes B) selon des

techniques de doubles ou triples marquages, et analysés en cytofluorométrie.

3.4.4 Les populations lymphocytaires des plaques de Peyer

Dans les plaques de Peyer, peu de variations significatives ont été mises en évidence
dans les pourcentages des sous-populations de lymphocytes CD4+, CD8+ ou double
positives CD4+CD8+, sauf une légere augmentation du pourcentage des CD4+CD8+ chez

des souris ayant regu seulement la bactérie R2C2 (p<0.05) (Fig. 3.21C).
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Le pourcentage de lymphocytes B (CD19) a diminué chez les souris traitées avec la
bactérie R2C2 et celles traitées avec les MPMs et la bactérie R2C2 suivie du DSS (p<0.05 et
0.01) (Fig. 3.22A). Le pourcentage de cellules NK a légérement augmenté chez les souris des
groupes R2C2 et MPM avec DSS (p<0.05) (Fig. 3.22B). Cette augmentation, quoique peu
significative, se répercute sur une population CD19+NK1.1+ qui est apparue en quantité
détectable dans les extraits cellulaires de tous les animaux, surtout pour le groupe R2C2 avec
DSS (p<0.05) (Fig. 3.22C).

Devant ces résultats, une analyse particuliére a été ajoutée, celle d’une nouvelle sous-
population lymphocytaire impliquée dans la réponse inflammatoire, les lymphocytes
CD4+IL-17+. Nous avons observé que les MPMs diminuaient ces cellules alors que la

bactérie R2C2 les augmentait fortement en présence de DSS (p<0.05 et 0.001) (Fig. 3.23A).

L’analyse des populations de lymphocytes TCRyd+ a montré une augmentation du
pourcentage de ces cellules, particulierement des CD8+TCRy6+ en relation avec le niveau
d’inflammation. Ainsi, les plus hauts niveaux de cellules étaient observés chez les souris
ayant regu la bactérie R2C2 seule et aussi chez les souris ayant reu des MPMs ou la bactérie

R2C2 et traitées avec DSS (p<0.05 4 0.001) (Fig. 3.23B).

3.4.5 Les populations lymphocytaires intraépithéliales

Les effets des divers traitements sur les lymphocytes intraépithéliaux ont entrainé des
changements notables chez plusieurs sous-populations lymphocytaires. Le traitement avec le
DSS a diminué les pourcentages des lymphocytes CD4+ et CD8+ (p<0.05) (Figs 3.24 A et
B). Les traitements avec les MPMs et la bactérie R2C2 ont plutdt favorisé une augmentation
du pourcentage des CD4+ et des CD8+, respectivement, surtout chez les souris traitées avec
le DSS (p<0.05 et 0.01) (Figs 3.24A et B). Le pourcentage des lymphocytes CD4+CD8+ a
été 1égérement augmenté par les MPMs en présence du DSS (p<0.05) (Fig. 3.24C).

Aussi, tous les traitements ont provoqué une diminution du pourcentage des

lymphocytes B, particuliérement chez les souris ayant regu la bactérie R2C2 (p<0.05 a 0.001)
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(Fig. 3.25A). Ces diminutions sont faites a 1’avantage des cellules NK1.1 et des cellules
CDI19+NK1.1+ particuliérement chez les souris traitées avec les MPMs ou la bactérie R2C2
en présence de DSS (p<0.05 a 0.001) (Figs 3.25 B et C).

Le traitement avec les MPMs a augmenté le pourcentage des lymphocytes
intraépithéliaux CD4+1L.-17+ plus fortement que la bactérie R2C2, mais la présence du DSS
a bloqué ces augmentations (p<0.05 et 0.01) (Fig. 3.26A). Aussi, les MPMs ont favorisé
I’augmentation du pourcentage de lymphocytes T régulateurs (FoxP3+) en présence du DSS
(p<0.001) alors que ce dernier provoquait plutdt une diminution du pourcentage de ces
cellules (p<0.05) (Fig. 3.26B). Par contre, cette augmentation reflétait non seulement une
légére hausse du pourcentage des lymphocytes FoxP3+ CD8+ (p<0.01) mais surtout d'une
autre population de cellules FoxP3 n'exprimant ni le CD4, ni le CD8. Finalement, le
traitement avec la bactérie R2C2 a favorisé 1’augmentation du pourcentage des lymphocytes
TCRyd+ (p<0.01 et 0.001) et ce, méme en présence du DSS qui seul, entrainait plutdt une
diminution du pourcentage de ces cellules (p<0.05 et 0.01) (Fig. 3.26C).

3.4.6 Les populations lymphocytaires de la lamina propria

Au niveau de la lamina propria, ’administration de DSS a entrainé une diminution du
pourcentage des lymphocytes CD4+ et CD8+ (p< 0.001) (Figs 3.27A et B). Ces effets ont été
moindres chez les animaux ayant préventivement recu des MPMs ou la bactérie R2C2 en
présence de DSS, surtout pour les cellules CD4+, moins pour les CD8+ (Fig. 3.27B). Les
lymphocytes doubles positifs (CD4+CD8+) n’ont pas été significativement affectés (p<0.01
et 0.001) (Fig. 3.27C).

Le traitement avec le DSS a entrainé une forte baisse du pourcentage des lymphocytes B
(CD19) chez les souris traitées seulement avec ce produit (p<0.001) (Fig. 3.28A). Les MPMs
seuls ont augmenté fortement le pourcentage de la population cellulaire CD19+ (p<0.001). La
diminution de ces cellules est moindre chez les groupes ayant préalablement regu des MPMs

ou la bactérie R2C2 (p<0.01 et 0.05) (Fig. 3.28A). Les MPMs se sont avérés d’excellent
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stimulateurs des cellules CD19+NK 1.1+ (p<0.05 et 0.001) (Fig. 3.28C) alors que les

variations des cellules NK1.1+ n'étaient pas significatives (Fig. 3.28B).

Les MPMs ont encore montré une capacité a augmenter le pourcentage des lymphocytes
CD4+IL-17+ (p< 0.001) supérieure a celle induite par le DSS (p<0.05 et 0.01) mais tout en
diminuant en présence de DSS (Fig. 3.29A). Le traitement avec la bactérie R2C2 n'a pas été
capable de contrer l'augmentation du pourcentage de ces cellules par le traitement avec le
DSS méme si la bactérie R2C2 n'avait aucun effet stimulateur chez cette population
lymphocytaire. D’autre part, les MPMs et la bactérie R2C2 ont montré une certaine capacité
a augmenter le pourcentage des cellules T régulatrices (FoxP3+) de la lamina propria
(p<0.05) alors que le traitement au DSS chez ces souris entrainait la chute du pourcentage de
ces cellules (p<0.05) (Fig. 3.29B). Les pourcentages des sous-populations lymphocytaires
TCRy3+ de la lamina propria ont été augmentés par les MPMs et la bactérie R2C2 alors que
le DSS favorisait plutdt leur diminution (p<0.05 et 0.01) (Fig. 3.29C). Par contre, les
traitements préventifs avec les MPMs et la bactérie R2C2 ont empéché la baisse de cette

population induite par le DSS.

3477 Effets de 'administration préventive des MPMs et de la bactérie R2C2 sur la
production d'TL-23 et d'TL.-17 lors d’inflammation intestinale induite par le DSS

Devant les résultats concernant la population CD4+IL-17+, nous avons décidé de
vérifier les niveaux de production des cytokines IL-17 et IL-23 produites dans le colon de
tous ces groupes de souris. Compte tenu de la non-disponibilité de tests ELISA pour ces
cytokines dont !’importance vient d’étre récemment reconnue dans les désordres
inflammatoires, nous avons alors développé une méthode de dosage qualitatif par RT-PCR en
temps réel a partir de I'ARN extrait du cdlon. Tel que montré dans la figure 3.30,
I’administration des MPMs et de la bactérie R2C2 a stimulé la production de I’'IL-23, ce qui a
entrainé la production de I'IL-17 (p < 0.001). Le traitement au DSS n’a pas stimulé ces
cytokines mais a interféré dans la production de I’'IL-23 et a entrainé une diminution de la
production de I'IL-17 chez les souris préventivement traitées avec les MPMs (p < 0.05) ou

surtout avec la bactérie R2C2.
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Tous ces résultats montrent que l'administration des MPMs et/ou de la bactérie R2C2
induits des changements inflammatoires autant au niveau des cytokines que de certaines
populations lymphocytaires, mais ces changements ont relativement peu d'effets sur le niveau
d'inflammation intestinale. Par contre, lors d'une inflammation intestinale provoquée par le
DSS, les effets de l'administration de ces produits dépendent du moment d'administration de

ces produits, soit avant le traitement avec le DSS, soit aprés l'induction de l'inflammation par
le DSS.
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Figure 3.1: Cytotoxicité des produits BiolActis sur les cellules Caco-2. Les pourcentages
d'apoptose (Annexine5+IP-)(A) et de nécrose (Annexine5+IP+)(B) sont évalués chez des
cellules Caco-2 suite a une incubation de 24 h en présence des produits solubles de BiolActis
résultant de différentes conditions de fermentation. Les cellules Caco-2 sont mises en culture
4 raison de 2,5 x 10° cellules/mL durant 48 h. Les produits BiolActis sont ajoutés & ces
cellules pour une période de 24 h, les cellules sont marquées avec de 1’iodure de propidium
(IP) et & I’Annexine 5 et analysées par cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de
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deux expériences et le test statistique effectué est le test t de Student (* p <0.05).
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Figure 3.2: Cytotoxicité de L. kefiranofaciens R2C2 sur les cellules Caco-2. Les
pourcentages d'apoptose (Annexine5+IP-)(A) et de nécrose (Annexine5+IP+)(B) sont évalués
chez des cellules Caco-2 suite a une incubation de 24 h en présence de différentes dilutions
de la suspension de la souche bactérienne L. kefiranofaciens. Les cellules Caco-2 sont mises

en culture 4 raison de 2,5 x 10° cellules/mL durant 48 h. Les suspensions bactériennes

pasteurisées ont été ajoutées a ces cellules pour une période de 24 h, les cellules sont

marquées avec de l’iodure de propidium (IP) et & I’Annexine 5 et analysées par
cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux expériences et le test statistique
effectué est le test t de Student (* p <0.05, ** p<0.01).
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Figure 3.3: Effet des produits BiolActis sur la production d'IL-8 par les cellules Caco-2
stimulées avec de I'IL-1B. Les cellules Caco-2 sont mises en culture a raison de 2,5 x 10°
cellules/mL/puit durant 48 h. Le milieu de culture des cellules Caco-2 est remplacé par un
milieu sans sérum contenant 32 ng/mL d'IL-1f3 humaine. Les produits solubles de BiolActis
sont ajoutés 1 h plus tard. Les surnageants sont recueillis aprés 24 h d'incubation et I'IL-8 est
dosée par un test ELISA. Les résultats sont représentatifs de deux expériences et le test
statistique effectué est le test t de Student en comparaison avec le Ctrl IL-1B3 (* p < 0.05, ** p
<0.01).



90

A) Apoptose u Controle

100

00 1/100

o u 1/500
5 ® 1/1000
N
c 60 - " 1/5000
& %o 1/10000
| o
é a0 WOk K K K LR S B 3 H oK K » HOR OB R N AW o ok ok
X

PC010 16h ash FB030-2 FBO36
100 B) Necrose ® Contréle
9 - ®1/100
80 - = 1/500
x " 1/1000
[:¥]
= 1/5000
3
e 1/10000
c
< LR
=X
e 1 T
PCO10 16h 48h FB030-2 FBO36

Figure 3.4: Cytotoxicité des produits BiolActis sur les splénocytes de souris C57BL/6.
Les pourcentages d'apoptose (AnnexineS+IP-)(A) et de nécrose (AnnexineS+IP+)(B) sont
évalués chez des cellules spléniques de souris C57BL/6 suite a une incubation de 24 h en
présence des produits solubles de BiolActis résultant de différentes conditions de
fermentation. Les cellules sont mises en culture & raison de 2,5 x 10° cellules/mL durant 48 h.
Les produits BiolActis sont ajoutés a ces cellules pour une période de 24 h, les cellules sont
marquées avec de I’iodure de propidium (IP) et & I’Annexine 5 et analysées par
cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux expériences et le test statistique
effectué est le test t de Student (* p<0.05, ** p<0.01).



% AnnexineS5+IP-

100

70

SG

% AnnexineS+IP+

20
10

30 -

A) Apoptose

m Contrdle

m 1/10

= 1/100
1/1000

LK R2C2

_ B) Nécrose

® Contréle

m 1/10

» 1/100
1/1000

LK R2C2

91

Figure 3.5: Cytotoxicité de Lactobacillus kefiranofaciens R2C2 sur les splénocytes de

souris CS57BL/6. Les pourcentages

d'apoptose (Annexine5+IP-)(A) et

de nécrose

(Annexine5+IP+)(B) sont évalués chez des cellules spléniques de souris C57BL/6 suite a une
incubation de 24 h en présence de différentes dilutions de la suspension de la souche
bactérienne L. kefiranofaciens. Les cellules Caco-2 sont mises en culture a raison de 2,5 x 10°
cellules/mL. durant 48 h. Les suspensions bactériennes pasteurisées sont ajoutées a ces
cellules pour une période de 24 h, les cellules sont marquées avec de I’iodure de propidium
(IP) et a I’Annexine 5 et analysées par cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de
deux expériences et le test statistique effectué est le test t de Student (* p <0.05).
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Figure 3.6: Modifications dans la production d'IL-6 par les macrophages de souris
C57BL/6 traités par le peptidoglycane et différents produits BiolActis, en présence ou
en absence d'inhibiteurs spécifiques. Les macrophages (2,5 x 10°) de rate de souris
C57BL/6 sont isolés par adhérence. Les macrophages sont stimulés avec du peptidoglycane
(10 ug/mL) durant 2 h, les différents inhibiteurs y sont ajoutés pour une durée de 1 h avant
I'ajout des différents produits de BiolActis (dilution 1/500). Les cellules sont incubées a 37°C,
5% CO,. Les surnageants sont récoltés aprés 24 h et I'lL-6 est dosée par un test ELISA. Les
différents inhibiteurs sont U0126 (iERK), SN-50 (iNFkB), SB203580 (iP38), COX-2
Inhibitor II (ICOX2) et Naltrexone (IRO). Les résultats sont représentatifs de deux
expériences et le test statistique effectué est le test t de Student en comparaison avec le Ctrl
PEP (* p <0.05, ¥* p < 0.01).
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Figure 3.7: Modifications dans la production d'IL-10 par les macrophages de souris
CS57BL/6 traités par le peptidoglycane et différents produits BiolActis, en présence ou
en absence d'inhibiteurs spécifiques. Les macrophages (2,5 x 10°) de rate de souris
C57BL/6 sont isolés par adhérence. Les macrophages sont stimulés avec du peptidoglycane
(10 ug/mL) durant 2 h, les différents inhibiteurs y sont ajoutés pour une durée de | h avant
I'ajout des différents produits de BiolActis (dilution 1/500). Les cellules sont incubées a 37°C,
5% CO,. Les surnageants sont récoltés apres 24 h et I'1L-10 est dosée par un test ELISA. Les
différents inhibiteurs sont U0126 (iERK), SN-50 (iNFkB), SB203580 (iP38), COX-2
Inhibitor II (iCOX2) et Naltrexone (iRO). Les résultats sont représentatifs de deux
expériences et le test statistique effectué est le test t de Student en comparaison avec le Ctrl
PEP (* p < 0.05, *** p < 0.001).



94

A PC010
14000 - 0 i
=
12000 E 2000 I
2 10000 £ 00
B wkk || O
2 8000 ©  -6000
I.lN.l [
S 6000 — 2 -8000
=
4000 il S -10000
L3
2000 - i *hk r; 12000
= o . . = 14000 |
cul CtrPEP iP38 JERK INFKB iCOX2 iRO
C 48h D
— 0 - — — 0
£ 2000 1/500 T 2000 - 1I: i i
S =
£ £ 4000
o &
6 -6000 S -6000 |
a [
2 8000 2 8000
= =
S -10000 S -10000
= =
£ 12000 £ -12000
-14000 -14000
FBO3O 2 FBO36
0 0
= =
E -2000 'l E -2000
) =)
2 _4000 £ 4000
o &
o -6000 o -6000
a a
2 8000 2 -8000
S -10000 S 10000
= =
£ 12000 £ 12000
-14000 - -14000

Figure 3.8: Modifications dans la production de PGE2 par les macrophages de souris
CS7BL/6 traités par le peptidoglycane et différents produits BiolActis, en présence ou
en absence d'inhibiteurs spécifiques. Les macrophages (2,5 x 10°) de rate de souris
C57BL/6 sont isolés par adhérence. Les macrophages sont stimulés avec du peptidoglycane
(10 ug/mL) durant 2 h, les différents inhibiteurs y sont ajoutés pour une durée de 1 h avant
I'ajout des différents produits de BiolActis (dilution 1/500). Les cellules ont été incubées a
37°C, 5% CO,. Les surnageants sont récoltés aprés 24 h et la PGE2 est dosée par un test
ELISA. Les différents inhibiteurs sont U0126 (iERK), SN-50 (iNFkB), SB203580 (iP38),
COX-2 Inhibitor II (iCOX2) et Naltrexone (iRO). Les résultats sont représentatifs de deux
expériences et le test statistique effectué est le test t de Student en comparaison avec le Ctrl
PEP (*** p < 0.001).
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Figure 3.9: Modifications dans [a production d'IL-6 et d'IL-10 par les macrophages de
souris CS7BL/6 traités avec la bactérie L. kefiranofaciens R2C2 en présence/absence
d'inhibiteurs spécifiques. Les macrophages (2,5 x 10°) de rate de souris C57BL/6 sont isolés
par adhérence. Les macrophages sont mis en présence de diverses dilutions de la bactérie
R2C2, les cellules sont incubées a 37°C, 5% CO,, et les surnageants sont recueillis 24 h aprés
(A et C). Les macrophages sont mis en présence d'inhibiteurs spécifiques aux MAPK P38,
ERK1/2 et au facteur NF-kB. La suspension de bactérie R2C2 est ajoutée aprés 1 h (dilution
1/100), les cellules sont incubées a 37°C, 5% CO, et les surnageants sont récoltés aprés 24 h
(B et D). L'IL-6 et I'IL-10 sont dosées par des tests ELISA. Les différents inhibiteurs sont
U0126 (iERK), SN-50 (iNFkB) et SB203580 (iP38). Les résultats sont représentatifs de deux
expériences et le test statistique effectué est le test t de Student (** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figue 3.10: Evolution du poids des souris traitées avec des MPMs pendant I'induction
de la colite par le DSS. Des groupes de 4 souris C57BL/6 ont regu 2,5% de DSS dans l'eau
de breuvage pendant les 6 premiers jours. Les souris du groupe DSS + MPM ont regu en plus
100 pL de MPM par 20 g (poids) par gavage oral a tous les jours. Evolution du poids moyen
des souris lors de l'expérience (A) et poids moyen des souris lors de l'euthanasie (B). Les
résultats sont représentatifs de deux mesures et le test statistique effectué est le test t de

Student.
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Figure 3.11: Evolution de ’hématocrite chez des souris traitées avec du MPM pendant
I’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 4 souris C57BL/6 ont regu 2,5% de
DSS dans I’eau de breuvage pendant les 6 premiers jours. Les souris du groupe DSS + MPM
ont regu en plus 100 pl. de MPM par 20 g (poids) par gavage oral a tous les jours. Le taux
d’hématocrite est mesuré aux jours 0, 4 et 8. Les résultats sont représentatifs de deux mesures
et le test statistique effectué est le test t de Student.
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Figure 3.12: Evolution du poids relatif du célon par centimétre (A) et poids relatif du
c6lon par gramme de poids de I'animal (B) chez des souris traitées avec du MPM
pendant I’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 4 souris C57BL/6 ont regu
2,5% de DSS dans I’eau de breuvage pendant les 6 premiers jours. Les souris du groupe DSS
+ MPM ont regu en plus 100 pl. de MPM par 20 g (poids) par gavage oral a tous les jours.
Les cdlons sont mesurés et pesés suite a ’euthanasie. Les résultats sont représentatifs de deux
mesures et le test statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01).
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Figure 3.13: Production de TNF-o, d’IL-6, d’IL-10 et de PGE2 chez des souris traitées
avec du MPM pendant I'induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 4 souris
CS57BL/6 ont regu 2,5% de DSS dans I’eau de breuvage pendant les 6 premiers jours. Les
souris du groupe DSS+MPM ont regu en plus 100 pL. de MPM par 20 g (poids) par gavage
oral a tous les jours. Les souris sont euthanasiées au jour 10, le petit intestin et le colon été
prélevés. Le cblon est broyé avec 1mL de PBS froid. Le sumageant est récupéré pour dosage
des cytokines par ELISA. Les résultats sont représentatifs de deux expériences et le test
statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, ¥** p <0.001).
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Figure 3.14: Pourcentages de cellules CD4+, CD8+ et CD19+ dans les plaques de Peyer
chez des souris traitées avec du MPM pendant ’induction d’une colite par le DSS. Des
groupes de 4 souris C57BL/6 ont regu 2,5% de DSS dans I’eau de breuvage pendant les 6
premiers jours. Les souris du groupe DSS+MPM ont regu en plus 100 pL. de MPM par 20 g
(poids) par gavage oral a tous les jours. Les souris sont euthanasiées au jour 10, le petit
intestin et le célon sont prélevés. Les lymphocytes sont extraits des plaques de Peyer du petit
intestin, marqués avec des anticorps anti-CD4, CD8 et CD19 et analysés en cytofluorométrie.
Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le test statistique effectué est le test t de
Student (* p < 0.05).
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Figure 3.15: Pourcentages de cellules intraépithéliales CD4+, CD8+, TCRgd+ (A),
FoxP3+, CD4+, CD8+ (B), CD4+CD8+ et CD8+TCRgd+ (C), NK1.1+ et CD19+ (D) chez
des souris traitées avec du MPM pendant I’'induction d’une colite par le DSS. Des
groupes de 4 souris C57BL/6 ont regu 2,5% de DSS dans 1’eau de breuvage pendant les 6
premiers jours. Les souris du groupe DSS+MPM ont recu en plus 100 pl. de MPM par 20 g
(poids) par gavage oral a tous les jours. Les souris sont euthanasiées au jour 10, le petit
intestin et le c6lon sont prélevés. Les lymphocytes sont extraits de 1’épithélium intestinal,
marqués avec des anticorps anti-CD4, anti-CDS, anti-TCRyd, anti-FoxP3, anti-CD19 et anti-
NK1.1 et analysés en cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le
test statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figure 3.16: Pourcentages de cellules CD4+, CD8+, TCRyd+ (A), FoxP3+, CD4+, CD8+
(B), CD4+CD8+ et CD8+TCRgd+ (C), NK1.1+ et CD19+ (D) de la lamina propria chez
des souris traitées avec du MPM pendant I’induction d’une colite par le DSS. Des
groupes de 4 souris C57BL/6 ont regu 2,5% de DSS dans I’eau de breuvage pendant les 6
premiers jours. Les souris du groupe DSS+MPM ont regu en plus 100 pL. de MPM par 20 g
(poids) par gavage oral a tous les jours. Les souris sont euthanasiées au jour 10, le petit
intestin et le c6lon sont prélevés. Les lymphocytes sont extraits de 1’épithélium intestinal,
marqués avec des anticorps anti-CD4, anti-CDS, anti-TCRyd, anti-FoxP3, anti-CD19 et anti-
NK1.1 et analysés en cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le
test statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figure 3.17: Evolution du poids chez des souris traitées préventivement avec du MPM
ou R2C2 avant et pendant ’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6 souris
C57BL/6 ont regu 100 pL de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous les
jours durant 14 jours. Des groupes ont aussi regu 2,5% de DSS dans ’eau de breuvage a
partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris contrdles ont regu par gavage le méme volume
en eau. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le test statistique effectué est le
test t de Student (* p < 0.05, ** p <0.01).
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Figure 3.18: Evolution de ’hématocrite chez des souris traitées préventivement avec du
MPM ou R2C2 avant et pendant ’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6
souris C57BL/6 ont regu 100 uL. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous
les jours durant 14 jours. Des groupes ont aussi recu 2,5% de DSS dans ’eau de breuvage a
partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris contrdles ont regu par gavage le méme volume
en eau. Le taux d’hématocrite est mesuré aux jours 0, 7, 10 et 14. Les résultats sont
représentatifs de deux mesures et le test statistique effectué est le test t de Student (* p <
0.05).
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Figure 3.19: Evolution du poids relatif du colon par centimétre chez des souris traitées
préventivement avec du MPM ou R2C2 avant et pendant I’induction d’une colite par le
DSS. Des groupes de 6 souris C57BL/6 ont regu 100 pL de MPM ou de R2C2 par 20 g
(poids) par gavage oral & tous les jours durant 14 jours. Les groupes avec DSS ont aussi regu
2,5% de DSS dans I’eau de breuvage & partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris sont
euthanasiées au jour 14, le petit intestin et le cdlon sont prélevés. Les colons sont mesurés et
pesés. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le test statistique effectué est le test
t de Student (** p < 0.01).
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Figure 3.20: Production de TNF-a, d’IL-6, d’IL-10 et de PGE2 chez des souris traitées
avec du MPM ou R2C2 avant I’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6
souris C57BL/6 ont regu 100 L. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous
les jours durant 14 jours. Les groupes avec DSS ont aussi regu 2,5% de DSS dans [’eau de
breuvage a partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit
intestin et le c6lon sont prélevés. Le colon est broyé avec 1mL de PBS froid. Le surnageant
est récupéré pour dosage des cytokines par des tests ELISA. Les résultats sont représentatifs
de deux expériences et le test statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p <
0.01, ¥¥* p < 0.001).
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Figure 3.21: Pourcentages de cellules CD4+ (A), CD8+ (B) et CD4+CD8+ (C) dans les
plaques de Peyer chez des souris traitées préventivement avec du MPM ou R2C2 avant
et pendant I’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6 souris C57BL/6 ont regu
100 pL. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous les jours durant 14 jours.
Les groupes avec DSS ont aussi regu 2,5% de DSS dans ’eau de breuvage a partir du jour 7
jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit intestin et le colon sont
prélevés. Les lymphocytes sont extraits des plaques de Peyer du petit intestin, marqués avec
des anticorps anti-CD4 et CDS et ensuite analysés en cytofluorométrie. Les résultats sont
représentatifs de deux mesures et le test statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05,
*¥*p <0.01, ¥* p <0.001).
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Figure 3.22: Pourcentages de cellules CD19+ (A), NK1.1+ (B) et CD19+NK1.1+ (C) dans
les plaques de Peyer chez des souris traitées préventivement avec du MPM ou R2C2
avant et pendant ’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6 souris C57BL/6
ont recu 100 uL. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous les jours durant
14 jours. Les groupes avec DSS ont aussi recu 2,5% de DSS dans I’eau de breuvage a partir
du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit intestin et le cdlon
sont prélevés. Les lymphocytes sont extraits des plaques de Peyer du petit intestin, marqués
avec des anticorps anti-CD19 et NK1.1 et ensuite analysés en cytofluorométrie. Les résultats
sont représentatifs de deux mesures et le test statistique effectué est le test t de Student (* p <
0.05, ** p < 0.01).
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Figure 3.23: Pourcentages de cellules CD4+IL17+ (A) et TCRyd+, CD4+TCRys+,
CD8+TCRyo6+ (B), dans les plaques de Peyer chez des souris traitées préventivement
avec du MPM ou R2C2 avant et pendant Pinduction d’une colite par le DSS. Des
groupes de 6 souris C57BL/6 ont recu 100 pL de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par
gavage oral a tous les jours durant 14 jours. Les groupes avec DSS ont aussi regu 2,5% de
DSS dans I’eau de breuvage a partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées
au jour 14, le petit intestin et le cOlon sont prélevés. Les lymphocytes sont extraits des
plaques de Peyer du petit intestin, marqués avec des anticorps anti-CD4 et 1L17, anti-CD4,
CDS8 et TCRyd, et ensuite analysés en cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de
deux mesures et le test statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, ***

p < 0.001).
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Figure 3.24: Pourcentages de cellules intraépithéliales CD4+ (A), CD8+ (B) et
CD4+CD8+ (C) de l'intestin gréle chez des souris traitées préventivement avec du MPM
ou R2C2 avant et pendant ’'induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6 souris
C57BL/6 ont regu 100 uL. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous les
jours durant 14 jours. Les groupes avec DSS ont aussi recu 2,5% de DSS dans I’eau de
breuvage a partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit
intestin et le cOlon sont prélevés. Les lymphocytes intraépithéliaux sont extraits du petit
intestin, marqués avec des anticorps anti-CD4 et CD8 et ensuite analysés en
cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le test statistique
effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01).
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Figure 3.25: Pourcentages de cellules intraépithéliales CD19+ (A), NK1.1+ (B) et
CD19+NK1.1+ (C) de I'intestin gréle chez des souris traitées préventivement avec du
MPM ou R2C2 avant et pendant I’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6
souris C57BL/6 ont regu 100 pL. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous
les jours durant 14 jours. Les groupes avec DSS ont aussi regu 2,5% de DSS dans I’eau de
breuvage a partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit
intestin et le c6lon sont prélevés. Les lymphocytes intraépithéliaux sont extraits du petit
intestin, marqués avec des anticorps anti-CD19 et NKI.1 et ensuite analysés en
cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le test statistique
effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001).
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Figure 3.26: Pourcentages de cellules intraépithéliales CD4+IL17+ (A), FoxP3+,
CD4+FoxP3+, CD8+FoxP3+ (B) et TCRyd+, CD4+TCRyd+, CD8+TCRyd+ (C) de
I'intestin gréle chez des souris traitées préventivement avec du MPM ou R2C2 avant et
pendant ’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6 souris C57BL/6 ont regu
100 L de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous les jours durant 14 jours.
Les groupes avec DSS ont aussi regu 2,5% de DSS dans [’eau de breuvage a partir du jour 7
jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit intestin et le célon sont
prélevés. Les lymphocytes intraépithéliaux sont extraits du petit intestin, marqués avec des
anticorps anti-CD4 et IL17, anti-FoxP3, CD4 et CDS, anti-CD4, CD8 et TCRyd, et ensuite
analysés en cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le test
statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figure 3.27: Pourcentages de cellules CD4+ (A), CD8+ (B) et CD4+CD8+ (C) de la
lamina propria de I'intestin gréle chez des souris traitées préventivement avec du MPM
ou R2C2 avant et pendant I’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6 souris
C57BL/6 ont regu 100 ul. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous les
jours durant 14 jours. Les groupes avec DSS ont aussi recu 2,5% de DSS dans I’eau de
breuvage a partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit
intestin et le c6lon sont prélevés. Les lymphocytes de la lamina propria sont extraits du petit
intestin, marqués avec des anticorps anti-CD4 et CD8 et ensuite analysés en
cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le test statistique
effectué est le test t de Student (** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figure 3.28: Pourcentages de cellules CD19+ (A), NK1.1+ (B) et CD19+NK1.1+ (C) de la
lamina propria de I'intestin gréle chez des souris traitées préventivement avec du MPM
ou R2C2 avant et pendant I’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6 souris
C57BL/6 ont regu 100 pL. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous les
jours durant 14 jours. Les groupes avec DSS ont aussi recu 2,5% de DSS dans I’eau de
breuvage a partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit
intestin et le cdlon sont prélevés. Les lymphocytes de la lamina propria sont extraits du petit
intestin, marqués avec des anticorps anti-CD19 et NKI1.1 et ensuite analysés en
cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le test statistique
effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figure 3.29: Pourcentages de cellules CD4+1L17+ (A), FoxP3+, CD4+FoxP3+,
CD8+FoxP3+ (B) et TCRyd+, CD4+TCRy6+, CD8+TCRy6+ (C) de la lamina propria de
I'intestin gréle chez des souris traitées préventivement avec du MPM ou R2C2 avant et
pendant ’induction d’une colite par le DSS. Des groupes de 6 souris C57BL/6 ont regu
100 pl. de MPM ou de R2C2 par 20 g (poids) par gavage oral a tous les jours durant 14 jours.
Les groupes avec DSS ont aussi regu 2,5% de DSS dans I’eau de breuvage a partir du jour 7
jusqu'au 14° jour. Les souris sont euthanasiées au jour 14, le petit intestin et le cdlon sont
prélevés. Les lymphocytes de la lamina propria sont extraits du petit intestin, marqués avec
des anticorps anti-CD4 et IL17, anti-FoxP3, CD4 et CD8, anti-CD4, CD8 et TCRyS, et
ensuite analysés en cytofluorométrie. Les résultats sont représentatifs de deux mesures et le
test statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figure 3.30 : Niveaux relatifs d'IL-17 et d'IL-23 exprimés dans les célons de souris
traitées préventivement avec du MPM ou R2C2 avant et pendant I’induction d’une
colite par le DSS. Des groupes de 6 souris C57BL/6 ont regu 100 pLL de MPM ou de R2C2
par 20 g (poids) par gavage oral a tous les jours durant 14 jours. Les groupes avec DSS ont
aussi recu 2,5% de DSS dans I’eau de breuvage a partir du jour 7 jusqu'au 14° jour. Les souris
sont euthanasiées au jour 14, le petit intestin et le célon sont prélevés. L'ARN est extrait d'un
morceau de cblon d'environ 1 cm. Ensuite 700 ng de cet ARN est rétro-transcrit en ADNc.
L'ADNc obtenu a ensuite été analysé par qPCR avec amorces spécifiques a I'IL-17 et 1'IL-23
par la méthode de fluorescence avec SYBR Green. Les résultats sont représentatifs de deux
expériences et le test statistique effectué est le test t de Student (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p
< 0.001).



CHAPITRE IV

DISCUSSSION

Les objectifs de ce projet étaient de rechercher les propriétés immunomodulatrices de
certains produits obtenus par la fermentation du lactosérum a ’aide de souches sélectionnées
de L. kefiranofaciens développées par Les Technologies BiolActis Inc. Une matrice protéique
malléable (MPM) ainsi que des substances solubles et des bactéries ont été générées par
fermentation et leurs effets sur des macrophages et cellules épithéliales ont été évalués par
l'analyse de la production de cytokines pro et anti-inflammatoires ainsi que des voies de
signalisation intracellulaire impliquées. Il était aussi proposé de vérifier ’efficacité anti-
inflammatoire des MPMs et de la souche bactérienne lors de colite expérimentale aigue chez
des animaux et d’identifier les cytokines et cellules suppressives impliquées. Ainsi, des
études in vivo ont été réalisées chez des groupes de souris traitées simultanément ou de fagon
préventive avec des produits choisis afin d’en vérifier les effets anti-inflammatoires lors de
I’induction de la colite expérimentale par le DSS. De nombreux paramétres biologiques et
immunologiques ont été évalués, tels que le poids, le taux d'hématocrite, la densité du clon,
la production de cytokines par ELISA ou RT-PCR en temps réel ainsi que plusieurs
immunomarquages doubles ou triples des diverses populations lymphocytaires des tissus

intestinaux.

Au cours de ce travail, nous avons mis en lumiére les propriétés immunomodulatrices
des produits de fermentation du lactosérum par des souches sélectionnées de L.
kefiranofaciens développés par la compagnie BiolActis. Nous avons observé que les
différents produits de fermentation du lactosérum exprimaient peu ou pas de cytotoxicité
autant pour les cellules épithéliales intestinales que pour les cellules mononucléaires
spléniques. Par contre, les cellules Caco-2 utilisées ont montré un niveau de fragilité
important tout au long de nos expériences, ce qui n'a pas permis d'évaluer de fagon optimale
la toxicité des différents produits de BiolActis. Cette fragilité pourrait étre expliquée par la
croissance trop rapide des cellules en culture et la concentration cellulaire élevée utilisée pour

les tests de toxicité. Tous les produits testés favorisaient une diminution de la production de
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I'IL-8 par les cellules épithéliales intestinales et de I'lL-6 par les cellules mononucléaires
spléniques. Ces produits inhibent la production d'IL-10 et de la PGE2 chez les macrophages
spléniques. Aussi, lors de la colite expérimentale induite par une dose modérée de DSS
(2,5%), ’administration simultanée de MPM a corrigé substantiellement la perte de poids des
animaux, réduit la production intestinale de TNF-a et rétablit la perte de lymphocytes B dans
les tissus épithéliaux intestinaux, sans qu'il puisse étre actuellement possible de déterminer si
cette correction résulte d'une stimulation des lymphocytes B ou empéche la perte de ces
cellules du tissu. Finalement, nous avons remarqué que 1’utilisation préventive du MPM et de
la bactérie R2C2 a empéch¢ I’anémie induite par le DSS, mais n'a pas semblé réduire la perte
de poids et l’inflammation du célon suite a l’activation d’une classe particuli€ére de
lymphocytes inflammatoires, les cellules Thl7, dans le cas du MPM, et possiblement des
cellules Thl pour la bactérie R2C2 et ce, malgré l'augmentation de la production d’IL-10 et

de la stimulation des lymphocytes T suppresseurs.

Le lactosérum est un dérivé de 1’industrie fromagére qui contient des protéines telles que
la B-lactoglobuline, I’a-lactalbumine, la lactoferrine, 1’albumine et des globulines ainsi que
des peptides dérivés ou non de ces protéines (Bounous et al., 1991). La fermentation de ce
lactosérum par des souches sélectionnées de L. kefiranofaciens module les concentrations de
ces protéines et des peptides tout en enrichissant le produit de composantes bactériennes
incluant les exopolysaccharides (Beaulieu ez al., 2006). Plusieurs de ces composants ont des
effets immunostimulants ou anti-inflammatoires, ce qui permet de développer des processus
de fermentation a I’aide de souches bactériennes sélectionnées axées vers 1’enrichissement ou
la dégradation de ces protéines de facon a obtenir un produit avec les propriétés
immunomodulatrices désirées. Ainsi, la lactoferrine présente en forte concentration dans le
lait possede des propriétés antibactériennes mais aussi des propriétés immunomodulatrices
reliées a son interaction directe avec les cellules immunitaires (de la Rose G et al., 2008). Des
résultats préliminaires effectués au laboratoire suggérait que lactosérum non-fermenté
diminuait ’activité des lymphocytes traités avec un milieu conditionné provenant de
macrophages non-activés mais pouvait aussi favoriser une augmentation d’activité des
lymphocytes en présence du LPS et du PEP. Ces effets pouvaient étre expliqués par la nature

des cytokines produites puisque seulement trés peu de TNF-o était induit par les
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macrophages non-activés alors qu’en présence de macrophages activés par le LPS et le PEP,
le lactosérum non-fermenté stimulait fortement la production de TNF-a et d’IL-6. Ces

résultats préliminaires nous ont orientés vers l'étude plus spécifique de I'IL-6.

11 a été récemment démontré que la lactoferrine stimule la défense innée en augmentant
la production de TNF-o, d’IL-13 ainsi que des chimiokines impliquées dans le recrutement
des macrophages et des neutrophiles ainsi que des molécules de co-stimulation chez les
lymphocytes (de la Rose G et al., 2008). Nous avons montré que les différentes préparations
de BiolActis provenant de la fermentation du lactosérum montraient des propriétés
communes mais aussi différentes selon les préparations. La fermentation du lactosérum par la
souche R2C2 de L. kefiranofaciens induit en méme temps une cytokine pro-inflammatoire,
’IL-6, mais aussi une cytokine suppressive, I’IL-10, suggérant que le processus de
fermentation génere des peptides immunostimulateurs ou diminue des molécules inhibitrices
ou les deux en méme temps. La production de ces cytokines antagonistes pourrait expliquer
les variations observées dans les niveaux de ces cytokines induits par les différents produits
de fermentation. Par exemple, le produit PCO10 induit trés peu la production de cytokines
autant pro- qu’anti-inflammatoires alors que le produit FB030 est un tres fort producteur de
TNF-o et d’IL-10 et un producteur moyen d’IL-6. Le produit 48h est un fort producteur
d’IL-6 et un faible inducteur de TNF-a et d’IL-10. Lorsque les effets produits étaient
comparés a ceux observés avec le lactosérum non-fermenté, les préparations solubles de
MPM diminuaient la production de TNF-a induite par le lactosérum ou par les LPS et/ou le
PEP suite a la sécrétion de d’IL-6, d’IL-10 et/ou de PGE2 (Beaulieu et al., 2006; Lemieux et
al., 2004; Technologie BiolActis Inc., 2010).

D’autre part, I’augmentation accrue des TNF-a, IL-6, IL-10 et surtout de la PGE2 par le
MPM 48h, et ne contenant pas la bactérie R2C2 (forme solide) suggere que la souche R2C2
de L. kefiranofaciens aurait plutdt un effet inhibiteur sur les propriétés immunomodulatrices
des MPMs fermentés. Cette hypothese doit étre évaluée a la lumiere des résultats obtenus
avec un extrait soluble de la bactérie R2C2. Effectivement, cette souche est une bonne
inductrice d’IL-10, mais une faible productrice d’IL-6, suggérant des propriétés

immunosuppressives intrinséques. Les bactéries lactiques sont généralement connues pour
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leur activité immunostimulatrice plutdt qu’immunosuppressive, car elles augmentent la
réponse proliférative des lymphocytes, la production des cytokines et la stimulation de la
phagocytose via I'induction de cytokines résultant de 1'interaction entre les macrophages et
les lymphocytes T (Laffineur ef al., 1996). Nos travaux ne sont pas suffisamment avancés sur
les propriétés immunomodulatrices de cette souche de lactobacilles pour confirmer les effets
immunosuppresseurs potentiels de la souche R2C2, mais il est connu que certaines souches
de lactobacilles, comme L. acidophilus, montrent aussi des propriétés immunosuppressives
via la stimulation de I’IL-10 (Bleau ef al., 2007). D’autre part, il a déja été démontré que les
effets immunomodulateurs des préparations solubles de MPMs différent lorsque les
macrophages sont activés par le LPS ou le PEP. Les milieux conditionnés de macrophages
activés et traités avec les produits de BiolActis ont plutdt entrainé soit une 1égere stimulation
additionnelle des lymphocytes, telle qu’observée avec le PEP, ou soit aucune inhibition de la
stimulation induite par le LPS (étude préalable) (Technologie BiolActis Inc., 2010). Ces
résultats suggerent que ces produits pourraient agir différemment selon 1’état d’activation des

voies de signalisation intracellulaire impliquées dans la production des cytokines.

L’¢étude des voies de signalisation impliquées dans I’induction du TNF-o, de I’]L-6, de
I’IL-10 et de la PGE2 chez des macrophages de souris C57BL/6 activés par le PEP et traités
avec les différents produits de BiolActis nous a révélé que les modifications dans les niveaux
d’IL-6 et de PGE2 induites par les produits de BiolActis étaient régulées par les voies des
MAPK p38 et ERK, par le NF-kB et la COX-2 a I’exception du FB030-2 pour I'IL-6.
L’augmentation d’IL-6 accompagnée d’une diminution de PGE2 s’est avérée étre une
caractéristique commune pour la plupart de produits de fermentation (sauf pour le produit
obtenu aprés 16 h de fermentation). Ces résultats suggérent le mécanisme d’action suivant :
les produits solubles des MPMs de BiolActis stimuleraient la voie de la MAPK ERK, chez
des macrophages déja activés par le PEP via le TLR-2, activant préférentiellement le facteur
NF-«B responsable de I’augmentation de I'IL-6 et du TNF-a et ce, au dépend de la voie
Cox-2, entrainant une diminution de la PGE2. Cette explication, par contre, ne tient pas
compte des rdles de la voie MAPK p38 et du récepteur opioide chez certains produits, ni de
la baisse de I'IL-10. De plus, une activation préférentielle d’une voie de signalisation

implique un ou des facteurs responsables de ce choix, ce que nos résultats ne peuvent encore
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mettre en lumiére. Il est alors possible qu’un arrét de stimulation de la voie MAPK p38
entrainerait la diminution de I’'IL-10, ce qui empécherait ’inhibition de I'IL-6 et donc,
indirectement, 1’augmentation de cette derniere cytokine. Cette hypothése est partiellement
supportée par la baisse dans la production de I’'IL-10, mais il faudrait que I’activation via les
récepteurs aux cytokines ne soit plus requise et résulte d’une captation du TNF-a par son
récepteur soluble. Il est, par contre, plus plausible que les produits de BiolActis engagent le
récepteur opioide qui peut agir directement comme inhibiteur de I'IL-10, puisque la
diminution de cette cytokine est corrigée en présence d’un inhibiteur des récepteurs opioides
(Sacerdote, 2003). 11 a été récemment démontré que le PEP pouvait directement stimuler la
production d’acide arachidonique et de la PGE2 par un mécanisme non-encore identifié mais
suggérant I’existence d’un engagement non-classique du TLR-2 ou de la participation
d’autres récepteurs, tels les récepteurs au mannose (Valera et al., 2007). La diminution de la
production de PGE2 par les produits de BiolActis pourrait aussi résulter de I’activation des
récepteurs au mannose présents a la surface des macrophages suite a la fixation de fragments
de paroi bactérienne. 11 ne faut pas exclure la possibilité que la diminution de la PGE2 peut
résulter directement de l'effet de la lactoferrine résiduelle suite & la fermentation, car cette
protéine peut diminuer la production de PGE2 (Talukder et al., 2007). D’autre part,
I’augmentation de I’IL-6 et de I’1L-10 suite a I’action de la bactérie R2C2 dépend plutdt des
MAPK p38 et ERK plutét que de NF-kB, tel que 1’on aurait pu s’y attendre compte tenu de la
présence de paroi bactérienne. L’augmentation forte de I’'IL6 et de I'IL-10 suggére une voie
de signalisation passant directement par la MAPK p38 et ERK1/2, mais le récepteur impliqué
n’a pas été identifié. L'inhibition partielle ou nulle de la production de ces cytokines par
l'inhibiteur de NF-xB suggére aussi 'existence d'un autre facteur de transcription impliqué
dans la transcription de ces cytokines, ou que les produits ajoutés, soit I'extrait soluble de la
bactérie R2C2 ou des MPMs, entrent en compétition avec cet inhibiteur, réduisant ainsi
l'inhibition de NF-xB. Il aurait été intéressant d'essayer d'autres substances inhibitrices ou
activatrices impliquant d'autres récepteurs et/ou voies métaboliques, par exemple
inhiber/activer le récepteur au mannose ou les différents TLR (1-9). IL serait aussi favorable
de vérifier 'implication de récepteurs membranaires plutét que des voies métaboliques, car
I'étude de celles-ci est beaucoup plus complexe étant donné que plusieurs substances dans les

produits BiolActis peuvent les inhiber et/ou les stimuler en méme temps et parce qu'elles sont
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toutes inter-reliées a différents niveaux. Il demeure cependant trés difficile d'isoler l'effet du
PEP et des produits BiolActis d'autant plus que l'effet observé suggére parfois une synergie
entre le PEP et le produit testé.

Des travaux similaires effectués avec des cellules de souris SJL, lignée fortement
orientée vers la réponse inflammatoire de type Thl, ont montré que les produits de BiolActis
induisaient des effets pro-inflammatoires faibles (augmentation de TNF-o, et d’IL-6 avec
diminution d’IL-10) et variant selon la concentration chez cette lignée murine (Beaulieu et
al., 2006; Technologie BiolActis Inc., 2010). Mais encore une fois, ce sont les MAPK p38 et
ERK1/2 qui sont impliquées dans ces variations alors que le NF-kB aurait une influence

indirecte sur la production de I’[L-10.

La difficulté dans I’identification d’une voie de signalisation commune et spécifique
pour expliquer les propriétés immunomodulatrices des MPMs est due a la composition
complexe des préparations solubles qui peuvent contenir des quantités variables de plusieurs
composants immunomodulateurs ou immunosuppresseurs différents en provenance du
lactosérum, des bactéries, ou produits au cours du processus de fermentation. Il faudrait
pouvoir réaliser les mémes expériences avec chacun des constituants majeurs des dérivés de
BiolActis suite a leur purification. D’autre part, les différences dans les niveaux de cytokines
observées avec les produits de BiolActis suggerent aussi que des modifications fines dans les
processus de fabrication ou dans la composition des lots de lactosérum utilisés peuvent
modifier substantiellement 1’équilibre entre les cytokines pro-inflammatoires et suppressives
induites par le produit final. D'autre part, plusieurs TLR peuvent étre impliqués, tel le TLR-2
avec le PEP dérivant du lactobacille et le TLR-9 dérivant de I'ADN bactérien suite a la
phagocytose selon la composition du dérivé testé de telle sorte que les effets finaux résultent
d'effets synergiques de la voie des TLR. Des expériences similaires réalisées avec des
cellules de souris TLR2 /- ou TLRY -/- ou MyD88 -/- permettraient de bien différencier les

effets de chacun des dérivés sur ces différents TLR.

Les modifications dans la production des cytokines pro- et anti-inflammatoires induites

par les produits de BiolActis pourraient avoir des répercussions sur les pourcentages des
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différentes populations lymphocytaires in vitro (résultats préliminaires) (Beaulieu et al.,
2006; Technologie BiolActis Inc., 2010). Ainsi, les lymphocytes B ont diminué suite a
I’incubation de cellules spléniques avec des milieux de macrophages conditionnés par les
différents produits de BiolActis. Cette diminution dans le pourcentage de lymphocytes B est
surprenante compte tenu de l’augmentation de I'IL-6 induite par les produits de BiolActis,
mais l'augmentation des lymphocytes B ne dépend pas seulement de cette cytokine (revue
dans Chen-Kiang, 1995). Par contre, la baisse d’IL-10 pourrait favoriser plutot la voie Thl et
maintenir ou augmenter les lymphocytes CD4+ et CD8+. La chute simultanée des CD4+
observée avec la plupart des extraits solubles des MPMs va a [’encontre de cette hypothése. 11
peut s’agir d’une chute apparente due a I’augmentation d’autres éléments cellulaires. Une
baisse dans le pourcentage d’une population cellulaire associée a une augmentation d’activité
métabolique, suggere non pas une diminution absolue de lymphocytes B, mais bien une
augmentation dans le nombre de cellules d’une autre population cellulaire, ce qui pourrait
étre mis en évidence par l'analyse du nombre absolue de lymphocytes. Effectivement,
’analyse cytofluorométrique a mis en lumiére 1’augmentation d’une population cellulaire de
plus grande dimension qui pourrait s’apparenter a des cellules NK. Cette hypothése aurait
intérét a étre approfondie en association avec la production de cytokines plus spécifiques

pour ces cellules, tels les [L-12, 15 et 18.

Les propriétés immunomodulatrices des préparations solubles de BiolActis peuvent
s’exprimer au niveau des cellules épithéliales intestinales. Les cellules intestinales
épithéliales produisent de I’'IL-8, une chimiokine impliquée dans le recrutement des
neutrophiles, lorsqu’elles sont stimulées par I’IL-13. Comme les problémes inflammatoires
intestinaux débutent souvent par une atteinte aux tissus épithéliaux (Araki et al., 2006), nous
avons vérifié si les produits de BiolActis pouvaient aider a diminuer I'inflammation au niveau
épithélial. L’utilisation des cellules intestinales Caco-2 suggérent, malgré leur fragilité en
culture, que tous les produits de BiolActis pourraient avoir la capacité de diminuer I’apoptose
spontanée des cellules Caco-2. Le niveau élevé de nécrose et d'apoptose du controle cellulaire
Caco-2 reflete les difficultés de croissance de cette lignée cellulaire. De plus, suite a
’activation de ces cellules par I’IL-1[3, tous les produits ont diminué la production d’IL-8 &

des degrés variables selon le produit ou la concentration. Ces deux propriétés suggerent que
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les substances présentes dans les préparations solubles pourraient montrer un effet protecteur
de I’épithélium intestinal et favoriser le maintien de la tolérance en diminuant le recrutement

de neutrophiles (Williams et al., 2000).

Les études in vivo ont été effectuées par I’utilisation du modéle de colite expérimentale
aigue induite par le DSS. Parmi les modéles expérimentaux de colite inflammatoire, le
modele DSS a été choisi de par les résultats antérieurs prometteurs obtenus par BiolActis
mais aussi de par ses spécificités par rapport aux modeles de colite induite par le TNBS ou
chez des souris IL-10 -/-. Le modéle DSS affecte tout l'intestin et peut se manifester sous
forme aigue et chronique alors que le modele TNBS est valide pour une inflammation aigue
au niveau du colon terminal seulement, alors que le modele des souris IL-10 -/~ ne peut étre
représentatif de colites cliniques chez I'humain qui n'a pas de déficit génétique en IL-10. Les
maladies inflammatoires intestinales comprennent deux formes majeures : la maladie de
Crohn et la colite ulcérative. Ces maladies se distinguent par leurs signes cliniques et les
types de lésions. De plus, ce sont des maladies a évolution chronique. Les études récentes ont
montré que ces maladies résultent de plusieurs facteurs génétiques, microbiens et
environnementaux qui s’associent & des aberrations fonctionnelles de I’intestin et entrainent
des désordres immunitaires chroniques. 1l s’agit de maladies & étiologies complexes. Le
modele de colite induite par le DSS permet de simuler autant I’inflammation aigue que la
maladie chronique dépendamment de la concentration utilisée et des cédules
d’administration. De plus, ce produit est administré dans 1’eau de boisson, ce qui le rend
facile d’utilisation. Le DSS s’attaque au départ a I’épithélium intestinal et entraine un bris de
la barriere épithéliale mettant la flore microbienne en contact avec les cellules

macrophagiques et dendritiques sous-jacentes (Ishioka et al., 1987).

Le modele de la colite inflammatoire induite par le DSS se caractérise par des
modifications dans I’expression de plus de 387 génes dans le tissu intestinal dont les
principaux genes impliqués dans 1°équilibre tolérance/inflammation intestinale sont le TNF-
o, 'IL-6, I'IL-10, I’TL.-22 et la COX-2 mais non 'IFN-y (te Velde et al., 2006). Plusieurs
chimiokines sont aussi impliquées ainsi que des genes de réparation tissulaire. L’analyse des

cytokines sécrétées révele que la colite aigue induite par le DSS entraine un déplacement du
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mécanisme inflammatoire des Thl vers les Th17, ce qui s’exprime par ’augmentation du
TNF-a, de I'IL- 6, de 1'IL-23 et de I'IL-17. Lorsque la colite évolue vers une inflammation
chronique, il se produit une réponse inflammatoire de type Th2 caractérisée par une
augmentation d’IL-4, d’IL-10 et une diminution du TNF-¢, de I'IL-6 et de I'IL-17 (Alex et
al., 2008). Ces caractéristiques rejoignent partiellement les modifications observées chez des
patients atteints de la maladie de Crohn ou de la colite ulcéreuse mais pourrait refléter toute
inflammation intestinale aigue d’étiologie toxique ou bactérienne reliée a la destruction de
I”épithélium intestinal, ce qui représente bien la plupart des troubles gastro-intestinaux légers
et aigus. Le modele TNBS, quant a lui, en est un de réaction d’hypersensibilité hapténique

qui favorise plutdt une réponse inflammatoire de type Thl et Th17 (Alex et al., 2008).

Nos résultats ont montré que I’administration d’une concentration légérement plus faible
de DSS que celle généralement utilisée dans la littérature pouvait induire une colite 1égére,
caractérisée par une perte de poids et une inflammation non-hémorragique. Ainsi, lors de la
premiere série d’expériences de colite induite par le DSS et de traitement simultané avec le
MPM, les animaux ayant regu du DSS durant 6 jours ont montré une perte de poids dans les
premiers jours du traitement avec une correction temporaire suivie d’une seconde perte de
poids qui s’est maintenue quelques jours apres le traitement et rapidement compensé par la
suite. Ces résultats suggeérent que la concentration de DSS utilisée était suffisamment faible
pour entrainer des désordres intestinaux modérés. Le traitement de ces souris avec le MPM a
clairement empéché ces pertes de poids méme si les souris ont eu temporairement un peu de
difficulté a maintenir leur taux de croissance aprés quelques jours. Cette correction de la perte
de poids pourrait résulter de la diminution de la perte d'eau reliée a la diminution de la
diarrhée et aussi par une alimentation accrue de la part de I'animal suite & une amélioration de
sa sensation de bien-étre. Par contre, 'ampleur de la correction de la perte de poids ne peut
dépendre de l'apport nutritif du MPM étant donné la faible dose administrée. Lors de
I’euthanasie, le traitement avec le MPM n’avait pas corrigé le niveau d’inflammation
intestinale, du moins lorsque comparé aux cdlons des animaux quatre jours apres la cessation
de I’administration du DSS. Il est possible que si I’euthanasie avait eu lieu dés la cessation du
DSS, les différences auraient été plus évidentes. L’analyse des cytokines présentes dans le

tissu intestinal lors de I’euthanasie montrait une légére baisse (quoique non significative a
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cause de la forte variation individuelle) de TNF-o et d’IL-10 chez les animaux ayant requ le
MPM comme traitement de la colite au DSS, suggérant une tendance pour le MPM a
diminuer le niveau d’inflammation. Le haut niveau de ces cytokines chez ces souris
expliquent I’inflammation du célon encore présente. Par contre, le niveau de PGE2 a été
significativement diminué chez les animaux traités avec le MPM. 1l a déja été démontré que
la lactoferrine pouvait protéger de la diarrhée induite par le LPS en diminuant la production
de NO et de PGE2 (Talukder er al., 2007). La lactoferrine est aussi connue pour augmenter
I’activité des cellules NK et la production dTFN-y en réponse & I'IL-18, la cytokine
inflammatoire la plus importante lors d’une inflammation de type Thl (Kuhara et al., 2006).
Quoique I’TFN-y et I’]L-18 n’ont pas été dosés dans le tissu intestinal, les cellules NK ont
plutét diminué suite au traitement par le MPM atteignant un niveau plus faible que celui
observé chez les animaux non-traités, ce qui laisse croire que les niveaux d’IFN-y et/ou d’1L-

18 n’auraient possiblement que peu ou pas augmenté.

L’analyse des populations lymphocytaires des tissus intestinaux (lamina propria et
épithélium) a révelé que le traitement par le MPM a favorisé I’augmentation des lymphocytes
CD4+CD8+ mais surtout a corrigé la perte des lymphocytes CD4+TCRyd+ intra-épithéliaux
et de la lamina propria ainsi que celle des lymphocytes B de la lamina propria. 11 faut tenir
compte du fait que I’inflammation a pu entrainer des déplacements dans les populations
lymphocytaires de la lamina propria vers le tissu épithélial et inversement, selon les
populations lymphocytaires. La forte baisse des lymphocytes B observée dans la lamina
propria des animaux soumis au DSS ne peut résulter d’un transfert de cellules puisqu’aucune
augmentation n’est observée dans les lymphocytes intra-épithéliaux. Le maintien de la
population de lymphocytes B dans la lamina propria grice a 1’administration de MPM a
strement favorisé 1’augmentation de ces lymphocytes dans le tissu épithélial. D’autre part, la
stimulation des lymphocytes CD4+TCRyd+ chez les souris traitées avec le MPM suggére que
cette sous-population suppressive serait impliquée plutdt que les cellules suppressives Treg
FoxP3 puisque leur pourcentage a diminué chez les animaux ayant requ du DSS avec ou sans
traitement avec le MPM. Aussi, le traitement avec le MPM a favorisé une augmentation des
CD4 et des CDS8 et corrigé la baisse des lymphocytes B dans les plaques de Peyer par rapport

aux souris soumises seulement au DSS. Pris dans leur ensemble, ces résultats suggérent que
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le MPM a eu un effet favorable sur la colite aigue lorsqu’administrés au début de la colite. Le
mécanisme d’action ne semble pas en étre un d’inhibition de I’inflammation, du moins, tel
qu’observé suite a I’euthanasie quatre jours aprés I’arrét du DSS, mais pourrait résulter d’un
changement dans le type d’inflammation résultant de la diminution de la PGE2 et de la

stimulation de lymphocytes TCRyd et/ou des lymphocytes B.

Nous avons aussi évalué les effets du MPM et de la bactérie R2C2, administrés seuls et
séparément en prétraitement, a des souris soumises au DSS. Au contraire de ce qui avait été
observé lors de I’administration simultanée de MPM, le prétraitement avec ce produit a
entrainé une perte de poids aux 14° et 15° jours de ’expérience. Ce résultat surprenant peut
étre relié au fait que les souris ayant regu le MPM ont montré un arrét de gain de poids tout
au long de ’expérience. Cette aggravation n’a pas été, par contre, accompagnée d’une baisse
importante d’hématocrite comme ce qui s’est produit chez les souris soumises au DSS
seulement. Cette aggravation de la perte de poids s’est aussi manifestée par une inflammation
accrue de I’intestin ainsi que d’une forte production de TNF-o et d’IL-6 en absence d’IL-10.
Cette diminution d’IL-10 est intéressante puisque le MPM semble étre un bon inducteur d’IL-
10 chez les souris traitées seulement avec ce produit. De plus, I’analyse des sous-populations
de lymphocytes intestinaux a mis en €vidence le fait que le MPM favorise ’augmentation de
sous-populations de lymphocytes T connues comme suppressifs, les TCRyd, mais en méme
temps augmente les lymphocytes B et une nouvelle population, les CDI9(B)+NK1.1+ dont
’existence n’est pas encore reconnue. De plus, la sous-population de lymphocyte CD4+1L-
17+ était particulierement stimulée par le MPM. L’administration de DSS aux souris déja
traitées avec le MPM a eu comme effet d’augmenter la production de cytokines
inflammatoires a des niveaux plus élevés que ceux induits par le DSS seul, suggérant un effet
additif de I’inflammation induite par le DSS et de I’immunostimulation provoquée par le
MPM. Cet effet additif a pu résulter de la baisse de I’IL-10 et des lymphocytes TCRyd
induite par le DSS, mais aussi de la stimulation des lymphocytes inflammatoires CD4+IL-
17+. L’importance de cette derniére sous-population dans [’aggravation de la perte de poids
est confirmée par le fait que le MPM a stimulé fortement la production de I’IL-23 et en
conséquence, de I’IL-17 alors que I’administration de DSS en présence de MPM ou de la

bactérie R2C2 a diminué la production de ces cytokines. La voie d’activation de la
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production de la cytokine IL-17 nécessite la production de 1’IL-23 par des macrophages ou
des cellules dendritiques. Plusieurs produits bactériens, tels le PEP, le LPS et les
exopolysacharrides, sont de bons inducteurs de cette voie de réponse inflammatoire (Beaulieu
et al., 2007), mais aussi l'augmentation de la PGE?2 au site d'inflammation stimule la voie IL-
17-1L23 (Thl7) (Sheibanie et al, 2007). Les MPMs sont principalement composés de
protéines et de polysaccharides et contiennent plus de 6 x 10" CFU/100g (Beaulieu et al,
2007) qui pourraient aisément agir comme inducteurs de I'IL-23. L’augmentation de la
production de I’'IL-23 par le MPM explique la forte production de I’'IL-17 résultant de
I’augmentation de la sous-population de lymphocytes CD4+IL-17+. De plus, des résultats
récents montrent que la maladie de Crohn est régulée par 1’IL-23 (Th17) plut6t que [’'IL-12 et
PIFN-y (Thl) (Neurath, 2007). Il a été démontré que I’inflammation chronique est favorisée
par la voie IL-23-1L-17 plutét que par la voie IL-12-Thl. Ainsi, dans la lamina propria, les
macrophages sont les principaux producteurs d’IL-10 qui, avec le TGF-B, stimule la
production de lymphocytes T régulateurs (FoxP3) (Denning et a/., 2007). Ce sont plutét les
cellules dendritiques qui induisent la production de I’IL-17 alors que les macrophages

inhibent cette production.

Nos résultats suggerent fortement que le MPM active I’inflammation via la stimulation
de la voie Th17, ou induit une sur-stimulation de la voie Th2 associée a la colite causée par le
DSS, plutoét que la voie Thl. La sur-stimulation de la voie Th2 pourrait aussi expliquer
l'aggravation de certains paramétres. Il a été rapporté que I’orientation vers la voie Thl7
plutot que vers la voie Thl peut entrainer une diminution de la colite expérimentale de par la
diminution de 'IFN-y (Neurath, 2007). Cette hypothese expliquerait I’absence d’anémie chez
les souris ayant re¢qu le MPM avant le DSS malgré la présence d’un certain niveau
d'inflammation. Il est fort possible que si le traitement avec le MPM avait été continué sur
une plus longue période, I'inflammation se serait possiblement résorbée ou se serait
maintenue a un niveau un peu plus élevé favorisant ainsi une réponse humorale
antimicrobienne plus efficace. Nous ne pouvons éliminer la possibilité que les produits
résiduels du lactosérum dans le MPM, tel la lactoferrine, auraient pu entrainer une forte

activité de recrutement de macrophages et de neutrophiles en plus de favoriser une réponse
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de type Thl (McKensie et al., 2006), mais ’absence d’informations sur le niveau d’[FN-y

dans le tissu intestinal des animaux ne nous permet pas d’écarter cette hypothese.

[’administration de la bactérie R2C2, quant 2 elle, n a pas entrainé un arrét du gain de
poids des souris par rapport aux souris n’ayant regu aucun traitement mais a aggravé encore
plus fortement la perte de poids suite 4 I’administration de DSS. Quoique I’inflammation du
cblon était tres forte, chez les souris ayant regu la bactérie R2C2 et traitées avec le DSS, mais
similaire & celle observé chez les souris avec un prétraitement avec le MPM et ensuite avec le
DSS, la nature des cytokines induites est fort différente. Le niveau de TNF-o chez ces souris
R2C2-DSS est similaire a celui observé chez les souris R2C2 et est moins élevé que chez les
souris DSS. La production d’IL-6 chez les souris R2C2-DSS est aussi similaire a celle
détectée chez les souris DSS seulement, alors que I’IL-10 est augmentée que chez les souris
R2C2-DSS. Ces résultats suggérent que la forte inflammation observée chez les souris R2C2-
DSS résulte d’autres cytokines que celles qui ont été analysées. Cette hypothése est renforcée
par le fait que la bactérie R2C2 induit une forte production d’IL-23 et d’IL-17 sans causer
une inflammation importante mais que, suite a I’administration du DSS, I’inflammation s’est
aggravée et est accompagnée d’une chute importante de ces deux cytokines. Dans le modele
d’inflammation intestinale induite par le DSS, la phase aigue se caractérise par des cytokines
de type Th17 (TNF-a, IL-6, [L-17) alors que la phase chronique est plutét de type pro-
humorale avec des taux élevés d’IL-6, d’IL-4, d’IL-10 mais aussi d’IFN-y (Alex et al., 2008).
I est fort probable que I’administration préventive de la bactérie R2C2 ait favorisé plus
rapidement la phase chronique de I’inflammation induite par le DSS et la production d’IFN-y,
car la baisse de poids s’est produite vers le 14° et 15° jour, donc aprés 7 & 8 jours
d’administration de DSS. De plus, 1’augmentation de I’'[L-10 et le maintien d’un haut niveau
d’IL-6 supporte cette hypotheése. Aussi, 1’analyse des sous-populations lymphocytaires
montre une augmentation des cellules NK suite a 1’administration de la bactérie R2C2, qui
sont des cellules productrices d’IFN-y, mais en méme temps le niveau de lymphocytes
TCRyS est augmenté par la bactérie R2C2 et encore plus en présence de DSS. Les cellules
NK ont aussi augmenté dans le tissu épithélial intestinal. La population CD4+IL-17+ est
apparue dans les plaques de Peyer mais non pas dans la lamina propria et le tissu

intraépithélial. De plus, ’administration de R2C2 a favorisé le développement de cellules
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régulatrices FoxP3+ dans la lamina propria et le tissu épithélial, ce qui a été annihilé en
présence de DSS accompagnée d’une diminution des lymphocytes B intraépithéliaux. Les
modifications observées dans les sous-populations lymphocytaires intestinale lors de
l'administration de R2C2 supportent plutdt une réponse de type Thl que de type Th17 tout en
favorisant une tolérance via les cellules T régulatrices FoxP3+ plutét que par les TCRyd. 11
serait éventuellement intéressant de vérifier I'effet des produits BiolActis dans un modéle de

colite induite au TNBS ou chez les souris knock-out pour I'IL-10.

Finalement, il est extrémement intéressant de constater que le MPM généré par la
fermentation du lactosérum par la bactérie R2C2 favoriserait une inflammation de type Th17,
ce qui pourrait expliquer leur capacité a contrdler ou diminuer I’inflammation aigue si cette
derniére résulte de ’activation de la voie Thl. Par contre, la bactérie R2C2 semble plutdt
induire une inflammation de type Thl, ce qui en fait un produit intéressant pour stimuler une
réponse antimicrobienne plutét qu’un produit anti-inflammatoire pour une pathologie
chronique, sans exclure des bienfaits potentiels de la bactérie R2C2 dans certaines conditions
chroniques nécessitant le retour transitoire a une phase aigue afin d’éliminer efficacement
I’agent causal. Il est aussi possible que l'administration de la bactérie R2C2 entraine un bris
de la tolérance intestinale en autant qu'elle soit vivante et qu'elle puisse coloniser

significativement les tissus intestinaux.



CONCLUSION

Ce travail de recherche a permis d'établir des connaissances de base sur les effets anti-
inflammatoires de différents produits de fermentation du lactosérum par des souches de L.
kefiranofaciens. Les résultats ont aussi entrouvert plusieurs nouvelles pistes ou mécanismes
qui vont permettre de mieux cibler les produits d’intéréts pour 1’entreprise en fonction des
conditions de préparations et de production ainsi qu’en fonction des applications potentielles
de chacun des produits. Par contre, plusieurs des résultats obtenus ou des protocoles
expérimentaux réalisés doivent étre considérés comme des résultats préliminaires trés

prometteurs justifiant des études plus complétes et avec un plus grand nombre d’animaux.

1l est important de rappeler que les produits de fermentation du lactosérum montrent des
propriétés stimulantes pour les lymphocytes suite & la production de cytokines
macrophagiques pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Ainsi certains produits de
fermentation diminuent la production de TNF-a induite par le lactosérum ou par le PEP par
l'induction de I'IL-6, de 1'IL-10 et/ou de la PGE2. Ces produits exercent leurs effets surtout
par l'activation des voies dépendant des MAPK P38 et ERK1/2 ainsi que de la COX-2. La
souche bactérienne R2C2 induit aussi bien la production d'IL-6 que celle de I'TL-10 chez les
macrophages. Tous les produits de fermentation ont diminué la production de la chimiokine
IL-8 par les cellules épithéliales intestinales impliquées dans l’induction de la réponse
inflammatoire. Lors de la colite expérimentale induite par une dose modérée de DSS,
'administration simultanée de MPM a corrigé la perte de poids des animaux, réduit la
production intestinale de TNF-o, et rétablit la perte de lymphocytes B dans les tissus
épithéliaux. L’utilisation préventive du MPM et de la bactérie R2C2 a empéché I’anémie
induite par le DSS mais a aggravé la perte de poids et I’inflammation du cdlon malgré la
production accrue d’IL-10 et la stimulation de lymphocytes T suppresseurs. Ces effets sont

accompagnés de 1’activation d’une nouvelle classe de lymphocytes, les Th17.

Les résultats obtenus sont prometteurs car les différents produits de fermentation

euvent moduler les parametres infla Ires autant in vivo qu’in vitro. Les effets anti-
p t moduler le amet flammatoires autant ’ tro. Les effets ant
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inflammatoires semblent plus intéressants lors d’une utilisation simultanée, suggérant la prise
de ces produits lors de troubles gastro-intestinaux légers. D’autre part, des modifications
fines dans les conditions de productions pourraient expliquer les différences observées dans

’efficacité anti-inflammatoire des produits.

En effet, la compagnie Technologie BiolActis Inc. développe maintenant le MPM-
R14HOO dans leur programme gastro-intestinal pour contréler I'inflammation intestinale. Le
MPM-R14HO00 possede un effet anti-inflammatoire dans les maladies gastro-intestinales
comparable au 5-ASA dans un modéle de colite ulcérative. 1l a aussi été testé dans un modele
d'inflammation intestinale de colite causée par le DSS en évaluant la santé de l'animal au
cours de la maladie par la mesure de la perte de poids, de la longueur du célon ainsi que le
score clinique de la maladie. Le MPM-R14HO00 limite la perte de poids associée a la maladie
intestinale et & la déshydratation, réduit les symptémes de l'inflammation gastro-intestinale
telles que la diarrhée et la présence de sans dans les feces, ralentit le processus de destruction
de linflammation gastro-intestinal et aide a la rémission des animaux suite a une
inflammation aigue. La reconnaissance des motifs CpG bactériens et des PAMPs (Pathogen-
associated molecular patterns) par le récepteur TLR9 semble mener a une augmentation de
l'activité des cellules T régulatrices, qui contrdlent I'inflammation en exprimant des cytokines
anti-inflammatoires telles que I'L-10 et le TGF-B, et par la production d'IFN-o par les
cellules dendritiques. Ce produit est développé pour aider au contrdle des MII telles que la

maladie de Crohn, la colite ulcérative et les syndromes d'inflammation intestinale
(Technologie BiolActis Inc., 2010).

Il est important de noter que nos expériences et recherches sur les différents produits
BiolActis ont été faites avant les dernieres découvertes de la compagnie Technologie
BiolActis Inc, ce qui explique pourquoi nous avons testés des produits finalement non
destinés au contrdle de l'inflammation intestinale dans un modéle d'inflammation intestinale.
De plus, les expériences effectuées devaient répondre aux demandes directes et aux besoins
de la compagnie. Donc, le choix des avenues a explorer, ainsi que le choix des expériences,
dépendait des intéréts de Technologie BiolActis, selon leurs besoins et selon les autres

expériences effectuées par leur groupe ou d'autres collaborateurs. Les résultats que nous
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avons obtenus ont permis 4 la compagnie Technologie BiolActis Inc. de mieux comprendre
les mécanismes impliqués dans l'action de ses produits et de réorienter leur usage final. De
plus, certains produits testés par notre équipe ont ét¢ abandonnés ou modifiés pour les

besoins de la compagnie.
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