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Résumé

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI) regroupant la maladie de
Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) sont des affections caractérisées par
une inflammation chronique du tractus gastro-intestinal. Elles surviendraient chez des
individus prédisposés génétiquement a la suite d’une perte de tolérance du systeme
immunitaire intestinal muqueux vis-a-vis des antigénes du microbiote intestinal. Ce
dernier est altéré chez les patients atteints de MICI. La manipulation du microbiote par
les probiotiques constitue une approche thérapeutique alternative intéressante et
prometteuse. Les probiotiques sont principalement des bactéries lactiques (lactobacilles et
bifidobactéries) présentes naturellement dans le microbiote intestinal. Administrées en
quantité adéquate, elles s’s'averent bénéfiques pour la santé de I’hote.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude du role d’un cocktail de
probiotiques (1’Ultrabiotique®) dans la modulation du microbiote intestinal et du systeme
immunitaire muqueux. Nous avons ciblé son potentiel thérapeutique a travers 1’étude de
son rdle dans I’induction et le maintien de la phase de rémission au cours de la colite
expérimentale induite par le Dextran Sulfate Sodium (DSS) chez les souris BALB/c. Nous
avons exploré les mécanismes soutenant son réle immuno-modulateur et de maintien de la
barriére épithéliale intestinale. Nous nous sommes également intéressé au role des
métabolites produits par les probiotiques dans la modulation de la production du NO par
les PBMCs de patients atteints de MICI.

Les observations cliniques relatives aux symptomes de la colite révelent 1’instauration
d’un effet bénéfique des probiotiques a travers I’induction et 1’accélération de la phase de
rémission. L’administration des probiotiques a vraisemblablement influencé la
composition de microbiote et a modulé la réponse immunitaire. En effet, les probiotiques
ont atténué la réponse pro-inflammatoire (diminution de 1’expression du TLR-4, du NF-
kB, de la NOS-2, de I'I[FN-y, de I'IL-6 et du CCR-6) tout en favorisant la réponse
immuno-régulatrice (TGF-B, FoxP3). Ces résultats sont en faveur de notre hypothése
selon laquelle les probiotiques utilisés dans notre ¢tude contribuent a 1’orientation de la
réponse immunitaire pro-inflammatoire au cours de la colite vers un profil immuno-
régulateur nécessaire a la résolution de I’inflammation. L’augmentation de 1’expression de
I’TL-22 et de 1’TIL-33 chez les souris traitées par les probiotiques contribue a la réparation
tissulaire et a la reconstitution de la fonction de barriére de 1’épithélium intestinal. Par
ailleurs, la stimulation des PBMCs de patients atteints de MICI par les métabolites
générés par les probiotiques (Ultrabiotique®, Ultralevure®) nous a permis de mettre en
évidence leur role indirect dans la régulation de la production du NO.

Nos résultats dans leur ensemble mettent en exergue les effets thérapeutiques des
probiotiques au cours de la colite et ouvrent des perspectives quant a leur utilisation dans
la mise en place d’une stratégie thérapeutique alternative et complémentaire dans la prise
en charge des MICI.

Mots clés/Abréviations : Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin : MICI ;
Dextran Sulfate Sodium : DSS ; NOS-2: NO Synthase2 ; microbiote intestinal,
probiotiques, thérapies alternatives ; rémission ; Cytokines ; métabolite ; Ultrabiotique® ;
Ultralevure®.
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Introduction

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI) regroupant la maladie de
Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) sont des maladies invalidantes
caractérisées par une inflammation gastro-intestinale chronique et récurrente survenant
géneralement chez le sujet jeune (Podolsky, 2002 ; Calop et al., 2008). La MC et la RCH
sont des pathologies cliniqguement distinctes. Toutefois, elles ont en commun une étiologie
complexe qui repose sur I’implication de plusieurs facteurs génétiques, environnementaux

et immunitaires (Kaser et al., 2010; Actis, 2016).

Sur un terrain génétique de predisposition, les MICI surviendraient a la suite d’une perte
de tolérance du systéme immunitaire intestinal muqueux vis-a-vis des micro-organismes
du microbiote intestinal (Kaser et al., 2010 ; Cario 2012). Ce dernier, constitue un
écosysteme actif intervenant dans la physiologie intestinale et la maturation du systeme
immunitaire muqueux. Lorsque 1’équilibre normal du microbiote est perturbé, état qualifié
de dysbiose, une dérégulation du systéme immunitaire est alors engagée. La dysbiose
intestinale survenant dans les MICI est marquée par une augmentation des entérobactéries
potentiellement pro-inflammatoires et une diminution des bifidobactéries et des
lactobacilles (Swidsinskiet al., 2005).

Le dysfonctionnement de la réponse immunitaire innée et de la réponse immunitaire
adaptative dans les MICI conduit & une dérégulation de la balance physiologique entre les
lymphocytes T de type Treg/TH1, TH2 et TH17 (Sarra et al., 2010 ; Powrie, 2012). Il en
résulte un infiltrat cellulaire intestinal dense et riche en lymphocytes, en macrophages et
en neutrophiles, a I’origine de la libération des médiateurs de I’inflammation, tels que les
cytokines, les molécules chimiotactiques, les radicaux libres oxygénés et le monoxyde
d’azote (NO). Ces médiateurs agissent de concert pour déclencher et perpétuer une
réponse inflammatoire chronique au niveau de I’intestin (Zhang et al., 1999 ; Reimund et
al., 1996).

Présentement, il n’existe pas de traitement curatif pour les MICI. Les thérapies indiquées
sont symptomatiques et ciblent principalement I’atténuation de la réponse immunitaire.
Ces thérapies ne sont pas toujours efficaces et sont souvent accompagnées par des effets
secondaires. Actuellement, la recherche de nouvelles voies thérapeutiques alternatives qui
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ciblent non seulement la réponse immunitaire derégulée mais également la dysbiose
caractérisant les MICI suscite beaucoup d’intérét. Comme les probiotiques répondent a
ces criteres, ils ont émergé comme une stratégie thérapeutique alternative potentielle.
Les probiotiques telles que les bactéries lactiques (lactobacilles et bifidobactéries) sont,
par définition, des micro-organismes vivants appartenant au microbiote intestinal.
Lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquate, ils sont bénéfiques pour la santé de
I’hote (FAO/WHO, 2001). Les données expérimentales disponibles portant sur les effets
bénéfiques des probiotiques laissent entrevoir des perspectives prometteuses dans la
prévention et / ou Il’atténuation de la réponse immunitaire. Leur utilisation dans le
traitement des MICI vise a rétablir I’équilibre du microbiote intestinal, a réduire
I’inflammation chronique caractérisant ces maladies et a maintenir l'intégrit¢ de la
barriére épithéliale intestinale.

Les travaux antérieurs de notre équipe ont permis de démontrer le role bénéfique d’un
cocktail de probiotiques (Ultrabiotique®) composé de quatre souches bactériennes
vivantes: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium breve au cours de la colite expérimentale induite par le Dextran Sulfate
Sodium (DSS). Sur la base de ces données, nous nous sommes intéressés dans notre étude,
a I’¢élucidation des mécanismes a 1’origine de leurs propriétés anti-inflammatoires et
immuno-régulatrices.

La premiére partie de la présente étude a porté sur 1’exploration du potentiel thérapeutique
de ’Ultrabiotique®dans I’induction et le maintien de la phase de rémission d’une colite
expérimentale induite par le DSS chez la souris BALB/c. Pour ce faire, nous avons
exploré les mécanismes soutenant le role immuno-modulateur de ces probiotiques sur la

réponse inflammatoire locale et systémique a travers :
- L’étude de la voie de signalisation TLR-4/NF-xB ;

- L’¢étude de I’expression de la NOS-2 a I’échelle locale et de la production de I’ITFN-y

et du monoxyde d’azote (NO) a I’échelle systémique.

- L’étude de I’effet des probiotiques sur 1’expression locale des cytokines (IL-6, TGF-

B) de la chiomiokine CCR-6 et du facteur de transcription marqueur des Treg, FoxP3.
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Nous avons également été amenés a explorer les mécanismes impliqués dans le maintien
de l’intégrité et la reconstitution de I’épithélium intestinal par les probiotiques en ciblant

I’expression des cytokines 1L-22 et I1L-33.

Dans la seconde partie de notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude des effets
des métabolites generés par les probiotiques sur la modulation de la NOS-2 in vitro chez

les patients atteints de MICI.
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I.L’épithélium intestinal :

L’¢épithélium intestinal s’étend sur une surface de plus de 300m? qui est en contact direct
avec le milieu extérieur. Il est constitué de plusieurs cellules dotées de proprietés
d’absorption ou de sécrétion: Les cellules épithéliales intestinales(CEIS) ou entérocytes
représentant 80% de la population cellulaire totale. Ces cellules sont hautement polarisées.
Elles présentent une face apicale munie d’une bordure en brosse qui assure 1’absorption
des nutriments et une face basolatérale qui forme des jonctions avec les cellules
adjacentes; les cellules caliciformes (cellules de Goblet) sécrétrices de mucus dont le
nombre augmente au niveau du célon (environ 15%); les cellules neuroendocrines
sécrétrices d’hormones et les cellules de Paneth qui sont fonctionnellement similaires aux
neutrophiles. Elles secrétent des peptides antimicrobiens telles que les o et B defensines
(Ayabe et al., 2000). Récemment, un autre type de cellules sécrétrices a été décrit. Il s’agit
des cellules « Tuft » caractérisées par une bordure en brosse particuliérement développée
(Figure 1) (Gerbe et al., 2012; Carulli et al., 2014).

Au niveau des plaques de Peyer 1’épithélium contient un autre type cellulaire, les cellules
M (Microfold Cell). Ces dernieres assurent le passage de I’information antigénique Vvers

les follicules lymphoides sous jacents (Jung et al.,2010).

L’¢épithélium intestinal est organisé en deux compartiments morphologiquement et
fonctionnellement distincts: les cryptes de Lieberkihn qui constituent une zone de
prolifération et les villosités qui forment une zone de différenciation. Au niveau du tiers
inférieur des cryptes se trouvent des cellules souches ainsi que des cellules progénitrices
en cours de prolifération qui assurent une régénération rapide des cellules éepithéliales
intestinales (tous les 4 a 5 jours chez ’homme). Contrairement aux autres types cellulaires
qui migrent jusqu’a I’axe crypto-villositaire, les cellules de Paneth se différencient plus
lentement (tous les 20 jours) et restent localisées a la base des cryptes (Figure 1) (Potten,
1998 ; Carulli et al., 2014).
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Figurel:Types cellulaires présents dans une villosité intestinale dessinée en coupe
longitudinale (Carulli et al., 2014).

I.1 Fonction de barriére de I’épithélium intestinal:

Le role principal de 1’épithélium intestinal consiste a filtrer le passage des molécules et

des nutriments depuis la lumiére intestinale jusqu'a la circulation génerale mais également

a assurer une fonction de barriére qui empéche le passage des micro-organismes, des

toxines et des antigenes luminaux. Cette fonction est assurée par quatre niveaux de

défense :

e La barriere mécanique : cette barriere est représentée par les mouvements
péristaltiques de I’intestin qui empéchent I’adhérence et la prolifération des bactéries au

niveau de la muqueuse intestinale (Nieuwenhuijs et al. 1998).

e La barriere écologique : elle correspond au microbiote intestinal qui joue un r6le
crucial dans le maintien de I’homéostasie intestinale. Il empéche la colonisation de

I’intestin par les bactéries pathogenes.
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e La barriére physique : elle est formée par les cellules épithéliales intestinales (CElSs)
qui constituent une barriére contre I’invasion des tissus par les micro-organismes. Les
CEls sont connectées entre elles par des jonctions serrées et adhérentes qui contrélent
les propriétés de perméabilité sélective de I’intestin. Cette permeabilité peut étre
transcellulaire permettant le passage de 1’eau, des molécules solubles et des molécules
de haut poids moléculaire a travers la cellule épithéliale ou paracelullaire permettant le
passage des molécules de faible poids moléculaire a travers ’espace intracellulaire
(Groschwitz et Hogan, 2009). De plus, I’épithélium est recouvert par une couche de
mucus qui renferme des peptides antimicrobiens et des bactériocines sécrétés par les
cellules de Paneth et les bactéries commensales. Ces molécules antimicrobiennes
empéchent la prolifération et la croissance des micro-organismes pathogenes (Bevins
et Salzman, 2011).

e La barriére immunologique : elle est principalement formée par le tissu lymphoide
associé a la muqueuse ou GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissu) qui doit répondre
aux micro-organismes pathogenes sans induire pour autant une réponse immunitaire
locale contre les bactéries commensales. Cet état « d’ignorance » envers le microbiote

intestinal est qualifié de tolérance orale (Sekirov et al., 2010).

1.2 Le systéme immunitaire intestinal:

Le systeme lymphoide associé a I’intestin ou « Gut Associated Lymphoid Tissue, GALT»
représente le plus grand systéme immunitaire de I’organisme. Il peut étre subdivisé en
sites inducteurs et en sites effecteurs reliés entre eux par le systeme lymphatique. Le site
inducteur est formé par des tissus lymphoides organises sous forme de ganglions
lymphatiques meésentériques (MLN, mesenteric lymph nodes), de crypto-plaques situes a
la base des cryptes responsables de la génération des lymphocytes intra-épithéliaux
(IELs), de plaques de Peyer et de follicules lymphoides isolés. En revanche, le site
effecteur est diffus. Il est constitué de lymphocytes intra-épithéliaux (IELS) et d’une
lamina propria riche en cellules immunocompétentes, notamment les plasmocytes
sécréteurs d’IgA (Figure 2) (Abreu, 2010 ; Brown et al., 2013).
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Le GALT contient plus de 80% des cellules immunitaires de I’organisme. Il abrite un
nombre important de cellules lymphoides innées (ILC, Innate Lymphoid Cell). Ces
cellules jouent un r6le crucial dans le maintien de 1’homéostasie intestinale en induisant
une réponse immunitaire dirigée contre les antigénes pathogénes, en limitant la réponse
inflammatoire contre les bactéries commensales et en favorisant la réparation des
dommages tissulaires. Il existe plusieurs sous-types de cellules lymphoides innées (ILC1,
ILC2 et ILC3), classes selon le profil de sécrétion cytokinique (Figure 3). En effet, les
cellules ILC1 secretent de I'TFN-y et du TNF-a. Les cellules ILC2 produisent de I’IL-5 et
de I’IL-13; elles induisent la production du mucus par les cellules caliciformes. Enfin, la
sous population ILC3 produit de I'lL-22 et de I’'TL-17qui contribuent a la protection de la
muqueuse intestinale. Les cellules ILC3 limitent la colonisation de I’intestin par les
bactéries filamenteuses segmentées (SFB) qui régulent positivement la différenciation des
cellules TH17 pro-inflammatoires. L’IL-22 secrétée par ces cellules protege l'intégrité de
la barriere épithéliale en induisant la production de peptides antimicrobiens et en limitant
le risque de dissémination des bactéries commensales. Cette cytokine joue également un
role majeur dans la réparation de I'épithélium intestinal en cas de lésions tissulaires
(Sonnenberg, 2014).

Les CEls jouent également un role clé dans I’immunité innée et I’immunité adaptative.
Elles remplissent une fonction de cellule présentatrice d’antigéne grace a I’expression des
molécules du CMH | et 1l a leur surface (Christ et Blumberg, 1997). Elles expriment
également des récepteurs pour de nombreuses chimiokines (CXCR4, CCR5, CCRS6,
CCL20) et produisent de nombreuses cytokines (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-15, IL-17,
IFN-y et TNF-a). De plus, grace a I’expression du récepteur des [gA dimériques au niveau
du pole basal, les CEls permettent leur translocation de la lamina propria vers la lumiére
intestinale sous forme d’IgA sécrétoires (Sartor, 2007). Par ailleurs, les cellules
dendritiques présentes dans le célon, ont pour fonction I’échantillonnage des antigénes de
la lumiére intestinale grace aux prolongements de leurs dendrites. A 1’état physiologique
et en absence d’agents pathogénes invasifs, elles induisent la différenciation des
lymphocytes T vers un profil T régulateur (Treg). En outre, elles stimulent la sécrétion des
IgA par les lymphocytes B (Wells et al., 2011 ; Abraham et Medzhitov, 2011).



Rappels bibliographiques Chapitre I

o : ~Q
Small intestine L= o OQ \ , Large intestine QVI oo
Lumen M - f \ - %,
/ : FEAXY
s\ /s 8 IgA Mm;cus - — D
MAMPS > = ‘ :
:o‘:?"o S x s > @ S ele/y . Outer mucus layer Inner mucus layer
¢ 3 > o 3 - /
5 CD103" o 2 - . = — - =
DC - P JRORYL" - g’ e N //,_/ =
; ¢ nwes —t 8! / V7
s Goblet - = &) s 10! y p @ :
&5 cell = = ) & ) ' 17 O W /=
; * o i © @ 5 . ,‘}'C' 77
5 = g | E P = | f 0. S
M cell S @ ¢ IL-22 = . Z @ \! / ..
S & o tlampsif ® \_ @t i 7 D.‘ ) @
\ = 2 : = . . pat ;
:-34 - @(Q = \bref & =% : ~ 7
© e IgA® plasma 1 8, Stem 5" Q > 3 @
@ © cells @ cells Pt © ot S * @ @
o @ B cells Enterocytes : Colonocytes
Paneth cells ' @ ©
Seyere patch ' Isolated lymphoid
follicle

Lamina propria '

Figure 2: Le systeme immunitaire associé a la muqueuse intestinale (Brown et al.,
2013). Les entérocytes forment une barriére qui sépare le systeme immunitaire muqueux
de la lumiére intestinale. Les cellules dendritiques (DCs) reconnaissent les antigénes
bactériens (MAMPs : Motifs moléculaires associés aux microbes). Elles induisent une
réponse immunitaire tolérogéne vis-a-vis des bactéries du microbiote intestinal. Les
cellules immunitaires sécrétent des immunoglobulines (IgA) et des cytokines (IL-22)
nécessaires a la protection de [I’épithélium contre I’invasion par les bactéries
potentiellement pathogenes. (AMPs: Peptides anti microbiens; ILCs: Cellules
lymphoides innées).
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Figure 3: ROle des cellules lymphoides innées (ILCs) dans le maintien de
I’homéostasie intestinale (Sonnenberg et al., 2014).(M® : macrophages ; SFB : bactéries
filamenteuses segmentées)
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1.3 Reconnaissance des antigénes luminaux :

Les cellules épithéliales intestinales (CEls) ainsi que les cellules présentatrices
d’antigénes tels que les cellules dendritiques (CDs) et les macrophages expriment des
récepteurs membranaires et cytoplasmiques, les PRRs (Pattern Recognition Receptors).
Ces récepteurs reconnaissent des structures communes a des groupes de microorganismes
commensaux et pathogénes qui sont restés constants au cours de 1’évolution, les PAMPSs «
Pathogen Associated Molecular Pattern». lls reconnaissent également des signaux de
danger endogénes, les DAPMs « Damage Associated Molecular Pattern » libérés par les
tissus endommagés. Les principaux PRRs exprimés par les CEls sont les récepteurs TLRs
et les NODs. Leur activation déclenche non seulement les voies de signalisation qui
aboutissent a la sécrétion de différents médiateurs inflammatoires impliqués dans la
défense de I’hdte et I’immunité innée mais contribue également au développement d’une
réponse immunitaire adaptative (Kumar et al., 2009 ; Cerf-Bensussan et Gaboriau-
Routhiau, 2010).

1.3.1 Role des Toll Like Receptors (TLRs):

Les TLR figurent parmi les récepteurs PRRs les mieux étudiés. Il existe 11 TLRs chez
I’lhomme et 13 chez la souris. Ce sont des glycoprotéines membranaires de type 1 ; les
TLR1, 2, 4,5, 6 et 11 sont localisés a la surface cellulaire et reconnaissent principalement
les composants membranaires des micro-organismes, tandis que les récepteurs TLR3,7,8
et 9 sont localisés dans les compartiments intracellulaires et détectent les acides
nucléiques. Les TLRs représentent I'une des premieres et plus importantes lignes de
défense contre les agents pathogénes bactériens, fongiques, parasitaires ou viraux qui
peuvent nuire a I’organisme. Les principaux PAMPs reconnus par les TLRs sont: la
flagelline, le lipopolysaccharide (LPS), le peptidoglycane (PGN), I’acide lipotechoique
(LTA), les lipopeptides di- ou tri-acylés, I’ADN contenant des motifs CpG non-méthylés,
I’ARN simple-brin (SbARN), ou double-brin (dbARN) (Figure 4) (Takeda et Akira,
2004).

La liaison des TLRs avec leurs ligands induit leur dimérisation et le recrutement au niveau
de leur domaine intra-cytoplasmique « TIR » des molécules adaptatrices nécessaires a la

transduction du signal. Les cascades de signalisation induites par les TLRs peuvent étre
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dépendantes ou non de la protéine adaptatrice MyD88. Elles ménent généralement a
I’activation de deux familles de facteurs de transcription : le Nuclear Factor kappaB (NF-
kB) et des membres de la famille des Interféron (IFN) Regulatory Factors (IRFs) (Yang et
Seki, 2012). Le NF-kB se trouve dans la cellule sous forme inactive et cytoplasmique. 11
est associé a des protéines inhibitrices « Ixp » qui empéchent sa translocation dans le
noyau. L'activation du NF-kB nécessite 1’activation des kinases spécifiques Ikk (IxkB
kinases) qui phosphorylent la sous unit¢ IkB. La phosyphorylation de cette derniere
conduit & son ubiquituination et a sa dégradation par le protéasome 26S présent dans le
cytoplasme. La translocation nucléaire du facteur NF-xB entraine la transcription des
génes modulant 1’expression des cytokines pro-inflammatoires comme I’'IL-1f, 1’IL-6,

I’IL-8, et le TNF-a (Figure 4) (Kawai et Akira, 2010).
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Figure 4: Localisation, ligands et voies de signalisation des TLRs (Yang et Seki,
2012). Différentes réponses immunitaires peuvent étre induites par les TLRs et ce, en
fonction du ligand et des molécules adaptatrices recrutées pour transmettre le signal
cellulaire. Les molécules adaptatrices sont: MyD88 (myeloid differentiation primary
response gene 88), TRIF (TIR domain-containing adaptator inducing IFNf), TIRAP/Mal
(TIR domain containing adaptator protein/MyD88 adaptator-like protein) et TRAM
(TRIF-related adaptator molecule).
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1.3.2 Compartimentation des TLRs :

La répartition des TLRs au niveau des cellules joue un r6le crucial dans le maintien de
I’homéostasie intestinale. Cette répartition dépend du type cellulaire et de 1’état
stationnaire ou activé du systéme immunitaire. Ainsi, afin de préserver un état de
tolérance vis-a-vis des bactéries commensales tout en restant trés réactives aux bactéries
pathogenes, les CEIls présentent une compartimentation des TLRs adaptée a cet effet. En
effet, contrairement aux cellules présentatrices d’antigénes caractérisées par un niveau
d’expression élevé et ubiquitaire des TLRs, les cellules épithéliales montrent un faible
niveau d’expression de ces récepteurs au niveau de leur pole apical (Figure 5) (Yu et Gao,
2015). Cette faible expression, notamment celle du TLR-4 et du TLR-2, serait due a leur
polarisation intrinséque aux surfaces basolatérales ou leur activation par les bactéries
franchissantla barriere épithéliale induit une réponse immunitaire pro-inflammatoire
(Abreu et al., 2010). En outre, il a été démontré que la compartimentation du TLR-5 au
niveau du podle basolatéral est primordiale a la détection des bactéries flagellées et le
déclenchement d’une réponse immunitaire efficace contre ces bactéries invasives et
souvent trés pathogénes (Rhee et al., 2005 ). De la méme maniere, la stimulation du TLR-
9 au niveau basolatéral induit une forte réaction pro-inflammatoire via 1’activation du
facteur NF-xB, alors que, sa stimulation au niveau apical régule négativement la réponse

pro-inflammatoire en inhibant I’activation du NF-kB (Lee et al., 2006) .
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Figure 5 : Compartimentation des TLRs (Yu et Gao 2015). A) Cellule immunitaire non
polarisées ; B) cellule épithélial polarisée. (Tjs : Tight Junctions).
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I1. Le microbiote intestinal

1.1 Présentation du microbiote intestinal :

Anciennement appelé flore digestive, le microbiote intestinal représente 1’ensemble des
micro-organismes (bactéries, virus, archées, levures) qui colonisent notre tube digestif. Il
est constitué de cent mille milliards de germes et plus de mille espéces différentes. La
communauté bactérienne qui colonise le tractus gastro-intestinal est composée
essentiellement de bactéries Gram positif et prés de 95 % de bactéries anaérobies strictes.
La majorité de ces bactéries sont non cultivables, ce qui rend impossible leur
identification avec les techniques fondées sur les caractéristiques morphologiques,

biochimiques et physiologiques (Eckburg et al., 2005).

Le microbiote intestinal s’acquiert a la naissance ; les bactéries qui colonisent le tractus
intestinal stérile du nouveau né proviendraient essentiellement de la flore maternelle
vaginale (lactobacilles) et fecale (entérobactéries et bifidobactéries) ainsi que de
I’environnement immédiat ou prédominent des bactéries aérobies-anaérobies facultatives
(Staphylocoques, Entérocoques et Entérobactéries). La prolifération de ces bactéries
s’accompagne d’une diminution du taux d’oxygéne dans le milieu qui permet aux
bactéries anaérobies strictes de s’implanter (Firmicutes, Bifidobacteries et Bacteroides).
Vers 1’age de deux ans, la composition du microbiote intestinal se stabilise et une
association symbiotique s’installe avec 1’hote. La composition du microbiote reste
néanmoins dynamique. En effet, de nombreux facteurs influencent son installation et son
évolution comme le mode d’accouchement, le type d’alimentation, la prise

d’antibiotiques et le statut immunologique de 1’h6te (Eckburg et al., 2005 ; Goulet, 2009).

L’avénement de la biologie moléculaire a permis une meilleure caractérisation du
microbiote intestinal. Ainsi, le séquengage du géne de I’ARN ribosomique 16S (ARNTr
16S), présent dans I’ensemble des espéces bactériennes a révélé la présencede quatre
phyla majoritaires dans le tractus intestinal : Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria, et
Proteobacteria. Au sein de ces phylums, six genres bactériens sont retrouves chez tous les
individus: Eubacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Clostridium, Bacteroides et

Bifidobacterium. Les bactéries du microbiote intestinal appartiennent majoritairement au
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phylum Firmicutes (64%) qui se compose des genres: Clostridium, Ruminococcus,

Peptostreptococcus et Lactobacillus (Eckburg et al., 2005 ;Lagier et al., 2012).

La charge microbiologique totale dans I’intestin est de 10® —10%* micro-organismes, soit
dix fois plus que le nombre de cellules de I’organisme. Quant a leur méta-genome, il est
cent fois plus important que le génome humain (Gill et al., 2006). La répartition du
microbiote varie le long du tractus gastro-intestinal. En effet, la concentration augmente
de Tlintestin gréle au colon. Cette variation topographique correspond a des niches
écologiques spécifiques a chaque niveau de 1’intestin ou le pH, les sécrétions gastriques et
la présence de sites d’adhésion influencent la colonisation et I’installation de la flore
commensale (Figure 6) (Wisnewsky et al., 2012). Il existe également une variation
transversale de la microflore entre la lumiére et la muqueuse intestinale (Salminen et al.,
1998 ; Sekirov et al., 2010).

Figure 6:Répartition des différentes especes bactériennes dans le tube digestif
(Wisnewsky et al., 2012).
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11.2 R6le du microbiote intestinal :
11.2.1 Fonction métabolique et physiologique :

Le microbiote intestinal exerce de nombreuses fonctions métaboliques, trophiques et
protectrices essentielles a 1’organisme. Au niveau du coecum et du cOlon proximal
principalement, les bactéries commensales fournissent de nombreuses enzymes qui
contribuent a la dégradation des aliments non digestibles. Il en résulte la production
d’acides gras a chaines courtes (AGCC) : acétate, propionate et butyrate ainsi que des gaz
: Hz, COz et CHa. Le butyrate exerce un effet trophique majeur sur 1’épithélium intestinal.
En effet, il est impliqué dans la regulation de la prolifération, differenciation et apoptose
des cellules épithéliales. Il exerce également un réle immuno-modulateur important au
maintien de la tolérance immunitaire. Par ailleurs, les bactéries commensales participent a
la transformation des xénobiotiques, la production des vitamines (B12, B6, B9, K) et le
métabolisme hépatique des lipides (Salminen et al., 1998 ; Guarner, 2006 ; Giorgetti et
al., 2015).

L’influence du microbiote intestinal sur la physiologic de 1’hdte ne se limite pas
uniqguement au tractus intestinal. En effet, de nombreuses études expérimentales ont
permis de mettre en évidence la capacité des bactéries commensales a produire des
neurotransmetteurs et a réguler négativement le comportement anxieux et le stress chez
les souris confirmant ainsi la présence d’un axe« Intestin-Cerveau » (Sudo et al., 2004).
De plus, une association entre 1’autisme etcertaines especes bactériennes (clostridium,
Desulfovibrio, Sutterella et Bactéroides fragilis) ou leurs métabolites (I’acide

proprionique et I’indole) a été rapportée (Rhee et al., 2009 ; Midtvedt, 2012).
11.2.2 Fonction immunologique:

Au cours de D’évolution, un dialogue crois¢ ou « Cross-talk » s’est établi entre
I’épithélium intestinal, le systtme immunitaire muqueux et le microbiote intestinal. Ce
dernier contribue au maintien de I’intégrit¢é de la barriére intestinale a travers de
nombreux mécanismes telles que : la compétition pour les éléments nutritifs, I’activation
de la sécrétion des IgA et la production de facteurs antibactériens. Le microbiote forme

ainsi une couche protectrice contre I’adhérence des pathogeénes a 1’épithélium intestinal.
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De méme que certaines bactéries dont les lactobacilles stimulent la synthése de mucines
par les cellules caliciformes renforcant ainsi 1’intégrité de la barriére épithéliale (Daliri et
al., 2015).

Par ailleurs, des études réalisées sur des souris axeniques (nées et élevées en condition
stérile stricte et exemptes de tout micro-organisme)ont permis de mettre en évidence le
r6le crucial du microbiote intestinal dans la maturation et le développement du systéeme
immunitaire muqueux (Gaboriau-Routhiau et al., 2009). En effet, les souris axéniques
montrent de nombreuses anomalies au niveau de leur systéme immunitaire : un nombre
réduit de plaques de Peyer, une diminution du nombre des plasmocytes sécréteurs d’IgA,
de lymphocytes Treg producteurs de TGF-B et d’IL-10 et de lymphocytes intraépithéliaux
(IELs)(Macpherson et Harri, 2004). En périphérie, les organes lymphoides secondaires de
ces souris (rate et ganglions lymphatiques) présentent des zones lymphocytaires
atrophiées. Cependant, la colonisation du tractus gastro-intestinal de ces souris axéniques
par des bactéries commensales ou encore 1’administration orale de ligands des TLRs
conduit en quelques semaines, a la restauration de leur systeme immunitaire muqueux
(Abraham et Medzhitov, 2011). En effet, il a été démontré que 1’activation du TLR-2 par
un polysaccharide purifié a partir de la bactérie commensale Bacteroides fragilis permet
de rétablir les compartiments lymphoides périphériques chez les souris axéniques
(Mazmanian et al., 2005). Par ailleurs, les bactéries de la flore endogene jouent un réle
déterminant dans la polarisation des sous populations lymphocytaires TH1, TH2 et le

maintien de 1’équilibre entre les cellules TH17 et Treg (Chow et Mazmanian., 2009).

Les bactéries commensales inhibent également la production de cytokines pro-
inflammatoires par les CEIs en interférant avec la voie d’activation du facteur NF-xB
(Heyman et Ménard, 2002). En outre, le butyrate issu de la fermentation des
polysaccharides exerce de nombreux effets anti-inflammatoires a travers I’inhibition de
I’expression du facteur de transcription NF-xkB et la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1p et TNF-a) au niveau du chorion (Segain et al., 2000). Par ailleurs,
la stimulation des CEls par les bactéries commensales induit la libération de cytokines tels
que le TSLP (Thymic stromal lymphopoietin) et le TGF-f qui contribuent au
conditionnement des cellules dendritiques vers un profil tolérogéne (Zeuthen et al., 2007 ;
Abraham et Medzhitov, 2011).
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Lorsque I’équilibre normal du microbiote est perturbé, état qualifieé de dysbiose, une
dérégulation du systéeme immunitaire est alors observée. Cette dérégulation peut entrainer
I’apparition de certaines pathologies telles que les allergies et les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (MICI) (Guarner, 2006; Cerf-Bensussan et Gaboriau-Routhiau,
2010).
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|- Présentation des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin :

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI) sont des affections
caractérisées par une inflammation chronique de la paroi du tractus gastro-intestinal. Elles
évoluent par phases de poussées entrecoupées de phases de rémission et aboutissent
souvent a des complications digestives et extradigestives (Podolsky, 2002 ; Calop et al.,
2008). Ces maladies touchent le plus souvent les sujets jeunes mais peuvent survenir a
tout &ge. Les patients atteints de MICI sont exposés a un risque €éleve de cancer colorectal
(Xi et ltzkowitz, 2008).

Les MICI se présentent principalement sous deux formes : la maladie de Crohn (MC) et la
rectocolite hémorragique (RCH) (Figure 7A). Ces deux affections partagent une base
physiopathologique commune, une présentation clinique similaire mais se differencient
par la localisation anatomique et 1’aspect histologique des I€sions au niveau de I’intestin
(Beck, 2003 ; Xavier et Podolsky, 2007). Lorsque le diagnostic ne permet pas la
distinction entre une MC et une RCH, la colite est dite indéterminée (CI). Elle représente
environ 10% des cas de MICI qui peuvent évoluer dans le temps vers une RCH ou une
MC (Guindi et Riddell, 2004).

L’origine des MICI demeure a ce jour ambigue. Elle fait intervenir des facteurs
environnementaux, des susceptibilités génétiques, une altération du microbiote intestinal

et une derégulation de la réponse immunitaire (Kaser et al., 2010; Dalal et Chang, 2014).

I.1. Classification clinique des MICI :
1.1.1 La maladie de Crohn (MC):

La maladie de Crohn fut observeée pour la premiere fois par le chirurgien allemand,
Wilheilm Fabry en 1623 puis décrite officiellement par le gastro-entérologue Burrill
Crohn en 1932 qui lui a donné son nom (Crohn et al.,1932). Cette maladie est caractérisée
par une inflammation transpariétale qui peut toucher tout le tube digestif de maniére
successive ou simultanée, avec une atteinte iléale ou iléo-colique droite plus fréquente
(Figure 8A).
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Les lésions observees dans la MC sont habituellement segmentaires, asymétriques et
séparées par des zones saines (Figure 7B). Le diagnostic histologique est porté apres la
mise en évidence d’un infiltrat inflammatoire lympho-plasmocytaire, d’une hyperplasie
lymphoide transmurale et de la présence de granulomes épithéloides (Figure 7C). La
couche de mucus est rarement altérée (Geboes, 2003). Par ailleurs, la MC est une maladie
progressive qui peut présenter des complications séveres comme 1’apparition de sténoses

et de fistules (Baumgart et Sandborn, 2007).

1.1.2 La rectocolite hémorragique (RCH) :

La colite ulcéreuse ou rectocolite hémorragique fut différenciée de la dysenterie
bactérienne par Samuel Wilks en 1859 (Wilks, 1859) puis elle a été décrite par Arthur
Hurst en 1931 (Hurst, 1931). La RCH est caractérisée par des ulcérations superficielles et
hémorragiques qui apparaissent de maniére continue le long de la muqueuse colique
(Figure 7B). En fonction de 1’étendue de I’atteinte colique, la RCH est classée en trois
types qui sont : la proctite (colite limitée au rectum), la colite distale (colite affectant le
coté gauche du colon) et la pancolite (colite affectant I’ensemble du cdlon). Par ailleurs,
une autre forme de RCH plus sévére mais plus rare peut survenir chez certains patients ;
c’est la colite fulminante (Geboes, 2003; Baumgart et Sandborn, 2007). D’un point de vue
histologique, la RCH est caractérisée par un infiltrat inflammatoire hétérogéne limité a la
muqueuse et la sous muqueuse, des cryptites et des abces cryptiques (Figure7C).
Contrairement a la MC, la couche du mucus est altérée dans la RCH (Appleman, 2008 ;
Larsson et al., 2011). Les complications digestives dans la RCH sont nombreuses ;
I’apparition d’un mégacolon toxique constitue une complication grave qui peut survenir

lors d’une poussée aigue (Evans, 2000).
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Figure 7: Caractéristiques anatomo-histo-pathologiques de la RCH et de la MC
(Modifiée d’aprés: Grabsch, 2013 ; John Hopkins Medicine Institution, Xavier et
Podolsky, 2007) (A): Localisation anatomique des Iésions au niveau du Célon. (B) :
Caractéristiques des lésions au niveau de la paroi colique (C) : Aspect histologique de la
RCH et de la MC.

1.2 Symptomatologie et diagnostic des MICI :

Les principaux symptdémes évocateurs des MICI sont: les diarrhées, les douleurs

abdominales associées a des ténesmes (besoins urgents d’aller a la selle), fatigue, fievre et
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amaigrissement. La RCH entraine souvent des diarrhées chroniques avec émissions

glairo-sanglantes chez le patient (Weil et Batteux, 2003).

De nombreuses manifestations extra-digestives sont également associés aux MICI, les
plus fréqguemment observées sont: les atteintes articulaires (Arthrites, arthralgies),
cutanéomuqueuses (Erytheme noueux, ulcération buccales), oculaires (uvéites) (Lamoril
et al., 2007) et hépatobiliaires (la cholangite sclérosante primitive « CSP »). Elles peuvent
apparaitre avant ou en méme temps que les manifestations digestives, constituant parfois

de véritables maladies associées aux MICI (Weil et Batteux, 2003).

Le diagnostic des MICI est un diagnostic d’exclusion qui est dans la majeure partie des
cas, porté lors de la premiere poussée sur des arguments essentiellement cliniques
(manifestations digestives et antécédents familiaux). Toutefois, il ne peut étre établiqu’en
présence d’arguments endoscopiques, radiologiques, histologiques et sérologiques. Des
analyses bactériologiques et parasitologiques des selles a la recherche de Salmonella,
Campylobacter, Eschericha coli O157:H7, Yersinia, Shigella, Clostridium difficile,
Mycobacterium tuberculosis, Giardia lamblia et Entamoeba histolytica sont également

nécessaires pour écarter toute origine infectieuse (Hendrickson et al., 2002).

Les marqueurs sérologiques ASCA (anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae) et pANCA
(anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles) sont d’une aide précieuse au diagnostic
differentiel entre la MC et la RCH. Cependant, ils ont de nombreuses limitations, en
particulier leur sensibilit¢ modérée. D’autres marqueurs sérologiques tels que le taux
d’hémoglobine, la numération des leucocytes, 1’¢1évation de la vitesse de sedimentation et
de la CRP, ainsi qu’une hypoalbunminémie (Farahet et al., 1999) sont également utiles
pour confirmer 1’impression clinique de la sévérité de la maladie et pour suivre 1’évolution

clinique de la poussée sévere.

Par ailleurs, des marqueurs fécaux telle que la calprotectine fécale (CF) dérivant des
neutrophiles constitue un bio marqueur fécal fiable. Elle est utilisée notamment pour la
distinction entre les atteintes organiques (maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin) et les atteintes fonctionnelles (syndrome de I’intestin irritable) (Van Rheenen et

al., 2010).
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1.3 Epidémiologie des MICI :

L'incidence des MICI varie considérablement dans le monde en raison de leur caractére
multifactoriel. Elle se situe entre 0.1-16/100000 habitants pour la MC et entre 0.5-
24.5/100000 habitants pour la RCH. Les données épidémiologiques disponibles montrent
une forte incidence des MICI dans les pays industrialisés suivant un gradient
géographique Nord-Sud décroissant. En effet, I’Amérique du nord, la Grande Bretagne et
le nord de I’Europe, présentent 1’incidence et la prévalence les plus €levées. Toutefois, des
variations ethniques et raciales au sein de ces pays ont pu étre constatées. En effet, Il
semblerait que I’incidence des MICI soit plus élevée dans les populations blanches et
juives Ashkénazes que dans d’autres groupes suggérant 1’existence d’une prédisposition

génétique a ces maladies (Lakatos, 2006, Cosnes et al., 2011).

Au cours des 50 dernieres années, I'incidence et la prévalence des MICI semblent étre en
augmentation dans pratiquement toutes les régions du monde. Le gradient Nord-Sud tend
alors a diminuer. Ces données reflétent I’impact de 1’industrialisation et la mondialisation
dans la progression des MICI (Molodecky et al., 2012). En effet, ’amélioration des
conditions d’hygiene, la diminution des maladies infectieuses et des helminthiases dans
les pays en voie de développement corrélent positivement avec l’augmentation de
I’incidence des MICI dans ces pays. Ces observations sont en faveur de« I’hypothése de
I’hygiéne » selon laquelle, I’augmentation du statut socio-économique et du niveau
d’hygiéne contribuent au développement des MICI (Molodecky et Kaplan, 2010 ; Actis,
2016).

En Algérie, les données repertoriées par Pr Boucekkine entre 1980 et 1998 dans la région
centreet par le Dr Hammada entre 2003 et 2007 dans la région Est indiquent que les MICI
sont des maladies émergentes et classent 1’Algérie parmi les pays @ moyenne incidence

(Hammada et al., 2011).

Les MICI surviennent généralement chez le sujet jeune avec un pic d’occurrence qui se
situe entre 15 et 30ans. Un second pic d’occurrence entre 60 et 70 ans est également

observé.Les MICI touchent aussi bien les hommes que les femmes. Cependant, le sexe
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ratio est légérement en faveur des femmes dans la MC. Au contraire, dans la RCH une

légere prédominance masculine est observée (Cosnes et al., 2011).

1.4 Etiologie des MICI :

Les MICI sont des affections a étiologie complexe. L’hétérogénéité des données
épidémiologiques et des manifestations cliniques plaide en faveur d’une étiologie
multifactorielle impliquant des facteurs génetiques, environnementaux et immunitaires
(Figure8). Plusieurs hypothéses ont été rapportées en vue de 1’élucidation des mécanismes
a origine de I’inflammation chronique caractéristique de ces affections. Une de ces
hypothéses soutient qu’une rupture de tolérance vis-a-vis des antigenes de la flore
endogéne serait a 1’origine de ’activation anormale du systéme immunitaire chez des

individus génétiqguement prédisposés (Kaser et al., 2010 ; Cario 2012 ; Neurath, 2014).
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Figure 8: Les facteurs de risque incriminés dans les MICI(Neurath, 2014).Certains
facteurs génétiques et environnementaux, induisent 1’altération de la barriére épithéliale
intestinale favorisant la translocation bactérienne et 1’activation soutenue du systéme
immunitaire muqueux. Cette activation est caractérisée par une dérégulation de la balance
physiologique entre les lymphocytes T effecteurs et T régulateurs (Treg).
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1.4.1 Facteurs génétiques:

La part génétique dans [D’étiologie des MICI est trés importante. Elle repose
principalement sur la présence d’une concordance phénotypique plus élevée chez les
jumeaux monozygotes que chez les jumeaux dizygotes (Matricon et al., 2010). Elle est
d’autant plus soutenue par les études d’agrégation familiale qui révelent que plus de 20%
des patients atteints de MICI présentent un antécédent familial. Cette prédisposition reste
toutefois moins claire pour la RCH que pour la MC (Moller et al., 2015).

En 2001, les études portant sur les liaisons génétiques ont conduit a 1’identification du
premier gene de predisposition aux MICI et plus particulierement a la MC, le géne
NOD2/CARD15 (Hugot et al., 2001 ; Ogura et al., 2001). Cette découverte a également
permis de mettre en exergue I'implication de la réponse immunitaire innée dans la
physiopathologie des MICI (Figure 10). En effet, le géne NOD2/CARD15 est
majoritairement exprimé par les cellules immunitaires et les cellules épithéliales. 1l code
pour une protéine cytoplasmique NOD2 qui fait partie de la famille des récepteurs NLRs
(NOD-like receptor). La protéine NOD2 reconnait le motif MDP (Muramyl-Dipeptide)
dérivé des peptidoglycanes (PGN) de la paroi bactérienne des bactéries commensales et de
certains micro-organismes pathogénes. Elle module la réponse immunitaire innée,
notamment a travers la stimulation de la production de substances antibactériennes telles
que les a-défensines par les cellules de Paneth (Wehkamp et al., 2005). Elle induit
¢galement 1’autophagie; un processus impliqué dans la clairance des bactéries

intracellulaires (Cooney et al., 2010 ; Boukercha, 2015).

Trois mutations majeures du gene NOD2 ont ete décrites dans la population caucasienne.
Ces mutations affectent 1’habilité du systéme immunitaire inné a reconnaitre le composant
bactérien MDP et a initier une réponse immunitaire adequate. La réponse immunitaire
innée devient alors défaillante vis-a-vis des antigenes commensaux favorisant alors
I’apparition d’une réponse immunitaire adaptative (Watanabe et al., 2004). Des études
récentes portant sur I’analyse des polymorphysmes du gene NOD2 dans la population
algérienne ont révelé la présence de ces mutations chez les patients atteints de MICI
(Meddour et al., 2014 ; Boukercha et al., 2015).
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Les études de criblage du génome par association (Genome-Wide-Association-Studies,
GWAS) ont permis I’identification de nombreux autres génes de susceptibilité ou de
protection des MICI. Ces études ont montré 1’implication de plusieurs voies cellulaires
cruciales dans 1’homéostasie intestinale notamment celles assurant la fonction de barriére,
la défense antimicrobienne, la régulation de I’immunité innée et de I’immunité adaptative,
le stress du reticulum (Becker et al., 2015; De Lange et Barrett, 2015 ;). Ces etudes ont
¢galement permis de confirmer I’implication du processus d’autophagie dans la MC et ce,
grace a la découverte des genes de susceptibilitt ATG16L1 et IRGM reliés a ce
phénomene (Figure 9) (Hampe et al., 2007 ; Rioux et al., 2007, Boukercha,2015).

L’implication de la population TH17 et de ’axe TH17/IL-23 dans la physiopathologie de
la MC a également été confirmée, notamment a travers la mise en évidence de variations
dans le géne codant du récepteur de 1’'IL-23 (IL-23R) (Barret et cardon, 2006 ; Duerr et
al., 2006 ; Meddour et al., 2014). Des mutations dans les genes codant 1’IL-22, cytokine
produite par les cellules ILC3, TH17 et TH22, ainsi que la sous unité IL-10R2 de son
récepteur (IL-22R) ont également été associées aux MICI (Glocker et al., 2009 ;
Silverberg et al., 2009). Des polymorphismes au niveau des génes codant les TLRs dont le
TLR-4 ont également été rapportés. Ces polymorphismes contribueraient a la perte de

tolérance du systeme immunitaire vis-a-vis des bactéries commensales (Shen et al., 2010).

Par ailleurs, des études genes-candidats a grande échelle utilisant une puce dédiee
« Immunochip® » ont montré 1’existence de locus communs entre les MICI et d’autres
maladies auto-immunes ou inflammatoires complexes tels que le psoriasis et la
spondylarthrite ankylosante. Ces données suggérent I’existence de facteurs génétiques
communs a ces pathologies (Figure 9) (Jostine et al., 2012 ; Lees et al., 2011 ; De Lange
et al., 2015)

Enfin, la predisposition génétique aux MICI semble nécessaire mais insuffisante pour
expliquer leur developpement. En effet, les agrégations ethniques et familiales, la
concordance imparfaite entre les jJumeaux monozygotes et la présence de variations de
génes de susceptibilité aux MICI chez des sujets sains suggérent I’implication de facteurs
non génétiques tels que les facteurs environnementaux et épigénétiques dans I’apparition
des MICI (Ek et al., 2014 ; Boukercha et al., 2015).
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Figure 9 : Chronologie de la mise en évidence des génes de susceptibilite aux MICI.
(Modifiée d’aprés : International Inflammatory Bowel Disease Genetics Consortium
(IBDGC), De lange et al., 215)

1.4.2 Facteurs environnementaux :

Plusieurs hypotheses ont été proposées afin d’expliquer I’impact des facteurs
environnementaux sur 1’homéostasie du systéme immunitaire et du microbiote intestinal
au cours des MICI. Parmi les nombreuses théories proposées, I’hypothése de 1’hygiene
semble se confirmer. En effet, la prise d’antibiotiques ainsi que la diminution de
l'exposition aux organismes entériques, particulierement les helminthes durant 1’enfance
affecte la maturation du systéme immunitaire muqueux favorisant ainsi I’apparition des
MICI (Weinstock & Elliott, 2009; Ponder, 2013). En outre, I’amélioration des conditions
de stockage des aliments apparue avec le developpement de la réfrigération a introduit
I’hypothése de la chaine du froid. En effet, I’exposition fréquente a des agents infectieux
psychotrophes telles que Listeria monocytogene et Yersinia ssp contribuerait a
I’installation d’une dysbiose et I’activation inappropriée du systéme immunitaire chez les

sujets a risque (Hugot et al., 2003).
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Par ailleurs, le tabagisme et ’appendicectomie figurent parmi les facteurs non infectieux
les plus ¢tudiés. Le tabac constitue un facteur de risque dans la MC; il aggrave 1’évolution
de la maladie et provoque I’apparition de poussées plus fréquentes. Dans la RCH, le
tabagisme est, au contraire, un facteur protecteur; il améliore les symptémes alors que son
arrét aggrave le cours évolutif de la maladie. Le tabac semble exercer des effets
bénéfiques dans la RCH en augmentant la sécrétion du mucus et en modulant le systeme

immunitaire muqueux (Danese et al., 2004).

De fagon générale, les facteurs environnementaux infectieux et non infectieux auraient en
commun la capacité d’induire la rupture de I'intégrité¢ de la barriére épithéliale intestinale

et Daltération de la réponse immunitaire ou du microbiote intestinal (Molodecky et

Kaplan, 2010).

1.4.3 Facteurs immunologiques et physiopathologie des MICI :

La perturbation de la réponse immunitaire dans les MICI débuterait probablement par une
défaillance dans les mécanismes de reconnaissance des motifs bactériens et des signaux de
danger par les récepteurs de la réponse immunitaire innée tels que les TLRs (Toll Like
Receptor) et les NODs. En effet, chez les patients atteints de MICI, les récepteurs TLR-4
et TLR-2 sont surexprimeés au niveau des cellules épithéliales intestinales. La stimulation
du TLR-4 par exemple, récepteur répondant principalement au LPS bactérien, conduit a
’activation de la réponse immunitaire via le facteur de transcription NF-kB (Vamadevan
et al., 2010 ; Shen et al., 2010). Il en résulte alors la production aberrante de différents
médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines et le monoxyde d’azote (NO) (Zhang
et al., 1999). Certaines cytokines pro-inflammatoires, tels que le TNF-a et I'IL-1pB
induisent 1'expression des molécules d’adhésions (ICAM-1, VCAM-1) et leurs ligands
homologues (Mac-1, a4y7) par les cellules endotheliales et les cellules immunitaires.
L’expression de ces molécules permet le recrutement des monocytes et des polynucléaires
neutrophiles circulant en périphérie vers le site actif de I’inflammation. Cette étape est
particulierement importante dans I’initiation de I’inflammation (Figure 11) (Reimund
etal., 1996).
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Le dysfonctionnement du systeme immunitaire aurait comme conséquence la perturbation
de la balance immuno-physiologique entre les cellules effectrices (TH1, TH2, TH17) et
les cellules immunorgulatrices (Treg). En effet, une prédominance du profil TH1 a
I’origine de la production de I’'IFN-y et de I’TL-12 caractérise la MC (Parronchi et al.,
1997) (Figure 10). En revanche, un profil TH2 marqué par une production accrue de I’'IL-
4, ’IL-5 et de I’IL-13 caractérise la RCH (Figure 11) (Fuss et al., 1996). En outre, des
taux éleves de I'IL-17A, I’'IL-23, I’'IL-22 et I’IL-21 produits par les cellules TH17 sont
également retrouvés au niveau de la muqueuse colique des patients atteints de MICI
(Sarra et al., 2010). L’IL-23 joue un rbéle particulierement important dans le
développement de I’inflammation intestinale en inhibant 1’activation des cellules Treg
CD4+CD25+ et en maintenant I’expression et 1’expansion du profil TH17 (McGovern et
Powrie, 2007 ; Sarra et al., 2010 ; Powrie, 2012). Récemment, les travaux de notre équipe
réalisés sur des patients atteints de MICI en phase active ont confirmé I’'importance de
I’axe IL-17A/IL-23 dans la pathogénese des MICI. Ces études ont également permis de
mettre en évidence la présence d’une corrélation positive entre les cytokines de la voie
TH17 (IL-17A, IL-23 et IL-6) et la production accrue de monoxyde d’azote a 1’échelle
systémique (Rafa et al., 2013).

Le monoxyde d’azote (NO) est un composé radicalaire trés réactif, synthétiseé a partir de la
L-arginine, par une famille spécifique d’enzymes appelées les NO Synthases (NOS). Les
cytokines pro-inflammatoires (IFN-y/TNF-o, IL-1B) et le LPS bactérien induisent
I’expression de la NOS inductible (iNOS/ NOS-2) responsable de la production accrue du
NO par les macrophages et les cellules épithéliales (Kolios et al., 1998). Le NO
exacerberait la reponse inflammatoire au cours des MICI en induisant le chimiotactisme
des polynucléaires neutrophiles et des monocytes (Belenky et al., 1993 ; Kolios et al.,
1998). Il contribue également a I’altération des tissus indirectement, en s’associant avec
I’anion superoxyde (O2) pour former le péroxynitrite (OONO"). Ce dernier est une
molécule a fort potentiel oxydatif qui induit la peroxydation des lipides,
I’endommagement de I’ADN et la dégradation des sucres (Beckman et al., 1990;
Rachmilewitz et al., 1995).
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Par ailleurs, la lamina propria des patients atteints de MICI abrite un nombre considérable
de cellules NKT (CD161+). Ces derniéres secretent chez lespatients atteints de la MC des
taux elevés d’TFN-y. En revanche, dans la RCH, elles sont a 1’origine d’une production
accrue de I'IL-13 (Figure 11). Ces deux cytokines (IL-13 et IFN-y) augmentent la
permeéabilité intestinale en altérant les protéines de jonction et en induisant I’apoptose des
cellules épithéliales favorisant alors la translocation bactérienne et 1’exacerbation de la

réponse immunitaire (Fuss et al., 2008 ; Heller et al., 2008).

La perte de tolérance au cours des MICI peut également s’expliquer par un
fonctionnement inadéquat ou insuffisant des cellules immunorégulatrices (Treg) (Jacquot,
1998 ; Roncarolo et al., 2001). La diminution de leur nombre notamment dans la MC,
serait due a un phénomene de conversion des lymphocytes Treg en TH17 en présence
d’un environnement cytokinique pro-inflammatoire riche en IL-6 et IL-13 (Weaver et
Hatton, 2009). En outre, une nouvelle population mixte TH1-TH17 capable de sécréter
concomitamment de I’[L-17 et de I’'I[FN-y durant la phase active de la MC a été rapportée

(Rovedatti et al., 2009 ; Sarra et al., 2010 ).

La réponse inflammatoire chronique est d’autant plus exacerbée par la persistance des
lymphocytes T effecteurs résistant a I’apoptose dans le site de I’inflammation (Mudter et
Neurath, 2007) et le chimiotactisme des cellules TH17 et des cellules dendritiques par un
mécanisme faisant intervenir la chimiokine CCL20 et son récepteur CCR-6 (Kaser et al.,
2004 ; Uchida et al., 2015).

Les MICI sont également associées a une réponse immunitaire humorale exacerbée
caractérisee par un déséquilibre entre les anticorps plasmocytaires protecteurs (IgA) et les
anticorps (IgG) dirigés contre les antigénes du microbiote intestinal. En outre, le caractere
auto-immun des MICI est conforté par la présence d’auto-anticorps anti-cytoplasme des
polynucléaires neutrophiles (pANCA), des anticorps anti-saccaromyces cerevisiae
(ASCA) chez les patients atteints de la MC et de la RCH (Desreumeaux et al., 2003).
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Figure 10 : Mécanismes immunopathologiques incriminés dans la maladie de Crohn.
(modifiée a partir de Mukherjee et al., 2014).(ROS :Reactive Oxygen Species ; NO : nitric
oxide)
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Figure 11: Mécanismes immunopathologiques incriminés dans la rectocolite
hémorragique (Ordas et al., 2012).
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1.4.4 Le microbiote intestinal dans les MICI :

L’implication du microbiote intestinal dans I’étiologie des MICI est soutenue par la mise
en évidence d’agents microbiens et/ou leurs composants au niveau des lésions
inflammatoires intestinales. Celles ci, sont le plus souvent localisées au niveau du colon et
de I’iléon, zones ou se trouve la plus forte concentration en micro-organismes (Frank et
al., 2007). Par ailleurs, la présence des anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA),
anti-porine OmpC d’Escherichia coli et des anticorps anti-sequence 12 de Pseudomonas
fluorescens dans les MICI, et en particulier dans la MC, soutient I’hypothése d’une

rupture de tolérance vis-a-vis de la flore entérique endogene (Landers et al., 2002).

L’¢tat de dysbiose décrit dans les MICI est caractéris¢é par une diminution de la
biodiversité de la flore commensale et une augmentation du nombre de microorganismes
pathogénes. En effet, plus de 30% de bactéries inhabituelles ont été retrouvées au niveau
de la flore fécale des patients atteints de MICI. Malgré 1’augmentation quantitative de la
masse microbienne, la biodiversité de la flore s’avere réduite chez ces patients. La
variation de la composition du microbiote et la diminution de certaines bactéries
commensales correlent négativement avec la séverité des MICI. En effet, les patients en
phase de rémission présentent une composition du microbiote similaire a celle du sujet
sain (Swidsinski et al., 2005 ; Sokol et al., 2008 ).

En outre, chez les patients atteints de la MC ileale, une forte densité d’Escherichia coli
entéroadhérentes et entéroinvasives (ECEI) a été retrouvée (Willing et al., 2009). En
revanche, une diminution du nombre de Faecalibacterium prausnitzii ainsi que des
bifidobactéries et des lactobacilles a également été observée chez les patients atteints de la
MC (Sokol et al., 2008; Willing et al., 2009). F.prausnitzii est une bactérie qui appartient
a la famille des Firmicutes. Elle posséde de nombreux effets anti-inflammatoires

notamment, a travers la sécrétion de métabolites capables d’inhiber 1’activation de la voie

NF-kB et la production de 1’IL-8 (Sokol et al., 2008).
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Le microbiote intestinal des patients atteints de la RCH est également altéré. En effet, une
dysbiose a été observée au niveau des regions inflammatoires du célon. Des taux élevés
de bactéries sulfato-réductrices (Swidsinski et al., 2002) et des entérobactéries de type
Escherichia coli entéroadhérantes ont été observés au niveau de la muqueuse colique
(Lucke et al., 2006; Fava et Danese 2011). Une diminution du nombre de
Faecalibacterium prausnitzii a également été mise en évidence chez les patients atteints
de RCH (Sokol et al., 2009).
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Il. Les modeles expérimentaux de MICI :

Les modeles expérimentaux de MICI ont été décrits il y a plus de 55ans par Kriszner et
Elchepp (Kirsner et Elchlepp, 1957). Actuellement, il existe plus de 50 modéles induits
chez le rongeur. Ils sont généralement catégorisés selon le monde d’induction de
I’inflammation intestinale en quatre catégories : les modeles induits chimiquement, les
modeéles induits par transfert adoptif de cellules immunitaires, les modéles de colite
spontanée et les modeles obtenus aprés manipulation du matériel génétique. Ces modeles
ne représentent pas toute la complexité de la pathologie humaine et ne peuvent en aucun
cas remplacer les études chez I’homme. Ils restent néanmoins, un outil indispensable a la
compréhension des mécanismes physiopathologiques des MICI et au développement de

nouvelles stratégies thérapeutiques (Wirtz et Neurath, 2007 ; Gkouskou et al., 2014).

1.1 Les modeéles de colites chimio-induites :

Les modeéles expérimentaux chimio-induits constituent un moyen simple et reproductible
d’induction de colites inflammatoires chez le rongeur. Ils reposent généralement sur
I’utilisation d’un agent cytotoxique tel que le DSS (Dextran sulfate sodium) qui altére la
barriere épithéliale intestinale ou des haptenes tels que le TNBS et 1’Oxazolone qui
induisent une réaction hypersensibilité. Ces modéles ont largement contribué a la mise en
évidence du réle du microbiote dans le développement de I’inflammation intestinale
(Wirtz et Neurath, 2007).

11.1.1 La colite expérimentale induite par le Dextran Sulfate Sodium (DSS) :

L’administration du Dextran sulfate sodium (DSS) induit chez les animaux (souris, rat,
hamster) une colite dont les caractéristiques phénotypiques se rapprochent de la RCH a
savoir : perte de poids, diarrhées hémorragiques, perte de ’organisation tissulaire du
cblon, altération de la couche du mucus et une importante infiltration de cellules
inflammatoires au niveau de la muqueuse colique (Okayasu et al.,1990). La colite
survient chez I’animal aprés consommation du DSS dissout dans I’eau de boisson pendant

4 a7 jours. Cette durée est considérée comme un cycle.

32



Rappels bibliographiques Chapitre II

L’alternance de trois cycles de DSS/eau de boisson, provoque une colite chronique
(Okayasu et al.,1990 ; Cooper et al., 1993).Au dela de trois cycles de DSS, les animaux
peuvent développer un cancer au niveau du colon (Okayasu et al., 2002).La réponse
immunitaire durant la colite aigue, est de type TH1/TH17 caractérisée par une production
importante des cytokines TNF-a, IFN-y, IL-1p, IL-6 et I’IL-17. En revanche, la réponse
immunitaire durant la colite chronique, est de type TH2 caractérisée par une augmentation
des taux de I’'TL-4 et de I’'TL-10 (Alex et al., 2009 ; Chassaing et al., 2014).

La séverité et la progression de la colite induite par le DSS sont fortement influencées par
la souche utilisée, son « background » génétique et la présence du microbiote intestinal.
En effet, I’altération du microbiote par un traitement antibiotique réduit la sensibilité des
souris au DSS (Hans et al., 2000). La dysbiose intestinale semble également jouer un réle
crucial dans DP’apparition de la colite. En effet, il a ¢ét¢ démontré que la sévérité de
I’inflammation correle avec I’augmentation des entérobactéries et des bactéries a Gram

négatif dégradant le mucus telles que Akkermansia muciniphila (Hakansson et al., 2014).

Le DSS est un polysaccharide héparine-like contenant plus de 3 groupements sulfate par
molécule de glucose. Son mécanisme d’action dans I’induction de la colite est toujours
mal défini. Toutefois, il semble exercer un réle cytotoxique direct sur 1’épithélium
intestinal. En effet, malgré un poids moléculaire trés élevé, le DSS peut pénétrer a
I’intérieur des cellules par pinocytose et exercer un effet génotoxique directe sur I’ADN
(Tardieu et al.,1998). Par ailleurs, la transformation des groupements sulfates du DSS en
sulfides d’hydrogéne par les bactéries sulfato-reductrices présentes dans le colon interfere

avec le métabolisme du butyrate (Roediger et al., 1997).

L’altération de D’intégrité de la barriere épithéliale intestinale permet 1’intrusion des
bactéries et 1’activation du systéme immunitaire muqueux (Ni et al., 1996). Par ailleurs,
I’apparition d’une colite aigue chez des souris SCID déficientes en lymphocytes T et B
suggeérent que la réponse immunitaire innée est suffisante pour I’induction de
I’inflammation. Toutefois, lorsque la réponse adaptative est mise en place, elle semble

aggraver la colite (Dieleman et al., 1994).

33



Rappels bibliographiques Chapitre II

11.1.2 La colite induite par un hapténe : TNBS /Oxazolone

L’acide 2,4,6-trinitrobenzene sulfonique (TNBS) et 1’oxazolone sont considérés comme
des hapténes de par leur capacité a rendre immunogéne des protéines de la muqueuse
colique ou du microbiote intestinal. L’administration intra-rectal du TNBS induit chez les
souris une colite similaire a la MC (Strober et al.,2002). La colite est caractérisée par une
inflammation transmurale et une infiltration de la lamina prorpia par les cellules TCD4+,
les neutrophiles et les macrophages. La réponse immunitaire est de type TH1 marquée par
une production accrue de I'IL-12 et de I'IFN-y (Alex et al., 2009). L’administration
répéetée de faibles doses de TNBS induit chez les souris une réponse immunitaire de type
TH1/TH17. Cette réponse évolue par la suite vers une réponse de type TH2 qui favorise le
développement d’une fibrose intestinale a travers la production accrue de 1’IL-13 et du

TGF-B (Valatas et al., 2015).

En revanche, I’administration intra-rectale de I’oxazolone/éthanol induit une colite de type
TH2 similaire a la RCH chez ’homme (Heller et al.,2002). Les altérations tissulaires
observées dans ce modele sont superficielles et confinées au niveau du c6lon distal. Elles
sont caractérisées par une déplétion des cellules caliciformes et un important infiltrat
inflammatoire composé de neutrophiles et de macrophages. La colite aigue est
caractérisée par la présence de taux élevés de I’TL-13 et de I’'TL-4 produits par les cellules
NKT et les lymphocytes T respectivement. Récemment, il a été déemontré que la
production de 1’TL-13 est régulée positivement par les cytokines IL-9 et IL-33 appartenant
a la voie TH2. En effet, des taux élevés de ces cytokines sont retrouvés au cours de la
colite induite par 1’oxazolone (Camelo et al., 2012; Gerlach et al., 2014; Valatas et al.,
2015).

11.2 Modeéles de colite spontanée :

Les souris C3H/HejBir et SAMP1/Yit ont la particularité de développer une colite
spontanée, en absence d’induction chimique ou de manipulation génétique.
L'inflammation est chronique et liée a des mutations génétiques spontanées. Les Souris
C3H/HeJBir développent une colite limitée a la région iléo-cacale et au cdlon droit (Cong
et al., 1998). Cette colite est caractérisée par un profil cytokinique de type TH1 (IFN-y)
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qui survient entre 3-4 semaines pour disparait a partir de la 10°™ semaine (Valatas et al.,
2015). Les souris C3H/HeJBir portent une mutation nulle du géne TLR-4. Leurs cellules
TCD4+ sont fortement réactives aux antigénes du microbiote intestinal. Les souris
SAMP1/Yit, développent quant a elles une iléite terminale chronique spontanée 10
semaines apres leur naissance (Kiesler et al., 2015). L’iléite serait causée par une
augmentation de la perméabilité intestinale. Elle est similaire a la MC et se caractérise par
une réponse immunitaire de type THI/TH2 a lorigine d’une forte production des

cytokines : IFN-y, TNF-q, IL-13 et IL-15 (Kiesler et al., 2015).

11.3 Modeles genétiques :

Les modeles transgéniques ou Knockout (KO) sont couramment utilisés pour étudier les
effets de 1’altération de la barriére intestinale sur la survenue de la colite. Parmi les
modeles génétiques existants, le modéle de souris déficientes en IL-10 reste le plus utilisé.
Ces souris (IL-107") présentent des 1ésions intestinales qui peuvent affecter I’ensemble de
I’intestin mais sont souvent retrouvées au niveau du duodénum, du jéjunum et du colon
proximal. L’augmentation de la perméabilité intestinale et la présence du microbiote
jouent un réle crucial dans le développement d’une colite semblable a la MC caractérisée

par a une activation importante des cellules TH1 (Kuhn et al., 1993).

1.4 Modeéle de colite induite par transfert adoptif de cellules:

La réalisation de ce modele est survenue apres la découverte que le transfert adoptif des
cellules T naives CD4+CD45RB"9" a des souris immunodéprimées (SCID, Nude et RAG-
/-) induit une colite chronique qui se developpe 5 & 10 semaines suivant le transfert
(Powrie et al., 1994). La colite est caractérisee par une inflammation transmurale et une
déplétion des cellules caliciformes. Ce modéle permet 1’étude des événements précoces de
la colite (Kiesler et al., 2015). Il a largement contribué a la mise en évidence du réle des
cellules Treg (FoxP3+), du TGF-f et de la molécule de co-stimulation CTLA-4 dans la
suppression de la colite (Read et al., 2000). Il a également contribué a la mise en évidence
du role crucial du microbiote dans le maintien de I’homéostasie intestinale et la régulation

du systeme immunitaire (Mazmanian et al., 2008).
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1. Traitements des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin:

Les stratégies thérapeutiques conventionnelles des MICI ont pour but d’atténuer
I’inflammation, d’induire une rémission clinique et de prévenir a long terme le risque de
rechute et de complications (koch, 2003). A I’heure actuelle, il n’existe aucun traitement
en mesure de guérir ces maladies. Le choix du traitement dépend de la pathologie a traiter,
de I’intensité des symptomes ainsi que de la sévérité et de 1’étendue des 1ésions (Lemann
et Allez ,2004). Il repose essentiellement sur trois classes thérapeutiques: les
aminosalicylés, les corticoides et les immunosuppresseurs. En cas d’échec du traitement

médical ou de complications graves, le traitement chirurgical s’impose.
I11.1 Les dérivés aminosalicylés:

Les dérivés de I’Acide salicylique (les 5-aminosalicylates ou mésalazine) sont des
molécules anti-inflammatoires indiquées dans le traitement des poussées légeres a
moderées de la RCH et de la forme colique de la MC. Ces molécules agissent de fagon
topique au niveau du célon ou elles inhibent le métabolisme de 1’acide arachidonique
limitant ainsi la synthese des prostaglandines pro-inflammatoires. Elles inhibent
également la voie de synthése des leucotriénes responsables du recrutement des cellules
immunocompétentes, 1’activation du facteur de transcription NF-xB et la production du

monoxyde d’azote (Bantel et al., 2000).
I11.2 Les corticoides :

Ce sont des anti-inflammatoires stéroidiens qui agissent a différents niveaux de la cascade
inflammatoire. Ils sont indiqués dans le traitement des poussées sévéres des MICI. Au
niveau des macrophages, les corticoides régulent négativement la synthese des cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a, I’IL-1 et I’'IL-6) et des chimiokines. Ils agissent également
sur les lymphocytes T en inhibant leur recrutement et prolifération. La corticothérapie est
souvent accompagnée par I’apparition de nombreux effets indésirables ainsi que par un

risque élevé de cortico-dependance chez les patients (Taylor et irving, 2011).
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I11.3 Les immunosuppresseurs :

Les immunosuppresseurs sont des agents anti-prolifératifs utilisés dans le traitement a
long terme des formes actives et séveres de MICI ainsi que dans les formes
corticodépendantes et corticorésistantes de la MC. Les immunosuppresseurs diminuent
I’action des cellules NK et des cellules T cytotoxiques. Ils inhibent la prolifération
lymphocytaire par I’interférence avec la synthése des acides nucléiques purinergiques.
Leur utilisation de facon précoce dans la prise en charge des MICI est de plus en plus
encourageée, elle permettrait d’obtenir une rémission globale qui persiste a I’arrét du
traitement (Ordas et al., 2011). La prescription des immunosupresseurs nécessite
toutefois, une surveillance réguliére du patient car ces derniers peuvent entrainer des
infections opportunistes et autres complications graves tels que les désordres
lymphoprolifératifs (Sokol et Beaugerie, 2009).

I11.4 Les Biothérapies ciblées : Anticorps anti-TNF-a

Les études approfondies des mécanismes inflammatoires de nombreuses pathologies auto-
immunes telle que la polyarthrite thumatoide ont ét¢ a I’origine de I’¢laboration des
anticorps anti-TNF-a. Ces anticorps (infliximab, adalimumab) ont considérablement
amélioré la prise en charge des MICI, notamment les formes sévéres et réfractaires aux
traitements énumerés précedemment (Figure 12) (Reenaers et al., 2009). Les anti-TNF
sont capables de reconnaitre spécifiquement les formes solubles et transmembranaires du
TNF-a, de s’y lier en formant des complexes stables, et ainsi d’inhiber leur action. Le
TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire synthétisée principalement par les monocytes
et les macrophages. Cette cytokine contribue a I’amplification de la réaction
inflammatoire en augmentant la production de I'IL-1B, I'IL-6 et I'IL-8 ainsi que
I’expression des molécules d’adhésion (Baumann et gauldie, 1994; Touil-Boukoffa,
1998 ; Begue et al.,2006). Elle perpétue également la réponse inflammatoire en
augmentant la perméabilité intestinale et la translocation bactérienne. Le taux de sécrétion
du TNF-a est fortement élevé au niveau local et systémique chez les patients atteints de
MICI (Van Deventeret al.,1997 ; Rafa et al., 2010 ;) et au cours de la colite expérimentale
induite par le DSS (Soufli et al., 2015).
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Cependant, le traitement avec les anti-TNF comporte certains risques comme:
I’hypersensibilit¢é au principe actif, les réactions cutanées et neurologiques, le
développement de tuberculose et de pneumonie ainsi qu’un risque élevé d’apparition de
lymphome (Mowat et al., 2010 ; Stallmach et al., 2010) d’ou la nécessité de développer
de nouvelles biothérapies. Par ailleurs, d'autres moyens de blocage du TNF-a a 1’échelle
locale sont en cours d’essais. Ils visent a minimiser les effets secondaires liés a
I’administration systémique des anti-TNF-a. Dans ce cadre, les travaux de
Vandenbroucke et al suggérent I’utilisation de la souche probiotique L. lacis modifiée
génétiquement afin de délivrer au niveau intestinal, des nanobodies dirigés contre le TNF-
a (Vandenbroucke et al., 2010).

I11.5 Les futures cibles thérapeutiques des MICI :

De nombreuses cibles thérapeutiques visant a réguler I’inflammation dans les MICI sont
en cours d’essais cliniques. Il s’agit, entre autres, d’anticorps monoclonaux anti-1L-
12p40/IL-23, anti-IL-6 et anti-IL-17A  ou I’administration de cytokines
immunorégulatrices comme 1’IL-10 recombinante (Melmed et Targan, 2010). En outre,
I’inhibition des voies de signalisation intracellulaires des cytokines (JAK-STAT) ou
encore des intégrines et leurs récepteurs responsables de 1’adhésion leucocytaires aux
cellules endothéliales sont des approches thérapeutiques en cours d’étude (Figure 12)
(Goldberg et al., 2015). Par ailleurs, I’utilisation de cellules souches mésenchymateuses
stromales (CSMs) semble étre une stratégie thérapeutique prometteuse en raison de la
capacité de ces cellules a réparer les dommages tissulaires au niveau de I’intestin d’une

part et a attenuer la réponse inflammatoire, d’autre part (Flores et al., 2015).
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Figure 12: Les différentes cibles thérapeutiques des maladies inflammatoires chroniques
de P’intestin (Goldberg et al., 2015).

111.6 Les thérapies alternatives/ complémentaires dans les maladies inflammatoires

chroniques de ’intestin : pro, prébiotiques et symbiotiques

L’observation d’une dysbiose intestinale en faveur d’une flore pathogéne dans les MICI a
conduit & de nouvelles interrogations quant a I’intérét thérapeutique de la manipulation du
microbiote intestinal par des probiotiques, prébiotiques et symbiotiques en complément ou
en substitut aux traitements actuels des MICI. Cette approche thérapeutique a pour but
principal de rétablir I'équilibre de la microflore gastro-intestinale afin de réduire ou de

prévenir I'inflammation intestinale (Marteau, 2006 : Hedin C et al., 2007).
111.6.1 Les probiotiques :

Il existe de nombreuses études cliniques ayant évalué le potentiel thérapeutique des
probiotiques tels les lactobacilles et les bifidobactéries utilisés seuls ou en combinaison
dans les MICI. Les premiers résultats encourageants ont été obtenus chez des patients
atteints de pochite (inflammation de la poche iléale aprés résection colique) traités avec le

complexe probiotique VSL #3 (L. casel, L. plantarum L. acidophilus, L. bulgaricus, B.
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longum, B. breve, B. infantis et St. salivarius) (Gionchetti et al., 2000). Ce dernier s’est
également montré efficace dans le maintient de la phase de rémission au cours de la RCH
(Mimura et al., 2004). L’étude de Venturi et al effectuée sur des patients atteints de la
RCH et ne répondant pas au traitement d’entretien a base de mésalazine a
égalementdémontré 1’efficacité du VSL#3 dans le maintien de la phase de rémission.
L’analyse de la flore fécale de ses patients a révélé une augmentation du nombre de
bifidobactéries et de lactobacilles. Ces résultats reflétent I’impact des probiotiques dans la
modulation de la composition du microbiote intestinal en faveur des bactéries bénéfiques
(Venturi et al., 1999). Par ailleurs, des travaux réalisés sur un modéle de colite
expérimentale induite par le DSS ont révélé que les propriétés anti-inflammatoires du
VSL#3 sont dues a I’interaction des motifs d’ADN CpG non méthylés bactériens avec le
récepteur intracellulaire TLR9 présent dans les cellules dendritiques plasmocytoides.
(Rachmilewitz et al., 2004). Une fois activées, ces DCs favorisent I’expansion des cellules
Treg. (Bilsbough et al., 2003) et produisent de I'I[FN-o doté de propriétés anti-
inflammatoires (Katakura et al., 2005). Par ailleurs, d’autres essais réalises en double
aveugle sur des patients atteints de la RCH ont montré que la souche non pathogene E.

coli Nissle 1917 exerce des effets similaires a la mésalazine (Kruis et al., 2004).

Dans la maladie de Crohn, la supplémentation en lactbacillus GG a des formes
pédiatriques a été associée a une augmentation des taux d’IgA au niveau de I’intestin. La
levure Saccharomyces boulardii s’est aussi montrée efficace dans le maintien de la phase
de rémission (Guslandi et al., 2002). Toutefois, les preuves de 1’efficacité des probiotiques

dans le traitement de la maladie de Crohn restent, a I’heure actuelle, encore insuffisantes.

111.6.2 Les prébiotiques :

Les prébiotiques sont généralement des oligosaccharides (fructo-oligosaccharides, inuline,
lactulose) non digestibles dans D’intestin gréle, résistants a 1’acidité gastrique et a
I’hydrolyse enzymatique. Leur fermentation dans le coélon stimule la croissance des
bactéries bénéfiques dont les lactobacilles et les bififobactéries (Roberfroid, 2007). Les
prébiotiques constituent de ce fait des « traitements écologiques non vivants » qui

modulent la flore entérique endogéne, augmentent la synthése des acides gras a chaines
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courtes (Butyrate, acétate et propionate), renforcent la fonction de barriere de I’épithélium

et régulent les réponses immunitaires locales et systemiques (Marteau, 2006 ).
111.6.3 Les symbiotiques :

L’association d’un probiotique et d’un prébiotique spécifique forme un symbiotique. Ce
dernier permet d’augmenter la survie et la persistance des probiotiques au niveau du
cblon. Une étude randomisée en double aveugle, réalisée sur 18 patients atteints de la
RCH ; a permis de démontrer 1’efficacité d’un symbiotique issu de la combinaison de B
longum, I’inuline et des oligofructoses dans I’inhibition de la production locale des

cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL1-p (Furrie et al., 2005).

I11.7 La transplantation de microbiote fécal (FMT) :

Cette thérapie consiste a transférer des selles a partir d’un donneur sain a un patient atteint
de MICI afin de rétablir la dysbiose intestinale. Bien qu’elle soit actuellement indiquée
dans le traitement des infections a Clostridium difficile, le mécanisme exact de la
transplantation fécale sur la muqueuse reste inconnu. De nombreuses hypothéses
suggerent que I’apport d’une flore fécale a partir d’un donneur sain pourrait remplacer la
flore altérée des patients. Cette thérapie pourrait alors étre d’un grand intérét dans le
traitement des formes séveres de MICI qui ne répondent pas au traitement conventionnel

ou aux thérapies alternatives (Borody et al., 2013).
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I.Les probiotiques :

La découverte des probiotiques revient a Elie Metchnikoff. 11 y a de cela prés d’un siécle,
lorsqu’il observa que la longévité des paysans bulgares était liée a leur consommation
réguliére de lait fermenté riche en bactéries lactiques (Metchnikoff, 1907 ; Metchnikoff,
1908). Le terme probiotique provenant du grec « pro bios » signifie « en faveur de la vie »
En 1989, Fuller définit les probiotiques comme un « supplément alimentaire microbien
vivant agissant au bénéfice de I’animal hote en améliorant 1’équilibre microbien intestinal
» (Fuller, 1989). Depuis, cette définition a évolué et en 2001, 1’Organisation des Nations
Unies pour I’Agriculture et 1’Alimentation (FAO) et 1’Organisation Mondiale pour la
Santé (OMS) ont officiellement formulé la définition des probiotiques comme «micro
organismes vivants qui, une fois administrés en quantité adéquate, sont bénéfiques pour la
sant¢ de I’héte » (FAO/WHO, 2001). En 2003, Clancy propose le terme
« immunobiotiques » pour designer les micro-organismes probiotiques dotés de propriétés

immunomodulatrices (Clancy, 2003).

Actuellement, les principaux groupes bactériens utilisés comme probiotiques sont les
bactéries Gram positif appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. En outre,
la levure Saccharomyces boulardii et la souche E. coli Nissle sont couramment utilisées.
Les probiotiques sont présents, principalement, dans les produits laitiers fermentés, les

compléments alimentaires et les médicaments.

Parmi les effets bénéfiques avérés des probiotiques figurent I’amélioration de la digestion
du lactose, la diminution des diarrhées dans le cadre des antibiothérapies et le traitement

des diarrhées d’origines virales ou bactériennes (Hardy et al., 2013).
1.1 Critéres de sélection des bactéries d’intérét probiotique :

Les bactéries potentiellement probiotiques proviennent pour la plupart de la flore
entérique de I’homme. Pour étre considéré comme probiotique, le micro-organisme doit

répondre a certains criteres résumes dans le tableau 1:
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Tableau 1: Principaux critéres de selection des probiotiques (adapté a partir de
Azizpour et al., 2009)

- ldentification taxonomique ;

- ldentification phénotypique et génotypique ;

Critéres de sécurite - Testé invitro et in vivo

- Sans danger pour 1’étre humain

- Considéré comme GRAS (Generally Recognized As
Safe)

- Résistance a I’acidité gastrique et aux sels biliaires ;
- Adhérence a la muqueuse épithéliale intestinale et
. . persistance dans le tractus gastro-intestinal ;
Criteres fonctionnels - Posséder des propriétés antimicrobiennes ;

- Antagoniste envers les germes pathogénes

- Stabilité durant le traitement technologique et le
Critéres technologiques stockage :

- Production a grande échelle ;

- Résistance aux phages.

Cependant certains de ces criteres comme 1’adhérence et la viabilité des probiotiques dans
I’intestin sont sujettes a controverse. En effet, il a ét¢ démontré que les cellules
bactériennes non viables sont également capables d’exercer des effets bénéfiques sur

I’héte (Sanders, 2003).

1.2. Renforcement de la barriére épithéliale intestinale et modulation du systeme
immunitaire muqueux par les probiotiques :

Les probiotiques participent a [’homéostasie intestinale & travers leurs effets directs et
indirects sur la modulation du microbiote intestinal et du systéme immunitaire mugueux
(Rambaud, 1993) (Figure 13). IIs renforcent la fonction de barriére de 1’épithélium en
entrant en compétition avec les bactéries pathogenes pour les sites d’adhérence au niveau
de I’épithélium intestinal (Gross et al., 2008). lls agissement de maniére indirecte en
modifiant les conditions de la niche écologique intestinale. En effet, les probiotiques
libérent des substances antibactériennes qui inhibent la croissance et la prolifération des
micro-organismes pathogeénes. De plus, les bactéries lactiques telles que les lactobacilles
produisent de 1’acide lactique qui diminue le pH de ’intestin le rendant impropre a la
colonisation par les germes pathogénes (Hardy et al., 2013).
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Les propriétés immunomodulatrices des probiotiques ont été rapportées dans de
nombreuses études. Celles-ci peuvent étre pro/anti-inflammatoires et immunorégulatrices
en fonction de la souche, de la formulation du probiotique et du statut immunologique de
I’héte (O’Toole et Cooney., 2008). En effet, certaines bactéries lactiques stimulent la
réponse immunitaire innée en induisant 1’expression de cytokines pro-inflammatoires
telles que I'IL-6, I'IL-12, le TNF-a et I'IL-1B (Bodera et Chcialowski, 2009). Ces
cytokines augmentent 1’activité phagocytaire des macrophages renforcant ainsi, les
défenses antibactériennes de I’hote. En outre, certaines souches probiotiques telles que
Lactobacillus GG, B lactis Bb-12 et S boulardii augmentent la sécrétion des IgA au
niveau de la muqueuse intestinale en induisant la production du TGF-B, I’IL-10 et I’'IL-6

qui stimulent la maturation des cellules B (Rodrigues et al., 2000 ; Rautava et al., 2006).

Par ailleurs, les probiotiques peuvent atténuer [’expression des cytokines pro-
inflammatoires en interférant avec la voie NF-kB d’une part et d’induire le développement
des cellules dendritiques tolérogénes d’autre part. En effet, il a ét¢ démontré que les
bactéries L. reuteri et L. casei interagissent avec les cellules dendritiques via les
récepteurs C-type lectine et DC-SIGN pour induire la production de I’IL-10 (Smits et al.,
2005). Les bifidobactéries telle que B. breve induisent également la production de 1’IL-10
apres interaction avec le TLR-2 exprimé au niveau des cellules dendritiqgues CD103+
(Jeon et al., 2012). L’IL-10 inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires de la
voie TH1 et induit le développement des cellules Treg FoxP3+ (Re et Strominger, 2004 :
Petrof et al., 2004 ; Coombes et al., 2007).
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Figurel3: Rdéle des probiotiques dans le maintien de I’homéostasie intestinale (Le
Barz et al., 2015). (1) Production de métabolites nécessaires a la prolifération des cellules
épithéliales intestinales. Ces métabolites sont également dotés de fonction
immunomodulatrices ; (2,3) induction de I’expression des protéines de jonction qui
préviennent [’augmentation de la perméabilité intestinale; (4) [Iinteraction des
probiotiques avec les PRR exprimés au niveau des cellules épithéliales et des cellules
dendritiques régulent 1’activation des voies de signalisation intracellulaires. Les
probiotiques peuvent donc inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires, la
prolifération des lymphocytes CD4+ (5). lls peuvent induire le développement des cellules
Treg et des plasmocytes (6) ; (7) I’induction de la production du mucus par les cellules
caliciformes. (8) la production de bactériocines qui inhibent la prolifération des bactéries
pathogenes.

TJ: tight junctions; AJ: Adherens junctions; TLR: Toll-like receptor; NLR: NOD-like
receptor; TNF-a: tumor necrosis factor o; IFN-y: interferon y; TGF-p : transforming
growth factor f; IL-10 : Interleukin 10.
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Partie I1 Matériel et Méthodes

. Matériel

l. 1. Les animaux :

Les animaux utilisés dans notre étude sont des souris femelles BALB/c agées entre 7-8
semaines, fournies par Dinstitut Pasteur-Algérie. Avant le début de la période
expérimentale, un temps d’acclimatation d’une semaine au sein de I’animalerie de la
faculté des Science Biologiques de ’'USTHB a été respecté. Les souris ont eu un acces

libre a I’eau et a une alimentation ad libitum.

1.2. Les échantillons sanguins de patients et de volontaires sains:

Les échantillons sanguins ont été obtenus a partir de patients atteints de la maladie de
Crohn (MC) (n=27) et de la rectocolite hémorragique (RCH) (n=14). Les patients sont
suivis au niveau du service de médecine interne de I’hdopital de Ain Taya ainsi qu’au
niveau du service de gastroentérologie du CHU de Maillot. Tous les patients participant a
la présente étude, en phase de poussée ou de rémission étaient sous thérapie. D’autres
prélevements sanguins ont également eté effectués sur des volontaires sains (Témoins)
(n=24).

Le sang a été recueilli dans des tubes héparines a raison de 4ml par tube puis transporté a
+4°C. Aprés décantation pendant 20 a 30 min, les plasma ont éte récupérés et conservés a
-45°C pour la réalisation de dosages ultérieurs. Les cellules sanguines ont été purifiées
sur un gradient d’Histopaque pour 1’obtention des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMCs).

Remarque : Avant chaque prélevement, les patients ainsi que les volontaires sains ont
signé un consentement éclairé requis par le comité d’éthique de 1’Agence Algérienne de

Recherche Thématique dans les Sciences de la Santé (ATRSS).

Le tableau 2 nous renseigne sur les données cliniques des patients.
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Tableau 2: Caractéristiques cliniques des patients et des témoins

Patients atteints de la Patients atteints de la Donneurs
maladie de Crohn rectocolite hémorragique sains
(MC) (RCH) (Témoins)
Nombre (n) n=27 n=14 n=24
Moyenne d’age 34.40+£11.29 37.57+15.28 24.3045.232
(années)
Sexe (H : Homme 8H/19F 8H /6F 8H/16F
/F . Femme)
Traitement Aminosalicylés Aminosalicylés
administre Immunosuppresseurs  Immunosuppresseurs -
Corticoides Corticoides

1.3.Probiotiques et prébiotiques :

Deux types de probiotiques ont été utilisés dans notre étude :

e L’Ultrabiotique® : C’est un cocktail de probiotiques lyophilisés et commercialisés
sous forme de gélules. Chaque gélule contient 4x10° UFC de bactéries lactiques
actives Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium breve (Laboratoires  Nutrisanté,
Montaigu-France).

e L’Ultralevure® : Ce sont des gélules contenant la levure Saccharomyces boulardii

sous formelyophilisée (Laboratoire Biocodex. France).

Ces micro-organismes répondent aux criteres de sélection des probiotiques reliés a la

sécurité, la survie, 1’activité et a la persistance dans le tractus digestif (FAO/WHO, 2002).

Comme prébiotiques, nous avons utilisé 1I’inuline (C6H1005)n H20.

1.4. Les milieux de culture :

- Le milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium 1640) et le
milieu DMEM (Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium) sont des
milieux nutritifs destinés respectivement a la mise en culture des PBMCs et des explants
coliques. Ils ont été enrichis avec: 2Mm de L-Glutamine, des antibiotiques (Pénicilline a

1000UI/ml, Streptomycine 10mg/ml) et du Sérum de Veau Fcetal (SVF) préalablement
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inactivé par la chaleur, a raison de 5% pour le RPMI et de 10% pour le DMEM (Sigma-
Aldrich). Par ailleurs, nous avons également utilisé le RPMI 1640 incomplet et le Sérum

de Veau feetal inactivé pour la préparation des surnageants de culture des probiotiques.

- Le milieu BHIB « Brain-Heart Infusion Broth » ou bouillon cceur-cervelle est un
milieu nutritif tamponné, utilisé pour la culture d’un trés grand nombre de
microorganismes. Il a été utilisé pour la préparation des surnageants de culture de

I’Ultrabiotique®.

1.5. Les anticorps et kits de dosage ELISA :
Différents anticorps ont été utilisés dans 1’analyse immuno-histochimique.

- Anti-iNOS (NOS-2) (Santa-Cruz, USA Biotechnology) ;
- Anti p65 NF-kB (Santa-Cruz, USA Biotechnology) ;

- Anti-TLR4 (Invitrogen Life Technologies)

- Anti-rabbit IgG-FITC (Life Technologies).

Nous avons utilisé des kits ELISA pour le dosage des cytokines :
- Le kit de dosage de I’'IFN-y murin (Invitrogen-Life Technologies) a été utilisé
pour le dosage de I’IFN-y dans les plasma des souris.
- Le kit de dosage de I’'IL-22 (Biolegend®) a été utilisé pour le dosage de I'IL-22

dans les plasma des patients atteints de MICI et des volontaires sains.

1.6 Autres réactifs:

-Le Dextran Sulfate Sodium (DSS:PM=36.000-44.000/TdB. Consultancy AB, Sweden);
- Griess A: Naphtyl Ethylene Diamine (NED) (C22H20N2, 2HCI);

-Griess B: Sulfanilamide (p-Aminobenzenesulfonamide, C6H8N202);

-Eukitt® (quick-hardening mounting. Fluka analytical, Sigma. Allemagne) ;
-3,3’-diaminobenzidine (DAB) (Sigma)

-Ficoll-Histopaque (Sigma-Aldrich)
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1. Méthodes :

11.1. Description du modeéle expérimental :
11.1.1. Induction de la colite aigue par le Dextran Sulfate Sodium (DSS) :

La colite expérimentale a été induite chez les souris par 1’administration quotidienne de
3% (m/v) de DSS dissout dans I’eau de boisson et ce, pendant cing jours. Aprés induction
de la colite, la solution de DSS a été remplacée par I’eau de boisson pendant cing autre
jours afin d’induire une phase de rémission (Figure 14B ; Figure 15). Nous avons adopté
cette approche afin de mettre en évidence les effets thérapeutiques des probiotiques

(I’Ultrabiotique®) aprés installation de la colite aigue.

11.1.2. Administration des probiotiques :

Le traitement des souris par les probiotiques a débuté a J3 et s’est poursuivi jusqu'a la fin
de la période expérimentale. Les probiotiques ont été dissout dans du lait écrémé UHT a
une concentration de 10 *UFC /ml. La suspension a été incubée pendant 1 h a 37°C afin
d’assurer une bonne dissolution des bactéries lyophilisées dans le lait. Les probiotiques

ont été administrés aux souris par voie intra-gastrique a I’aide d’une sonde de gavage.

L’état général des souris a été observé quotidiennement durant la période expérimentale.
L’évolution de la colite a été suivie grace a un score d’activité de la maladie (DAI :

Disease Activity index) etabli par Murthy et al (Murthy et al.,1993).
o Index d’activité de la maladie « Disease Activity Index (DAI) » :

Le DAI refléte 1’évolution de la colite; il est calculé en graduant sur une échelle de 0 a 4 la
perte de poids, la consistance des selles et la presence de diarrhées hémorragiques. La

moyenne des scores de ces trois parametres constitue le DAI (Tableau 3)
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Tableau3: Calcul de I’index d’activité de la maladie (DAI).

Score Perte de poids  Présence de sang dans les  Consistance des
selles selles

0 <1% Négatif normale

1 1-5% - -

2 2-10% Positif Selles molles

3 10-20% - -

4 >20% Hémorragie Diarrhée

11.1.3. Les groupes expérimentaux :

Apres la période d’acclimatation, les souris ont été randomisées puis réparties en quatre
lots (n=6-12) Le tableau 4 nous renseigne sur les différents groupes expérimentaux utilisés

dans notre étude.

Tableau 4: Caracteéristiques des différents groupes expérimentaux

Groupe Description
expérimental

DSS 3% de DSS dissout dans I’eau pendant 5 jours + 5 jours d’eau de boisson

DSS+Prb 3% de DSS dissout dans I’eau pendant 5 jours + 5 jours d’eau de

boisson. Gavage de 200ul d’une suspension de 100 UFC/ml de
probiotiques pendant 7 jours a partir de J3.

Prb Gavage de 200ul d’une suspension de 10° UFC/ml de probiotiques
pendant 7 jours.

Ctrl Les souris ont regu de I’eau de boisson uniquement (aucun traitement).
Abreéviations : Ctrl : Contrdle ; Prb : Probiotiques.

11.1.4 Plasma :

A Tl’issue de la période expérimentale, les souris ont été sacrifiées. Le sang a été
immédiatement prélevé par ponction cardiaque a 1’aide d’une seringue contenant un
anticoagulant, ’EDTA a 2.6%. Il a été recueilli dans des tubes puis centrifugé a 10000
rpm pendant 10min. Le plasma a été récupéré puis conservé a -45°C pour le dosage

ultérieur du monoxyde d’azote et de ’IFN-y.
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A I
I
I
Probiotiques 10°urc/ml :
Groupe Prh |Euthan35ie
_______________________________ |
Groupe Ctr Eau de boisson |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9'10 su
B I
I
I
Probiotiques 10 urc/mi :
GroupeDSSP : Euthanasie
GroupeDss | DSS (3%) || Eau de boisson |

|
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 s

’— Phase d'induction de la colite ~’7 Phase de rémission —{

Figure 14 : Schema illustrant le déroulement des différentes phases de la mise au
point du modéle expérimental. A) Administration des probiotiques aux souris « saines ».
B) Traitement des souris « malades » atteintes d’une colite induite avec 3% de DSS par
les probiotiques.

11.1.5 Récupération des organes :

Aprés ouverture de la cavité abdominale des souris, la rate et le colon ont été délicatement
récupérés et pesés. La longueur du colon depuis le coecum jusqu’a 1’anus a été mesurée a

I’aide d’un support gradué.
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11.1.6 Culture des explants coliques des souris :

Les explants coliques sont obtenus a partir du célon distal. Ils ont été découpés en petits
fragments de 5mm environ. Plusieurs lavages ont été effectués avec du tampon phosphate
salin stérile (PBS, pH=7.2-7.4) additionné de 1% d’une solution d’antibiotiques. La mise
en culture des biopsies coliques a débuté par une phase d’adhérence. Les fragments ont
été déposés dans des microplaques a fond plat de 48 puits en présence de 10uL de milieu
de culture. Ils ont été incubés pendant 2h a 37°C en présence de 5% de CO: pour
permettre leur adhérence. A I’issue de cette phase, une quantité suffisante de DMEM
complet a eté rajoutée dans les puits pour la mise en culture. Apres 24h d’incubation, les
surnageants de culture ont été récuperés puis centrifugés pendant 10 minutes a 10000 rpm.

Ils ont été conservés a -20°C jusqu’au moment du dosage du NO.

11.1.7 Etude anatomopathologique :

L’analyse anatomopathologique a débuté par un examen macroscopique du cOlon. Ce
dernier a été récupéré, lavé puis sa longueur a été mesurée sur un plan gradué. A partir de
son extrémité distale un fragment de 4cm a été découpé puis pesé. Pour la réalisation de
I’étude microscopique, des fragments de 0,5 cm ont été préleves et fixés dans du formol

tamponné a 10 % pendant 48h.
e Etude histologique du célon :

Une fois les fragments coliques fixés par le formol, ils ont été soumis a plusieurs étapes
avant d’étre inclus dans des blocs de paraffine : déshydratation dans des bains d'alcool de
concentration croissante (70°-90°-100°), éclaircissement dans du Xxylene puis
imprégnation dans de la paraffine a 60°C. Lorsque les blocs de paraffine ont été formés,
ils ont été maintenus a +4°C jusqu'a la réalisation des coupes. Chaque bloc a été debité en
coupes de 4pum d’épaisseur qui ont été étalées et fixées sur des lames. Avant la coloration
ou I'immunomarquage, les lames ont été déparaffinées par la chaleur et réhydratées a
I’aide de plusieurs passages dans des bains de xyléne, d’alcool a concentration
décroissante (100°-90°-70°) et d’eau distillée.
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Deux colorations histologiques ont été utilisées dans notre étude :

Coloration Hématoxyline & €osine : C’est une coloration topographique dite « de
routine », elle est utilisée pour visualiser I’organisation générale d’un tissu et des
éventuelles lésions ou changements dans 1’architecture tissulaire. L hématoxyline est un
colorant nucléaire basique qui confere une teinte bleue a violette aux noyaux. En
revanche, I’éosine est un colorant acide qui colore les protéines cytoplasmiques en rose

(Stevens et Lowe, 1997).

Coloration spéciale au bleu Alcian : Le bleu Alcian est un colorant des
mucopolysaccharides acides (Stevens et Lowe, 1997). Nous 1’avons utilisé conjointement
avec la coloration H&E pour mettre en évidence le mucus produit par les cellules
caliciformes. Une fois les coupes colorées, elles ont été montées entre lames et lamelles a

I’aide d’un liquide de montage, I’Eukitt® déposé au préalable sur la lame.

Un score histologique défini par Siegmund et al a été utilisé afin d’évaluer, sur une échelle
de 0 a 6, la présence et I’étendue de I’infiltrat inflammatoire dans la muqueuse et la sous
muqueuse, la perte des cryptes et la destruction de 1’épithélium intestinal (Tableau
(Siegmund et al ., 2001).

Tableau 5 : Calcul du score histologique

Parametres Description Score
Occasionnel dans la lamina prorpia 0
Infiltrat Infiltrat cellulaire prédominant a la base des cryptes 1
inflammatoire
Infiltrat inflammatoire au niveau de la muqueuse 2
Infiltrat transmurale 3
Absence de dommages tissulaires 0
Dommages Jusqu'a 50% de perte de cryptes 1
tissulaires
50-100% de perte de cryptes avec un épithélium 2
conserve
Perte compléte des cryptes avec perte de 1’épithélium 3
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e Etude immuno-histochimique:

Dans notre étude, nous avons voulu évaluer 1’expression de la NOS-2, du NF-xB et du

TLR-4 par marquage immuno-histochimique.

Aprés déparaffinage et réhydratation, les sections tissulaires ont été soumises a un
démasquage des sites antigéniques au bain marie a 98°C pendant 40min. Pour éviter le
bruit de fond, 1’activité peroxydasique des fragments coliques a été inhibée par incubation
des lames dans une solution d’eau oxygénée (H202) 0.3% pendant 5min. Les sites
antigéniques non speécifiques ont été quant a eux saturés par immersion des lames,
pendant 2h sous faible agitation, dans une solution contenant 5% de lait écrémé. Les
coupes histologiques ont été incubées avec les anticorps primaires (anti-iNOS et anti-p65,
dilués & 1/100) pendant une nuit a +4°C. Par la suite une incubation des lames avec
I’anticorps secondaire couplé a la peroxydase (dilué a 1/1000) pendant 2h a température
ambiante a éte effectuée. La réaction immuno-histochimique est révélée a 1’aide d’un
substrat chromogéne (DAB). Entre chaque étape, plusieurs lavages au PBS-Tween 20 ont
été effectués. Enfin, les coupes ont été contre-colorées a I’hématoxyline de Mayer et
montées entre lames et lamelles. Une fois séchées, les lames ont été visualisées au

microscope optique.

Pour I’immunodétection du TLR-4 par immunofluorescence, les mémes étapes de
déparaffinage, réhydratation et de démasquage ont été suivies. Les sites antigéniques ont
été directement saturés avec du lait écrémé 5%, pendant 2h sous faible agitation. Ensuite
I’anticorps primaire anti-TLR-4 dilué & 1/100 a étée déposé pendant une nuit a +4°C. Par la
suite, I’anticorps secondaire anti IgG-FITC (Invitrogen Life Technologies, dilué 1/1000) a
été déposé pendant 1 heure a température ambiante. Entre chaque étape, plusieurs lavages
au PBS-Tween 20 ont été réalisés. Les coupes ont été montées entre lames et lamelles et

visualisées au microscope inverseé a fluorescence.
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11.2 Analyse transcriptomique par la PCR en temps reéel :

L’ARN total a été extrait a partir du colon de chaque souris avec du Trizol®(Invitrogen).
I’ADN complémentaire (ADNCc) est obtenu apres retro-transcription d’un ug d’ARN total
a l’aide d’une transcriptase reverse SuperScriptll (Invitrogen) et d'hexameres
nucléotidiques générés au hasard, selon les recommandations du fabricant. La PCR en
temps réel a été réalisée en utilisant le systeme de détection iCycler iQ (Bio-Rad) et la
technologie SYBR Green (Finnzymes Oy). La B-actine a été utilisée comme contrble
endogéne afin de valider I’efficacité de ’amplification. Les résultats sont représentés
comme expression relative des ARNm par rapport au groupe ‘Ctrl” ou au groupe ‘DSS’.

L’expression relative d’ungéne a été calculée par la méthode AACq.

Les amorces “’primers’” (Invitrogen) utilisées dans notre étude sont représentées dans le

tableau suivant :

Tableau 6: Liste des amorces

Primer sens et antisens

B-actine S-CGCAAAGACCTGTATGCCAAT
AS- GGGCTGTGATCTCCTTCTGC

FoxP3 S-CAGCTGCCTACAGTGCCCCTAG
AS- CATTTGCCAGCAGTGGGTAG

NOS-2 S-CGCAAAGACCTGTATGCCAAT
AS- GGGCTGTGATCTCCTTCTGC

CCR-6 S-CCTCACATTCTTAGGACTGGAGC
AS- GGCAATCAGAGCTCTCGGA

IL-6 S- GACAACTTTGGCATTGTGG
AS- ATGCAGGGATGATGTTCTG

TGF-B S-CACCGGAGAGCCCTGGATA
AS- TGTACAGCTGCCGCACACA

IL-22  S-CTGCCTGCTTCTCATTGCCCTGTG
As-GATGTACGGCTGCTGGAAGTTGG

IL-22R  S-ACAGCT GCCCTG CTT CTT AT
AS- ATT TGGGAG TGG AGA GGA TG

IL-33 S-TGAGACTCCGTTCTGGCCTC
AS- CTCTTCATGCTTGGTACCCGAT

Abréviations : S :sens ; AS :-anti-sens.
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11.3 Dosage plasmatique de I’'IFN-y et de I’'IL-22:

Le dosage de I'IFN-y a été effectué au niveau des plasma des souris BALB/c des
différents groupes expérimentaux. Quant au dosage de I’IL-22, il a été réalisé au niveau
des plasma des patients atteints de MICI et des donneurs sains. Les mesures ont été
réalisées a I’aide de kits spécifiques conformément aux instructions du fabricant. Il s’agit
d’un dosage immuno-enzymatique de type sandwich. Les résultats sont exprimés en
pg/ml. Le seuil de détection des kits utilisés sont de 2pg/ml pour I’'IFN-y et de 16pg/ml
pour I’'IL-22.

11.4. Préparation des surnageants de culture des probiotiques et induction des

cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) :
11.4.1 Préparation des surnageants de culture des probiotiques :

e Surnageant de culture de Saccharomyces boulardii (sSb) :
Le surnageant de culture (sSb) a été obtenu apres mise en culture de 100mg/ml de
Saccharomyces boulardiisous forme lyophilisée (Ultralevure®) dans du RPMI1640
pendant 24h a 37°C. Par la suite, la suspension cellulaire a été centrifugée a 10000 rpm
pendant 30 min. Le surnageant a été récupéré puis filtré a I’aide d’un filtre a seringueavec

une taille de pores de 0,22 um afin d’éliminer toutes les cellules de S. boulardii.

e Surnageant de culture de I’Ultrabiotique® (sPro) :
Les probiotiques ont été mis en culture dans le milieu BHIB a raison de 2x10® UFC/ml
pendant 24h. A D’issue de cette étape, ils ont été mis en culture pendant 48h, dans du
milieu de culture RPMI1640enrichi avec 20% de SVF et 3% d’inuline. Le surnageant de
culture des probiotiques a été récupéré et centrifuge a 10000rpm pendant 1h a +4°C. Il a

¢été ensuite filtré a I’aide d’un filtre a seringue0,22 pm.
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11.4.2 Recupération et induction descellules mononuclées du sang périphérique :

La separation des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) a été realisée sur
un gradient de densité, en utilisant du Ficoll-Histopaque®. La densité du Ficoll utilisé (d=
1,077) est supérieure a celle des PBMCs et inférieure a celle des granulocytes et des
érythrocytes. Le sang a été d’abord dilué (V/V) avec du PBS stérile (pH=7.2-7.4) puis
déposé sur un volume de Ficoll. Apres centrifugation a 2800 rpm pendant 15 min, les
érythrocytes et les polynucléaires neutrophiles forment un culot au fond du tube, alors que
les PBMCs forment un anneau a I’interface du milieu Ficoll. L’anneau de PBMC a été
récupéré et a subit un lavage avec du PBS stérile. Les résidus de globules rouges ont éte
¢éliminés avec un tampon de lyse ACK suivi d’un autre lavage au PBS stérile. Par la suite,
le culot cellulaire a été resuspendu dans un volume approprié de RPMI1640 complet.
Apres avoir effectué le test de viabilité au bleu de Trypan, les cellules ont été mises en
culture a raison de 10° cellules/ml en présence et en absence de concentrations
décroissantes (dilutions) de surnageants de culture de I’Ultrabiotique® (sPro) et de
I’Ultralevure® (sSb) : 1/2, 1/8, 1/32. Les cellules ont été mises en culture a 37°C, sous
atmosphere humide en présence de 5% de COz. Apres 20 a 24h d’incubation, 1’état des
cellules a éte vérifié au microscope a phase inversée. Les surnageants de culture ont été
récupérés, centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min et conservés a -40°C pour le dosage
ultérieur du NO (Figure 16).

11.5 Dosages des nitrites résiduels dans le plasma et les surnageants de culture des

explants coliques par la méthode de Griess modifiee:

La production du NO dans le plasma et les surnageants de culture a été mesurée
indirectement a travers la quantification des nitrites (NO2), métabolites
physiologiquement stables du NO par la méthode de Griess modifié (Touil-Boukoffa et
al., 1998). L’échantillon a doser a ét¢ mélangé avec les réactifs de Griess et ’eau distillée
puis incubé a 1’obscurité¢ pendant 15min. Le produit de cette réaction est un colorant
azoique qui absorbe a 543 nm. L’extrapolation de la valeur des DO obtenues sur la courbe
étalon DO = f [NaNO2] établie antérieurement a partir d’une solution mere de NaNO>

1Mm, permet de déterminer les concentrations de nitrites résiduels.
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Les concentrations de nitrites dans le surnageant de culture des explantscoliques des

sourisont été normalisées au poids de chaque explant et exprimées enpM/mg.

11.6 Analyse statistique :

Les résultats présentés ont été exprimés sous forme de moyenne + I'Ecart Standard a la
Moyenne (SEM). L’analyse statistique a ¢été réalisée a I’aide du logiciel statistique
Graphpad Prism 6.01 (Graphpad Inc). La comparaison statistique entre les différents
groupes expérimentaux (Ctrl, Prb, DSS, DSS+Prb) a été réalisée par I’analyse de variance
(ANOVA) ou le test non-paramétrique de Kruskall-Wallis. Le test de student (t-test) et le
test non paramétrique de Mann et Whitney ont été utilisés pour la comparaison statistique
des taux de cytokines entre les témoins sains et les patients atteints de la maladie de Crohn
ou de la rectocolite hémorragique. L’analyse statistique pour mesurer les effets des
surnageants de culture de probiotiques ex vivo a été réalisée avec le test non-paramétrique
de Friedman. Dans I’ensemble des analyses, la différence est considérée comme

significative si la valeur du P statistique est inférieure a 0,05.
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Figurel5:Démarche expérimentale suivie dans I’étude de ’effet thérapeutique des

probiotiques au cours de la colite expérimentale induite par le DSS.
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Figure 16: Démarche expérimentale suivie dans I’étude de ’effet des surnageants de

culture de I’Ultrabiotique® et de 1’Ultralevure® sur la production du NO par les
PBMCs de patients atteints de MICI.
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Partie 111 Résultats et discussion

Partie | : Effets de I’administration thérapeutique des probiotiques sur I’induction

de la phase de remission au cours de la colite expérimentale.

L’observation d’une dysbiose chez les patients atteints de MICI a introduit le concept de
thérapie alternative a base de probiotiques (Marteau, 2006). En raison de leurs propriétés
régulatrices de I’homéostasie intestinale, de nombreux travaux de recherche se sont
intéressés a 1’étude de leur réle dans 1’induction et le maintien de la phase de rémission
dans les MICI. Bien que leur utilisation comme stratégie thérapeutique semble de plus en
plus prometteuse et pourrait étre envisagée, leur mécanisme d’action fait 1’objet d’amples

discussions et de nombreuses investigations d’actualité.

La présente étude s’integre dans la continuité des travaux menés par notre équipe ayant
montré le role préventif et immunomodulateur d’un cocktail de probiotiques :
I’Ultrabiotique®, au cours de la colite expérimentale (Abdelouhab et al., 2012 ; Toumi et
al., 2013). Dans cette premiere partie de notre travail, nous avons concentré nos efforts sur
’évaluation de I’efficacité de I’Ultrabiotique® dans le traitement de la colite aigue induite
expérimentalement avec le Dextran Sulfate Sodium (DSS) chez des souris BALB/c. Afin
d’y parvenir, nous avons dans ce sens, mis au point un modéle de colite sévére qui inclut
une phase de rémission. Cette phase permet 1’étude des mécanismes de régulation
cellulaire ainsi que les processus de réparation tissulaire. Les résultats obtenus dans cette
partie de notre travail ont fait 1’objet d’une publication internationale (Toumi et al., 2014).

Des résultats complémentaires ont également été apportés dans ce manuscrit.

.1 Etude de Ieffet de I’administration thérapeutique des probiotiques

(Ultrabiotique®) sur I’atténuation des symptomes cliniques de la colite :

Dans notre étude, la période expérimentale s’est étendue sur dix jours (de JO a J10)
(Figure 17A). Tout au long de cette période, nous avons suivi 1’évolution de la colite en
nous basant sur un ensemble de paramétres cliniques (DAI et variation du poids corporel).
Le DAI rassemble les scores de la perte de poids, les saignements rectaux et la consistance
des selles qui reflétent la sévérité de 1’inflammation. La variation du poids corporel

indique la persistance de I’inflammation (Murthy et al.,1993).
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L’administration de 3% de DSS dans I’eau de boisson des souris pendant 5 jours (de JO a
J4) a induit une colite aigue sévere. Aprés seulement 24h, de nombreux symptémes
cliniques sont apparus chez les souris du groupe ‘DSS’ : fatigue, poils hérissés ainsi que
I’apparition de selles molles. A partir de J3, un début de saignement rectal a été observé.
A la fin de la période d’induction de la colite aigue, c'est-a-dire J5, toutes les souris du
groupe ‘DSS’ souffraient d’une diarrhée hémorragique ainsi que d’une importante perte
de poids (Figure 17B). Par conséquent, un DAI élevé a été enregistré dans ce groupe
(Figure 17 C).

A partir de J5, nous avons arrété I’apport du DSS dans ’eau de boisson des souris pour
induire une phase de rémission ou de « récupération » (Figure 17A). Cette période s’est
étendue de J5 jusqu'a J10. Les souris du groupe ‘DSS’ ont continué a présenter un DAI
élevé ainsi qu’une évolution négative du poids corporel et ce, malgré I’absence de DSS
dans leur eau de boisson (Figure 17 B, C). De plus, comme indiqué dans la figurel7D, un
taux de mortalité de 50% a été enregistré dans ce groupe. Ainsi, il apparait clairement que
dans nos conditions expérimentales, les souris du groupe ‘DSS’ ont développé une colite
sévere dont les processus inflammatoires ne semblent pas s’atténuer durant la phase de

rémission.

Le traitement des souris du groupe ‘DSS+Prb’ par les probiotiques a débuté a J3. Ce jour
coincide avec I’apparition des saignements rectaux et 1’accentuation des symptomes
cliniques. De JO a J4, nous avons observé une similitude dans 1’évolution du DAI et du
poids corporel des souris du groupe ‘DSS’ et celles appartenant au groupe ‘DSS+Prb’
(Figure 17 B, C). Le traitement des souris par les probiotiques a induit une amélioration
de I’état général des souris du groupe ‘DSS+Prb’ en comparaison avec le groupe ‘DSS’.
En effet, nous avons remarqué une atténuation rapide des saignements rectaux ainsi
qu’une évolution positive du poids corporel (Figure 17B). De méme, une diminution
significative du DAI a été observée (Figure 17C)(p<0.01). Par ailleurs, nous avons

également relevé une amélioration du taux de survie dans ce groupe (Figure 17D).

Les souris du groupe ‘Prb,’ traitées uniquement par les probiotiques, n’ont montré aucun

signe particulier.
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Les observations cliniques relatives aux signes et aux symptdomes de la colite nous
permettent, dores et déja, de suggérer I’instauration d’un effet bénéfique des probiotiques

a travers I’induction et I’accélération de la phase de rémission.
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Figure 17: Effet des probiotiques sur ’amélioration des symptomes cliniques chez les
souris BALB/c. A) Plan expérimental ; B) Variation du poids corporel (%);C) Index
d’Activité de la Maladie (DAI). D) taux de survie (%) Ctrl (n=6): groupe contrdle ayant
regu I’eau de boisson ; DSS (n=12) : lot traité par le DSS pendant 5 jours suivie de 5 jours
d’eau de boisson ; DSS+Prb (n=10): lot ayant recu le DSS pendant 5 jours et un
traitement par des probiotiques pendant 7 jours ; Prb (n=6): lot traité uniqguement par les
probiotiques pendant 7 jours. (ns : p>0.05 ; *p<0.05 ; **p<0.01°
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1.2 Etude de I’effet des probiotiques sur la réparation des dommages tissulaires et

sur le renforcement de la fonction de barriére de I’épithélium intestinal:

1.2.1 Etudede I’effet thérapeutique des probiotiques sur les altérations macroscopique

du cblon :

La variation de la longueur et du poids du cdlon constitue un indicateur important de
I’atteinte colique. Ainsi, aprés sacrifice des souris a J10, les c6lons ont été soigneusement

prélevés pour les analyses macroscopiques et microscopiques (Figure 18A).

L’administration du DSS a induit une diminution hautement significative de la longueur
du c6lon des souris du groupe ‘DSS’ (p<0.0001). En effet, nous avons enregistré une
longueur moyenne de 4.97+£0.35 cm dans ce groupe alors que la longueur moyenne du
colon enregistrée dans le groupe ‘Ctrl’ était de 8.78+0.26 cm. De plus, le poids relatif du
cblon du groupe ‘DSS’ était significativement élevé par rapport au groupe ‘Ctrl’
(p<0.001) (Figure 18 B, C). Ces résultats concordent avec les observations cliniques et
suggerent la persistance de ’atteinte colique chez les souris du groupe ‘DSS’, notamment

du point de vue histologique.

L’évaluation de la longueur et du poids du co6lon chez les souris du groupe ‘DSS+Prb’ a
révelé une longueur moyenne du cdlon significativement éleveée (7.5£0.37cm vs
4.97+0.35cm ; p<0.001) et, au contraire, un poids relatif du c6lon significativement bas
(p<0.05) par rapport au groupe ‘DSS’.Comparativement au groupe ‘Ctrl’, nous avons noté
avec intérét ’absence de différences significatives dans la longueur et le poids relatif du
colon du groupe ‘DSS+Prb’ (Figure 18 B, C) (p>0.05). Ces résultats seraient en faveur
d’une amélioration des altérations histologiques suite au traitement des souris par les

probiotiques.
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Figurel8: Effet des probiotiques sur les altérations macroscopiques du célon.

A) Moyenne de la longueur du cdlon, B) Poids relatif du célon/poids corporel. Ctrl (n=6):
groupe controle ayant recu 1’eau de boisson ; DSS (n=6) : lot traité par le DSS pendant 5 jours
suivie de 5 jours d’eau de boisson ; DSS+Prb (n=8) : lot ayant recu le DSS pendant 5 jours et un
traitement par des probiotiques pendant 7 jours; Prb (n=6): lot traité uniquement par les
probiotiques pendant 7 jours. (ns : p>0.05 ; *p<0.05 ; **p<0.01 ; *** p<0.001 ; **** p<0.0001).

1.2.2 Etude de Deffet thérapeutique des probiotiques sur les altérations

microscopiques du célon :

e Etude histologique

Au cours de notre étude, nous avons employ¢ une coloration de routine, ’hématoxyline et
I’¢osine afin de vérifier I’effet de 1’administration des probiotiques sur la structure de

I’épithélium intestinal et ’infiltrat inflammatoire.

Les altérations tissulaires observées dans la colite expérimentale induite par le DSS sont
similaires a celles retrouvées dans la RCH survenant chez ’humain ; c'est-a-dire, une
architecture de la muqueuse profondément endommagée ou siégent des abces cryptiques

et un important infiltrat inflammatoire hétérogéne.
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La figure 19 indique les scores histologiques retrouvés chez les différents groupes
expérimentaux apres analyse de I’ensemble des lames histologiques. Les critéres utilisés
pour I’analyse histologique sont la présence de I’infiltrat inflammatoire et 1’étendue des

Iésions tissulaires.
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Figurel9: Score de I’analyse histologique du célon.

A) Score histologique B) photomicrographies montrant de la structure histologique du
cblon a faible grossissement (GX10). Ctrl (n=6): groupe contrdle ayant re¢u I’eau de
boisson ; DSS (n=6) : lot traité par le DSS pendant 5 jours suivie de 5 jours d’eau de
boisson; DSS+Prb (n=8) : lot ayant recu le DSS pendant 5 jours et un traitement par
des probiotiques pendant 7 jours ; Prb (n=6): lot traité uniquement par les probiotiques
pendant 7 jours. (Mugueuse (M), musculaire muqueuse (MM), sous muqueuse (SM) et
musculeuse (MU) ; *p<0.05)
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L’observation microscopique des fragments coliques des souris du groupe ‘Ctrl” montre
une organisation architecturale bien conservée. Cette organisation se présente sous forme
de couches constituées de I’intérieur vers I’extérieur par: la muqueuse (M), la musculaire
muqueuse (MM), la sous-muqueuse (SM) et la musculeuse (MU), comme indiqué sur les
figures 19A et 20A1. Au niveau de la muqueuse, 1’épithélium s’invagine pour former les
cryptes ou glandes de Lieberkihn (Figure 20 A2) qui sont soutenues par la lamina propria
(chorion). Celle-ci est parsemée d’une faible quantité de cellules mononuclées. Les
cryptes sont composées de plusieurs types de cellules dont les cellules caliciformes

productrices de mucus (figure 20 A2).

Un score histologique maximal a été attribué aux souris du groupe ‘DSS’ (Figure 19A).
En effet, I’examen histologique du cdlon de ces souris a révelé une architecture tissulaire
profondément altérée comparativement aux souris du groupe ‘Ctrl’. L’administration du
DSS a provoqué de nombreuses altérations tels que la perte compléte des cryptes, la
formation d’cedémes sous muqueux, ’atrophie de la muqueuse colique ainsi qu’un
¢paississement de la musculeuse. Une perte compléte de 1’épithélium bordant la lumicre
intestinale, une déplétion des cellules caliciformes ainsi qu’un infiltrat inflammatoire
hétérogene tres dense constitué notamment de cellules poly-morpho-nucléaires, de
lymphocytes et de plasmocytes ont été retrouvés chez toutes les souris du groupe ‘DSS’.
En outre, nous avons également noté¢ la formation d’abces cryptiques (présence de
neutrophiles dans la lumiere des cryptes) au niveau de la muqueuse colique des souris du
groupe ‘DSS’. A I’échelle macroscopique, ces modifications se traduisent

vraisemblablement par le raccourcissement significatif de la longueur du célon.

L’examen microscopique des fragments coliques provenant des souris du groupe
‘DSS+Prb’ a révélé une meilleure organisation tissulaire du colon en comparaison avec le
groupe ‘DSS’. Cette amélioration s’est traduite par une diminution significative du score
histologique en comparaison avec le groupe DSS (p<0.05) (Figure 19A). Comme nous le
montre les figures 20 D1, D2 et D3, la muqueuse colique du groupe ‘DSS+Prb’ est bien
stratifiée et présente de nombreux signes de réparation tissulaire et de restauration de la
barriere épithéliale. En effet, nous avons noté avec intérét la présence d’un aspect

régénératif des cryptes ainsi qu’une ré-épithélialisation de la muqueuse colique.
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Figure 20: Photomicrographies de la structure histologique du c6lon distal.

(A1, Gx100) groupe “Ctrl’ : coupe longitudinale au niveau de la paroi colique.(A2,G
x400) : coupe transversale de la muqueuse montrant les glandes de Lieberkiihn (GL) et les
cellules caliciformes CC) ;(B, Gx100):groupe Prb; (C1,Gx100; C2,Gx200 ;C3,Gx400) :
groupe ‘DSS’: altération étendue de la muqueuse (M), épaississement de la musculeuse
(MU) (e ),présences d’infiltrat cellulaire dans la muqueuse et sous muqueuse (SM) (™
), déplétion des cellules caliciformes et présence d’abces cryptiques (% (D1,GX100 ; D2,
GX400xZn ; D3Gx400)groupe DSS+Prb : organisation architectural stratifiée, aspect
regénératif des glandes au niveau de la muqueuse (yk), ré-épithelialisation de la muqueuse
(---- » ) (Coloration hématoxyline-éosine; Zn:Zoom numérique,.(MM);musculaire
muqueuse)
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Par ailleurs, nous avons noté, une diminution de I’infiltrat inflammatoire au niveau du
chorion ainsi que I’absence d’cedémes sous muqueux chez les souris du groupe
‘DSS+Prb’ (Figure 20 D1). L’atténuation de I’inflammation colique chez ces souris serait
due probablement aux propriétés anti-inflammatoires des probiotiques exercées au niveau

du c6lon.

Enfin, I’examen histologique des fragments coliques provenant des souris saines traitées
uniquement par les probiotiques (groupe ‘Prb’) n’a montré aucune différence en

comparaison avec les souris du groupe ‘Ctrl’ (figure 19, 20B).

1.2.3 Etude de D’effet des probiotiques sur la production du mucus par les cellules

caliciformes au cours de la colite expérimentale :

Etant une composante intégrante de la barriére épithéliale intestinale, le mucus joue un
role pivot dans la protection de I’organisme contre 1’invasion bactérienne et dans le
maintien de Dintégrit¢ de 1’épithélium intestinal. Cependant, dans les MICI et en
particulier dans la RCH, la couche de mucus est endommagée (Larsson et al., 2011). Afin
de mettre en évidence I’influence des probiotiques sur la production du mucus par les
cellules caliciformes, nous avons procédé a la coloration spécifique au bleu Alcian qui

donne une teinte bleuatre aux mucines.

L’analyse microscopique du colon des souris du groupe ‘DSS’ a montré une coloration
bleue "quasiment"” absente au niveau de la muqueuse (Figure 21 C1, C2) en comparaison
avec le groupe "Ctrl" (Figure 21 A). Cette observation indique la perte des glandes de
Lieberkihn et la déplétion des cellules caliciformes au niveau de la muqueuse colique
suite au traitement des souris par le DSS. Ces données confirment I’installation d’une
colite sévere chez les souris de ce groupe. Ils nous permettent également de suggérer que
les processus anti-inflammatoires nécessaires a la résolution de 1’inflammation ainsi que

les mécanismes de réparation tissulaires sont insuffisants pour atténuer la colite.

Par rapport au groupe ‘DSS’, nous avons noté avec intérét, la présence d’un nombre
important de cellules sécrétrices de mucus au niveau de la muqueuse colique des souris
appartenant au groupe ‘DSS+Prb’ (Figure 21 D1, D2). Ces résultats concordent avec ceux
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rapportés dans notre précédente étude (Toumi et al., 2013). lls confirment une fois de
plus, I’implication bénéfique des probiotiques dans le renforcement de la barriere
épithéliale.

En outre, nous avons observé une trés forte coloration au bleu Alcian chez les souris du
groupe ‘Prb’ en comparaison avec le groupe ‘Ctrl’ traduisant une trés forte production de

mucus (Figure 21 B).

Figure21: Photomicrographies représentatives de la production du mucus au niveau
du codlon distal. (A, Gx400) groupe Ctrl ; (B, Gx100) groupe Prb;(C1, Gx100; C2,
Gx200) Groupe DSS;(D1, Gx200; Gx400) groupe DSS+Prb. (Mugueuse (M),
musculaire muqueuse (MM), sous muqueuse (SM) et musculeuse (MU).
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1.2.4. Etude de ’effet des probiotiques sur I’expression génique de I’TL-22, de son
récepteur IL-22R et de I’'TL-33 :

De nombreuses études ont suggéré I’implication des cytokines IL-22 et IL-33 dans les
mécanismes de réparation et cicatrisation des lésions tissulaires intestinales. Ces derniéres
semblent promouvoir la régénération des cellules épithéliales et la restitution des cellules
caliciformes (Li et al., 2014 ; Grop et al., 2012). De ce fait, il nous a semblé intéressant

d’étudier I’influence des probiotiques sur leur expression au niveau du colon distal.

En raison de la faible reproductibilité des dosages de cytokines dans les homogeénats
tissulaires par la technique ELISA, nous avons procédé a des dosages par RT-PCR a partir

des ARN extraits du colon distal.

o Expression génique de I’IL-22 et de ’IL-22R

Les figures 22A et 22B montrent respectivement le niveau d’expression de I’ARNm de

I’TL-22 et de son récepteur IL-22R chez les différents groupes expérimentaux.

Comparativement au groupe ‘Ctrl’, aucune différence significative dans le taux
d’expression des transcrits de I’[L-22 n’a été observée chez les souris du groupe ‘DSS’
(Figure 22A).En revanche, nous avons enregistré une augmentation significative de
I’expression des transcrit de son récepteur IL-22R, au niveau du célon distal des souris du
groupe ‘DSS’(p<0.05).

Les souris traitées par des probiotiques (groupe ‘DSS+Prb’) ont montré de maniére
intéressante, des taux éleves des transcrits de 1’'TL-22 comparaison faite avec le groupe
‘DSS’ et le groupe ‘Ctrl” (Figure 22A). La différence reste cependant statistiquement non
significative. Nous avons également enregistré une augmentation trés significative des
transcrits de 1’'IL-22R chez ces souris comparativement au groupe ‘Ctrl’ (Figure 22B)
(p<0.01).
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Par ailleurs, une augmentation concomitante de I’ARNm de I’'IL-22 (p<0.05) et de son
récepteur (IL-22R) a été observée chez les souris du groupe ‘Prb’ en comparaison avec le
groupe ‘Ctrl’ (Figure 22A, B).

La production insuffisante de 1’IL-22 durant la phase de rémission chez les souris du
groupe ‘DSS' retarde probablement, la régénération des cryptes et la production du mucus

qui est essentielle au maintien de la fonction de barriére de 1’épithélium intestinal.
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Figure22:Expression relative de PARNm de I’IL-22 (A) et de son récepteur IL-22R
(B) au niveau du c6lon distal.

Ctrl (n=4): groupe contréle ayant regu I’ecau de boisson ; DSS (n=4) : lot traité par le DSS
pendant 5 jours suivie de 5 jours d’eau de boisson ; DSS+Prb (n=4) : lot ayant recu le
DSS pendant 5 jours et un traitement par des probiotiques pendant 7 jours ; Prb (n=4): lot
traité uniquement par les probiotiques pendant 7 jours. (NS p>0.05 ; * p<0.05; **
p<0.01).
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e Expression génique de I’IL-33 :

L’analyse de des taux d’expression des transcrits de 1’IL-33 au niveau du cblon des souris
du groupe ‘DSS’ et du groupe ‘Ctrl’ n’a pas montré de différence significative (p>0.05).
En revanche, chez les souris du groupe ‘DSS+Prb’, nos résultats ont révélé une
surexpression du géne codant I'TL-33. A ce titre, il est intéressant de noter une
augmentation significative des transcrits de 1’IL-33 dans le groupe ‘DSS+Prb’ par rapport
au groupe ‘DSS’ et au groupe ‘Ctrl’ (p<0.05) (Figure 23).

Par ailleurs, la comparaison des taux de 1’expression génique de 1’IL-33 entre les souris du
groupe ‘Prb’ et les souris du groupe ‘Ctrl” a montré une augmentation non significative

des taux de transcrits de 1’IL-33 (p>0.05) (Figure 23).

£ 150 - .
= r =
I'I::":: s
= 100 -

a
-

g% S04

= a 20
=
o
@ 10 +
>
=
L 0 -

wn
v
(-]

Ctrl
Prb

Figure23: Expression relative de PARNm du récepteur IL-33 au niveau du c6lon
distal.Ctrl (n=4): groupe contréle ayant regu I’eau de boisson ; DSS (n=4) : lot traité par
le DSS pendant 5 jours suivie de 5 jours d’eau de boisson ; DSS+Prb (n=4) : lot ayant
recu le DSS pendant 5 jours et un traitement par des probiotiques pendant 7 jours ; Prb
(n=4): lot traité uniquement par les probiotiques pendant 7 jours. (NS p>0.05 ; * p<0.05).

Compte tenu des résultats obtenus et représentés ci-dessus, nous pouvons suggérer gque la
régulation de 1’expression de I’[L-22 et de 1’IL-33au niveau du cblon figure parmi les
mécanismes déployés par les probiotiques pour initier les processus de reparation

tissulaire.
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1.3 Etude des propriétés immunomodulatrices des probiotiques sur la réponse

immunitaire locale :

L’altération de la barriére épithéliale par le DSS favorise I’intrusion des bactéries et des
antigénes luminaux dans le chorion. La reconnaissance de ces antigénes par différents
récepteurs tels que les TLRs induirait ’activation de nombreuses voies de signalisation,
notamment la voie NF-kB et la libération de différents médiateurs pro-inflammatoires tels
que les cytokines et le NO (Kawai et Akira, 2010). La surexpression de ces médiateurs
pro-inflammatoires contribuerait a 1’exacerbation de la réponse inflammatoire et a
I’apparition des 1ésions tissulaires dans les MICI. Dans notre étude nous nous sommes
intéressés a 1’évaluation de 1’effet immunomodulateur des probiotiques en ciblant

I’expression de ces différents acteurs de la réponse immunitaire.

1.3.1 Effet des probiotiques sur I’expression du TLR-4 au niveau du cdlon distal:
A) Etude de I’expression génique du TLR-4 :

L’étude de I’expression génique du TLR-4 a été réalisée par RT-PCR a partir des ARNm

extraits du cblon distal.

Comme indiqué dans la figure 24A, ’analyse des transcrits a révélé une surexpression
hautement significative des transcrits du TLR-4 chez les souris du groupe ‘DSS’ en
comparaison avec les souris du groupe ‘Ctrl’ (p<0.01). Ces résultats sont en accord avec
les travaux de Giahi et al ayant rapporté une surexpression du gene codant le TLR-4 au

cours de la colite expérimentale induite par le DSS (Giahi et al., 2012).

En revanche, le traitement des souris avec les probiotiques (groupe ‘DSS+Prb’) a induit
une diminution significative de I’expression génique du TLR-4 en comparaison avec le
groupe ‘DSS’ (p<0.05) (Figure 24B). Par ailleurs, le traitement des souris « saines »
uniquement avec des probiotiques (groupe ‘Prb’) a induit une augmentation non
significative de ’ARNm du TLR-4 au niveau du célon en comparaison avec le groupe
‘Ctrl” (p>0.05) (Figure 24A).
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Figure 24: Expression relative de ’ARNm du TLR-4 au niveau du colon distal.

A) Evaluation de I’effet de I’administration du DSS et des probiotiques a des souris
témoins « souris saines » ; B) Evaluation de 1’effet des probiotiques administrés aux souris
atteintes d’une colite induite par le DSS « souris malades ». Ctrl (n=4): groupe contrdle
ayant re¢u 1’eau de boisson ; DSS (n=4) : lot traité par le DSS pendant 5 jours suivie de 5
jours d’eau de boisson ; DSS+Prb (n=4) : lot ayant regu le DSS pendant 5 jours et un
traitement par des probiotiques pendant 7 jours ; Prb (n=4): lot traité uniquement par les
probiotiques pendant 7 jours. (NS p>0.05 ; * p<0.05; ** p<0.01).

B) Etude de ’expression in situ du TLR-4 par immunofluorescence :

Les données obtenues a partir de I’étude de I’expression in situ du TLR-4 chez les
différents groupes expérimentaux s’alignent avec les résultats de 1’analyse
transcriptomique, rapportés ci-dessus. En effet, I’'immunomarquage du TLR-4 au niveau
du cdlon distal a révélé une forte expression de ce récepteur chez les souris du groupe
‘DSS’ par rapport aux souris du groupe ‘Ctrl” (Figure 25 C1). De plus, comme le montre
la figure 25 C2, I’'immunoréactivité du TLR-4 (révélée par I’'immunofluorescence) est
particulierement intense au niveau de la lamina propria ou I’infiltrat inflammatoire est tres

dense.

Comparativement au groupe ‘DSS’, nous avons constaté chez les souris traitées par les
probiotiques (groupe ‘DSS+Pr) une baisse considérable de I’immunofluorescence. Cette
observation refléte la diminution de I’expression du TLR-4 au niveau de la muqueuse

(Figure 25 D1), mais aussi au niveau de la lamina porpria (Figure 25D2). Par ailleurs,
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aucune différence notable n’a été relevée chez les souris du groupe ‘Prb’ par rapport au

groupe ‘Ctrl’ (Figure 25B).

Les résultats obtenus nous permettent de suggérer que les probiotiques exercent un réle
anti-inflammatoire a travers I’engagement d’un mécanisme impliquant la régulation

négative de I’expression du TLR-4.

Figure 25: Etude de I’expression in situ du TLR-4 au niveau du célon distal. (A)
groupe Ctrl ; (B) groupe Prb. (C1, C2) groupe DSS ; (D1, D2) groupe DSS+Prb. (Gx200.
( — : Immunoréactivité du TLR-4 ; Muqueuse (M) ; sous muqueuse (SM).
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1.3.2 Etude de I’effet des probiotiques sur la voie de signalisation intracellulaire NF-

KB :

En tenant compte des résultats obtenus, il est probable que 1’effet anti-inflammatoire des
probiotiques implique également une régulation négative de la voie de signalisation NF-
kB. De ce fait, nous avons réalisé une étude immuno-histochimique sur les fragments
coliques des souris afin de déterminer I’expression de ce facteur chez les différents

groupes expérimentaux.

La figure 26 C1 montre la présence d’une forte expression de la sous unité P65 du NF-kB
au niveau de la muqueuse colique des souris du groupe ‘DSS’. Comme pour les résultats
de I'immuno-marquage du TLR-4, une forte expression du facteur de transcription NF-xB
a été observée au niveau de la mugueuse et de la sous muqueuse (Figure 26 C2). Nos
résultats concordent avec les travaux récents ayant demontré une surexpression du NF-xB
au cours de la colite expérimentale induite par le DSS (Dou et al., 2013; Soufli et
al.,2015). Dans ce contexte, nous avons également noté la présence d’une faible
immunoréactivité au niveau de la lamina propria des souris des groupes ‘Ctrl” (Figure
26A) et ‘Prb’ (Figure 26B)

Concernant les souris du groupe ‘DSS+Prb’, nos résultats mettent en évidence une nette
régression de I’expression de la sous unité P65 du NF-kB en comparaison avec les souris
du groupe ‘DSS’ (Figure 26 D1, D2). Ces résultats nous permettent de suggérer que
I’Ultrabiotique® a exercé un effet anti-inflammatoire en interférant avec la voie

d’activation du ce facteur.

Rappelons que le NF-kB induit 1’expression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
ainsi que des mediateurs pro-inflammatoires, notamment 1’enzyme inductible NOS-2
responsable de la production accrue de monoxyde d’azote (NO) (Caamano et Hunter,
2002).
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Figure 26: Etude de I’expression du NF-kB au niveau du célon. (A) groupe Ctrl ; (B)
groupe Prb; (C1 Gx100, C2Gx400) groupe DSS ; (D1 x100, D2 Gx400) groupe DSS+Prb.
((—) immunomarquage positif; Muqueuse (M); sous muqueuse (SM); Zn: Zoom
numérique)

1.3.3Etude de I’effet des probiotiques sur le systéeme NOS-2/NO:

L’activation de la NOS-2 est régulée positivement au niveau transcriptionnel par plusieurs
facteurs, notamment les cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a), le LPS et de
nombreux composants bactériens ou viraux. Son expression est principalement induite
apres activation du facteur de transcription NF-xB (Ignarro, 2000;Lowenstein et al., 1998)
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Les études menées par notre équipe sur des patients atteints de MICI ont mis en exergue
le role délétére du monoxyde d’azote durant les phases de poussées et de rémissions
survenant au cours des MICI (Rafa et al., 2010 ; 2013). De méme, nos travaux antérieurs
conduits dans le méme sens ont mis en évidence I’implication du monoxyde d’azote dans
la survenue des lésions tissulaires au cours de la colite expérimentale induite par le DSS
(Abdelouheb et al., 2012 ; Toumi et al., 2013 ; Soufli et al., 2015). Dans la présente étude,
nous avons voulu situer I’implication de ce bio-marqueur durant la phase de rémission de
la colite aigue induite par le DSS. Nous nous sommes également penchés sur I’influence
de I’administration thérapeutique des probiotiques sur sa modulation. Ainsi, nous avons
¢étudié I’expression la NOS-2 au niveau du c6lon distal des souris des différents groupes
expérimentaux. Enfin, nous avons également cherché a déterminer le niveau de

production local du NO sur un systéme ex vivo réalisé sur culture d’explants coliques.
A) Etude de I’expression génique de la NOS-2 :

L’analyse des transcrits a révéle une surexpression hautement significative du géne

codant la NOS-2 chez les souris du groupe ‘DSS’ en comparaison avec les souris du

groupe ‘Ctrl’ (p<0.01) (Figure 27A).

La comparaison des taux d’expression génique de la NOS-2 chez les souris des groupes
‘DSS’ et ‘DSS+Prb’ a montré une différence significative. En effet, comme indiqué dans
la figure 27 B, le taux d’expression de la NOS-2 chez les souris du groupe ‘DSS+Prb’
traitées par les probiotiques est nettement inferieur a celui retrouvé chez les souris du
groupe ‘DSS’ ayant regu uniquement de 1’eau de boisson durant la phase de rémission.
(p<0.05).

Par ailleurs, I’administration des probiotiques seuls a également induit une augmentation
des transcrits de la NOS-2 chez les souris du groupe ‘Prb’. Cette augmentation demeure

cependant statistiquement non significative (p>0.05) (Figure 27 A).
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Figure 27: Expression relative de ’ARNm de la NOS-2 au niveau du colon distal. A)
Evaluation de I’effet de I’administration du DSS et des probiotiques a des souris témoins
«souris saines » ; B) Evaluation de 1’effet des probiotiques administrés aux souris
atteintes d’une colite induite par le DSS « souris malades ». Ctrl (n=4): groupe contrdle
ayant re¢u 1’eau de boisson ; DSS (n=4) : lot traité par le DSS pendant 5 jours suivie de 5
jours d’eau de boisson ; DSS+Prb (n=4) : lot ayant recu le DSS pendant 5 jours et un
traitement par des probiotiques pendant 7 jours ; Prb (n=4): lot traité uniquement par les
probiotiques pendant 7 jours. (NS p>0.05 ; * p<0.05; ** p<0.01).

B) Etude de I’expression in situ de la NOS-2 par immuno-histochimie:

L’analyse immuno-histochimique a révélé la présence d’un fort marquage de la NOS-2 au
niveau de la muqueuse colique des souris du groupe ‘DSS’ en comparaison avec les souris
du groupe "Ctrl" (Figure 28C1). Il est intéressant de noter queles zones présentant une
forte expression de la NOS-2 surexpriment également le TLR-4 et le facteur NF-kB. En
effet, le marquage de la NOS-2 est particulierement intense au niveau du chorion ou se

trouve un important infiltrat de cellules immunitaires (Figure 28C2).

En ce qui concerne les souris du groupe ‘DSS+Prb’, leur traitement par des probiotiques a
provoqué une regression de expression de la NOS-2 au niveau du célon distal en
comparaison avec les souris du groupe ‘DSS’ (Figure 28D1, 2). Ces résultats corre¢lent
avec les observations topographiques du colon des souris du groupe ‘DSS+Prb’ montrant

une diminution drastique de I’infiltrat inflammatoire au niveau de la muqueuse et de la
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sous muqueuse. De plus une meilleure organisation tissulaire a été observee dans ce
groupe. Par ailleurs, aucune différence n’a été relevée chez les souris du groupe ‘Prb’ en

comparaison avec le groupe ‘Ctrl” (Figure 28B).

Figure 28 : Etude de I’expression de la NOS-2 au niveau du célon. (A) groupe
Ctrl ; (B) groupe Prb (Gx100xZn) ; C1 Gx100, C2Gx400) groupe DSS ; (D1 x100, D2
Gx400) groupe DSS+Prb. ((—) immunomarquage positif; Muqueuse (M) ; sous
mugqueuse (SM) ; Zn : Zoom numérique)

81



Partie II1 Résultats et discussion

C) Etude de I’effet des probiotiques sur la production ex vivo du monoxyde d’azote

au niveau des surnageants de culture des explants coliques:

L’évaluation du taux de production du monoxyde d’azote (NO) a été réalisée a travers le
dosage des nitrites (NO2", métabolites physiologiquement stables du NO) par la méthode
de Griess modifiée (Touil-Boukoffa et al., 1998).

Comme décrit précédemment, le NO est un radical fortement réactif doté d’un fort
potentiel antimicrobien. Cependant, produit en forte quantité par la NOS-2, il contribuerait
a ’exacerbation de la réponse inflammatoire et a 1’apparition des dommages tissulaires.
Nos résultats révelent la présence d’une production accrue de NO au niveau des cultures
d’explants coliques des souris du groupe ‘DSS’ en comparaison avec le groupe ‘Ctrl’
(20,89+1,65uM /mg vs11,97 +1,56 uM /mg) (Figure 29). Ces résultats corrélent de fagon
positive avec 1’expression génique de la NOS-2 au cours de la colite aigue. lIs reflétent
également la persistance des processus pro-inflammatoires méme apres 1’arrét de
I’administration du DSS. En effet, le NO est un puissant médiateur pro-inflammatoire
produit principalement par le systéme "monocyte/ macrophage” en présence notamment

de cytokines pro-inflammatoires inductrices de la NOS-2 (Lowenstein et al., 1998).

La mesure des taux de nitrites au niveau des surnageants de culture des explants coliques
a révélé une diminution hautement significative du taux de NO chez les souris du groupe
‘DSS+Prb’ en comparaison avec le groupe ‘DSS’ (8.85+ 1.31 uM/mg vs
20,89+1,65uM /mg) (Figure 29). Ces résultats renforcent notre hypothése selon laquelle
les effets anti-inflammatoires des probiotiques passent par un mécanisme impliquant la

diminution de production du NO.

Par ailleurs, le taux moyen de nitrites enregistré dans le groupe ‘Prb’ est de
14,71+2.86uM /mg. La comparaison de ces teneurs avec les taux de production des
nitrites chez les souris du groupe ‘Ctrl’ ne montre aucune différence statistiquement

significative (Figure 29).
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Figure 29: Effet des probiotiques sur la production ex vivo du NO au niveau des
explants coliques. Ctrl (n=4): groupe controle ayant regu 1’eau de boisson ; DSS (n=4) :
lot traité par le DSS pendant 5 jours suivie de 5 jours d’eau de boisson ; DSS+Prb
(n=4) : lot ayant recu le DSS pendant 5 jours et un traitement par des probiotiques
pendant 7 jours; Prb (n=4): lot traité uniquement par les probiotiques pendant 7
jours.(ns : p>0.05 ; *p<0.05 ; ***p<0.001)

1.3.4 Etude de I’effet des probiotiques sur I’expression cytokinique au niveau du

c6lon distal des souris BALB/c :
A) Etude de I’effet des probiotiques sur I’expression de I’IL-6 et du TGF-f :

L’IL-6 figure parmi les acteurs principaux de la physiopathologie des maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (Yamamoto et al., 2000). Elle induit la production
des cytokines pro-inflammatoires et augmente 1’expression des protéines d’adhésion qui
participent a la migration et a ’activation des cellules inflammatoires au niveau de
I’intestin (Mudter et Neurath 2007). En revanche, le TGF-f est une cytokine
immunorégulatrice dotée d’une forte activité immunosuppressive. De nombreux travaux
sur des modeles expérimentaux de MICI ont mis en exergue I’importance du réle du TGF-
B dans I’atténuation de la colite expérimentale (Kulkarni et al., 1993; Monteleone et al.,
2012).
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En outre, I’IL-6 et le TGF-B orchestrent la différentiation des lymphocytes T vers un
profil T régulateur de maniere dose-dépendante (Liu et al., 2008; Samanta et al., 2008).
De ce fait, il nous a semblé intéressant d’évaluer les effets des probiotiques sur

I’expression colique de I’IL-6 et du TGF-p.

Les figures 30 et 31 présentent les niveaux des ARNm de I’'IL-6 et du TGF-B pour les
quatre groupes expérimentaux. Une augmentation significative des ARNm de 1’IL-6 et du
TGF-B a été retrouvée chez les souris du groupe ‘DSS’ par rapport au souris du groupe

‘Ctrl” (p<0.01) (Figure 30A, 31A).

Concernant I’effet des probiotiques durant la phase de rémission, nous avons noté avec
intérét une nette diminution au niveau de I’expression génique de 1’IL-6 dans le groupe
‘DSS+Prb’ par rapport au groupe ‘DSS’ (p<0.05) (Figure 30B). Au contraire, une
augmentation statistiquement non significative a pu étre observée au niveau des ARNm du
TGF-B chez les souris du groupe ‘DSS+Prb’ (Figure 31B).

Chez les souris du groupe ‘Prb’, malgré qu’une augmentation soit observée au niveau de
I’expression des ARNm de ces cytokines (TGF- B et IL-6), elle reste statistiguement non
significative (Figure 30A, 31A).

Les données relevées ci-dessus, nous amenent a suggérer que les probiotiques utilisés
dans notre étude contribuent a 1’orientation de la réponse immunitaire vers un profil

immuno-régulateur nécessaire a la résolution de 1’inflammation.
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Figure30: Expression relative de ’ARNm de I’'IL-6 au niveau du colon distal. A)
Evaluation de I’effet de ’administration du DSS et des probiotiques a des souris témoins
«souris saines » ; B) Evaluation de I’effet des probiotiques administrés aux souris
atteintes d’une colite induite par le DSS « souris malades ».
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Figure3l: Expression relative de ’ARNm du TGF-p au niveau du célon distal. A)
Evaluation de I’effet de I’administration du DSS et des probiotiques a des souris témoins
«souris saines » ; B) Evaluation de D’effet des probiotiques administrés aux souris
atteintes d’une colite induite par le DSS « souris malades ».

Ctrl (n=4): groupe contrdle ayant regu I’eau de boisson; DSS (n=4) : lot traité par le DSS
pendant 5 jours suivie de 5 jours d’eau de boisson;DSS+Prb (n=4) : lot ayant recu le DSS
pendant 5 jours et un traitement par des probiotiques pendant 7 jours; Prb (n=4): lot traité
uniquement par les probiotiques pendant 7 jours. (ns p>0.05; * p<0.05; ** p<0.01).
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B) Etude de I’effet des probiotiques sur I’expression du CCR-6 :

Dans le but de poursuivre la caractérisation des propriétés anti-inflammatoires et
immunorégulatrices des probiotiques, il nous a semblé important d’étudier I’influence des
probiotiques sur I’expression du récepteur de chimiokine, CCR-6. Ce dernier, constitue le
récepteur exclusif du CCL20; une chimiokine hautement impliquée dans la migration et le
recrutement des cellules inflammatoires (Uchida et al., 2015).

L’analyse des transcrits du CCR-6 a revélé une augmentation hautement significative de
ses ARNmM chez les souris du groupe ‘DSS’ par rapport au souris du groupe ‘Ctrl’
(p<0.01) (Figure 32A). Nos résultats ont également révélé une diminution significative de
I’expression du CCR-6 chez les souris du groupe ‘DSS+Prb’ ayant recu un traitement par
les probiotiques en comparaisonavec les souris du groupe ‘DSS’ (p<0.05) (Figure 32B).
Ces résultats suggerent que les probiotiques pourraient diminuer I’amplitude de la réponse
immunitaire au niveau du colon en interférant avec les processus de migration et de
recrutement des cellules inflammatoires. Par ailleurs, chez les souris du groupe ‘Prb’, une
augmentation de 1’expression des ARNm du CCR-6 a été observée mais elle reste
statistiquement non significative (p>0.05) (Figure 32A).
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Figure 32: Expression relative de PARNm du CCR-6 au niveau du colon distal. A)
Evaluation de I’effet de ’administration du DSS et des probiotiques a des souris témoins
«souris saines » ; B) Evaluation de D’effet des probiotiques administrés aux souris
atteintes d’une colite induite par le DSS « souris malades ». (ns p>0.05 ;* p<0.05; **
p<0.01).
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C) Etude de D’effet des probiotiques sur I’expression du facteur de transcription
FoxP3 :

En vue de la confirmation du réle immuno-régulateur des probiotiques, nous avons
recherché la présence de la population Treg au niveau du cblon. Pour cela, nous avons été
amenés a 1’étude de I’expression génique du facteur de transcription FoxP3, marqueur

caractéristique la population Treg.

Comme le montre la figure 33 A, les souris du groupe ‘DSS’ présentent une augmentation
non significative de 1’expression génique du FoxP3 au niveau du cdlon en comparaison
avec les souris du groupe ‘Ctrl” (p>0.05). Concernant ’effet des probiotiques exercé au
cours de la phase de rémission, nous avons noté avec intérét une augmentation
significative de I’expression de ce facteur chez les souris du groupe ‘DSS+Prb’ par
rapport aux souris du groupe ‘DSS’ (p<0.05) (Figure 33B). Ces résultats concordent avec
d’autres travaux ayant démontré la capacité des probiotiques a orienter la réponse
immunitaire vers un profil immunorégulateur (Karimi et al., 2009; Kwonet al., 2010 ).
Nos résultats justifient amplement la capacité des probiotiques a promouvoir une réponse
immunorégulatrice nécessaire au retour de 1’homéostasie intestinale. Par ailleurs, une
augmentation non significative des transcrits de FOxP3 a été observée chez les souris du
groupe ‘Prb’ (p>0.05).
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Figure33: Expression relative de ’ARNm du Foxp3 au niveau du célon distal. A)
Evaluation de I’effet de 1’administration du DSS et des probiotiques a des souris témoins
«souris saines » ; B) Evaluation de I’effet des probiotiques administrés aux souris
atteintes d’une colite induite par le DSS « souris malades ». (ns p>0.05 ; * p<0.05).
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.4 Evaluation des I’effet de I’administration orale des probiotiques sur la réponse

immunitaire systémique:

Bien que I’inflammation induite par le DSS soit confinée principalement au niveau du
colon, il nous a semblé intéressant d’évaluer la réponse immunitaire systémique dans
notre modele d’étude. Il nous a également paru important d’explorer I’impact de

I’administration des probiotiques par voie orale sur la réponse immunitaire systémique.

1.4.1 Mesure du poids de la rate:

La rate est un organe lymphoide secondaire ou se déroule la reconnaissance antigénique,
c’est un organe riche en macrophages et en lymphocytes B et T. De ce fait,
I’augmentation de la taille et du poids de la rate sont considérés comme des indicateurs
importants de la réponse immunitaire systémique. A 1’issue de chaque sacrifice, la rate a
été prélevée et pesée. Les résultats obtenus montrent une augmentation significative du
poids relatif de la rate chez les souris du groupe ‘DSS’ en comparaison avec le groupe
‘Ctrl” (p<0.0001). En revanche, le traitement des souris avec les probiotiques a engendré
une diminution hautement significative du poids relatif de la rate chez les souris du groupe
‘DSS+Prb’ en comparaison avec le groupe ‘DSS’ (p<0.0001). Par ailleurs, aucune
différence significative na été observée chez les souris du groupe ‘Prb’ en comparaison

avec le groupe ‘Ctrl’ (p>0.05) (Figure 34).
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Figure 34: Poids relatif de la rate chez les différents groupes
expérimentaux.Ctrl (n=6): groupe contrdle ayant regu 1’eau de boisson ; DSS (n=6) : lot
traité par le DSS pendant 5 jours suivie de 5 jours d’eau de boisson ; DSS+Prb (n=8) :
lot ayant recu le DSS pendant 5 jours et un traitement par des probiotiques pendant 7
jours ; Prb (n=6): lot traité uniquement par les probiotiques pendant 7 jours(ns p>0.05 ;
**** p<0.0001).

1.4.2 Etude de la production du NO in vivo au niveau du plasma des souris BALB/c :

Notre étude a révélé la présence de teneurs systémiques élevées de NO chez les souris du
groupe ‘DSS’ par rapport aux souris du groupe ‘Ctrl’ et ce, malgré I’induction d’une
phase de rémission. En effet, nous avons enregistré dans le groupe ‘DSS’ un taux moyen
de nitrites résiduels de 15,85+1,18uM, alors que le taux moyen retrouvé chez les souris du
groupe ‘Ctrl’ était de 6,26+0,38uM (p<0.0001) (Figure 35). Ces résultats confortent nos
précédents travaux ayant montré la présence d’une production accrue de NO a I’échelle
systémiqgue au cours de la colite aigue induite par le DSS (Toumi et al., 2013; Soufli et al.,
2015).

Par ailleurs, la comparaison des teneurs plasmatiques en nitrites résiduels entre les souris
du groupe ‘DSS’ (15,85+1,18 pM) et les souris du groupe ‘DSS+Prb’ (7,67£0,71p) a
montré de maniére évidente, une diminution significative du NO plasmatique chez les
souris traitées par les probiotiques (p<0.001). De plus, la comparaison des taux de
production du NO enregistrés dans le groupe ‘DSS+Prb’ et le groupe ‘Ctrl” n’a montré

aucune différence significative (p>0.05) (Figure 35).
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En outre, aucune différence significative n’a été relevée chez les souris du groupe ‘Prb’
(6,267+£0,38uM) en comparaison avec le groupe ‘Ctrl’ (7,86+0,63uM). Notons que les
profils de production du NO in vivo et in vitro sont corrélés pour les différents groupes

expérimentaux (Figure 35).

1.4.3 Etude de la production de PIFN-y in vivo au niveau du plasma des souris
BALB/c:

Nos résultats ont mis en évidence la présence de taux d’IFN-y significativement élevés
chez les souris du groupe ‘DSS’ en comparaison avec le souris du groupe ‘Ctrl’ (p<0.05)
(Figure 36). Le traitement des souris par les probiotiques a induit une diminution
significative des taux d’IFN-y chez les souris du groupe ‘DSS+Prb’ en comparaison avec
les souris du groupe ‘DSS’ (p<0.05). Rappelons que I’'IFN-y constitue un inducteur
essentiel de la NOS-2 dans les macrophages et les cellules épithéliales. Ainsi, nous avons
noté la présence d’une corrélation positive entre les taux de production d’IFN-y et de NO
dans ces groupes. Par ailleurs, aucune différence significative dans les taux de production
de ’IFN-y entre les souris du groupe ‘Prb’ et du groupe ‘Ctrl’ n’a été observée (P>0.05)
(Figure 36).
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Figure 35: Effet des probiotiques sur la production in vivo du NO.Ctrl (n=6): groupe
contréle ayant regu 1’eau de boisson ; DSS (n=6) : lot traité par le DSS pendant 5 jours
suivie de 5 jours d’eau de boisson ; DSS+Prb (n=8) : lot ayant recu le DSS pendant 5
jours et un traitement par des probiotiques pendant 7 jours; Prb (n=6): lot traité
uniquement par les probiotiques pendant 7 jours. (ns p>0.05;* p<0.05;*** p<0.001 ; ****
p<0.0001).
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Figure 36: Effet des probiotiques sur la production in vivo de I'IFN-y.Ctrl (n=6):
groupe contrdle ayant regu 1’eau de boisson ; DSS (n=6) : lot traité par le DSS pendant 5
jours suivie de 5 jours d’eau de boisson; DSS+Prb (n=8): lot ayant recu le DSS
pendant 5 jours et un traitement par des probiotiques pendant 7 jours ; Prb (n=6): lot
traité uniquement par les probiotiques pendant 7 jours. (ns p>0.05 ; * p<0.05)
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Partie |l : Etude de ’effet immunomodulateur des probiotiques sur la production du
monoxyde d’azote chez les patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de

DUintestin.

Dans la deuxiéme partie de notre thése, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de
I’effet des probiotiques sur la production in vitro du NO au niveau des PBMCs de patients
atteints de MICI. Nous avons choisi d’étudier I’effet des métabolites présents dans les
surnageants de culture de deux probiotiques : I’Ultrabiotique® et 1’Ultralevure®. Ce
dernier, est constitué de la levure Sacharromyces boulardii uniqguement. L’utilisation des
métabolites de probiotiques comme stratégies thérapeutiques alternative ou
complémentaire dans les MICI présente 1’avantage de réduire le risque de surinfection
associée a I’administration de fortes concentrations de micro-organismes vivants et permet
de mieux comprendre les mécanismes d’action des probiotiques dans la modulation de la

réponse immunitaire.

Enfin, en raison du role crucial que joue I’IL-22 dans le renforcement de la fonction de
barriere de D’épithélium intestinal, il nous a semblé intéressant d’évaluer ses taux

plasmatiques chez les patients atteints de MICI recrutés dans notre étude.

Nous n’ignorons pas que 1’effectif reduit des patients limite notre étude. Par conséquent, il
serait nécessaire et interessant d’élargir 1I’échantillonnage pour pouvoir confirmer les

observations émanant de notre travail.

I1.1 Evaluation de la production in vivo du NO chez les sujets sains et les patients
atteints de la maladie de Crohn (MC) et de la rectocolite hémorragique (RCH) :

L’évaluation du taux de production du NO au niveau des plasma de patients et des sujets
sains a été réalisée a travers la mesure des nitrites residuels par la méthode de Griess
Modifié (Touil-Boukoffa et al., 1998).

La comparaison des taux de production du NO in vivo chez les patients atteints de MICI

avec les témoins (donneurs sains) a révélé une augmentation significative de ces taux chez
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les deux catégories de patients MC et RCH. Cette augmentation est plus importante chez
les patients atteints de la MC (19.87+1.2uM) que chez les patients atteints de la RCH
(14.324£2.04uM). Le taux de NO retrouvé dans le plasma des « témoins» est de
9.83+0.57uM. La comparaison des taux de production de NO entre les deux catégories de
patients MC et RCH révéele la présence d’une différence statistiquement significative
(Figure 37) (p<0.01). Nos résultats concordent avec des travaux antérieurs mettant en
évidence I’implication de cette biomolécule dans la physiopathologie des MICI (Kimura
et al., 1997; Rafa et al., 2010) ainsi que dans d’autres maladies auto-immunes, telles que

les uvéites Behcet (Guenane et al., 2006 ; Belguendouz et al., 2008).

11.2 Evaluation de la production in vivo de I’IL-22 chez les sujets sains et les patients
atteints de la maladie de Crohn (MC) et de la rectocolite hémorragique (RCH) :

L’IL-22 est une cytokine de la famille de I’IL-10 produite par une grande variété de
cellules immunitaires innées dont les celles NK, les cellules lymphoides innées et les
cellules épithéliales. Elle est également secrétée par les lymphocytes TCD4+, notamment
les lymphocytes Th17, Thl et Th22. Le rdle de I’IL-22 et des cellules Th22 dans les MICI
est toujours mal défini. Cependant, la plupart des données actuelles pointent fortement en
faveur d’un réle protecteur, anti-inflammatoire nécessaire au renforcement de 1’intégrité

de la barriere épithéliale intestinale (Sabat et al., 2013).

L'étude de la production de 1’IL-22 in vivo a montré la présence de taux significativement
élevés chez les patients atteints de la maladie de Crohn en comparaison aux sujets sains
(p<0,05). Ces taux sont plus élevés chez les patients atteints de la MC par rapport a ceux
atteints de la RCH (p<0,01) (Figure 38). En outre, la comparaison des taux de production
de I’IL-22 systemique entre les patients atteints de la RCH et des sujets sains n’a montré
aucune différence significative (p>0.05) (Figure 38).Nos résultats concordent avec
d’autres études ayant mis en évidence la présence de taux plasmatiques élevés de 1’1L-22

chez les patients atteints de la MC.
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Figure 37: Taux de nitrites résiduel dans le plasma des patients atteints de la MC et
de la RCH.Témoins (n=14) ; patients MC (n=20) ; patients RCH (n=9). (***P<0.0001).
Une différence significative entre les patients atteints de MC et de RCH (#P<0.01)
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Figure 38: Taux de I’IL-22 dans le plasma des patients atteints de la MC et de la
RCH.Témoins (n=5); patients MC (n=12) ;patients RCH (n=9). (*P<0.05). Une
différence significative entre les patients atteints de MC et de RCH (8P<0.01)
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11.3 Etude de I’effet des surnageants de culture des probiotiques sur de la production

in vitro du NO par les PBMCs chez des patients atteint de MICI :

Dans le but d’évaluer I’effet immunomodulateur des métabolites de probiotiques sur la
production in vitro du NO, des PBMCs des patients atteints de MICI ont été récupérées
puis mises en culture avec des concentrations décroissantes (dilutions) de surnageants de
culture de 1’Ultrabiotique® (sPro) (1/2, 1/8, 1/32) ou de 1’Ultralevure® (sSh) (1/8, 1/32).
Aprés une incubation de 20h, les surnageants de culture des PBMCs ont été recueillis pour
le dosage des nitrites résiduels par la méthode de Griess modifié (Touil-Boukoffa et al.,
1998).

L’évaluation de la viabilité cellulaire aprés mise en culture des PBMC a révélé la présence
d’un effet cytotoxique en présence d’une forte concentration de sSb (dilution 1/2). Elle a

par consequent été éliminée de notre étude.

11.3.1 Etude de D’effet des surnageants de culture des probiotiques sur la production

in vitro du NO par les PBMCs des patients atteints de la maladie de Crohn (MC) :

Nos réesultats représentes dans la figure 39A montrent une diminution des taux de nitrites
au niveau des PBMCs de patients atteints de la MC traités par différentes concentrations
du surnageant de culture de 1’Ultrabiotique® (SPro). Cette diminution est dose-
dépendante et statistiquement significative pour la dilution 1/32. En effet, les taux moyens
de nitrites résiduels enregistrés pour les differentes dilutions 1/2, 1/8 et 1/32 sont de
15+£1.93 uM; 11,84 £2.1 uM et 10.61£1.27uM respectivement. Le taux moyen de nitrites
retrouve au niveau des puits controles étant de 17.42+1.37uM.

Par ailleurs, de faible taux de production de nitrites ont été enregistrés au niveau des
PBMCs traitées par différentes concentrations du surnageant de culture de 1’Ultralevure®
(sSb). La diminution de la production du NO est dose-dépendante. Elle semble étre
optimale a wune faible concentration du surnageant de culture (sSb) (1/32)
(14.19£1.32uM). Le taux moyen de nitrites retrouvé au niveau des puits contréles étant de
17.42+1.37uM (Figure 39A).
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11.3.2 Etude de Deffet des surnageants de culture des probiotiques sur la production
in vitro du NO par les PBMCs des patients atteints de la rectocolite hémorragique
(RCH) :

Le traitement des PBMCs de patients atteints de la RCH avec différentes concentrations
de surnageants de culture de 1’Ultrabiotique (SPro) a induit une diminution dans le taux de
production de NO.En effet, des taux de nitrites de 7.81 £1.19 uM ; 6.58 £0.69 uM 5.83
+1.18uM ont éteé enregistrés pour les concentrations de 1/2, 1/8 et 1/32 respectivement. Le
taux moyen de nitrites retrouvé au niveau des puits controles est de 10.10+1.2uM. La
diminution du taux de production du NO est dose-dépendante et statistiquement

significative pour les dilutions 1/8 et 1/32 (Figure 40A)

Par ailleurs, le surnageant de culture de 1’Ultralevure ® a également induit une diminution
de la production du NO par les PBMCs de patients atteints de RCH. Comme indiqué dans
la figure une diminution significative du taux de nitrites a été enregistrée pour la
dilution1/32 de 1’ Ultralevure ® (Figure 40B).

L’ensemble de nos observations nous laisse supposer la présence d’un effet anti-
inflammatoire potentiel des métabolites produits par I’Ultrabiotique® et 1’Ultralevure®

sur la production in vitro du NO dans la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique.
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Figure 39: Etude de I’effet du surnageant de culture des I’Ultrabiotique® (sPro) (A)
et de I’Ultralevure® (B) sur la production in vitrodu NO par les PBMCs de patients
atteints de la maladie de Crohn (n=10, p<0.05)
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Figure40:Etude de I’effet du surnageant de culture des I’Ultrabiotique® (sPro) (A) et
de I’Ultralevure® (B) sur la production in vitro du NO par les PBMCs de patients
atteints de la Rectocolite hémorragique (n=9, p<0.05)
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A travers notre étude, nous avons voulu mettre en lumiére les mécanismes a 1’origine des
propriétés immuno-modulatrices des probiotiques et de leurs métabolites. Pour cela, notre
étude s’est articulée en deux parties : tout d’abord, dans un modeéle murin de colite
expérimentale mimant la rectocolite hémorragique chez I’homme, nous avons exploré les
mécanismes d’action de 1’Ultrabiotique®, un complexe probiotique formé de quatre
souches  bactériennes:  Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus  plantarum,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium breve. Puis, nous nous sommes intéressés aux
propriétés immuno-modulatrices des métabolites et substances solubles générés par les
probiotiques. Pour cela, nous avons ciblé la régulation de la production du NO au niveau
des PBMCs de patients atteints de MICI en utilisant les surnageants de culture de
I’Ultrabiotique® et d’un autre probiotique composé de la levure Saccharomyces boulardii.
Nous rapportons dans notre étude, et ce pour la premiere fois, 1’effet du surnageant de
culture de 1’Ultrabiotique® sur la modulation de la NOS-2 au niveau des PBMCs de
patients atteints de MICI. Les propriétés anti-inflammatoires du surnageant de culture de
I’Ultralevure® ont déja été rapportées dans la littérature. Toutefois, il nous a semblé
opportun d’évaluer ses capacités sur le mode de régulation du NO chez les patients

recrutés dans notre étude.

Partie | : Etude de D’effet de I’administration thérapeutique des probiotiques sur

I’induction de la rémission au cours de la colite expérimentale

La colite expérimentale induite avec le Dextran Sulfate Sodium (DSS) est ’'un des
modeéles expérimentaux les plus utilisés en raison de sa simplicite, sa fiabilité et sa
reproductibilité. En fonction de la durée et la fréquence de I’administration du DSS, les
animaux peuvent développer une colite aigue, chronique ou encore des lésions
dysplasiques (Okayasu et al., 2002). Malgré certaines différences avec la pathologie
humaine, ce modéle partage certaines bases physiopathologiques avec les MICI,
notamment 1’implication du microbiote dans la survenue de la colite ainsi que 1’altération
de I’intégrité de la barriére épithéliale. En effet, en perturbant la fonction de barriére de
I’épithélium intestinal, le DSS favorise I’accumulation et I’intrusion des bactéries au

niveau de la muqueuse ou elles activent une reponse inflammatoire (Ni et al., 1996).
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La démarche expérimentale entreprise dans notre étude comprend deux phases : une phase
d’induction de la colite obtenue aprés administration de 3% de DSS (m/v) dans I’eau de
boisson des souris BALB/c et une phase de rémission de cing jours. Cette derniére

survient suite a I’arrét de 1’administration du DSS.

Tout au long de la période expérimentale, les souris du groupe ‘DSS’ ont présenté des
symptdmes caractéristiques de la colite a savoir une importante perte de poids et
I’apparition d’une diarrhée hémorragique. Le raccourcissement important de la longueur
du célon et ’augmentation de son poids relatif refletent la sévérité de 1’inflammation
colique et la persistance des altérations tissulaires au niveau local. Par ailleurs,
I’augmentation du poids de la rate traduit la présence d’une réponse immunitaire

systemique.

Les résultats obtenus dans notre étude indiquent que les souris du groupe ‘DSS’ ont
développé une colite sévere dont les processus inflammatoires semblent persister méme
apres arrét de ’administration du DSS. Selon les travaux de Melgar et al, la rémission
chez les souris BALB/c survient spontanément une semaine aprés 1’arrét de
I’administration du DSS. Elle est caractérisée par une amélioration de I’état général des
souris et une atténuation des lésions tissulaires localisées au niveau du célon (Melgar et
al ; 2005). En effet, de par son “’background *’ génétique, la souche murine BALB/c est
moins susceptible au DSS que les autres souches. Elle serait alors d’un grand intérét dans
les études ciblant les processus de résolution de I’inflammation et de réparation tissulaire.
Les résultats que nous avons obtenus demontrent I’importance du microbiote intestinal et
de I’environnement dans la survenue et I’étendue de la colite. En effet, les travaux de
Melgar et al ont été réalisés sur des souris élevées dans des conditions exemptes de
pathogenes spécifiques (SPF). Elles seraient donc probablement moins susceptibles a la
colite que le type sauvage. Toutefois, il n’est pas exclu que si I’apport en eau durant la
période de rémission avait été prolongé sur une plus longue période, I'inflammation se

serait probablement résorbée.

L’administration thérapeutique des probiotiques a débuté a partir de J3 de la période
expérimentale. A partir de ce jour, nous avons remarqué une accentuation des symptémes

cliniques : fatigue, poils hérissés et présence de sang dans les selles. Ces paramétres
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confirment [D’installation de la colite et indiquent [’altération de 1’organisation
architecturale du célon. Nos observations concordent avec celles de Cooper et al et de
Benight et al(Cooper et al., 1993 ; et Benight et al., 2012).

Le traitement des souris avec les probiotiques a eu pour effet bénéfique I’amélioration des
parameétres cliniques de la colite (DAI et poids corporel) chez les souris du groupe
‘DSS+Prb’. Nous avons également constaté une augmentation du taux de survie dans ce
groupe en comparaison avec le groupe ‘DSS’. Nos résultats confirment le potentiel
thérapeutique de 1’Ultrabiotique® dans 1’induction et ’accélération de la phase de
rémission. Ils concordent avec les résultats rapportés par les travaux de Mar et al. Ces
derniers ont mis en évidence les propriétés thérapeutiques du VSL#3, un cocktail de
probiotiques formé par L. casei, L. plantarum L. acidophilus, L. bulgaricus, B. longum, B.
breve, B. infantis et St. salivarius, au cours de la colite expérimentale induite par le DSS
(Mar et al., 2014). De plus, des essais cliniques ont montré que I’administration de ce
probiotique induit une rémission chez 95% des patients atteints d’'une RCH en poussée
Iégere et ne répondant pas au traitement conventionnel (Bibiloni et al., 2005). D’autres
probiotiques ont également montré des effets bénéfiques telle que la levure
Saccharomyces boulardii qui s’est avérée efficace dans la prévention des récidives chez

les patients atteints de la maladie de Crohn (Guslandi et al., 2002).

L’examen histologique des fragments coliques provenant des souris du groupe ‘DSS’ a
révélé la présence de Iésions ¢épithéliales séveres accompagnées d’une infiltration
cellulaire de la muqueuse colique. De ce fait, un score histologique maximal a été
enregistré dans ce groupe. L’absence d’une couche de cellules épithéliales bordant la
lumiére intestinale, comme il a été constaté dans notre étude, favoriserait I’invasion
microbienne et I’activation continue du systéme immunitaire muqueux. Par ailleurs, aucun
signe de réparation tissulaire ou de régénération des cryptes n’a été observé dans le groupe
‘DSS’. Au contraire, nous avons constaté la formation d’abcés cryptiques au niveau de la
muqueuse colique. Ces abces apparaissent suite & une migration trans-épithéliale des
neutrophiles vers la lumiere des cryptes, ce qui altéere les protéines de jonctions et

augmente la perméabilité intestinale.
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Par ailleurs, nous avons également observé une perte des glandes de Lieberkihn et une
déplétion des cellules caliciformes productrices de mucus. Ce dernier est composé de
mucines, notamment de la MUC2 qui forment une barriere physico-chimique nécessaire
au maintien de I’homéostasie intestinale. En effet, le mucus limite d’une part, le contact
avec les antigénes bactériens et favorise d’autre part la rétention des molécules
antibactériennes produites par les cellules de Paneth (Hardy et al., 2015). Nos résultats
sont en accord avec des études ayant rapporté une déplétion des cellules caliciformes au
cours de la colite expérimentale induite avec du DSS (Renes et al., 2002 ; Toumi et al.,
2013) ainsi que chez les patients atteints la RCH (Larsson et al., 2011). Par ailleurs, il a
été démontré que les souris déficientes pour le géne MUC2 développaient une colite
spontanée et étaient plus sensibles au DSS que les souris du type sauvage (Van Der Sluis
et al., 2006).

L’altération de la production du mucus observée chez les souris du groupe ‘DSS’ pourrait
étre liée a une dérégulation de la production des cytokines IL-22 et IL-33 durant la phase
de rémission. En effet, plusieurs études suggerent un réle protecteur de ces cytokines au
cours des MICI, et ce, a travers I’induction de la production du mucus et la régénération
des cellules épithéliales intestinales (Li et al., 2014 ; Grop et al., 2012). Dans ce cadre, les
travaux de Mizoguchi, ont mis en évidence le role crucial de I’IL-22 dans I’atténuation de
la sévérit¢ de la colite et I’induction de la phase de rémission. Contrairement a nos
observations, ces études ont rapporté une surexpression des transcrits de 1’IL-22 au niveau
du cblon durant cette phase (Mizoguchi, 2012). Les travaux de Pickert et al ont également
mis en évidence l'importance de I’'IL-22 dans les processus de cicatrisation et de
régénération des cellules épithéliales a travers 1’activation de la voie de signalisation
STATS3. En effet, ces auteurs ont noté un retard de cicatrisation des lésions tissulaires au
niveau des biopsies coliques de souris déficientes en IL-22 en comparaison avec les souris
du type sauvage (Pickert et al., 2009). Durant la colite, de nombreuses cellules expriment
le récepteur de 1’[L-22 telles que les lymphocytes CD4+, les cellules TH17, les cellules
lymphoides innées et les cellules reflétant 1I’importance de 1’IL-22 dans I’homéostasie
intestinale. Dans notre étude une surexpression des transcrits du récepteur de I’'1L-22, I’IL-
22R a été mise en évidence niveau du co6lon des souris du groupe ‘DSS’. Nos résultats

concordent avec les travaux de Zenewicz et al (Zenewicz et al2008).
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Par ailleurs, nos résultats ont révélé une augmentation non significative de I’expression
des transcrit de 1’IL-33 chez les souris du groupe ‘DSS’.L’IL-33 est une cytokine qui
appartient a la famille des cytokines de I’IL-1 qui regroupe: I’'IL-1a/pB, et I’'1L-18 (Schmitz
et al., 2005). Plusieurs études ont rapporté un role duel de 1’IL-33 et de son récepteur ST2
dans la colite expérimentale. En effet, il a été démontré que 1’IL-33 exacerbe d’une part, la
colite aigue induite au DSS (Sedhom et al., 2013 ; Pushparaj et al., 2013) et d’autre part,
elle exerce un effet protecteur au cours de la phase chronique de la colite (Zhu et al.,
2015). En outre, durant la phase de rémission de la colite expérimentale, les travaux de
Grop et al ont mis en évidence le role protecteur de 1’IL-33. De fagon similaire a 1’IL-22,
I’IL-33 interviendrait dans le maintien de 1’homéostasie intestinale en favorisant la
régenération des cellules épithéliales et en induisant la production du mucus par les
cellules caliciformes. De plus, il a été démontré que 1’administration du DSS a des souris
déficientes en IL-33 aggravait la colite et retardait les processus de résolution de la
réponse inflammatoire (Grof et al., 2012). Actuellement, 1’IL-33 est décrite comme étant
un «signal/alarme de danger» libéré par les cellules épithéliales intestinales lors des
dommages tissulaires afin d’activer le systéme immunitaire et d’enclencher les processus

de réparation tissulaire (Carrasco et al., 2015 ).

Ainsi, il est probable qu’une production insuffisante de 1’'IL-22 et de I’IL-33 au niveau du
cOlon des souris du groupe ‘DSS’ aurait favorisé la détérioration de la couche protectrice
de mucus d’une part, et retardé D’instauration des processus de régénération et de

réparation tissulaire d’autre part.

L’effet thérapeutique des probiotiques s’est traduit par une réduction significative du
score histologique chez les souris traitées par 1’Ultrabiotique®. En effet, en comparaison
avec les souris du groupe DSS, les souris traitées par les probiotiques (groupe ‘DSS+Prb”)
ont montré une meilleure organisation de 1’architecture tissulaire et une diminution de
I’infiltrat inflammatoire au niveau du c6lon. De plus, nous avons noté avec intérét, la
présence de nombreux indices indiquant la mise en place d’un processus de réparation et
de régenération tissulaire. En effet, nos résultats ont mis en évidence une production
importante de mucus par les cellules caliciformes chez les souris des groupes ‘Prb’ et

‘DSS+Prb’ traitées avec I’Ultrabiotique®.
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Outre la production des mucines, les cellules caliciformes synthétisent le peptide en tréfle,
TFF3 (trefoil factor 3) impliqué dans les processus de réparation de 1’épithélium (Aamann
et al., 2014). Nos observations confortent nos travaux antérieurs ayant montré 1’influence
des probiotiques sur la production de mucus et la restauration de la fonction de barriere de
I’épithélium (Toumi et al.,2013). Ils concordent également avec d’autres études ayant
rapporté la capacité des lactobacilles a augmenter 1’expression de mucines in vitro par les

cellules épithéliales intestinales (HT29) (Mack et al.,2003).

La restauration de la fonction de barriere de I’épithélium chez les souris du groupe
‘DSS+Prb’ est probablement associée a la surexpression des transcrits de 1’'IL-22, de son
récepteur IL-22R et de I’IL-33 au niveau du cdlon. Nous avons également noté avec
intérét une augmentation significative de I’expression des transcrits de 1’'IL-22 chez les
souris saines traitées par les probiotiques (Groupe ‘Prb’). Par conséquent, il est probable
que la capacité des probiotiques a promouvoir la réparation des dommages tissulaires et
I’induction de la production du mucus passe par un mécanisme impliguant la régulation de
I’expression de 1I’'TL-22 et de I’TL-33. Ces résultats préliminaires doivent cependant étre
¢tayés, notamment en évaluant la capacité de 1’Ultrabiotique® a induire la production de
ces cytokines ex vivo dans un systeme de culture de cellules épithéliales intestinales ou

d’explants coliques.

Signalons que I’effet de 1’administration orale des probiotiques sur la modulation de la
production de I’IL-22 n’a pas encore été rapporté dans la littérature. Toutefois, les études
de Zenewicz et al ont rapporté I’importance de I’'IL-22 dans la stabilité du microbiote
intestinal. En effet, ces auteurs ont mis en évidence une altération du microbiote intestinal
chez les souris déficientes pour le géne codant I’'IL-22. Cette dyshiose est caractérisée
notamment par une réduction du nombre de lactobacilles. De plus, la transmission de la
flore fécale de ces souris a d’autres de type sauvage, augmente de maniere notable leur
susceptibilité a la colite induite au DSS (Zenewicz et al., 2012). Dans ce contexte,
Sugimoto et al ont démontré que la surexpression de 1’'IL-22 dans le colon induit la
production des mucines MUC1, MUC3 et MUCI13 qui conférent a 1’épithélium une

protection contre I’invasion bactérienne (Sugimoto et al., 2008).
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En outre, I’IL-22 induit une augmentation de 1’expression des défensines et des peptides
antimicrobiens par les entérocytes ce qui limite le risque de dissémination des antigénes
luminaux (Brand et al., 2006).

Par ailleurs, il a été démontré récemment par Dolpady et al que les probiotiques ont la
capacité d’induire ’expression de 1’IL-33 dans un modéle expérimental de diabete auto-
immun. Ces auteurs ont démontré que 1’administration du VSL#3 modifie la composition
du microbiote intestinal et engendre un environnement tolérogene caractérisé par une
surexpression de I'I[L-33 (Dolpady et al., 2016). Ainsi, I’IL-33 favoriserait le
développement des Treg FoxP3+ en augmentant la production du TSLP et de ’acide
rétinoique par les cellules épithéliales intestinales (Mucida et al 2007 ; Spadoni et al.,
2012 ; Lopetuso et al., 2012).

A Tétat physiologique et en absence d’agents pathogénes invasifs, les antigénes
commensaux et certains xénobiotiques induisent une inflammation « silencieuse »
nécessaire au maintien de I’homéostasie intestinale. Leur reconnaissance par le systéme
immunitaire inné est cruciale au maintien de 1’homéostasie intestinale. Celle-ci s’effectue
grace aux PRRs tels que les TLRs présents sur les cellules épithéliales intestinales (CEISs),
dont les fonctions principales consistent a détecter la présence et le type d’agents
microbiens, de déclencher une réponse immunitaire locale et de stimuler la réponse
adaptative (Takeda et Akira, 2004). Cependant, chez les patients atteints de MICI une
dérégulation dans le profil d’expression des TLRs, notamment le TLR-4, est fortement

impliquée dans I’altération de la barriere épithéliale intestinale (Shen et al., 2010)

Dans ce cadre, nos résultats ont montré une surexpression des transcrits du TLR-4 au
niveau du colon distal des souris du groupe ‘DSS’ en comparaison avec les souris du
groupe ‘Ctrl’. Ces résultats ont été confortés par 1’analyse immuno-histochimique qui a
révelé une forte immunoréactivité au TLR-4 au niveau de la muqueuse et de la sous
muqueuse des souris ayant recu le DSS. Une surexpression du TLR-4 a la surface de
I’épithélium colique associée a une modification du microbiote intestinal en faveur des
bactéries a Gram négatif (Enterobacteriaceae) a été démontrée durant la colite aigue
induite par le DSS (Heimesaat et al.,2007). La reconnaissance de ces bactéries induit

I’activation du facteur de transcription NF-kB et I’expression de médiateurs pro-
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inflammatoires tels que les cytokines pro-inflammatoires et le NO (Caamano et Hunter,
2002). En effet, nous avons relevé la présence d’une corrélation positive dans le profil
d’expression du TLR-4, du NF-kB, et de la NOS-2 au niveau du célon des souris du
groupe ‘DSS’. Leur expression était particulierement prononcée au niveau des cellules
inflammatoires infiltrant la lamina propria. Ces données viennent appuyer d’autres études
quimettent en evidence I’implication majeure de la voie de signalisation TLR-4/NF-xkB
dans 1’engagement des processus inflammatoires au cours de la colite (Liu et al., 2010 ;
Siddique et Khan, 2011). Cependant, d’autresauteurs ont rapporté que les souris
déficientes en TLR4” développaient une colite plus sévére que les souris de type sauvage
suite @ I’administration du DSS (Zheng et al., 2009). Ainsi, il serait intéressant
d’approfondir notre étude et d’explorer les autres cascades de signalisations pouvant

conduire a I’activation du NF-kB.

L’ expression du TLR-4 est régulée positivement par les cytokines pro-inflammatoires de
la voie TH1. En effet, de nombreuses études ont mis en évidence 1’implication de 'IFN-y
dans D’exacerbation de la réponse immunitaire a travers la régulation positive de
I’expression du TLR-4 et de son corécepteur MD-2 au niveau des cellules épithéliales
intestinales (Abreu et al., 2002 ; Suzuki et al., 2005). Nos résultats ont révélé la présence
de taux plasmatiques élevés d’IFN-y chez les souris du groupe ‘DSS’. Ces taux reflétent
probablement une surexpression de I'I[FN-y a 1’échelle locale qui pourrait réguler
positivement 1’expression du TLR-4 au niveau de la muqueuse colique. Il serait toutefois,
important de compléter notre étude par I’évaluation de la production de I’'TFN-y
localement. En outre, nos résultats concordent avec des travaux antérieurs de notre équipe
rapportant une forte production d’IFN-y chez les patients atteints de la maladie de Crohn
(Rafa etal.,2010) et au cours de la colite expérimentale induite par le DSS (Soufli et al.,
2015).

L’IFN-y est largement incriminé dans le développement de la colite expérimentale induite
par le DSS (Ito et al., 2006). Ses effets déléteres exercés par I’'IFN-y passent par de
nombreux mécanismes tels que I’induction de I’apoptose des cellules épithéliales,
I’augmentation de la perméabilité intestinale, le chimiotactisme des leucocytes au niveau
des Iésions tissulaireset 1’induction de 1’expression de la NOS-2 responsable de la
production accrue de NO.
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Nos résultats ont montré la présence de taux ¢levés de NO a I’échelle systémique et locale
ainsi qu’une surexpression de la NOS-2 au niveau de la muqueuse colique des souris du
groupe ‘DSS’. Rappelons que lorsque le NO est associ¢ a I’apparition des lésions

tissulaires au cours des MICI.

L’administration thérapeutique des probiotiques aux souris du groupe ‘DSS+Prb’ a induit
une diminution drastique de 1’expression in situ du TLR-4, du NF-kB et de la NOS-2 au
niveau de la muqueuse colique en comparaison avec les souris du groupe ‘DSS’. Nos
résultats suggérent que 1’effet anti-inflammatoire des probiotiques passe par la régulation
négative de la voie de signalisation TLR-4/NF-kB. Ces résultats correlent avec la
diminution des taux plasmatiques d’IFN-y et de NO ainsi que de I’expression de la NOS-2
au niveau du c6lon. Nos résultats concordent avec les travaux de lee et al rapportant la
capacité de la bactérie commensale Lactobacillus suntoryeus a inhiber la production des
médiateurs de I’inflammation a travers 1’inhibition de la voie TLR-4/NF-kB dans un
modele de colite expérimentale (lee et al., 2009). En outre, plusieurs études menées sur
différents modéles murins de colite ont démontré la capacité des probiotiques a inhiber la
production des cytokines pro-inflammatoires telle que I’IFN-y (Lee et al.,2008 ; Roselli et
al., 2009 ; Owaga et al., 2015).

Les probiotiques peuvent réguler négativement la voie de signalisation TLR-4/NF-kB a
travers 1’augmentation de I’expression de I’enzyme inhibitrice A20 au niveau des cellules
épithéliales intestinales (Villena et Kitazawa, 2014 ). Ils peuvent également inhiber le
facteur NF-xB et exercer leurs effets anti-inflammatoires via le récepteur nucléaire PPAR-
v (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor). Ce dernier attenue la séverité de la colite
en se liant avec la sous unité P65 (Rel A) du facteur NF-kB au niveau du noyau. Le

complexe formé est par la suite redirigé vers le cytoplasme (Kelly et al., 2004).

Dans notre étude, outre la production ¢levée de I’'IFN-y chez les souris du groupe ‘DSS’,
I’analyse par RT-PCR a révélé une surexpression hautement significative des genes
codant I’IL-6, le TGF-B et le CCR-6 en comparaison avec le groupe ‘Ctrl’. Ces taux

élevés expliquent la persistance de I’inflammation chez les souris du groupe ‘DSS’. Nos
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résultats concordent avec les travaux de Naito et al, montrant une surexpression de

I’ARNm de I’IL-6 au niveau du c6lon au cours de la colite aigue induite au DSS.

Ces auteurs ont ¢galement montré que la délétion du géne de I'IL-6 chez les souris
s’accompagne d’une diminution de 1’expression de la NOS-2 et du TNF-a ainsi que par
une atténuation de la sevérité de la colite (Naito et al., 2004). Notons que le role de I’IL-6
dans la régulation de la réponse immunitaire est dose-dépendant, variant fortement en

fonction du contexte physiopathologique et de la voie de signalisation mise en jeu.

Le TGF-B est connu pour étre une cytokine importante dans le processus de cicatrisation
des plaies et la réparation des altérations tissulaires. Des taux élevés de TGF-pB ainsi
qu’une sur expression de ses transcrits ont €té retrouvés au niveau de la muqueuse colique
des patients atteints de MICI (Rafa, 2013). Nos résultats concordent avec les travaux de
Koga et al montrant la présence de taux éleves de TGF-p chez des souris ayant recu du

DSS suivie d’une semaine de rémission (Koga et al.,2008).

Par ailleurs, le TGF-B et I’IL-6 orchestrent la différenciation des lymphocytes T vers un
profil Treg de maniere dose-dépendante. Un environnement cytokinique pro-
inflammatoire riche en IL-1p et en IL-6 favorise la polarisation des LT naifs vers un profil
TH17, d’une part et induit la conversion des cellules Treg en cellules TH17 d’autre part
(Liu et al., 2008 ;Samanta et al., 2008). Cette plasticité cellulaire a été mise en évidence
au niveau des LT exprimant a la fois les facteurs de transcription Foxp3 et ROR-yt
specifiques aux cellules Treg et TH17 respectivement (Weaver et Hatton, 2009).Bien que
I’TL-17A, I’TL-23 et I’IL-1p n’ont pas été dosees dans notre étude, il est probable que les
taux élevés de I’TIL-6 et du TGF-B aient favorisé la différenciation des cellules TH17 au
niveau du cdlon des souris du groupe ‘DSS’. Ces cellules induisent une réponse
inflammatoire exacerbée et des dommages tissulaires au niveau de la muqueuse colique
(Korn et al., 2009). En outre, I’augmentation non significative du Foxp3, marqueur des
Treg, chez les souris du groupe ‘DSS’ pourrait traduire 1’absence d’une régulation
suffisante de la réponse immunitaire durant la phase de rémission. En effet, une
diminution du nombre de lymphocytes Treg a été rapportée chez les patients atteints de
MICI (Maul et al., 2005).
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Nos résultats ont également révélé une augmentation significative des transcrits du
récepteur de chimiokine CCR-6 chez les souris du groupe ‘DSS‘. Le réle exact de ce
récepteur dans la physiopathologie des MICI est encore mal défini. Cependant, il semble
jouer un role important dans la migration des cellules TH17 au site de I’inflammation
coligue ou elles amplifient la réponse immunitaire. Les travaux de Verona et al ont montré
que I’administration du DSS a des souris CCR6-/- induit une colite moins sévere en

comparaison avec les souris sauvage (Verona et al ., 2003).

Nos résultats ont montré que le traitement des souris du groupe ‘DSS+Prb’ par les
probiotiques induit une diminution de I’expression des transcrits de 1’IL-6 et du CCR-6
de maniére significative au niveau de la muqueuse colique en comparaison avec les souris
du groupe ‘DSS’. En revanche, une faible augmentation du TGF-§ a été observée. Nos
résultats ont également mis en evidence une surexpression significative des transcrits du
facteur de transcription FoxP3. Ces résultats sont corrélés a une amelioration de
I’organisation tissulaire du colon ainsi qu’une régression de 1’expression du TLR-4, du
facteur de transcription NF-kB et de la NOS-2. De nombreuses études ont démontré que
certaines souches probiotiques, notamment les bifidobactériespouvaient moduler la
fonction et la maturation des cellules dendritiques de fagon a induire une réponse T
régulatrice capable d’exercer des activités immunosuppressives. Ainsi, il a été démontré
que certaines souches probiotiques (L. reuteri et L. casei) sont capables d’induire les
cellules dendritiques tolérogénes qui favorisent I’apparition des cellules Treg (Smits et al.,
2005). D’autres ¢tudes ont montré que I’administration du VSL#3 durant la phase de
rémission améliore la sévérité de la colite chez les souris SJL/J en induisant une réponse
immunorégulatrice impliquant 1’augmentation des cellules Treg productrices de TGF- et
de I’IL-10 (Di Giacinto et al., 2005). En outre, les études de Tanabe et al réalisées sur la
souche probiotiques B infantis ont mis en évidence la capacité de cette bactérie a inhiber
la production in vitro de I’IL-17A par des splénocytes et des explants coliques stimulés
avec le TGF-B+IL-6 et le DSS respectivement (Tanabe et al., 2008). Hart et al ont
démontré que les cellules dendritiques humaines purifiées a partir du sang périphérique ou
de la lamina propria, traitées avec le probiotique VSL#3 produisent des taux élevés d’IL-
10 et de faibles taux d’IL-12 (Hart et al., 2004). Les probiotiques peuvent également

exercer un réle anti-inflammatoire en agissant sur les cellules épithéliales intestinales. En
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effet, Zhang et al ont montré que les bactéries L. reuteri et L. rhamnosus GG inhibent la

production d’TL-8 par les cellules Caco-2 stimulées avec le TNF-a (Zhang et al., 2005).

Par ailleurs, les effets anti-inflammatoires des bactéries probiotiques semblent étre
spécifiques a la souche utilisée. En effet, les travaux de Hart et al ont permis d’observer
une différence dans les fonctions immuno-modulatrices des lactobacilles et des
bifidobactéries (Hart et al.,2004). Cette différence d’action entre les différentes bactéries
lactiques est attribuée a des variations dans la composition de la paroi cellulaire de ces
bactéries ainsi qu’a la nature des récepteurs (TLR et NOD) avec lesquels elles
interagissent (Zeuthen et al., 2008). De ce fait, il serait intéressant de réaliser une étude
comparative entre les effets des différentes bactéries composant 1’Ultrabiotique®,

administrées de maniére individuelle.

Les effets anti-inflammatoires des probiotiques peuvent étre également médiés par I’ADN
bactérien. Celui-ci peut interagir avec le systéme immunitaire de 1’hote via le récepteur
TLR-9. 11 a ét¢ démontré¢ que les séquences d’ADN contenant des motifs CpG non
méthylés des bactéries interagissent avec le TLR-9 au niveau des cellules dendritiques et
atténuent la sévérité de la colite induite par le DSS (Rachmilewitz et al., 2004). En outre,
les capacités anti-inflammatoires des probiotiques seraient également médiées par la
composition de leur paroi. En effet, Matsumoto et al ont démontré que le complexe
polysaccharide-peptidoglycane de Lactobacillus casei inhibe la production de 1I’'IL-6 par
les PBMCs de patients atteints de rectocolitehémorragique stimulées préalablement par le
LPS (Matsumoto et al., 2005).

Outre la modulation du systeme immunitaire, les effets bénéfiques des probiotiques
peuvent s’exercer a différents niveaux. Il est probable que [’administration de
I’Ultrabiotique® aux souris du groupe ‘DSS+Prb’ ait maintenu 1’équilibre du microbiote
intestinal en empéchant I’installation d’une flore colitogene. En effet, les probiotiques
peuvent entrer en compétition avec les agents pathogenes pour les nutriments et les sites
de fixation présents a la surface de 1’épithélium. De plus, il a été démontré que les
bifidobactéries et les lactobacilles sont capables de produire des molécules
antimicrobiennes ou d’induire la production de p-défensines par les cellules de Paneth.
(Figure 41) (O’Toole et Cooney., 2008).
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Il serait important de poursuivre notre étude et de confirmer les effets thérapeutiques et
anti-inflammatoires de 1’Ultrabiotique® dans un mode¢le de colite chronique induite par le
DSS. En effet, ce modele serait plus representatif de la pathologie humaine, il est

caractérisé par une inflammation chronique médiée principalement par les lymphocytes T

Partie 2 : Etude de I’effet immunomodulateur des probiotiques sur la production du
monoxyde d’azote chez les patients atteints de maladies inflammatoires chroniques

de Pintestin.

Cette partie de notre étude a été réalisée sur des patients atteints de la maladie de Crohn
(MC) ou de la rectocolite hémorragique (RCH). Tous les patients recrutés au cours de
notre étude qu’ils soient en phase active ou quiescente étaient sous traitement. Le choix
des patients ne s’est pas fait de facon arbitraire mais selon la disponibilité des échantillons
sanguins. Pour les différents tests réalisés, le classement des patients en fonction de la
phase de la maladie ou du type de traitement administré n’a pas montré de différence
significative dans la production du NO. Nous nous sommes donc limités a catégoriser les

patients uniquement en fonction de la pathologie MC ou RCH.

Nos résultats ont montré la présence de taux élevés de NO chez les patients atteints de
MICI en comparaison avec les sujets sains. Ces taux sont significativement plus élevés
chez les patients atteints de la MC que chez les patients atteints de la RCH. En accord
avec les travaux antérieurs menés par notre équipe ainsi que par d’autres équipes, nos
résultats confirment I’'implication de cette biomolécule dans les mécanismes
physiopathologiques des MICI. Ces études ont rapporté la présence de teneurs élevés
deNO durant la phase active de la maladie, faisant de lui un facteur étiologique important
impliqué dans I’évolution et la chronicité des MICI (Kimura et al., 1997; Rafa et al.,
2010). Par ailleurs, plusieurs manifestations observées au cours des MICI telles que
I’augmentation de la perméabilité intestinale et vasculaire ainsi que la vasodilatation de la

mugueuse sont liées aux effets directs ou indirects du NO.
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Au niveau des plasma des patients atteints de MICI, nous avons également procédé au
dosage de I’IL-22 par la technique ELISA. Nos résultats ont mis en évidence la présence
de taux plasmatiques élevés de I’IL-22 chez les patients atteints de MICI. Ces taux restent
toutefois plus éleves dans la MC que dans la RCH. Selon Wolk et al I’IL-22 joue un réle
régulateur important dans la MC en raison de sa capacité a limiter la réponse
inflammatoire systémique. En effet, ces auteurs ont démontré que I’'IL-22 induit la
production des protéines de liaison au LPS (LBP) par les hépatocytes. Ces protéines sont
des PRR solubles présents dans le plasma de maniére constitutive. Leur rble consiste a
détecter les motifs bactériens tels que le LPS et les presenter aux cellules
immunocompétentes (Wolk et al., 2007). Cependant, le rdle protecteur et anti-
inflammatoire de 1’TL-22 dépend probablement du contexte inflammatoire, de la durée et
la quantité de I’IL-22 produite et le tissu impliqué. Il serait donc important de compléter
notre étude a travers 1’évaluation du taux de production locale de 1’IL-22 chez les deux

catégories de patients en phase active et de rémission.

Dans le but d’explorer davantage le rdole des probiotiques dans la modulation de la réponse
immunitaire, nous avons étudié les effets de leur surnageants de culture sur la production
du NO par les PBMCs de patients atteints de MICI. En effet, bien que certains effets des
probiotiques nécessitent un contact direct entre les bactéries et les cellules épithéliales, de
nombreuses études ont rapporté la capacité des probiotiques a sécréter des métabolites
actifs, anti-inflammatoires et cyto-protecteurs. Le surnageant de culture constitue le milieu
de culture dans lequel les micro-organismes probiotiques ont été cultivés puis eéliminés par
filtration. Ainsi, il est dépourvu de tout micro-organisme et ne présente aucun risque
d’infection. Son utilisation a été proposée afin de palier au risque associé a I’ingestion de

grandes charges bactériennes.

Dans notre étude, nous avons traité les PBMCs de patients atteints de MICI avec
différentes dilutions (1/2, 1/8, 1/32) du surnageant de culture de Saccharomyces boulardii
(sSb) et d’un cocktail de lactobacilles et de bifidobacteries (sPro) contenus respectivement
dans I’Ultralevure® et I’Ultrabiotique®. Nos résultats ont montré une diminution des taux
de nitrites au niveau des PBMCs des deux catégories de patients suggérant un réle anti-
inflammatoire des métabolites secrétés par les probiotiques.
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Les données de la littérature dans leur ensemble suggérent un effet anti-inflammatoire de
Saccharomyces boulardii et de ses métabolites. Cet effet est médié par I’inhibition de
I’activation du facteur de transcription NF-kB, et de la voie de signalisation des MAPK
ainsi que par I’inhibition de la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que 1’IL-
8, le TNF-a, I'IL-1B, I'IFN-y (Thomas et Baumgart, 2012). Dans un modéle
expérimentale d’atteinte gastrique, le surnageant de culture de S boulardii a également
induit I’inhibition de I’activité de la NOS-2 (Girard et al., 2005).

Concernant 1’effet anti-inflammatoire potentiel du surnageant de culture des bactéries
constituant 1’Ultrabiotique®, nous suggérons qu’il serait probablement médié par le
butyrate, un acide gras a chaines courtes généré aprées fermentation de I’inuline, un fructo-
oligosaccharides présent dans lemilieu de culture de ces bactéries. En effet, de
nombreuses études ont démontré que le butyrate est capable d’inhiber la production de
médiateurs pro-inflammatoires a travers I’inhibition de 1’activation du facteur de
transcription NF-kB et la production de cytokines pro-inflammatoires tel que le TNF-a
(Segain et al., 2000 ). Par ailleurs, les travaux de Sokol et al ont montré que le surnageant
de culture de Faecalibacterium prausnitzii, riche en butyrate exerce de nombreuses
propriétés anti-inflammatoires in vitro et au cours de la colite expérimentale induite par le
TNBS (Sokol et al., 2008). Par ailleurs selon les travaux de Petrof et al, les effets anti-
inflammatoires des métabolites produits par les probiotiques tel que Lactobacillus
plantarum sont dues a leur capacité a bloquer 1’activation du facteur NF-xB a travers
I’inhibition du protéasome (Petrof et al., 2004). Enfin, dans une étude réalisée sur la
souche Lactobacillus acidophilus, il a été démontré que celle-ci secrete une protéine
extracellulaire nommée SIpA capable de diminuer la réponse pro-inflammatoire a travers
I’induction de la production de I’IL-10 par les cellules dendritiques (Konstantinov et al.,
2008).

Il apparait toutefois nécessaire d’augmenter la taille de notre échantillonnage et de
recruter des patients naifs de tout traitement afin de mieux caractériser ’effet des
surnageants de culture des probiotiques chez les différentes catégories de patients (en
phase active et de rémission). De plus, il serait important d’identifier et de caractériser les

fractions moléculaires bioactives responsables de la modulation de la production du NO.

112



Partie VI Discussion
generale

Probiotiques
e I \
e
Peptides Germes 2
ep_ L. pathogénes Bactéries
antibactériens 3 ommensales

AGCC IgAs

I -vummsguwasfwuun\g
Ay

@

———— ] Inhibition
Augmentation

Réduction

Métabolites

Figure 41: Schéma récapitulatif, proposé pour illuster le réle immuno-modulateur des probiotiques au cours de la colite
experimentale. DSS: Dextran Sulfate Sodium; DC: cellule dendritique tolérogéne; M® : macrophage ; AGCC : Acides gras a chaines
courtes ; NO: monoxyde d’azote, NOS-2: nitric oxide Synthase-2; TLR: toll like receptor.
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Conclusion :

Ce travail de these avait pour objectif principal I’¢lucidation des mécanismes d’action des
probiotiques au cours des Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin mettant ainsi
en exergue le role du microbiote intestinal. L’utilisation d’un modéle de colite aigue
incluant une phase de rémission nous a permis d’élargir le spectre des potentialités
thérapeutiques de 1’Ultrabiotique®,un probiotique composé¢ de lactobacilles et de
bifidobactéries. Nos résultats montrent clairement les effets des bactéries probiotiques

dans I’induction et 1’accélération de la phase de rémission.

Outre le maintien de 1’équilibre du microbiote intestinal, les probiotiques ont la
particularité de moduler la réponse immunitaire pro-inflammatoire vers un profil anti-
inflammatoire et immuno-régulateur. Notre étude a permis de situer les différents niveaux
d’action des probiotiques dans la régulation de la réponse inflammatoire. Il apparait
clairement que les probiotiques modulent négativement 1’expression du TLR-4 et
I’activation de la voie de signalisation NF-kB. Par ailleurs, notre étude renforce nos
résultats antérieurs, et met en évidence la capacité des probiotiques a réguler négativement

la production locale et systémique du NO ainsi que de I’'I[FN-y, inducteur majeur de la
NOS-2.

Les propriétés immunorégulatrices des probiotiques se sont traduites par la diminution de
I’expression colique de I’IL-6 et du CCR-6 et une augmentation de 1’expression du TGF-

B et du facteur de transcription FoxP3, marqueur de la population Treg.

Il apparait a travers notre étude, le role cle des probiotiques dans le maintien de la
fonction de barriere de I’épithélium intestinal. Nous avons dans cet optique, mis en
évidence leur capacité a stimuler la sécretion du mucus et a induire 1’expression colique
de 'TL-22/IL-22R et de I’'TL-33.

Par ailleurs, a travers I’étude des effets des métabolites solubles générés par les
probiotiques, nous avons mis en évidence le r6le immunomodulateur des surnageants de
culture des probiotiques sur la production du NO ex vivo chez des patients atteints de
MICI.
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Au regard global de notre étude, il en ressort que I'utilisation des probiotiques ou de leurs
métabolites comme stratégie thérapeutique alternative ou complémentaire au traitement
conventionnel, ouvre des perspectives prometteuses dans la régulation des processus

inflammatoires et la dysbiose associés aux Maladies Inflammatoires Chroniques de

I’Intestin.
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