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RESUME

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestint caractérisées par une inflammation
anormale et récurrente du tractus digestif. De memdes études ont démontré des effets
bénéfiques de souches probiotiques anti-inflammegaiecombinantes ou non. La premiére
partie de cette these décrit différentes stratédieptimisation de souches de bactéries
lactiques en tant que vecteurs de protéines déhsanté. Nous avons ainsi démontré qu’une
modification du peptidoglycane de la paroie Ildactococcus lactisnfluencant la lyse
bactérienne ne permettait pas de moduler I'immuniogé de I'antigene E7 délivré par
L. lactis Nous avons également démontré que la nature dtewe bactérien était un
parameétre essentiel dans la vectorisation de latéipe délivrée : ainsi I'espece
Bifidobacterium infantisnduit une réponse immunitaire spécifique a I'g@tie E7 supérieure

a celle obtenue avec les vectelrdactis et Lactobacillus plantarumLa deuxieme partie de
cette thése porte sur I'étude des effets antitimfitatoires de bactéries recombinantes ou non.
Nous avons ainsi démontré que la soutlie casei BL23 produisant une superoxyde
dismutase a manganese permettait de diminuer isigiivement des colites murines induites
par administration de dextran sodium sulfate. Enfious avons mis en évidence des
propriétés anti-inflammatoires sur divers modelésfldmmation in vitro / in vivo de
Faecalibacterium prausnitzipremiéere bactérie commensale anti-inflammatoiretifiée sur

la base de données cliniques humaines.

Mots clefs: Maladies inflammatoires chroniques de l'intesiirilammation, bactérie lactique
recombinante, Lactococcus lactis, Lactobacillus casei, Lactodasil plantarum,
Bifidobacterium infantis, Faecalibacterium prausaiitlysozyme, stress oxydant, superoxyde

dismutase.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases are characterized Impraal inflammation of digestive tract.
Several studies have shown positive effects of-iaffammatory probiotic (native or
recombinant) or commensal bacterial strains. Tt part of this PhD thesis describes
different optimization strategies of the use otilaacid bacteria as proteins delivery vector.
We have shown that the modification of peptidoghyoélLactococcus lactisnfluencing lysis
rate does not confer any advantage in both pensisten gastrointestinal tract and proteins
delivery vector abilities. We showed that naturdacterial vector is an essential parameter to
deliver protein of health interesBifidobacterium infantiscould increase higher immune
response against E7 antigen than the ones obtawmid L. lactis and Lactobacillus
plantarum In the second part of this PhD thesis, we andliaeti-inflammatory effects of
recombinant probiotic or commensal bacteria. WewslabthatLb. caseiBL23 producing
superoxide dismutase could significantly protectemirom dextran sodium sulfate induced
colitis damages. Finally, we observed anti-inflantona properties on cellulars and animals
models ofFaecalibacterium prausnitziithe first commensal anti-inflammatory bacterium

identified by analysis of human clinical data.

Key words: Inflammatory bowel diseases, inflammatidractococcus lactis, Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium anfis, Faecalibacterium prausnitzii

lysozyme, oxidative stress, superoxide dismutase.
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ABREVIATIONS

5-ASA : 5 amino salisylic acid

AAF : aérobie anaérobie facultatif

Ac : anticorps

ADN : acide désoxyribonucléique

Ag : antigene

AIEC : Escherichia coliadhérent invasif

B. : Bifidobacterium

BL : bactérie lactique

BLGM : bactérie lactique génétiquement modifieée
C : cytosine

CAT : catalase

CD : cellule dendritique

Cl. : Clostridium

CNK : cellule natural killer

CPA : cellule présentatrice d’antigéne

CpG : cytosine phosphoryl guanine

Cu/Zn SOD : copper / zinc superoxyde
DAO : dérivé actif de I'oxygene

DSS : dextran sodium sulfate

E. : Escherichia

EC-SOD : superoxyde dismutase extra-cellulaire
F. : Faecalibacterium

FC : fluoro-cytosine

FU : fluoro uracil

G : guanine

GRAS : generally reconize as safe

H.O. : peroxyde d’hydrogene

HPV16 : papillomavirus humain de type 16
IFN : interféron

Ig : immunoglobuline

IL : interleukine

IPTG : isopropyB-D1-thiogalactopyranoside
IRAK : IL-1 receptor associated kinase

KO : knockout

L. : Lactococcus

Lb. Lactobacillus

LB : lymphocyte B

LGG : Lactobacillus rhamnosus

LPS : lipopolysaccharide

LT : lymphocyte T

LTIE : lymphocytes T intra-épithéliaux
MALT : mucosa associated lymphoid tissue
MAP : Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
MC : maladie de Crohn

MICI : maladie inflammatoire chronique de I'intesti



Mn SOD : superoxyde dismutase a manganese
MPO : myeloperoxydase

NICE : nisine controlled expression

NO : oxyde nitrique

NOS : NO synthase

NOD : Nod like receptor

O,° :ion superoxyde

OH° : radical hydroxyle

P : promoteur

PBMC : peripheral blood monocyte cell
PCR : polymerase chain reaction

PEG : peptidoglycane

PP : pourcentage de protection

PRR : pattern recognition receptor

PS : peptide signal

PVDF : polyfluorure de vinylidene

RCH : rectocolite hemorragique

Sl : systéme immunitaire intestinal
SOD : superoxyde dismutase

SPase : signal peptidase

T7 p : T7 RNA polymérase

TD : tractus digestif

TGF : transforming growth factor beta
TLR : toll like receptor

TNBS : 2,4,6-trinitrobenzensulfonic acid
TNF : tumor necrosis factor

TRAF6 : TNF receptor associated factor 6
Treg : lymphocyte T regulateur

UFC : unité formant colonie
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NOTE DE L'AUTEUR

Depuis toujours, l'étude du vivant me passionnecryjier de quelle maniere
fonctionne un organisme si complexe que I'étre Homgue tant de mystére reste encore a
déceler. J'ai découvert la microbiologie lors dennidT et c’est avec une curiosité insatiable
que jai étudié ce nouveau monde; c’est donc tattnellement que j'ai souhaité poursuivre
mes études dans un domaine qui alliait ces deusiadipés. J'ai alors intégré une école
d’'ingénieur spécialisée en microbiologie des présédlimentaires, le theme « alicament »
m’avait a I'époque interpellé et c’est ainsi querje suis tout naturellement orientée vers un
stage de Master puis une these portant sur I'éiedeprobiotiques et de leurs interactions

avec I'note.

Ma these a été réalisée sous la direction de Rydllanau sein de I'équipe « Interactions des
bactéries commensales et probiotiques avec I'hgieibdirige au sein de I'Unité d’Ecologie

et Physiologie du Systeme Digestif. Jai égaleméeénéficié de I'encadrement de

L. Bermudez-Humaran, chercheur de I'équipe sp&éatians la biologie moléculaire des
bactéries lactiques, ainsi que de C. Cherbuy, iegérde recherche, spécialisée en biologie
cellulaire. Cet encadrement m’a permis d’allierdgpertises, les connaissances et les qualités

de chacun de mes trois encadrants dans le but der mdien cette these.

La réalisation de ce doctorat a été pour moi un@eeance inoubliable comprenant des
réussites et des échecs, des remises en causégabkiment de la prise de confiance en soi.
Cette expérience m'a permis de découvrir le moredadecherche et le fonctionnement d’un
laboratoire ou j'ai effectué de nombreuses expégsrscientifiques et connu de nombreuses
expériences humaines. J'espere que la lecture dego®ire vous permettra de comprendre

de quelle maniére je me suis investie dans cedtetht le plaisir que j’'ai eu a la réaliser.

L’introduction bibliographique de ce manuscrit posp de vous faire voyager dans le
monde de l'infiniment petit et de ses relationscaMedte humain. Vous y trouverez dans un
premier temps les informations générales liées @higsiologie du systeme digestif, au
systeme immunitaire intestinal ainsi que les gditésa concernants le dialogue
bactéries-héte. Dans un deuxiéme temps, vous ydren le descriptif des MICI ainsi que le
réle du stress oxydant, des bactéries commensalgatteogénes dans le développement de

ces maladies. Enfin, ce mémoire vous transportare de futur par I'étude de nouvelles
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stratégies thérapeutiques utilisant des bacténebigiiques naturelles ou génétiquement
modifiées dans le cadre du traitement de l'inflariomaintestinale.

La deuxiéme partie de ce mémoire expose I'ensemdetravaux effectués, ainsi je vous

présenterai des résultats non publiés concerndre pmtéine modele utilisée afin d’étudier

la réponse immunitaire. Je vous commenterai égaiemetre article paru dans la revue

Proceedings of the National Academy of Sciendesx articles actuellement en révision dans
le journal International Journal on Food Microbiologyainsi que les résultats qui feront

I'objet d’'un article actuellement en préparatiomslée but d’étre soumis au jourrdurnal of

Immunology.

Pour terminer ce manuscrit, j'ai choisi de discuress résultats et d’exposer les perspectives

a long terme, dans le context des MICI, de I'enderdbs travaux réalisés pendant ma these.

A présent, je vous souhaite une bonne lecturesp@re sincerement que vous prendrez

autant de plaisir a lire ce mémoire que j'en aigelécrire.
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AVANT PROPOS

Les probiotiques sont des microorganismes vivanis Igrsqu’ils sont ingérés en quantité
suffisante, exercent un effet positif sur la santédela des effets nutritionnels traditionnels. Il
s’agit, pour la plupart, de bactéries lactiques)(Blgérées par les consommateuid des
produits laitiers fermentés. Les effets positifs mtebiotiques ont été démontrés dans la
prévention et le traitement des maladies inflammedochroniques intestinales (MICI). Les
MICI sont des pathologies invalidantes et de longueée qui se caractérisent par une
inflammation anormale et récurrente du tractusstifj€TD). La recherche de nouvelles pistes
de prévention ou de thérapie a mis en évidencenténét potentiel de souches probiotiques
vis-a-vis de ces pathologies digestives : d’'une, gperce que certaines souches bactériennes
possedent, par elles-mémes, des propriétés alamnfatoires, d’autre part, parce qu'elles
peuvent constituer des vecteurs bactériens afgagour la libération de protéines
thérapeutiques dans le TD. Dans ce contexte, ktibjele mon travail de thése a été
i) d’étudier les effets anti-inflammatoires de Soes recombinantes ou commensales et
i) d’optimiser différentes souches de BL en tamé gfecteur de protéines d’intérét santé. Afin
de répondre au premier objectif, nous nous sommisessés dans un premier temps a
I'étude du stress oxydant vis-a-vis de l'inflamroati par la construction puis I'analyse des
effets anti-inflammatoires de souches de. caseiBL23 produisant des enzymes anti-
oxydantes (Watterloet al, en révision), puis, dans un second temps, nous SoOmmes
intéressés a I'étude des effets anti-inflammataiess. prausnitziiA2-165, premiere bactérie
commensale anti-inflammatoire identifiée sur laebd%®ssais cliniques (Soket al, 2008).
Afin de répondre au deuxieme objectif de ma thases avons travaillé sur plusieurs types
de BL : i) L. lactis BL traditionnellement utilisée comme vecteur det@ines (Watterloet

al., en révision); iiLb. plantarumetLb. casej appartenant a un genre bactérien qui persistent
plusieurs jours dans le TD; et ii§. infantis bactérie commensale adaptée aux conditions

particulieres du TD (Watterlat al, manuscrit en préparation).
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Introduction bibliographique

. GENERALITES DU SYSTEME DIGESTIF

1) Structure du systéme digestif
Le systeme digestif est composé successivemend davité buccale, I'estomac, l'intestin

gréle (duodénum, jejunum et iléon), le caecum,d®rc ou gros intestin (célon ascendant,

cblon transversal et clon descendant) puis sanerpar le rectum et I'anus (Fig. 1).

Glandcs Salvaires

r (Ezopiage

I'\
4

“‘x.._h__
e -
—— Pancreas
; Canal Pancmatnne
/ Estonac
Foie., ! i
Wesicule Hliaire, 5 ™ -/ i
7 |

Crugeonun,

Calzn transverse
|
Cilon ascendant — 1
|

Célon descendant el =TT
T ilmlestin goele)
1

anuds

Fig. 1: Structure du systeme digestif (Villarrea2006).

La physiologie du tube digestif est constituée detubiques concentriques situées
respectivement de la lumiére vers l'intérieur dedanisme (Fig. 2):

La muqueuse qui comporte un épithélium de revétement ainsumuissu conjonctif

sous-jacent : le chorion damina propria,qui lui-méme contient des tissus lymphoides diffus
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Introduction bibliographique: généralités du systéatigestif

ainsi que des follicules lymphoided.a muscularis mucosae la sous-muqueuse,
la musculaire externecomprenant la partieirculaire interne et longitudinale externe ainsi
que la tunique externe constituée par un tissu conjonctif lache qui ladresolidaire aux

organes voisins (Andrét al, 2002).

La paroi du tube digestif comporte de nombreus#sles immunitaires. Les plasmocytes et
les lymphocytes T intra-épitheliaux (LTIE) sont ripalement détectés au sein de
I'épithélium. Les lymphocytes B (LB) et des plasiyies sécréteurs d'immunoglobulines A
(IgA) sont essentiellement répartis dans des fdie lymphoides au sein du tissu conjonctif

du chorion de la muqueuse et de la sous muqueuse.

A présent, nous allons détailler i) la physiologéla muqueuse, en particulier I'épithélium de
l'intestin gréle et du cbélon, qui est en contaatedi avec la lumiére ii) la composition

du microbiote et iii) les fonctions du systéme inmitaire intestinal.

* L’intestin gréle

L’intestin gréle mesure 4 a 7 m chez 'lhomme. Lasojs sont recouvertes de plis circulaires,
de villosités et de microvillosités formant la bore en brosse, ce qui lui conféere une surface
d’échange avec la lumiére de 408 en moyenne. Les sécrétions intestinales permeteent
maintenir un pH neutre ou légérement basique antalede 8. L’intestin gréle est le siege de
phénomenes d’absorption mais joue également undaite les phénomenes de sécrétion et
participe a la réponse immunitaire. Il comprenddedénum (0,25 m), le jejunum (2,5 m) et
l'iléon (3,5 m).

La muqueuse de l'intestin gréle comprend un étayeposé de villosités ainsi qu'un étage

compose de glandes de Lieberkihn (ou cryptes) 8Figergi, 1997; Andrét al, 2002).
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Musculaire externe
' Sous-muqueuse
- Muscularis mucosac

Lamina propria

“—————[pithélium de surface

]—\'ﬂlu_«uu

}I'I: circulaire

— Microvillosité
EXTREMITE DUNE
VILLOSITE

+ Bordure ¢n brosse

j TR Lamina propria

Fig. 2: Structure de l'intestin gréle.

Les \villosités s’étendent vers la lumiére et sorapidsées par I'épithélium
prismatique simple constitué de plusieurs typehile@es dont les entérocytes, les cellules
caliciformes, les cellules neuroendocrines et ateani de l'iléon, appartenant au systeme

immunologique, les cellules « M ».

Les entérocytessont les principales cellules de I'épithélium entsplus spécifiguement

responsables de la fonction d’absorption des netiim

Les cellules caliciformessont des cellules a mucus qui permettent de peotégtestin de
I'agression des sucs gastriques mais qui jouenesgeat un réle dans la protection vis-a-vis

des bactéries de la lumiére.
Les cellules neuroendocrinesont responsables de la sécrétion hormonale.

Les cellules M, (microfold cells) situées au niveau des plaquePelger (amas constitués de
20 a 40 lymphoides situés principalement danstigegarminale de I'iléon, dans le chorion et

dans la sous-muqueuse), jouent un rdle prépondéaastia réponse immunitaire.
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Introduction bibliographique: généralités du systéatigestif

Les cryptesou glandes de Lieberkiihn sont composées de celmimatures en prolifération
donnant naissance a cinqg types cellulaires : disle= caliciformes, des entérocytes, des
cellules « intermédiaires », des cellules neuroerides et au fond des cryptes les cellules de
Paneth. Ces dernieres, sont des cellules séceetliedysozymes et de défensines qu’elles
déversent dans la lumiére des cryptes contribugnsi a I'effet barriere de la muqueuse

intestinale.

Les cellules de I'épithélium ont un renouvelleménés rapide (4 a 5 jours). Des cellules
souches pluripotentes sont situées au fond deyfgte;relles proliferent et les cellules filles
issues de leur division se différencient pendamt heigration le long des villosités. Seules les
cellules de Paneth restent au fond des cryptes.

“—‘5’\ Epilhclulm de sur_l‘acc {villosite):

simple, cylindrique, a bordure en brosse
{ et mugueux

— Lactéal
o Tissu conjonetif de la lamia propria
{

J

s Vaisseau sanguin

. —Q—1( rypte de Lieberkihn: glande simple;

tubulaire | séro-mugueuse

Cellule muqueuse de la crypte

g. “6 ‘ \ Cellule de Paneth de la crypte

= = O@ }»'\duhul.ﬂh mucosae
Tz ' S
ol = 5 Plexus sous-mugqueux
F'- ¢ @!‘3 i }Snus-muqueux
Q

— Gilandes (unités sécrétrices )

—Musculare externe

=— Plexus myentérique

]—- Séreuse (ou adventitia)
Fig. 3: La muqueuse intestinale.

e Le cblon

De calibre plus large que lintestin gréle, le gmtgstin mesure environ 1,5 m de long, |l
comprend le colon ascendant, transversal et deanende pH est compris entre 4,7 et 7,5
respectivement dans sa partie proximale et distalda difference de la muqueuse de
I'intestin gréle, le c6lon ne comporte pas de gillés mais un épithélium plan (ou épithélium
de surface), d'autre part, les cellules de Panaitny absentes. L'épithélium est constitué de
colonocytes, cellules responsables de l'absorptien’eau et des électrolytes, de cellules

caliciformes et de cellules entéroendocrines. Laxioh lui, est riche en tissu lymphoide.
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Les fonctions du célon sont i) la déshydratatiorbdualimentaire (absorption de I'eau et des
électrolytes); ii) la digestion terminale de lalgkise et autres polysaccharides résistant a la
digestion au niveau de lintestin gréle par le mwiiote et iii) I'évacuation des déchets

alimentaires.

Crypte de Licberkiihn: glande simple, tubulaire,
'I'[I'IJ(iHl:lISL'
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Fig. 4: La muqueuse colique.

¢ Le microbiote

L'écosystéme est défini comme étant 'ensemblstdesures relationnelles qui lient les étres vitsan

entre eux et a leur environnement inorganique (&lierg 1943).

L’écosysteme microbien digestif est composé du abiote, de I'héte et des aliments ; il est

responsable de 'homéostasie et participe au neaitkt la santé de I'héte.

Le microbiote comporte 1t microorganismes vivant en symbiose avec I'hété ghis de
100 fois le nombre de cellules de I'organisme hun(&ill et al, 2006).In uterqg le tube
digestif est stérile, les premiéres colonisatioadant principalement par la flore vaginale,
intestinale et cutanée de la meére lors de la naissainsi que par I'environnement extérieur
(O'Hara and Shanahan, 2006). Sa composition valgauite évoluer en fonction de

I'environnement et de l'alimentation de I'hote, pose stabiliser vers les deux ans de
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I'individu. Chague homme posséde donc son propceahiote, reflet de son environnement.
Chez lindividu sain, le microbiote, une fois st@é#, ne subira que des changements

ponctuels, conséquence de la prise d’antibiotigued’'un changement d’alimentation.

Trés complexe et diversifié, le microbiote est pose d’environ 1000 especes difféerentes
réparties selon troigphyla majoritaires, lephylum des Firmicutes représentant 79% du
microbiote, constitué principalement de bactérigSram positif a bas GC. La plus grande
majorité des especes des Firmicutes appartieatcdasse des Clostriduiarmi lesquels on
retrouve les groupé&slostridium coccoidest Cl. Leptum Moins de 5% des autres especes du
phylumFirmicutes appartiennent aux classes MollicuteBaeillii.

Les deux autrephyla majoritaires sonBacteroideteset Actinobacteriaqui représentent
respectivement 17% et 3% de I'écosysteme intes{icey et al, 2005; Tapet al, 2009)
(Fig. 5). Enfin, les autrephyla rencontrés sont principalement ceux @&esteobacteriaet
Verrumicrobiaqui ne représentent que quelques pourcents defrigadbtales.

Les progres effectués concernant l'analyse génamiqies procaryotes a fait
considérablement évoluer la taxonomie. Anciennenba&sée sur I'analyse morphologique
(coque/bacille) et phénotypique (coloration de Gragtie est aujourd’hui basée sur I'analyse
métagénomiquevia I'ARN ribosomique 16S. En effet, il s’est avéréegles précédentes
techniques de classification ne permettaient palstehir une classification totale des espéces
peuplant le microbiote mais uniquement des espadésables qui ne représentent que 30%

de I'’écosysteme intestinal.

17% w

@ Firmicutes
@ Bacteroidetes
O Actinobacteria

Fig. 5: Répartition desphyla majoritaires qui composent le microbiote intestin&(Tap et al., 2009).

Parmi les espéces rencontrées au sein du TD, 98%asaérobies. La concentration et la
diversité bactérienne augmentent parallelement 8aagmentation du pH. La composition
varie en fonction de la teneur en oxygene qui diaife long du TD, ainsi, I'estomac est

constitué d’environ 10 unités formants colonies (UFC)/g de contenu, ledémum
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et le jéjunum sont constitués de*1® 10 UFC/g, la majeure partie étant des bactéries
aérobies anaérobies facultatives (AAF) telles qas khctobacilles, des streptocoques ou
encore des entérobactéries. Dans l'iléon, la ptaporaugmente de £0a 10 UFCI/g,
principalement constitué de bactéries AAF et ari@ésotelles qudacteroidesenfin le colon
contient 18 & 13 UFC/g de contenu principalement anaérobies séridtles que
Bacteroides, Eubacterium, Peptostreptococcus, @dteriumet Clostridium (Butel and
Collignon, 2004)

On peut distinguer lenicrobiote endogeneou autochtone, qui colonise principalement le
cblon et qui est capable de se multiplierivo, du microbiote en transit ou allochtone, qui
provient principalement de l'alimentation et pemsigpeu de temps au sein du TD.

Les principales fonctions du microbiote peuvers @gfinies selon 3 catégories:

Les fonctions métaboliques le microbiote réalise la fermentation des résidlimentaires
non digestibles et produit ainsi des acides grahaines courtes tels que le butyrate, de
I'énergie et des vitamines essentielles au dévelmgnt de I'héte (Wonget al, 2006;

Macfarlane and Macfarlane, 2007).

Les fonctions trophiques: le microbiote participe au développement de liaggnese de
I'intestin via les cellules de Paneth, et aide ainsi au dévetoppedu systéme immunitaire
(Stappenbeckt al, 2002; Macpherson and Harris, 2004).

Les fonctions de protection le microbiote permet d’augmenter I'effet barriede la
muqueuse intestinale en colonisant les sites @idix a la muqueuse du TD, en créant une
compétition vis-a-vis des nutriments ou encore ibarant des composés anti-microbiens

luttant ainsi contre les bactéries pathogénes (Elcetpal.,2003).
2) Le systeme immunitaire intestinal

Le systeme digestif met en relation des hommeg®itcroorganismes autour d’un support
physiologique qui constitue une barriére entremmirennement extérieur (air, eau et aliment)
et I'intérieur de notre organisme (cellules, lympétesang). Afin de maintenir I'équilibre

fragile qui constitue cet écosysteme, lintestinlta développer des fonctions immunitaires

permettant de maintenir I’hnoméostasie intestinake.systeme immunitaire intestinal (Sll)
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évolue donc en symbiose avec le microbiote quichrarge de la tolérance, exerce des effets
bénéfiques pour I'hdte. Outre, la digestion de ategt métabolites, le microbiote permet
d’optimiser le fonctionnement de notre Sl mais légent le fonctionnement de notre

systéme immunitaire systémique.

Dans le prochain chapitre « Dialogue bactéries-hpteous nous intéresserons aux effets du
microbiote sur nos fonctions immunes, mais avala, deest nécessaire de rappeler quelques
notions concernant l'immunité et les mécanismes liqgups dans les processus

inflammatoires.

On distingue principalement 'immunité innée quirespond a la premiere ligne de défense
de I'organisme face a une agression, de I'immuenitgptative qui correspond a une immunité
acquise, spécifique envers un antigene (Ag) dorin§ue fait intervenir des notions de

mémoire.

¢ L’immunité innée

Il s’agit d’'une immunité non spécifique, immeédiap@ constitue la premiere ligne de défense
de I'organisme face a une infection, elle ne fa pitervenir de notion de mémoire mais elle

fait appel & plusieurs processus.

L'effet barriere

La peau et les membranes des muqueuses constigentoutes premiéres barrieres
anatomiques. Au niveau du TD, la présence de Képitm a un rdle de barriere essentiel afin
de séparer les micro-organismes composant le mateolet présent dans la lumiére de la
lamina propria L’effet barriere se compose également d’actioésaniques induites par les
mouvements péristaltiques de l'intestin et du cptbactions chimiques (pH acide, enzymes,
peptides anti-microbiens...). Enfin, la présence decrobiote intestinal joue un réle essentiel
dans la prévention d’'une infection en créant un@peition vis-a-vis des nutriments, des

sites de fixations a la muqueuse ou encore, eduant des peptides anti-microbiens.
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La phagocytose

Les cellules phagocytaires sont les polynucléairesutrophiles, les monocytes, les
macrophages (monocytes différenciés) et les cslldendritiques (CD) (Fig. 6). Leur

fonction principale est de phagocyter les organssrégangers et d’'induire une réaction
inflammatoire. La phagocytose fait intervenir diéféts mécanismes pour éliminer les cellules
bactériennes potentiellements pathogenes telsagutiuction de dérivés actifs de I'oxygene
(DAO), de peptides anti-microbiens (défensine), ndignes (lysozyme) ou encore de

compétiteurs tels que la lactoferrine.

Fig. 6: Microcopie a balayage d’'un macrophage (Kidt et al., 2008).

Le complément

Le complément est constitué d'un groupe de proséipériques, son réle majeur est la
reconnaissance puis la destruction des pathogdrescomplément est activé par des
médiateurs solubles tels que les lectines spéesiglu mannose (MBL pour mannose-biding
lectin) et la protéine C réactive. Les différentsnposants du complément interagissent afin
d’induire i) la lyse des cellules, des bactériedext virus ; ii) I'opsonisation ou capture d’Ag
particulaire favorisant la phagocytose; iii) l'acttion de la réponse inflammatoire et iv)
I'élimination des complexes immuns (Complexe amgiso(Ac) des phagocytes / Ag des

bactéries) vers le foi et la rate. Enfin, I'inteian des protéines du complément avec les
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récepteurs de surface des cellules du systéme iitairarpermet de participer au contrdle de
la réponse innée et adaptative.

Les cellules Natural Killer (CNK)

Les CNK sont spécialisées dans la lyse des cellufasrales et des cellules infectées par des
virus, et ce sont des acteurs majeurs de la répomsenitaire innée. En effet, elles sont
capables de cibler puis tuer les cellules envadegroduire des cytokines telles que le tumor
necrosis factor-alpha (TN&)» et linterferony (IFN-y) permettant ainsi de stimuler la

maturation des CD, d’activer les macrophages atdire une réponse de type Thl.

Les cellules présentatrices d’'antigenes (CPA)

Les CPA permettent d’établir le lien entre la rémninnée et adaptative. Il s’agit
principalement des monocytes, macrophages et CesAgconnaissance des pathogénes et
captures de leurs Ag, les CPA migrent vers lesisisgmphoides et présentent alors les Ag
dégradés en peptides aux lymphocytes T (LT) peametd’activer ainsi la réponse

immunitaire adaptative.

Origine hématopoiétique des cellules immunitaires

‘ c. lymphoides

polynucléaires | monocytes cellules _
neutrophiles | macrophages dendritiques

— phagocytes expansion clonale

Moelle osseuse

c. myéloides

‘ cellules présentatrices d'Ag ‘

immunité

immunité innée adaptative

Fig. 7: Schéma représentant 'ensemble des acteursjeurs du systéme immunitaire.
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* L’'immunité adaptative

La réponse innée permet d’éliminer 99,9% des idastdont 99%via les barrieres de la
peau et des muqueuses, mais pour les 0,1% rektanmunité adaptative est nécessaire.
s’agit d'une réponse spécifiqgue a un Ag faisargrignir la mémoire immunitaire. La mise en
place de cette réponse peut prendre quelques jellesest soit humorale (intervention des
LB) soit cellulaire (intervention des LT CD&t LT CD4).

Les principaux types cellulaires intervenant danséponse immunitaire adaptative sont les
LT, les LB et les CPA. Suite a une interaction enin Ag et un LB, ce dernier va se
différencier en cellules filles B mémoires et piagytes sécréteurs d’Ac. Les Ac peuvent
i) neutraliser la capacité des pathogénes a infdete cellules cibles ; ii) augmenter la
probabilité a I'agent étranger d’étre phagocytéjietollaborer avec le complément afin de

faciliter la lyse des pathogénes.

Concernant les LT, ils reconnaissent les Ag unicerEns’ils sont associés au complexe
majeur d’histocompatibilité présent a la surface @@A. Ainsi actives ils vont se différencier
en LT CD4 mémoires et LT CDB cytotoxiques qui détectent et détruisent les agent
pathogéenes présents dans les cellules de I'hosecélules B et T mémoires vont permettre
I'induction d’'une réponse plus rapide lors d’'uneuvgle attaque. La réponse immunitaire
adaptative ainsi activée va induire par la lib&@mtde médiateurs chimiques une réponse

immunitaire de type Thl, Th2, Th17 ou Treg.

La réponse Thl est définie comme étant pro-inflatoire: elle va engendrer la production
de cytokines telles que I'lFN- Quant a la réponse Th2, elle est considérée cogamé anti-
inflammatoire et elle va induire la production dgokines interleukine-4 (IL-4), IL-5, IL-10
ainsi que la production importante d’lgG, IgA etElgLa réponse Thl7 va réguler la
production de cytokines IL-17 et IL-23 qui vontiget plus spécifiquement les neutrophiles,
enfin la réponse Treg va induire la production daokines anti-inflammatoire IL-10
et transforming growth factor beta (TG®k-(Fig. 8) (Medzhitov, 2007).
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Fig. 8: Induction des voies Thl, Th2 et Th17 (Medwtov, 2007).

Ces voies sont également modulées par la réponéevia la production de cytokines par les
macrophages, les CNK et les CD. Les profils deskiyes produits par les LT des groupes
Thl et Th2 se régulent mutuellement. L'équilibres @gtokines pro/anti-inflammatoires est
tres fragile : il arrive qu'elle soit perturbée @h peut alors assister a une inflammation

chronique telle que celle observée dans les MICI.

* Le systeme immunitaire intestinal

Présentation générale

Le long des muqueuses du systeme digestif se Bgigissus lymphoides associés a la
muqueuse (MALT pour mucosa associated lymphoidug)sson y retrouve de nombreux
plasmocytes producteurs d’Ac. La muqueuse exteamtient les LTIE, alors que dans la
lamina propriaon retrouve de nombreux follicules lymphoides eoatt les cellules LB, les

plasmocytes et les macrophages. Enfin, dans la-reagseuse les plaques de Peyers,

nodules constitués de 30 a 40 follicules lymphqidest présentes (Fig. 9).
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Les cellules épithéliales jouent également un n@lgortant dans l'induction de la réponse
immunitaire en délivrant de petits échantillons g’&tranger venant de la lumiére aux
MALT, ce transport d’Ag est effectué par des celtulspécialisées : les cellules M.
Les cellules M sont des cellules épithéliales &saidépourvues de microvillosité qui
présentent une invagination ou poche dans leurshrarmas contenants des cellules B, des
cellules T, des macrophages et des CD (Fig. 103. Ag ainsi transportés au sein des
follicules lymphoides induisent la différenciatides LB en plasmocytes qui migrent le long
de la sous-muqueuse produisant alors des IgA audseia lumiére et induisent ainsi une
réponse immunitaire de type Thl, Th2 ou Th17. Lggpuvent également étre endocytés par

des CPA dans le but d’induire la réponse immuratadaptative (Fig. 10).
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Fig. 10: A gauche : une cellule M intestinale ; Alroite : transport d’Ag et présentation a un LT via une
CPA.
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Voie de signalisation « Patterns Recognition Remept

Les cellules de I'immunité innée telles que lesguitgtes, reconnaissent les bactéries grace
aux « Patterns Recognition Receptor » (PRR). LeRR RBprésentent I'ensemble des
récepteurs de surfaces Toll Like Receptor (TLR)siague les récepteurs intra-cellulaires
« Nod Like Receptor » (NOD). On a découvert 11 TtRez I'homme, chacun de ces
recepteurs reconnaissent spécifiguement un compbaatérien : le TLR-2, NOD-1, NOD-2
reconnaissent le peptidoglycane (PEG) des bactar@sam positif, le TLR-4 reconnait le
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram iiggaflLR-5 est spécifique des flagelles
alors que le TLR-9 reconnait les motifs Cytosinespimoryl Guanine (CpG) présents dans le
génome bactérien (Rachmilewig al, 2004) (Fig. 11).

Activation of TLRs by microbial
molecules

Triacylated
lipopeptide

Flagellin Bacterial or
. l viral DNA

, 1 :

z
Y

Fig. 11: Les TLR et les ligands associés.

L’association d’'un PRR avec un ligand bactériencsjggie va induire l'activation de la
protéine MyD88. Cette derniere va alors recrutérl receptor associated kinase (IRAK) qui
une fois autophosphorilé recrute le TNF recept@oasted factor 6 (TRAF6) qui active
également un certain nombre de kinases dont leétantt de phosphoriler I'inhibiteur de
NF-«xB (IxB). IxB va alors étre dégradé au sein du protéasomelel@ytoplasme permettant
ainsi a NF«B de transloquer dans le noyau et dinduire la potidn de cytokines

pro-inflammatoires telles que I'lL-1, I'IL-6, I'lL8, ou encore le TNk-conduisant alors a
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I'activation de la réponse immune innée et / ouptatave (Fig. 12) (Leeet al, 2007,
Magalhae®t al, 2007; Medzhitov, 2007).
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Fig. 12: Schéma représentant la cascade d’activati NF«B via I'activation du TLR-4.

3) Dialogue bactéries hote

L’Ecologie est la science des relations entre tessévivants et le monde qui les entoure
(E. Haeckel 1834-1919).

A TI'heure actuelle, nous savons que la présencemdrobiote joue un réle essentiel
notamment dans la maturation du systéme immunitkrehéte. Ces fonctions ont été mises
en évidence par le biais d’études effectuées chezduris conventionnelles en comparaison
avec des souris sans germe ou axéniques. Cesxramadémontré que les souris axéniques
possédaient un Sll immature du fait de I'atrophes dellules M et des plaques de Peyer et de
la diminution de la sécrétion d’IgA et des celluleB: I'ensemble atténuant la fonction de
barriere intestinale (Macpherson and Harris, 20Q4g&cosysteme microbien est donc
indispensable pour la santé de I'héte, mais I'dogl entre les deux est essentiel. Il est

possible que dans certaines pathologies telledaguICI, 'homéostasie soit perturbée et
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que I'hdte réagisse de fagon agressive en actilargysteme immunitaire de maniere
inhabituelle.

L’homéostasie, est donc un parametre essentiel fpwanté de I'h6éte. Un défaut de
’'homéostasie peut alors provoquer une inflammatidfin de comprendre comment un
écosysteme complexe tel que le microbiote peutéseldpper au sein méme de notre corps
sans éveiller notre systeme immunitaire, il estdartgmt de connaitre comment s’établit ce
dialogue bactéries-hote. Les bactéries commensaledéveloppent principalement dans la
lumiére du tube digestif et plus particulieremeanslle colon. S’il arrive que des bactéries
traversent la barriere mucosale et pénétrent galasnina propria elles vont étre éliminées
par la premiere ligne de défense de I'organismesqué les phagocytes. Dans le cas ou elles
parviennent a atteindre les plaques de Peyer, detiies peuvent alors interagir avec les
cellules intestinales telles que les cellules Meogore les CD. Graces aux PRR, elles vont
permettre d’activer certaines voies de transdudetia que la voie NkB et moduler ainsi la
réponse immunitaire de I'h6te (Lest al, 2007). Il a été récemment démontré que des
bactéries commensales traversant la barriere @éplth@ouvait survivre quelques jours dans
les CD, induisant la production d’lgA par ces deras et leur interaction avec les LT/LB
dans les plaques de Peyer. Ainsi activées, lesleslimmunitaires induisent une réponse
pro-inflammatoire et entrainent ainsi I'éliminatiod’autres bactéries potentiellement

pathogenes présentes dankiaina propria(Fig. 13) (Macpherson and Harris, 2004).
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Fig. 13: Dialoque bactéries-héte (MacPherson et Has., 2004).
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Le dialogue bactéries-h6te peut également s’eféecpar lintermédiaire de molécules
produites par le microbiote. Il a été récemment al#né que le butyrate produit par des
bactéries commensales était capable de modulariéaNF«B en inhibant la dégradation de
son inhibiteur £B. Ainsi, la production de cytokines pro-inflammia¢s (IL-12, IL-8, TNFe)
est diminuée et I’'homéostasie est alors mainteMagyélhae®t al, 2007).

L’environnement du TD est trés complexe, il faiieivenir de nombreux parametres tels que
le microbiote et le Sll. Il est intéressant de mofexistence d’'un paradoxe dans la
composition du microbiote qui est spécifigue a cleamdividu tout en ayant des fonctions
physiologiques identiques et ce, pour tous lesvidds. Une rupture dans I'équilibre fragile
de cet écosysteme enjendrerai des conséquencesl’héte telle que l'induction d'une
inflammation anormal caractéristique des MICI dowoius allons aborder la description dans

le prochain chapitre.
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II. MICROBIOTE ET MICI

1) Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestn

*+ Les mécanismes de l'inflammation

La réaction inflammatoire peut étre définie comnme wéaction de défense de I'organisme
non spécifique dirigée contre des agents agressleunature infectieuse, chimique, physique

OuU encore auto-immune.

Lors de la réaction inflammatoire, les vaisseauxgams se dilatent par le processus de
vasodilatation. Ce phénomeéne provoque rougeur aeehqui sont des signes cliniques de
'inflammation. Les vaisseaux sanguins dilatés dement plus perméables, causant ainsi
I'cedéme associé a l'inflammation. La migration ghagocytes se produit moins d’une heure
aprés une infection. Les granulocytes arrivent esmper sur le site, attirés par chimiotaxie
positive, puis les monocytes activés se transfotreenmacrophages qui vont participer a
I'élimination des agents pathogenes et des déliisilaires par la phagocytose. Le pus
observé qui peut s’accumuler dans la zone infext@é&ent principalement les cellules mortes
des phagocytes (Campbell, 1993).

Les MICI se caractérisent par une inflammation nlgoe atteignant principalement le TD.
La formation d’infiltrats de cellules pro-inflamnoates va causer de nombreux dommages
tissulaires et cellulaires au sein du TD caradigties des MICI dont les causes demeurent
inconnues.

On distingue principalement deux MICI: la maladie Crohn (MC) et la rectocolite
hémorragique (RCH). Il est parfois difficile loresl premiéres manifestations cliniques de
savoir a laquelle des deux maladies on est comrdhtexiste cependant une différence
fondamentale : l'inflammation observée dans la R&t¢int toujours le rectum et peut
« remonter » sur le colon, d'un seul tenant, saessdr d'intervalle de muqueuse saine. Elle ne
touche en aucun cas d’autres segments du TD alerglans le cas de la MC, I'inflammation
peut atteindre toutes les parties du TD (depuibdache jusqu’a I'anus) mais se situe
préférentiellement sur la partie terminale de &stin gréle (iléon) et sur le célon. La MC fut
décrite pour la premiere fois en 1932 par BurrilBohn, médecin américain, qui lui a donné

son nom suite a la description de 14 cas d’affadticalisée au niveau de I'iléon. En ce qui
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concerne I'épidémiologie, on compte aujourd’huinguveau cas par an pour 1000 habitants
au sein des pays industrialisés (Fournet and Dhuxn@®01). A I'échelle mondiale, on peut
observer une différence entre I'hémisphére notth@mnisphére sud. En effet, la maladie est
plus fréquente en Europe et en Amérique du Nordretrouve également plus de cas en
milieu urbain qu’en milieu rural. Le plus fréquemmhel’age moyen des personnes atteintes
se situe entre 15 et 30 ans (Société Nationalechisen de Gastroenterologie, 1999a, b;
Baumer, 2002).

+ Diagnostic et symptdémes

La MC ou la RCH sont des maladies difficiles a dite le diagnostic peut avoir lieu
plusieurs mois voire plusieurs années aprées letdd#dsisymptomes (douleurs abdominales,
diarrhées et perte de poids). La constatation desiprs signes cliniques doit étre confirmée

par un examen endoscopique (Fig. 14).

Dans le cas de la MC, les symptdomes peuvent vagkm la gravité de linflammation.

Lorsque celle-ci atteint l'iléon, le malade ressatds douleurs abdominales en début
d’'inflammation, accompagnées de diarrhées non satef et d'une fievre modérée. On

observe alors une altération de I'état général ad@drsonne (fatigue, perte de I'appétit).
Lorsque le cOlon est atteint, les diarrhées dewdahsanglantes et apres plusieurs mois voire
années, l'inflammation peut s’accompagner de carapbins et atteindre la zone ano-rectale,
on observe alors l'apparition d’abces, de fissuagmles ou péri-anales qui sont la

conséquence de I'évolution en profondeur des uio&iqui entrainent alors une perforation.

Fig. 14: Image d’endoscopie entre un cblon sain auche) et un célon enflammé d'un patient atteint
d'une RCH (a droite).
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Toujours dans le cas de la MC, des symptomes didestifs peuvent se manifester et
provoquer ainsi de I'arthrite et des infectionsténées, buccales et oculaires) (Fig. 15). La
plupart des symptémes décrits ne sont pas spéetfigas MICI et varient d’'une personne a
l'autre, d’ou la difficulté de poser un diagnosteule, son évolution chronique entrainant des
épisodes de poussées aigues entrecoupées de pamdemissions plus ou moins longues
sont caractéristiques des MICI et permettent aifétiablir le diagnostic (Société Nationale

Francaise de Gastroenterologie, 1999a, b; Baurfég)?2

Fig. 15: Symptdmes extra digestifs de la MC.

» Causes et conséquences des MICI

Les causes des MICI sont encore tres peu connaedlifficulté majeure concerne
I'interprétation des données qui montre de mulipterturbations biologiques lors d'une
poussée dont on ne sait toujours pas a I'heureletsi elles sont « cause ou conséquence »
de la maladie. On peut penser qu'une combinaisoiacteurs environnementaux tels que la
pollution et l'alimentation peut jouer un rble notaent sur l'induction des poussees.
D’autres facteurs tels que le tabac, augmenteditidn des poussées de la MC alors gu'il
limite le développement de la RCH. La raison ddstefcontraires de ce facteur en fonction
des deux types de maladie reste encore inconneej@uc (Société Nationale Francaise de

Gastroenterologie, 1999a, b; Baumer, 2002).

D’un point de vue mécanistique, les MICI sont géi@ment associées a la présence de LT
supérieure a la normale entrainant ainsi une augti@m des cytokines pro-inflammatoires

(TNF-a, IFN-...) ayant pour conséquence un déséquilibre concerl@arbalance des
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cytokines et induisant ainsi I'inflammation. Nouétaillerons dans le chapitre « Bactéries
recombinantes et MICI » comment l'utilisation dectggies produisant des cytokines anti-

inflammatoires s’est avérée étre efficace dansdssle colites expérimentales.

Récemment, une nouvelpmpulation de cellules LT, les Th-17 produisant-ll7 (cytokine
pro-inflammatoire) et nécessitant l'intervention tik-23 a été rapportée comme étant
impliquée dans le développement de MICI chez 'h@mamsi que dans des modeles de
colites expérimentales (Duegt al, 2006; Hueet al, 2006; Kullberget al, 2006; Kobayashi

et al, 2008; Schmechadt al, 2008). Cette réponse pro-inflammatoire est cbatemcée par
une autre population de cellules LT, les LT régauias (Treg) (Fontenot and Rudensky, 2005)
qui vont induire la production de cytokines anflammatoires telles que I'lL-10 ou I'IL-35.
En dautres termes, il existe un équilibre fragilntre les cytokines pro- et
anti-inflammatoires. Ces médiateurs vont permeategérer I'induction, la perpétuation ou
I'arrét de l'inflammation. Lorsque cet équilibret esodifié notamment par I'intervention du
microbiote (comme on l'étudiera dans le chapiti®de du microbiote au sein des MICI »,
on peut s’attendre a voir apparaitre un dysfonogoment du systeme immunitaire entrainant
ainsi une inflammation. Le déséquilibre existantreetla production des cytokines pro- et
anti-inflammatoires n’est pas le seul facteur pblggjique intervenant dans le développement
des MICI. En effet, 'observation de plusieurs chsiques au sein de mémes familles a mis
en avant I'hypothése d’un facteur génétique : dentes études ont alors mis en évidence la
présence de mutations de certains genes dans ldecés MC dont le plus connu est la
mutation du gene NOD 2 ou CARD 15 située sur lertmsome 16 (Hugogt al, 2001).
Toutefois, ces facteurs génétiques ne sont pascaleses exclusives de la maladie et ne
permettent pas de déterminer une population arfsgue. Nous détaillerons plus tard le réle
du microbiote sur le développement des MICI, ertefine dysbiose du microbiote ou la
présence d’agent infectieux ont été démontrée dagmmbreux patients, mais la encore il est
difficile de déterminer si les observations sontcéase ou la conséquence de la maladie.
Enfin, un mauvais fonctionnement du systeme imnaingitpeut aussi étre mis en cause
(Fiocchi, 2005).

Les conséquences majeures de cette maladie sonallautrition et 'anémie. En ce qui
concerne la MC, 37% des personnes atteintes desgudit une intervention chirurgicale
aprés 5 ans, 66% apres 15 ans de maladie. La desgeériodes de rémission est en moyenne

de 2 ans mais I'extréme variabilité évolutive de#{CMne permet pas de donner un reéel
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pronostic. Cing a 15% des personnes atteintes miedhene septicémie, de dénutrition, du
cancer du cOlon ou encore d’'une perforation imesti (Baumer, 2002).

* QObijectifs des traitements actuels

L’objectif des traitements actuels contre les M&3t d’'induire une rémission pérenne de la
maladie, de cicatriser la muqueuse, de restaurde @baintenir I'état nutritionnel, d’obtenir

une qualité de vie correcte et enfin d’optimiserdiae d’intervention pour les malades
nécessitant une chirurgie (Rutgeerts and Colomit8£19). On peut distinguer deux types de
traitements i) les traitements a visées symptomasigdont le but est d’agir sur la diminution
des symptomes eux-mémes, cela afin de soulagearvaraie des crises aux patients et ii) les
traitements a visées curatives, qui ciblent pluécisément les meécanismes d’action et

I'origine des MICI mais qui a ce jour sont uniquerhsuspensifs.

Les traitements a visées symptomatiques

lls comprennent le repos, une alimentation sainelaetprise d’anti-diarrhéiques et
anti-spamodiques. On peut ajouter a cela des apgsacon conventionnelles telles que des
approches psychothérapeutiques afin de maitrissiréss qui peut favoriser I'apparition de
crises (Frexinos @t al, 2003) ou encore la prise de probiotiqgues dondé@maillera les effets

dans le chapitre « Probiotiques et MICI »

Les traitements a visées curatives

lIs sont basés sur la prise de corticoides, quc@stamment utilisée lors de poussées aiglies
de la maladie: ils permettent de diminuer linflaation en diminuant la production de
TNF-a. L'utilisation de ces corticoides reste limitée da nombreux malades présentent une
cortico-résistance (le traitement n’a alors plusffét) ou une cortico-dépendance (I'arrét du
traitement devient alors impossible car il entramessitdt une rechute de la maladie)
(Rutgeerts and Colombel, 1999). Lorsqu’une infettapparait, l'utilisation d’antibiotiques
est recommandée. L’action des immunosuppresseurggulent la prolifération des LT, des
macrophages, des monocytes et diminue la produdiégoiNFe peut étre bénéfique mais
malheureusement leurs actions ne sont pas spésfigtiils peuvent engendrer des effets
secondaires indésirables (Lemann, 1998; ColombeB99)l Enfin, la prise

d'immunorégulateurs qui contrélent la production dgtokines peut également étre
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préconisée (Rutgeerts and Colombel, 1999) mais da&nsas, une surveillance sur la
formulation sanguine s'impose car les effets seawad entrainent des modifications du taux
des globules rouges, des globules blanc et desugiteg. Dans le cas de la MC,
lorsqu’apparaissent des complications telles que alecés et des fistules, une opération

chirurgicale peut devenir nécessaire mais elleuggia en rien cette maladie chronique.

On peut donc conclure que tous les traitementekche sont que suspensifs et ne permettent
pas une guérison complete de la personne attest®lI@l. Ainsi, de nombreux travaux
actuellement en cours dans ce domaine ont pouttéotrbuver un traitement plus satisfaisant,
qui permettrait d’'une part, de diminuer les sympménen évitant les effets secondaires et

d’autre part, de trouver une voie de guérison.

2) Le stress oxydant et les MICI
* Geénéralités

Le stress oxydant se caractérise par un déséguéitire la quantité des DAO présents dans
I'environnement et les systemes de défense deadfmsge. Les DAO sont des composés
moléculaires toxiques dérivés de l'oxygéne, paresigliels on retrouve l'ion superoxyde

(O2%), le peroxyde d’hydrogene ¢B,) ou encore le radical hydroxyle (OH®).

Les sources de production des DAO sont diversesgplan y retrouve i) les enzymes de la
chaine respiratoire ou I'oxygene est réduit e©Hlors de cette réduction, une partie des
intermédiaires réactionnels {0/ H,O,) vont étre détournés de la réaction de réduction e
forment ainsi des DAO (Imlay and Fridovich, 1991i);I'intervention de certains facteurs
exogenes tels que le fer et le cuivre, qui peuvagit comme catalyseur et favoriser
I'apparition des DAO, c’est notamment le cas loesla réaction de Fenton (Park and Imlay,
2003), et iii) les infiltrats de cellules phagodya, qui restent le facteur de formation des
DAO le plus important dans le cadre des MICI. Bté démontré, I'existence d’'une poussée
oxydante (respiratory burst) qui a lieu pendantaptés la phagocytose, uniquement en
présence d’'un microorganisme permettant ainsi dmhebattre (Roos, 1991). Cette poussée
oxydante, est la résultante de l'activation deairels enzymes situées au sein  méme des
phagocytes, telles que la NADPH oxydase, la NO lagd (NOS) ou encore la
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myéloperoxydase (MPO) frequemment utilisée commequer du stress oxydant dans les
colites (Fig. 16).

Microorganismes \

Lysosomes ADPH A NA
8 H20 g
@ MPO 5

HOC
NO synthase -
@ Arginine “

Citrulline NADPH OH"

Fig. 16: Production de DAO par les enzymes NOS, NDPH et MPO présentes dans les phagocytes
(Rochat et al., 2007).

La toxicité des DAO vis-a-vis des composants ceitek n’est plus a démontrer :,°O
inactive les enzymes par la réduction des métautashsition (Flintet al, 1993), provoque
une auxotrophie des acides aminés aromatiques yBame Fridovich, 1999) et déstructure
les protéines, enfin, il intervient dans la forratide OH° nettement plus toxique pour la
cellule. HO, inhibe la croissance cellulaire (Seaver and Im2y01) et OH®°, considérée
comme le plus nocif, oxyde les acides nucléiquadyisant ainsi des mutations ayant pour
conségquence la modification de I'ADN (Farr and Kiogo 1991) et peroxyde les lipides

entrainant I'altération des protéines membrandkFas and Kogoma, 1991).

La toxicité des DAO vis-a-vis de la cellule dépedghlement de leurs capacités a diffuser a
travers cette derniere, en effet°@ste particulierement toxique car il ne peut trageles
barrieres biologiques (Hassan and Fridovich, 1&0®}rairement a $0, qui peut diffuser a
travers les membranes diminuant la concentratiba-ellulaire des DAO et atténuant ainsi
leurs toxicités. Concernant OH°, sa durée de vastnpas suffisamment longue pour lui
permettre de diffuser a plus de quelques nanomég&ekistance du lieu de sa formation (Farr
and Kogoma, 1991).
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* Les enzymes anti-oxydantes

La toxicité de I'oxygene ne se développe que siless oxydant est supérieur au systeme de
défense cellulaire. Parmi ces systemes de défemsegtrouve les enzymes anti-oxydantes
telles que la catalase (CAT) et la superoxyde diagau(SOD).

Trois isoformes de la SOD ont été identifiees chieamme : la SOD cuivre/zinc (Cu/Zn
SOD), la SOD a manganése (MnSOD) et la SOD extlalaiee (EC-SOD). Les deux
premiers isoformes sont plus particulierement emps par les neutrophiles et les
macrophages alors que la troisieme est localiség léa petits vaisseaux de I'épithélium ainsi
que les neutrophiles (Zella al, 2002; Kruidenieet al, 2003c).

Mode d’action des enzymes anti-oxydantes

D’un point de vue biochimique, la SOD convertit3°Gen HO, qui lui-méme est converti en
eau par la CAT mais d'autres réles leur sont at&#notamment dans la régulation des
infiltrats lymphocytaires pouvant avoir lieu pentlan phénoméne inflammatoire (Fig. 17). Il
a eté démontré que MnSOD inhibe l'infiltration desutrophilesn vitro (Hardyet al.,1994) ;
cette observation a par la suite été confirimégvo dans un modéle murin de colite induite

par de lI'acide acétique (Weissal, 1996).

Il a été recemment démontré que des cellules mat@aites obtenues a partir de souris
transgéniques surexprimant Cu/Zn SOD et la CAThiahi leurs interactions avec les cellules
endothélialesn vitro en comparaison avec les cellules mononuclées iEsgsuris sauvages,
ce qui indiquerait que ces enzymes jouent un r@lesda régulation de linfiltration de
cellules mononucléegia la diminution de I'expression des molécules d'amiibré telle que
ICAM-1(Yanget al, 2003).
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Fig. 17: Mode d’action des enzymes antioxydantesirsla formation des DAO lors de la dégradation de
I'oxygene.
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Le stress oxydant et les bactéries lactiques

Les bactéries ont également besoin de développesyemes antioxydants afin de lutter
contre les dérivés toxiques de I'oxygéne. La présate SOD a été identifiée chiezlactis
Enterococcus faecalist Aerococcus viridansChez d’autres BL telles queb. plantarum
Lb. caseiou encorelLb. fermentumla SOD est remplacée par une concentration éldece
manganese capable d’éliminep°O(Archibald and Fridovich, 1981). Enfin, chez carés
souches telles queb. caseiATCC334, la présence du gésedAdans le génome a été mise
en évidence sans pour autant que la SOD soit egprifan ce qui concerne la CAT, sa
présence chez les BL n’est pas évidente, une CATaaganeése a été identifiée chez
Lb. plantarumATCC14431 (Kono and Fridovich, 1983). Certains ggerodant pour des
CAT héminiques ont également été identifiés cheBle mais ces derniéres restent inactives
sans apport d’heme au sein du milieu extérieur é¥leiral, 1994; Abriouekt al, 2004).

 DAO et MICI

Les DAO en faible quantité participent i) a la prera ligne de défense contre les pathogénes
via leur potentiel bactéricide; ii) a la régulation daflammation et iii) au maintien de
’homéostasie. Mais en quantité importante, ilsveet induire une toxicité vis-a-vis des
cellules et perpétuer I'inflammation. Leurs rélessein du développement des MICI ont été
mis en évidence dans divers travaux.

La pathogénicité des MICI telles que la perméabilie la muqueuse intestinale et la
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déstructuration des cellules épithéliales a étéétdr avec I'augmentation de la présence de
H.O, dans I'environnement (Grishaet al, 1990). De méme, 'augmentation de NO (enzyme
de production des DAO) est corrélée aux dommageslams observés au sein de la
muqueuse enflammée ainsi qu’a la sevérité des MKaishavarzianet al, 2003). Ces
observations indiquent que la production de DAOzcles patients atteints de MIGia
I'activation des neutrophiles joue probablementrdle dans la pathogénicité (Simmonrets
al., 1992).

De plus, un déséquilibre entre la production desOD#t la réponse anti-oxydante de
I'organisme a été identifié chez des patientsrattele MICI (Mulderet al, 1991; Lih-Brody

et al, 1996; Tuzuret al, 2002). Ce phénomeéne contribue au processusrdiaimation et

de la pathogénicité observée (Kruidengr al, 2003a). Une seconde étude menée par
Kruidenier et al., en 2003 a permis d'observer la diminution de lreggion des deux
isoformes Cu/Zn SOD et EC-SOD ainsi que l'augmeématie MnSOD sous une forme
inactive au sein des biopsies de patients atteentMICI (Kruidenier et al, 2003c).
L’incapacité des systemes de défense antioxydamilée a une surproduction de DAO peut

donc expliquer le role probable du stress oxydargean des MICI.

Au vu de ces parametres, plusieurs travaux onteffiectués utilisant la SOD comme
traitement pour diminuer l'inflammation. Ses effetssitifs ont été démontrés sur différents
modeles de colites animales: La SOD humaine Cul@b $ermet de diminuer les colites
modeérées induites par du Dextran Sodium SulfateS{DiSais n’agit pas sur des colites
séveres (Kruidenieet al, 2003b). De méme, l'administration de Cu/Zn SO&r poie
sous-cutanée a des rats diminue une colite indwitérinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)
via la réduction du facteur d’adhésion VCAM-1 et dwruweement de leucocytes dans
I'intestin gréle (Segukt al, 2004). Son réle concernant la diminution de ladpction de
cytokines pro-inflammatoires (IL-f; TNF-o) a également été démontré (Cuzzoczeal,
2001). Enfin, les effets positifs de la SOD ontctéstatés sur des modeles de colites induites
par de lI'acide acétique (Keshavarzetral, 1990).

Quelques essais chez 'lhomme ont été réalisé$adaninistration de SOD dans des capsules
de liposomes afin de traiter les désordres gérmaesges DAO (Niweet al, 1985). Un essai
clinique de phase Il mené sur 26 patients atteentadMC sévere a révélé des résultats
encourageants concernant un traitement a base /@& SOD d’origine bovine, pour autant,

les résultats n'ont pas été confirmés (Emetral, 1991).
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Les enzymes anti-oxydantes ont ainsi démontré leffiets sur la diminution du stress
oxydant ainsi que sur les colites animales et hnesaiLes objectifs thérapeutiques utilisant
ces enzymes sont limités par la durée de vie esm@&mnt courte aprés une injection par voie
intraveineuse: 23 min pour la CAT et seulement 6 pour la SOD (Turrenst al, 1984).
Pour autant, la stratégie consistant & augmerappdrt en enzymes anti-oxydantes dans
I'organisme de patients atteint de MICI n’est pasxalure. Il est aujourd’hui possible grace
au génie génétique, d'utiliser des bactéries reaoamtes afin de délivrer ces enzyniesitu

et ainsi augmenter leur efficacité. Nous détaillerodans le chapitre « Bactéries
recombinantes et MICI » divers travaux qui ont ék&veloppés en utilisant des BL
génétiquement modifiées (BLGM) pour produire uneS@Md ou une MnNnCAT (Hamt al,
2006; Carrollet al,, 2007; Rochagt al, 2007).

3) Réle du microbiote au sein des MICI

Diverses observations au sein du milieu médicalsoggéré que le microbiote pouvait jouer
un role dans le développement des MICI. En effethdmbreuses personnes atteintes de ces
maladies répondent favorablement a un traitementatibiotiques. Par ailleurs, un plus haut
niveau d’anticorps dirigé contre des bactéries censales a été identifié chez des personnes
atteintesvs des personnes saines (Macphersbral, 1996; Elson, 2000; Tannock, 2002).
Enfin, les Iésions inflammatoires les plus pron@scée situent principalement dans les
régions de l'intestin qui contiennent le plus detbdaes. De plus, I'inflammation intestinale
est absente ou séverement affaiblie chez des axirmséniques, ce qui indique que le
microbiote doit étre présent pour induire une mitaation (Elsoret al, 1995; Sartor, 1995).
Ces résultats suggerent que la présence du miteobsgd un €lément essentiel intervenant
dans le développement et la chronicité de linflaation (Desreumaux and Rousseaux,
2004).

Toutes ces observations ont donc amené les chaeschdravailler sur le réle du microbiote
dans les MICI et il a été démontré qu’il existaiewlysbiose du microbiote entre les individus

sains et malades.

Le microbiote se compose de trois catégories dehes :
- des bactéries symbiotiquesqui exercent des fonctions bénéfiques pour léésde I'héte,

- des bactéries commensalgedactéries résidantes n’ayant aucun effet sumolidion de
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I'héte,
- des bactéries opportunistesgui résident de facon permanente dans I'écosysbatigrien

mais qui, en fonction de I'environnement peuveavéter pathogenes pour I'héte.

Ces trois types de bactéries permettent par ldwonasur I'héte, de maintenir I'hnoméostasie
intestinale. En cas de dyshiose, nous observonsdimiaution de bactéries symbiotiques
permettant aux bactéries opportunistes de se digw@cet d’'induire une inflammation non
spécifique. Cette inflammation peut chez certaimdividus prédisposés, conduire a une

inflammation aigle caractéristique des MICI (Fi§).1
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Fig. 18: Schéma représentant la dysbiose du micraie (Round and Mazmanian, 2009).

L’analyse du microbiote associé a la muqueuse dierpa atteint de MICI démontre une
augmentation de la concentration bactérienne erpamison avec des sujets sains. Cette
observation est vraisemblablement corrélée aveadafieience de [I'effet barriere observée
lors des MICI, permettant ainsi aux bactéries priesedans la lumiere de se retrouver au sein
méme de la muqueuse (Harperal, 1985; Swidsinsket al, 2005; Conteet al, 2006).
L’ensemble des études effectués sur la compositiomicrobiote fécal entre les individus

sains et malades démontre donc une diminution lotdb la biodiversité bactérienne
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caractérisée par une diminution dohylum Firmicutes, des genresactobacillus et
Bifidobacteriummais également de 'augmentation des Enterobast@rartleyet al, 1992).

En effet, des travaux menés par So&bhl., sur la comparaison des microbiotes de patients
atteints de MC et de RCH avec des sujets sain aowléén I'existence d'un trou
phylogénétique indiquant une diminution de la biedsité du microbiote des patients. Les
sondes utilisées afin d’étudier le microbiote owuvert uniqguement 50% et 65% du
microbiote des patients atteints respectivememel®RCH et d’'une MC contre 80% pour les
personnes saines (Soket al, 2006), les travaux effectués démontrent égalénten
diminution duphylumFirmicutes et en particulier des grouf&s coccoideset Cl. Leptum
Ces derniers, ont la particularité de contenir denboreuses especes bactériennes ayant la
capacité de produire du butyrate, source d’énedgie cellules épithéliales coliques et
suspecté d’avoir des effets immuno-modulateurs. dbsgrvations ont été confirmées dans
une seconde étude ou la diminution de I'espEceprausnitzii appartenant au groupe
Cl. Leptuma été observée (Soket al, 2009). La diminution du genreactobacillus a
eégalement été rapportée dans plusieurs travauksagit d’'un genre connu pour ces actions
bénéfiques sur I'nbte dont de nombreuses souchess cemsidérées comme probiotiques
(Favieret al, 1997).

Concernant les autrghyladu TD, il a été observé une diminution du geBifedobacterium
appartenant aphylum Actinobacteriaconnu également pour ces effets probiotiques ainsi
gu'une augmentation de I'espéd& ovatusappartenant awphylum Bacteroidetesmais

également de I'éspe&e coliappartenant aphylum ProteobacteriéFig. 19).
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Bacteroidetes

T B. ovatus

Firmicutes

Proteobacteria

Cl. Leptum: F. prausnitzzii T E_ coli

Cl. Coccoides

Lactobacillus

Actinobacteria

Bifidobacterium

Fig. 19: Schéma représentant la dyshiose obserndans le microbiote fécal des patients atteints de I@I.

L'existance d’'une dysbiose présente lors d’uneamfhation n’est donc plus a démontrer,

mais en est-elle la cause ou la conséquence ?

L’analyse du microbiote fecal de patient atteirasMICI & démontré d’'une maniére générale
une instabilité de ce dernier entre les périodegenassion et les périodes de crises (Scanlan
et al, 2006). Cette observation indique que certairesdnies commensales ont la capacité de

moduler le systéme immunitaire afin de régulerflammation.

Les travaux de Takaiskit al, qui ont montré une diminution du grou@é leptumchez des
patients atteints de colite ulcéreuse active enpeamaison avec des personnes atteintes de
cette méme pathologie en rémission (Takaishi, 2@@rinettent de confirmer I'existence des
effets immuno-modulateurs de ce groupe maintenamtat de rémission chez des personnes
atteintes de MICI. Il a été récement démontré digseanti-inflammatoires de la bactérie
commensaleF. prausnitzii (Sokol et al, 2008) (Fig. 20). En effet, 'administration
intragastrique dé&. prausnitziiet de son surnageant a permis de diminuer sigtifEment
des colites induites au TNBS chez des souris. Ehdis travaux effectuée sur différents
modelesin vitro ont démontré que I'action de cette souche poywavenir d’'un composeé

produit par la bactérie ayant un effet sur I'in@ation de la voie NF-kB entrainant un blocage
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de la voie Thl et donc une diminution des cytokipesinflammatoires produites par les

cellules intestinales de I'héte.

Fig. 20:Faecalibacterium prausnitzjimicroscope (x1000) (Watterlot., 2008; UEPSD-INRA)

Nous savons que la composition du microbiote pewmcdnfluencer le développement du
systeme immunitaire ou prédisposer un individu ett¥pper des MICI. Le style de vie, les
pratigues médicales (vaccins), la susceptibilithégigue ou encore I'exposition aux
microorganismes par le biais de l'allaitement etltiggiéne, peuvent étre des facteurs
intervenant dans la dysbiose du microbiote et &tesponsable indirectement du
développement de l'inflammation (Round and Mazman009). Le stress et la nourriture
peuvent également influencer la composition du obicte, de méme que la prise
d’antibiotiques, qui agit indistinctement sur leganismes symbiotiques et opportunistes.
Pourtant, une autre hypothese sur I'existence ddytbiose observée lors des MICI est
également probable. Il est possible que la présdhoee inflammation causée par d’autres
parametres puisse provoquer un déséquilibre derka én faveur des opportunistes. Dans ce
cas, la dysbiose de I'écosystéme intestinal n'dégs pesponsable du développement de

I'inflammation mais en devient une des conséque(i®eand and Mazmanian, 2009).

Enfin, il a été démontré que des bactéries comnengaeuvent activer les récepteurs
spécifiqgues des Ag des bactéries pathogenes dekesdlT et ainsi causer I'inflammation sur

un sujet génétiquement susceptible (Sartor, 2009).

Les bactéries commensales font donc partie desuiacinfluencant le développement des
MICI, mais il est encore difficile a I'heure actleelde définir précisément leurs roles. De
méme que la dysbiose observée au sein du microbiasstinal peut favoriser le

développement des bactéries opportunistes, ellequgalement influencer la colonisation de
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certaines bactéries pathogénes qui elles-mémes epeuwnduire ou maintenir une

inflammation.

4) Role des bactéries pathogenes au sein des MICI

L’hypothése concernant lintervention des bactérphogenes dans linduction et la
perpétuation de I'inflammation est basée sur da®rsbservations : i) les symptomes de la
MC semble coincider avec les symptémes observés aje infection virale ou bactérienne ;
i) les poussées semblent diminuer apres la presdraitement antibiotique ou de lavage
intestinal et iii) les mutations des recepteurs NGiD des geénes impliqués dans l'autophagie
(ATG16L1, IRGM) ont été observés chez les patiatisints de MICI (Hampet al, 2007;
Parkeset al, 2007; Riouxet al, 2007). Ces mutations rendent les cellules eotasyen
incapacité de contréler la multiplication des bae&invasives. Tous ces parametres amenent
donc a penser qu'un germe pathogene tel Guecoli adhérent invasif (AIEC) ou
Mycobacterium aviumsubspeciesparatuberculosis (MAP) joue probablement un réle

important dans le développement de la maladie.

« Roéle d’Escherichia coliadhérents invasifs dans le développement des MICI

Nous avons vu précédemment que la dysbiose obsenezedes patients atteints de MICI se
caractérise notamment par 'augmentation de cegginoteobactéries telles gu'coli.

De nombreuses recherches ont permis de mettre ant d& réle potentiel de souches
adhérentes invasivesH!’ coli au sein des MICI. En effet, les souches d’AIEC @#tisolées
de lésions iléales chez environ 36% des patieteégtdt de la MC aprés chirurgie contre 6%
chez des personnes saines (Darfeuille-Michetual, 2004). On les retrouve également dans
des lésions naissantes de linflammation ce quit pediquer qu’elles participent a son
induction. Enfin, une analyse phylogénétique des@bches d’AIEC associées a des MC, a
montré que les souches étaient capables de prdagisntage dans un environnement

inflammatoire (Sepehet al, 2009).

La capacité des AIEC a coloniser anormalement lguause iléale chez des patients atteints
de la MC provient notamment de leur capacité a mhéaux entérocytes. En effet,
contrairement awE. coli commensaux, les AIEC expriment des pilli de typgul leurs

permettent d’augmenter I'adhésion bactérienneliotdure en brosse des entérocytes iléaux.
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De plus, les AIEC sont capables de traverser ladvarintestinale et d’entrer ainsi en contact
avec les macrophages dans lesquels ils sont capddblkee répliquer et d’induire la production
de cytokines pro-inflammatoires. Enfin, il a éte€edment démontré I'augmentation de
I'expression du récepteur CEACAMG (récepteur ddsge type 1 desk. coli AIEC) sur les
cellules épithéliales. Des travaux effectués cheg sgouris transgéniques ont également
permis de démontré que l'induction de la coliteté@épendante des pilli de type 1 ainsi que
du récepteur CEACAMG6 (Carvaltet al, 2009). De plus, ce dernier n’est pas exprimdegsar
cellules épithéliales de personnes saines (Schatehl, 2000), la surexpression de
CEACAMBG6 peut étre die soit a une stimulation dequar des bactéries pathogénes telles que
AIEC, soit a une stimulation indirecte par des kytes pro-inflammatoires telles que le
TNF-o qui est produit par les macrophages colonisésABC. De méme que pour la
dysbiose du microbiote, nous ne pouvons pas &el'das connaissances actuelles affirmer si
la surexpression de CEACAMG6 et la colonisation arade des AIEC chez les patients
atteints de la MC sont des causes ou des conséidad inflammation. La surexpression de
CEACAMG6 est-elle due a la présence de AIEC, oudmrisation de AIEC est-elle une
conséquence de la surexpression du récepteurtPavesix menés par Barnishal., en 2007
ont démontré qu’une infection causée par AIEC s ckllules épithélialaa vitro entraine
une augmentation de I'expression de CEACAM6 ceimgiguerait que AIEC est capable de
promouvoir sa propre colonisation (Barnigt al, 2007). Une expression basale de
CEACAMG6 a été observée dans liléon de la majodes patients contrairement a des
individus sains, ce qui suggererait que ce n’estyree conséquence, mais que ces patients
sont prédisposés génétiguement a la surexpressonetle molécule et sont donc des
personnes a risques pour développer une infecaosée par AIEC et ainsi prédisposés a

développer des MICI.

Un autre facteur peut entrer en jeu dans la ccohtiois des AIEC mettant en cause une
rupture de la barriere intestinale. Cette derniewemprend des cellules épithéliales
différenciées qui sépare la lumiere contenant lésraorganismes de la muqueuse. Une
breche dans lintégrité de la barriere permet laép@tion d’Ag et de microbes qui vont
stimuler une réponse pro-inflammatoire puis posdietment induire une MICI. Il a été
montré que la structure et la fonction des jondiapicales complexes sont défectueuses chez
les patients atteints de MICI ainsi que chez desléles animaux (Bruewest al, 2006;
Weber and Turner, 2007; Xavier and Podolsky, 20Qg&).dysfonctionnement de la barriere

intestinale augmenterait la perméabilité, or, uhele récente a déemontré ga¢EC était
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capable de perturber les jonctions complexes asais cellules épithéliales mononucléaires
MDCK-1 polarisées et joue donc un réle supplémeatdans I'induction de I'inflammation
en participant a la rupture de l'intégrité de larigae intestinale (Winet al, 2009) (Fig. 21).

Fig. 21: Jonctions complexes apicales de celluiggithéliales mononucléaires MDCK-1 saines (a gauche
et infectées par AIEC (a droite) (Wine et al., 2009

 RoOle deMycobacterium aviunsubspecieparatuberculosisdans le développement
des MICI

AIEC n’est pas le seul organisme pathogéene qui Eemtervenir dans le développement des
MICI : de nombreuses recherches ont ainsi permassdicier la présence de l'organisme
MAP avec le développement de la MC. MAP est un miggae opportuniste, largement
présent dans notre environnement, on le retroutemaent dans I'alimentation tel que le lait
pasteurisé (Ellingsomt al, 2005), les réserves d’eau potable (Mishataal, 1996) mais
également chez le bétail ou il est considéré commerganisme zoonotique (Greenstein and
Collins, 2004). L'hypotheése mettant en scene le did MAP dans les MICI a été initiée par
Daziel qui relia en 1913, les symptomes de la M@caweux d’'une infection intestinale
chronique chez les bovins. Cette hypothese s'esbneee lorsque la présence de MAP a été
confirmée au sein de granulomes isolés de patatéasts de la MC (Chiodiret al, 1984a;
Chiodiniet al, 1984b). D’autres études ont prouvé qu’il existaie relation entre la présence
de MAP et le développement des maladies. Une amalyaguine effectuée sur 222 patients
atteints de MCI en comparaison avec 80 sujets @l@stra permis de montrer gu'’il existait
une association entre MAP et la réponse immunit@itsteet al, 2009). La présence de
MAP dans le lait humain ainsi que dans le sangalieqts a également été identifiée (Naser
et al, 2000; Naseet al, 2004). Plus récemment, il a été démontré sur adete d’étude

in vitro mettant en co-culture MAP et des PBMC isolés deepi atteint de la MC, que la
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présence de MAP induisait 'augmentation de laifin@tion des LT ainsi que I'augmentation
de la production de cytokines telles que I'lL-10eeTNF-u (Sibartieet al, 2009).

Enfin, il a été récemment prouvé que le 5 amingsydal acid (5-ASA) ainsi que certain
immunomodulateurs utilisés dans le traitementsaddC peuvent étre considérés comme des
antibiotiques actifs contre MAP (Greenstein andli@®l 2004; Greensteiat al, 2007; Shin
and Collins, 2008).

Il est donc bien défini que la bactérie est présaiitez de nombreux patients et qu’elle
intervient dans la régulation du Sll. Deux hypo#gguant a son mode d’action restent a
élucider ; i) l'infection par MAP intervient dandniduction de la MC pour les patients qui
sont exposeés a cet organisme ou qui sont génétanterausceptibles aux infections ou ii) cet
organisme colonise les muqueuses ulcéreuses demtpatnais n’intervient en rien dans

I'induction ou la perpétuation de la maladie (Sgr2®05).

Le role des bactéries pathogénes dans le dévelapatas MICI est donc bien réel, méme
s'il n'est pas clairement défini a I'heure actuelles études menées ont permis de découvrir
I'existence de nouveaux facteurs qui peuvent joamerdle dans l'induction des MICI tels que
la surexpression anormale de CEACAMG6 ainsi que negations des récepteurs NOD-
2/CARD-15 et des genes codant pour les protéinpfigoées dans I'autophagie : ATG16L1
et IRGM. Mais plus important, elles ont permis deuver des marqueurs potentiels de
diagnostic des MICI, par I'analyse de l'expressimsale du récepteur CEACAMSG, et la
recherche de mutations dans les genes codant psuetepteurs NOD-2/CARD-15, il est
aujourd’hui probable de déterminer une populationsque dans le développement de ces

maladies.

Les MICI sont des maladies multifactoriels, nousoves de voir comment le stress oxydant, le
microbiote ou encore l'intervention de bactérieshmaenes peuvent jouer un réle dans le
déclenchement de I'inflammation. Dans le prochdiapitre, nous allons aborder comment
I'utilisation de probiotiques naturels ou reconbirta peut étre utilisés dans le but de moduler
I'inflammation et de maintenir un état de rémissihez les patients.
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[ll. PROBIOTIQUES ET MICI

1) Modeles d’études

Afin de comprendre les mécanismes mis en jeu dadgveloppement des MICI et de tester
de nouvelles stratégies thérapeutiques, il a étessdire de mettre au point différents
modeles d’étudem vitro etin vivo reproduisant au plus pres les phénomeénes physioles)

ayant lieu lors d’'une colite humaine.

Parmi les modeles d’étuda vitro, la multiplication des modeles cellulaires utifisdes
lignées cellulaires épithéliales HT-29 et Caco-Z2nuore de cellules mononucléaires de sang
périphériqgue (PBMC) sont couramment utilisées afin cribler des souches bactériennes
selon un profil anti-inflammatoire ou encore d’éardeurs mécanismes d’actions (Imaaka
al., 2008).

Parmi les modeélem vivg on retrouve i) les colites induites chez le medaurin avec des
agents chimiques tels que I'éthanol, I'acide acgtjgles polysaccharides sulfatés (DSS)
(Yamadaet al, 1992; Kitajimaet al, 2001; Leeet al, 2008); ii) les colites induites par
I'activation du systeme immunitaire induisant ailesiprolifération des LT (TNBS) (Foligne
et al, 2006) et iii) l'utilisation de modeles murins @gdiguement modifiés, développant
spontanément des colites tels que les souris kaotkk-10 (KO IL-10), animaux dont le
gene codant pour I'lL-10 est invalidé (Shetlal, 2006; Carrolet al, 2007).

Dans le paragraphe qui suit, je vais plus parécatnent détailler les modelesvivo DSS,
TNBS ainsi que les modeles cellulaires, qui sostnedeles d’études que j'ai utilisé lors de
ma thése.

« Les modéles d’étude@ vitro : modeles cellulaires d’origine humaine

Cellules immunitaires d'origine sanquine

Les PBMC utilisées ont pour origine le sang humaeliles permettent I'analyse de la réponse
immunitaire, car mises en co-culture avec des bastéelles vont réagir et produire des
cytokines (IL-10, IL-12, IFNy...) qui permettent de déterminer le potentiel

anti-inflammatoire des souches étudiées (Foligra.,, 2007b).
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Lignées cellulaires épithéliales d'origine intestim : cellules HT-29 ou Caco-2

Originellement issues d'adénocarcinome colique lnedes sont maintenues en culture par
passages successifs. Stimulées avec un agentfianovimatoire (TNFe ou IL-18) elles vont
produire de I'lL-8 dont la modulation par la bactéest analysée par des tests ELISA (Sokol
et al, 2008).

Lignées de cellules HT-29 transfectées par un gameorteur dont I'expression est sous le

contrble d’éléements de réponse a ME-

Construite afin d'étudier le facteur de transcdptiNF«B impliqué dans l'inflammation
intestinale, cette lignée cellulaire contient uagphide comprenant le gene de la luciférase
sous le contrble d’éléments de réponse akRFLa mesure de l'activité luciférase apres
co-culture de la lignée de cellules HT-29 et deches bactériennes permet de déterminer le

profil inflammatoire des souches ainsi que leurslesod’actions (Lakhdast al, 2009).

* Les modeles d'étude@ vivo : modeles murins d’'inflammation intestinale

L’étude des modes d’actions et des effets antamfhatoires des souches bactériennes sur les
modelesin vitro ne sont pas suffisant pour caractériser une socaheme ayant des effets
potentiellement bénéfiques contre les inflammaticmsz 'homme. Il est nécessaire de tester
ces souches sur des modéles plus complexes, rdasettemsemble du systeme immunitaire

et de I'écosysteme intestinal tels que des modeiems.

Bien que les modeles de colites murins soient éstem I'étude des mécanismes d’action
ainsi qu’a la recherche de nouveaux traitemenisidfdmmatoires, il est important de savoir
que les colites induites, quelles qu’elles soiratreproduisent que partiellement les MICI. La
complexité de ces maladies, I'intervention de défés facteurs déclenchants et I'absence de
maladies semblables chez le modele murin, sonfadésurs limitant dans le développement
de ces modeéles. A I'heure actuelle, les symptéroas ieproduits artificiellement, utilisant

I'injection d’agents chimiques ou modifiant le Ssie immunitaire.

Les modes d’actions des colites animales sont ddfé@ents en fonction du modéle choisi,
c’est pourquoi il reste indispensable d'utilisengieurs modeles pour une méme étude et ainsi
permettre de se rapprocher au mieux des colitestexdchez les patients atteints de MICI.

58



Introduction bibliographique: probiotiques et MICI

Le modéle DSS : Dextran Sodium Sulfate

L’ajout de DSS dans lI'eau de boisson des souriglgg@n7 a 10 jours va reproduire les
symptémes d’une colite aigué, représentant le gestade d’inflammation de la RCH chez
’'homme. Mis au point par Okayasu en 1990, son nwdetion reste encore a élucider, pour
autant, son utilisation dans I'étude des effetgiaffammatoires de souches bactériennes est

trés courante (Okayast al, 1990).

Le mode opératoire consiste a administrer oralenentsouches bactériennes aux souris
pendant 9 jours par sondage intragastrique & hadedd UFC par souris. Au %" jour,
I'ajout du DSS dans I'eau de boisson est effedadlose peut varier de 1% a 5% selon le
type de colites que I'on souhaite obtenir (modé&ésvere), le sacrifice a lieu at®jour
(Fig. 22).

Acz:;ign :::gon DSS 1-5% (7 Jours)

J-9 J-2 Jo J7

Gavage intragastrique
10° UFC/souris/ jour

Sacrifice

Scores cliniques

Scores histologiques

Fig. 22: Mode opératoire de la colite murine indue au DSS.

Les effets anti-inflammatoires des souches soritiésaelon plusieurs criteres (Schudtzl,
2004):

L’évaluation clinique quotidienne selon une échelle de 0 a 4, qui comprend la camsis et
la présence de sang au sein des féeces ainsi geetéade poids, la moyenne des trois critéres

permettant d’obtenir un score d’activité.

Un score histologiqgueselon une échelle de 0 a 4, qui comprend la 4évétil’extension de

'inflammation et les dommages causés aux cryptssemble en fonction du pourcentage
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d’atteinte de la muqueuse. La somme des trois resitpermettant d’obtenir le score

histologique (Fig. 23).

Cryptes

Muqueuse
Lamina propria
Musculaire muqueuse
Sous muqueuse

Circulaire interne

Musculaire exteme
Longitudinal externe

Témoin non enflammé ‘ | Témoin enflammé

Fig. 23: Coupe histologique de muqueuse murine dammée ou non avec du DSS (Watterladt al.,
soumis).

Le modéle TNBS : TrinitroBenzenSulfonic Acid

La colite induite par l'injection de TNBS reprodupitus spécifiquement les symptébmes de la
MC, le TNBS est un hapténe qui va se lier aux jmete des tissus et stimuler ainsi

'immunité a médiation cellulaire Thvdia I'activation des LT.

Le mode opératoire consiste a administrer oralenentsouches bactériennes aux souris
pendant 7 jours par sondage intragastrigue a hauteuld UFC/souris. Au gne jour
I'injection par voie intra-rectale de TNBS est effeée, la dose varie de 50 mg/Kg a 150

mg/Kg. Le sacrifice a lieu al®jour (Fig. 24).
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Acclimatation

J-7 JO J5 J7

Gavage intragastrique
10° UFC/souris/ jour

Sacrifice

Analyses des signes
inflammatoires

Fig. 24: Mode opératoire de la colite murine indue au TNBS.

Les effets anti-inflammatoires des souches sorntiésaelon plusieurs critéres :

Les scores cliniquesétablis selon deux principaux criteres i) la déiaation du poids des
souris le jour de I'administration du TNBS puis@pres et ii) I'état général des souris selon
une échelle de 0 a 2 (vitalité, recroquevillemelals rond...) ainsi que l'aspect visuel (poils
hérissés, abimeés...).

L’analyse du colon par la détermination de la longueur et du calidigal et moyen.
Les scores des selleselon une échelle de 0 a 5, en fonction de lasistance et de la
présence de sang dans les feces.

Les scores macroscopiques de Wallacétablis selon une échelle de notation de 0 210,
fonction de I'état macroscopique de la muqueuse cdion: la présence d'ulceres,
I'épaississement de la paroi, le nombre de sitescérations et d’inflammations majeures
(Fig. 25). (Wallacest al, 1989).
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Colon non Colon
enflammé enflammé

Fig. 25: Muqueuses murines enflammées ou non avéa TNBS.

Les scores histologiquesstabli selon une échelle de notation de 0 a 6peatibn de I'état
microscopique de la muqueuse du cblon: la présedisfiltrats inflammatoires,
d’'ulcérations et de nécroses de la muqueuse eh d®us muqueuse, cela en fonction du

pourcentage de la muqueuse atteinte (Fig. 26) (Araehl, 1997)

Extension de
I'inflammation

Cryptes

=% Lamina propria

""4‘&—» Musculaire mugueuse :

Circulaire interne

Longitudinal externe |

Témoin enflammé: score 3/4 ' Témoin enflammé: score 5/6

Fig. 26: Coupe histologique de muqueuses murineeflammées ou non avec du TNBS, évaluées selon le
score d’Ameho.
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Afin d'évaluer l'effet de protection de souches lpadiques anti-inflammatoires sur ce
modele, une méthode de calcul du pourcentage degtiom (PP) de la souche en minimisant
les variations d’expérimentations a été mise antgd&ioligneet al, 2006) :

PP=100X [(Score de Wallace du groupe témoin poBNIBS)-(Score de Wallace du groupe a
tester)] / Score de Wallace du groupe témoin goRNBS.

Selon ce critére, une souche est considérée comtiénf'ammatoire, des lors que I'on

atteint 30% d’atténuation de la colite.

Pour conclure, nous venons de voir que de nombnmexieles expérimentaux sont
disponibles afin d’étudier les colites, de cribdler nouvelles souches probiotiques ou encore
d’élucider les mécanismes d’action de nouvellesgmes thérapeutiques.

De nombreux modéles murins génétiguement modififéségalement été développés pour
étudier l'influence des facteurs tels que I'IL-18hg¢il et al, 2006; Carrollet al, 2007), le
MyD88 (Fukataet al, 2008), ou encore le TLR-2 (Zeuthehal, 2008), dans ces modeles les
géenes ciblent sont inactivés permettant ainsi ddieesi I'effet des souches testées dépend
des produits des génes inactivés. L'influence déole sur I'inflammation peut aussi étre
étudiéevia des comparaisons entre des souris axéniques\etrdmnnelles.

L’ensemble de ces modéles permet de mieux camdpe les mécanismes d’actions
de linflammation et les moyens d'y remédier. Mélgela, il est nécessaire de rester vigilant
quant aux limites que proposent ces modeles et bien certaines études démontrent
d’excellentes corrélations entre les modétevitro et in vivo (Foligne et al, 2006), il est
indispensable de multiplier les modéles lors de daractérisation des effets
anti-inflammatoires d’une nouvelle souche ou deéutié des mécanismes d’actions d’'une
nouvelle molécule. Enfin, les essais cliniques hamaestent le meilleur moyen de finaliser
les tests afin de confirmer les effets des sougbetentillements anti-inflammatoires

démontrées sur les modéles d'études.
2) Probiotiques et MICI
* Généralités

Comme nous l'avons vu précédemment, la balancee elels bactéries bénéfiques et

opportunistes détermine I'homéostasie ou linflartiora intestinale. Cette balance peut
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notamment étre modulée par la prise d’antibiotigulesprobiotiques ou prebiotiques, cela,

dans le but de traiter et de prévenir les rechdedglICI.

Metchnikoff a été le premier a évoquer le concepigrobiotique » (Ducluzeau, 2002). Un
panel d'experts des commissions « Food and AguoaltOrganization of the United
Nations » et de I'organisation mondiale de la santédéfini en 2001 les probiotiques comme
étant des «icroorganismes vivants, qui, administrés en quartié suffisante, conferent
des effets bénéfiques pour son hote au-dela de Iswaleurs nutritionnelles» (Bergonzelli

et al, 2005; OMS., 2001).

Les effets des probiotiques sont multiples. lisrpaignt prévenir certaines maladies telles que
les infections systémiques, les maladies diarrteSigle cancer et les allergies. lls jouent un
réle important dans le traitement des maladiesunfhatoires et de I'hypercholestérolémie.
lIs permettent également d’alléger l'intolérance lkagtose et de stimuler le systeme
immunitaire. Enfin, ils procurent a leur hote despuiétés nutritives par la production de
métabolites tels que des acides aminés, des apides chaine courte et des acides lactiques
(Neu and Caicedo, 2005).

Les probiotiques sont aujourd’hui les acteurs djzand mouvement marketing, on retrouve
ainsi de nombreux aliments dans lesquels de tetheshes sont rajoutées. Les principales
souches utilisées en industries alimentaires &bntcasei (dans I'Actimel de Danone) et
Bifidobacterium(dans I'Activia de Danone). Le marché des proprébiotiques (facteur de
croissance des probiotiques) est en constante anigtiom, pour exemple, le secteur nutrition
médicale de Danone comprenant les produits phaotisn@ et Activia atteint un chiffre
d’affaire de 0,9 milliard d’euros en 2008 (Dano2e08).

Afin de pouvoir exercer tous ces roles bénéfiquesrpa santé, les probiotiques ingérés
oralement au sein d’'un aliment vont devoir résistedle nombreuses agressions. lls vont
pénétrer dans le cblon ou ils doivent résister Buagide et étre actifs métaboliquement
(Abbott, 2004). Pour cela, ils vont rentrer en céfitfpn avec une centaine d’'autres espéces
microbiennes. Cette compétition va s’effectuer mgmement sur deux criteres: la

disponibilité en substrats et 'adhésion a I'éfitivé intestinal.

Lors de ma these, je me suis intéressée princigaied des souches bactériennes de deux

genres bactériens possédant des effets probioticamsinflammatoires reconnus :
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Lactobacillus et Bifidobacterium En effet, de nombreuses études mettent en awant |
possibilité de maintenir I'état de rémission dedigmas, voire méme de diminuer les

symptémes de crise par 'administration orale de lbactéries. Dans les paragraphes qui
suivront, je vais donc plus particulierement dé&ailes recherches effectuées sur les effets
anti-inflammatoires des souches de lactobacilledeebifidobactéries, leurs effets potentiels

sur les MICI ainsi que leur mécanismes d’actions.

+ Bifidobacterium. sppet Lactobacillus. spp

Bifidobacterium. spgst présent naturellement dans l'intestin quldrise durant la premiére
semaine apreés la naissance. Il fait partie desdbtictéries, c’est un genre anaérobie strict a
Gram positif qui possede un haut pourcentage em G&s(entre 55 et 64%) (Van Der Werf,
2001). Son activité métabolique rejoint celle dés jBar la production d’acétate et de lactate.
Il représente 95% du microbiote de I'enfant et 3@ l'ddulte. On dénombre environ 30
especes différentes dont certaines sont considéofese probiotiques (Trebichavsky al,
2009) (Fig.27).

Fig. 27:Bifidobacterium longum(Schell, université de Georgie).

Les lactobacilles se présentent sous forme de lémcdu coccobacilles, isolés ou en
chainettes, ils sont immobiles a Gram positif, legre respiratoire est AAF (Fig. 28). lIs
appartiennent au genre actinobactéries. lls ontsélés a partir de niches écologiques trés
variées : les flores buccales, intestinales etnags de I'étre humain et des animaux, les
produits laitiers, les végétaux, les viandes efpleissons... Considérés comme BL, ils sont
couramment utilisés dans la fabrication des pradugitiers. Concernant I'écosysteme
intestinal, les lactobacilles font partie de larélsous-dominante (Guarner and Malagelada,
2003). De nombreuses especes sont également a@esdéomme probiotiques, elles
permettent notamment de diminuer les risques desarduites pafltreptococcus mutans
(Aholaet al, 2002).
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Fig. 28:Lactobacillus plantarum(Kunkel., 2004).

Ces deux genres bactériens possedent des propmdtéseques spécifiques qui leur
conferent de nombreux avantages au sein de I'emment parfois hostile du TD et leur
permettent ainsi d’agir en tant que probiotique. dfet, ils sont capables de coloniser

I'intestin et de résister aux différents stressosrtrésin vivo.

Les bifidobactéries possédent des capacités hydbashpermettant d’augmenter I'adhésion
aux surfaces (Kerckhoffet al, 2009; Martinset al, 2009), ils reconnaissent différents
récepteurs de I'épithélium intestinal (Guglielmettial, 2009) et leur capacité a dégrader les
sucres complexes leur confére un avantage damsripétition vis-a-vis des nutriments qui se
révéle étre un facteur déterminant pour I'implaotat(Klijn et al, 2005). De plus, ils sont
capables de moduler la réponse immunitaire et deraune tolérance vis a vis de I'hote
(Trebichavskyet al, 2009). Ces propriétés leur permettent donc diobtene capacité
d’adhésion sur les cellules intestinales telles déerit sur les cellulesn vitro Caco-2
(Delgadoet al, 2008).

Outre la capacité a coloniser lintestin, les hifidctéries et les lactobacilles sont
particulierement adaptés aux stress rencomir&svo tel que le stress biliaire (Collado and
Sanz, 2007; Mascet al, 2007; Delgadcet al, 2008; Koll et al, 2008) et le pH acide
rencontré dans I'estomac (Delgaetoal, 2008; Kollet al, 2008). Plusieurs investigations ont
démontré que la résistance aux stress des bifitiies pouvait provenir de transporteurs. En
effet, I'expression du gene codant pour le transporBL0920 présent au sein de la souche
B. longumNCC2705 augmente d’'un facteur 20 en présencelsiéifiaires, son homologue a

également était identifié au sein de la souBhéreve(Bbr0838). Ces travaux indiquent que
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ces transporteurs jouent probablement un réle dass#ance au stress biliaire des
bifidobactéries (Gueimondet al, 2009). L'implication de certaines protéines t®lgue la
protéine DnakK, sont également impliquées danspange aux stress biliaire, osmotique et
thermique (Sancheet al, 2005). Enfin, il a été démontré I'existance d’'wwerélation entre
la production d’exopolysaccharides et la résistaagr sels biliaires et au pH acide des
bifidobactéries (Alp, 2009). Concernant les lactiltes, il a été démontré que certains genes
de Lb. plantarum,impliqués dans I'enveloppe cellulaire (biosynthdes acides gras et des
composants de la paroi) étaient actives en répansestress biliaire (Broat al, 2004). La
persistance au sein du TD de souris par des bdictébes en transit peut s'élever a une
dizaine de jours (Sheeha al, 2007) ce qui lui confére un excellent avantager @mir en
tant que probiotique. Concernant les lactobacilles té démontré qu’ils pouvaient persister
plus d’'une semaine dans les feces de souris aprédt I[de la consommation (Pavanh al,
2003) et que cette survie était 7 fois supérieureelée d’'un lactocoque dans le TD de
I'homme (Veseet al, 2000).

* Effets anti-inflammatoires et modes d’action

Exemples d'études cliniques

Diverses études cliniques ont démontré l'intér@&tutlier les effets anti-inflammatoires des
bifidobactéries ainsi que des lactobacilles. Uresrpére constatation permet de penser que les
bifidobactéries peuvent jouer un rdle potentiesain des MICI. En effet, la concentration des
bifidobactéries au niveau du duodénum des patiatteints de MICI est diminuée en
comparaison avec des personnes saines (Kerckéioéfls 2009). De méme, une diminution
de la concentration des deux genres bactérienslddlmse fécale des patients atteints de la
MC en comparaison avec des sujets sains a étévébdeavieret al, 1997). Il a également
été demontré que la prise orale de bifidobactépesmettait d’améliorer la douleur
abdominale et le confort digestif de patients (Qiblay et al, 2005; Guyonnegt al, 2007).
Enfin, une étude portant sur les effets d’'un lartrfenté en bifidobactéries sur le maintien de
la rémission de patients souffrants de colitesreleges a démontré des effets supérieurs au
placébo (Ishikawaet al, 2003; Cuiet al, 2004). De méme en ce qui concerne les
lactobacilles, des effets supérieurs au placebonedaouche deb. rhamnosu&G (LGG) sur

la prévention de la pouchite ont été observés (Braat al, 2002; Gosselinlet al, 2004).
Enfin, une étude portant sur 'administration ordke lactobacilles et de bifidobactéries a
permi de prévenir la rechute des patients atteiatsolites ulcéreuses (Ventetial, 1999).

67



Introduction bibliographique: probiotiques et MICI

Nous avons vu précédemment que les bifidobactéiies que les lactobacilles possédaient
les qualités requises pour s’adapter I'environngndenTD et exercer des effets bénéfiques
sur I'héte. Leurs modes d’action divergent de pladrs capacités intrinseques mais
'ensemble des études reéalisées permet de défiffgrehtes facons d’interagir; i) par
I'intéraction bactéries-bactéries au sein de I'gst&ame ; ii) par la préservation de la barriére
intestinale et iii) par la modulation de la répomenunitaire de I'héte.

Interaction bactéries-bactéries

Outre la compétition vis-a-vis des nutriments et ddgtes de fixation au niveau de la
mugueuse intestinale, nos deux genres bactériariscapables de protéger les enterocytes
contre la réponse inflammatoire induit par des pgdémes. En effet, deux souches de
B. longumet B. lactissont capables d’inhiber 40% de I'adhésioR.coli enterotoxinogenes
tels queE. coli H10407 sur des cellules intestinales Caco-2. Demenéb. plantarumest
capable d’inhiber 43 a 66% de I'adhésion (Cand¢lal, 2008). Les deux genres bactériens
sont également capables de diminuer la productihr8dpar les cellules intestinales HT-29
(Candelaet al, 2008). Différentes hypotheses sont alors émisasernant leurs capacités a
produire des composants anti-bactériens, anti-amsainsi que leurs capacités a diminuer
le pH de la lumiére intestinale ou a créer une d&itipn vis a vis des nutriments (Imaoka
al., 2008). Ces hypotheses sont confirmées par urde éémontrant qud. animalis et
Lb. caseiproduisent des antagonistes de bactéries pathegglies quE. coli (Martins et al,
2009) et que les lactobacilles sont capables ddupe des bactériocines ayant des effets

anti-bactériens (Oozeet al, 2002).

En 2005, les travaux menés par Letnal., ont permi d’étudier l'influence de LGG sur la
production de cytokines pro-inflammatoires (IL-@&rBacteroides ovatu@.an et al, 2005).

lIs ont démontré qu'en présence de L &Gstimulation de la production d'IL-6 pBr ovatus
était inhibée. Cette étude montre bien que LGG petdrférer avec d'autres bactéries
commensales des cellules épithéliales de l'intasties queB. ovatusafin de réguler la
production de cytokines pro-inflammatoires et dingn ainsi l'inflammation. Enfin il a été
démontré que I'administration d& lactispermettait de préserver la barriére épithélialdeet
prévenir ainsi la translocation bactérienne (Gadbika et al, 2002). Nous venons de voir

gue les interactions inter-espéces peuvent avaiodereuses conséquences pour I’héte, ceci
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démontre a quel point I'écosystéme intestinal anhéntien de 'lhoméostasie est nécessaire

pour la santé de 'lhomme.

L’interaction envers les autres especes bactérieniest pas le seul moyen d’exercer des
effets anti-inflammatoires, en effet, de nombreusesles mettent en avant la capacité des

probiotiques a moduler directement la réponse i

Modulation de la réponse immunitaire

Diverses études ont déemontré les effets anti-infiatoires des bactéri@fidobacteriumou
Lactobacillussur des colites expérimentales (Cletral, 2005; Llopiset al, 2005; Peraret

al., 2007). Leurs modes d’action sur I'h6te divergehtde nombreuses études mettent en
avant leur capacité a restaurer [I'équilibre entra balance des cytokines
pro/anti-inflammatoires i) par la diminution dedacrétion de cytokines pro-inflammatoires
(IL-6, IFN-y) par les cellules mononucléaires dddmina propria(Matsumotoet al, 2005)

et ii) par 'augmentation de la sécrétion de cytelsi anti-inflammatoires telles que I'lL-10 et
le TGF$ (Chenet al, 2005; Helwiget al, 2006; Imaokaet al, 2008). La modulation de la
sécrétion de cytokines est sans doute une consggjulers effets des bifidobactéries et des
lactobacilles sur d’autres facteurs intervenamamont dans le systeme immunitaire. En effet,
il est problable que le PEG de la paroi des bifabéries interagit avec un complexe
TLR-2/TLR-1 ou TLR-2/TLR-6 situé sur les CD entraim une inhibition de la
reconnaissance du PEG-NOD-2, inhibant ainsi la WieB et donc la voie Thl (Fig. 29)
(Zeuthenet al, 2008). Il est également possible que les bifidtlées soient capables
d’inhiber la fonction du proteasome, bloguant alasilégradation decB et par conséquent,
I'action pro-inflammatoire de NkB (Jijonet al, 2004).
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(b} Recognition of bilidobacteria
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Fig. 29: Schéma représentant les mécanismes des @dhs la reconnaissance des bifidobactéries
(Zeuthen et al., 2008).

Concernant les lactobacilles, le rolelde acidophilusdans la diminution de I'activation des
neutrophiles et du stress oxydant a été démongéréufet al, 2007). Les probiotiques tels que
B. longumet Lb. acidophilussont également capables d’induire une protectiserawis des
pathologies inflammatoires intestinalega la régulation des lymphocytes de l@amina
propria en augmentant la concentration de LTIE (qui onurpeble de diminuer
l'inflammation et de contribuer a I'homéostasie) ofRlli et al, 2009). De méme,
'augmentation d’IL-10 sécrétée par les @@ I'activation des bifidobacteries entraine une
augmentation des Treg et régulent I'inflammatiohr{§&enseret al, 2002). Les Treg quant a

eux, régulent la production de LT CD&t limitent ainsi la réponse pro-inflammatoire.

L’ADN probiotique peut également interagir avecsigsteme immunitaire de I'hotga le
récepteur TLR-9 et supprimer ainsi la réponse mifteatoire induit par de I’ADN pathogene
(Jijonet al, 2004).

Les effets des probiotiques peuvent étre dus adeebe vivante ou encoresan ADN qui est
reconnu par les récepteurs des cellules de I'dpithé Il existe une derniere forme
d’interaction avec le systéme immunitaire mettamtcause des molécules sécrétées par la

bactérie elle-méme et possédant des effets atdariniatoires.

Production de molécules anti-inflammatoires

Les bactéries commensales sont capables de mdddgstéeme immunitaire notamment par

la sécrétion de molécules telles que le butyrate.
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Lors du séquencage d& longum une séquence analogue a la séquence codant gour |
serpine (protéase inhibitrice de la sérine eucajyatyant des effets anti-inflammatoires et
étant impliquée dans la réponse immunitaire a éséem évidence (Schedt al, 2002). Une
hypothese concernant I'existence d’un facteur delpboduit par les bifides a également été
émise (lvanovet al, 2006; Heuvelinet al, 2009). Ce facteur serait capable de cibler les
cellules épithéliales et dendritiques afin de medld réaction inflammatoire en inhibant la
sécrétion d’IFNy initialement induite par I'activation de NEB, permettant ainsi de diminuer

les effets des colites induites au TNBS.

Les probiotigues agissent sur I'écologie, la motioha de la réponse immunitaire et
'augmentation de la barriére épithéliale. Cesteff®nt souches spécifiques et dépendent du
potentiel de ces souches a résister a I'environnerde TD et a coloniser lintestin
(Peranet al, 2007). lls sont capables de moduler la sécrél®rcytokines par les CD et
d’influencer le systeme immunitaire inné et adaftdtinteragir avec les cellules épithéliales
et de moduler ainsi les voies Thl et Th2 (Mads@062 Leurs modes d’action senblent tres
complexes et peu ont été élucidés jusqu’a préfiguarait donc nécessaire de poursuivre les

recherches dans ce domaine afin d’approfondirdedue bactéries-hote.
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3) Bactéries recombinantes et MICI

* Présentation des Bactéries Lactigues Génétiguemeklodifiées (BLGM)

Généralités

Nous venons de constater que les probiotiques elatpeuvent étre efficaces contre les
inflammations grace a leurs propriétés intrinsegéeprésent, nous allons voir, que les BL
peuvent également étre utilisées comme outils afiem véhiculer des protéines

anti-inflammatoires au sein du TD et constituesades probiotiques recombinants.

L’originalité du concept BLGM réside dans le faitutiliser des BL qui possedent différents
avantages telles que i) leur statut GRAS (GeneRdlgognized As Safe), qui indique gu’elles
sont non invasives et non pathogénes (Salmataad, 1998; Bermudez-Humaran, 2004); ii)
leur utilisation intensive dans I'industrie alimaimé (intervenant a 70% du chiffre d’affaire de
l'industries laitiere francaise) et iii) leurs cajiés a résister a I'environnementvivo et a

persister au sein du TD. Tous ces parameétres ssahgels, et leurs conferent d’excellents

avantages en tant que vecteurs de protéines dtreanté.

L'utilisation des BLGM dans la recherche est décdiépuis une dizaine d’année : elle permet
d’une part, d’étudier les mécanismes d’action deao®es protéines et d’autre part, de délivrer
une protéine dintérét santé au sein de I'enviromget intestinal. Parmi les protéines
d’intéréts santés véhiculées, on retrouve des Agébians ou viraux (Cortes-Perer al,
2009), des enzymes (Matsumagd al, 2005), des interleukines (Schote al, 2000) ou

encore des agents antioxydants (l¢aal, 2006).

La bactérie lactiqgue modeld_actococcus lactis

La BL modéle utilisée dans ce domaine lestactis coque a Gram positif, aérobie strict,
largement utilisé dans l'industrie fromagére (nateent dans la fabrication du Cheddar,
fromage le plus consommeé dans le monde) (Fig. B&)nombreux outils moléculaires sont
disponibles pour cette bactérie et le génome dmlehe avec laquelle nous travaillons, a
savoirL. lactis MG1363, est séquencé (Wegmaatral, 2007). De plus, elle sécréte peu de
protéines et seule I'Usp45 est visible sur la ation bleu de Coomassie (Van Asseldatbk
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al., 1990), elle ne contient pas de plasmide et aeggpas de protéases (Chogiral, 1984)
ce qui en fait une bonne candidate héte de pramludie protéines.

Fig. 30:Lactococcus lactis.

Récemment, de nouveaux genres bactériens pluséadapx conditions environnementales
du TD, ont été utilisés afin de délivrer des molésu’intérét santé. En effdt, lactis est un
formidable outil moléculaire mais sa survie au sein TD est faible, 0.1 & 2%
(Klijn et al, 1995), cela est notamment d0 a sa faible capacitesister a la lyse lors du
passage dans le duodénum (Vetaal, 2000). De plus, il ne s’agit pas d'une bactérie
probiotique or, il est assez intéressant lors dglisation de BLGM dans le traitement des
MICI de combiner les effets anti-inflammatoires ¢tk souche sauvage avec l'action
anti-inflammatoire de la molécule hétérologue prmlpar cette méme souche. C'est
notamment le cas de bactéries telles lgaetobacilluset Bifidobacterium qui semblent étre
de meilleurs vecteurs bactériens du fait de leyrac¢ a résister au transit et de leurs
propriétés probiotiques intrinseques. Il a été déndo que [I'utilisation du vecteur
Lb. plantarumancrant I'antigéne E7 du papillomavirus humaintgee 16 (HPV-16) a sa
paroi, permettait d’induire une meilleure réponsenunitaire que le vectedr. lactis utilisé
dans les mémes conditions (Cortes-Peaeal, 2007). L'utilisation de lactobacilles et de
bifidobactéries en tant que vecteurs de protéigedrblogues a représenté une grande partie
de mes travaux de thése et nous avons notammeipiacéries capacités dé. plantarumet

B. infantisa délivrer un Agn vivo.

L'utilisation de L. lactis en tant que BLGM est privilégiée dans les cas @gherche

fondamentale ou I'on souhaite étudier le mécanidiaetion de la molécule produite par la
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bactérie. En effet, le vecteur ne doit avoir auciunfeience sur le systéme immunitaire,
L. lactis est donc la quandidate idéale car elle est faibblgnmmunogene. C’est ainsi que
I'équipe de Steidler, a mis en évidence que l'lLddlivréein situ permettait de diminuer

significativement des colites expérimentales ($eiet al, 2000).

Les BLGM en recherche fondamentale

Les BLGM sont également utilisées en recherchedomahtale. La construction de souches
mutantes permet d'étudier les mécanismes d’actidascertaines bactéries et d'ainsi
approfondir les connaissances du dialogue bactiées Prenons pour exemple I'étude de
Grangetteet al.,, menée en 2005 afin de comprendre le role des sataiehoiques des BL.
Cette étude a permis de mettre en évidence desigtéspanti-inflammatoires d’'une souche
de Lb. plantarum mutant. Cette souche posséde la particularité atgenir moins de
D-alanine (acide-aminé) au sein des acides téidesigar rapport a la souche sauvage. Les
auteurs ont alors observé une diminution signifieatde la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires (IL-12 et TNlk) parallelement a une augmentation de la production
d’IL-10 (Grangetteet al, 2005). De Vos souligne dans un éditorial, quedmposition des
acides lipotéichoiques des BL peut moduler la réponflammatoire et faire varier ainsi
I'équilibre de la balance des cytokines pro/anfieimmatoires (De Vos, 2005). Une autre
étude a permis de mettre au point plusieurs soudeds. lactis dont la sensibilité au
lysozymein vitro differe par la modification de I'expression deplgptidoglycane deacétylase
qui augmente le degré de deacétylation du PEGneinde ainsi la sensibilité vis-a-vis du
lysozyme (Meyrandet al, 2007). Ces travaux se rapprochent d’'une secohdie éu le
niveau de D-alanination du PEG a été modifié pardastruction d’'un mutant inactivé du
gene alanine racemasald), enzyme participant a la synthése de la parotébaone
(Grangetteet al, 2004). Sa délétion entraine une augmentatioradgse de la bactérie. La
souche mutante produit également un fragment tixiae tétanique permettant ainsi I'étude
de la réponse immunitaire induite vivo. Ces travaux ont permis de mettre en évidence que
la souche mutantelr- induit une réponse immunitaire plus intense queduche sauvage
révélée par 'augmentation de la production d’lgar phéte. Ainsi les auteurs ont émis
I'hypothese que la lyse bactérienne permettraighaenter les capacités de vectorisation des
BLGM.
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Ainsi, la construction de souches mutantes perriéticider certains mécanismes d’action
des bactéries envers I'hdte et démontre l'intérétl'dtilisation efficace des BLGM en

recherche fondamentale.

Les BLGM : vecteur de protéine d'intérét santé

L'utilisation de BLGM en tant que vecteurs de pnoés d’intérét santé comporte plusieurs
avantages. En effet l'utilisation d'un vecteur lggigtn permet de délivrer localement la
protéine d’intérét au sein méme du TD, obtenansiaine action précise et localisée de la
protéine. De plus, de nombreuses protéines d’'ingénét labiles et faiblement immunogenes,
c’est notamment le cas de l'antigéne E7 du HPV4ilatilisation d’'un vecteur bactérien
protége la protéine contre les attaques biliaiteac&les de I'estomac, des molécules telles
que le lysozyme, des bactériocines ou encore desgiges produites par notre organisme.
Ce procédé augmente également 'immunogénicité’ Atg délivré (Medina and Guzman,
2001; Rochat al, 2004). L'emploi des BLGM permet de réduire siigaitivement la teneur
en protéines délivrées en comparaison avec ungimjepar voie systémique, diminuant ainsi
le colt et les effets secondaires observés apngsction de certaines protéines telles que des
hormones, des interleukines ou des Ag (Bermudezdtlam 2004). Enfin, le génie génétique
nous permet de tester différents systéemes de veation en fonction de la localisation de la
protéine d'intérét qui peut étre soit ancrée adeop sécrétée ou cytoplasmique et sous le

contrdle de promoteurs constitutifs ou inductibles.

Technigues génétiques utilisées

Deux parametres sont essentiels lorsque I'on \&té produire une protéine d’intérét santé a
une BL i) la localisation cellulaire de la protéiselon qu’elle soit ancrée a la paroi, sécrétée
ou simplement produite, son mode d’action va vageri) le systeme d’expression de la
protéine qui peut étre soit, sous le contrdle gdwomoteur constitutif soit, sous le controle
d’'un promoteur inductible permettant ainsi de nétr sa production. Le choix de la
localisation cellulaire de la protéine dépend deqoe lI'on souhaite étudier et du mode
d’action de la bactérie que I'on souhaite utiliser.

Production cytoplasmique :cette localisation permet de protéger la protéiee attaques de

I'environnement du TD mais nécessite la lyse deeaigrniere afin de pouvoir agir sur I'héte,
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son utilisation peut étre intéressante dans lel@&sdes concernant les effets de la lyse sur la

vectorisation de protéine.

Systeme de sécrétion cette localisation permet d’obtenir une interactdinecte de la

protéine avec I'environnement du TD. Cette consibacnécessite la présence d’'un peptide
signal (PS), la protéine immature présente dacgtlgplasme va traverser la membrane de la
BL grace au PS, puis aprés clivage par une enzlarsgnal peptidase (SPase), la protéine

mature se retrouve dans le milieu extérieur et pad interagir avec I'h6te (Fig. 31).

& protéine mature

milieu extérieur

Promoteur

PS Geéne d'intérét

paroi
membrane

Machinerie Sec
Cytoplasme
précurseur

Fig. 31: Sécrétion d'une protéine d’intérét.

Systeme d’ancrage a la paroi cette localisation permet de combiner les avantdgesieux
localisations précédentes a savoir une interactim@tte de la protéine avec I'environnement
extérieur ainsi qu’une protection vis-a-vis de latpolyse. Cette construction nécessite la
présence d'un PS ainsi qu'un motif d'ancrage a #op (CWA). Le PS permet la
translocation de la protéine a travers la membréieA reste ancrée dans la paroi, la SPase
agit en libérant le PS et la protéine mature gstier@ancrée a la paroi, une deuxiéme enzyme,
la sortase, intervient en libérant la partie hythape du systeme qui reste dans la cellule
(Fig. 32).
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Protéine mature

Promoteur @ - »
milieu extérieur

PS Genedintérét CWA

paroi

membrane

ADRESSAGE

PS
9 ! CWA cytoplasme
Précurseur

protéine

Fig. 32 : Ancrage d’'une protéine d'intérét a la paoi bactérienne.

Certaines protéines telles que les cytokines pdws/ancumuler au sein du cytoplasme de la
bactérie et dégrader ainsi la cellule, d’ou la Béité de mettre en place des systemes de
régulation tels que des promoteurs inductibles. Ggstemes permettent de prévenir
d’éventuels effets négatifs de la surproduction laleprotéine hétérologue en contrdlant
'expression du géne par un environnement extértelrque le pH, la température, la
concentration en sels biliaires ou encore la pEsale peptide antimicrobien (Bermudez-
Humaran, 2004). Un des meilleur exemple est le eayst NICE (nisine controlled
expression), qui permet d’activer I'expression éng d’intérét uniquement en présence dans
le milieu environnant d’une bactériocine « la nisin(De Ruyteet al, 1996; Kuipers, 1998).

La bactérie doit étre pourvue des gensfRetniskK au sein de son génome. La protéine codée
par nisK est un récepteur protéique transmembranaire gpéeitie la nisine. Un domaine
extracellulaire fixe spécifiquement la nisine présedans le milieu environnant ce qui
entraine son autophosphorylation. Puis il y a ustghansfert sur la protéine codée p&R
libre dans le cytoplasme, transduction du signaisdke cytoplasme et activation de la
transcription des genes placés sous le contrOleralmoteur inductible R4 Les génesisR

et nisK sont intégrés au chromosome afin que leurs expressoient constitutives et
optimales au méme titre que les genes essentiela dactérie (Fig. 33) (Drouaudt al,
2000).
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Nisine

e

O Autophosphorylation

hosphorylatiori

Tranduction du signe\
et activation de la

transcription

'~ Synthése de la
Cytoplasme protéine d'intéré

Milieu extracellulaire

Fig. 33: Systéme d’expression NICE.

Ce systeme permet i) de contrbler la productiotaderotéine et donc de diminuer les effets
secondaires liés a la surproduction et ii) d'augerejusqu'a 1000 fois I'expression du gene
d’intérét (De Ruyteret al, 1996). Les promoteurs inductibles peuvent égahtragoir un
intérét dans le cadre de traitements de maladiestinales telles que les MICI, si on prend
'exemple d’'un promoteur inductible a un stressabié, ce dernier permettra de délivrer
localement la protéine dans l'intestin, lors dusaa®e de la bactérie au niveau du duodénum,
permettant ainsi une action tres localisée ded&épre et donc une efficacité plus importante.

Travaux effectués sur le gerBdidobacterium

L'utilisation du genreBifidobacteriumen tant que vecteurs de protéines d’intérét esbren
peu exploitée. Ses capacités a s’adapter et asfgrsiu sein du TD font de ce genre un
candidat idéal mais les connaissances en génietiggméle concernant restent encore
limitées. Peu de souches sont actuellement séoeeretéles systémes de sécrétion des
protéines de bifidobactéries demeurent encore pmunus (MacConaillet al, 2003;
Sanchezt al, 2008). La machinerie de sécrétion des bifidéepexhe des autres bactéries a
Gram positif, exceptée I'absence de la voie deésiéer SecDF. La présence de 3 SPases ont
été identifiées cheB. breveainsi que 3 sortases (MacConatilal, 2003).
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De nombreux parametres limitent I'exploitation deifidobactéries en génie génétique.
L’exigence nutritionnelle du genre bactérien et sgateme métabolique anaérobie rendent
difficile la manipulation des bactéries. La présemte plusieurs plasmides intracellulaires
limitent également son exploitation, divers plasesidnt ainsi été identifies et ce, au sein de
différentes especes telles dielongum, B. asteroides, B. indicwtB. globosunet B. breve
(Sgorbatiet al, 1982; Iwata and Morishita, 1989). Le pourcentagdiaut GC de la paroi des
bifidobactéries est également un facteur limitdnteduit les possibilités de transformations
(Schell et al, 2002), en moyenne le taux de transformabilitéimttt1C transformants/pg
d’ADN avec un maximum de 2@ransformants/ug d’ADN pour la soucBeinfantisMB208
(Rossiet al, 1997). Enfin, un effet letal est observé lors teassformations utilisant des
lactocoques et des lactobacilles probablement ila’ian haut pourcentage en base GC des
genes des bifidobactéries, ainsi, il devient diffid’effectuer des clonages intermédiaires
chez d'autres BL (Lee and O'Sullivan, 2006; Martetsal, 2009). Tous ces parametres
refletent le peu d’études effectuées 8ifidobacteriumen tant que vecteur de protéine

d’intérét santé.

Malgré cela, les capacités @didobacteriumrestent tres attractives et certaines équipes se
sont penchées sur son utilisation dans les traitesmpotentiels de cancer. En effet, son
exigence respiratoire fait de lui, la seule baet@on pathogene capable de se développer au
sein des régions hypoxiques des tumeurs et éifaragtbboliquement. Plusieurs travaux ont
ainsi démontré I'efficacitén vivo de ['utilisation deB. longumen tant que vecteur de la
cytosine deaminase, enzyme permettant de conversrfluoro-cytosine (5-FC) (molécule
non toxique) en 5 fluoro-uracil (5-FU) (moléculepoquant la mort des cellules cancéreuses)
au sein méme des tumeurs (Nakametral, 2002). Ce traitement permet ainsi d’éviter un
traitement systémique a base de 5-FU diminuant Easeffets secondaires tels que la mort
des cellules saines. Cette stratégie permet égataiiabtenir une action tres localisée au sein
méme de la tumeur permettant ainsi d’'agir pluscaffement (Fig. 34) (Yet al, 2005;
Fujimori, 2006).
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CD:cytosine deaminase gene
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Fig. 34: Systéme de traitement de cancer du seitilisant le genreBifidobacteriumen tant que vecteur de
la cytosine deaminase (Fujimori, 2006).

Quelques études supplémentaires ont été effectuméasilisant les bifidobactéries en tant que
vecteurs de protéines thérapeutiques telles quel0ll (Reyes Escogido and De Leon
Rodriguez, 2007), I'endostatine (dans le traitendentancer) (Let al, 2003; Fuet al, 2005;

Xu et al, 2007) ou encore le « Fibroblast growth factoghkoporovet al, 2008). La plupart
des constructions obtenues ne sont pas optimabisaint étre améliorées afin d’augmenter
la sécrétion de la protéine hétérologue, le tauxraesformabilité des bactéries ou encore

faciliter la manipulation en génie génétique déislbbactéries.

A travers cet objectif, les travaux meneés par Yatuwal., en 2009 ont permis d’augmenter
d'un facteur 1000, la transformabilité d®& adolescentisen utilisant un plasmide de
modification artificiel qui pré-méthyle le plasmiadansE. coli et permet ainsi d’éviter sa
dégradation enzymatique dans la cellule (Yasti al, 2009). L'utilisation du PS
d’arabinosidase a également permis augmenter del®@¥%crétion de la protéine hiFd®b
(Denget al, 2009). Pour autant, les systemes de transformatide sécrétion méritent d’étre
encore développés afin d’exploiter aux mieux lgsmc#és de ce genre bactérien.

» BLGM et MICI

La recherche concernant l'utilisation de BLGM déestraitements thérapeutiques des MICI
est tres prometteuse. Les travaux menés par I'équépL. Steidler concernant les effets
anti-inflammatoires dd.. lactis sécrétant I'lL-10 ont montré que I'administratide cette

bactérie recombinante permettait de prévenir dgnité de I'épithélium intestinal et de
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diminuer de 50% l'inflammation des colites murimegduites par du DSS ainsi que des colites
obtenus sur modele de souris transgéniques KO I(Si€ldleret al, 2000), leurs travaux se
poursuivent par des essais cliniques chez I'honque,je détaillerai dans la partie « Limite
de la stratégie BLGM »

Plusieurs travaux se basant sur I'effet du stregdant dans les MICI ont également prouvé
I'intérét de l'utilisation des BLGM. Il a été démmé que deux souches de lactis et
Lb. plantarummodifiées génétiquement pour produire une SOD rRgar@ese sous le controle
du promoteur NICE, permet de diminuer significativat plusieurs parameétres
caractéristiques de colites murines induites pafNBS, tels que, la perte de poids des
souris, les scores macroscopiques, les scoresdgistoes ainsi que les dosages de l'activité
MPO (Hanet al, 2006). Dans ces travaux, la lyse des BLGM esesegaire afin d’obtenir un
effet sur la diminution de I'inflammation. Une deéme étude démontre un effet de la souche
recombinantd_b. gasseriproduisant une SOD a manganése sur un modélelite rarrine
KO IL-10, mais contrairement a I'étude précédemeii€e, la survie de la souche
recombinante est alors nécessaire afin d’obteeifel anti-inflammatoire (Carrolket al,
2007). Trois hypotheses concernant le mécanisma 8D produite par les bactéries sont
alors émises, i) la SOD agit de maniére directe d&eavironnement intestinal, pour cela la
souche doit étre lysée afin de délivrer la SOD dari®d; ii) la SOD agit de maniére indirecte
en améliorant la survie de la souche mettant ansavant son potentiel probiotique et lui
permettant d’obtenir un contact plus étroit avépithélium intestinal et iii) la SOD influence

la composition du microbiote et diminue ainsi llathmation (Han and Fioramonti, 2008).

D’autres études permettent de montrer I'avantagéutibsation de BLGM. Prenons pour
exemple les travaux de Foligngét al., menés en 2007 qui ont utilisé les propriétés
immuno-modulatrices d’'une bactérie pathog¥eesinia pseudotuberculosain de prévenir

et traiter des colites expérimentales (Folighel, 2007a). Dans cette étude, le gene codant
pour la protéine de surface Lcrv Wersinia,qui est capable d’inhiber le systéeme immunitaire
de I'note, a eté cloné dans un plasmide sous l&@erdu promoteur constitutif et du Rss
delL. lactis.L’administration intragastrique de la bactérie mbinante a permis de diminuer
significativement des colites murines, d’'un poietulie fondamental, il a été démontré que
Lcrv stimule les macrophages afin de leur fairedpie I'IL-10 via le TLR-2. Cette étude a
permis i) d'étudier les mécanismes d'action de drdet pathogenes sur le systeme

immunitaire tels qu&ersinig et ii) de démontrer que l'utilisation de pro&snde pathogenes
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exprimées par des bactéries alimentaires peut desieffets spectaculaires dans le traitement
de pathologies digestives.

L’ensemble de ces travaux permet de montrer |éérdiftes fonctions des BLGM au sein de
la recherche sur les MICI. En effet, elles pernmtt¢ d’étudier le fonctionnement de
certaines protéines sur le systeme immunitaire (SIQiDv); ii) de rechercher de nouvelles
protéines thérapeutiqgues dans le traitement desl MtQii) de rechercher de nouvelles
stratégies thérapeutiques de ces maladies en nimga effets secondaires des traitements

habituellement utilisés.

e Limites de la stratégie BLGM

Comme nous venons de le voir, l'utilisation de BL@&MI tant que traitement des pathologies
digestives peut devenir une bonne alternative aarkements existants actuellement. Elle
permet de diminuer lI'inflammation tout en limitdes effets secondaires d’un traitement par
voie systémique. A I'heure actuelle, leurs utilisas chez 'lhomme restent tres limitées car
elles soulevent de nombreuses questions d’ordiguéthenvironnementale et clinique. En
effet, les limites concernant I'application de teattgie BLGM chez I’homme comprennent
principalement i) les risques de dissémination &@e Hactérie recombinante dans
I'environnement ; ii) les risques du transfert dansgene au microbiote intestinal et iii) les
risques de dissémination des génes de résistarcanéibiotiques permettant de sélectionner

les bactéries ayant recu le transgéne lors denlstreaction de la souche.

L’équipe de L. Steidler s’est investie dans ce domafin de mettre au point une BLGM
« propre » et non disséminable pouvant étre utilcdeez ’lhomme. Pour cela, ils ont choisi de
travailler avec une souche Helactis possédant le statut GRAS et ne persistant pasiaus
I'écosystéme intestinal. lls ont alors remplacé&gémethyA par la cassette d’expression de
I'IL-10 via un double crossing-over au sein du génome bantdreegéndhyA codant pour la
thymidylate synthase est un gene essentiel a lasamce de la bactérie dans un milieu sans
thymidine. Cette modification stable au sein duayge bactérien ne fait pas intervenir de
plasmide et évite ainsi le transfert de ce deraiemicrobiote, de plus, la bactérie dépourvue
de son géne est dépendante de I'apport en thymiGette auxotrophie permet de contréler la
présence de la bactérie au sein du TD, d’interrentgtraitement si nécessaire et de limiter le

risque de dissémination de la bactérie dans I'enviement. Enfin, si la bactérie parvient a
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récupérer le génthyA au sein du microbiote, alors elle perd automatitgre le transgene et

récupére ainsi son phénotype sauvage (Steadller, 2003).

La construction de cette bactérie, nomrhédactis Thyl2, a fait I'objet d'une étude chez le
porc concernant les risques de dissémination e¢ffiets secondaires possibles. Ils ont prouve
in vitro la stabilisation de la cassette IL-10, I'auxotnepkle la souche en thymidine et
I'absence de transfert du gethgAentrelL. lactis Thy12 et une souchek coli thyAr. lls ont
également démontré la non-dissemination Ldelactis Thyl2 par le dénombrement des
bactéries viables dans les feces des animaux aoi@énistration de la souche sauvage
L. lactisMG1363 et de la souche recombinantdactis Thyl2 directement au sein de l'iléon
de porc (Fig. 35).
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Fig. 35: Dénombrements dans l'iléon et les féces gorc deL. lactis MG1363 et deL. lactis Thy12.

Ces travaux se sont alors poursuivis par un premssai clinique (Phase | trial) dont
I'objectif était de de confirmer l'inocuité de lawche. Cette étude a été effectuée sur 10
patients atteints de la MC qui ont ingéré des géludontenant la bactérie recombinante
appelée désormais AGO11 (http://www.actogenix.cogifgoducts/AG0O11.php). Ainsi, ils
ont pu confirmer les résultats précédemment obseshiéz le porc, concernant I'absence de
dissémination et d’effets secondaires chez I'hon(Braatet al, 2006), en ce qui concerne
les effets thérapeutiques de AGO11 sur la MC, cdtide a permis de mettre en évidence des
effets bénéfiques du traitements sur 8 des 10rati&nfin, AG0O11 fait actuellement I'objet
d'un deuxiéme essai clinique (Phase Il trial) sas ¢hatients atteints de colites ulcéreuses
actives. L'objectif de cet essai étant d’évaluetolérance et I'efficacité du traitement sur les
patientsvia une analyse en double aveugt placebo de deux concentrations différentes

d’AGO011 (clinicaltrials.gov, 2009). Ces travaux, ntloles résultats ne sont pas encore
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communiqués devraient, s’ils s’averent positife é&s précurseurs d’'une nouvelle méthode
thérapeutique utilisant les BLGM.

L'utilisation de probiotiques naturels ou recombms a démontré tout son intérét durant ces
dernieres années. Grace au génie génétique, ora d$teure actuelle capable d’étudier
précisément les mécanismes d’action de certaindgcmes et d’élucider ainsi certains
mystéres de la recherche. Quant a [lutilisation 8GM en tant que traitements
thérapeutiques, nous venons de voir que les rédemiaux de Steidleet al., ouvrent la
perspective de l'utilisation de BLGM chez I'homnde, par leur efficacité, leur absence
d’effets secondaires et de dissémination au seinl'@e/ironnement. Il est cependant
nécessaire d’encadrer ces utilisations d’'un poietwiie 1égislatif afin d’éviter toutes dérives
et ainsi limiter leur utilisation sur la base deétlapies concernant dans un premier temps des

maladies pour lesquelles il n’existe aucun traiteme
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Résultat

Les effets positifs de probiotiques ont été obsem@ns le traitement de désordres gastro-
intestinaux comme l'intolérance au lactose, legdtibns et la prévention de la diarrhée. lIs
ont également été testés dans la prévention etiterhent des MICI.

Les MICI sont des pathologies invalidantes et degl® durée, touchant 1 habitant / 1000.
Elles se caractérisent par une inflammation anametl récurrente du TD, dont les
manifestations affectent fortement la qualité de dies malades (douleurs abdominales,
fievre, malabsorption...). Les traitements existaant lourds, onéreux et principalement
suspensifs. La recherche de nouvelles pistes deqién ou de thérapie a mis en évidence
un intérét potentiel de souches probiotiques wssade ces pathologies digestives : d’'une
part, parce qu’elles peuvent constituer des vestbactériens pour la libération, dans le TD,
de protéines d'intérét santé, d’autre part, paree cgprtaines souches bactériennes possedent,
par elles-mémes, des propriétés anti-inflammatoitésst dans ce contexte que s’est situé

mon travail de thése dans lequel jai poursuividdprncipaux objectifs :

1) Optimiser des souches de BL en tant que vedeprotéines d’intérét santé. Pour cela,
nous avons travaillé sur plusieurs types de vestebactériens: i) les vecteurs
traditionnellement utilisés a savoir des lactoceguaous avons étudié trois souches
présentant des résistances plus ou moins impostantdysozyme et ii) des vecteurs plus
originaux et moins utilisés, d’'une part les laclb@s qui rentrent dans la composition de
certains produits fermentés et qui persistent elusi jours dans le TD et d’autre part, les
bifidobactéries qui sont des bactéries commensalaptées aux conditions particulieres du
TD.

2) Analyser les effets anti-inflammatoires de s@aschecombinantes ou commensales. Pour
cela, nous avons étudiés i) le stress oxydant-vis-de I'inflammation, par la construction
puis I'analyse des effets anti-inflammatoires dacbes de_b. caseiBL23 produisant des
enzymes anti-oxydantes et ii) les effets anti-mfl@atoires d'une bactérie commensale :
F. prausnitziiA2-165.
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Résultat

I. OPTIMISATION DE SOUCHES DE BACTERIES LACTIQUES EN T ANT
QUE VECTEURS DE PROTEINES D'INTERET SANTE

L'utilisation de BL recombinantes pour délivrer dpsotéines d’intérét santé au niveau
mucosal constitue une stratégie attractive quitrest étudiée depuis une dizaine d’années
(Hanniffy et al. 2004; Nouailleet al. 2006). La stratégie est en effet prometteuse gnliis
s’agit d'utiliser des vecteurs non pathogenes d¢eis les BL prévenant ainsi de nombreux
effets secondaires liés a I'utilisation alternatileesouches atténuées de bactéries pathogénes.
Les lactocoques sont les BL les plus utiliséesaeh que vecteur de protéines d’'intérét santé
(Steidler et al. 2000; Bermudez-Humaran 2004). Cependant, il riexigie peu d'études
tentant d'optimiser I'administration situ de protéines d'intérét santé par la manipulates d
vecteurs bactériens. Ainsi, si I'on veut cibler g@ghologies digestives, il peut étre aussi

intéressant d'élargir le choix du vecteur bactéaiefautres genres que le lactocoque.

Dans le cadre de ma these, nous avons choisi @etudes lactocoques dont la résistance a
la lyse est plus ou moins importante, en suppogaatce parametre puisse jouer un role
important sur la libération des molécules d’intéd@tant leur transit dans le TD et ii) des
lactobacilles et des bifidobactéries, dont les pédgs sont plus adaptées que les lactocoques
aux conditions environnementales du TD. L’efficacdle I'administration de protéines
d’intérét par ces différents vecteurs a été analys€évaluant la réponse immunitaire d’'une

protéine d'intérét santé : I'antigene E7 du papilivirus humain de type 16 (HPV-16).

1) Expression et purification de I'antigéne E7 de I'HR/-16,
protéine modéle pour I'étude de la réponse immunitee chez

la souris

e Présentation du virus HPV-16 et de I'antigene E7

Le cancer du col de l'utérus est la deuxieme caasmortalité des femmes dans le monde.
L'infection causée par 'HPV-16 représente le factmajoritaire associé au développement

de ce cancer (zur Hausen, 1991).
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L’HPV-16 fait partie de la famille depapovaviridae Son génome est constitué d’environ
8000 pbs, sa capside de forme icosaédrique esééarpartir de deux protoméres L1 et L 2
qui s’associent en 72 capsomeéres (douze pentos@xeinte hexons). Ce virus est dépourvu

d’enveloppe et sa taille est de I'ordre de 50 nig.(86).

Fig. 36: Structure de la capside de 'HPV-16.

L’Ag E7 est exprimé depuis les cellules eucaryatésctées par 'HPV-16 et contribue ainsi
au développement du phénotype malin. L’Ag E7 est phosphoprotéine composée de 98
acides aminés, de masse moléculaire 19 kDa et dépoud’activité enzymatique
(Smotkin and Wettstein, 1986). Elle posséde un dioende liaison au zinc a I'extrémité
COOH terminale impliqué dans la stabilité de lat@iree. Du coté Nkiterminal, on retrouve
une petite région analogue a celle de la protéihA Hes adénovirus et de I'Ag T des
polyomavirus, impliquée dans la perturbation duleyellulaire. C’est ainsi, que 'Ag E7
interagit avec plusieurs composants cellulaireaatamment des protéines suppresseurs de
tumeur telles que Rb (protéine du retinoblastondéyéglant ainsi le cycle cellulaire des
cellules épithéliales et provoquant leurs multgtions anarchiques (Fig. 37) (Bakatral,
1987; Dysonret al, 1989; Tanakat al, 1989; Zwerschke and Jansen-Durr, 2000). C’est au
travers de ce processus que la protéine E7 particip prolifération et & I'immortalisation de

la cellule infectée induisant le développement alucer.
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Fig. 37: Organisation génétique de 'HPV-16 (A) estructure de la protéine E7 (B).

Bien que la protéine E6 soit également impliquéesda processus, les études ont démontré
gue le transcrit de E7 et sa protéine sont plus@dras (Smotkin and Wettstein, 1986). En
conséguence, la protéine E7 semble étre le caniidalis adapté pour étudier la réponse
immunitaire et développer de nouveaux vaccins eohittPV-16. Lors d’'une immunisation
induite par la présence de la protéine au sein’atgahisme, ce dernier va activer des
macrophages, des LT et induire des Ac dirigés igéement contre la protéine virale E7. De
précédentes études concernant les mécanismes dépdamse immunitaire induite par
'HPV-16 restent ambigués, il semblerait que I'enbé des voies Thl et Th2 interviennent,
notamment par 'augmentation des cytokines telles I§FN-y (appartenant au groupe Thl)
et I'lL-5 (appartenant au groupe Th2) (de Jengl, 2004; Warrincet al, 2004; Warrincet

al., 2005). Lors de nos travaux, nous avons choemalyser plus spécifiguement ces deux

cytokines caractéristiques de la réponse immuaitfabtuite par I'antigene E7.

Les systemes de production d’E7 ont dans un preteraps été développés au sein des
cellules eucaryotes mais sa dégradation rapidea(80 min) provoquée par le protéasome

(Reinsteinet al, 2000), rend difficile son exploitation. Depuis9D9 plusieurs travaux ont
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exploré l'utilisation de bactérie comme vecteur didivrance de I'antigene E7 mais la
protéine étant trés labile, elle est rapidementatiEe au sein du cytoplasme des bactéries
(Bermudez-Humaraet al, 2002; Bermudez-Humaraet al, 2003). De récentes études ont
montré que le gene codant pour 'Ag E7 fusionnénaP® de lactocoque ou a une protéine
stable telle que la nucléase, permettait de ssaibiba production et de la rendre exploitable,
bien que sa persistance au sein de I'environnemeérieur n'excéde pas quelques jours
(Bermudez-Humaraat al.2002; Bermudez-Humaraet al.2003).

Nos travaux portent sur le développement d'unertigeie permettant la purification de la
protéine E7 produite par un héte procaryote. Lioagjté de cette étude tient dans le fait que
notre construction évite la dégradation de la pmet@ermettant ainsi de la conserver pendant

plusieurs mois.

 Matériels et Méthodes

Souches bactériennes et plasmides utilisés

L’espéce bactérienne utilisée pour les construstasiE . coliqui est cultivée dans le
milieu Luria-Bertani (LB) a 37°C avec agitation.d.souches et plasmides utilisés sont décrits
dans les tableaux ci-dessous, les clones recontbinsomt sélectionnés par l'addition
d’ampicilline (100 pg/ml).

Souches Culture Références

E. coliCYS21 37°C avec agitation Stabyexpress, Delphi
Genetics, Eurogentec.

E. coliSE1 37°C avec agitation Stabyexpress, Delphi
Genetics, Eurogentec.

Fig. 38: Souches utilisées.
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Plasmides Resistance Références
E. coliCYS21 37°C avec agitation Stabyexpress, DelphieBesy Eurogentec,

E. coliSE1 37°C avec agitation Stabyexpress, Delphi Gendiurogentec

pCYT : E7 Chloramphenicol (Bermudez-Humasdral, 2002)

pCR-Topo Ampicilline Invitrogen, Carlsbad, Calif.

pStaby-1.2 Ampicilline Stabyexpress, Delphi Gersgtieurogentec
pCR-Topo E7 his Ampicilline Cette étude

pStaby : E7 Ampicilline Cette étude

Fig. 39:Plasmides utilisés.

Techniques de manipulation de 'ADN

L’ADN plasmidique est isolé selon la procédure décpar Sambroolket al, en 1989.
L’amplification par PCR a été effectuée avec unrttad cycler (Applied Biosystem) utilisant
la Vent DNA polymerase (Promega). Les séquence®N Aont analysées par la compagnie
MWG (Genomic Company, Allemagne).

Utilisation d’'un systeme d’expression T7

Le géne d'intérét codant pour 'Ag E7 est placésstmucontréle du promoteur T7 lui-méme
induit par la T7 RNA polymérase (T7p). Le géne audaour T7p est intégré au chromosome
de la souchd. coli SE1 sous le contrdle du promotdacUV5 ainsi que de l'opérolac.
L’ensemble de ce systeme est réprimé par I'opéao@® présent au sein du chromosome
bactérien et dans le plasmide pStabyl.2 ou sa ségust comprise entre la séquence codant
pour le géne d'intérét et celle codant pour le ptaar T7 permettant ainsi de réprimer
'expression du gene d’'intérét. L'addition d’lsopgop-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) au
sein du milieu environnant permet de réprimer IfgpdacO et active ainsi I'expression de
T7p et donc de l'antigene E7.

L'intérét de ce systeme réside dans l'utilisatian dbux souches bactériennes différentes,
'une contenant 'ensemble du systéme d’expres§idmt permettant ainsi I'expression de la
protéine d'intérét E. coli SE1), la deuxiemeE({ coli CYS21) permettant le clonage

intermédiaire dans laquelle le gene codant pour €gpabsent, empéchant ainsi I'expression
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du géne d’intérét car le promoteur T7 est uniquermetuit par T7p et ne peut en aucun cas

étre induit par une RNA polymerase provenant dat€k. coli

Stabilité du plasmide pStaby :E7

Les souche&. coli SE1 etE. coli CYS21 contiennent au sein de leur chromosome e gé
ccdBcodant pour un poison entrainant la mort de laébactLe plasmide pStaby 1.2 contient
le géneccdA codant pour I'antidote, I'expression du géswelB est ainsi fortement réprimée
par la présence du plasmide.

Ce systéeme rend la bactérie auxotrophe vis-a-viglagmide ce qui permet i) de stabiliser sa
présence au sein de la bactérie et ii) d’élimiregylsteme de sélection du plasmide par I'ajout

d’antibiotique.

Construction de la souche recombinaBtecoli SE1 produisant I'antigéne E7

La cassette correspondant a la séquence codantAglE7 a eté amplifiee par PCR a partir
du plasmide pCYT:E7 (Bermudez-Humarat al, 2002) via l'utilisation des amorces
5'-E7-Staby (5-CGCTAGCCATGGAGATACACCTACATTGC-3’) pour le brin sens et
3-E7-Staby (5-GE&TCGAGIGGTTTCTGAGAACAGATGG GG-3’) pour le brin antisens.
Le fragment résultant de la PCR (301 pb) a étéécloa le kit pCR-TOPO (Invitrogen,
Carlsbad, Calif) formant ainsi le plasmide pCR-TOMJ-his. Ce dernier a alors été digéré
par les enzymes de restrictibdhd-Xhd puis purifié et cloné dans le vecteur pStaby 1.2
précédemment digéré par les enzymes de restriblfw Xha. Le vecteur pStaby 1.2 a la
particularité de permettre la fusion du 6-résidstitline a I'extrémité C-terminal de la
protéine (StabyExpress Delphi Genetics, Eurogentee) ce clonage, résulte le plasmide
pStaby:E7 dont la séquence a par la suite étés®lyar la société MWG (Fig. 40). Une fois
la séquence confirmée, le plasmide pStaby:E7 an#&tduit chezE. coli CYS21 puis chez

E. coli SE1 selon les instructions du fournisseur (Staby&ss, Delphi Genetics).
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Xhol

Fig. 40: Carte du plasmide pStaby :E7.

Purification de I'antigene E7

La protéine E7-his est purifiée selon le protoslarant:

100 ml d’'une culture de 24 h est utilisé afin déoter 5 L de milieu LB enrichi avec
'ampicilline, puis mis a incuber a 37°C en agiatjusqu'a I'obtention d’une densité optique
d’environ 0,6 a 600 nm. Les cellules bactérienred alors induites par I'addition d'IPTG
100 uM pendant 3 h a 37°C. Aprés suspension du baldérien dans du tampon Tris-buffer
(100 mM Tris, 50 mM KCI, pH 7,5), les cellules s@aissées par sonication (3 cycles de 15 s,
2 cycles de 10 s, 2 cycles de 5 s, dans la glBaabjock Vibracell, 100 W) puis centrifugées
a 45000 rpm a 4°C pendant 45 min. Le surnageardles passé sur une colonne Ni-NTA
Sepharose (Qiagen) équilibré avec du tampon TiifedpH 7,5. La colonne est alors lavée
avec le méme tampon, puis les protéines sont épeeglusieurs étapes de lavages utilisant
une solution d’'imidazole 25 mM et 75 mM. La pro&ia7 est alors éluée par I'addition d’'une

solution d’'imidazole a 500 mM puis conservée a €80°

Analyse de I'antigene E7 purifié par Western bldbleu de Coomassie

Toutes les fractions obtenues lors de I'étape digigation de la protéine sont alors analysées
par Western blot et bleu de Coomassie. Les praémigrent sur un gel d’électrophorese
polyacrylamide (12%) puis sont soit analysées pacdloration bleu de Coomassie, soit

transférées sur une membrane de polyfluorure ddidéme (PVDF) (Amersham Biosciences,
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Saclay, France) pour I'analyse en Western bloteApme étape de saturation effectuée avec
du tampon TBS-T supplémenté avec 10% de lait emngpues membranes sont incubées
toute la nuit & 4°C avec un mixte d’anticorps pimmaonstitué des anticorps HPV-16
monoclonal et polyclonal IgG d’origine chevre aimgie I'anticorps HPV-16 monoclonal
IgG1 d’origine souris (Santa Cruz Biotechnologyg.JrCalifornia, USA; 1/500). Suite a une
étape de lavage avec du tampon TBS-T, les membsomsincubées 1 h avec un second
anticorps couplé a la péroxydase (Protéine G-HBPrad). Le signal est alors déteati@

I'utilisation du kit ECL (Amersham Biosciences).

Quantification de I'antigéne E7 purifié

La quantification de I'antigéne E7 purifié est etigée par la méthode de Bradfort (Bradford,
1976) utilisant de I'albumine bovine pour la gaméhalon.

 Résultats - Discussions

Purification de la protéine E7

Les résultats obtenus (Cf. Fig. 41 et Fig. 42) dénemt la pureté de la protéine E7 purifiée
ainsi que sa stabilité a travers le temps. Il essjple que I'ajout de la séquence histidine a
'extrémité C terminale de la séquence de la protéine permettprotéger cette derniére

contre la dégradation. Ces travaux permettent ditbtune méthode efficace de production

stable d’'une protéine recombinante labile permetarsi son exploitation au cours du temps.

W — E719KDa

— E7 19KDa

Fig. 41: Analyse de la purification d’E7 par Westen Blot.  Fig. 42: Analyse de la purification dE7 par
bleu de coomassie.
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Les figures n° 41 et 42 représentent les dépbtsliffésentes fractions obtenues lors de la purifica
de I'Ag E7 produit par le plasmide pStaby :E7 cantelans la souchg. coli SE1. Dans l'ordre, les
dépbts sont les suivants :

- La souche bactérientie coli SE1 contenant le plasmide pStaby :E7 non soni(sids)

- la souche bactériennkE. coli SE1 contenant le plasmide pStaby:E7 apres I|'édge
sonication (SS),

- le culot obtenu suite a I'étape de centrifugationolot),

- le surnageant obtenu suite a I'étape de centtifugéSurnageant),
- lafraction non retenue lors de I'étape de puaifimn (FNR),

- lafraction de lavage (FL),

- les fractions d’élutions correspondantes aux difites concentrations d’imidazol utilisées
(F-25mM et F-75mM),

- les solutions contenant la protéine purifiée dansolution d’imidazol 500mM en fonction de
leur ancienneté a savoir, deux mois de conservatied0°C (Purif E7 (2 mois)), un mois de
conservation a -80°C (Purif E7 (1 mois)) ou réaisénmédiatement aprés la purification
(purif E7).

Quantification de la protéine E7

La quantification des trois purifications effecta&onne un rendement moyen de 4,7 mg de

protéine purifiée par litre de culture.

Avantage de la technique utilisée

L'utilisation du systéme d’expression T7 représetiéenombreux avantages, tout d’abord
I'utilisation de la souché&. coli CYS21 réprimant la production du géne d’intéréinpst de
cloner des protéines hétérologues potentiellemeriqies pour I'héte telles que des
interleukines et cela sans ajout d’antibiotiqugdimet également d’augmenter la production
du géne d'intérét de 3 a 5 fois. Enfin la technigattransférable a d’autres genres bactériens
gueE. coliet est fonctionnelle sur différents milieux detatg.

La mise en place de ce protocole nous a permisidigst la réponse immunitaire induite par
'antigene E7 de I'HPV-16 chez le modele murin Ides nos travaux concernant I'étude de
l'influence des vecteurs bactériens pour délives protéines d’intérét santé : Cf. articles
« Variations of N-acetylation level of peptidoglycado not influence persistence of
Lactococcus lactign the gastrointestinal tract » et « Bifidobacieas a new vector for

mucosal delivery of therapeutic proteins »
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Mes travaux concernant la construction du plasmp$taby :E7 et sa purification seront
valorisés dans une note et feront ainsi I'objet mfusoumission probable au journal

« Biotechniques »

2) Influence de la lyse sur la réponse immunitaire

+ Contexte de I'étude

Il est clairement défini que I'environnement du €6t un réel obstacle a la survie des souches
en transit. Leur résistance a la lyse et notammenlysozyme sécrété par les cellules de
Paneth au sein de la muqueuse intestinale peutiéfiecteur décisif concernant leur viabilite.
De nombreuses recherches ont également démomtggoliance du vecteur bactérien dans le
taux de libération de protéines d'intérét (CorteseR et al, 2007). Enfin, comme nous
lavons vu précédemment, les travaux de Grangettal., menés en 2004, ont permis
d’émettre I'hypothése que la lyse bactérienne ptaied’augmenter les capacités de
vectorisation des BLGM (Grangettt al, 2004). Tous ces parametres démontrent a quel
point les capacités de vectorisation des BL peuvstvenir dans I'action de la protéine
d’intérétin situ. C'est a travers ce contexte que nous avons seéuéitlier I'influence de la
lyse bactérienne sur la réponse immunitaire. Pela, mous avons tenté de répondre a la
guestion : «la résistance de lactis vis-a-vis de la lysan vitro peut-elle influencer la

stimulation du systéeme immunitaire par 'Ag E7 t¢AV-16? »

* Obijectifs et stratégies

Nous avons choisi de travailler avec la souchkactisNZ9000 produisant 'Ag E7 au sein du
cytoplasme car il a été précédemment démontré gtte construction ne permettait pas
d’'induire de réponse immunitaire spécifique (Berem#Humaranet al, 2004). Nous
pouvions ainsi étudier i) si les capacités de wegdton en étaient affectées par la résistance
ou la sensibilité au lysozyme et ii) si la survield bactérie au sein du TD était nécessaire a
I'action de I'Ag E7.

La résistance de. lactis vis-a-vis du lysozyme a été modifiée par l'inaation ou la
surexpression du gemgdAcodant pour I'enzyme peptidoglycane déacétylaseapalyse la
réaction de déacétylation des osamines du PEG gdama ainsi la fixation du lysozyme sur
la paroi bactérienne (Meyrared al, 2007). Apres veérification des capacités de résct au
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lysozyme des souches mutaniewitro, la réponse immunitaire spécifique envers 'Ag&7

été mesurée aprés une immunisationivo utilisant le modéle murin.

Acide N-acétylmuramique N-acétylglucosamine Acide N-acétylmuramique N-acétylglucosamine

CHZOH Cl Iz('}l | CH20H Cl Iz(')l I
O, 0, O, 0,

A N rJJ/_ N A \rrJJ/_ YN
SN/ SN/

I\IIH ITIH
! 1
HyC - CH (|7sz (I-'=(J H,C-CH (l.‘=0 (I.‘=(J
| . | }
C=0 iCH3 (H3 C=0 iCH3 (_H.,.
.................................................................. bemmmsms s
NH NH

Q Site de clivage du lysozyme.

La peptidoglycane déacétylase catalyse la
réaction de déacétylation des osamines
constituant le peptidoglycane, empéchant ainsi la
fixation du lysozyme sur la paroi bactérienne.

Fig. 43: Structure du PEG et mode d’action du lyspyme et de la peptidoglycane déacétylase.

o Résultats

Les résultats sont présentés dans l'article “Vianiat of N-acetylation level of peptidoglycan

do not influence persistenceladctococcus lactign the gastrointestinal tract” p°99.

e Conclusions et perspectives

Les mutants obtenus possédent une capacité deanggisau lysozymim vitro qui diverge de

la souche sauvage. Pour autant, cette étude n’gpgrasis de démontrer un quelconque
avantage des mutants testés vis-a-vis d’autressstencontrésn vivo tel que les stress
biliaires ou oxydants ainsi que dans la survie slasches au sein du TD. De méme, les
réponses immunitaires induites par nos mutants ebliche sauvage ne permettent pas de

conclure sur un éventuel effet de la lyse concertanmunogénicité de I'Ag délivré.
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Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait guetsistance au lysozyme obtenwitro n’est
pas suffisamment élevée afin d’induire une sunlies pmportantein vivo. De plus, il est
important de prendre en compte I'environnement derg qu'est le TD, la présence de
milliards de bactéries, la sécrétion par ces méraeteries ainsi que par les cellules de I'hote
de composants anti-microbiens ou encore le pH aglidel'inhospitalité » de la muqueuse
intestinale. L’ensemble de ces parameétres a prebwadnit joué un réle concernant la viabilité
des souches. La résistance au lysozyme n’est dmarpfacteur suffisant pour augmenter les
capacités de survie d’'une bactéiie situ et cela peut expliquer que le potentiel de
vectorisation de nos souches n'ait pas été augmdésmé autre hypothese permettant
d’expliguer nos résultats peut également étre émee admettant que l'antigéne E7 soit
délivréin situ lorsque la bactérie est lysée, il est fortemenbable que ce dernier n'ait pas
résisté aux attaques permanentes de I'environneimestinal entrainant ainsi sa dégradation
avant méme de pouvoir agir sur le systeme immuaitai

Ces travaux nous ont permis de conclure sur tegfee la modification du PEG de la paroi
bactérienne de. lactisinduisait une sensibilité au lysozynmevitro mais ne conférait aucun
avantage concernant i) la résistance a d’autressstencontrés vivo, ii) a la survie au sein
du TD et iii) 'amélioration des capacités de veidation des lactocoques. Ces résultats nous
ont également permis de développer une nouvellsppetive, a savoir, I'étude de genres
bactériens dont la capacité d’adaptatiovivo est supérieure a celle telactis. Nous nous
sommes ainsi intéressé& . plantarumet B. infantis espéces bactériennes qui possedent la
capacité de persister plus longtemps au sein dypdiinettant peut-étre d’augmenter ainsi

limmunogénicité de I'Ag délivré.

* Article : Variations of N-acetylation level of pepidoglycan do not influence

persistence of_actococcus lactisn the gastrointestinal tract
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ABSTRACT

Lactococcus lactisis a Gram-positive bacterium that produces pephaan (PG) N-
acetylglucosamine deacetylase (PgdA), one enzymmelvied in cellular autolysis. We
previously showed that inactivation pfydA gene inL. lactis led to fully acetylated PG
(resulting in a lysozyme-sensitivity phenotype),endas cloning gbgdAgene on a multicopy
plasmid vector led to an increased degree of P@atigation (resulting in a lysozyme-
resistant phenotype) (Meyramd al., 2007). In order to test whether the lysozyme tasise
may influence i) the persistence bf lactis in the gastrointestinal tract (GIT) and ii) the
ability of L. lactis to deliver therapeutic proteina vivo, we constructed a wild-type, a
lysozyme-resistant and a lysozyme-sensitivéactis strain producing E7 model antigen. No
difference was found between these three lacto®iins regardin@n vitro resistance tests
to bile salts and oxidative stresses. Moreoverdifference in either the persistence level of
these strains or the antigen-specific immune resp@voked was observed after intragastric
administration of these strains to mice. Our rasaliggest that eithggdA inactivation or
overexpression iib. lactis leading to different levels of PG deacetylationrai confer any

advantage in both the persistence in GIT and prstéelivery vector abilities.
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1. Introduction

Lactic acid bacteria (LAB) are non-pathogenic angh-mvasive Gram-positive
microorganisms considered as good candidates furaited and targeted administration of
vaccine antigens to the mucosal immune system (BéemHumararet al, 2004; Hanniffy
et al, 2007).Lactococcus lactisshe model LAB, does not persist in the gastrotiriastract
(GIT) of either humans or mice (Gruzea al, 1992; Vesaet al, 2000; Medagliniet al,
2001). However, the suitability df. lactis as a delivery vector of proteins of interest (e.g.
antigens, cytokines, and hormones) has been cleatbblished in the last decaittevivo
(Steidleret al, 1998; Bermudez-Humaréet al, 2009; Fernandeet al, 2009; Leeet al,
2009). The persistence af lactis in the GIT may depend on its ability to resistlysis
induced by endogenous or exogenous peptidoglyc&) (B®drolases (PGHs). Bacteria
produce enzymes, named autolysins, which are aligdrolyze their own cell wall PG and
lead to bacterial autolysis. Bacteria can also &sa result of the activity of exogenous PGHs
such as lysozyme, which is especially producech@@IT, as a first line of defense of the
host against pathogens.

We recently showed that a PG modification, N-agitylosamine deacetylation,
modulates the activity of the major autolysin AcniA L. lactis and enhances lysozyme
sensitivity. The overexpression of PG deacetylagel4 resulted in i) an increase of the PG
deacetylation level and in ii) a decrease suscéiptiof PG to AcmA and iii) a decreased
sensitivity to lysozyme (Meyranet al, 2007). In addition, Grangeté al. (2004) previously
demonstrated that inactivation of alanine racenm{aseenzyme that participates in the cell
wall synthesis) irL. lactisandLactobacillus plantarunenhances the potential of these strains
as mucosal delivery vectors. In order to test wiedither a lysozyme-resistant or lysozyme-
sensitive phenotype may have a role in the persistén the GIT and on the ability af
lactis to deliver therapeutic proteimns vivo, we constructed twh. lactis strains with different
levels of PG deacetylation and producing an inthalee form of the human papillomavirus
type-16 (HPV-16) E7 protein. We then analyzed timtigan-specific immune response

evoked by these recombinant strains after intraigastiministration to mice.
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2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and plasmids

Bacterial strains and plasmids used in this wokk leted in Table 1L. lactis was
grown in M17 medium supplemented with 0.5% glucage 30°C without shaking.
Escherichia coliwas grown in Luria-Bertani (LB) medium at 37°C kviwigorous shaking.
Unless otherwise indicated, plasmid constructioesewfirst established i&. coli and then
transferred td.. lactisby electrotransformation (Sambroekal, 1989; Langellat al.,1993).
Plasmids were selected by addition of antibiotass follows: erythromycin (2,5 pg/ml) and
chloramphenicol (5 pg/ml) fok. lactis and chloramphenicol (10 pg/ml) or ampicillin (100
pg/ml) forE. coli.

2.2. Construction off.. lactisstrains with different level of de-N-acetylationdgoroducing E7

antigen

Two differentL. lactis strains were constructed: a mutggdA strain and ggdA
overexpressing strain. The gepgdA (xynD) was inactivated irv. lactis strain JIM7049 by
single crossing-over plasmid integration essentiadl described previously (Meyraeti al,
2007). Briefly, an internalpgdA fragment was PCR-amplified with primers’- 5
TACCTTGCTTATAGGAG CG-3 and 3-CAGGCTTGGGCTTGTTTTC-3 using 1L1403
DNA as template. The resulting 597 bp fragmemats cloned intdNcd and Sad restriction
sites of the pJIM224plasmid vector (a non-replicative plasmidLlinlactis). The resulting
plasmid was used to transforin lactis JIM7049. An erythromycin-resistant clone was
selected and named LLpgdA

Overexpression gigdAwas obtained by cloninggdAgene into pJIM2279 multicopy
plasmid vector essentially as described previo(iglgyrandet al, 2007). A 1351 bp DNA
fragment encodingpgdA with its putative promoter and terminator was dfigdl by PCR
from 1L1403 total DNA with primers 5-AAACTGCAGGGAATGTTAA GATAGGAGG-
3" (P4l site underlined) and 5-ATATGCGGCCGCTCAAGTTTCCCAAGTTGTC-3
(Notl site underlined). The fragment was digested wAgi and Notl and cloned into a

Pst/Notl-linearized pJIM2279 vector. The resulting plasmids used to transform JIM7049
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strain resulting in LLpgdA As a negative control we used JIM7049 straingf@med with
pJIM2279 empty plasmid (LL). To produce E7 antigp@GYT:E7 plasmid (Bermudez-
Humarénet al, 2002) was introduced into the differdntlactis strains to obtain: LLpgdA
(E7), LLpgdA (E7) and LL(E7). Clones were selected by the aaiditif chloramphenicol at
10pug/ml and erythromycin at 2.5 pg/ml. E7 produttwas evaluated by Western blot
analysis of whole-cell proteins extracts as presipwescribed (Bermudez-Humarén al.,
2002).

2.3. Lysozyme sensitivity

L. lactis strains were grown in M17 medium supplemented witcose at 0.5%
(GM17) in either presence or absence of lysozyngn{&, 0 mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml and 3
mg/ml) and the growth was observed after 48 hou89zC.

2.4. Analysis of tolerance to bile salts and oxiastress

To determine the ability of LL(E7), LLpgdfE7) and LLpgdA(E7) strains to survive
at high concentrations of bile, the different lactocal strains were grown in the presence of
two bile salt concentrations, 0.075 and 0.1% (sodicholate and desoxycholate acid,
SIGMA). After 3 h of incubation at 37°C, viabilityas estimated by enumeration of bacteria
using a spiral plater. We also determined the tgbibf LL(E7), LLpgdA(E7) and
LLpgdA*(E7) strains to survive at oxidative stress. F, lh lactis strains were grown in the
presence of hydrogen peroxide,() at 2 or 4 mM (MERCK). After 1 h of incubation at

37°C, viability was measured by estimating bacterogulations using a spiral plater.

2.5. Animals and immunization protocol

C57BL/6 mice (females, 6—8 wk of age; Charles Rikaboratories, France) were
housed in a pathogen-free isolator under steritelitions in the animal facilities of the Unité
d’Ecologie et de Physiologie du Systeme Digestithet National Institute of Agricultural
Research (Jouy-en-Josas, France). All experimeets performed according to protocols in
accordance with institutional guidelines. Groupg ohice were used in each experiment.
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For live bacteria inoculd,. lactis strains were grown as described above. To induce
the expression of E7 antigen, fresh medium wasuladed 1:20 (vol/vol) with a overnight
culture of each recombinant strain and grown @Dk~ ~0.6, followed by induction with
10 ng/ml nisin (Sigma) for 1 h as previously ddsed (Bermudez-Humaréaet al, 2002).
Cellular pellets were then harvested by centrifiogaait 3000 xg at 4°C and washed three
times with sterile phosphate buffered saline (PB&g pellet was suspended in PBS to a final
concentration of 5 x fOCFU for intragastric immunization.

Immunizations were performed as follows: groups rmoice were administered
intragastrically for three consecutive days withx 5.0° CFU of each recombinant strain
suspended in 100 ul of PBS. This protocol was tepketwvice at 2-week-intervals. Control
mice received PBS.

2.6. Enumeration of viable L. lactis strains inds@and ileon

30, 60 and 90 min after intragastric administratwith LL(E7), LLpgdA(E7) and
LLpgdA*(E7) strains, ileon content was collected by waghivith 1 ml of sterile PBS
supplemented with protease inhibitors (PBS-a, ps®einhibitor cocktail tablets, Roche).
Then, different dilutions were plated on selectieedium (GM17 plus 2.5 pg/ml
erythromycin and 40 g/ml nalidixic acid) and colesicounted. Feces samples were also
analyzed after dilution (1/10) in PBS.

ThermoresistanBacillus subtilisspores (MERCK) were used as transit markers and
activated at 60°C in G-spore medium according te thassical method described for

enumeration (Mateet al, 2005).

2.7. Analysis of immune response

Seven days after the last immunization (day 35)a sexd gastrointestinal lavages
(GAL) were collected. Blood samples were obtaineaf the retro-orbital venous plexus,
centrifuged and sera stored at -80°C until furdnealysis. Mice were sacrificed by vertebral
dislocation, spleen and GAL fluids were collectedsterile conditions. To recover GAL

fluids, the entire gastrointestinal tract was reswwand flushed with 1 ml of PBS. The
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intestinal content obtained was vortexed vigorodigtyl min, and centrifuged at 5080g to
eliminate debris. Finally, GAL fluids were recovdr@and stored at -80°C until further

analyses.

The detection of IgG and IgA E7-specific antibodigeas performed essentially as
previously described (Cortes-Peretz al, 2007). Briefly, ninety-six-well microtiter plage
(Nunc Maxisorp) were coated with 1 pg/ml of pudfig. colrderived E7 protein (Watterlot
et al, unpublished data) in 200 pl of sodium carbormatier (50 mM sodium carbonate, 1
mM MgCl, pH 9.8) overnight at 4°C. Plates were washed twitth PBS-Tween (PBS
containing 0.05% Tween) and wells blocked with Bdvell of blocking buffer (3% bovine
serum albumin in PBS-Tween) for 1 h at room tenipeea Plates were then washed with
PBS-Tween and samples tested (diluted 1/100) ial@me of 100 pl of PBS containing 1%
BSA. After 2 h of incubation at 20°C, the platesevevashed and 100 ul of a secondary anti-
mouse IgG or IgA antibodies (alkaline-phosphatasgugated goat, Sigma-Aldrich, France)
diluted 1/2000 in blocking buffer was added and plete incubated 1h at 20°C. The plates
were washed and the reaction developed by addafod00 pl of HRP (Horse Radish
Peroxydase) dissolved at 10 mg/ml in sodium carteobaffer. The plates were incubated at
room temperature until yellow color was develop86-60 min). Finally, the reaction was
stopped by the addition of 50 ul of 2 N$O,. The absorbance was immediately measured at
405 nm (Awosnm)- The result obtained is formulated by end patet t

To determine cytokine production in splenocyteseep cells were first separated on a
Ficoll-Hypaque (Sigma) density gradient. A total @f x 10 cells/well) in RPMI 1640
supplemented with 10% FCS were plated in a 24-plate (2 ml per well), at 37°C under 5%
CQO,. Cell suspensions were re-stimulated with 2 pg synthetic E7 peptide (RAHYNIVTF)
to determine whethen vitro restimulation induced a peptide-specific cellukzsponse. After
24 h, cell suspensions were filtered and supertataere examined for the presence of IFN-
Y, IL-5, IL-4 and IL-2 cytokines using mice ELISA awding to the supplier specifications
(eBioscience, San Diego, CA. USA). Serum and GAIn@as were also assayed for the

presence of the same of cytokines.
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2.8. Statistical analyses

Student’s method was used to compare the differbete@een groups and controls

using JMPV statistic softwareP< 0.05 was considered to be statistically significan

3. Results and discussion

3.1. Construction of L. lactis strains with variopgptidoglycan deacetylation levels and
producing E7 antigen

Our aim was to obtain a panel lof lactis strains exhibiting variable resistance levels
to lysozyme and to autolysis and producing HPV-TIEotein as model antigen (Bermudez-
Humaranet al, 2002). We thus express E7Linlactis strains with variable peptidoglycan de-
N-acetylation levels.

First, we constructed pgdAnegative mutant and pgdAoverexpressing strain ib. lactis
JIM7049, a strain carrying theisRK genes integrated in its chromosome (Drouatilal.,
2000) (Table 1). TheisRKgenes are required for expression of a heterokgootein under
the nisin-inducible promoter (NICE). In order toeck that the constructed JIM7049
derivatives possessed various levels of peptideglyde-N-acetylation, their peptidoglycan
structures were investigated by analysis of the opeptide content. Peptidoglycan was
extracted, digested with mutanolysin and the rasulimuropeptides were separated by
HPLC. As previously observed (Meyraetial, 2007), we confirmed that thpgdA negative
mutant (LLpgdA) lacks deN-acetylated muropeptides in its PG whereas thH-deetylation
level was increased in the overexpressing straitppgdA") compared to the control strain
JIM7049 carrying pJIM2279 empty plasmid (LL) (datet shown). The same strains were
then tested for their resistance to lysozyme. Theye plated on M17 glucose agar plates
containing different concentrations of lysozymet@@en 0 and 3 mg/ml). The results were
similar to the one described previously for lactis I1L6288. The control strain LL was
resistant to 1 mg/ml lysozyme whereas pigelA negative mutant LLpgdAwvas sensitive to 1
mg/ml. In contrast, the overexpressing strain LLA&gavith higher degree of peptidoglycan
deacetylation showed increased resistance to lyseand growth in the presence of 2 mg/ml

lysozyme while the control strain failed.
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The strains LLpgdA LLpgdA" and control strain LL were then transformed with
pCYT:E7 plasmid, designed for intracellular prodoictof the E7 antigen under NICE system
(Bermudez-Humaramt al, 2002). The lysozyme resistance of the pCYT:Ehgformed
strains was similar to the one of the initial steabefore transformation (data not shown).
Intracellular E7 production was also confirmed bg&térn blot analysis in the three strains

and no significant difference in protein levels eebserved (Fig. 1).

3.2. Gastrointestinal persistence of recombinardiss

In order to test whether either threvitro lysozyme-resistant and lysozyme-sensitive
phenotypes may have a role in the persistencd..ofactis in the GIT, mice were
intragastrically administered with these differstriains and GIT persistence was monitored
by enumeration of viable bacteria in the ileum a8, 60 and 90 min. The results reveal a
loss of 0.5 log (CFU) between 30 and 60 min afdetdcocci administration and a loss of 2
log (CFU) between 60 and 90 min for LL(E7), 3 Id@FU) for LLpgdA(E7) and 4.5 log
(CFU) for LLpgdA'(E7) (Fig. 2). These results did not show significdifference on the
ability to resist to the GIT transih vivo between our strains. Similar results were obsenved
the analysis of GIT persistence in feces (datashotw). Altogether, these results suggest that
LL(E7), LLpgdA(E7) and LLpgdA(E7) strains display the same behaviimwiva they do
not survive passage through the GIT. In additibe,ability of the different strains to resist or

not to lysozymen vitro does not confer the ability to resist the GIT iaim vivo.

3.3. Stress resistance of recombinant strains

Since lysozyme does not seem to mimic the GIT dordi, we then evaluated
tolerance of the recombinant strains to bile saltsl oxidative stress (see material and
methods). As shown in Fig. 3, the survival of alteambinant strains in the presence of either
bile salts or HO; is affected at the same levels, with a significaauction at 0.1% of bile
salts (Fig. 3A) and 4 mM of #D, (Fig. 3B). In conclusion, lysozyme-resistant aygbkzyme-

sensitivel. lactis strains does not resist better than wild-typarsti@other stresses.

107



3.4. Evaluation of the antigen-specific immune oese in mice after intragastric

administration of recombinant strains producing &igen

To evaluate the incidence of bacterial lysis on llest immune response, intragastric
administrations in mice of LL(E7), LLpgdfE7) and LLpgdA(E7) strains and analysis of the
antigen-specific humoral and cellular immune resgsnwere performed. To analyze the
humoral immune response, E7-specific antibody pebdn in gastrointestinal lavage (GAL)
and serum samples were measured. As shown on A&jghd administration of recombinant
LL(E7) strain led to a significant increase anti-lgA GAL samples (P< 0.05) compared to
LLpgdA(E7) strain. Interestingly, mice administered withpgdA*(E7) strain seem to
develop a higher anti-E7 IgA response when compavigd the control PBS group and
LLpgdaA(E7) strain, no significant difference could be abished because of high
individual variability (Fig. 4A). For IgG levels,ny the LLpgdA(E7) strain led to significant
anti-E7 antibodies in serum samples in comparisdh the control group (P< 0.05) (Fig.
4B). In the animals administered with LL(E7) andpgdA’(E7) strains, we observed a
clearly anti-E7 1gG response but without reachimggiéicant differences. We can conclude,
that administration of lactococci induce more lg&vdls than PBS group but individual
variability does not permit to reveal a correlatlmetween resistance to lysozymevitro and
the ability to induce IgG and IgA production.

After the evaluation of the incidence of bactehales in the humoral immune response,
we then analyzed the antigen-specific cellular easp. We thus measured the secretion of
IFN-y, IL-5, IL-4 and IL-2 cytokines in GAL and serum sples as well as in re-stimulated
splenocytes. As shown in Fig. 5A, mice treated WitlE7) produce higher levels of IFNin
GAL samples than other groups (PBS, LLpg(#Vv) and LLpgdA(E7)). In serum samples
and re-stimulated splenocytes, we did not obsegrefieant differences in IFN-production
level between all groups (Fig. 5B and data not st)owor all other cytokines, we observed
essentially the same production level as the osergbd for IFNy (data not shown).

Altogether, these results suggest that in the raegfed, then vitro lysozyme resistance
level and thus the modification of peptidoglycariinactis have no impact on the ability of

L. lactisto deliver E7 antigem vivo.
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3.5. Discussion

We previously showed that lactis producing E7 antigen induce a lower immune respons
than either &. lactissecreting E7 protein or anchoring at its cell acef(Bermudez-Humaran
et al, 2004). In this study, we evaluated if the catyasf L. lactisto resist longer in GIT has
an impact on its ability to deliver an antigenvivo (eg. E7 protein) and to enhance the
antigen-specific immune response. Therefore, westcocted thred.. lactis strains with
different levels of PG deacetylation and producamgintracellular form of the HPV-16 E7
protein. Thereby, these thrde lactis strains have different resistance to lysozyme and
express similar amounts of E7. We first charactetithe recombinant straiins vitro andin
vivo and our results showed that, the ability of tHéedent strains to resist or not to lysozyme
in vitro does not confer any resistance in the GiiTv{vo). We also demonstrated the capacity
of the different strains to resist to other stresgh as bile salts or oxidative str@ssvitro.

We try to mimic GIT conditions with 0.5% of bile It however L. lactis strains do not
resist to this concentration, then we used 0.1%ilefsalts and 4mM to D, (Vizoso Pintoet

al., 2005). At these conditions, we observed an effacgrowth but no correlation could be
established between their capacity to resist tozysie and their capacity to growth with
either oxidative or bile salts stressvitro. We then analyzed the immune response evoked by
the differentL. lactis strains. The resultsuggest thain vitro lysozyme resistance level and
the modification of peptidoglycan ib. lactis have no impact on the ability af lactis to
deliver E7 antigein vivo. Lysozyme is constitutively express in the uppér:@ is found in
Brunner’s gland in the duodenum and in paneth’sicehe small intestine. However, little is
known about the regulation of lysozyme expressiah fanction in the GIT (Dommett al,
2005). Lysozyme represents about 2.5% of totalemmatynthesized by macrophages (Gordon
et al, 1974). The level of resistance to lysozymeitro is limited to 2 mg/ml for LLpgdA+,

it is thus probable that this concentration dodsmmionic GIT conditions andl. lactis strains
lysein vivo. The lack of an adequately immune response coalldxplained by the fact that
E7 is an extremely labile protein and it is quicklggraded into the cytoplasm lin lactis
before evoke an immune response (Bermudez-Humetrah, 2002, 2003). Finally, innate
host response can also play an important role stebal lysis by antimicrobial peptides,
mucines and defensins secreted in GIT which coxjdaén the inability of our recombinant

strain to resisin vivo.

To conclude, these results suggest that LL(E7), gdAXE7) and LLpgdA(E7)

strains display the same behaviauwriva they do not survive passage through the GITirthe
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vitro lysozyme resistance level and thus the modificatibpeptidoglycan .. lactis have no

impact on the ability ok. lactisto deliver E7 antigem vivo.
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TABLES LEGENDS

Table 1.Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strains and
plasmids

Relevant genotype or phenotype

Source or
reference

L. lactis subsp. lactig

IL1403

Plasmid-free strain

Chopin et al., 1984

JIM7049 IL1403 derivative witmisRK genes integrated into chromosome. Drouault et al.,
2000
LL pgdA EnY, JIM7049 derivativepgdAmutant obtained by SCO integration of This study
pJIiM2242 plasmid containing a 597-pgdAinternal fragment.
LL pgdA (E7) EnY, Cmi, pgdA - containing pCYT E7 plasmid carryi gene under| This study
the control of promoter nisA.
LL pgdA* Em’, JIM7049 derivative containing pJIM2279 plasmid camgydgdA | This study
gene under the control of its own promoter.
LL pgdA* (E7) EnY, Cmi pgdA + containing pCYT E7 plasmid. This study
LL Em’, JIM7049 derivative containing pJIM2279 empty. This study
LL (E7) Em’, Cni containing pJIM2279 empty and pCYT E7 plasmid. This study
Plasmids
pJiM2242 Em’, derivative of pORI28 non replicative vectorlinlactis Guedon et al., 2001
pJIM2279 Em’, derivative of plLnew. Renaud et al., 1996
pCYT:E7 Cm, derivative of pGK12. Bermudezt al,

2002
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FIGURES LEGENDS

Fig. 1. Western blot analysis of recombindntlactis E7 producing strain®roduction of E7
protein in recombinarit. lactis strains LL(E7), LLpgdAE7) and LLpgdA(E7) were analyze

by western blot of whole cell extracts.

LL(E7) LLpgdA-(E7) LLpgdA*(E7)

E7 (19KDa) —— - - -

Fig. 2. Gastrointestinal persistence of recombinkntiactis strains. Comparative time of
survival of LL(E7), LLpgdA(E7) and LLpgdA(E7) were measured in the contents of ileon
after 30, 60 and 90 min following intragastric gges.
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Fig. 3. Stress resistance of recombin&ntlactis strains.Test of the sensitivity to bile salt
stress (A) and oxidative stress (B) depending efdifferents strains LL(E7), LLpgdfE7)
and pgdA(E7). Bile salt or HO, are included at different concentrations inside gnowth
medium bacteria. The shocks were 3h at 37°C andt130°C for bile salteand oxidative
stress, respectively. Then, we counted coloniemifay unit of resistant bacteria. After
incubation (1h at 37°C with bile salts or 1h at GOfor oxidative stress), viability was

measured by plating.
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Fig. 4. Analysis of the immune response anti-E7 IgA (A)aanti-E7 1gG (B).Analysis of the
immune response were evalu®@® days after oral immunization with 1*1@ecombinant
LLpgdA(E7), LLpgdA(E7), LL(E7) and PBS. Individual samples from A)straintestinal
wash and B) sera of two groups of seven mice C5/6 Bhmunized orally were tested by
ELISA for specific IgA and IgG. Statistically sidimant differences (Student’s tegk0.05)

are denoted by an asterisk (*).
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Fig. 5. Analysis of the IFNy response. Analysis of production IRNvere evaluate 35 days
after oral immunization with 1Xf0ecombinant LLpgdAE7), LLpgdA'(E7), LL(E7) and
PBS. Individual sample from A) gastrointestinal &) and sera of two experiments of
seven mice C57 BL/6 by group, immunized orally wieisted by ELISA for specific IFN-
gamma. Statistically significant differences (Stotetest,p<0.05) are denoted by an asterisk

(*).
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Résultat : Optimisation d souchs de BL en tant que vecteurs de protéin’intéré santt

3) Les lactobacilles et les bifidobactéries peuventies
constituer des vecteurs efficaces pour délivrer dgsotéines

d’intérét santé ?

* Contexte de 'étude

Comme nous l'avons vu précédemment, certaines ssud bifidobactériest lactobacilles
sont considérées comme probiotiques : elles peetti & la stimulation du systéme
immunitaire et leur transit dans notre TD dure emvilO jours pour les bifidobactéries et 4
jours pour les lactobacilles, ce qui en fait desdidats vecteurs attractifs pour délivrer des
molécules d’intérét santé (Schell al, 2002; O'Mahonyet al, 2005; Sheehaet al, 2007).
Dans de précédents travaux, nous avons démontrdagiministration delLb. plantarum
exprimant 'Ag E7 permettait d'augmenter la répoimeennunitaire en comparaison avec un
lactocoque sécrétant le méme Ag (Cortes-Peteal, 2007). Dans cette étude, nous avons
voulu comparer l'efficacité de ces deux vecteuidibactéries et lactobacilles) a stimuler la

réponse immunitaire anti-E7.

* Obijectifs et stratégies

Nous avons développé durant ma premiere annéeéde tte nombreux outils de biologie
moléculaire spécifiques pour les bifidobactériesjsnavons également construit des vecteurs
de production de protéines hétérologues fonctidemethez les bifidobactéries et les
lactobacilles. Ces vecteurs possedent un promatectible aux sels biliaires permettant
d’activer la transcription du géne d’intérét lons passage dans l'intestin obtenant ainsi une
action ciblée de la protéine d’'intérét. Apres laenau point des méthodes de biochimie telles
gue I'extraction des protéines et le Western blotys avons construit et analysé I'expression
de I'Ag E7 parB. infantisetLb. plantarumsous le contrdle des promoteurs inductilresitu.
Nous avons alors testé nos mutavits'analyse de la réponse immunitaire anti-E7 dans le

modele murin.

o Résultats

Les résultats sont présentés dans l'article « Bifatteria as a new vector for mucosal

delivery of therapeutic proteins » p°120.
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Résultat : Optimisation d souchs de BL en tant que vecteurs de protéin’intéré santt

e Conclusions et perspectives

La mise au point des outils génétiques chez laddtifctéries nous a permis d’obtenir des
mutants capables de produire une protéine hétéareltgjle que la nucléase ou I'Ag E7 de
'HPV-16, mais nous n'avons pas pu observer leésétions. Il est probable que I'absence
de sécrétion provienne de la faible efficacité db (ilisé d’origine L. lactis. Afin de
remédier a ce probléme, nous avons tenté, en dairgloner un PS d’origin®. longum
(BL1181), son haut pourcentage en base GC senteléo&ique pour les bactéries autres que
Bifidobacteriumrendant le clonage extrémement complexe. Noussataut de méme choisi
d’analyser la réponse immunitaire spécifique enVé&g E7 induitein vivo. Nos travaux ont
ainsi démontré le potentiel des bifidobactériesae que vecteur de protéines d’'intérét sante.
La comparaison effectuée entre les vectébrsplantarumet B. infantisproduisant le méme
Ag sous le contrle de promoteurs inductibles agels biliaires a démontré que le genre
Bifidobacteriumpermettait d’'induire une réponse immunitaire siguée a celle induite par le
genre Lactobacillus Ces résultats démontrent combien le choix duewecest un critére
essentiel dans I'utilisation des BLGM et que 'addijon des bactéries au sein du TD est un

facteur essentiel dans ce choix.

Ces travaux ouvrent de nombreuses perspectivercant I'utilisation deBifidobacterium

en tant que BLGM. Son potentiel de vectorisatiosoa® a ses capacités intrinseques
anti-inflammatoires et son statut alimentaire fdatce genre, un candidat potentiel idéal pour
vectoriser et délivrer des protéines anti-inflamwiras au sein méme du TD et traiter ainsi les
MICI. Enfin, dans les perspectives de mon travailtidese, j'ai rfécemment initié une étude
portant sur la comparaison des capacités d'immtioisades bifidobactéries et des
lactobacilles produisant I'antigene E7 dans la enéwn du développement de tumeurs

induites par I'administration sous-cutanée de tedltumorales TC-1 & des modéles murins.

Mes travaux concernant I'étude du genre Bifidobaote seront valorisés dans l'article
suivant auquel se rajouteront les résultats deseggpces en cours et feront ainsi I'objet

d’'une soumission probable au journal « Journalmafunology ».

. Article : Bifidobacteria as a new vector for mucosh delivery of therapeutic

proteins
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ABSTRACT

Mucosal immunity plays a major role in the preventiof infectious diseases. Genetically
engineered lactic acid bacteria (LAB) have beercesssfully tested in the last ten years as
safe mucosal delivery vectors. Previous studies ehahown that the intrinsic
immunomodulatory properties of a LABactobacillus plantarun{Lb. plantarum), and its
persistence (2-3 days) in the mice gastrointestirgait (GIT) play an important role in the
immunogenicity of the delivered antigen. In this rlygowe compared the potential of a
recombinant strain dBifidobacterium infantigB. infantig (a LAB strain able to persist up to
10 days in the GIT) producing E7 antigen to thatt®ftounterpart.b. plantarumproducing
the same antigen to evoke an E7-specific immun@ore® in mice after intragastric
administration. Our results revealed a higher amtigpecific systemic and mucosal immune
response after intragastric administratioBofnfantisproducing E7. Altogether, these results

demonstrate the advantages of bifidobacteria str@sra new antigen delivery vector.

1. INTRODUCTION

The use of bacteria as live vector for deliverytloérapeutic proteins seems an effective
strategy for topical delivery of immunomodulatomofeins because it circumvents systemic
side effects and allows long-term treatment of nlraliseases. In particular, LAB represents
an original and attractive approach, as they ai® saanisms that are used as food starters
and probiotics. The non-colonizing gram-positivetbaumLactococcus lactigL. lactis) has
been largely used to deliver therapeutic proteinthé mucosal tissues (Steidedral, 2000;
Bermudez-Humaran, 2004) Sorhactobacillusspp. strains, which are able to persist in the
intestinal tract for several days after adminigbrgt have been also used to deliver proteins
and shown to be more immunogenic than lactococainst (Cortes-Pereet al, 2007). This
suggests that intrinsic immunomodulatory propertiesl longer persistence in the GIT of

Lactobacillusspp. make this genus a better delivery vector ketococci.

In this context, Bifidobacteria (some species die & persist up to 10 days in the
GIT after administration), may be particularly irgsting for the mucosal delivery of
therapeutic proteinBifidobacteriumspp. are Gram-positive anaerobic bacteria whiale ha
numerous characteristics that make them interestiagtor for heterologous protein

production: i) they are non-pathogenic predominaeimbers of intestinal microbiota that
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play important role in health promoting propert{®an Der Werf, 2001; Kerckhoffst al.,
2009), ii) they are of increasing commercial ins¢rdue to their widespread use in the
growing probiotics industry and, iii) they can swieely colonize and grow on the hypoxic
region of solid tumors after intravenous inject{dfakamuraet al, 2002; Fujimori, 2006), an
advantage when used as delivery vector for carmapy. Altogether, these observations
suggest the potential dBifidobacteriumspp. as a new vector for mucosal delivery of
therapeutic proteins. However, despite all thessaihges, no commercial expression vectors

are available for the expression of heterologoosgms using these bacteria.

In this work, we describe the construction of asuicible expression vector for Bifidobacteria
that allow a controlled-targeted protein productipBifSEC:Nuc. This system is based on
Nuc as a reporter protein, which allows a rapid dinelct screening of the recombinant clones
based on the Nuc activity test on Petri plates (Bhdl 983), the signal peptide (SP) of Exp4
protein (SPExp4, the predomindntlactissecreted protein) (Poquet al, 1998), the broad
host range plasmid pWwV01 (Koét al, 1984) and a stress bile salt-inducible promdter.
addition, this plasmid incorporates a unigusil restriction site convenient to replacec
gene by a gene encoding a heterologous proteimtefeist (Bermudez-Humaraet al,
2003a). This system was then used to produce @iprof medical interest, the human
papillomavirus type-16 (HPV-16) E7 antigen. HPV-i$ the most common sexually
transmitted infection and responsible for 90-99 Peervical cancer cases (second cause of
cancer-related deaths in women worldwide) (zur ldapusl991). Production of E7 by
recombinanB. infantiswas confirmed by western blot experiments. We thealyzed and
compared the immune response evoked by the intragasgministration of recombinar.
infantis to that of its counterpaitb. plantarumproducing the same protein. Our results
revealed a higher E7-specific systemic (i.e. CDddt @D+ T cell proliferation) and mucosal
immune responseig IFN-y and IL-5 secretion and humoral antibodies prodmjtiafter
intragastric administration oB. infantis producing E7 antigen. Altogether, these results
demonstrate the advantages of bifidobacteria strasra new antigen delivery vector.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Bacterial strains, plasmids and DNA manipulatio. The bacterial strains and plasmids
used in this work are listed in Table 1 and TahleepectivelyL. lactiswas grown in M17
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medium (Difco Laboratories, England) supplementath it% glucose at 30°C without
agitation. Escherichia coli (E. col) was grown in Luria-Bertani medium (LB; Difco
Laboratories, England) at 37°C with vigorous shgki infantiswas grown in MRS medium
(Difco Laboratories, England) supplemented withn@gml cystein (Sigma) (MRS-C) at
37°C in anaerobic condition without shakirdh. plantarumwas grown in MRS medium
(Difco Laboratories, England) at 37°C in aerobiadition without shaking. Recombinant
bacteria were selected by addition of chloramplaraatibiotic as follows: 10 pg/mi fdr.

lactis andE. coli, 5 pg/ml forLb. plantarumand2 pg/ml forB. infantis.

Plasmid DNA isolation and general procedures for ADKhanipulations were
essentially performed as described previously (Saakoet al, 1989). PCR amplification
was performed was performed using High Fidelity MBNA polymerase (Promega) with a
thermal cycler (applied biosystem). DNA sequencesewconfirmed by sequencing (MWG-

Genomic Company, Germany).

2.2 Construction of an inducible expression vectoifor Bifidobacteria. In order to
construct the plasmid which allows a controlledytted heterologous protein production in
Bifidobacterium spp. we clonedinaK promoter fromB. longum89/11 strain in pSEC:Nuc
vector, a plasmid previously used to secrete Notepr inL. lactis (Table 2) (Morelloet al,
2008). Briefly, a 241 bp DNA fragment containidgaK promoter was PCR amplified from
genomic DNA with primers: Bglll-PdnaK-Bif (5-CCAAGATCTCAAAAAACB
TGAGCCWAMMWYRCTCAACTT-3") for the coding strand aniNhd-PdnaK-Bif (5'-
AGCTAGAOGTTAATAAAGCAAGGTTTATTTTTTTCATAACGTGTGCTCCTTAATTAY
TCGTTTGTTCTTACGTTSTTYG-3). The PCR product was sldned into a pCR-TOPO
kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) resulting in pCR-TORInaK-Bif (Table 2). Afterwards, the

DNA fragment containingdnaK promoter was obtained from pCR-TOPO:dnaK-Bif with
Bgll/Nhd enzymes (New England) and cloned into purifiecckb@ne isolated from
Bglll/Nhd-cut pSEC:Nuc vector, resulting in pBIifSEC:NucdFiLA, Table 2). This vector
was established intB. infantisstrain.

2.3 Site-specific mutagenesidlucleotide sequence analysis of pBifSEC:Nuc vetoealed
a deletion in the SRy4 (data not shown). To repair this, we performe@ai#d mutagenesis
by PCR. Briefly, we established first pBifSEC:Nuector inE. coli TG1 strain in order to
purify large quantities of the plasmid, we thenfpened a first PCR reaction with forward
primer. 5-GTTATGAAAAAAATAAACCTTGCTTTATTAACGCTA-3' using Pfu turbo
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DNA polymerase (Promega). Parameters of PCR waerdirst cycle at 95°C 1 min and 5
cycles at 95°C 30s/55°C 1 min/68°C 4 min. Afterveande performed a second PCR reaction
on first PCR product with forward and reverse prm&-TAGCGTTAATAAAGCAA
GGTTTATTTTTTTCATAAC-3’). Parameter of PCR were @ir cycle: 95°C, 1min; 20
cycles: 95°C 30s / 55°C 1min / 68°C 4min; 4°C). e effected one digestion wibpnl
enzyme (New England) before transformed inttactisMG1363. Construct of pBifSEC:Nuc

was then checked by sequencing.

2.4 Construction of the inducible expression vectorof HPV-16 E7 antigen in
Bifidobacteria. For the production of E7 antigen, the DNA fragmentoding Nuc from
pBIfSEC:Nuc plasmid was replaced by E7 gene. Fgr thDNA fragment encoding E7 was
obtained from pSEC:E7 plasmid (Table 2) (Bermudezndranet al, 2002) withNsil/EcoR
(New England) and cloned into pBIifSEC:Nuc vectogedited with the same enzymes and
replacing the corresponding DNA fragment of NuceThsulting plasmid pBIifSEC:E7 (Fig.
1B, Table 2) was established iBoinfantisstrain.

2.5 Construction of an inducible expression vectofor Lactobacillus spp In order to
construct the plasmid which allows a controlledytted heterologous protein production in
Lactobacillusspp. we cloned promoter of Ip_0775, a putativesstinduced protein froitrb.
plantarum NCIMB8826 strain, in pSEC:Nuc vector. Briefly, a 8%p DNA fragment
containinglp_0775promoter was PCR amplified from genomic DNA withnpers: Bglil-
Plp_0775 (5-CCAGATCTAGTAGACCAAAATATAAAAAGTAATGGTG-3') for the
coding strand antlhd-Plp_0775 (5'-AGCTAGGGTTAATAAAGCAAGGTTTATTTTTTT
CATTGAT TTGGATCCTCCGAAATTTTTATCTTTGCTTTTATCAATGA-3). The PCR
product was subcloned into a pCR-TOPO kit (InvimogCarlsbad, CA) resulting in pCR-
TOPO:PIp_0775 (Table 2). Afterwards, the DNA fragimeontainingp_0775promoter was
obtained from TOPO:PIp_0775 witglll/Nhd enzymes and cloned into purified backbone
isolated fromBglll/Nhd-cut pSEC:Nuc vector, resulting in pLbSEC:Nuc (F2d\, Table 2).
This vector was established irtb. plantarumstrain.

For the production of E7 antigen, the DNA fragmemntoding Nuc from pLbSEC:Nuc
plasmid was replaced by E7 gene. For this, a DNW@rfrent encoding E7 was obtained from
pSEC:E7 plasmid witiNsil/EcoR and cloned into pLbSEC:Nuc vector digested witle t
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same enzymes and replacing the corresponding Dalgxrfent of Nuc. The resulting plasmid
pLbSEC:E7 (Fig. 2B) was established ihtm plantarumstrain.

2.6 Bacteria transformation and protein extraction. Plasmid were first established by
electrotransformation k. coli (Gibsonet al, 1984) orL. lactis (Langellaet al, 1993) for
DNA amplification. pBIifSEC:Nuc and pBIifSEC:E7 wetben transferred td. infantis
DSM20088 using the following protocol: to prepammpetent cells an overnight culture of
B. infantisgrown in MRS-C was diluted 1:50 in the same medsupplemented with 0.5M
of saccharose and culture pursued untilk§f= 0.5. Then cells were incubated in ice for 15
min, recovered by centrifugation and washed witffdsusaccharose 0.5M, glycerol 10%).
The final pellet was suspended in 1/250 of inti@lume in the wash buffer and aliquots were
immediately frozen in liquid nitrogen and stored &0°C until use. Conditions of
electrotransformation were: a single electric pulgth Gene Pulser Apparatus (BioRad,
Hercules, CA, USA) at 2.2 kV/cm pulse strength (4€b pulse numbers), 25 uF and ZD0
with 100 mm electro-cuvette (BioRad). One ml of MRSnedium was immediately added
and cells were incubated for 3h at 37°C. Finaliffecent dilutions were plated in MRS-C
containing antibiotic (2 pg/ml of chloramphenictdy recombinant clones selection after 48-

72 h of culture at 37°C in anaerobic conditions.

pLbSEC:Nuc and pLbSEC:E7 plasmids were also firsstaldished by
electrotransformation i&. colior L. lactis for DNA amplification and then transferredlib.
plantarumWCFS1 (JCP) by electrotransformation as previodsgcribed (Cortes-Peret
al., 2005).

Since the expression of Nuc and E7 proteins isrotbetl by stress-inducible
promoters (Bhak and o775, the induction was performed using bile saltsetdy, saturated
cultures of eitheLb. plantarumor B. infantiswere centrifuged (5000 rpm, 10min at room
temperature). Pellets were resuspended in cultediarsupplemented with 0.06% of bile salt
(50% sodium cholate and 50% sodium deoxycholagm&iAldrich, Steinheim, Germany)
(Amor et al, 2002) and incubated for 3 hours at 37°C. Theotgms, both from cells (C) and
culture supernatant (S) samples were extracted BomfantisandLb. plantarumas follows:
After incubation of cells with bile salt, cultureegia were centrifuged (5000 rpm, 10min,
room temperature), the supernatants were removeticells were washed with Phosphate
Buffer Saline (PBS) to remove bile sai. infantiscell pellet was then lysed for 2 hours at
37°C using TES-Lys buffer containing lysostaphirb(tits/ml/ Sigma), lysozyme (500ul/ml
/ Sigma), mutanolysin (50ug/ml / Sigma) with antdygase (protease inhibitor cocktail
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(Roche).Lb. plantarumcell pellet was resuspended in PBS, and lysed®nsig a sonicator
(Bioblock vibracell, power 100 W) with two cycle$ Bs separated by 10s. Cellular proteins
were then diluted and heated (5min; 98°C) in ditimeitol (DTT, Sigma) loading buffer
(DTT-LB; Sigma) (50% of final volume) and Sodiumddiecyl Sulfate 20% (33% of final
volume) and kept at -80°C until western blot analydProteins of supernatant were
precipitated by an incubation of 10 mn in ice ieg@nce of 100% trichloroacetic acid (D1/20)
followed by a centrifugation (10 min; 13000rpmC3?° The pellet was then resuspended and
heated (5min at 98°C) in 50% of final volume of ismal hydroxide 50mM and 50% of DTT-
LB ) and kept at -80°C until western blot analy8ecause of the short half-life of E7 antigen
(Reinsteinet al, 2000), western blot analysis were performechaweek following protein
extraction.

Nuclease and E7 were detected by western blot &siferas previously described
(Bermudez-Humaraet al, 2002). ForLb. plantarumandB. infantis,proteins obtained from
C and S samples were submitted to a 12% sodiumcgibdalphate (SDS)—polyacrylamide
gel electrophoresis and transferred onto PVDF man#iAmersham Biosciences, Saclay,
France). After blocking with TBS-T/5% milk, membemwere incubated overnight at 4°C
with the primary antibody followed by incubationtiviappropriate peroxidase-conjugated
secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch Liabess West Grove, PA). The signal
was detected using the ECL + kit (Amersham Biosmeh E7 was detected using a mix of
HPV16-E7 goat monoclonal IgG, HPV16-E7 goat polgelolgG and HPV16-E7 mouse
monoclonal IgG (Santa cruz biotechnology, Inc., California, USK500). Nuclease was

detected using anti-Nuc antibodies (Eurogentec)Lieet al, 1998).

2.7 Mice and immunization protocol.Specific pathogen-free C57BL/6 mice (females, 6-8
wk of age; Charles River Breeding Laboratories) evboused in a pathogen-free isolator
under sterile conditions with water and fed adlityi in the animal facilities of the UEPSD at

the National Institute of Agricultural Researchuyen-Josas, France). All experiments were
performed according to protocols in accordance wstitutional guidelines.

The preparation of live bacterial inocula for imnmation experiments was performed
as follows: wild-type and recombinahgactobacillusand Bifidobacteriumstrains producing
E7 were cultured as described above. After ovetrighure cellular pellets were harvested
by centrifugation at 5000 rpm at 4°C and washedelimes with sterile PBS. The pellet was
suspended in PBS to a final concentration of 8x@BU. Plate counts were performed with
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all inoculum to corroborate the CFU administeredl &V production was controlled by
western blot as described above.

For immunization, groups of mice£7) were administered intragastricallyg() with
with 5x10 CFU from each strain in 200 ul of PBS. Three contee daily doses were

administered at 2-week intervals (priming and twogis). Control mice received either PBS.

2.8 Secretion of cytokines by activated splenocyteSeven days after the last immunization
mice were sacrificed by vertebral dislocation apteen was removed. Splenocytes were
obtained by mechanical dissociation of spleen ¥odld by Ficoll-Hypaque density gradient
centrifugation. Cells were then resuspended in RPBAIO supplemented with 10% FCS and
plated (1,106 cells/well) on 24-well plate at 3766der 5% CQ@ 2 ug of a synthetic E7
peptide (RAHYNIVTF) was added to the culture meditorinvestigate the peptide-specific
cellular response. After 24 h of incubation, IFNand II-5 concentrations in the culture
supernatants were determined by specific ELISA iting to the manufacturer's instructions
(e-Bioscience San Diego, CA. USA).

2.9 Measurement of E7-specific CD4+ cellhe stimulation of E7-specific lymphocytes in
freshly isolated spleen cells from non-immunizedl ammunized mice with recombinant
bacteria were measured by flow cytometry of antigpecific CD4 T-helper (T)
lymphocytes. Briefly, splenocytes isolated as dbsdr above were separated on a Ficoll-
Hypaque (Sigma, St. Louis, MO) density gradient argingle cell suspension of splenocytes
5x10 cells/well were stimulated in duplicate with 5 pdjbf purified E7 protein (Watterlagt

al., in preparation) concanavalin A (1 pg/mL) as fesicontrol or PBS as negative control,
in a 24 well plate containing 1 ml of RPMI mediund4D supplemented with 5mM L-
glutamine, antibiotics (penicillin/streptomycin)QsM 2-Mercaptoethanol and 10% FCS at
37°C under 5% C©O After 72h, supernatants were harvested and eedl® washed and
stained using monoclonal antibodies conjugated:@D#-FITC (anti-mouse CD4-FITC, BD
Bioscience) and rat IgG2a conjugate a FITC werd asdasotype. The cells were then washed
twice and fixed with CellFix solution (Becton-Dieidon). The frequencies of CD4+ T
lymphocytes specifically activated by E7 antigeresewdetermined by flow cytometry (FACS
Calibur, Becton Dickinson). Data acquisition (5@0€vents) and analysis of the CD4+ T
lymphocytes were carried out using CellQuest™ Ryfivéare (Becton Dickinson) according
to the manufacturer's recommendations. Frequen€iessponding T cells were calculated as
percentages of the total positive events.
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2.10 Lymphocyte proliferation. Spleen cells were treated with carboxyfluorescédinmin
and then stimulated with either E7 protein at dédfé concentrations: 0.65, 1.25, and 2.5
pg/ml or concavalin (1 pug/ml) for 4 days. The cellsre then washed twice, fixed with
CellFix solution (Becton-Dickinson) and analyzedfloyv cytometry (FACS Calibur, Becton

Dickinson).

2.11 Statistical analysesStudent’s method was used to compare the differémteeen
groups and controls using JVP statistic software. P values of less than 0.05ewer

considered to be statistically significant.

3. RESULTS

3.1 Expression of Nuc byLb. plantarum and B. infantis. To obtain a functional vector
allowing a controlled-targeted protein productionBifidobacteria spp., we cloned a stress-
inducible promoter fromB. longum89/11 strain in pSEC:Nuc plasmid. This vector was
established iB. infantisDSM20088 and recombinant strain named BIF(Nuchrtter to be
able to compare protein production and immunoggniai recombinant BIF(Nuc) witlb.
plantarum,we also we cloned a stress-inducible promoter ftdm plantarumWCFSL1 in
pPSEC:Nuc plasmid and the resulting vector was éstad inLb. plantarumWCFS1 to
obtain LB(Nuc). Once obtained two recombinant sBaithe ability to produce and secrete
Nuc was analyzed by Western blot from non-induceti laile salts-induced C and S fractions
(only the results for Bifidobacteria are shown ig.R3). In the absence of bile salts, a weak
band in the cell fraction and corresponding to ldumtein was detected in both of BIF(Nuc)
and LB(Nuc) strains. In contrast, induced-cultuséboth strains revealed a stronger band in
the cell fraction at the expected size for Nuct (lafe, positive control: commercial purified
NucA). However, no signal was detected in the suggt@nt of neither strain. No signal was
detected in the negative-control strains BIF(WTJ &B(WT).

3.2 Expression of E7 byb. plantarumand B. infantis. HPV-16 E7 protein is constitutively

produced in HPV-related cervical cancer and coms@tléo be a good antigen candidate for
the development of new vaccines against this ne@l@motkin and Wettstein, 1986). For
this reason we believe that E7 represents an atieaberapeutic molecule to be produced by

Bifidobacteriumspp.
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In order to produce an inducible E7 protein iniddbacteria and Lactobacilli,
pBIfSEC:E7 and pLbSEC:E7 vectors were constructeek (material and methods) and
established irB. infantis and Lb. plantarumto obtain BIF(E7) and LB(E7), respectively.
Afterwards, the ability of both strains to produmed secrete E7 was analyzed by Western
blot from non-induced and bile salts-induced C &nftactions (Fig. 4). As observed for E7
detection, in the absence of bile salts, a verykwssnd in the cell fraction at the expected
size for E7 was detected in both of BIF(E7) and EB( strains. Induced-cultures of both
strains revealed a stronger band in the cell fsactorresponding to E7. However, once again
no signal was detected in the supernatant of rmegtrain. No signal was detected in the
negative-control strains BIF(WT) and LB(WT).

3.3 Comparison of immune response in mice after irdgrastic administration of either

B. infantis or Lb. plantraum producing E7 antigen under the transcriptional corrol a
stress-inducible promoter. To determine the impact of the vectoe. (Bifidobacteriavs
Lactobacilli) on the stimulation of an antigen-sfieadesponse, we analyzed the secretion of
IFN-y and IL-5 cytokines byn vitro activated spleen cells from immunized animals.-{FN
and IL-5 production was measured by ELISA. As shawirig 5A, only BIF(E7) treatment
induce a significant increase of IL-5 productiormgared to either LB(WT), LB(E7) or
BIF(WT). Levels of IFNy revealed significant differences between BIF(E@) &IF(WT)
treatments (Fig. 5B). A significant difference walso observed in IFN-levels between
BIF(E7) and LB(WT) and between LB(E7) and LB(WT)s Abserved in the Fig. 5A and 5B,
IFN-y levels revealed a weak immunomodulation with BIFMas a vector itself while
LB(WT) has no effect. This suggest, tiatinfantisis more effective to induce a non-specific

immune response in mice thhh. plantarum

We also measured T-cell proliferation after imnaation with recombinant strains.
For this, we evaluated T-cell proliferation fromacivated splenocytes of immunized animals
with two E7 peptide (DSSEEEDEIDGPAGQAEPDRAHYNIVTFECDSTLRL -
RAHYNIVTF) (Fig. 6A). The results revealed a highacrease in CD4+ T-cell population
with BIF(E7) administration when compared to BIF()WLB(E7) and LB(WT) (Fig. 6A).
These results indicated that only BIF(E7) is alsl@nduce successfully an antigen-specific
systemic immune response. These experiments alsfirmo(as observed with cytokine
secretion experiments) the influence of the veisaif to stimulate immune response (Fig.

6A). In addition, similar experiments were perfodnwith reactivated splenocytes with
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concavaline A and the results confirm that only (F) induce a significant systemic

immune response and that E7 is more immunogeniadbivery by this vector (Fig. 6B).

DISCUSSION

Development of new live bacterial vectors is crud@ improving mucosal delivery of
therapeutic proteins. In this work we thus decitiedvaluate the impact of Bifidobacteria as
a new mucosal vector. First, we constructed a fanat plasmid which allows a heterologous
protein production under the transcriptional cohé&rdnaK promoter inBifidobacteriumspp.
We opted to clonenaK promoter, because dnaK operon encode heat-shotdins partially
involved in the adaptation and survival of sometéaa in the gut (Sanchezt al, 2005).
Since in bifidobacteria, transcription of heat-ghqeoteins, and more particularly dnak, is
greatly enhanced by bile salts all inducilntevitro experiments were performed with bile
salts. Western blot results confirmed that our troieson is functional in Bifidobacteria and
more important that stress-induction allows usribagce two/three-fold the production of our
protein of interest. Unfortunately, despite thisnstuction was designed to secrete
heterologous proteins, no protein (ie. Nuc andwa9 detected by Western blot in S samples.
Two possible reasons could explain this deficierather the quantities of secreted-protein
are so low to be detected by Western blot expetisn@ndifference in SP specificity. Indeed,
in this work we used a SP issued frhmactis, SR:,p4 and although either Nuc or E7 fused at
this SP may be efficiently recognized by the sémneand processing machinery in several
LAB (Poquetet al, 1998; Bermudez-Humaraat al, 2003b; Morellcet al, 2008) is not the
case for Bifidobacteria. However, we also transtdrnwo others species of bifidobacteia (
longumandB. bifidum) with pBifSEC:Nuc and pBIifSEC:E7, our positive uéis demonstrate
the potential use of this plasmids to produce pmodé health interest within different species

of Bifidobacteria (dated not showed).

Previously, we have demonstrated that stimulatibimmune response is possible
with recombinant LAB in spite of a low rate seocpet{Chatekt al, 2008; Cortes-Perez al,
2009).This is explain by the fact that some LAEa¢tococcus; Lactobacilljsdo not resist
passage through the stomach and GIT and are tpettyrdysed releasingn vivo the protein
of interest (Grangetteet al, 2004). To confirm that this is also true for aetinant

Bifidobacteria we tested our strainimvivo experiments. Intragastric immunization of mice
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with recombinantB. infantis strain producing HPV-16 E7 antigen was found tonbare
effective than.g. immunization with recombinariactobacillusproducing similar quantities
of the same antigen to induce an antigen-specificasal and systemic immune response.
Indeed, splenocytes obtained from mice immunizetth \BiF(E7) and restimulateih vitro
produced higher IFN-and IL-5 cytokines than those obtained from mitenunized with
LB(E7). We selected these cytokines because theypre of the most common and abundant
secreted cytokines in HPV-16 infected patients Joieget al, 2004; Warrinoet al, 2004;
Warrino et al, 2005). We also evaluated production of E7-speditcell proliferation in
immunized mice. The results revealed that mice atht@ired with recombinant BIF(E7)
produce significantly more E7-specific CD4+ T-cellsan those obtained from mice
immunized with LB(E7). These results could be du¢he capacities d8. infantisto persist
longer in the GIT and the properties of E7 antigself.

Some strains oBifidobacteriumare considering as a probiotic strain which carsipeuntil

10 days in our organism (Sheehetral, 2007) in contrast thactobacilluswhich persist one
week only (Pavaret al, 2003). Moreover Bifidobacteriumis an anaerobic strain, it is
perfectly adapted to colonize colon (Scletlal, 2002; Klijnet al, 2005; Mascet al, 2007,
Martins et al, 2009). It represents up to 90% of the total midrobiota in breast-fed babies
(Fanarcet al, 2003) and up to 15% in adults (Mueligral, 2006). The presence of such high
level of Bifidobacteria in the human GIT suggedtattthis genus is perfectly adapted to
survive stress condition found in GIT (low pH, bialts, etc...) (Sancheet al, 2005;
Collado and Sanz, 2007; Delgadbal, 2008; Alp, 2009; Gueimondet al, 2009). These
adaptations allow certainly recombinant strainsBdfdobacteria to survive and deliver a
protein of interest in mucosal GIT. Since E7 amntigea very labile protein rapidly degraded
(Bermudez-Humaraet al, 2004) and_actobacillusis supposed to be faster degraded during
intestinal transit thaBifidobacterium|t is possible that E7 is degraded before it conttlice
an immune response. In contraBtfidobacteriumis more adapt to resist during intestinal
transit, feature which allows E7 antigen to escapthe degradation during transit through
stomach and to be deliveredsitu when bacteria arrived in small intestine. Oncthamsmall
intestine, activation of Rak promoter by bile salts and consequently antigesdyoetion
stimulate an optimal and higher immune responsiedd, the activation of immune system is
effected essentially by Peyer's patch localizethenbowel. Bifidobacteria which resisted to
the transit is going to be able to interact witHsc® or denditric cells present in the Payer's
patch and so, activated the immune system (Macphersd Harris, 2004). Altogether, these

131



results confirm that E7 antigen is more immunogewitten delivered by recombinant
Bifidobacteria We also confirmed that persistence, viability amdmunomodulatory
propriety of the bacterial vector itself plays & kele in the immune response.

Previous studies have demonstrated the intereseinse oBifidobacteriumas a drug
delivery system for systemic therapies of metastattast cancer because of his capacities to
grow in hypoxic solid tumors (Nakamuea al, 2002; Fujimori, 2006). Taking into account
our study, Bifidobacteria represents an attractigetor to deliver therapeutic proteins via

either systemic or mucosal routes.
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TABLES LEGENDS

Table 1.Bacterial strains used in this study.

Strains

Culture medium Culture condition

reference

B. longum89/11

MRS, cystéine 0.5 %

37°C,

B. infantis DSM20088

MRS, cystéine 0.5 % anaerobiose condition

Colec. INRA. UEPSD
(ATCC15707)

Colec. INRA. UEPSD

aerobiose condition

MRS
Lb.plantarum WCFS1 37°C, JCP
aerobiose condition
Recherches laitieres INRA
L. lactisMG1363 M17, Glucose 5% 30°C,

E. coliTOP10

LB, Chl 10 pg/ml

37°C with agitation

E. coliTG1

LB, Chl 10 pg/ml

Kit TOPO Invitrogen

Colec Recherches laitieres
INRA UEC 11500

Table 2. Plasmids used in this study.

pCR-TOPO:dnak-Bif

plasmids Caractéristic reference
pPSEC :Nuc Morello et al., 2008
pSEC :E7 Bermudez et al., 2002

Chloramphenicol

phbifSEC :Nuc

pbifSEC :E7

pCR-TOPO:PIp_o775

pLbSEC :Nuc

pLbSEC :E7

This article
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FIGURES LEGENDS

Fig. 1.Map of pBifSEC:Nuc (A) and pBIifSEC:E7 (B).
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Fig. 2.Map of pLbSEC:Nuc (A) and pLbSEC:E7 (B).
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Fig. 3. Western blot analysis of recombindhtinfantiscontaining pBifSEC:Nud?roduction

of Nuc were analyze without induction gfa« on supernatant (S) and whole cell extracts (C)
in recombinanB. infantisBIF (Nuc) then with induction ofgaa by addition of 0,06% of

bile salt, on supernatant (Si) and whole cell etg4Ci) in wild typeB. infantisBIF (WT)

and recombinant bacteria. Commercial purified rasde(NucA) used as positive control.

NucA BIF (WT) BIF (Nuc) BIF (Nuc)
C S C S Ci Si
Nuc 19kDa <+ ‘" L ‘

Fig. 4. Western blot analysis of recombindhtinfantis(A) andLb. plantarum(B) containing
respectively pBIifSEC:E7 and pLbSEC:B¥oduction of E7 were analyze without induction
of ponak ON supernatant (S) and whole cell extracts (QecombinanB. infantisBIF (E7),
Lb. plantarumLB (E7), then with induction of gaak by addition of 0,06% of bile salt, on
supernatant (Si) and whole cell extracts (Ci) ildwypeB. infantisBIF (WT), Lb. plantarum

LB (WT) and recombinant bacteria.

A) BIF (WT) BIF (E7) BIF (E7)
Ci S cC s Ci Si
- L ™ —» E7 19KDa
B) LB (WT) LB (E7) LB (E7)
Ci Si cC s Ci  si

— E7 19KDa
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Fig. 5. Analysis of the IL-5 (A) and IFN-(B) response. Analysis of production IL-5 and
IFN-y were evaluate 35 days after oral immunization GiX10° wild type B. infantis BIF
(WT), Lb. plantarumLB (WT) and recombinarB. infantisBIF (E7),Lb. plantarumLB (E7).
Individual sample from splenocytes of two experitseof seven mice C57 BL/6 by group,
immunized orally were tested by ELISA for specific5 and IFN«y. Significant differences

is considering with Student’s tegk0.05.
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Fig. 6. Analysis of the proliferation of CD4+ cells. Analyf percent of CD4+ cells were
evaluate 35 days after oral immunization with 5X%0ld type B. infantis BIF (WT), Lb.
plantarumLB (WT) and recombinarB. infantisBIF (E7),Lb. plantarumLB (E7). Individual
sample from splenocytes of two experiments of sewee C57 BL/6 by group, immunized
orally were analyzed after stimulation with E7 gefi (E7), concavalin A (CoA) or no

stimulation (NS). Significant differences is coreichg with Student’s tesp<0.05.
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Résultat

. ETUDE DES EFFETS ANTI-INFLAMMATOIRES DE_SOUCHES
RECOMBINANTES ET COMMENSALES

Les MICI se caractérisent par un développementnaaloet récurrent de I'inflammation. La
recherche se focalise sur de nouvelles stratégi@apeutiques utilisant des bactéries en
alternative  aux traitements existant actuellementssesrtiellement composeés
d'immunosuppresseurs et de corticoides qui, en gdueurs colts élevés, peuvent induire de
nombreux effets secondaires pour le patient. Lekerehes actuelles ont démontré que le
microbiote jouait un rble essentiel dans le dévedopent, linduction ou larrét de
linflammation. Comme nous l'avons vu précédemmelans I'introduction, certaines
bactéries ont un potentiel anti-inflammatoire, féinduisent aucun effet secondaire reconnu
a I'heure actuelle et sont présentes dans I'enmiorent du patient, que ce soit au sein de
lalimentation ou en tant que bactéries commensadles développement de traitements
alternatifs utilisant le potentiel de ces bactésiesible donc prometteur et c’est en s’appuyant
sur ce concept, que nous avons souhaité étudiezflets anti-inflammatoires de souches

commensales telles gé&e prausnitzii

Nous avons également porté nos efforts sur I'agaties souches recombinantes produisant
des molécules anti-inflammatoires telles que la S@@n que la stratégie envisagée ne
débouchera pas dans l'immédiat a une utilisationtésgpour des raisons Iégislatives
d’interdiction des OGM a des fins santé en Eurapmys avons tout de méme souhaiter
développer cette stratégie. En effet, l'utilisatide BLGM nous permet d'étudier les
mécanismes d’action des molécules hétérologuesujppesdpar la bactérie mais également
d’approfondir une technique visant a utiliser lactBae probiotique comme outil afin de
délivrer in situ une protéine d’intérét. Cette stratégie ayantdfdage de permettre i) la
diminution des codts et des effets secondairesugaitacette méme protéine par injection
systémique; ii) d’assurer sa protection vis-a-\8s dtress rencontrés lors du transit du TD et
iii) d’associer ces effets aux propriétés antianiimatoires intrinséques de la bactérie,
augmentant ainsi le potentiel thérapeutique dedcule.
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Résultat : Etude des effets a-inflammatoires de souches recombinantes et comrises

1) Etude des effets anti-inflammatoires dé.actobacillus casei
BL23 produisant la catalase et la superoxyde dismase a

manganése

* Contexte de 'étude

Nous avons précédemment décrit dans lintroduct®rrdle du stress oxydant dans les
pathologies inflammatoires chroniques de lintestim effet lors d’'une inflammation, les
cellules immunitaires humaines sécrétent une graodatité de DAO tels que le peroxyde
d’hydrogéne ou le radical superoxyde. Ces DAO, pgoent un stress oxydant et induisent la
production de molécules pro-inflammatoires au nivdas cellules intestinales et perpétuent
ainsi I'inflammation (Simmondst al, 1992). Certaines enzymes permettent de luttetreon
ce stress oxydant, c’est le cas de la SOD qui rdduradical superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne ou encore de la CAT qui eapable de réduire le peroxyde d’hydrogénesau

et en oxygene. La présence de ces enzymes va prerai@gir d'une part, sur la diminution
du stress oxydant et d’autre part, sur la régulaties infiltrats lymphocytaires permettant

ainsi de diminuer I'inflammation (Hardst al, 1994).

Plusieurs travaux ont démontré les effets positiss la SOD sur différents modéles
reproduisant une inflammation (Kruideniet al, 2003b) mais l'originalité de notre étude
porte sur lanalyse des effets anti-inflammatoiss deux enzymes de détoxification
majeures de l'organisme, la SOD et la CAT en ass$ioci ou non sur différents modeéles

d’étudein vitro etin vivo.

* QObijectifs et stratégies

Nous avons précédemment démontré que la produdéda CAT & manganése (MnKat) par
Lb. caseiBL23 permettait d'augmenter significativement dent de survie de la souche lors
d’'une exposition a un stress oxydant (Rockatal, 2006). L’administration par voie
intragastrique dd.b. caseiBL23 ou Lb. caseiBL23 produisant la CAT (BL23 MnKat)
permettait d’induire une réduction significativeudé inflammation modérée induite au
DSS (1%) sur des souris (Rocledtal, 2007). Aucun effet de la CAT n’a été observé ness

réactions de détoxification des DAO sont nombrewtel&action de cette seule enzyme ne
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constitue pas une réponse compléte au stress axydans de ce travail, nous avons donc
souhaité déterminer si la supplémentation en S@Dyait augmenter I'effet anti-oxydant de
BL23 MnKat observé précédemment. Pour cela, noossacloné une SOD a Manganese
(MnSOD) issues dé. lactis MG1363 dans la souche dé. caseiBL23 (BL23 MnSOD)
puis, nous avons comparé l'effet de ladministmatiintragastrique de cette souche
recombinante, seule ou en association avec BL23 &lrsir un modéle de colite sévere
induite au DSS (3%) ainsi que sur des mod@éledtro d’étude du stress oxydant.

o Résultats

Les résultats sont décrits dans l'article « Inaistgc administration of a superoxide dismutase
producing recombinantactobacillus caseiBL23 strain attenuates DSS colitis in mice »
p°146.

* Conclusions et perspectives

Nous avons souhaité dans un premier temps analgseeffets de nos mutants sur la
diminution du stress oxydant en modele cellulaires résultats obtenus ont montré une
diminution significative du stress oxydant lorsdese cellules sont mises en co-incubation
avec BL23 MnSOD. A l'inverse, aucun effet n’a pueétlémontré en ce qui concerne la
souche BL23 MnKat et ce, sur les deux modeles legis testés, a savoir des cellules de
macrophages d’origine porcine ainsi que des spldascisolés de rates de souris.
L’activité biologique de la souche recombinante BIMNnSOD ainsi démontrée, nous avons
alors analysé les effets anti-inflammatoires de mogants en association ou non dans un
modele d’inflammation intestinale sévere induitel&S (3%). Les résultats obtenus sur deux
expérimentations indépendantes utilisants des g@eupge 10 souris montrent que
'administration de BL23 MnSOD seule ou en assommtavec BL23 MnKat permet de
réduire significativement I'inflammation de parpaéservation de l'intégrité de I'épithélium
intestinal, la prévention des dommages causés ayptes et la diminution d'infiltrats
lymphocytaires. Ces résultats, confirment ainsiplgsédents travaux effectués en modele de
colite modérée (Rochat al, 2007) ainsi gu’en modeéles d'étudesitro.

Pour conclure, nous avions précédemment démontrgnsmnodéle de colite modérée au DSS
(1%) : i) que I'administration intragastrique db. caseiBL23 MnKat permettait de réduire
inflammation d’'un point de vue clinique et histglique et ii) que la CAT ne contribuait pas
a cet effet. Dans ce projet, nous avons démonte |quSOD permettait de diminuer
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linflammation qu’elle soit seule ou en associatawec la CAT, ce qui suggere i) que la CAT
n‘augmente pas le niveau de protection dans un lmadérin de colite sévere et ii) que
I'effet anti-inflammatoire observé peut étre atiidba la SOD.

e Article : Intragastric administration of a superoxide dismutase producing

recombinant Lactobacillus caseBL23 strain attenuates DSS colitis in mice
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ABSTRACT

Human immune cells release large amounts of reaabixygen species (ROS) such as
superoxide radical and hydrogen peroxida respiratory burst. In inflammatory bowel
diseases, a sustained and abnormal activationeofnimune response results in oxidative
stress of the digestive tract and in a loss ofsiintal homeostasis. We previously reported that
heterologous production of theactobacillus plantarummanganese catalase (MnKat)
enhances the survival bb. caseiBL23 when exposed to oxidative stress. Anti-inflaatory
effects were observed afteb. caseiBL23 oral administrations in moderate murine deaxtra
sodium sulfate (DSS)-induced colitis, without adadfibcts of the MnKat production. Here,
we evaluated the protective effects obtained byimaproved antioxidative strategy. The
Lactococcus lactisodAgene was expressed lih. caseiBL23 which acquired an efficient
manganese superoxide dismutase (MnSOD) activitg. &ifects ofLb. caseiMnSOD alone
or in combination witi_b. caseiMnKat were compared first in eukaryotic cell PMAduced
oxidative stress model and then in severe murin&-id8uced colitis. Based on ROS
production assays as well as colonic histologiares, a significant reduction of both
oxidative stress and inflammation was observed Wwiith caseiMnSOD either alone or in
combination withLb. caseiMnKat. No added effect of the presencd.bf caseiMnKat was
observed. These results suggest thatcaseiBL23 MnSOD could have anti-inflammatory

effects on gut inflammation.
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1. Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) constitute a grad disorders characterized by a

chronic and relapsing inflammation of the gastmsitinal tract (GIT). The two most common
forms of IBD are Crohn’s disease and ulcerativdtisolAlthough the aetiology of IBD is still
unknown, recent investigations suggest that inflatony and immune responses, as well as
maintenance of healthy microbiota, play a key rolgéheir pathogenesis (Rambaud et al.,
2004). It is well established that GIT inflammatiisnassociated with an influx of neutrophils
and macrophages consequently with the productionntfdmmatory mediators such as
proteases, cytokines and reactive oxygen speci@S)RSegui et al., 2005). ROS include the
superoxide radical (), hydrogen peroxide @#D.), and the hydroxyl radical (HO®)
(Keshavarzian et al., 2003). Their reactivity toavdipids, proteins and DNA causes both
cytotoxic and mutagenic cellular damages (Grishaal €1990). To detoxify ROS, cells have
evolved protective mechanismga antioxidant enzymes such as superoxide dismutases
(SOD) and catalases (CAT) which degrad€ @nd HO, respectively, and thus prevent the
formation of HO® (Wardman et al., 2007).
Recent studies have demonstrated that in the ieffamucosa from IBD patients MnKat is
up-regulated and MnSOD is produced in an inactorenf suggesting the important role of
these enzymes in IBD onset (Kruidenier et al., 200Be use of antioxidant enzymes to
decrease amounts of ROS is thus a promising syr&ggevent and/or cure I1BD.

Several studies have shown that lactic acid bact@/MB), such as lactobacilli, may
play a preventing role on IBD (Gosselink et al.p20Mimura et al., 2004). In this context,
we have recently showed thab. caseiBL23 strain is able to attenuate a moderate Dextra
Sodium Sulfate (DSS)-induced colitis in mice (Rdcla al., 2007). In this study, the
production of an active MnKat bib. caseiBL23 did not improve its anti-inflammatory

effects (Rochat et al., 2007). Other recent studéage successfully reported the use of either
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recombinantLb. gasserior Lb. plantarumstrains to produce and delivar situ biological
active MnSOD to treat colitis in interleukin-10 ¢Il0) knockout mouse model and in 2,4,6-
trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS)-induced ¢®lib rats (Han et al., 2006; Carroll et al.,
2007). The aim of this study is to investigate ¢ffect of MNSOD and MnKat co-delivery by
Lb. caseithus containing the action of two enzymes requi@dthe main antioxidative
enzymatic pathway. We first constructed a recomttirsérain of the anti-inflammatoriyb.
caseiBL23 strain expressing a MnSOD enzyme. The addlitfLb. caseiBL23 MnSOD and
Lb. caseiBL23 MnKat to reduce oxidative stress were theal@wted using aim vitro model

of eukaryotic cells. Finally the anti-inflammatagffects ofLb. caseiBL23 MnSOD we tested
either alone or in combination witth. caseiBL23 MnKat on severe DSS-induced colitis in

mice.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and plasmids used

All strains and plasmids used in this study aredisn Table 1L. lactiswas grown in
M17 medium supplemented with 0.5 % glucose (GM1%7)38°C without agitation.
Escherichia coliTG1 was grown in Luria-Bertani medium (LB) at 37%@th vigorous
shaking.Lb. caseiBL23 was grownin MRS medium at 37°C without agitation. Plasmids
used in this study were pBS:K&Stratagene, France), pIL2%83imon and Chopin, 1988) and
pVE3874 (Rochat et al., 2006) carrying timmkatgene fromLb. plantarumATCC 14431
(Igarashi et al., 1996). Transformed bacteria wsekected by addition of antibiotics as
follows: ampicillin (Amp) 150 pg/ml, erythromycirefy) 200 pg/ml fork. coliand 5 pg/ml

for L. lactisandLb. casei.
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2.2. DNA manipulations

Plasmid DNA isolation and general procedures forADNanipulations were performed
essentially as described previously (Sambrook.e1889). PCR amplification was performed
with a thermal cycler (Applied Biosystem) by usivignt DNA polymerase (Promega). DNA

sequences were confirmed by sequencing (MWG, GenG@minpany, Germany).

2.3. Cloning oL. lactis sodAgene

Primers forL. lactissodAgene PCR amplification were designed using theesecg of
L. lactis MG1363 genome (Wegmann et al., 2007). Sequencéseoforward and reverse
primers are: (5-ATCTAGA AAGCCTGCTGGAGGCTA-3; 5'- CCT
CGAGAAGATAAGCATTTATGT-3’) with the restriction siteXbal and Xhd, respectively.
The amplified region (1247 bp) includes the conpidA gene as well as its promoter
region (461 bp upstream from the translational tstand terminator region (150 bp
downstream from the stop codon). The PCR produd puaified, digested wittkXba and
Xhd (New England) and ligated into pBS:K$esulting in pPBSKSodA. This construction
was established intB. coli TG1 by electroporation (Gibson, 1984) and pos#iglnes were

selected by plating on LB Amp 150 pg/ml.

2.4. Introduction o6odAandmnkatin L. lactisandLb. casei BL23

To establish pBSKSodA intoL. lactis andLb. casej we applied the same strategy as

previously described for pVE3874 plasmid (Rochaalet2006): a co-integrate plasmid was

constructed by ligation with the cloning vector P83 (Simon and Chopin, 1988) which
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allows an efficient propagation at high copy numberGram-positive bacteria with Ery
selection. pBSKSodA and pIL253 plasmids were digested wittel and fused together by
ligation in order to generate pIL8dA (9072 bp). This construction was first established
into E. coliTG1 by electroporation and plating on LB with bétimp 150 pg/ml and Ery 200
pa/ml. After purification, the plasmid structure sveesolved using specific endonucleases
restrictions. This plasmid was then transferred Intlactis MG1363 and_b. caseiBL23 by
electroporation (Cortez-Perez et al., 2005) andcsiein of recombinant clones by plating on

medium containing 5 pg/ml of Ery. All plasmids segaes were confirmed by sequencing.

2.5. Measurement of superoxide dismutase and c#aletivities

SOD activity was detected by zymogram and quandtifig enzymatic assay performed
using the Superoxide dismutase kit as recommengesluppliers (Cayman Chemicals).
lactis andLb. caseistrains harboring plL253 were used as control.t@&&d pellets collected
from stationary growth phase cultures were washme@ inon-denaturing buffer (50 mM
potassium phosphate-0.1 mM EDTA, pH 7.8) and pmeteextracted by mechanical
disruption in a Fast Prep FP120. Protein conceotravas assayed by Bradford method
(Bradford, 1976) using bovine serum albumin asddesh For SOD activity staining, 20 pg
of total protein extracts were separated by nondeing PAGE (12.5%). SOD activity was
then detected according to (Buist et al., 1995)efBs, gel was incubated in the presence of
nitroblue of tetrazolium (NBT) (0.2 mg/ml) and ritevine (10 mM) which produces Q
thereby reducing NBT in blue of formasian, a statiéoration. SOD activity prevents the
reduction of NBT resulting in an uncolored area.TC&ctivity was assayed according to the
method of Sinha (1972) as previously described R@bet al., 2006). Enzymatic activities

were expressed as pumol/min/pg of protein.
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2.6. Analysis of recombinant strains on eukaryo#lt model of oxidative stress

Oxidative burst was measured arpig myelomonocytic cell line (POM cells) and on
freshly isolated mice BALB/c splenocytes. POM dale was established from peripheral
blood mononuclear cells obtained from a slovenianip the UE 6th framework program
"PathogenCombat" (Intergrated Project, contract Rood-CT-2005-007081). Cells were
maintained in DMEM medium (Cambrex) complementethwi0% fetal bovine serum (FBS)
(Lonza) and glutamine 2 mM (Cambrex) at 37°C an®b X0D0O,. Splenocytes were obtained
according to (Bermudez-Humaran et al., 2003). Briefpleens were removed from five
BALB/c mice (male, 7 weeks of age; Janvier, Le Ger&aint Isle, France) and splenocytes
were separated on a ficoll-hypaque (Sigma) dengiydient. Cells were immediately
incubated in RPMI 1640 medium (Cambrex) complencentéh 5% FBS (Lonza) at 37°C
and 10% CQ

1 x 10° of either freshly POM cells, recovered with a remzymatic cell dissociation
solution (Sigma) for 1 min, or mice splenocyteseveo-incubated with either 2 x 1GFU of
Lb. caseiBL23 pIL253 (control)Lb. caseiMnSOD orLb. caseiMnKat under the conditions
described abovéor 2 hours. No acidification of the medium was etved with these co-
incubation conditions (data not shown). POM celleravalso incubated with SOD and
purified bovine liver CAT proteins (15 U and 55 &kpectively; Sigma). Then, the oxidative
burst was induced by phorbol 12-myristate 13-aegfaMA) at a concentration of 80 uM and
of 2 uM for POM and for splenocytes. The concerdrabf PMA used was determined by
preliminary experiments: concentrations of PMA iaggfrom 50 nM to 160 puM were
analyzed for POM cell line; 80uM induced maximaldative burst whereas cell viability is

maintained at 80% (data not shown). Oxidative towess quantified using flow cytometry as
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a measure of ROS production following PMA activati&low cytometric assessement of the
oxidative burst was based on the technique desthieBass et al. (1983). The assay depends
upon the cell incorporating 2’,7’-dichlorofluorescdiacetate (DCFH-DA at a concentration
of 0,25 uM) a stable nonfluorescent probe . UnHeraction of ROS the probe is oxidised to
the fluorescent dichlorofluorescein (DCF). DCF fation was measured after 20 and 90 mn
of reagent addition respectively for POM and spigtes. 10 000 cells were recorded for
flow cytometry (FACS calibur, Becton Dickinson, ggped with an argon laser; 488 nm
excitation). DCF green fluorescence was collectertbugh a 530 nm emission filter.

Fluorescence data were analysed using CELLQUESWaiH.

2.7. Animals and treatments protocol

BALB/c mice (male, 7 weeks of age; Janvier, Le Geigaint Isle, France) were housed
in a pathogen-free isolator under sterile condgitm limit dissemination of the recombinant
bacterial strains considered as genetically madlifieganisms, in the animal facilities of the
Unité d’Ecologie et de Physiologie du Systeme Di§€NRA, Jouy-en-Josas, France). Food
(UAR, Villemoisson, France) and water were consuraddibitum All experiments were

performed according to protocols in accordance wstitutional guidelines.

2.8. Induction of colitis

After acclimatization, colonic inflammation was ungkd by the addition of 3% (w/v) DSS (40

kDa; ICN n°160110) in drinking water for 7 days iusacrifice. The experimental protocol is

presented in Fig. 3. The negative control grougeixed phosphate buffered saline (PBS)

(PBS group). The positive control group received B%S (DSS group) and PBS. The 3
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others groups received bacteria inocula daily tagsdbefore the start of DSS treatment and
then until sacrifice. For live bacteria inoculdy. caseiBL23 strains were grown as described
above. Cellular pellets were harvested by centaifiog at 600@ at 4°C for 10 min, washed
and suspended in PBS to a final concentration ®%213° CFU/ml. Each mouse received
200 pl of the bacterial suspension by intragastiministration (5 x 7D0CFU/mouse/day). In
the case of the co-administration each mouse wasnistered with 5 x 1DCFU of each

strain. Two independent experiments were carrigdldumice were used in each experiment.

2.9. Histological assessment of DSS-induced colitis

For histological assessment, a colon sample lodgatdte most inflamed area was fixed
in 4% paraformaldehyde acid, dehydrated in solvextsording to classical histological
procedures and embedded in paraffin. Four um sectiere stained with hematoxylin and
eosin and examined blindly according to Dielemaralet(1998) procedure (with a BX51

Olympus microscope).

2.10. Statistical analyses

Student’s method was used to compare the differbet®een groups and controls for

in vitro andex vivoexperiment using JMP statistic software. Wilcoxon’s method with holm

correction was used to compare the difference twgroups and controls fon vivo

experiment using R statistic softwaRes 0.05 was considered to be statistically significan
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3. Results and discussion
3.1. In vitro characterization of the recombinahb. caseiBL23 strain expressing either

MnSOD or MnKat.

The L. lactis sodA gene (including native transcription and translatsignals) was
introduced inLb. caseiBL23 by cloning into the high copy number pIL25&gmnid (Simon
and Chopin, 1988), resulting in pILK8dA To determine SOD activity in the resultihg.
caseiMnSOD strain, both enzymatic activity assay anthagram were performed. As the
positive control, pILKSodAwas also introduced in. lactis (resulting inL. lactisMnSOD) to
evaluate the SOD overproduction ensued by thisypthsSOD activities of 107 pmol/min/mg
and 1119 pumol/min/mg of total proteins extracts evareasured irL. lactis control and
MnSOD strains, respectively (Table 2). This 10 fbigher SOD activity results from the
increasedsodAgene copy number. Ihb. casei a weak SOD activity was measured in the
control strain (0.6 pmol/min/mg) compared to thed 3old-higher activity observed in
MnSOD strain (325 umol/min/mg; Table 2). Similasu#s were obtained using zymogram
test. Indeed, the uncolored area resulting from S0tvity was observed in both lactis
control and MnSOD strains as well asLip. caseiMnSOD total protein extracts, in contrast
to Lb. caseicontrol strain (Fig. 1). Altogether, these resitdidicate that the recombinahb.
caseiMnSOD produces high-level of biologically activ®B enzyme.

Besides this efficientLb. casei MNnSOD-producing strain, an optimized MnKat-
producingLb. caseiBL23 strain was then constructed. In fact, we jmesly observed that
Lb. caseiBL23 pLEM415nnkatstrain had not added anti-inflammatory effects parad to
those obtained witlhb. caseiBL23 strain it-self in a murine moderate DSS-inetlicolitis
(Rochat et al., 2007). To discard the hypothese o lowmnkatgene expression, tmenkat

gene was introduced into pIL253 to increase theegeopy number and thus MnKat
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production. Indeed, an 8 fold-higher CAT activitasvmeasured in total protein extracts of
the resultingLb. caseiBL23 pVE3874 strain compared to the previous ofeble 2). This

strain was thus used in the next experiments.

3.2. MnSOD producingb. caseiBL23 strain decreases oxidative stress in cellutadels.

We then assessed the capacity of both recombirmaraseMnKat and MnSOD strains
to reduce oxidative stress in an experimemaftro model. For this purpose, both POM cells
(Fig. 2A) and mice splenocytes (Fig. 2B) were couimated with oxidative stress inducer
PMA and living recombinant bacteria under non-acidonditions and ROS production
(amount of fluorescent DCF produced) was then moomit. When incubated with PMA
alone, a 2-fold increase in fluorescent DCF wasenkesl in both POM and splenocytes
models when compared to the endogenous ROS produdti presence dib. caseiplL253
control strain, ROS amounts increase 2-fold in P€#ls when compared to PMA alone (Fig.
2A). This increase can be due to the endogenolisyadfibacteria to induce ROS production
in eukaryotic cell models (Ha et al., 2005; Crangl &lauch, 2009). No significant effect was
observed in both models in presencé.lof caseiMnKat compared to those obtained with the
Lb. caseicontrol strain (Fig. 2A and 2B). In contrast, grsficant decrease of the ROS
production was observed in both models in presefdeb. caseiMnSOD, confirming the

antioxidative properties of this recombinant strain
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3.3. Characterization of DSS-induced colitis in enireated withLb. caseiBL23 MnSOD and

MnKat strains.

Previously, we demonstrated anti-inflammatory dffenf Lb. caseiBL23 strain in a murine
model of moderate colitis induced by 1% of DSS (Racet al., 2007)To distinguish anti-
inflammatory effects due to the bacterial carri@nt those due to the antioxidative enzymes
delivery, a more severe colitis model induced by @SS was used in the curresttdy.
The potential protective effect ab. caseiMnSOD administration, alone or in combination
with Lb. caseiMnKat, was tested and compared to le caseiBL23 plL253 control strain
effect. After 7 days of DSS and bacteria adminisira (Fig. 3), histological scoresd.
inflammation severity, extension of inflammationstblogical damages and percentage of
inflammatory in mucosa) were assessed and comgatdeen all groups (Fig. 4 and 5).
When compared to PBS control group (Fig. 4A), sevaflammation was observed in the
DSS colitis control group with presence of infittr phagocytic leucocytes extent to the
muscular external mucosa and the loss of struatupeypts and surface of epithelium (Fig.
4B and Fig. 5). This inflammation was partially yeated in mice treated withb. casei
pIL253 control strain but without reaching statiatisignificance. As observed in Fig. 4C and
5, there is a moderate inflammation extent to thden mucosa, with a moderate loss of
structure in crypts without reaching the surfaceh& epithelium. In contrast, mice treated
with either Lb. caseiMnSOD alone or in combination withb. caseiMnKat displayed a
significant improvement of the histological inflaration scores compared to control colitis
group. We can observe in Fig. 4D, 4E and 5 thego@s of a moderate inflammation which
extent only to the mucosa, structure in cryptspamly kept. These results demonstrate i) that
MnSOD production by.b. caseiBL23 can enhance the anti-inflammatory intringiogerties

of Lb. caseBL23 and ii) that there is no supplementary eftgdinKat.
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3.4. Discussion

In our previous study, we observed an intrinsid-enrfitammatory effect ofLb. casei
BL23 strain in moderate colitis in mice induced1®p of DSS. Here, a recombindtii. casei
BL23 strain producing biologically active MnSOD haesen constructed in order to evaluate
the potential synergistic anti-inflammatory effecfsthe strain itself and SOD delivery. We
have demonstrated the antioxidative effedtlofcaseiMnSOD in two cellular models as well
as its anti-inflammatory effect in a colitis murin@del. Indeed, inflammation scores results
showed that intragastric administrationLdf. caseiMnSOD decreases the severity of colitis
induced by administration of 3% of DSS in micethiis more severe colitis modélb. casei
pIL253 control strain has no significant protectaféect on inflammation. These observations
confirm the beneficial effect of exogenous SOD \d#ly in the tested conditions. Indeed, it
has been previously shown that subcutaneous iafecti SOD decreases colitis induced by
TNBS in mice (Segui et al.,, 2004). However, duethe short half-life of SOD in the
gastrointestinal tract (GIT) (less than 10 min; réns et al., 1984), our oral SOD delivery
approach through a live bacterial vector is araative alternative. Moreovelp. caseiBL23
is a non-pathogenic and non-invasive anti-inflananat. AB and is thus a good candidate to
deliver proteins of health interest, since as it baen shown for other LAB (Bermudez-
Humaran et al., 2003, 2004). Furthermore, this ooafte of administration could be of
interest in the case of SOD or CAT delivery. IndgR@S might be eliminated at their site of
production,ie in macrophage and neutrophils of the inflamed macto avoid tissue damage
in the case of GIT inflammation (Craig and SlaugB09). Thus, the delivery of proteins

through live bacterial vector could target moreocgthtly these cell types.
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MnSOD and CAT enzymes are 2 partners of one ofkéheenzymatic antioxidative
pathways. It has been shown an imbalance betwesse ttwo enzymes in IBD: SOD is
produced in an enzymatically inactive form and Q&®dduction is not able itself to neutralize
ROS accumulation (Kruidenier et al., 2003a, Kruideet al., 2003b). We thus tested the co-
administration ofLb. caseiMnSOD andLb. caseiMnKat strains. We previously did not
observe anti-inflammatory effects due to the Mnigabduction on DSS 1%-treated mice
(Rochat et al., 2007) and we have thus used arowedib. caseiBL23 MnKat strain with 8
fold-higher CAT activity. Despite that, co-admimation of bothLb. caseiMnKat andLb.
caseiMnSOD did not provide any supplementary benefiefédct. These results suggest that
only SOD has a positive effect in ROS eliminatiorthis DSS 3%-induced colitis model.

Recent studies have proposed some putative ditfenenhanisms of action of MnSOD
in vivo. According to Carroll et al. (2007), expressiorLbf gasserMnSOD could protect the
bacterial vector against ROS, enhancing thus #biNiy and prolonging the probiotic effect
of the bacteria. According to Han et al. (2006, 20MnSOD is delivered in the GIT after
lysis of bacterial vectors and could exert a ditttion on ROS produced by immune cells.
Our data obtained on cell lines shown a reducedlabixie stress after co-incubation of
macrophages withb. caseiMnSOD strain. However, we did not observe effdcbacterial
lysates on the decrease of oxidative stresgtro using POM cells (data not shown). This
result indicates that bacteria have to be alivetluce oxidative stress in this model.

We cannot exclude that the exogenous productioMe$OD could impact on the
composition of the gut microbiota. It is now welstablished that, in humans, IBD is
associated with a dysbiosis (Sokol et al., 200®820Moreover, Rochat et al. (2006) show
that Lb. caseiBL23 producing MnKat could extenoh vitro Lb. bulgaricusviability in
conditions of oxidative stress. Thus, SOD delivdrgdlb. caseiBL23 could play a role in the

protection of commensal bacterial species agakidative stress.
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To conclude, as other proteins presenting a h@skhest,n situ delivery of MnSOD is
a promising therapeutic approach for IBD. This emotreinforces the beneficial effect of the
anti-inflammatoryLb. caseiBL23 strain. To pursue the optimization of thisastgy, the

mechanisms of the protective actiorLbf caseiBL23 strain remain to be understood.
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TABLES LEGENDS

Table 1.Bacterial strains and plasmids used in this study.

carrying Lb. plantarum ATCC14431 mnkat gene

Strain or plasmid Characteristics References
Strains
E. coli TG1 supE hsd 5 thi (lac-proAB) F (traD36 proAB-lacZ M15) 1
Lb. casei BL23 Wild-type strain 2
L. lactis MG1363  Wild-type strain 3
Plasmids
plL253 Em’ 4
pBS:KS+ Am’ Stratagene®
pBSK+SodA Am'; pBS:KS+ carrying L. lactis sodA gene under the This work
control of native promoter
pILKSsodA Em"Am'; cointegrate between pIL253 and pBSK+SodA This work
pVE3874 Em"Am'; cointegrate between pIL253 and pMN115 5

5. Rochat T. et al 2006 AEM

1. Gibson, T. J. 1984. PhD thesis. University of Cambridge, Cambridge, England.

2. Acedo-Felix, E., and G. Perez-Martinez. 2003. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53:67-75.
3. Gasson, M. J. 1983. J Bacteriol 154, 1-9.

4. Simon, D., and A. Chopin. 1988. Biochimie 70:559-566.
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Table 2. Measurement of superoxide dismutase and catatéiséias in strains.

SOD activity
Strain (umol/min/mg) SEM
Lb. casei BL23 pIL253 0.6 0.5
Lb. casei BL23 pILKSsodA 325 19
L. lactis pIL253 107 6
L. lactis pILKSsodA 1119 50
CAT activity
Strain (umol/min/mg) SEM
Lb. casei BL23 pIL253 1 0.1
Lb. casei BL23 pVE3874 129 12
* Lb. casei BL23 pLEM:mnkat 16 2
* From data published in Rochat et al (2006)
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FIGURES LEGENDS

Fig 1. SOD activity staining in protein extracts sepaiaby nondenaturing PAGE. Twenty
g of total proteins extracts from stationary giowhase cultures dfb. caseiBL23 and
L. lactisMG1363 containing either plL253 (control) or pILE&IA(MnNSOD) were submitted
to nondenaturing PAGE. SOD activity was then resgalsing the method of Buist al.

(1995; see material and methods).

L. lactis L. lactis Lb. casei Lb. casei
MG1363 MG1363 BL23 BL23
pIL253 MnSOD plL253 MnSOD
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Fig. 2. Antioxidative effect ofLb. casei MnSOD andLb. caseiMnKat strains using twan

vitro PMA-inducedoxidative stress cellular models. Either POM céM¥ or splenocytes (B)

were incubated witl.b. caseiplL253, Lb. caseiMnSOD orLb. caseiMnKat in presence of
DCFH-DA and PMA. Control groups used: i) cells ibated with DFCH-DA alone (group
DCFH-DA, no stress induction) and ii) cells incushtwith DCFH-DA and PMA (PMA

group, stress induction). DCFH-DA is cleaved in by cellular esterase and then oxidized

by ROS in DCF, which is a fluorescent molecule.ofiscent DCF was measured using

FACS analysis. Significant differencegs € 0.05) were established using student’s test with

IMP™ software.
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Fig. 3. Experimental protocol to induce colitis in BALBfoice. Phase 1 corresponds to
acclimatization whereas phase 2 and phase 3 conmdsip intragastric administration and
colitis induction by DSS 3% addition in drinking &g respectively. Groups (n=10) used as
control were treated with PBS and no DSS (A: PB&igr no inflammation control) or DSS
3% (B: DSS group, inflammation control). Three leaiet treatments were evaluated
corresponding to the groups treatdalcaseiplL253 (C); Lb.caseiMnSOD alone (D) or in
combination withLb. caseiMnKat (E).

Sacrifice
D-9  Phase 1-: Phase 2 Phase 3-: D7 A
(7 days} D-2 to DT D 0 to DT {7 days}
| Acclimatization | Daily intragastric administration >
+/- DSS 3% administration >
A) PBS group: PBS no DSS
B) DSS group: PBS DSS 3%
C) Lb. casei group: Lb. casei pIL253 (5*10° CFU/D) DSS 3%
D) MnSOD group: Lb. casei pILKSsodA (5*10° CFU/D) DSS 3%
E) MnKat/MnSOD group: Lb. casei BL23 pILKSsodA (2.5*10° CFU/D) DSS 3%
Lb. casei pvVE3874 (2.5*109 CFU/D)
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Fig. 4. Representative hematoxylin and eosin stainedaectirom colon of BALB/c mice
where a colitis was induced by DSS (3%) and treaféd differentLb. caseBL23 strains. A,
normal colon from PBS group; B, inflammatory sectfoom DSS group; C, colonic mucosa

from Lb. caseiplL253 group; D, colonic section frolrtb. caseiMnSOD group and E, colonic

mucosa froniLb. caseiMnSODALDb. caseiMnKat group.
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Fig. 5. Colonic histological damage score of BALB/c mickere a colitis was induced by
DSS 3% and treated witth. caseistrains.n=10 mice per group. Significant differences<
0.05) were established using Wilcoxon test.

P<0.05
P<0.05
P<0.05
40 T
[ J
35 ]
[ J
9_) 30 1 L)
(@) °
O [ J
l) 25 7 ° °
8 .
'S 20 ] = .
o [ J
— [ ]
9 15 ; ° s °
2 ° - —_—
T 10 ; . $ .
[ J
5 -
O ? [} " L
DSS PBS Lb. casei Lb. casei Lb. casei
plL253 MnSOD  MnSOD/ Mnkat

172



Résultat : Etude des effets a-inflammatoires de souches recombinantes et comrex

2) Etude des effets anti-inflammatoires d’une bactérie

commensalefFaecalibacterium prausnitziA2-165

+ Contexte de I'étude

Les bactéries composant le microbiote intestinalvpet jouer un rble essentiel chez les
patients atteints de MICI. On a en effet découlexistence d’'une dysbiose entrainant ainsi
la diminution des bactéries symbiotiques et a Emse l'augmentation des bactéries

opportunistes dans des biopsies de patients.

F. prausznitziiA2-165 est un bacille Gram positif, anaérobiecstii bas GC faisant partie du
groupeCl. leptum (Duncanet al, 2002) . Il s’agit d'une bactérie commensale ésobu
microbiote humain. Certaines études ont permis soler que la proportion de ce groupe
diminuait dans le microbiote intestinal chez desepis atteints de la MC en comparaison
avec des sujets sains. Ces observations ont arftgdthese que le group€l. leptum

pouvait jouer un rdle dans le développement dedkadie (Sokokt al, 2006).

+ Obijectifs et stratégies

Afin d'analyser les effets anti-inflammatoires Beprausnitzii,plusieurs expériences ont été
menées alliant les étud@s vitro, in vivo chez I'animal mais également des observations

cliniques chez ’'homme.

Dans un premier temps, le role Be prausnitziia été mis en évidence chez des patients
atteints de MICI. Puis, les effets anti-inflammagsi de la souche ont clairement été
démontrés dans les modéles d’étuitkesivo utilisant une colite sévére induite par du TNBS
sur le modéle murin. Enfin, nous avons tenté diéleicles mécanismes d’action de cette
bactérie par I'analyse des effets Eeprausnitziivivante ou morte, de son surnageant, son
ADN, ses membranes ou encore son cytoplasme. Rodai@, divers modéles d’'études

in vitro ont été nécessaires, permettant ainsi I'analyseeffets de notre souche et de ses
composants sur la sécrétion de cytokines pro/afiimnmatoires, ses effets sur la dysbhiose du

microbiote observée lors d’'une inflammation ou eases effets anti-bactériens.
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Résultat : Etude des effets a-inflammatoires de souches recombinantes et comnes

o Résultats

Les resultats sont décrits dans l'artickeaegcalibacterium prausnitzis an anti-inflammatory

commensal bacterium identified by gut microbiotalgsis of Crohn disease patients” p°175.

Le travail surF. prausznitziiA2-165 au laboratoire a été initié et développgé kaSokol
(gastroentérologue; CHU St Antoine, Paris) darmsalire de son Master M2 puis de sa thése.
En raison de la convergence de nos sujets et midgie des stratégies mises en place, jai
travaillé en étroite collaboration avec H. Sokohg@nt ma premiére année de thése ou jai
plus particulierement participé aux expériences éasim vivo. Cette collaboration a permis
d’aboutir a I'écriture d’'un article paru dans Predmgs of the National Academy of Science

dans lequel je suis deuxieme auteur.

e Conclusions et perspectives

Les études cliniques ont dans un premier temps enisévidence la diminution de
F. prausnitziidans l'iléon des patients qui rechutaient apres ap@ation, en comparaison
avec les patients en rémission ayant subi la mgmdeation. Ces résultats nous ont amené a
penser que cette espéce joue probablement unadteld protection de lintestin vis-a-vis de
linflammation. Les étude#n vivo menées au laboratoire, ont montré que seule lahsou
vivante et son surnageant permettaient de protégesouris contre une inflammation induite
par du TNBS, en agissant notamment sur la modificate la sécrétion de cytokines
pro/anti-inflammatoires (augmentation de I'lL-10 @iminution de I'IlL-12). Les études
in vitro réalisées ont confirmé ses données en montrargffen sur la régulation de ses
cytokinesvia I'utilisation de divers modeles cellulaire (PBMET-29, Caco-2). De méme, un
effet du surnageant dé. prausnitziia été démontré sur l'inhibition de la voie MNB; les
observations ont été réalisées sur la lignée intdet Caco-2via I'analyse de l'activité de

I'alkaline phosphatase dont la sécrétion est dégetedde la stimulation de N&B.

Bien qu’aucun effet antibactérien de la souchetrég démontré, on note tout de méme un
rétablissement de la dysbiose sur les souris enflzgs au TNBS, ayant recu en traitement

préventif la souche ou son surnageant.

Pour conclure, ces travaux suggerent Gug@rausnitziijoue un rdle dans la prévention de

récidives de I'inflammation chez des patients attede MICI en rémission post-opératoire. Il
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est également probable que l'action anti-inflamnnatde la bactérie soit due a la sécrétion
d’'une molécule qui agit sur la voie NdB, bloquant la voie Thl et limitant ainsi l'induati

d’'une inflammation.

o Article : Faecalibacterium prausnitzii is an anti-inflammatory commensal

bacterium identified by gut microbiota analysis ofCrohn disease patients

175



EERRNAS - PNAS  PNAS

Faecalibacterium prausnitzii is an anti-inflammatory
commensal bacterium identified by gut microbiota
analysis of Crohn disease patients

Harry Sokol*!, Benedicte Pigneur'*, Laurie Watterlot*, Omar Lakhdari*, Luis G. Bermidez-Humaran*,
Jean-Jacques Gratadoux®, Sebastien Blugeon®, Chantal Bridonneau*, Jean-Pierre Furet*, Gerard Corthier*,
Corinne Grangette®?, Nadia Vasquez", Philippe Pochart”, Germain Trugnan?, Ginette Thomas*, Herve M. Blottiere*,
Joel Dore*, Philippe Marteaul, Philippe Seksik***1t_and Philippe Langella***1t

*Unité Ecologie et Physiclogie du Systémea Digestif, Institut National de la Recherche Agronomigua U910, Domaine de Vilvert, 78350 Jouy-en-Josas, France;
Hnstitut Mational de la Santé et de la Recherche Médicale US38, Pierre and Marie Curie University, 75571 Paris, France; SLaborateire des Bactéries Lactiques et
Immunité des Mugueuses, Institut Pasteur de Lille, Rue du Professeur Calmette, 59000 Lille, France; TLaboratoire de Biologie EA 3199, Conservatoire Mational des
Arts et Métiers, 75003 Paris, France; and lGastroenterology Unit, Lariboisiére Hospital, Assistance Publique-Hépitaux de Paris, 75010 Paris, France

Edited by Todd R. Klaenhammer, North Carolina State University, Raleigh, NC, and approved September 8 2008 (received for review May 22, 2008)

A decrease in the abundance and biodiversity of intestinal bacteria
within the dominant phylum Firmicutas has been observed repeat-
edly in Crohn disease (CD) patients. In this study, we determined the
composition of the mucosa-associated microbiota of CD patients at
the time of surgical resection and & months later using FISH analysis.
We found that a reduction of a major member of Firmicutes, Faeca-
libacterium prausnitzii, is associated with a higher risk of postoper-
ative recurrence of ileal CD. A lower proportion of F. prausnitzii on
resected ileal Crohn mucosa also was assocdiated with endoscopic
recurrence at 6 months. To evaluate the immunomodulatory proper-
ties of F. prausnitzil we analyzed the anti-inflammatory effects
of F. prausnitzii in both in vitro (cellular models) and in vivo [2.4,6-
trinitrobenzenasulphonic add (TNBS)induced] colitis in mice. In
Caco-2 cells transfected with a reporter gene for NF-«B activity, F.
prausnitzii had no effect on IL-18-induced NF-«B activity, whereas the
supernatant abolished it. In vitro peripheral blood mononudear cell
stimulation by F. prausnitzii led to significantly lower IL-12 and IFN-y
production levels and higher secretion of IL-10. Oral administration of
either live F. prausnitzii or its supematant markedly reduced the
severity of TNBS colitis and tended to correct the dysbiosis associated
with TNBS colitis, as demonstrated by real-time quantitative PCR
(qPCR) analysis. F. prausnitzii exhibits anti-inflammatory effects on
cellular and TNBS colitis models, partly due to secreted metabalites
able to block NF+«B activation and IL-8 production. These results
suggest that counterbalancing dysbiosis using F. prausnitzii as a
probiotic is a promising strategy in CD treatment.

IBED | microbiota | probiotic

I nflammatory bowel disease (IBD) is a group of disorders char-
acterized by a chronic and relapsing inflammation of the gastro-
intestinal tract frequent in Western countries (1). The two maost
common forms of IBD are Crohn disease (CD) and ulcerative
colitis. The pathogenesis involves an inappropriate and ongoing
activation of the mucosal immune system driven by the presence of
the intestinal microbiota in a genetically predisposed patient. In CD
in particular, the intestinal microbiota is strongly suspected to play
a role in initiating and friggering the immune system, leading to
characteristic inflammation (2). Diversion of the fecal stream
prevents postoperative recurrence of ileal CD (3). Two antagonistic
strategies were proposed to define the role of microorganisms in
IBD: “the candidate microorganism strategy™ (4) and the “global
description strategy” (5-7). We previously described the global
specificities of the fecal microbiota in CD (6, 5). Using a met-
agenomic approach, we revealed a global decrease in the biodiver-
sity of the fecal microbiota in CD (8). This was essentially due to a
markedly reduced diversity of Firmicutes, and in particular of the
Clostridium leprum phylogenetic group. Moreover, analysis by FISH
combined with flow cytometry showed a significant quantitative

v, pnas.orgy gl dol/ 10,1073/ pnas. 0804812105

reduction in the C fgpaam group in CD patients compared with
healthy subjects (6, 8). Using different molecular methods, other
studies reported that Faecalibacterium prawswizii was particularly
depleted in IBD patients’ ileocolonic mucosa-associated micro-
biota (MAM) (9, 10).

In this study, we first analyzed the composition of the ileal MAM
of CD patients at the time of surgical resection for active disease and
6 months later by FISH. We observed that the proportion of
Firmicutes, and in particular of F. prausmizi, which is the major
bacterium of the C. leprum group, was low in patients that exhibited
endoscopic recurrence 6 months after surgery. We hypothesized
that counterbalancing dysbiosis using this deficient commensal
bacterium as a probiotic in CD could be beneficial. Then, we
evaluated the potential role of F. prausiizii on intestinal inflam-
mation using cellular and animal models.

Rasults

A Lower Proportion of F. prausnitzii on Resected lleal Crohn Mucosa
Is Associated with Endoscopic Recurrence. Previously, we demon-
strated that administration of Lactobacillus johnsonii LA1 is inef-
fective for prophylaxis of postoperative endoscopic recurrence in
CD (11). We did not observe any significant difference in the
composition of the MAM between L. johrsoni LA and placebo
groups at the time of surgery or 6 months after in surgical and
biopsy samples from 21 human volunteers (data not shown).
Focusing on endoscopic recurrence at 6 months (Rutgeerts score
=12 for 13 patients, LAl n = 6 and placebo n = 7), we observed:
(1) a significantly lower proportion of F. prausnirzii at the time of
surgery, consistently associated with endoscopic relapse, and (@) a
lower proportion of Firmicutes (i.e., C coccoides and F. pravsnirzi)
6 months after surgery in CD patients with endoscopic recurrence
when compared with CD patients who were still in remission [Fig.
1, supporting information (51) Table 51, and SI Marerials and
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Significant difference, P = 0.03.

Methods). Based on these observations, we hypothesized that
remission might be associated with the presence of F. prawsmizii,
and probably with its anti-inflammartory effects.

F. prausnitzii Exerts Anti-inflammatory Effects in Peripheral Blood
Menonuclear Cells (PBMCs). Because the cytokine profile released by
PBMCs has been previously shown to correlate the a: virro and in
vive immunomodulation potential of different bacteria (29), we
analyzed the capacities of F. prausniizii to induce cytokine produc-
tion in PBMCs (57 Marerials and Methads). In addition, the immu-
nostimulation by four other strains having well-documented in vitro
and in vive anti-inflammatory properties (Lactobacillis salivarius
Ls323) (12), or lacking any anti-inflammatory activities (L. acidophi-
fus NCFM, Lactococeus laciis MG1363, and Escherichia coli TG1)
were also tested (Fig. 2). Interestingly, F. prawswitzii and L. salivarius
Ls33were the weakest inducers of proinflammatory/Thl cytokines
{e.g., IL-12 and IFN-y) and the highest inducers of anti-
inflammatory IL-10 compared with the other tested strains. The
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Fig. 2.

ratio of [L-10 to IL-12, frequently used to distinguish between
strains exhibiting a proinflammatory (low ratio) vs. an anti-
inflammatory (high ratio) profile, reveals that F. prausnizii exhibit
the highest anti-inflammatory profile (Fig. 20)).

F. prausnitzii Supematant Reduces IL-8 Secretion by Caco-2 Cells. We
examined the effects of UV-killed F. prawusnizii, bacterial fractions,
supernatants, or sterile medivm on IL-8 secretion in Caco-2 cells,
with or without IL-13 stimulation (57 Marerials and Merhods and
Fig. 34). Either UVxkilled F prausnitzii, membrane extracts, or
cytoplasmic extracts, but not DNA or sterile medium, induce low
levels of IL-8 secretion. UWV-killed F. prausnizii, bacterial fractions,
and sterile medivm did not inhibit IL-8 secretion induced by IL-18,
compared with negative control. In contrast, supernatant from F.
prausnizi cultures significantly reduces IL-8 secretion induced by
IL-1p.

F. prausnitzii Supematant Abolishes NF-xB Activation in Caco-2 Re-
porter Cell Lines. To further explore the immunomodulatory prop-
erties of F. prausnirzii, we tested the effects of this bacterium and its
supernatant on NF-kB activation using a Caco-2 reporter cell line
(ST Marerials and Methods). In Caco-2 cells, F. prawsnitzii stimulates
an NF-kB-dependent secreted alkaline-phosphatase (SEAP) pro-
duction (Fig. 3B), whereas the supernatant decreases the basal
NF-xB activity. After stimulation with IL-18, NF-«B activity in-
creases significantly. No significant effect on [L-18 stimulation was
observed with UV-killed bacteria, whereas the F. prausnitzii super-
natant strongly inhibits NF-kB activation by IL-18 in Caco-2 cells.

Because F. prawsnizii produces high amounts of butyrate, which
has well known anti-inflammatory effects (13), we evaluated the
effect of butyrate in Caco-2 reporter cell lines at the concentration
present in the F. prawsnizii supernatant (i.e., 40 mM). Butyrate did
not reproduce the supernatant inhibitory effect after IL-18 stim-
ulation, but in contrast strongly increased NF-«B activation (data
not shown).
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Effects of F. prausnitzii on Caco cells stably transfacted with an NF-«B SEAP
reporter gene with or without stimulation with IL-18. SEAP activity is expressed
as optical density (OD). Different asterisks (*) indicate significant differences (=,
P 0005 =%, P 0.07; 22, P< 0003 #25+, P = 0.001).

F. prausnitzii Supernatant Did Not Display In Vitro Antibacterial Effect.
We investigated antibacterial properties of F. prausmizii superna-
tant. Using two different & wirre techniques (critical dilutions of
Mayr-Harting er al., ref. 14; and bacteriocin activity assay, ref. 15),
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Fig. 4.

we did not reveal any antibacterial effect on several anaerobic and
aerobic bacterial species (see description in Marerials and Methods).

Severity of TNBS-Induced Colitis in Mice Is Reduced by F. prausnitzii
and Its Supernatant. We further explored the relevance of these
observations i vive by testing the ability of F. prausnizi, its DNA
and membrane fractions, and its supernatant to prevent acute colitis
induced by TNBS in BALB/c mice (ST Marerials and Methods and
Fig. 4). A severe colitis was observed in the colitis control group. No
improvement in colitis severity was observed with either UV-killed
F. prausnizzi, its DNA, or its membrane (data not shown). In
contrast, daily intragastric administration of living F. prausniizii (5 %
10° ¢fu) or its supernatant resulted in a marked attenuation of colitis
with reduced weight loss, partial colon length normalization, and
improvement of Wallace and Ameho scores. No significant pro-
tective effect was observed in mice receiving sterile culture medium.

F. prausnitzii and Its Supernatant Induce an Increased Secretion
of IL-10 and a Decreased Secretion of TNF-o and IL-12 in TMBS-
Induced Colitis in Mice. Forty-eight hours after TNBS instillation,
colonic proinflammatory TNF-a and IL-12 cytokines and anti-
inflammatory 1L-10 were quantified by ELISA (ST Marerials and
Merhods and Fig. 5). Compared with the no-colitis control group,
TNF-a and IL-12 levels were increased, whereas IL-10 levels were
barely modified. In the two TNBS groups treated with either F.
prausnizil or its supernatant, the secretion of TNF-a and IL-12 was
significantly lower than in the colitis control group. Interestingly,
IL-10 secretion was induced in the colon of mice treated with F.
prausnizii or its supernatant.

F. prausnitzii and Its Supernatant Tend to Counterbalance the TNBS-
Induced Dyshiosis in Colitic Mice. To validate our initial hypothesis,
we determined the composition of the fecal microbiota of mice
from the colitis (TNBS-treated) and no-colitis control, the F.
prausnizii-tireated, and the supernatant-treated groups by real-time
qPCR. (ST Marerials and Merthods, Table 52, and Fig. 6). A higher
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Effects of intragastric administration of F. prausnitzii and its supernatant on TNBES-induced colitis in BALRBA mice considering (&)W allace macroscopic score,

(B) Ameho histologic score, (C) colon length, and (D) weight. Each group included 9 or 10 mice. The values are expressed as the mean = SEM. Different asterisks (=)

indicate significant differences (=, P < 0.05; ==, P < 0.01).
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concentration of total bacteria, bacteria from the C. leprum group,
the Bacreroides group, and bacteria from the C coccoides group was
measured in the fecal microbiota of the colitis control mice
compared with the no-colitis control mice. No difference was
observed concerning the Lacrobacillus group and E. colf species. F.
prausnizii was the only species diminished in colitis control mice.
Treatment with either F. prausnitzi or its supernatant tended to
counterbalance the dysbiosis observed in colitis control mice for all
bacteria: C. feptum, C. coccoides, Bacieroides, and F. prausnitzii (Fig.
6). Strikingly, F. prausnirzii occurrence was nearly normalized in the
F. prausnitzii-treated group.

F. prausnitzii and Its Supernatant Can Act by a Gut-Independent Route.
To investigate whether F. prauswitzii or its supernatant could be
active by a gut-independent pathway, we tested ip. injection in a
TNBS-induced colitis model. The survival rates 20 days after colitis
induction were 1009 and 109 in the no-colitis and colitis control
groups, respectively (Fig. 7). In a third control group treated with
dexamethasone, the survival rate was 40% at 20 days. In the groups
treated with live F. prausniizii or the supernatant, the mortality rate
was dramatically decreased. The group treated by live F. prausnizii
had a significantly better survival curve than the colitis control
group (P = 0.039), with a survival rate of 509% at 20 days, close to
the rate observed in the dexamethasone group. The mortality rate
in the group treated with the culture supernatant was reduced to 0
(versus positive control, P < 10-4; vs. dexamethasone group, P =
(0.004). Interestingly, this strong anti-inflammatory effect was not
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Fig. 6. Quantification using real-time gPCR of dominant and subdominant

bacteria in the fecal microbiota of mice 48 h after TNBES induction of colitis.
MNoncolitis control group received PBS intragastrically and 0.9% NaClfethanol
(50:50 volvol) intrarectally. The values are expressed as the mean of Logw
bacteria per gram of stool = S5EM. Different asterisks (=) indicate significant
differences (=, P = 0.05; ==, P= 0L01; #== P =< 0003 ===« P = 0.001)

due to butyrate presence, as the group of mice treated with butyrate
(at the same concentration as supernatant) had a mortality rate
similar to that in the colitis control group.

Discussion

In this study, we showed that a low proportion of F. prausnirzii on
resected ileal Crohn mucosa is associated with endoscopic recur-

Survival of Data 1:Survival proportions

=iy . prausnitzii
== Suparnatant
= Colitts control
Il Dexametasone
=8= Butyrate

o 5 10 15 20 25
Time (day)

Fig. 7. Protective effects of i.p. administration of F. prausnitzif and its super-
natant on mica after TNBS challenge. Each group included 10 mice. Statistical
analysis was parformed using the log rank test.
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rence at 6 months. Moreover, this bacterium, deficient in CD
patients” microbiota, has anti-inflammatory effects i vitro as well
as in vivo. On Caco-2 cells, secreted metabolites blocked NF-«xB
activation and IL-8 secretion. Moreover, on PBMCs, F. prausmitzi
induced very low levels of IL-12 and IFN-v, whereas high levels of
IL-10 were obtained compared with other bacterial strains tested.
Considering the ILTO/IL12 ratio measured on PBMCs, F. prausmitzi
displays the most anti-inflammatory properties. These in viro
effects were confirmed f wive on TNBS-induced colitis.

It is now well established that microbial components of the
resident microbiota can regulate gut inflammation (16). Moreover,
some bacterial strains, like Bacteroides thetaiotaomicron, have been
particularly studied and their participation in the gut immune
homeostasis elucidated (17). In parallel, the specificities of the gut
microbiota composition in IBD patients have been assessed using
molecular methods. Nevertheless, this recent knowledge has not yet
been used to find new anti-inflammatory bacteria within the normal
gut microbiota, to date.

An original and rational process led us to select F. prausnitzi as
a candidate anti-inflammatory bacterium. Comparing any gut
microbiota of healthy subjects and of CD patients, we observed that
the C. leprusn group within the dominant Firmicutes phylum was
defective in CD patients’ microbiota (6, 8). This deficiency was
quantitative and qualitative, as the biodiversity of the C. leprrm was
restricted. F. prausnirzii is one of the major members of the C.
leprurmn group (18, 19) and one of the most prevalent bacteria within
the human gut In the present study, we showed that a low
proportion of F. prausnirzii in the ileal MAM of CD patients at the
time of a surgical resection for active disease was a risk factor for
endoscopic recurrence 6 months later. Taken together, all these
results suggested that F. prawsmizi could be crucial to the gut
homeostasis and could have anti-inflammatory properties.

F. prausnitzii and its components were then tested on Caco-2 cells
stimulated with IL-18. After stimulation by IL-18, IL-8 secretion
was not modified by F. prausnizil and reduced by its supernatant.
To better understand the mechanisms involved in this effect, we
tested the bacterium components on Caco-2 cells stably expressing
a reporter gene for NF-«B. We observed that F. prawsmizii in-
creased the IL-1pB-induced NF-xB activity, whereas the supernatant
abolished it. It is noticeable, that F. praussirzii DNA did not exhibit
any inhibitor effect on either IL-8 secretion or NF-xB activation.
Moreover, we showed that this blocking effect on NF-kB activation
was not due to butyrate.

Besides, it is questionable whether the anti-inflammatory effect
of the supernatant is shared by an F. prausnitzii-secreted metabo-
lite(s) or due to an F. prausniizii-induced change in product(s) of the
culture medium. The fact that living F. prausnizi given without
supernatant exerts an anti-inflammatory effect in the in vive
experiments favors the hypothesis of secreted metabolite(s)-
induced effect. Identification of the active molecule(s) involved in
this protective effect is needed to specify this point.

Our results favor a secreted metabolite, which could be involved
in inflammatory pathway control. Several targets can be evoked
from the lumen to immune cells in the lamina propria, and we first
speculated on an antimicrobial peptide (bacteriocin) able to modify
the gut barrier. However, our in wiro tests did not reveal any
antibacterial effect on several anaerobic and aerobic bacteria
species. Antibacterial mode of action also could be mediated by
stimulation of defensin secretion. In fact, it has been shown that a
defect in HD-5 and HD-6 a-defensin secretion by Paneth cells
(specialized epithelial cells from ileum) plays a crucial role in ileal
CD and could be linked to NOD2 frameshift mutation (20, 21). The
clinical part of our study focused on ileal CD patients requiring
surgical resection. Thus, the dysbiosis in F. prausnizii appears
attractive regarding the e-defensin deficiency concept. As some
probiotics have been shown to induce defensin secretion (22), astep
further will be to investigate the ability of F. prausniizi to induce
such a secretion. Beside a gut barrier effect, our results suggest that

sokol et al

a diffusible molecule (modulin) could block NF-«B activation.
More precisely, our data showed that F. prausnirzii supernatant acts
as a regulator of the NF-«xB induction after stimulation by IL-18.
Nevertheless, the mechanism is probably more complex, because
NF-kB activation has been shown to play a crucial role in gut
homeostasis (23). Indeed, F. prausmizi itself without its superna-
tant exerts NMF-xB induction effect on Caco-2 cells (Fig. 3B).
However, our data did not support that this mechanism is Toll-like
receptor-dependent, because én vivo and in vitro experiments testing
different bacteria components (DNA, membranes, cytosol) did not
show any anti-inflammatory activity. Finally, F. praussizii could
drive the immune responses toward Th1 pathway inhibition.

To evaluate the potential immunomodulatory capacity of F.
prawsnizi, we measured the cytokine response of human PBMCs
stimulated by the bacterium. F. prausnitzii had an anti-inflammatory
profile because it induced very low secretion levels of 1L-12 and
IFN-v and high secretion levels of IL-10. Moreover, F. prausnizi
has a higher IL10/IL12 ratio than the probiotic L. salivarius 1s33
strain known to have anti-inflaimmatory effects.

To confirm s vivo the anti-inflammatory effects observed in
vitro, we tested F. prauswitzi in a murine TNBS-induced colitis
model. F. prausnitzii and its supernatant had a protective effect in
this colitis model, on macroscopic and histologic criteria as well as
on colonic cytokine secretion profile. Mice treated with either F.
prawsnizi or its supernatant had a reduced [L-12 and an elevated
IL-10 colonic concentration compared with the colitis control
group. Interestingly, this effect on cytokine profile is close to the
one observed i vitro on PBMCs.

To go back to our initial hypothesis, we analyzed the composition
of the mouse fecal microbiota by culture-independent methods. We
observed that the dysbiosis associated with TNBS-induced colitis
was partially counterbalanced by F. prausnizii or its supernatant
administration.

Several authors reported that probiotics could act by systemic
routes of administration (24-26). To investigate whether F.
prawsnizi can also be active by a gut-independent pathway, we
tested it i.p. on a TNBS-induced colitis model. Systemic delivery of
F. prausmirzii and, above all, of its supernatant significantly im-
proved the survival curve related to TNBS-induced colitis. Here
again, this effect was not related to butyrate presence.

In summary, a rational process led us to select F. prausnirzii as an
anti-inflammatory bacterial candidate. Analysis revealed that F.
prausnitzii exhibited anti-inflammatory effects, partly due to se-
creted metabolites blocking NF-xB activation and IL-8 secretion.
Moreover, i vivo effects were associated with a decrease in
proinflammatory colonic cytokine synthesis and with the induction
of anti-inflammatory cytokine secretion. Counterbalancing dysbio-
sis using the commensal bacterium F. prawsnirzii as a candidate
probiotic agent appears to be a promising strategy in CD treatment.
Nevertheless, clinical studies should establish diagnostic tools to
define the best population of patients for this probiotic species, and
especially whether the clinical benefit is more pronounced in
patients with low levels of endogenous Firmicutes.

Materials and Methods

Patients. The present study was part of a double-blind contrelled trial that
compared the efficiency of the probiotic L. johnsonii LA1 strain and a placeboto
decrease endoscopic recurrence after curative surgery for C0 (11). Although the
whole human trial included 98 patients, the present study, which assessed the
MAM, included only a subset of thesa patients.

Tissues, Histological Examination, FISH, and Quantification of Bacteria. Surgical
samples and muccsal biopsy samples were processed directly in the operating
room as previously described (27).

Bacterial Culture. F. prausnitzii A2-165 (DSM 17677), isclated from human fecal

stocl, was grown at 37°C in LYHEHI medium [Brain-heart infusion medium
supplemented with 0.5% yeast extract (Difco) and 5 mafliter hemin] supple-
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mentedwith cellobicse (1 mafml; Siama—Aldrich), maltese (1 mafml Siama), and
cysteine (0.5 ma'ml; Sigma) in an anaerobic chamber.

Butyrate Quantification. Butyrate was quantified in supernatant and culture
medium using a gasdiquid chromatograph (Autosystern XL Perkin-Elmer) as
descrilad (25).

Antibacterial Assay. Antibacterial effect of £ prausnitzii supernatant was inves-
tigated in wiro using two different techniques: the critical dilutions of Mayr-
Harting {14) and the bacterioin activity assay as described (15). This antibacterial
effectwas tested onsix bacterial species: three aerobic bacteria (E colfi Missle 1917,
E coli DH10B, and Listeria monocytogenes 11765), one facultative anaerobic
bacteria (Lactococcus subsp aremoris MiG1363), and two obligate anaerobic bac-
teria (Clostricium perfringens ATCC12124 and Bifidobacterium infantis
DSM20088/ATCC156597). Antibiotic rifampicine and colistine were used as posi-
tive controls, whereas LYHBHI medium was used as negative contral.

PEMC Isolation and Stimulation. PEMCs were isclated from the peripheral blood
of healthy donors as described (29).

TNBS-Induced Colitis. Aftar acclimatization, bacterial suspensions (109-1012 cfu in
500 wly, bacterial supernatant, or control mediumwas administered to mice daily
by intragastric gavage from day 5 before to day 1 after induction of colitis. For
colitis induction, mice were anesthetized with isofluran gas. TNES (Sigma—
Aldrich)was dissolved in 0.9% NaClethanol (50:50 volfvol), and 50 ul solution (at
a dose of 100 mgkg body weight) was administered intrarectally (using a 3.5
French catheter; Solomon Scientific), and the mice then were kept in a vertical
position for 30 seconds. No-colitis control mice received PBS intragastrically and
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0.9% MaCllethanol (50:50 volvaol) intrarectally (20). Colitis control mice received
PRS intragastrically and received THNBS intrarectally. Treated mice received bac-
teria (or bacterial components) intragastrically and TNBS intrarectally. Inflamma-
tion was monitored 48 h after TNES administration. Mice were weighed before
THMBS administration and at killing by cervical dislecation.

The i.p. administration route experimentswere performed using a protocol
derived from the one previously described by Foligné et al. (24). The protective
effect of a single i.p. injection of live microorganisms (1091019 ¢fu in 200 ul),
suparnatant (200 wl), dexamethasone (10 magfkg), or butyrate (40 mM) was
evaluated. Bacteria or components were injectad 1 h before TMNBS-colitis induc-
tion. The mortality rate was monitored day by day for 20 days.

Inflammation Score Assessment of TNES Colitis. The colon was removed, dis-
sected free of fat and mesentery, carefully opened, and deanedwith PBS. Colon
length was measured. Colonic damage and inflammation were assessed blindly
according to the'Wallace criteria (31).

Histological Assessment of TNBS-induced Colitis. For histological assessment, a
colon sample located in the most inflamead area was fixed in 4% paraformalde-
hyde acid and embedded in paraffin. Four-micrometer sectionswere stained with
hematoxylinfeosin and examined blindly according to the Ameho criteria (32)
(Fig. 51).
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. PROBLEMATIQUE

Les contextes de ma thése étaient d'étudier lesiorb qui s’établissent entre les bactéries
commensales, probiotiques (naturelles ou recomtesaravec I'hdte dans le contexte des

pathologies inflammatoires intestinales du type MIC

Les MICI sont caractérisées par une dérégulatiosydteme immunitaire et principalement
par la perte de 'hnoméostasie intestinale entrdinae réponse inflammatoire anormale et
récurrente de I'organisme vis-a-vis du microbide. nombreuses recherches suggerent que
les bactéries commensales, pathogénes et prolestiguent un réle prépondérant dans la
régulation de [linflammation (Elsoret al, 1995; Darfeuille-Michaudet al, 2004;
Kerckhoffs et al, 2009). Certaines d’entres elles peuvent entraume dysbiose du
microbiote conduisant a la perte de I'homéostasie ael'induction d'une réponse
inflammatoire, tandis que d’autres peuvent rétai®ite dysbiose et influencer la réponse de
I’héte en diminuant la réaction inflammatoire (Inka@t al, 2008; Sartor, 2009). L'utilisation
de probiotiques possédant des effets intrinséqngsnflammatoires s’est révélée étre une
stratégie intéressante ces derniéres années, eplépant ou en substitut des traitements
utilisés dans la prévention de MICI telles que, tadites ulcéreuses et les pouchites
(Cui et al, 2004; Gosselinkt al, 2004; Gionchettet al, 2005). Ainsi, de nombreuses études
concernant la recherche de nouvelles souches ayxigtiés anti-inflammatoires se sont
développées. L'enjeu étant principalement de déoode nouvelles souches efficaces tout
en établissant leurs mécanismes d’action et anésiger le dialogue bactéries-hote. En effet,
une connaissance plus approfondie des relationslietaentre le microbiote et I'héte,
conduirait & mieux comprendre les raisons de laurege 'homéostasie, entrainant ainsi une
inflammation ayant pour conséquence de nombreuxntiges sur la muqgueuse intestinale

pouvant parfois nécessiter une chirurgie pour fagee atteinte.

Il est donc necessaire de découvrir de nouvellaségiies thérapeutiques en alternatives aux
traitements actuels qui entrainent de nombreuxse$fiecondaires et dont la prise quotidienne

peut étre difficile & gérer pour les patients.

C’est dans ce contexte que s’est située la prohigueade ma these, a savoir, rechercher de

nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant legMtant que traitements anti-inflammatoires
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de par leurs propriétés intrinséques ou en tanougils afin de délivrer des protéines
anti-inflammatoires au sein du TD. Afin de réponédreet objectif, nous avons di optimiser
les stratégies choisies d'une part, en amélioramtchpacités de vectorisation de protéines
d’'intérét santé des BL et d’autre part, en ideamifide nouvelles molécules et bactéries
probiotiques possédant des propriétés anti-inflaroimes. Les travaux menés m’ont permis
i) de cibler de nouveaux parametres intervenant daificacité de vectorisation d’'une
protéine au sein du TD; ii) de contribuer a l'idéoation d'une bactérie commensale aux
propriétés intrinséques anti-inflammatoires et dg confirmer I'action anti-inflammatoire
d’'une enzyme anti-oxydante délivrée au sein mémd&@wia I'utilisation de BLGM. Les
résultats obtenus approfondissent nos connaissaweernant le dialogue des bactéries
commensales, probiotiques et recombinantes aveditel'hElles apportent également de
nouvelles hypotheses concernant le mécanisme afades effets anti-inflammatoires de
bactéries probiotiques ou d’enzymes anti-oxydarAdis. que les objectifs fixés aboutissent
pleinement, il est nécessaire de poursuivre mesausa C'est pourquoi j'ai rassemblé ici les
perspectives offertes par mes résultats : ellessismmt notamment a identifier les
mécanismes d’actions des bactéries et des moléoossedant des effets anti-inflammatoires
mais également, a véhiculer les molécules antmnifhatoires identifiees précédemment au
sein du TD par lintermédiaire de BLGM dont les aejpés de vectorisation auront été
préalablement optimisées.

[I. IDENTIFICATION DES MECANISMES D’ACTION DES BACTERIE S ET
DES MOLECULES POSSEDANT DES EFFETS ANTI-
INFLAMMATOIRES

1) Etude d’une bactérie commensale

De précédents travaux ont démontré la présencee dlysbiose chez les patients atteints de
MICI caractérisée par la diminution dahylum Firmicutes (Takaishi, 2007) Les travaux
menés par Sokat al, en 2006 suggerent que I'espéeeprausnitziien particulier joue un
réle dans la prévention des rechutes de patiersstaubi une opération. En se basant sur
'hypothese d'un effet protecteur de cette bactérnieus avons analysé ses capacités
anti-inflammatoires. Nos travaux ont démontré gaesduche en elle-méme ainsi que son
surnageant possédaient des effets anti-inflamnest@onséquents sur des modétesitro

mais également sur un modéle murin de colite iedygar administration de TNBS
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(Sokol et al, 2008). Notre travail suggere que les propriétés. prausnitzii proviennent
d’'un composant que la souche sécréte dans le neifielonnant agissant ainsi sur les cellules

de I'héte par la modification de la voie NdB et la sécrétion de cytokines qui en découlent.

Les perspectives de ces travaux peuvent étre meptmsdeux approches : i) I'identification
de la molécule anti-inflammatoire produite par kEctérie et ii) I'identification des génes

responsables des effets anti-inflammatoireB.derausnitzii.

Afin de répondre a ces objectifs, les stratégiegsagées concernent I'analyse du surnageant
par des criblages sur des testsvitro afin d’identifier et de caractériser la molécule
responsable des activités anti-inflammatoires (eatilydrophobicité, taille...). En paralléle,
seront menées des stratégies basées sur la ctiostide banques génomiques cliezoli et

L. lactis pour identifier un clone possédant des propri@mésinflammatoiresn vitro. Les
clones ainsi sélectionnés feront I'objet de t@stgivo puis, de séquencage afin d’identifier la
molécule responsable, découvrir son mode d’actioteter de la valoriser en tant que

traitement thérapeutique.

2) Etude de protéines anti-inflammatoires

Nous possédons peu d’éléments concernant les puecanpliqués dans le développement
des MICI, mais les recherches actuelles ont conduitne meilleure connaissance des
symptébmes et des mécanismes impliqués lors ddafimhation. Ainsi, nous savons que le
stress oxydant qui intervient lors de l'inflammatiest responsable de certains dommages
causés a la muqueuse (Grishat al, 1990; Keshavarziaet al, 2003). La présence
d’infiltrats lymphocytaires induit la libération d2AO qui sont chez 'individu sain réprimés
par la présence d’enzymes anti-oxydantes telleday@AT et la SOD. Il a été démontré que
la plupart de ces enzymes étaient soit, sous-egpsnsoit inactives chez les patients atteints
de MICI empéchant ainsi I'élimination des DAO pribsluayant pour conséquences, des
dommages cellulaires et histologiques caractéudstigdes MICI (Kruidenieet al, 2003c).

S’il n'est pas possible a I'heure actuelle d’agir s mécanismes d’induction des MICI, il
est toujours possible d'intervenir sur la diminaticdes dommages causés par une
inflammation anormale en tentant de rétablir uniléaya oxydant par I'apport d’enzymes

antioxydantes au sein du TD.
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C’est en se basant sur cette hypothese, que nons analysé les effets anti-inflammatoires
d’'une SOD bactériennda le modéle murin. La stratégie mise en place ctaisid’'une part,

a éetudier les effets de la SOD délivrée au seifldule sourisvia Lb. caseBL23 et d’autre
part, de reconstituer la chaine de détoxificatiea DAO par I'administration simultanée de
deux souches deb. caseiBL23 produisant la SOD et la CAT. Nos résultats confirme
notre hypothese, a savoir la production de I'enzyraetérienne SOD parb. caseiBL23 a
sans doute permis de restaurer un certain équilibgelant au sein du TD enflammé,
prévenant ainsi les dommages causés a I'épithdhtestinal. En revanche, nos travaux ne
nous permettent pas de conclure sur le bienfamalee deuxiéme stratégie qui consistait a
reconstituer la chaine de détoxification des DA@retlyser ses effets envers I'inflammation.
Effectivement, nous n'avons pas pu constater dendition de symptdmes inflammatoires
lite a I'apport de CAT. Nous n’avons pas verifieda CAT activein vitro I'était in vivo.
Nous ne pouvons pas exclure le fait que les souaieed eu un comportement différeims
vivo, ne produisant pas les enzymes de facon simultanéelativement proches l'une de
lautre. Afin qu’elles puissent agir de facon coépkntaire, 'une détruisant le substrat
toxique de l'autre, une nouvelle stratégie doi¢ @tdoptée. Ainsi, la perspective principale de
ces travaux serait de construire une souche capabpeoduire seule les deux enzymes anti-
oxydantes au sein de l'organisme, nous permetiast de nous rapprocher des conditions
réelles régnant chez un individu sain, a savoig libération proche et simultanée des

enzymes, conduisant a une chaine de détoxificdesrDAO efficace.

L'objectif a long terme des projets réalisés et gesspectives proposées sont d’aboutir a
'obtention de molécules ou de bactéries anti-imitaatoires pouvant étre valorisées dans
I'industrie pharmaceutique. Le traitement, sousrierde gélules contenants des probiotiques
permettrait la prévention des rechutes voire, lmigsion des patients atteints de MICI. Cette
stratégie thérapeutique aurait I'avantage de dingnle codt et les effets secondaires liés aux
traitements actuels, permettant ainsi aux patiedésyetrouver un cadre de vie agréable et

d’affronter leur maladie en toute sérénité.
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[ll. TRANSPORT DES MOLECULES ANTI-INFLAMMATOIRES AU SEIN
DU TRACTUS DIGESTIF PAR L'INTERMEDIAIRE DE BACTERIE S
LACTIQUES GENETIQUEMENT MODIFIEES

1) Amélioration des capacités de vectorisation des BUG

Une partie de mes travaux de thése ont porté suitidation des BL en tant qu’outil
biologique pour transporter et délivrer des prasind’intérét santé. De récentes études ont
démontré l'avantage de cette technique, notammeahs dle cadre des MICI
(Steidleret al, 2000; Steidleet al, 2003; Steidler and Rottiers, 2006). En effetpilatéine
possédant des effets anti-inflammatoires, peutegdaeette technique, étre délivrée au sein du
TD. Son potentiel thérapeutique ainsi augmenténgptrait également de diminuer les colts
et les effets secondaires liés a la délivranceaden&me protéine en traitement par voie
systémique. Ainsi de nombreuses recherches omfi&guées concernant la construction de
nouvelles souches de BL, principalement des lagioes, produisant diverses protéines
anti-inflammatoires ou anti-oxydantes telles qué&-10 et la SOD (Weisst al, 1996;
Steidleret al, 2003; Carrolkt al, 2007). Peu d’études se sont intéressées a l@addn de
cette technique en se basant sur 'augmentatiocajescités de vectorisation des BL. Or cet

aspect constitue un paramétre essentiel afin diugper les effets de la protéine délivrée.

C’est cet objectif que jai poursuivi dans une gade mes travaux de thése, en étudiant
différentes approches permettant d’améliorer ltage des BL a délivrer des protéines
d’'intérét santé. Jai ainsi analysé quelle étamflience de la lyse bactérienne sur la
vectorisation d’une protéine induisant une répansaunitaire spécifique au sein du TD. J'ai
mis au point un systéme de production de protéieesmbinantes induit par la présence de
sels biliaires lors du passage de la bactérie @ahb. Enfin, j'ai évalué I'influence du temps
de transit et des capacités d’adaptation de laébactvectrice au sein du TD sur

'augmentation de la réponse immunitaire induitelpgrotéine délivrée.

Nos travaux n’ont pas pu mettre en évidence uménfgtentiel de la lyse ou de la résistance
des BLGM a I'environnement du TD sur I'optimisatides effets de la protéine délivrée. En
effet, aucune différence n’'a été observée concéfdaaréponse immunitaire induite par des
mutants de lactocoques plus ou moins sensibleysamzyme et produisant I'Ag E7. Pour

autant, nous ne pouvons pas conclure sur un qupleoeffet de la lyse bactérienne sur les
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capacités de vectorisation. Il est avant tout reamies de construire et d’étudier d’autres
mutants possédant des capacités de résistancedlpisss aux différents stress rencontrés
in vivo (stress biliaire, stress oxydant, présence deyse...) dans le but de leur conférer de

nouvelles aptitudes pour survivre lors du passages te TD.

Une des principales difficultés concernant la viakiion des BLGM dans le traitement des
MICI, concerne les systémes d’expression utilis&s systémes comprenant un promoteur
constitutif peuvent induire une toxicité pour lactéie vectrice de par la délivrance en
continu d’'une protéine hétérologue ayant pour cquegce, la diminution de la croissance
bactérienne. Pour remédier a cela, des systempsod®teurs inductibles sont couramment
utilisés : il s‘agit principalement d’une inductigia I'ajout de composés tels que I'lPTG ou la
nisine dans le milieu de culture de la bactérismsAinduits, les promoteurs vont étre activés
durant plusieurs heures permettant 'administraticele des BLGM et leurs actions au sein
de l'organisme visé. La mise en place d'un tel geote dans lindustrie pharmaceutique
comporte de nombreuses limites et les travaux sésaliors de ma these permettent de
répondre a cette problématique. En effet, j'ai dEmeé un nouveau systeme d’expression
inductiblein vivo par la présence de sels biliaires. Notre stratégiesistait a exploiter les

conditions environnementales particulieres quidesi au sein du TD afin d’obtenir une

production localisée permettant d'augmenter lesciéfs thérapeutiques de la protéine. Nos
travaux ont permis de démontrer qu’'une telle Sgiatétait possible, induisant ainsi la

production de la protéine d’intérét lors du trangiicune manipulation au préalable n’est
nécessaire, I'environnement particulier de notrganisme étant le seul déclencheur de

I'activité des BLGM et le traitement par voie orglegne en facilité.

Notre objectif visant & améliorer les capacités BeE&M a produire des protéines d’intérét
santé nous a conduit a étudier les effets du tetepsansit et des capacités d’adaptation des
BLGM au sein du TD, parametre essentiel qui n’agéte trés peu étudié (Cortes-Peséal,
2007). Ainsi nous avons comparé deux BL aux paeénte résistance et aux temps de transit
différents au sein de l'organisme. Nos résultathalérent que pour une méme protéine
délivrée selon un systeme d’induction identiqus,dapacités intrinseques du vecteur étaient
déterminantes dans I'action finale de la protéigévcee. Nos résultats peuvent cependant
étre améliorés : nous avons utilisé des systemiesiudtion in vivo dont les promoteurs
different en fonction du genre bactérien et I'stiion du modele d’étude choisi, & savoir,
'analyse de la réponse immunitaire vis-a-vis dgylE7 ne nous a pas permis d’effectuer une

guantification de la protéine délivrée. Il n'esspxclu que I'un des deux promoteurs induise
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une quantité plus importante de protéines expligles résultats obtenus. Pourtant, méme
dans le cadre de cette hypothése, notre objedtiétait de mettre au point un vecteur plus
efficace de protéine d'intérét semble étre atteinpeut étre mis a profit pour délivrer des

protéines anti-inflammatoires afin de prévenir @itér des MICI.

2) Combiner les propriétés de bactéries probiotiques
génetiqguement modifiées aux propriétés anti-inflammatoires

de nouvelles molécules identifiées

Nous possédons les connaissances permettant dfielede nouvelles bactéries probiotiques
aux effets anti-inflammatoires. Nombre d’entree®llsont actuellement utilisées dans la
prévention des rechutes des MICI. Lors de ma tliaseléveloppé de nouveaux systemes
permettant I'expression de protéines d'intérét&ant sein du TD par des genres bactériens
possédant ces qualités probiotiques recherchésdelandre du traitement de lI'inflammation.
L’association de ces deux parametres, a savoirptepriétés anti-inflammatoires d’'une
protéine hétérologue telle que I'IL-10 ou la SODIleg qualités anti-inflammatoires de la
bactérie vectrice semble étre une stratégie prenmsdtafin d’optimiser les effets recherchés
concernant la prévention d'une inflammation. Lesspectives de mes travaux de these
portent donc essentiellement sur la constructiosadehes probiotiques recombinantes telles
gue Bifidobacterium génétiguement modifiées afin de produire une pretéanti-

inflammatoirein situ vianotre systéme d’induction aux sels biliaires.

IV. PERSPECTIVE GENERALE

Mes travaux peuvent s’inscrire dans un axe de rebbeanalytique concernant la mise en
place d'une stratégie BLGM dans le but de traiesy MICI. En effet, mes recherches ont
permis de démontrer que la protéine d’intérét satgét pas le seul parametre a prendre en
compte lors de la mise en place d'une telle stratdg choix du vecteur est également
essentiel. Ainsi, mes travaux de these s’inscriansein d’'un méme objectif : i) rechercher
de nouvelles molécules anti-inflammatoires tellege aelle potentiellement produite par
F. prausnitzij ii) construire un vecteur de sécrétion de cetéene molécule par un systeme
d’expression inductiblén vivo, ne comportant pas de résistance aux antibiotiguéent la
modification génétique est « propre » et non-disséble (Steidleret al, 2003). Afin

d’optimiser au mieux cette stratégie, on peut eagas que le transport et I'expression de cette
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molécule soit réalisée par une souche probiotiqmet de statut alimentaire et I'absence
d’effets secondaires sont reconnus. Enfin, il s&gde combiner les effets de cette molécule
aux propriétés intrinseques du probiotique chogsisprenant par exemple des souches du
genre Bifidobacterium, qui a démontré au cours de nombreux travaux s@acitas
anti-inflammatoires. L'objectif final étant d’about I'élaboration d’'un nouveau traitement
de prise par voie orale qui permettrait d'amélideequalité de vie des patients atteint de
MICI. En suivant la méme stratégie, on peut enwsagde modifier génétiquement une
bactérie commensale aux propriétés anti-inflammegoieconnues telles qie prausnitzii,
afin d’optimiser ses capacités par I'apport simnd& d’'une protéine anti-inflammatoire telle
gue I'lL-10 ou la SOD. Une telle stratégie d'utdtsn de bactérie commensakatteroides
ovatug pour délivrer un facteur de croissance ayanteffess anti-inflammatoires vient d’étre
décrite par Hamadst al., 2009.

Les perspectives de mes travaux de these s’instrégalement dans un axe de recherche
fondamental, a savoir, I'étude des mécanismes idiactle nouvelles molécules anti-

inflammatoiresvia I'utilisation du systeme d’expression réalisé.

Il est nécessaire d’approfondir le dialogue baetehbte et cela passe par I'étude des
mécanismes d’action d&. prausnitzii utilisant les modéles d’étude de linflammation
in vivo / in vitra Enfin, les stratégies BLGM mise en place lorsnike thése pourront étre
valorisées dans le cas ou on souhaite étudierflets esur 'hdte d'une molécule d'intérét

santé.

Les outils biotechnologiques réalisés ont donc ntérét certain au niveau fondamental,
puisqu’ils peuvent étre utile lors de I'étude daldgue bactérie-héte mais également lors de
I'étude des protéines intervenant dans la réadtilammatoire dans le but d’aboutir & une
meilleure connaissance des mécanismes mis enfgw’lane inflammation chronique et de

mettre en place les moyens de la réguler.
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