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AVANT-PROPOS

La réponse immunitaire permet a 'lHomme deékendre contre les agressions microbiennes.
La protection de I'organisme génd de différentes cellules et molécules effectrices dont le
monoxyde d’azote (NO). NO possede de naubes propriétés physiologiques du faide

sa synthese dans les milieux biologiques par 'enzyme NO synthase dg son état
radicalaire qui lui confére une réactivité importante sur les molécules des systémes vivants.
Plus particulierement, NO produit en granderiit@ lors de conditions pathophysiologiques,
peut permettre de lutter conties infections mais peut augsrticiper au développement de
la pathologie. Pendant ma thése dans I'Udé@éViicrobiologie du centre INRA de Clermont-
Ferrand/Theix, jai étudié I'implicatin du NO lors de l'infection par les Escherichia coli
entérohémorragiques (EHEC) qui sont demctéries pathogénes responsables de toxi-
infections alimentaires chez 'lhomme.

Dans une premiere partimtroductive, nous faisons umappel non exhaustif des
différentes thématiques qui ont été abordées pendant ma these. Aprés avoir décrit les bases de
'immunité mucosale intestin@) nous avons synthétisé lésnnées bibliographiques sur les
différentes propriétés chimiques, physiologiglet immunologiques du NO ; en particulier,
nous décrivons les mécanismes par lesquelsabiOsur les bactéries. Enfin, une derniére
partie est consaée aux EHEC.

Dans les deux premiers chapitres, nous avons étudié les effets du NO sur la survie, le
métabolisme et la modulation des facteurs delemce des EHEC. Le chapitre 1 décrit I'effet
du NO sur la croissance des EHEC et sur la pitimtude Shiga-toxine, le principal facteur de
virulence des EHEC. Dans le chapitre 2, sx@avons analysé I'effet global du NO sur le
transcriptome des EHEC. Ce travail nous a peduaisnettre en évidence le role essentiel du
NO sur I'adhésion des bactéries aux cellules épithéliales intestinales.

Pour compléter l'analyse des interan8oNO/EHEC, nous avons recherché ensuite
I'effet des bactéries sur la production de NO par les entérocytes. Ces résultats sont présentés
dans le chapitre 3.

Enfin, le chapitre 4 décrit les interamts entre les EHEC et la réponse immune
mucosale intestinale dans un modéle d’'inéecpar les EHEC chez des rats axéniques.

Pour conclure, une discussion générale desltads est présentée. Une part importante

est faite aux perspectives thérapeutiques.
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|. LA REPONSE IMMUNITAIRE MUCOSALE INTESTINALE

I-1. L'IMMUNITE

Le systeme immunitaire d’un organisme est un ensemble coordonné d’éléments qui permet de
discriminer des structures moléculaires qui lmtsspécifiques et quionstituent le ‘soi’ et
d’autres structures qui ne lappartiennent pas que I'on djfia de ‘non soi'. Il agit d’'un
mécanisme de défense contre des agresgibgsico-chimiques (facteurs mécaniques et
climatiques, agression par des agents chimigoegontre des infections par des pathogenes

de la famille des prions, des virus, des baesedes champignons et des parasites. La réponse
du systeme immunitaire implique trois processlasreconnaissance de la particule étrangere,

sa destruction et lagélation de la réponse.

Chez les Vertébrés supérieurs, chaquikuleedu systeme immunitaire possede une
fonction propre et coopére avec les autres lesllu_’ensemble de ces cellules agissent en
cascade, en synergie ou sont antagoniséésforment ainsi un réseau coordonné et
homéostatique qui permet de lutter efficacememttre les pathologies. En revanche, la
dérégulation anarchique de ce réseauutpeonduire a l'appdtion de troubles
pathophysiologiques tels que les maladies-autaunes ou les inflammations chroniques.

Les différents réseaux cellulaires qui congitda réponse immurpeuvent étre séparés
en deux groupes distinguant les mécanismesdéfense non-spécifiques et spécifiques.
L'immunité non-spécifique, également appeléeée ou naturelle, met en jeu des barriéres
physiques (peau, muqueuse), biochimiques (enzymesus, complément) et cellulaires. Les
cellules de cette réponse sted cellules phagocytaires (maphages, cellules dendritiques)
et somatiques (cellules épithdédig). Ce type de réponse esinstitutif et n‘augmente pas
d'intensité suite a une réinfection. En revanche, lI'immunité spécifique ou acquise augmente
significativement d'intensité lors d'une xpesition a un micro-organisme ; les principaux
effecteurs et médiateurs de cette immusitdt les lymphocytes T (LT) et B (LB). On
distingue la réponse immune humorale de la réponse cellulairamuiité a médiation
humorale est la réaction qui se produit lorsges LB possédant des récepteurs spécifiques
sont stimulés par umntigene étranger et se differemtieen clone de plasmocytes qui
commencent a sécréter des anticorps. Cewsont efficaces contries agents pathogenes
circulant dans le sang et la lymphe. De plus, l'activation sélective des LB dote I'organisme de

cellules mémoires a durée de vie prolongéeimperviennent danga réponse immunitaire
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secondaire. La réaction a méeha cellulaire combat les agents pathogenes déja introduits
dans les cellules soit en désant directement les cellulesactées soit en activant d’autres
cellules de l'organisme par l'intermédiaire dgtokines. Néanmoinda réponse innée et
I'immunité spécifique sonétroitement liées puisqué la réponse spécifique ne se met en
place qu’apres présentation des antigened aupar les cellules de la réponse innéé)ees
cytokines libérées localement lors de lpase innée influencent profondément l'immunité

adaptative.

I-2. ORGANES ET CELLULES DE L'IMMUNITE

Les cellules du systeme immunitasont formées dans lesganes lymphoides centraux, la
moelle osseuse et le thymus. Toutes les lesllde la réponse immitaire proviennent de
cellules souches hématopoiétiques totipotentes pgesddans la moelle osseuse et qui suivent
deux voies de différenciation abimsant a I'établissement de lignée myéloide et de la
lignée lymphoide. Cependant, toutes les cedldematiques sont susceptibles d’'induire une

réponse immune en présentant I'antigene aux LT.

[-2-1. Les cellules somatiques
Toutes les cellules nucléées expriment a $emface des glycoprotéines formant le complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I. Chez 'homme, le CMH est également appelé
HLA (pour human leucocytes antigens). IGMH | peut s’associer avec des peptides
provenant de la dégradation detgines intracellulaires et pe¥ger ces antigenes a la surface
de la cellule et n’est reconnu que par les dyfotoxiques. Par ailleurs, certaines cellules
somatiques, telles que les cellules épithéliatesstinales, peuvent produire des facteurs
antimicrobiens et/ou pro- ou anti-inflammatoiis participent de fagon active a la réponse

immune mucosale.

[-2-2. La lignée myéloide
[-2-2-a. Les polynucléaires
Les polynucléaires (PN) sont syntilsés dans la moelle osseutgpassent dans le sang. Leur
durée de vie est tres courte (24 h) et ilssealivisent pas. Ces cellules possedent un noyau
plurilobé (2 a 5 lobes) et untoplasme granuleux. Cette granidatpermet de les séparer en
trois catégories : Les PN neutrophiles dontdaction principale est la phagocytose, les PN
éosinophiles a la physiologie comparable #decées neutrophiles n® principalement
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impliqués dans la destruction des parasiteesePN basophiles ou mastocytes tissulaires qui

sécretent des médiateurs de I'inflammation.

[-2-2-b. Les mastocytes
Les mastocytes sont présemtans le tissu conjonctif et au niveau des muqueuses. Leur
cytoplasme est formé de granules contéendas médiateurs pro-inflammatoires dont

I’histamine.

[-2-2-c. Les macrophages

Fabriquées dans la moelle osseuse en 2 jesrsellules immatures passent dans le sang sous
forme de monocytes qui peuvent adhérer a whffts tissus. lls se différencient alors en
macrophages, adoptant parfois des caractéregignorphologiques spécifiques du lieu ou ils
se trouvent (cellules de Kupffer dans le fdwestiocytes dans le tisstonjonctif, ...). Leur
durée de vie est de 1 a 3 mois. lls ont dmsctions de phagocytose et de sécrétion de
médiateurs de I'inflammation.

Les macrophages sont également des cellueseptatrices d’antigenes. lls expriment
a leur surface le CMH de classeet le CMH de classe [ICe dernier a la propriété de
s’associer a des peptides provenant de laad@gjon des protéines extellulaires endocytées

et n’est reconnu que par les LT auxiliaires.

[-2-2-d. Les cellules dendritiques
Les cellules dendritiques sont des cellules gmtsrices d’antigerseprofessionnelles. Les
cellules immatures ont la capacité de capturer l'antigene et de phagocyter les agents
pathogenes. Les cellules dendritiques apparéat a trois populations différentes: Les
cellules de Langerhans (peau et épithéliumsgjueux), les cellules ddritiques myéloides
(tissus interstitiels, notamment le derme) et les cellules dendritiques plasmacytoides (organes

lymphoides et sang).

[-2-3. La lignée lymphoide
Les lymphocytes synthétisés dans laeft® osseuse subissent une maturatjoans le
thymus et deviennent des LT @l secondaire dans la moelle osseuse pour former des LB.
Ces cellules vont alors migrer dans les sstymphoides secondaires dont la rate, les
ganglions lymphatiques et les glees de Peyer au niveau intestinal. Dans le sang, ces cellules

représentent 20 a 40% des leucocytes. Chbeuehocyte porte un récepteur lui permettant



Figure 1: Mecanismes de différenciation des lignées de
cellules T

Thi (T-bet)
Cellule T% @ Th2 (GATAS3)
E TGF-E
Q /%v Treg (Foxp3)
Cellule présentant IL-6
'antigéne
(macrophage, cellule Th1l7 (ROR)

dendritique)

Apres activation antigénique par l'intermédiaire des cellules présentant I'antigéne, les LT
vont se différencier selon I'environnement cytokinique en lymphocytes Thl, Th2, Treg ou
Th17. Les facteurs de transcription associés a ces sous-populations lymphocytaires sont
présentés entre parentheses. D’apres McGeachy et Cua, 2007.
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d’identifier un motif chimique appelé épitope. phupart des cellules T posséde un récepteur
appelé TCR (pour T cell receptor) com@ate deux glycoprotéines, les chairiest EParmi

les LT D,Eon distingue deux sous-populations importantes selon la présence de protéines
membranaires spécifiques appelées clugdersifférenciation (CD) : Les LT CD4 ou LT
auxiliaires et les LT CD8 dit ¢gtoxiques ; les CD4 et CD8 fixent respectivement les CMH I

et CMH I. D’autres cellules T minoritgas (5% du total des LT) possedent un TORgui

serait capable de réagir a l&pence d’'une protéine entierensaécessiter la présentation via

les molécules du CMH.

[-2-3-a. Les cellules T auxiliairesD E
La stimulation antigénique de cellules T CD#aives induit leur différenciation et
multiplication. Ces LT reconnaissent les antigenes présentés par le CMH Il. Selon le type
d’activation, ces derniers vont se différencéer différents sous-typde cellules effectrices
appelées T helper (Th) 1, Th2, Thl7, T régelirs (Treg), Th3 ou Trl. Ces groupes sont
caractérisés par des productions de cyteketales fonctions slinctes (Fig. 1).

¥ Les cellules Thl et Th2
En 1978, Tada et coll. ont démontré que lds auxiliaires peuvenétre réparti en deux
catégories ; des cellules de typgui ne se fixent pas a des colonnes de nylon et des cellules
de type 2 qui se lient au nylon (Tada Tcetl., 1978). Ces mémes auteurs ont décrit que
seules les cellules de type 2 facilitent |paiése des LB (Tada T et coll., 1978). Il a donc été
proposé que ces lignéds cellules soient dénommées ThI'kR. Huit ans plus tard, il a été
décrit que les LT Thl et Th2 produisent difféies cytokines (Mosmann TR et coll., 2005).
Puis de nombreuses études ont eu pour butodeprendre les diffénees entre les deux
lignées et leurs implications respectivesniglda réponse immune dans certains troubles
pathophysiologiques.

Une des caractéristiques principales delllesl Thl est la synthese d’interférai(H-N-

J. Néanmoins, cette cytokine meut pas a elle seule expligua différenciation de cette
lignée lymphocytaire. En revanche, I'interleukine (IL)-12 produite par les macrophages et les
cellules dendritiques est le faar principal pour le développemt des Thl (Trinchieri G et
coll., 1995). L’IL-12 induit, dans le LT, I'expssion du facteur de tracription T-bet (pour
T-box transcription factonyia une signalisation dépendanteQIEAT (pour signal transducers

and activators of transcription){&zabo SJ et coll., 2000). Ainfa, transformation de cellules
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T immatures ou Th2 par le génedant pout T-bet a I'aide détrovirus indit la production
d’'IFN- J(Szabo SJ et coll., 2000). ®souris déficientes pour facteur T-bet développent
une pathologie respiratoire due a une augntientale LT Th2, identique a I'asthme (Finotto
S et coll., 2002). C’est le factede transcription T-bet qui paet ensuite la synthése des
autres cytokines de type 1, I'lL-2, I'lL-12 ou le TNB{pour tumor necrosis facto}. Ces
cytokines ont des fonctions peatrices contre les infectiomaicrobiennes. Néanmoins, le
développement de certaines pathologies inflatoires, telle que I'artlite rhumatoide ou la
maladie de Crohn, se développettu sont entretenuesrpane augmentation des LT Thl
sur les sites des inflammatiofowrie F and Coffman RL, 1993).

Les lymphocytes Th2 produisent les cytws IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 et ne
produisent pas d’'IFNJ L’analyse de la séquence promotrice du géne codant pour I'lL-5 chez
I'hnomme a permis d’identifier ungéquence consensus pour ledactde transcription Gata-3
(Siegel MD et coll., 199). Plus tard, ce facteur a été ititéd comme nécessaire et suffisant
au développement des LT Th2 et dont la soression dans des cellules Thl permet la
synthese de cytokines de typ€Zheng W and Flavell RA, 199®ar ailleurs, Gata-3 permet
non seulement le développement de la ligné2 mais inhibe la diffeenciation des cellules
Thl en réprimant I'expression du gene audaour I'lL-12 (Ouyang W et coll., 1998). Les
cytokines de type 2 sont particulieremesfficaces pour permettre la lutte contre les
helminthes en permettant le recrutement eléigranulation des éosinalgs autour des tissus
infectés par les parasites (Shinkai K et coll.,20@ar ailleurs, les cellules Th2 permettent le
développement de la réponse humorale. Cepenilantété démontré quéL-4 et I'lL-13
sont les principaux agents pemsables des réactioallergiques dont I'abme en favorisant
respectivement la productionitimunoglobulines (Ig) E par les L& la sécrétion de mucus
(Corry DB and Kheradmand F, 1999).

¥ La lignée Th17
Suite a la découverte que dgsobeptides bactériens induisent la production d’IL-17 par des
LT non Thl (Infante-Duarte C ebll., 2000), les travaux d’Aggarwal et coll. ont démontré
gue la stimulation de celldespléniques par I'H23 pouvait conduire @ane nouvelle voie
d’activation des LT appelée Th1Aggarwal S et coll., 2003). Gecellules ne produisent pas
d’'IFN- Jni d’IL-4. Par la suite, ila été montré que des cellsl@ naives murines ne se
différencient pas en cellules Th17 apres stitmhapar I'lL-23 ; en r@anche, I'activation par

le TGF-E(pour tumor growth factoB en présence d’IL-6 a persila production d’IL-17 par
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ces cellules (Bettelli E ell., 2006), I'lL-23 assurant la prodifation et la survie a long terme
de cette lignée. Récemment, il a été démdogtie la lignée Th17 exprime les isoforniest J
du régulateur transcriptionnel ROR (pour metc acid receptor-related orphan receptor ;
Yang XO et coll., 2008). Ce facteur est pareaits induit aprés stimulation des LT par les
cytokines TGFE+ IL-6 (Yang XO et coll., 2008). Enfirges cellules T de souris invalidées
pour les genes ROBet RORJne se différencient pas en Mh17 et ne produisent plus d’IL-
17 (Yang XO et coll., 2008).

L'implication de lI'axe IL-23/IL-17 dans k pathologies inflammatoires a été surtout
étudiée dans des modeéles d’encéphalomyélite-iaumune expérimentale (Cua DJ et coll.,
2003) et d'arthrite (Murphy CA et coll., 2003). ®souris déficientes pour I'lL-23 ont montré
des symptbmes inflammatoires moins marqués que les souris sauvages et, de facon
concomitante, une diminution de la production des cytokines pro-imi¢daires IL-17, IL-6
et TNF-D En effet, le réle pro-inflammatoire de la lignée Th17 s’explique principalement par
les effets pléiotropes de I'lL-17. Cette takine stimule les diiles endothéliales et
épithéliales et les macrophagesur produire de nombreux médiateurs pro-inflammatoires

(cytokines, chemokines, protéases) et favorise I'angiogenése.

¥ Les cellules Treg
En 1995, Sakaguchi et cotbnt démontré I'implication des L&xprimant la chaine alpha du
récepteur de I'lL-2, également appelé CD2fns la régulation de ces inflammations :
I'injection dans des souris athymiques de LT GDB25 a induit le développement d’une
gastrite ; cette derniére aéésupprimée lorsque les soudat recu des cellules CD2%n
méme temps (Sakaguchi S eoll., 1995). De facon simila l'injection de cellules
spléniques CDZ5dans des souris nouveau-nées sans thymus a permis la réduction des
processus inflammatoires. Ainsine nouvelle population de LT CB@D25 suppresseur a
été mise en évidence et a été appelée Treg. Plus tard, il a été établi que les cellules Treg
expriment le facteur de tracription Foxp3 (pour forkheablox P3 ; Hori S et coll., 2003).
Chez la souris, la mutation du géfosp3 aboutit au phénotype ‘sdy’, caractérisé par des
dérégulations immunitaires variées (Khattri R et coll., 2003) ; paguesl] ces souris ne
possedent pas de lymphocytes Treg (Kh#&tet coll., 2003). Chethomme, le syndrome
auto-immunitaire IPEX (pour Immune dygréation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-

linked syndrome) est également associé a des mutationodpB¢Wildin RS et coll., 2001).
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Le facteur de transcrigth Foxp3 est nécessaire non sewnt a la conversion des
cellules CDACD25 en lymphocytes Treg (Fontenot &Dcoll., 2003), mais également a leur
développement (Fontenot JDaatl., 2003; Hori S et coll., 200¥hattri R et coll., 2003). Le
passage de cellules CIBD25 au phénotype COED25" via Foxp3 est induit par le TGE-
(Chen W et coll.,, 2003) en présence d’ILddorwitz DA et coll, 2008). En condition
normale, les cellules CD2%onstituent 5-10% des cellules T CDde la rate, du thymus et
des nodules lymphoides (Sakaguchi S et colB5L9Ces lymphocytes &g ne répondent pas
a la stimulation via le TCR, ne produisens e cytokines IL-2, It4, IL-5, IL-13 et IFN- Jet
inhibent la prolifération deautres cellules T (Chen W etlcp2003). De plus, Foxp3 inhibe
I'activité de deux facteurs de transcription née@® a l'activité des cellules T (Bettelli E et
coll., 2005), NFMB (pour nuclear factor-kappa B) et NFAT (pour nucleatdr of activated
T cells). Il a par aillets été décrit que les dalles Treg produiseimmunomodulateur IL-10
(Rubtsov YP et coll., 2008).

Des modeles animaux ou des investigatictisiques semblent démontrer que LT
CD4'CD25Foxp3 sont protecteurs dans de nombesupathologies inflammatoires et/ou
auto-immunes telle que le diabete de type 1 (Green EA et 2002), I'arthrite rhumatoide
(Morgan ME et coll., 2003), la gastrite auto-imne (DiPaolo RJ et dg 2007), 'allergie ou
I'asthme (Larche M, 2007).

¥ Les cellules Trl et Th3
D’autres LT sont également responsablegépilations immunologiques. Les cellules Trl
produisent de I'lL-10 et du TGF-aprés une stimulation antiggoe ; elles suppriment les
réponses naives ou mémoire des Thl et des Tp@ueent inhiber les colites expérimentales
(Groux H et coll., 1997).
Les cellules Th3 sont des clones Cptoducteurs de TGF; et a un moindre degré
d’'IL-4 et d'IL-10. Ces cellules seraient impliquées dans les mécanismes de tolérance

antigénique par voie orale ernvéaisant la synthese d’lgA.

[-2-3-b. Les cellules T cytotoxiques
La réponse cellulaire T CD8 se met en placeir éliminer des cellas infectées par des
agents pathogénes intracellulaires, notamment les virus ; les LT i@D@truisent donc pas
directement les agents pathogenes. Par ailleessgellules ont un effet lytique sur les cellules

tumorales. Aprés activation par une cellule présentatrice d'antigene et en présence de
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cytokines (IFN-J TNF-D), les LT CD8 cytotoxiques reconnaisseet tuent des cellules
infectées par trois mécanismes différents :

i) Le plus rapide (quelques minutes) et le mtfcace met en jeu des protéines secrétées par
le lymphocyte T cytotoxique : ’agit de la perforine et degranzymes. La perforine va
s’insérer dans la membrane de la cellule o#blg créer des pores. La formation de ces pores
n'est pas suffisante pour tuerdile mais va plutét permettt@ntrée des granzymes dans la
cellule. Les granzymes sont des protéasesvqgot cliver de nombreux substrats dans la
cellule cible et conduira la mort de celle-ci.

i) Un second mécanisme met en jeu la @ire FasL membranaire ou secrétée par le
lymphocyte T qui va se fixer sur un récepteur Fag sur la cible. La liaison de FasL/Fas va
déclencher un programme intracellulaire conduisata cible conduisant a son suicide. Ce
mode de lyse est plus lent (plusieurs heueeguantitativement et souvent moins efficace que
la lyse perforine/granzyme.

iii) Enfin, le TNF-Dsecrété par le lymphocyte T va pouvoir se fixer sur son récepteur et
conduire aux mémes types de conséquencesligteraction FasL/Fas et a la mort par

apoptose.

[-2-3-c. Les cellules NK
Les lymphocytes NK (pour natural killer) sotés lymphocytes non-T et non-B caractérisés
chez I'humain par le marqueur CD56. lls soapables de lyser des cellules étrangéres a
l'organisme de maniére indépendante de ¢jant et sans activation préalable. Par leur
fonction de lyse, on peutdeapprocher des cellules CD8nais la reconnaissance de la cible
des NK est tres difféerente de celle des LT.dfet, les LT reconnaissent et ne s'attaquent
gu'aux cellules portant un pemidgarticulier présenté par le CMH, les cellules NK sont
spontanément lytiques envers toutes les cellules. Cependant, de nhombreux mécanismes de
régulation empéchent les NK de s'attaquer aux cellules saines.

Les signaux d'activation des cellules NK seariés, et comportent notamment des
protéines produites par des cellules stresséesilRaurs, les cellules NK expriment le CD16
qui est un récepteur de la région Fc deslUgrsque les cellules infectées ou tumorales
exposent a leur surface des antigenes, les Ac wieéshefixer et exposent leur région Fc. Les
cellules NK reconnaissent ces sites et lysamdi les cellules.

La lyse des cellules cibles se fait principaletrgar les voies perforine/granzyme et Fas.
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[-2-3-d. Les LB
Les LB sont produits, maturés et difféerencieasdla moelle osseuse chez 'lhomme. Les LB
sont des médiateurs de la réponse immune humorale qui exprimensarfaae le récepteur
BCR (pour B cell receptor). Ce dernier estmposé de l'assaion d'un récepteur
antigénique appelé @corps (Ac) ou Ig avec un hétérodiméredig Eégalement nommeé
CD79A/CD79B.

Linitiation de leur activation peus’effectuer de deux maniérep fixation directe des
antigenes sur les Ig de surface iguliaison avec I'antigéne présenté par les LT. Les LB
activés se multiplient par expansion clonale geiglifférencient en plasmocytes qui sécretent
des Ig spécifiques. Lepg d’'lg produites (isotype G, A, MD, E) est fonction de I'antigéne et
de I'environnement cytokinique déterminé par les LT.

L’antigéne fixé par les LB peut étre égalemigrternalisé et dégradé puis présenté a la
surface du LB associé a des molécules du GMHtlasse Il. Le complexe CMH Il/antigéne
va alors étre reconnu par les LT afin de favoriagsroduction de cytokine de type 2 et donc
favoriser la différenciation et arolifération des plasmocytes.

D’autre part, une partie des LB maturégdg&erencie en LB mémoire qui ont pour role
de mémoriser les propriétés de l'antigdes ayant activés, afin de créer une réponse
immunitaire plus rapide, plus longue, pluseimse et plus spécifigue en cas d’'une seconde
infection par ce méme antigéne. De plus, ld8nt une durée de vie beaucoup plus longue
gue les plasmocytes. C’est sur le principe de cette mémoire immunitaire que les vaccins sont

réalisés.

I-2-4. Le systéme immunitaire intestinal
Appelée également tissu épithélial humide, onegueuse est une merabe qui tapisse les
cavités ouvertes vers le milieu extérielitlles recouvrent les voies oropharingiennes,
digestives, respiratoires afrogénitales. Les cellules épithéliales des muqueuses trés
étroitement juxtaposées constituent une barriére physique imperméable a la plupart des agents
infectieux. En surface de certasxmuqueuses, un film de muarsmé par les battements de
cils vibratiles permet de fixer, d’enrobguis d’évacuer vers l'd&rieur la plupart des
particules. Enfin, les muquees sont protégées par différents acteurs de la réponse
immunitaire innée et spécifique.

La muqueuse intestinale héberge 80% dedpulation des leucocytes du corps. Le
maintien de l'intégrité de lintestin et de santtion digestive dépend @artie de la capacité

du systeme immunitaire mucosale a faire latidction entre les antigenes offensifs et
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Figure 2: Le systeme immunitaire intestinal
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inoffensifs afin de produire uneponse appropri€éeune immunité activeour lutter contre
les pathogenes et la tolérance du microbiotetinBou de substances nutritives inoffensives
mais potentiellement antigéniques (Helgeland L et coll., 1996).

Le systeme lymphoide intestinal est représentéda Fig. 2. Leplaques de Peyer sont
des structures lymphatiques formégs d'un épithélium intestad particulier composé
d’entérocytes et de cellules M) d'un déome regroupant desasrophages et de cellules
dendritiques présentant les antigeniés,un ou plusieurs folliculesymphoides constitués de
LB (centre germinatif), eiv) de LT formant une couronne entourant ce centre germinatif
(Kerneis S et coll., 1996). Les cellules M deaqgples de Peyer différent essentiellement des
entérocytes adjacents par I'absence d'une bordure en brosse organisée. Elles ont une fonction
importante dans l'acquisition de l'immunité mucosale, par leur capacité a transporter les
antigenes et les micro-organismes a travetsalaiére épithéliale et & les adresser au niveau
du follicule lymphoide responsable de la meseplace d'une réponse immunitaire locale.

On distingue également des follicules lympules associés a I'épéhum intestinal et
des LT CD8 et LT a TCR /situés entre les entérocytes. Enfin, des plaques cryptiques (petit
amas de lymphocytes T), des LT auxiliaires isolés et des cellulestipred sont retrouvés

dans ldamina propria

I-3. MOLECULES EFFECTRICES DE LA REPONSE IMMUNE

[-3-1. Les chimiokines
Les chimiokines constituent une famille de tidgs solubles de 6-15 kDa, composées de 70 a
80 acides aminés, possédant des propriétés chimiotactiques sur les cellules immunes. La
sécrétion de ces chimiokines peut étre indldgte de la réponse immune afin de favoriser
l'arrivée de cellules du systéme immunitame niveau d'un siténfectieux. D'autres
chimiokines sont impliquées dans le contrdle la migration de cellules au cours des
processus de maintenance tissulaire ou au cours du développement. On connait a I'heure
actuelle plus de 40 chimiokines humaines é&ld#htes présentant une identité de séquence
nucléotidique de 20 a 90%.

Les chimiokines sont classées en quatre familles en fonction de I'espacement entre deux
de leurs cystéines en position N-terminale : La famille CXC ou alpha, dont les membres
posseédent un acide aminé entre les deux prem@ystéines. La famille CC ou béta, dont les
membres possedent deux premiéres cystéadgscentes. La famille CX3C ou delta, dont

l'unique membre, la fractalkine, possede trois acides aminés entre les deux premiéres
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Tableau 1: Les chimiokines

Nom systématique Ligand humain Récepteur Cellules cibles

CCL1 1-309 CCR8 monocytes

CCL2 MCP-1 CCR2 monocytes

CCL3 MIP-1D CCR1/5 neutrophiles

CCL3L1 LD78 E CCRL1/5 neutrophiles

CCL4 MIP-1 E CCR5 neutrophiles

CCL5 RANTES CCR1/3/5 lymphocytes T/monocytes
CCL6 Inconnu CCR1/2/3 Inconnu

CCL7 MCP-3 CCR1/2/3 monocytes

CCL8 MCP-2 CCR2/3/5 monocytes

CCL9/CCL10 Inconnu CCR1 monocytes/éosinophiles
CCL11 Eotaxine CCR3 éosinophiles

CCL12 MCP-5 CCR2 monocytes/éosinophiles
CCL13 MCP-4 CCR1/2/3 lymphocytes T/monocytes
CCL14 HCC-1 CCR1 monocytes/éosinophiles
CCL15 HCC-2/MIP-1 G CCR1/3 lymphocytes T/monocytes
CCL16 HCC-4/LCC-1 CCR1/2 monocytes

CCL17 TARC CCR4 lymphocytes T

CCL18 DC-CK1/PARC Inconnu lymphocytes T

CCL19 MIP-3 EELC CCR7 lymphocytes T et B
CCL20 MIP-3 DLARC CCR6 cellules dendritiques
CCL21 6Ckine/SLC CCR7 lymphocytes T

CCL22 MDC CCR4 granulocytes

CCL23 MPIF-1/CKb8 CCR1 lymphocytes T/monocytes
CCL24 MPIF-2/Eotaxine-2 | CCR3 éosinophiles/basophiles
CCL25 TECK CCR9 macrophages/cellules dendritiques
CCL26 Eotaxine-3 CCR3 éosinophiles/basophiles
CCL27 CTACK/ESkine CCR2/3/10 lymphocytes T CD4*
CCL28 MCEC CCR3/10 lymphocytes/éosinophiles
CXCL1 GROD CXCR2/1 neutrophiles

CXCL2 GROE CXCR2 neutrophiles

CXCL3 GROJ CXCR2 neutrophiles

CXCL4 PF-4 Inconnu neutrophiles/monocytes
CXCL5 ENA-78 CXCR2 neutrophiles

CXCL6 GCP-2 CXCR1/2 neutrophiles

CXCL7 NAP-2 CXCR2 neutrophiles

CXCL8 IL-8 CXCR1/2 neutrophiles

CXCL9 Mig CXCR3 lymphocytes T

CXCL10 IP-10 CXCR3 lymphocytes T activés
CXCL11 I-TAC CXCR3 lymphocytes T activés
CXCL12 SDF-1DE CXCR4 monocytes/cellules CD34+*
CXCL13 BCA-1 CXCR5 lymphocytes B

CXCL14 BRAK inconnu inconnu

CXCL15 Inconnu inconnu inconnu

CXCL16 SR-PSOX CXCR6 lymphocytes T/cellules NK
XCL1 Lymphotactine- D XCR1 lymphocytes

XCL2 Lymphotactine- E XCR1 lymphocytes

CX3CL1 Fractalkine CXCR1 lymphocytes T/monocytes/cellules

dendritiques
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cystéines. Les lymphotactineBet Ecomposent la famille XC ou gamma et ne possedent
gu'une seule cystéine.

Les chimiokines exercent leur activité en interagissant avec des récepteurs de
chimiokines, appartenant a la superfamills decepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G. Les récepteurs dmiokines sont dénommeés d’apres la classe de
chimiokines a laquelle ils se lient (TableAl La nomenclature communément acceptée
compte donc quatre familles de récepteursiieniokines : CCR, CXCR, CX3CR et XCR
(cette écriture constitue une exception a laectature afin de différeier les récepteurs de
chimiokines des récepteurs du complément dénommés CR). On compte actuellement six
récepteurs de la famille CXC (CXCR1 a CXCR6), onze récepteurs pour les chimiokines CC
(CCR1 a CCR11), un récepteur pour la lymphotactfiCR1) et le réceptewte la fractalkine
(CX3CRL1). Chez 'homme, la plupart des récepgeconnus peuvent interagir avec plusieurs
chimiokines d’'un méme groupe, et réciproquemamt chimiokine peuse lier a plusieurs

récepteurs.

[-3-2. Les cytokines
Les cytokines sont des glycopgates régulatrices qui induisent, contrélent ou inhibent la
réponse immunitaire. Leur taille est généralenefidrieure a 30 kDa. Elles sont synthétisées
par toutes les cellules somatiguenyéloides et lymphoides. remode d’action est autocrine
(action sur les cellules sécréts), paracrine (action sur lesllules proches) ou endocrine
(action a distance des cellules productrices).dygskines agissent rarent seules, mais de
maniére conjointe avec d'autres cytokines, dréemnréseau de commuaition cellulaire. Ce
dernier s’établit car les cytokines ont les propriétés suivantes :

-Pléiotropie : capacité miduire différents effetbiologiques ou d’activedifférentes cellules.
-Redondance : différentes cytokirm# le méme effet biologique.

-Synergie : les effets combinés de deux cytoksuer supérieurs a 2 fois leurs effets séparés.
-Antagonisme : capacité a inhiber un effetlogique induit par une autre cytokine.

-Induction de cascades : une chainea®munication cellaire s’établit.

Le Tableau 2 dresse une liste non-extimesdes cytokines les plus fréequemment
rencontrées et étudiées. Néanmoins, la Istenplete des cytokines est disponible sur
http://www.copewithcytokines.de/.

Les cytokines déclenchent des voies de digpizon cellulaires en se fixant a des
récepteurs des cellules cibles avec une forte affinité (dfeal00™* M). La plupart de ces

récepteurs sont associés a des kinases ries JAAK) qui vont assurer la transduction du
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Tableau 2: Les cytokines

Cytokine/Récepteur Cellules sécrétrices ctivités biologiques
IL-1 ECD121 *Monocytes, macrophages *Stimulation des Thl
sLymphocytes B et T Prolifération des LB et synthése d’ Ig
*Cellules épithéliales et Attraction des neutrophiles
endothéliales «Active les macrophages et les cellules
épithéliales
IL-2/IL-2R D E *Cellules Thl Prolifération des LT activés
«Induit la différenciation des cellules Treg
IL-4/CD124 *Cellules Th2 *Prolifération et différenciation des LB
eInhibition de I'activation des macrophages
IL-5/CD125 oL T *Croissance et différenciation des
éosinophiles
*Favorise le développement des LT
cytotoxiques
IL-6/CD126 *Monocytes, macrophages *Médiateur pro-inflammatoire
*Cellules endothéliales, eDifférenciation des LB
épithéliales et fibroblastes «Différenciation de la lignée Th17
IL-9/IL-9R eLymphocytes T CD4+ eFavorise la production d’lg

*Régule I'activation des mastocytes

IL-10/CDw210

sLymphocytes T CD8*
*Cellules Th2
*Monocytes, macrophages

Inhibe la synthése de cytokines et la
prolifération des LT

*Prolifération des mastocytes

IL-12 (p40-p35)
/CD212

*Monocytes, macrophages
*Cellules dendritiques

*Prolifération des LT et des cellules
mononucléées

eActivation des cellules NK et des Thl

IL-17/CDw217

eLymphocytes T CD4*

*Favorise I'inflammation
*Médiateur de I'angiogenése

IL-23 (p19-p40)

*Cellules dendritiques

eInduit la synthese d'IFN- Jpar les LT

/IL-23R Médiateur pro-inflammatoire
IFN- DIFN- D B *Monocytes, macrophages *Molécule anti-virale et anti-tumorale
IFN- JIFN- R *Cellules T, B et NK eInduit I'expression de I'lL-2R dans les LT
eInhibe la prolifération des LB
*Active les cellules somatiques et myéloides
TNF- BCD120 *Monocytes, macrophages *Activation des macrophages et des LT

TGF- Ebétaglycane

*Macrophages
sLymphocytes
«Cellules épithéliales et
endothéliales

eInhibe la croissance des cellules somatiques
et la prolifération des LT

sImmunosuppressseur

Participe a la différenciation des Treg et des
Thi7.
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signal (Fig. 3). En fixant leuligand, les réceptesirvont former des dimeres et deux sous
unités de JAK vont étre mises en contact plosphorylations croiséees deux protéines
vont permettre la création d'uiites de fixation pour les facteude transcription STAT. Les
protéines STAT vont étre phosphorylées a leur,tse dimériser et pénétrer dans le noyau
pour activer la transcription dgnes. A titre d’exemple, I'lFNJest biologiguement actif sous
forme de dimeéres et, est reconnu par deux récepteets E respectivement associés aux
protéines JAK1 et JAK2 ; ces dernieres vogtruter et phosphorylates protéines STAT1

sur la tyrosine en position 701 (Quelle FW et coll., 1995). Les facteurs STAT1 vont alors
former des dimeres avant de passer dansojaw et d’activer la &mscription de génes

inductibles.

I-3-3. Les Ig
Les Ac ou Ig sont des glycogéines produites par les L&nstituées de quatre chaines
polypeptidiques : deux chaines lourdes et deuxnelsdegeres qui sontliges entre elles par
des ponts disulfures. Chaque chaine |égétecasstituée d'une région variable et d’'une
région constante (Carlisle MS et coll,, 1991). Les chaines lourdes, quant a elles, sont
composées d’une région varialdé de 3 ou 4 régions constantes. La fixation a I'antigene
s’effectue sur le site formé par I&gions variables des deux chaines.

Selon la séquence en acides aminés de la région constante des chaines lourdes et la
fonction immunitaire, on digtgue plusieurs classes d’Ac :
- Les 1gG sont les plus abondant&dles représentent 75 a 80 % desicorpstotaux. Elles
protégent I'organisme contre leactérieslesvirus, et les toxines qui ciudent dans le sang et
la lymphe La région constante des IgG permet de fixer le complément, de lier 'Ac aux
cellules phagocytaires, et de traverser I'épithélium.
- Les IgA sont sécrétées principalement au niveau des muqueuses (salive, suc intestinal,
sueur) et leur production dansdang est réduite. Elles se métent sous forme dimérique.
Leur role est d'empécher les agepashogénesle se lier a la cellule et plus spécifiguement
aux cellules de recouvrent constituant lesiuqueusest I'épiderme
- Les IgM, IgD et IgE sont faiblement synttsétes. Les IgM sont sécrétées lors du premier
contact de l'organisme avec un antigene et se présentent sous forme de pentamere. C'est la
premiere classe d'lg libérée par les plasmocytegrésence d'IlgM dans le sang indique une
infection en cours. Les IgD sol# plus souvent attachées aslaface des LB ou elles jouent
un r6le de récepteursdes antigénes. Elles interviendraient dans la maturation des

lymphocytes. Les IgE sont plus volumineuses lgsdgG. Elles sont sécrétées au niveau des
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Figure 3: La voie de signalisation JAK/STAT
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Les récepteurs de 'lFN- Jse dimérisent aprés fixation du ligand. Les cascades de
phosphorylations JAK-dépendantes induisent I'activation de STAT, qui passe dans le noyau sous
forme de dimére pour induire la transcription.
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muqueuses, des voies digestives et des voiesatspes. Dés la capture d'un antigene, I'lgE
active des mastocytes qui liberent des médiateflammatoires (histamine et sérotonine)

entrainant des réactions allergiques.

[-3-4. Le complément
Le systeme du complément est un ensembleaéipes circulantes, ipcipalement sécrétées
par le foie. Leur réle est de complémenter I'action des Ig. Le systéme du complément posséde
plusieurs fonctions importantes dont la principaleladyse d’agents pathogenes. Il existe
trois voies biochimiques qui acémt le systeme du complément : la voie classique, la voie
alterne et la voie des lectines.

La voie classique est activée par le complaxigene-anticorps. Seules les IgG1, 1gG2,
IgG3 et IgM sont capables d’entrainer la @ale biochimique d’activation. Le complexe C1
(formé de Clqg, Cir, Cl1ls) du complément weeffila chaine lourde des Ig ayant fixées
I'antigéne. La voie alterne et la voie des leesirsont directement et respectivement activées
par les bactéries et par des dési mannose des micro-organismes.

Toutes ces voies aboutissent a la formatiamé’C3 convertase, point de départ de la
voie effectrice dite tardive. Cette derniemnduit & la formation d’'un complexe lytique qui
s’insére dans les membranes des bactériesreefon canal par lequel I'eau péneétre et détruit
les bactéries.

Le systéme du complément assure égafgni’activation du systeme immunitaire
notamment par les petits fragmemro-inflammatoires. Ces derrsesont obtenus lors de la
cascade biochimique aboutissant a I'activatdu complément, I'opsonisation de certains
agents pathogénes permettant leur phagoeysbsle métabolisme des complexes immuns

circulant grace aux récepteurs des fragments du complément.

I-4. LA REPONSE IMMUNE INNEE INTESTINALE

La réponse non-spécifique mucosale intestindle@mposée de plusieurs lignes de défense.
Les mécanismes de défense innés fontervenir des composantes physiques,

microbiologiques et cellulaires.

I-4-1. Le microbiote intestinal
Le microbiote intestinal comprend environ*4®actéries réparties giius de 1000 espéces
différentes dont la plupart sont des bactégeGram positif et vivent en anaérobiose. Les
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especes bactériennes dominantes appartiennent au dauoeeroides, Clostridium
Eubacterium Ruminococcust Clostridium(Zoetendal EG et coll., 2006).

Le microbiote intestinal joue un réle impartadans les fonctionsle l'intestin, en
exercant différentes actions protectrices, strabdsr et métaboliques. Il permet de protéger
I'n6te contre les infections en empéchant léoeization du tube digdif par les bactéries
pathogenes. Cet effet barriere s’exerce a plusieurs niveiqudne compétition pour les
nutriments,ii) une occupation des sites de colonisation situés sur I'épithélium intestinal
notamment par les bactéries lactiques qui adhérent, méme mortes, aux cellules intestinales,
empéchant ainsi la fixation de bactérfhogenes (Chauviere G et coll., 1992) étai
induisant la production de r&zules antimicrobiennes (lysozyme, la phospholipasetAes
défensines) par les cellules épithéliglesvin-Le Moal V and Servin AL, 2006).

Enfin, le microbiote intestinal permet Imaintien de I'hnoméostasie de la réponse
inflammatoire. Les cellules épithéliales saunstamment exposées aux microorganismes
commensaux. De facon assez sumprde, la quantité de badt&s présentes ne provoque pas
d’'inflammation de la muqueuse intestinalecamditions physiologiques. Il semble donc que
la réponse immunitaire innée seéverement régulée pour évitme inflammation chronique.
L’ensemble des mécanismes de régulation impliqués n’a pas encore été identifié, mais le réle
de certaines voies de signalisation a été démontré. A titre d'exemple, les bactéries
commensales peuvent inhiber la lyse protéosomale & empéchant la translocation de
NF-NB et avoir ainsi un role anti-inflammateinNeish AS et coll., 2000). Par ailleurs, B.
thetaiotaomicroninhibe la production d’IL-8 induite paE. coli O157:H7 ainsi que le
recrutement des leucocytes @arenteritidis. En fait, B. thetaiotaomicréewvorise I'export de

NF- NB en association avec le facteur anti inffaatoire ‘peroxisome proliferator-activated

receptor-"hors du noyau (Kelly D et coll., 2004).

[-4-2. Le mucus
L'épaisseur et la composition de la couchardeus qui tapisse la surface microvillositaire
contribuent a la défense de la muqueuse cdi@dhésion et la pénétration des toxines et
bactéries. La production de mucus par les tEdlgaliciformes peut augmenter sous l'action
de l'histamine produite par les mastocytes des lymphokines produites par les LT
sensibilisés au cours de l'infection intesindla couche de mucusprésente une barriere
physicochimique contre la diffusn des micro-organismes. Sa gske en radicaux sialates et

sulfates électronégatifs constitue une barriere anionique contre la pénétration des germes. Par
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Figure 4: Structure schématique des TLR et des Nod
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ailleurs, le mucus semble contenir des faarg carbohydrates présentades analogies de
structure avec les glycoprotéines spécifiques de la surface microvillositaire sur lesquelles se
lient certaines bactéries comraecoli (Kerneis S et db, 1994); ainsi, les micro-organismes

vont fixer ces structures du us et vont moins adhérer aslarface des entérocytes.

I-4-3. La phagocytose
La phagocytose est un processus de reconnaissance, de captation et de digestion des particules
étrangeres par des cellules spécialisées, lagophites. Les phagocytes sont composés a 70%
des granulocytes neutrophiles, 5% des myptescet 1,5% des gnalocytes €osinophiles.

La phagocytose comprend trois grandes étappde chimiotactisme qui permet le
déplacement du phagocyte vers la bactérieega une attraction chimique exercée par de
nombreux facteursj) 'adhésion de la membrane du phagocyte a celle de la bactérie ; ce
processus est favorisé par la présenceatabreux pseudopodes mobiles a la surface des
phagocytes, €ifi) I'endocytose, étape durant laqueliee expansion cytoplasmique englobe
progressivement la bactérie ga trouve finalement incluser®aune vacuole, le phagosome.

Trois évolutions sont possiblesoit la bactérie est digi&s par des lysosomes contenus
dans le phagocyte, soit la bactérie reststatu quo sans se multiplier dans le phagocyte, soit
la bactérie résiste a la phagocytose, se nligltgd détruit le phagocyte. C’est notamment le
cas de nombreuses bactéries entéroinvasives telleShjgella, Yersinia, Salmonellau
Listeria (Sansonetti PJ et coll., 188Lindgren SW et coll., 199@irmingham CL et coll.,
2008).

I-4-4. Activation et réponse des cellules
I-4-4-a. Les récepteurs cellulaires
L'adhésion bactérienne et/ouflaation des produits de sécrmeni bactériens sur les récepteurs
des entérocytes et des cellules myéloides est capitale pour linitiation de la réponse
immunitaire. Par ailleurs, l'activation dees récepteurs va permettre l'induction d’une

réponse innée qui va se traduire paylathese d’effecteurs antimicrobiens.

¥, Récepteurs extracellulaires
Certains récepteurs de surface sont communs aux entérocytes et aux cellules myéloides. Ce
sont principalement les récepteurs TLR (poul-like receptor; Fig. 4). La plupart des
especes de mammiféres ont entre dix et quiyyzes de TLR. Treize TLR ont été identifiés
chez 'homme et la souris. Les TLR apparaissent sous la forme d’homodimeres sauf TLR2 qui
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Figure 5: Motifs du peptidoglycane reconnus par Nodl et
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présente la particularité de s’associehétérodimere avec TLR1 ou TLR6. Les agonistes des
différents TLR sont les suivants (Travassos étoll., 2004; Yamanio M et coll., 2004) :
TLR1 : co-récepteur de TLR2 pour les triacy[BLR2 : acide lipotéchoique de différentes
bactéries selon son association avec Tldr16 ; TLR3 : ARN doublérin viral ; TLR4 :
lipopolysaccharide (LPS) ; TLR5 afjelline ; TLR6 : co-récepteur de TLR2 pour les diacyls ;
TLR7 et TLR8: ARN simple brin et métules anti-virales de la famille des
imidazoquinolines ; TLR9 : séquences oligdéotidiques CpG non méthylées ; TLR10-13:
ligands inconnus.

Il faut cependant noter que les entérosyi&xpriment peu ou pas les récepteurs TLR2
et TLR4 a leur surface, expliquagn partie la tolérance visvis des bactéries commensales a
Gram négatif. Néanmoins, leveiau d’expression des genexlant pour TLR2 et TLR4 et le
nombre de récepteurs TLR2 et 4 sont augmdotésde maladies inflammatoires chroniques
intestinales (MICI) humainegHausmann M et coll., 200%5zebeni B et coll., 2008); ce
mécanisme serait responsable en partie duti@aide I'inflammation chez les patients. Par
ailleurs, TLR5 est exprimé exclusivement du c6té basolatéral des entérocytes (Gewirtz AT et
coll., 2001); de ce fait, seulesslbactéries pathogenes qui franshi# la barriere épithéliale

peuvent induire une réaction inflammatoire.

¥, Récepteurs intracellulaires
Au début des années 2000, de nouveaux récepteurs intracellulaires ont été caractérisés, les
récepteurs Nod (pour nucleotide-binding oligoimation domain ; Fig. 4). Nod1 (ou CARDA4)
et Nod2 (ou CARD15) sont exprimés respectiveihuzms les cellules épéhales et dans les
macrophages (Girardin SE et coll., 2001; Inohdrat coll., 2001). Néanmoins, I'expression
de Nod2 peut étre induite dales entérocytes en réponse a des cytokines pro-inflammatoires
et une augmentation de la présence de Nod2 ldarcellules épithéliales a été observée lors
de MICI humaines (Rosenstiel P et c¢olR003). Ces récepteurs sont des senseurs
intracellulaires de peptidoglycanes bactésielLa structure minimale du peptidoglycane
reconnue par Nodl est thpeptide N-acétyl-L-glucosamine/méso-diaminopimelate (Fig. 5 ;
Girardin SE et coll., 2003) ; la présence d@eide méso-diaminopimélique est caractéristique
de la plupart des bactéries a Gram négatif et de quelques bactéries a Gram positif du genre
Bacillus et Listeria En revanche, Nod2 reconnait a la feis peptidoglycanes des bactéries a
Gram positif et a Gram négatif ; la strueuétectée est le muramyl-N-acétyl-L-alanine-D-
glucosamine (Fig. 5; Girardin SE et coll., 200@es récepteurs sont donc essentiels pour

détecter la présence de bactéries entéropathogavessivies telles qus. flexneri(Girardin
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Figure 6: Activation de NF- B par les voies TLR et Nod
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SE et coll.,, 2001). Cependarit, a été récemment décrit qua bactérie non invasive
Helicobacter pyloripeut induire une signalisation vidod1 (Viala J et coll., 2004); les
auteurs ont proposé que le pdptilycane péneétre dans la cellhi@e en utilisant le systeme

de sécrétion de type IV. Enfin, des variants de Nod2 ont été associés a la maladie de Crohn,
une MICI humaine dont I'étiologie n'a pancore été établie. Deux mutations, Arg702Trp
and GIly908Arg, ont été respectivent retrouvées chez 11 et 6 % des sujets atteints de
maladie de Crohn contre 4 et 1 % chez des scggtgbles (Hugot JP et coll., 2001). De plus,
I'insertion d’'une cytosine dans I'exon 11 au nucléotide 3020 altérvée respectivement
chez 12 et 2% des patients Crohn et des sujets con{@tgga Y et coll.,, 2001). Ces
senseurs mutés ne peuvent ptapondre a la stimation bactérienne et’activent plus le
facteur de transcription NFBNCette perte de la sreillance par Nod2 pourraif résulter en
I'incapacité des réponseimmunitaires de la muqueusetestinale a contrbler d’autres
infections bactériennes) induire une réponse massive a di@s composés bactériens dont
le LPS, iil) induire une sur-activatiode la réponse immune cdHlire et/ou adaptative, du)
moduler I'apoptose des cellules. L'ensemhle ces phénomeénes participerait ainsi au
développement de MICI.

[-4-4-b. La transduction du signal
Aprés leur activation par les produits d’origifactérienne, les récepteurs cellulaires vont
initier I'activation de voies dsignalisation dans les celluleSette transduction du signal va
aboutir a I'activation de facteurs de transcription qui vont initietrdascription de genes
inductibles de I'immunité. Il existe de tré@mbreuses voies de sajisation qui agissent
indépendamment les unes des autres, enrggne®u en opposition ; elles permettent
I'activation d’un ou plusieurs fagtirs de transcription impligeédans I'expression de genes
codant pour des effecteurs de la réponseéeén A titre d’exemple, nous présenterons
I'activation de NFNB en réponse a une stimulation par TLR4 ou par Nod (Fig. 6).

Le domaine TIR du récepteur TLR4 interagit avec une molécule cytoplasmique
contenant elle-méme un domaine TIR a une extrémité, le facted881yCette molécule
contient a l'autre extrémité amino-terminaledomaine de mort (DDqur death domain) par
I'intermédiaire duquel ellenteragit avec les sérine-thrénai kinases a domaine DD de la
famille IRAK. Cette derniere s’autophosphoryseiite a cette interaction, se libére du
complexe récepteur puis catalyse Jpolyubiquitination du facteur TRAF6. La
polyubiquitination de TRAF6 lui permet d’interagivec la sérine-thréonine kinase TAK1 via

les protéines accessoires TAB. TAKL est phospktagtivé et active a son tour le complexe
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I- NB kinase (IKK composéles trois sous-unité§ et ) en phosphorylant les sous-unitBs
et E(Zandi E et coll., 1997; De#tse M et coll., 1999; Deng L ebtll., 2000; Krappmann D et
coll., 2000). La sous-unité IKE devient alors une kinase active qui phosphorylB, |
I'inhibiteur cytoplasmique de NFB. | B est alors polyubiquiting et dégradé dans le
protéasome. Le facteur de transcription NB-est libéré et peuransloquer dans le noyau
afin d’'induire la transcription des génes.

La kinase TAK1 est également essentielle a I'activation de Bipar Nod. Lorsque le
récepteur Nod fixe son ligand, son domaine CARD se lie au domaine CARD de la kinase
RICK. Cette derniere est algpslyubiquitinylée et fixe TAKlia TAB (Hasegawa M et coll.,
2008). Il en suit, alors, une caseade signalisation identique a cellécrite ci-dessus. Il faut
cependant noter que le complexe IKK se fixe par K$Ur la protéine RICK ; TAK1
phosphoryle IKKE sur ce complexe multi-enzymatique et IKK activé se détache pour

phosphoryler IB (non montré sur la fig. 6).

I-4-4-c. Les effecteursde la réponse innée
Suite a I'activation par les produits des pathogétes cellules épithéliales et/ou les cellules
myéloides vont exprimer des genes inductildedant pour des effecteurs de la réponse
immune innée. Ces effecteurs ont pour but d&tet d’activer d’autres cellules de la réponse
immune au site de l'infection (chimiokines, oiines) ou de détruire directement les agents
infectieux. Il existe de nombuees molécules effectrices rbus ne présentons dans ce

paragraphe que quelques exemples.

¥ Le TNF-D
Le TNF-Dest une des cytokines piflammatoires de la pbnse non-spécifique. Dans
I'intestin, le TNF- Dest associée a de nombreuses patfies$ telles que la maladie de Crohn.
De nombreuses études cliniques utilisant aescorps monoclonaux visant a neutraliser le
TNF- Dsont réalisées date lutte contrda maladie de Crohn (Sandborn WJ and Loftus EV,
2004). Cependant, le TNBpeut jouer un role bénéfique maotment dans le contrdle de
bactéries pathogénes au niveatestinal. Il a été montré que des souris TNFRp55 déficientes
pour le récepteur du TNBsont plus sensibles a l'infection p@itrobacter rodentiumet ont
une réponse Thl diminuée ce qui démontre que le DNéue un rble crucial dans la
multiplication deC. rodentiumau niveau intestinal et dahes développement de la réponse
Thl (Goncalves NS et coll., 2001).

20






Revuedelittérature

¥ Un médiateur lipidique
Sous l'action de la phospholigas2, I'acide gras arachidonigest libéré par dénaturation
des phospholipides des membranes cellulailess prostaglandines sont des dérivés
eicosanoides issus de l'action de la cyolggénase (COX) sur cet acide arachidonique. On
distingue la COX-1, d'expression constitutiveubtquitaire, de la COX-2 dont I'expression
est inductible en réponse a des bactéridhoggnes ou dans des tissus enflammés. Les
prostaglandines favorisent la vasodilatation et inhibent Vatitin des LT Thl (Meyer F et
coll., 2003). D’autre part, il a été montré ddgcobacterium aviunmduisait COX-2 dans des
macrophages murins entrainant la productide metalloprotéinases responsables du
développement de la patbgie (Basu S et coll., 2007).

¥, Facteurs oxydants

Parmi ces effecteurs, les enzymes produisantiéggés réactifs de I'ate et 'oxygéne ont
été bien caractérisées. Les dérivés de I'azimint le monoxyde d’azotéNO), seront décrits
dans le chapitre Il. Les deés de I'oxygene sont prodsi a partir d'un complexe
enzymatique, la NADPH oxydase, associé a la membrane cytoplasmique ou aux phagosomes
et qui produit I'anion rdicalaire superoxide () a partir de I'oxygene ; cet anion posséde un
fort potentiel oxydant qui le rend cytotoxepour de nombreux agents pathogenes mais
egalement pour les cellules productricés superoxide dismutase meétabolise™ @n
peroxyde d’hydrogene @@,) reconnu pour ses effets bactériotoxiques; la superoxide
dismutase permet également de limiter les oxydations induites par Edfin, la
myéloperoxydase synthétise de I'axigypochloreux (HOCI) a partir de;6&; et de CI ; cette
enzyme est principalement induite dans les ophlites et permet la destruction des bactéries.

Il est important de noter qu’'une productiotadaptée des effecteurs de la réponse
immune innée peut étre a l'origine de symptdiméammatoires. A ce titre, il a été démontré
gue les dérivés réactifs de I'oxygéne sontdpits dans la muqueuse colique de patients
atteints de maladie de Crohn ou de colite @lase (Kruidenier L et coll., 2003) et participe

au maintien des troubles pathophysiologiques (Yamada T and Grisham MB, 1991).

I-5. LA REPONSE IMMUNE SPECIFIQUE INTESTINALE

La réponse immunitaire spécifique contre la plupart des protéines est dépendante des LT
CD4". Plusieurs types de réponses immunitapeacipales peuvent & générés par les
lymphocytes T CDZ Ces réponses sont dépendanties type de cellules présentant
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I'antigéne, des cytokines présentes Idesla stimulation initiale des CD4t/ou de I'affinité
de la liaison antigene/CMH Il. Nous présentons dans les paragraphes suivants les principales
caractéristigues des différentes lignées ddulesl T dans le contexte de la muqueuse

intestinale.

I-5-1. La balance Th1/Th2
Lorsqu’'un macrophage, une cellule dendritique ou aeiile épithélialentestinale présente
des peptides antigéniques aux lymphocytes T ‘C&4produit de I'lL-12, les LT CD%
évoluent vers une réponse de type Thl. Ces derniers produikamttaur de I'IL-2 et de
I'IFN- qui stimulent et permette& prolifération des LT CD4et CDS et des cellules
mononuclées.

En revanche, les LT CD&e semblent pas essential$a réponse immune intestinale
lors d’infection par des bactésieAinsi, des souris sans cellules CD4, mais avec des cellules
CD8, sont plus sensibles a [linfection paCitrobacter rodentium une bactérie
entéropathogene de la souris, et développeatinflammation du coloplus importante que
les souris contrdles (Sinons CP et coll., 2003).

Lors d’une infection par des bactéries pathogénes, la réponse Thl de la muqueuse
intestinale est le plus souvent induite. Ainsi, des nombreux infiltrats de LT @Dtype Thi
sont observés dans les muquesugastriques humaines etigoes murines respectivement
infectées paHelicobacter pyloriiBamford KB etcoll., 1998) etC. rodentium(Higgins LM et
coll., 1999) ; de plus, il a été observé une ingoe augmentation de I'expression des ARNm
codant pour des cytokines de type 1 disscblons de souris infectées @arrodentiumen
comparaison des animaux sains (Gobert ABo#t, 2004). La réponse Thl permet de lutter
efficacement et rapidement contre les agentisgognes. Néanmoins, fgersistance de cette
réponse peut empécher le développemenneal’ réponse Th2 etodc d'une immunité
adaptative et est a I'origine des inflammationsoigues de la muqueuse intestinale. Ainsi, le
transfert adoptif de cellules CD4roduisant de I'lFNJet de I'lL-2 (cellules Thl actives)
dans des souris SCID, qui présentent unghypénie profonde, induitne colite (Cong Y et
coll., 1998). Cette derniere est alors caractérggr une inflammation de toute la muqueuse
intestinale identique a celle observée chez déera souffrant de maladie de Crohn (Fuss IJ
et coll., 1996). Il est donc actuellement propos@ésipatients atteinttee maladie de Crohn un
traitement avec un Ac anti-IL-12 ; ce traitemhénduit des réponses cliniques favorables et,
est associé avec une diminution de la production de cytolmegpe 1 dans la muqueuse
intestinale (Mannon PJ et coll., 2004).
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La stimulation des LT CD4peut également aboutir a I'activation de la lignée Th2.
Dans le cadre de la réponse Th2, les LBveat jouer un rble prépondérant en tant que
cellules présentant I'antigéne aux LT CD4'épitope est cependanfférent puisque la partie
liée aux LB est masquée aux TCR du LT CDHes cytokines de type 2 favorisent la
transformation des LB en plasmocytes séunét d'Ac, assurant ainsi une immunisation
efficace a long terme contre les agents pathagdpar ailleurs, la réponse Th2 possede un
effet anti-inflammatoire reconnu. Asi, des souris invalidées pole géne codant pour
'IlL-10 développent spontanément unecolite chronique aux caractéristiques
histopathologiques semblables a celles des MI€Isuractivation des LT de type 1 dans la
muqueuse du colon de ces animaux est maijanmtent responsable du développement de
I'inflammation (Davidson NJ et coll., 1996). De la méme mamiée traitement d’animaux
présentant des colites expérimentales chimioited, par le dextran sulfate de sodium (DSS)
ou par l'acide trinitrobenzene sulfonique (TNB®par des cytokines de type 2 permet la
réduction de l'inflammation (Saubermann LJcell., 2002). Enfin, une augmentation trop
importante de la production de cytokines de type 2 est impliquée dans le développement des
pathologies allergiques de la colite ulcéreugg-uss 1J et coll., 1996).

L'équilibre entre les deux soympulations de lymphocytes T permet donc de maintenir
une homéostasie fonctionnelle générant une réponse immunitaire appropriée. En effet,
chacune des lignées Th1/Th2 exerce un contrégatif sur I'activité de l'autre ; c’est ainsi
qgue I'lL-4 est un puissant mbiteur du développement da lignée Thl, alors que I'lFN-
contribue de la méme maniere a freiner le tpmement de la lignée Th2. Le déséquilibre de
la balance Th1/Th2 permet une réponse immappropriée. Néanmoins, cette dérégulation a

long terme peut conduire a I'apdaon de pathologies chroniques.

[-5-2. La réponse Th17
Des pathogénes du tube digestif tels gueylori et C. rodentiuminduisent la production
d’'IL-17 par les muqueuses infectées (Man@ah et coll., 2006; Algood HM et coll., 2007).
L'implication de la réponse Thilin vivo sur I'infection par C. rodentiura été réalisée par
Mangan et coll. qui ont démontré une augmentation de la colonisation et de la mortalité dans
des souris déficientes pour les génes codant pour I'lL-23 apres infecti@n matentiumen
comparaison des souris sauvages (MangaretP€dll., 2006). En revanche, les dommages
histologiques intestinaux sont moins marqciész les souris knock-out pour I'lL-23 (Mangan
PR et coll., 2006). Ces résultats suggerentiguéponse immune intestinale Th17 est efficace

pour lutter contre les infections bactériennes mais concourent également au développement de
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I'inflammation. Cette derniére hypothése a été plus récemment validée par deux Btudes :
colite spontanée observée chez des souris kootgeour I'lL-10 est diminuée chez des souris
KO pour I'lL-23 et non pour I'lL-12. Inversemé&nl’administration dL-23 favorise le
développement de l'inflammation via production d’IL-17 et’IL-6 mais pas d’'IFN-Jni
d’'IL-4 (Yen D et coll., 2006) ji) Le développement d'une colite induite par transfert de
cellules T activées par des antigenes bactédans des souris SCID a été supprimé chez des
animaux préalablement traités par un Ac mdéomal anti-1L-23 (Elson CO et coll., 2007).

[-5-3. Les lymphocytes Treg
Les maladies inflammatoires chroniques detd'atin ne sont pas seulement la conséquence
d’'une activation inappropriée du systeme Thlsn#galement le résultat d’'une dysfonction
des Treg (Liu H et coll., 2003). Ainde transfert de cellules CD8D25" chez des souris
présentant une colite expérimale dépendante des LT indujtune prolifération des Treg
dans les ganglions mésentériques et dans le cOldn ehe inhibition de l'inflammation
(Mottet C et coll., 2003). Il a par ailleurs été observé une prolifération des Treg temska
propria et les ganglions mésentériques de patisatdfrant de colite ulcéreuse (Yu QT et
coll., 2007), soulignant que les Traeg sont peut-étre pas protecteimrsivo chez ’lhomme.
En revanche, Maul et toont décrit que les papations de cellules Foxpaugmentent lors
des périodes de rémission chez des patientmtattde maladie d€rohn (Maul J et coll.,
2005). De méme, des transferts de cellules T CBRAZCD25 dans des souris athymiques ont
permis de démontrer le réle anti-inflammatoire des Treg lors de la gastrtepslori,
néanmoins associé avec une augmentation clidaisation (RaghawvesS et coll., 2003).

L’implication du microbiote commensal intestl sur le développement des cellules
Treg a par ailleurs étéecherchée. Des souris SCID ayant recu les LT ‘Cilet souris
conventionnelles ont développé moins rapidereémoins fortement uneolite que les souris
traitées par les cellules des souris axéniques effet a été associé a un profond déficit en
cellules Treg parmi la population de LT CDdians les souris axéniques (Strauch UG et coll.,
2005). Des observations similaires ont été eftsesuplus récemment : aransfert adoptif de
LT CD4" de souris SAMP1/YitFc, qui développent spontanément une inflammation de
I'iléum, dans des souris SCID provoque pfarition d'une iléite. Lorsque les souris
donneuses sont axéniques, flammation induite dans lesosris receveuses est plus
importante et le génxp3 est moins exprimé dans les LT CDeh comparaison des souris

donneuses conventionnelles (Bamias Gcefl., 2007). Ces données suggerent que les
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antigenes des bactéries commensales sont nécessaires a la génération et/ou I'expansion de LT
CD4'CD25" au niveau intestinal.

[-5-4. La réponse humorale intestinale
Au niveau intestinal, la différenciation des laBoutit a la formation de plasmocytes orientés
vers la production d'lgG et dMy et principalement d'IgA sécrétoires. Celles-ci représentent
la classe d'Ac la plus importante dans lesd#s. Les IgA sécrétoires sont composées d'IgA
dimériques ou polymériques liées ensemble ya& association covaite. Elles inhibent
I'absorption des micro-organismes, antigenetxnes en formant avec eux des complexes
immuns qui restent dans la lumiére intestirmlesont trappés dans le mucus, empéchant ainsi
leur absorption. Les souris mldurvues de microbiote intestinal ont un nombre diminué de
plasmocytes sécréteurs d’IgA par rapport & des animaux conventionnels (Moreau MC and
Corthier G, 1988) ; il a été pailleurs suggéré que les antigéndes bactéries commensales
sont nécessaires pour induire une réponse halenatassique spécifique d’autres antigenes
(Macpherson AJ et coll., 2001).

Il. LE MONOXYDE D'AZOTE

Le NO est une molécule diatomique radicalaie qui lui conféere daombreuses propriétés
chimiques ; de ce fait, NO peagir sur de nombreuses molécules des systemes vivants. Dans
les milieux biologiques, NO est produit a partir da{arginine par plusieurs isoformes de
I'enzyme NO synthase (NOS). La synthése de NO a lieu dans deawodripppes cellulaires,
expliguant son implication dans une tlasge variété deohctions biologiquesMais plus
particulierement, NO est un agent incontotnable de la réponse immune innée en

agissant comme un agent antimicrobien et emodulant les processus inflammatoires.

lI-1. PROPRIETES CHIMIQUES DE NO

NO possede un électron célibataire qui lui confereétat radicalaire et $ges forte réactivité
sur de nombreuses espéeces organiquasoeganiques. Le potentiel d'oxydoréduction du

milieu environnant est déterminant pousxydation de NO en cation nitrosonium (R@u

pour sa réduction en anion nitrosyl (NO
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Figure 7: Les principales propriétés chimiques et

biochimiques de NO
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NO, contrairement a la plupart des radicauxeliyme se dimeérise et ne se dismute pas.
Sa réactivité dépend essentiellement de sexitépa partager sonegtron célibataire avec
d'autres radicaux (ion superoxyde, radical tyrosyl), avec des espéces susceptibles d'intervenir
dans des réactions radicalaires (oxygeneémddire, thiols, phénols) ou encore avec des
métaux de transition avides d'électrons (fer, ®)ivToutes ces réactions chimiques conferent

au NO de nombreuses propriétés biagtfues et physiologiques (Fig. 7).

[I-1-1. Réactions avec I'oxygéne et ses dérivés
¥ NO et O,
En phase aqueuse, le bilan de I'auto-oxydation de NO a pH neutre est le suivant :
4NO+Q+2H0 04NOQ, +4H

¥ NO et O,
Les dérivés de I'©sont générés dans des processatboliques normaux et pathologiques
par différentes cellules tellegie les macrophages et les polygages. Parmi ces composés,
O, et HO, sont les principales espéces réagissant avec NO.
La réaction entre les radicaux NO ef @rme du peroxynitrite (ONOQ:
NO + O, o ONOO
ONOQO peut également étrerfoé par la réaction de NOavec HO, ou de NO avec
0O,. Cependant ces réactions restent exceptionnelles dans les milieux biologiques.
La voie principale d’élimination de ONO@st son réarrangement en nitrates {\\@t
ce d’'autant plus rapidement que le milieu est acide.
En outre, la protonation de ONO@n milieu aqueux conduit a lI'acide peroxynitreux
(ONOOH) qui se dissocie pour former les radicaux OH et 8&bn la réaction suivante :
ONOOH o0 OH + NG
ONOO est un agent oxydant sous sa forme anionique ou sous sa forme protonée
activée, et comme un agent nitrosylalu fait de sadécomposition en NO ONOO agit
notamment sur les macromolécules biologiguesntribuant a des processus délétéres
(dommages a I’ADN) mais égalemt a la détoxification de O(Kroncke KD et coll., 2000).
Ses principales réactiorxydantes sont la nitration dessidus tyrosine et la peroxydation
lipidique (Goldstein S and Merenyi G, 2008).
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¥ Reéaction entre NO et HO,
H,0, peut réagir directement avec NOa réaction forme l'oxygéne singufe®, détectable
par chimiluminescence, &t protoxyde d’azote (JO) :
2 NO + HO; 0 'O, + H,0 + N;O

L’O, singulet ainsi formé est trés réactif et peaitticiper a la destruction cellulaire et a
des processus inflammatoires pendant I'activation des macrophages.

De plus, la réaction entre NO et® peut également conduire a la formation de
I'especeS-nitrosylante N©:

NO + HO, 0 H0 + NG,

[I-1-2. Réactions avec les métaux de transition
NO peut se fixer a la plupart des métaux dedition. La réaction aboutit a la formation d’'un
complexe métal-nitrosyl. Les viees de réaction et la stabilités complexes dépendent de la
nature du métal.

La réaction entre NO et le fer est la plusdéte. L'affinité de NO est beaucoup plus
élevée pour I'état ferreux Feque pour I'état ferriqgue Be&(Cammack R et coll., 1998). La
réaction entre Fé et NO, en solution aqueuse, forme un simple complexe :

FE*+NO o FE'NO  (k=1,0x 18M*s?, & 37°C)

Lorsque le fer est associé a \pretéine telle que 'héme (Hha vitesse de formation et
la stabilité du complexe fenitrosyl sont augmentées :

Fe(Il)H + NO o Fe(I)HNO  (k=1,8x 1dMs™, 4 37°C)

Ces constantes de vitesse élevées suggénge les protéines héminiques sont des
récepteurs majeurs du NO. Ainsi, NO se fégalement rapidement a I’'hémoglobine (Hb ;
Angelo M et coll., 2008) pour fmer le complexe stable HbNO avec une affinité 100 fois
supérieure a celle de,OLa demi-vie du complexe en milieu tamponné est alors de 12 min
contre quelques millisecondes pour NO ; ce compaé&sente donc une forme stable de NO
qui peut le transporter et le libérer sur d'autrddes chimiques. Pailleurs, la fixation de
NO sur l'atome de fer du groupement héme la guanylate ©jase provoque une
modification de la structure 3De I'enzyme, exposant ainsi le site catalytigue au GTP, le
substrat de I'enzyme, qui peut-étre ald¥ge transformé en GMPc (Craven PA and
DeRubertis FR, 1978), qui favorise la vagmdtion (Weissmann N et coll., 2000), la
biogenese des mitochondries (Clementi E and Nisoli E, 2005) et l'inhibition de I'agrégation
plaquettaire (Homer Kland Wanstall JC, 2002).
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Par ailleurs, en se fixant sur 'héme ldecytochrome-c oxydase, NO inhibe la chaine
respiratoire mitochondriale.
NO se fixe aussi au € & Mrf" et & CG*. NO peut agir aussiomme réducteur vis-a-

vis de certaines métalloprotéines.

[I-1-3. Réactions avec ls noyaux aromatiques
La nitration des noyaux aratiques s’effectue par trafert de charges entre N@t le groupe
aromatique donneur d'un élemtrou par réaction avec ONQQCette réaction de nitration
peut affecter un acide aminérébou intégré dans une chaipelypeptidique sous forme de
résidu. Ainsi, la tyrosine peut étre modifiée nitrotyrosine qui représente un marqueur de
'inflammation in vivo. Des études ont montré unenportante corrélation entre
'augmentation plasmatique de 3-nitrotyrosinéeetiéveloppement de maladies coronariennes
chez 'lhomme : environ 10 fois plus de résiduss$ine sont nitrosylédans le plasma de
patients souffrants de maladies coronariempueschez des individus sains (Shishehbor MH et
coll., 2003).
NO peut également réagir avec la manganegersxide dismutase. La nitration de cette
protéine conduit a une inhibition de son activité et aineheéaugmentation de la production
de @ et ONOO responsable d'une augmentation du stress oxydatif dans les mitochondries.

La nitration de la MnSOD est notammenpiiquée dans les troubles neurologiques.

[I-1-4. Réactions avec les thiols
La fixation de NO sur des thiols permet la formationSdritrosothiols (S-NO) dont I&
nitroso-cystéine est un représentardjeur. De plus, chaque sous-uniide I'Hb contient des
résidus thiols tres réactifs qéiagissent avec NO pour formerSanitroso-Hb.

A pH 7, en milieu aqueux, la formation desitrosothiols n’est observée qu’en milieu
oxygéné.n vitro, le traitement des thiols en milieu acide (pH = 1,5) avec un agent nitrosylant
tel que NaNQ@, permet la formation d8-nitrosothiols:

NaNG, + R-SH o R-SNO

L’espéce nitrosylante présentée par lagdés biochimiques semble étre I'anhydride
nitreux (NOs; Gobert AP et coll., 1999). /3 réagit rapidement avec des thiols de faible
poids moléculaire tels que la cystéine ou leHGEN revanche, la vitesse de réaction d@N
avec des protéines telles que l'albumine ehkis lente. Ceci peut s’expliquer par
I'encombrement stérique des protéines diminuant l'accessibilité aux résidus thiols. Les

réactions de formation d&-nitrosthiols via NOs sont les suivantes :
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Figure 8: La synthese enzymatique de NO
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sur ce schéma).
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2NO+Q 0 2NG
NO; + NO o N,O3
N2Os + R-SH 0 R-SNO + H + NO,

Chez I'homme, le plasma contient environ 7 uM S}aitrosothiols dont 82% de S-
nitroso-albumine. Dans le plasma, le N®rdé a une demi-vie dguelques secondes a
quelques minutes, contre 40 min sous la formeSdatroso-protéine. Dans un tampon
phosphate a pH 7,4, 'albumine nitrosylée a une demi-vie d'environ 24 heures a 25°C et de 12
heures a 37°C. Dans cagmes conditions NO et &nitroso-cystéine ont respectivement
une demi-vie de 0,1-1 s et de 15-30 s, suggé@ra@tNO est beaucoup plus stable sous forme
nitrosothiols.

Ainsi les protéines possédant des résidus acysteeuvent fixer NO, le transporter et le
libérer a distance des cellules qui le synthétisdéed composés nitrosylés majeurs présents
dans les milieux biologiques sont Bnitroso-glutathion, qui posséde de nombreuses
fonctions intracellulaires, et I8-nitroso-albumine qui assure le transport extracellulaire de
NO. Il a été démontré que N@oduit par des macrophages actia@sn effet cytotoxique sur
des parasites extrdidaires du genrelrypanosomauniquement en présence d’albumine ;
I'utilisation d’'un Ac anti-NO-cgtéine inhibe I'effet cytotkique de macrophages produisant
du NO (Mnaimneh S et coll., 1997). ISanitroso-Hb a été identifiée comme transporteur de
NO et pouvant réguler les activitéasculaires et pulmonairesd¥olds JD et coll., 2007).

Enfin, la S-nitrosylation de la glycéraldéhy8ephosphate déshydrogénase, enzyme clé

de la glycolyse, provoque son inhibitiirréversible (Mohr S et coll., 1996).

[I-1-5. Réactions avec les centres fer-soufre
NO se lie aux centres fer-soufre des protgiriees études par résonance paramagnétique
électronique ont montré que NO pelie la configuration spatiatde structures fer-soufre de
certaines enzymes ayant pour effet d'inhibectivité enzymatiqueC’est ainsi que NO
interagit avec la protéine 6n regulatory protein’un régulateur post-trascriptionnel de la
ferritine et de la transferrinegontrélant ainsi les échangegosoliques de fer (Soum E and
Drapier JC, 2003).

En agissant avec les centres fer-soufre, NO inhibe I'aconitase du cycle de Krebs et
I'aconitase deBurkholderia mallei entrainant un effet antimicrobien vis-a-vis de ce

pathogene (Jones-Carson J et coll., 2008).
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II-2. SYNTHESE ENZYMATIQUE DE NO

La synthese de NO dans les milieux biologigsie$fectue par I'intermédiaire d’une enzyme,
la NOS (Fig. 8). Le substrat de la NOS est-krginine, les produits de la réaction étant-la
citrulline et NO. Un prodit intermédiaire, I'’hydroxy=-arginine est formé et peut servir de
substrat a 'enzyme. L’oxydation dellaarginine au niveau de I'azote terminal de la fonction
guanidine conduit donc a la formation de NE2tte réaction nécessieeprésence def &t de
cofacteurs tels que la flavine adéninenutiéotide, la flavine mononucléotide, la
tétrahydrobioptérine, le nicotinadeé adénine dinucléotide phosphate.

[I-2-1. Les différentesisoformes des NOS
Trois NOS ont été clonées chez les mammiféredassées en deux familles distinctes : les
NOS dites constitutives (cNOS)latNOS inductible (iNOS).

Les cNOS sont calcium/calmoduline dépendantes et produisent de faibles quantités de
NO, de l'ordre du pmole/min/mg de protéireur des périodes breves. Ces enzymes sont
généralement trouvées dans leellules endothéliales, les neurones, les astrocytes, les
plaquettes, les polynucléaires neutrophilesglandes surrénales. Cependant, les ARNm de
cNOS ont été également trouvés dans les yae. Les cNOS sont exprimées de fagon
constitutive et leur activit@st principalement régulée au niveau post-traductionnel par les
concentrations en a On distingue deux isoformes de cNOS :

- La NOS-1, protéine de 160 kDa, dite NOS neuronale dont le géne est présent sur le
chromosome 12 chez ’'homme.

- La NOS-3, protéine de 133 kDappelée NOS endothéliale ddatgéne est présent sur le
chromosome 7 chez I'hnomme.

La iINOS ou NOS-2 est une protéine 80 kDa codée par un géne présent sur le
chromosome 17 chez 'homme. Contrairememt autres NOS, l'activité de la iINOS est
indépendante du complexe calcium/calmoduleproduit de grande quantité de NO, de
I'ordre du pmole/min/mg de protéine, pendant de longues périodes. La INOS est une enzyme
régulée au niveau transcriptinel ; elle est induite princifganent par l'intermédiaire de
cytokines et de dérivés de micro-organismesiNOS peut étre induite dans de nombreux
types cellulaires tels que les macrophages, lhde épithéliales, lesellules endthéliales,

les hépatocytes, ou les astrocytes.
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[I-2-2. Régulation de I'expression de la iINOS
[I-2-2-a. Mécanismes d’nduction de la iINOS

Le niveau d’expression de &IOS dépend du stimulus utilisé, du type de cellule et de
I'origine animale des cellules aates. Ainsi, chez les rongesda INOS des macrophages est
principalement activée par les cytokines de typ& ou par des composants des bactéries tels
gue le LPS (Stuehr DJ and Nathan CF, 1989emiprotéines (GobeftP et coll., 2002). En
revanche, I'expression de IAIOS dans les macrophagesniains semble soumise a une
régulation beaucoup plus stricte. Les cultysamaires de monocytes humains ou la lignée
macrophagique THP-1 ne produisent pas de NO lorsqu’ils sont stinmulMigo par des
pathogenes (Cameron ML et coll., 1990), IdeS (Perez-Perez Gl et coll., 1995) ou des
cytokines de type 1 (Schneemann M et coll.,3)98 a été cependant décrit que I'expression
de la iINOS dans les macrophages humainsrdégaine signalisatioirmpliquant I'activation
du CD23, le récepteur des régions Fs g (Vouldoukis | et coll., 1995).

En revanche, les cytokines de type 1 sostidducteurs bien connale I'expression de
la INOS dans des lignées de cellules épithéliales intestinales humaines (Kolios G et coll.,
1995). De méme, des badéfr invasives du genrEscherichiaou Salmonellainduisent
I'expression de la iINOS dans les cellules épithéliales intdss humaines Caco-2 et DLD-1
(Eaves-Pyles T et coll., 2001).

[I-2-2-b. Les voies de signalisation
Les différents inducteurs dBexpression de laiNOS active de nombreuses voies de
signalisation. L'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ldetransduction du signal a
permis de mettre en évidence les principaimies de signalisation impliguées dans
I'expression du gene codant pola iINOS. L'ensemble de cesavaux établisent que la
signalisation conduisant a I'exgssion de la INOS est dépentadu type de stimulus, du
type de cellule et de I'espece étudiée.

D’'une maniere générale, ladteur de transcription NFB semble étre un élément
essentiel pour la transcription du gene déeN@S (Xie QW et coll., 1993; Ganster RW et
coll., 2001). Cing sites fonannels de fixation de NFB ont été décrits a partir de la
séquence promotrice de la iIN@$® la lignée de cellules épithéliales pulmonaires humaines
A549: -52 -55, -58, - 6,1 et — 8,3 kb, lksssa — 5,8 et — 8,3 kb étant les plus
importants lors de la stimulation par des cytels (Marks-Konczalik J et coll., 1998; Taylor
BS et coll., 1998).
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De plus, il a été décrit que la voie IFNIAK-2/STAT-1 peut conduire & la transcription
de la INOS chez les rongeurs et chez I'nmen(Singh K et coll., 1996; Stempelj M et coll.,
2007). La région promotrice du géne codant pauNOS chez les mammiféres contient des
sites de liaison pour STAT-1 (Gdcet coll., 1997). De facon imgssante, Ganster et coll. ont
démontré que le promoteur du gene de la iND®aine des cellules épithéliales pulmonaires
A549 contient deux sites de fixation de STFATqui chevauchent les séguences consensus
NF-MB a —5,2 et 5,8 kb ; néanmoins, si e si —5,8 kb peut fixer STAT-1 et NFB, le site
a —5,2 kb ne fixe que STAT-1(Ganster RW et coll., 2001).

D’autres facteurs de transcription tejse IRF-1, C/EBP, NF-IL6 ou AP-1 peuvent

moduler I'activité de la igon promotrice de la INOS.

[I-2-2-c. Régulation post-transcriptionelle de la INOS
Différentes modifications de lprotéine INOS peuvent parlaurs moduler la production de
NO. Ainsi, la INOS humaine est active sousnie homodimérique ; la formation du dimere
s’effectue indépendamment desfaoteurs NADPH, FAD, FMN et BiH(Kolodziejski PJ et
coll., 2003). Par ailleurs, # été décrit plus récemment daephosphorylation de la Sé&tde
la INOS augmente l'activité de la protéieé donc la production de NO dans les cellules
endothéliales (Zhang Y et coll.,, 2007). @efthosphorylation est réalisée par la kinase
ERK1/2 (Zhang Y et coll., 2007).

[I-2-2-e. Modulation de la production de NO par laL-arginine

Trois géenes inductibles codepbur des protéines qui appartiennent a une voie métabolique
commune dont le substrat de base est bamgi la INOS, l'argnase et I'ornithine
décarboxylase (ODC). L’arginase est une enzyue synthétise de l'urée et l'ornithine.
L'arginase est donc un inhibite naturel de la production deO car elle utilise le méme
substrat que la INOS, largime. | a été décrit que lorsgu@arginase et la INOS sont
exprimées ensemble dans des cellules actiVéeginine en concentration physiologique (~
0,2 mM) est principalement métabolisée par I'aagie. Ainsi, bien qu’exprimant la iINOS, ces
cellules ne produisent pas de NO (Gobert ARadt, 2000). Il a été également décrit que
I'arginase deH. pylori inhibe la production de NO par les macrophages ; un mueRf ne
possédant pas d’arginase, est incapabléhitber la production de NO par les macrophages
(Gobert AP et coll., 2001).

De plus, l'ornithine synthé&ge par I'arginase est métabolisée par 'ODC pour former

des polyamines qui possedent de nombreusgsiptés physiologique®e facon importante,
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il a été démontré que les polyares inhibent la traduction dé&kRNm de la INOS (Bussiere
Fl et coll., 2005).

[I-3. LES PRINCIPALES FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES DE NO

[I-3-1. Les principales fonctiors métaboliques régulées par NO
[I-3-1-a. Le NO et lesystéme cardiovasculaire

En 1980, Furchgott et Zawadski ont observé le mddispensable dedhdothélium dans la
relaxation des artéres isolées soumises a l'action de l'acétylcholine (Furchgott RF and
Zawadzki JV, 1980). lls en ont déduit I'existence d’'un facteur fugace responsable de la
vasodilatation et secrété p#rs cellules endothéliales appeEDRF (pour endothelium
derived relaxing factor). C'est en 1987 qu'lgmaet coll. ont identifié le NO comme le
facteur EDRF (Ignarro LJ et coll., 1987). Nfiffuse a travers les membranes des cellules
endothéliales productrices et pénetre dhass cellules musculaiselisses ou il active la
guanylate cyclase ; la concentration en GMRraigellulaire de la diile musculaire lisse
augmente et provoque un relachement des fibresculaires induisant une vasodilatation.
L’ensemble des travaux démontrant le réleNd dans le systeme cardiovasculaire a permis a
Robert Furchgott, Louis Ignarro et Ferris Madird'obtenir le Prix Nobel de Médecine en
1998.

Cette découverte a été a l'origine dembreuses avancées médicales, notamment
concernant la lutte contre les pathologies camabBoulaires et respiratoires. Le NO est ainsi le
premier gaz a usage médichh perte du tonus vasodilatateur NO-dépendant est en effet
souvent mise en cause dans pathologies. Les indicationséiapeutiques les plus courantes
sont [l'hypertension artélie, le syndrome de détresseaespiratoire aigué, la
bronchopneumonie chronique obstructive, eytelsome d'hypertensiontérielle pulmonaire
persistante du nouveau né.

La voie métabolique NO/GMPc joue égalemen role important dans I'érection en
initiant et maintenant la pressi intracarverneuse du pénis. Le Sildenafil (Viagra) empéche la
dégradation du GMPc et favorise donc laodiatation. Des études ont montré que la
combinaison du Sildenafil avec un donneur de NO augmentait le taux de GMPc chez
'homme (Ballard SA et coll.1998). Le Sildenafil augmenta durée d’érection chez les
souris sauvages et NOS-3mais pas chez les souris NOS:1suggérant que la NOS-1 est
nécessaire a I'induction diérection par le SildenafiiCashen DE et coll., 2002).
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Enfin, en 1981, Mellion et coll. ont démontpéur la premiére fois que le NO et des
dérivés nitrogenés augmentent l'activité degleanylate cyclase é& production de GMPc
dans les plaquettes. Le GMPc ainsi produit en grande quantité inhibe I'agrégation des
plaguettes mais permet également leur désatoég(Mellion BT et coll., 1981). Plus tard, il
a été démontré que le NO produit par d’autrelfules sanguines, dont les macrophages, est

egalement inhibiteur de I'agrégation gleettaire (Salvemini D et coll., 1989).

[I-3-1-b. Réle de NO dans le systeme nerveux central
Les récepteurs NMDA post-synaptiques sont activés par le glutamate et sont alors perméables
au sodium, potassium et calciu@e dernier va pénétrer dates cellules, se fixer sur la
calmoduline et le complexe formé va activer la NOS-1. NO libéré peut alors agir de facon
rétrograde en bloquantdeécepteurs NMDA (Manzoni O et coll., 1992).

En neurophysiologie, NO est maintenaminsidéré comme un messager biologique
et/ou un messager rétrograde. Il pourrait avoirrdle dans la potentialisation a long terme
dans I'hippocampe. La potentialisationoad terme est un phénomene qui correspond a une
augmentation de l'efficacité de la transmission synaptique favorisant ainsi la mémorisation.
Ceci suggere une implication de la productilenNO dans certaines formes d'apprentissages
dépendant de I'hippocampe. Patdst fonctionnel de mémorisati spatiale, Majlessi et coll.
ont montré que des rats recevant un inhibiteuNOS dans I'hypothalamus ont une capacité
d’apprentissage beaucoup nwimmportante que les rats ndmaités démontrant ainsi
I'implication du NO dans I'apprentissage spatial (Majlessi N et coll., 2008).

Dans les maladies neurodégénératives, tplela maladie de Parkinson ou la maladie
d’Alzheimer, une sur-activation des récepteNMDA et de production de NO a été observée

et participerait a Ipathophysiologie de ces maladies (Lipton SA et coll., 2007).

[I-3-1-c. NO et métabolisme gastro-intestinal

Au niveau gastro-intestinal, NO agit dans le plexus mésentérigue comme un
neurotransmetteur pour réguler la relaxatiors dibres musculaires lisses de lintestin,
nécessaire au péristaltisme. Des travauxmaohtré que NO, via la production de GMPc,
entrainait 'ouverture des canaux W&  conduisant a la relaxation des muscles lisses au
niveau du célon chez le lapin (Benabdallah H et coll., 2008).

NO est également impliqué dans la régulatierla sécrétion du musgastrique et dans
le maintien du débit sanguin mucosal. Emditions physiologiques, NO est un médiateur
endogéne modulant lintégrité sleissus et possédant desogiétés gastroprotectrices.
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L'utilisation d’'un donneur de N@ des rats permet d’inhiber les lésions gastriques induites
par 'administration d’éthanol (Konturek PCaill., 1998). Cependant, a forte concentration,
le NO est impligué dans de nombreuses patfies telles que des ulceres gastriques, des

gastrites chroniques et des cancers gastestinaux (Sawa T and Ohshima H, 2006).

[1-3-2. NO, notre meilleur ennemi
Du diabete a I'hypertension, du cancer au cBeptique, de l'asthme a la polyarthrite
rhumatoide, il n'existe probablement pas de qatiie dans laquelle N@e joue pas un role.
Malgré de trés nombreux effets bénéfiqueéans le contréle des grandes fonctions
physiologiques ou dans la lutte contre deth@agies, une productioimadaptée de NO peut
avoir des conséquences délége pour les organismes davorisant les processus pro-
inflammatoires ou la mort cellulaire. Quelquesmyples cités ci-dessogsulignent ces effets
paradoxaux du NO :

NO est un puissant agent antolifératif dont I'activité s’exprime sur les cellules
tumoralesin vitro et in vivo (Hibbs JB, Jr., 2002; Wei Bt coll., 2003). Cependant, NO
favorise : i) I'apparition de caer en induisant directemetiés mutations ponctuelles ou des
dommages a I'ADN, en formant de puissamtérivés carcinogenes (nitrosamines) ou en
modifiant la conformation des protéines naigissant avec I'ADN (ptéines en doigt de
zinc), et i) laprogression des tumeurs stimulant I'angiogenése (Maeda H and Akaike T,
1998). La participation précise du N@ vivo dans les mécanismes de cancérogenese reste
cependant encore a déterminer. En effet, deggtié@tentes ont démontpar I'utilisation de
souris déficientes pour la INOS, que le N®@diase I'inhibition du développement de tumeurs
pulmonaires (Wei D et coll., 2003) mais pentluire €également la formation de tumeurs
mammaires (Ellies LG et coll., 2003).

L’'apoptose est un autre évenement cellalanodulé par le NO endogéne ou exogéne.
Aprés les premieres desdigns de l'effet pro-apoptotique du NO sur les macrophages
(Albina JE et coll., 1993), cette activité a été décrite dans de nombreuses cellules aussi
diverses que les neurones os &llules endothéliales. L’actitvan de la mort programmeée
des cellules par le NO peut s’expliquer entre autra)parstimulation de I'expression et de
I'accumulation dans le noyau du suppresseuudesur p53 (Messmer UK et coll., 1994) par
une signalisation impliquant p38nkdse (Kim SJ et coll.,, 2002), oy linhibition de
I'expression de la protéinenti-apoptotique Bcl-2 (Brockhaus F and Brune B, 1998) qui agit
en empéchant la libération de cytochrome € itochondries en sexfint sur les protéines
Bax. Néanmoins, il a été rapporté que le NO poseadeactivité anti-agptotique en inhibant
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par S-nitrosylation les protéines responsables agoptose telles que la caspase 1 (Dimmeler
S et coll., 1997), la caspase 3 (Melino G et.c@®97) ou la caspase 8 (Li J et coll., 1997), ou
en supprimant la formation de céramides antsiécessaires a l'activation de la caspase 8
(De Nadai C et coll., 2000). Il est par ailleurgénessant de noter glee protéine Fas induit
I'apoptose des lymphocytes en dénitrosylarda@ic en activant la caspase 3 (Mannick JB et
coll., 1999). Ainsi, le type de cellules, dmantité de NO, le temps d’exposition au NO ou a
ses différents dérivés est une liste non exhaeistes parametres modulant I'apoptose induite
par le NO et les évenements pioyagiques qui en dépendent.

De méme, bien que NO soit un facteur de luttportant contre des virus (Karupiah G
et coll., 1993), des bactéries (Gobert AP et coll., 2001) ou des parasites (Gobert AP et coll.,
2000), il participe a I'immunosuppssion observée lors de cerisninfections et il est
responsable des troubles associés au chaimse (hypotension, hépatotoxicité, dysfonction
cardiaque, ...) induit par les endotoxinestBaennes. Cet effet paradoxal du NO a été
particulierement mis en évidem par la création de sourisfidéentes pour la iNOS ; ces
souris deviennent a la fois suscef@#ba un protozoaire parasite du gelbbeeshmania, mais
également résistantes au clseptique induit par le LPS (WXIQ et coll., 1995). De méme, il
a été décrit que la production élevée de NO dbhuse infection expérimentale de souris par
Chlamydia psittaci est bénéfique pour I'héte lorsqueddae infectieuse est élevée, mais que
le NO devient délétere lors d’'une infectiomdérée et plus chronique (Huang J et coll.,
2002).

En conclusion, la synthese de NO au bamnoment, a une bonne concentration et au bon
endroit est bénéfique pour les organismes pducteurs. En revanche, la production
anarchique de NO est généralementsgociée a de séveres immunopathologies.

ll-4. REPONSE DESE. coli AU NO

L'activité immunologique du NO est, enpartie, due a son activité anti-
proliférative/cytotoxque sur des agents pathogenes. Néanmoins, il est reconnu que NO
n'affecte pas la surviees bactéries du genkscherichia(Brunelli L et coll., 1995) niC.
rodentium (Vallance BA et coll., 2002). Seulessdeoncentrations non physiologiques, de
I'ordre du millimolaire, peuvent affecter la cesance de ces bactéries. Cette insensibilité au

NO peut s’expliquer par I'acquisition de mécamés de détection et de résistance au NO.
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Figure 9: L’activation de la transcription par NO via NorR
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NorR est une protéine a 3 domaines. La région N-terminale contient un ion fer non-héminique
qui fixe NO; le domaine central contenant une ATPase est alors accessible permettant
I'hydrolyse de I'ATP et I'activation de la transcription. D’apres d’Autréaux et coll., 2005.
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[I-4-1. Les senseurs de NO
Certaines bactéries doht coli expriment des senseurs de NO, qui fixent le NO et agissent
comme des régulateurs transcriptionnelss kenseurs de NO les plus connus diezoli

sont NorR (pour NO-responsive regulator) et NsrR (pous N€sponsive repressor).

[I-4-1-a. NorR
NorR est un senseur de NO dépendant\tfe C’est un régulateur positif appartenant a la
famille des ‘enhancer binding protein’. NorR contient trois domaingsun domaine C-
terminal de liaison a ’ADN sur des séquences GT-NJ, ii) un domaine central possédant
une activitt ATPase et permettant I'interaction av@t et iii) une région N-terminale
permettant la détection du NO. o posséde une molécule de’Fpar monomeére sur un
résidu aspartate en position 99 ; c’est sur cgde se fixe NO (D'Autreaux B et coll., 2005).

En absence de NO, NorR est sous foinaetive ; il est lié a 'TADN sous forme de
trimere (Justino MC et coll., 200B)ais les domaines N-terminat central sont associés en
un complexe protéique. Lorsque NorR fixeN®, une modification sticturelle du domaine
N-terminal va libérer le site ATPasique, permettant l'interaction avec le compéxRN
polymérase et la transption des genes (Fig. 9).

Une analyse comparative du transcriptomeEdeoli MG1655 et de E. colMG1655
"norR, cultivés en anaérobie en présence de NORI(Qendant 5 min) a montré que seul
I'opéron norVW qui code pour une flavorubrédoxine (cf. 11-4-2.) est régulé positivement par
NorR (Pullan ST et coll., 2007). De faconrgenante, NorR semble également régulé
négativement la transcription de la cytochroenO,™ réductase, NrfA (Pullan ST et coll.,
2007). Néanmoins, d'autres éasddevraient étre réalisées pour identifier d’autres génes
régulés par NorR dans d’autresnditions (aérobie, autresraxentrations et donneurs de NO).

[1-4-1-b. NsrR
Le génensrRa été identifié cheklitrosomonas europae@eaumont HJ et coll., 2004). En
présence de NOou lors de la délétion du generR le genenirK, qui code pour une NO
réductase, est exprimé, suggérant que Négrle négativement I'expression du gaim& et
gue cette répression est levée en présence de(BR€aumont HJ et coll., 2004). Le géeneB
chezE. colia été par la suite idefié par Bodenmiller et Spiro comme homologueséR de
N. europaedBodenmiller DM and Spiro S, 2006) ; on utilise donc désormais la terminologie

NsrR pour ce senseur.
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Tableau 3: Genes regulés par NsrR

Liste des genes réprimés par NsrR

Liste des genes activés par NsrR

Génes  Produits Opérons
her NADH oxydoréductase  hcp-hcer
hcp NADH oxydoréductase
yccM Protéine membranaire
a [4Fe-4S]
uspF Protéine de liaison a
'ADN
yeaR Inconnu
ccmG Cytochrome ¢ napFDAGHBC-
ccmF Cytochrome ¢ ccmABCDEFGH
napB NO; réductase
napH NO, réductase
napD NO;" réductase
napF NO, réductase
hmpA Flavohémoglobine
ygbA Inconnu
nrfA NO, réductase nrfABCDEFGH
nrfB NO, réductase
nrfC NO, réductase
nrfD NO, réductase
nrfE NO, réductase
nrfF NO, réductase
ytfE Inconnu

Génes Produits Opérons

insB1 Protéine InsB

insB2 Protéine InsB

insB3 Protéine InsB

insB4 Protéine InsB

insB5 Protéine InsB

insB6 Protéine InsB

ykfJ Inconnu

mmuP Transporteur ABC

yafE Méthyl transférase

yagA Cytochrome ¢

dadA Déhydrogénase

ykgF Déhydrogénase

betB Bétaine aldéhyde
déhydrogénase

cyoE Cytochrome bo cyoABCDE
oxydase

cyoC Cytochrome bo
oxydase

cyoB Cytochrome bo
oxydase

CyoA Cytochrome bo
oxydase

ompF Porine membranaire

ydbC Oxydoréductase

ygeF Inconnu

yiiL Rhamnose
mutarotase

yjbB Protéine en hélice D

yjiv Inconnu

D’apres Filenko et coll., 2007.
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NsrR dE. coli se fixe a I’ADN sur une séquence
‘AAGATGNATTTNAAATNCATCTT située en général en position —10rdales séquences
promotrices de certains genés liaison a 'ADN s’effectugpar un motif ‘helix-turn-helix’
en région N-terminale. Le NO se fixeraitrsles centres fer-soufre en position 91, 96 et/ou
102 correspondant a des résidus cystéine, supgriméaison a ’ADN et permettant ainsi la
dé-répression des promoteurdeetranscription des genes.

Afin d’éviter un effet polaire de la mutatiorsrRsurvacBqui code pour une RNase R,
Filenko et coll. ont développé I'approche suivante pour analyser trdiieales genes régulés
par NsrR cheZ. coli MG1655 : une souche d& coli a été transformée avec un plasmide
exprimant en multicopie la région promotrice du ggtfié qui contient la séquence consensus
de NsrR. Ainsi, dans cette souche, les auteurpwimavoriser la fixation de NsrR sur le gene
plasmidique et supprimer la fixation derRssur 'ADN génomique, obtenant un phénotype
identique a celui d’'une mutation nsrBn comparant le transcriptome de cette souche avec
celui d’'une bactérie transformée avec un plasméxprimant la séquence consensus mutée,
les auteurs ont pu déterminer les genes requaédNsrR. Les résultats montrent que NsrR
réprime 20 génes correspondant a 9 opéronddaal3 ; Filenko N et coll., 2007). Parmi ces
genes, on retrouve ceux pour lesty I'analyse bio-informatique a permis d’identifier la
sequence consensus de NsrR dans la région promoytite hmpA et ygbA (Bodenmiller
DM and Spiro S, 2006); notorependant que le getehAdont la régiorpromotrice possede
la séquence de fixation de NsrR (Bodenmiller DM and Spiro S, 2006) n’a pas été mis en
évidence lors de cette étude (Filenko N et coll., 2007). Par ailleurs, NsrR active 24 génes
(Tableau 3 ; Filenk® et coll., 2007).

[I-4-1-c. Autres senseurs de NO
Y2 SOXRS
Le premier régulateur transptionnel répondant ablO mis en évidence a été SoxR. Ce
dernier contient un cluster [2Fe—2S] qui peut étre oxydé pareOpar NO. SoxR activé
permet la transcription du gésexSdont le produit SoxS indud son tour I'expression des
genes du régulon SoxRS (Hidalgo E and Dempl&94). Ces genes permettent la résistance
des bactéries au stress oxydatif. SOXRS nergitueependant qu’un réle mineur dans la

réponse physiologique de coli au NO (Justino MC et coll., 2005).
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Y4 Fur
Fur contréle la concentration en fer dans lestdyées Gram négatif. Lprotéine se fixe au
niveau de la région promotricies genes impliqués dans le métabolisme du fer, réprimant
ainsi leur expression. La fisan de Fur a I'ADN est inhibée par NO qui réagit avec le fer
pour former un fer-nitrosyl. NO permet donc la transcription des génes réprimés par Fur
(D'Autreaux B et coll., 2002).

¥ OxyR
OxyR est un activateur transcriptionnel appartenant a la famille des protéines LysR. On le
retrouve le plus souvent sous forme de dinoéree tétramere. Chaque monomere contient un
groupement thiol qui va fixer le NO entrainatgs modifications structurales permettant la
fixation d’OxyR sur 'ADN. OxyR induit la trascription de hombreux géenes impliqués dans
la protection contre lestress oxydatif commexySqui est impliqué dans la réparation de
I’ADN (Kim SO et coll., 2002).

¥ FNR
FNR est un répresseur transtiopnel qui contient un clust¢4Fe-4S] qui réagirait avec NO
(Crack J et coll.,, 2004). FNR régule I'expression de génes impliqués dans la respiration
anaérobie et le métabolisme du carbone. &aothémoglobine Hmp est réprimée par FNR ; en
présence de NO, FNR change de confdiona entrainant une dé-répression du géne.
Cependant, la mise en évidence récente d& & de son activité sur I'expression de hmp

pourrait minimiser le réle de FNR.

[I-4-2. Les systemes déétoxification du NO
ChezE. coli, il existe trois systemes enzymatigyedcipaux de détoxification du NO : la
flavohémoglobine, la fleorubrédoxine et les NNO,™ réductases. Ces enzymes utilisent le
NO ou ses dérivés comme substrat et perme#ietst bactérie de résister a leurs effets

toxiques.

¥ La flavohémoglobine
La flavohémoglobine (Hmp) possede une activité NO dioxygénaseechoeti et Salmonella
L'expression de hmpAst induite par différentesources de NO, incluant NO NO;™ et
GSNO. Chez E. caliles deux principaux régulateurs denpA en aérobie et anaérobie sont
NsrR et FNR. En aérobie, la consommation de NO par Hmp génefe R& contre en
anaérobie, Hmp permet laduction du NO en oxyde nitreux,®. Des travaux réalisés chez
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Salmonella ont montré l'importance de HmpA dans la survie intra-macrophagique
(McCollister BD et coll., 2005) et dans larwience (Bang IS et coll., 2006). De méme, une
mutation dans le genemp diminue la virulence d&ersinia pestifdose létale 10 fois plus
faible ; (Sebbane F et coll., 2006).

¥ La flavorubrédoxine
La flavorubrédoxine NorV estine réductase quioatribue a la détokication du NO en
conditions anaérobiques. Elle est associée eéa axidoréductase NorW et permet ainsi de
réduire le NO en D ou en NO. Un mutanhorV chez E. colne se multiplie pas en présence
d’'une centaine de micromolagaele NO (Hutchings MI et dg 2002), mais la délétion de
norV ne modifie pas la capacité Becolia survivre dans les macrophages (Pullan ST et coll.,
2007).

¥ NO3/NO; réductases
On distingue la cytochrome ¢ NOréductase Nrf qui est périplasmique de la;N@ductase
Nir qui est cytoplasmique. De méme, les N@ductases Nap et Nar sont respectivement
périplasmique et cytoplasmique. Cegynes permettent la réduction de N@n NQ~, puis
de NG en NO; la protéine Nrf convertit directement Né&h ammonium. De fagon trés
intéressante, il a été recemmesnggéré que la protéine Nar,nen pas Nir ni Nrf, produit du
NO lorsqueS. entericase trouve en présence de NQOce NO endogéne, généré par la
bactérie, active NsrR et NorR et pa&ti’expression des genes de résistamog et norV
(Gilberthorpe NJ and Poole RK, 2008).

Pour résumé, I'effet bactériotoxique du NO n’est pas observé sur E. coli. Cette bactérie a
acquit de nombreux mécanismes pour résister astress nitrosant. Néanmoins, I'effet du
NO sur des E. coli pathogénes n’a pas été encore été étudié a ce jour.

lll. LES E. coliPRODUCTEURS DE SHIGA-TOXINE

llI-1. LES E. coli PATHOGENES INTESTINAUX

E. coli est un bacille & Gram négatif de la familles Entérobactéries. C’est une bactérie
commensale de la flore intestinale de 'hometeles animaux a sawpaud. Elle représente
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Tableau 4: Les seropathotypes des STEC

. Fréquence Association avec
Incidence

Séropathotype lati d'implication dans des pathologies Sérotypes
relative des épidémies séveres
A Haute commune Oui 0157:H7, O157:NM
026:H11, 0103:H2,
B Modérée peu commune Oui O111:NM, O121:H21,
0145:NM
. 0104:H21, 091:H21,
c Basse rare oul 0113:H21, autres
D Basse rare Non Multiples
E umqugment non NA NA Multiples
humaine

Classification des STEC en fonction de la fréquence d’isolement lors d’épidémies
et de la sévérité de la pathologie engendrée. D’aprés Karmali et coll., 2003.
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moins de 1% du microbiote intestinal totahis 80% du microbioteérobie. Cependant, il
existe des souchesHI’ coli responsables d’infections intestinales qui sont classées en sept
pathovars en fonction des signes cliniqgusdu mode d’interaction avec les cellules
intestinales (Darfeuille-Michaud A et Ito 1998; Nataro JP and Kaper JB, 1998).:coli
entérotoxigeniques. coli entéroinvasifsk. coli entéroagrégatif€. coli a adhésion diffuse,

E. coli dattachement et d’invasionE. coli entéropathogenes (EPEC) &. coli
entérohémorragiques (EHEC).

Les EHEC provoquent des colites hémorragiques qui peuvent se compliquer par un
syndrome hémolytique et urémique (SHU) tpuiche essentiellemefds enfants ou par un
purpura thrombotique thrombocytopéniquel (P chez les personnes agees. Ces troubles
cliniqgues sont principalement dus a la produttd’'une toxine, la Shiga-toxine (Stx). Le
pathovar EHEC appartiedbnc a la famille deB. coli producteurs de S§6TEC). Toutes les
souches de STEC ne sont pas pathogenes pour 'lhomme ; la dénomination EHEC est donc

réservée aux STEC isolés en situatiothpkgique.

[1I-2. CLASSIFICATION DES STEC

[11-2-1. Classification antigénique des STEC
Les STEC sont caractérisés par la comboragérotypique O:H:K dieurs antigenes du LPS
(0), flagellaires (H) et capsulaires (K). k'sociation O:H est néanmoins couramment utilisée
pour classifier les STEC. Ces b&tgs sont réparties dans pldisine centaine de sérotypes
(Johnson KE et coll., 2006). Le sérotype le plus fréequemment isolé de cas cliniques est le
sérotype O157:H7. Il ésen particulier a l'origine de lgrande majorité des épidémies

survenues au Japon, aux Btainis et en Europe.

[11-2-2. Les séropathotypes des STEC
La classification en sépathotypes est tres courammentisigi. Cette classification est basée
sur l'incidence des STEC etueassociation avec le SHU dffleau 4). Les STEC ont été
classés en 5 séropathotypes de A a E (Karmali MA et coll., 2003). Les séropathotypes A et B
incluent les souches dont les sérotypes sontissaux épidémies de SHU, le séropathotype
A regroupant les souches de sérotype O157:H&ékepathotype C inclut les STEC associés
a des cas sporadiques de SHU. Le séropathotype D comprend les souches ayant une faible
incidence sur '’homme et aucune associatioecawn SHU, et les souches contenues dans le
séropathotype E n’ont paséetrouvées chez 'homme.
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Figure 10: Diversité clonale des STEC
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représentent les 4 groupes de STEC dans lesquels sont présents les clones les plus répandus.
D’aprés Whittam et coll., 1998.
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[11-2-2. Classement phylogénétique
Une autre classification des STEC consistesadgrouper en fonction de leur fond génétique.
Quatre groupes phylogénétiques ont été identifieés (A, B1, B2,.0l, &t important de noter
gue les identifiants (A a E)e ce classement ne correspondent pas a ceux du séropathotype.
Les souches de STEC/EHEC sont présedtes les groupes phylogénétiques A et B1. De
plus, les souches de sérotype O157:H7 anté&groupées dans le groupe E (Escobar-Paramo
P et coll., 2004). Les souchessIplus pathogenes, cellekes séropathotypes A et B,
appartiennent respectivemenixagroupes phylogénétiques E et B1.

Pour étudier I'évolution desouches de STEC, de nombrewteurs ont étudié le groupe
clonal de chaque souche, qui est basé sutigimement des séquences primaires de plusieurs
enzymes. Ces travaux ont permis de propdsxistence de quatr lignées évolutives
indépendantes chez les EHEC ; ces grougesaux ont été appelés EHEC-1, EHEC 2,
STEC-1 et STEC-2 (Fig. 10). Cependant, degtaravaux suggerent que les EHEC-1 et
EHEC-2 correspondent a deux clones d’'EPEC ayant acquis les ge(sestx LH et coll.,
1997).

I11-3. EPIDEMIOLOGIE DES INFECTIONS A EHEC

[11-3-1. Réservoirs et vecteurs
Les STEC sont transmis a I'homme par inges d’aliments souillés. La diversité des
aliments incriminés dans cette transmission est importante (viande, lait, Iégumes, eau de
boisson), mais le principal réservoir de cextbries est le tube digestif des bovins, en
particulier le rumen et le colon. Cependans tactéries ont été retivées chez d’autres
ruminants tels que les ovins, les porcins et d’autres animaux sauvages ou domestiques. Les
STEC paraissent omniprésents dans la padpualdiovine : selon les études et le mode de
détection, jusqu’a 70% des ardox d’élevage peuvent étre pEur de STEC (Montenegro
MA et coll., 1990; Blanco M et coll., 1996). e prévalence varieitaen fonction du mode
d’élevage des animaux ; ainsi, les animauxgog des STEC sont environ deux fois plus
importants dans les élevages intensifs que td®animaux sauvages (Hussein HS et coll.,
2007). Plusieurs études ont montré que le porsageun rythme saisonnier, les mois les plus
chauds correspondant a une augmentation du nod'dimenaux infectés (Jenkins C et coll.,
2002).

Les STEC sont excrétés par les bovins et ncentration dans les féces varie d’'un

animal a l'autre. Une étude réalisée aux $tabis montre que la quantité de bactéries
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excrétées varie de 4@ 10 bactéries/g de féces (Zhao Toefl., 1995) et plusieurs études
laissent supposer que le changement de réglmeentaire serait responsable de I'excrétion
intermittente des bactéries (Haon BG et coll., 1999). Cette enétion importante des STEC
est considérée comme un facteur de risquesgbeur I'infection des humains par ces agents
pathogénes.

[11-3-2. Sources d’infection
Les STEC entrent le plus souvent dans la chalingentaire lors de I'abattage des animaux.
Si ce dernier est correctemegalisé, il est peu probable gles carcasses se trouvent au
contact du contenu intestinal contenant les ST#€de la découpe. En revanche, il est assez
difficile d’éliminer sGrement l'autre source importante de contamination : la peau. En effet, il
a été montré que les cuirs des bovins étaient frequemment portesoscties STEC (Elder
RO et coll., 2000). Lors de ldécoupe des carcasses, lestérdes peuvent étre ainsi
transmises de la peau a la viande par les agyigeit par les mains ayant touché la peau soit
par les outils. Les aliments les plus fréaumeent impliqués sont la viande de bceuf
(essentiellement les steaks haghwiais aussi les saucissesldi et ses produits dérivés, dont
notamment les fromages au lait cru.

Les fruits et les salades ont également été mis en cause ; leur contamination est le plus
souvent due a un contact avec du fumier (8idem A et coll., 2005). Entre 1982 et 2002
aux Etats-Unis, les fruits et légumes oéte a l'origine de 34% des toxi-infections
alimentaires dues aux STEC4dRgel JM et coll., 2005). ERO06, aux Etats-Unis des lots
d’épinards frais ont été a 'origine d’'une desgpgrandes épidémies rencontrées dans ce pays
(Maki DG et coll., 2006).

Des cas de contamination par I'eau desbon ou de baignade ont été rapportés. En
2002, les contaminations par I'eau représent&iéntdes épidémies survenues aux Etats-Unis
entre 1982 et 2002 (Rangel JM ell.¢@005). D’autre part, des éteslmenées par Muniesa et
coll. ont mis en évidence des particules virdilees codant les toxines Stx dans les eaux de
rivieres et en station d’épuration. Ces parésutonstituent donc un régeir naturel de genes
stx capables d’étre acquis par d’autres bactéries par transduction (Muniesa M and Jofre J,
1998).

La contamination interhumaine est égalenmsrgsible et intervient en particulier dans

les créches et les écoles ainsi que parmi leopaet soignant des hdpitaux lors d’épidémies.
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[11-3-3. Epidémiologie des infections humaines
[1I-3-3-a. Les épidémies

YuLes Etats-Unis
Les Etats-Unis sont les pltiguchés par les épidémies daefion par les EHEC. Le nombre
de cas d'infection a EHEC est d’environ 73000 par an.

L'une des épidémies les plus importantestouché 732 personnes dans |'état de
Washington en 1993, dont 55 ont développé it ®t 4 sont décédées (Bell BP et coll.,
1994); 'dge moyen des malades étlgt7 ans. L'aliment incriminétait de la viande de bceuf
hachée. Une deuxiéme épidémie massive attribuée a la consommation d’eau contaminée a
touché 781 personnes, avec 14 cas de SHldétes, en 1999. En 2006, 2 épidémies ont été
recensées aux USA : la premiéere due a la consommation d’épinards frais contaminés a touché
204 personnes dans 25 états défés ; 32 personnes développgran SHU et il y eut 3
morts (Maki DG, 2006). La seconde a touchépetsonnes dans 5 états différents ; cette
épidémie a été liée a la consommation de steaks hachés contaminés dans les restaurants d’'une

chaine de restauration rapide.

YuL’Asie
De nombreux pays asiatiques industrialisés ossiaété gravement touch@ar les infections
a EHEC. Parmi eux on peut citer le Japon qui a connu la plus grande épidémie jamais
répertoriée en 1996. Pres de 1000 personnes ont été contaminées, 101 ont développé un SHU
et 8 sont décédées (Michino Haatll., 1999). Cette épidémietesurvenue dankes cantines
scolaires a la suite de la consommation de psuseadis crus contandies ; I'infection s’est

egalement propagée aux membres d’encadrement et aux familles des enfants atteints.

Y4L’Australie
L'Australie connait de nombreuses épidémieaqeie année. Ces dernieres n’excedent que
tres rarement la dizaine de patients et ellesamt en général pas dues aux EHEC de sérotype

0157:H7 mais aux EHEC appartenardes sérogroupedgejue 0113 ou O111.

Y4L’Europe
L’Europe connait régulierement gleas d’infection par les EHECa plus grande épidémie
survenue en Europe date de novembre 199%oesse. Elle a touché 501 personnes dont 20
sont décédées. La cause de l'infection fut la consommation de viande froide contaminée par
E. coli 0157:H7 (Ahmed 34D et coll., 1998).

44






Revuedelittérature

Y.La France
Deux épidémies majeures ont eu lieu eanlee en 2005. Elles ont touché 69 et 17 personnes
et ont provoqué chacune 17 cas de SHU chegeulees enfants. La premiere était due a la
consommation de steak hachés deubsergelés contaminés par déscoli 0157:H7 et la
seconde était due a la consommation deecaberts au lait cru contaminés par &escoli
026:H11 [fttp://www.invs.sante.fsurveillance/shu/shu_2005.pdf Par ailleurs, une

contamination massive de 1,5 tonne de steaks hach&s galf O157:H7 a été observée cette

année, mais aucun cas de patha@ humaine n’a été détecté.

[11-3-3-b. Les cas sporadiques
Alors que les grandes épidémies sont soudseh documentées, la fréquence des cas
sporadiques d’infection est probablement saisree. En effet, les STEC ne sont pas
recherchés systématiquement chez les patidgtgimta de diarrhées et a I'heure actuelle il
n'existe pas de test rapide permettant lectén de souches de sérotype non-O157:H7 du
fait de leur grande diversitédahimique. Les formes sporadigué’infection représenteraient
pourtant la majorité des cas.

Pour la période 2000-2004, la plupart des 2680 d’infection par les EHEC dans les 17
pays du réseau Enter-n&tviw.hpa.org.uk/hpa/inter/enter-net_menu.jjtaont la moitié est
due a E coli0157:H7, sont des cas sporadiques.

En France, aucune donnée sur l'incidenceinfestions a STEC n’est disponible et par
conséquent le seul outil gignible est la surveillance du SHybique chez I'enfant par les
pédiatres néphrologues. En 2006, le réseaudeillance des cas de SHU a recensé 104 cas
chez les enfants de moins de 15 ans. Le déngidence moyen des SHU dus a des EHEC en
France est de 0,71 cas pour &8fants de moins de 15 ans, 1,87 cas potiedfants de
moins de 5 ans et de 2,3 cas pour’ l@nfants de 1 & 3 ans
(http://www.invs.sante.fsurveillance/shu/shu_2005.pdDans 83% des cas, le SHU est du a

une souche d'’EHEC de sérotype O157:HN€anmoins, 96% de ces cas de SHU sont

sporadiques.

[11-4. CLINIQUE DES INFECTIONS PAR LES EHEC

[1I-4-1. Les symptOmes intestinaux
Les infections a EHEC dont tiose infectieuse est estimée amsale 50 bactéries (Tilden JJ
et coll., 1996) sont caractérisées paffédents symptdmes dont I'apparition se fait

45



Figure 11: Evolutions cliniques lors de I'infection par les

EHEC
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séquentiellement dans les 15 jours suivamtgBstion de l'aliment contaminé. Aprés une
incubation de 1 et 9 jours en moyenne aprgsstion, les premiers symptémes apparaissent
sous forme de diarrhée agueuse modé&@mmpagnée de séveres douleurs abdominales
spasmodiques et d'une déshydratation madéians 90% des cas, la diarrhée devient
sanglante. Cette colite hémorragique (CH) dlige 10 jours généralemesans apparition de
fievre malgré une hyperleucocytose. Eleut en revanche étre accompagnée de
vomissements. Lors des CH, les Iésions salisent au niveau du caecum et du célon. Il
s’agit d'cedémes, d'hémorragies et d’'une nécrose de la muqueuse intestinale.

L’association entre les CH et les EHEE clairement établie par O'Brieat al. en 1983
(O'Brien AD and LaVeck GD, 1983), lorsquert@®&me souche d’'EHEC a été retrouvée a la
fois dans la viande contaminéedains les selles de malades.

Des complications pouvant metea cause le pronostic vitapparaissent dans 10% des
cas une semaine environ aprés le début tdmsbles intestinaux. Ces complications se
traduisent par des microangiopaththrombotiques de deux tyypde SHU et le PTT (Fig.
11).

[lI-4-2. Le SHU
La relation entre les EHEC et le SHU a éghéé par Karmali et coll. en 1983 (Karmali MA
et coll.,, 1983). Le SHU se caractérise par tnade associant anémie microangiopathique
hémolytique (hémoglobine < 10 g/100 ml ehigocytose > 2%), une thrombopénie (nombre
de plaquettes inférieur & 150000/Mrat une insuffisance rénadégué (créatinine > 6@Mol/l
pour les enfants de moins de 3 ans) pouvanuévalers une insuffisaerachronique. De plus,
certains troubles du systeme nerveux céntiels que |étharg, convulsions et
encéphalopathies, sont observés chez 25%paisnts souffrant de SHU (Tesh VL et coll.,
1993). Ce syndrome touche prindgraent les enfants de moids 5 ans et environ 10% des
enfants de moins de 10 ans infectés parEldEC développent un SHU environ une semaine
apres le début de la diarrhée. La mortalitiéests un SHU est comprise entre 5 et 10%. Parmi
les survivants, 30% gardent des séquelles mineures (protéigiusi) des séquelles majeures

(insuffisance rénale chronique, déficits neurologiques définitifs).

-4-3. Le PTT
La relation entre les EHEC et le PTT a étgbéé par Kovacs et coll. en 1990 (Kovacs MJ et
coll.,, 1990). Le PTT est défini par une éame hémolytique microangiopathique, une

thrombocytopénie, de la fievre, des troublearabgiques et une insuffisance rénale aigué
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qui peut étre modérée ou absente. On corsicgisyndrome comme étant une forme clinique
plus large mais plus fruste que le SHUaffliecte surtout les personnes agées. Cependant des
cas de PTT ont également été observés clesz enfants. Le traitement actuel qui est

seulement symptomatique permetrdduire la mortalité de 80%.

I1I-4-4. Mécanismes histopathologiques du SHU/PTT
La dysfonction endothéliale est tacteur crucial dans la séepce aboutissant a la thrombose
des petits vaisseaux propresSdU/PTT. Les Stx sont directemt toxiques pour les cellules
endothéliales et peuvent activees leucocytes circulants qui adhérent @laér la paroi
vasculaire et lesent directement les defluendothéliales. Cette agression provoque une
expansion sous-endothéliale abssant au rétrécissement ou a I'oblitération de la lumiéere
vasculaire. Par ailleurs, helothélium endommagé libere, rdala microcirculation, des
multiméres de facteur von Willebrand (VWF) ttés grandes tailles. Dans les conditions
normales, I'écoulement du flux sanguin est laminaire et les multiméres VWF circulent sous
forme repliée. Sous l'effet des lésionsl'@adothélium, I'écoulement du flux sanguin devient
turbulent dans la lumiere vasculaire rétréclmaugmentation consécutive de la force de
cisaillement empéche le repliement des multiménei deviennent accessibles a I'activité de
protéases circulantes qui clivent le VWF. lfemgyments se lient aux plaquettes activées et
contribuent a l'agrégation plaqigire et a la formation des thrombi. Ces derniers se
retrouvent principalement au niveau desnse du célon et du cerveau expliquant la
symptomatologie de la maladie.

Par ailleurs, la Stx induit la production de TNFet d’IL-1E& partir des cellules
inflammatoires. Ces dernieres stimulent tiaation leucocytaire et amplifient les
conséquences de I'inflammation et favorisentpiession du récepteur de Stx, le globotriosyl
céramide 3 (Gb3), a la surface des celluledothéliales. Ces phénomeénes favorisent et

amplifient les dommages a I'endothélium et les thromboses.

[11-4-5. Traitements
Une hydratation optimale pendant la phase derliée glairosanglante et avant que ne se
manifeste le SHU semble importante pour le miend'une fonction rénale satisfaisante. Les
ralentisseurs du transit semblent favoriser édgance d'un SHU chez les patients présentant
une diarrhée a EHEC et sont donc déconseillés. L'utilisation des antibiotiques est
controverseée. Plusieurs études montrent qu’ilsarg pas efficaces (BaP et coll., 1997) et

peuvent méme représenter un facteur deuesgus important poue développement d’'un
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SHU (Wong CS et coll., 2000En effet, les antibiotiques peent induire la production de
Stx et la lyse bactérienne (cf. llI-5-3-a), entegit ainsi la libératiode quantités importantes
de toxine dans la fuiére intestinale.

Les traitements spécifiques du SHU/PTT visent donc a prévenir ou a limiter la cascade
d’événements qui aboutissent a la thrombosavasculaire et aux lésions tissulaires et sont
donc essentiellement symptomatiques (Andr&i et coll., 2002). Lorsque l'insuffisance
rénale se déclare, une perfusion rénale opéirdait é&tre maintenue. La prise en charge de
I'hypertension artérielle dans laquelle les vasodilatateont les molécules de choix est par
ailleurs envisagée. Enfin, I'apport de plas(parfusion ou échange), en particulier dans les
formes les plus sévéres avec atteinte neuiguieg est fortement recommandé. Les indications
d'épuration extrarénale par dialyse sont esdlmtient I'nyperkaliémie menacante et I'anurie.
L’ensemble de ces traitementgmpettent de diminuer la mortaide 40 & 4% dans les cas de
SHU et de 90 a 10% dans les cas de PTT (Gllest coll., 1996). Le taux de guérison sans
séquelle est d’environ 70%.

Lorsque le SHU ou le PTT ne sont pas sdasi I'apport de plasma, la néphrectomie
bilatérale peut étre un recauefficace chez les rares patieptgésentant un risque de mort
imminente en raison d’'une thrombopénie séwaasociée a une hypension réfractaire ou a
des signes d’encéphalopathie hypertensivensDees formes dramatiques, une rémission
clinigue et hématologique complete a étéepbde dans les deux semaines succédant a la

néphrectomie.

En conclusion, il n'existe pas de traitement pour lutter contre I'infection par les EHEC.
Les traitements du SHU visent a limiteri) les thromboses microvasculaires rénales en

inhibant 'agrégation plaquettaire et ii) I’hypertension rénale

[1I-4-5-a. De nouvelles pistes thérapeutiques
De nouveaux traitements destinés a prévermpbsition des organes cibles a la Stx sont en
cours d’évaluation. Ainsi, des anticorps mowoeux anti-Stx diminuent la mortalité lors
d’une infection expérimentale par les EHEC claegouris (Yamagami S et coll., 2001) et la
probabilité d'apparition de syptbmes neurologiques et lmortalité chez le porcelet
gnotobiotique infecté (Sheoran AS et coll., 2005). Par ailleurs, 'administration de bactéries
recombinantes produisant des analogues stauwcturdu récepteur de la toxine abolit
complétement 'effet d’'une dose létale de O157:H7 chez la souris (Paton AW et coll., 2000).
Enfin, des composés peptidiques (Nishikawa K et coll., 200@)lucidiques (Synsorb Pk™ ;
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Takeda T et coll, 1998) mimant le récepteuraléoxine ont pour but, apres administration
orale, de la séquestrer dans la lumiere intalginde tels composés ont néanmoins démontré
leur inefficacité chez des enfants SHU (Trachtidaand Christen E, 1999) et de nombreuses
études sont encore nécessair@s dé proposer des stratégietealatives pour lutter contre
les infections a EHEC.

[11-4-6. Diagnostic
Le diagnostic des infections a EHEC reposel'&olement et l'identi€ation des bactéries
dans les selles, sur la mise éidence des Stx libres ou des gésed et stx2et/ou sur

l'augmentation du titre sérique des anticorps spems dirigés contre le LPS et la flagelline.

Néanmoins, malgré les techniques modernete détection des STEC dans les denrées

alimentaires, des aliments contaminése retrouvent souvent sur le marché

Yslsolement et identification des STEC
E. coli O157:H7 peut étre mis en évidence déss selles par son @&tére phénotypique
particulier (absence de fermentation du sorbitoR4rh) facilitant sa détection au sein d'une
flore mixte sur un milieu approprié (géosMac Conkey-Sorbitol). La confirmation du
diagnostic repose d'une part sur l'identification bimique de la souche et d'autre part sur la
recherche de l'antigéne O157 a l'aide dddmum anti-LPS 0157 et de l'antigéne H7.
Cependant, il existe des vartats phénotypiques parmi lesushes de ce mitype avec
possibilité de mutation vers un phénotype ferraenle sorbitol et reessitant donc une autre
méthode de détection. La mise en évidence d'autres sérotypes est plus complexe.
L'identification de la souche productrice de toxine se fait par hybridstionolonies a l'aide
de sondes d'ADN spécifiques des gesbd et stx2 Les colonies productrices sont alors
isolées puis typées. Ces techniggent lourdes et ne squds applicables en routine.

Le recueil de selles doit étre effectad@ maximum 4 a 6 josraprés le début des

prodromes digestifs, les EHEC étant rapidement éliminés de l'intestin.

¥Mise en évidence des Stx libres
La détection des Stx libres dans les selles s'effectue par I'étude de la cytotoxicité sur cellules
Vero ou Hela. Elle est spécifique si elle mstitralisée par un antisérum anti-Stx. Un ELISA

peut étre également envisagé.
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¥Mise en évidence des génes codant pour les toxines
Du fait que les EHEC soient présents en tres faible quantité dans les selles, I'amplification par
PCR (pour polymerase chain reaction) des gendant pour les Stx représente une méthode
sensible pour leur détection. La PCR estiséal directement sur leelles ou a partir d'un

écouvillon rectal.

Y,Sérodiagnostic
Dans le sérum du malade, le diagnostic repase la détection des anticorps seériques:
augmentation des anticorps anti-Stx maisasurtecherche des anticorps anti-LPS pour les
sérogroupes connus comme produdeale Stx. Les anticorps sai#étectables précocement et
permettent d'attester de l'infection mémaspurs semaines aprés le début des prodromes

digestifs.

l1I-5. LES MECANISMES MICROBIENS DE LA PATHOGENICITE

I1I-5-1. Résistance a I'acidité gastrique
Aprés ingestion par le consommateur, les EHE@sitent par I'estomac ou ils doivent faire
face au premier systeme de défense detdhBacidité gastriquelLes EHEC possédent
plusieurs mécanismes pour répondre a cette agression. EChedi, quatre systemes de
résistance a l'aciditént été mis en évidence. Un syse&oxydatif, peu caractérisé, et trois
systémes dépendants d'acides aminés, leemstarginine dépendante systeme lysine-
dépendant (Foster JW et coRQ04) et le systeme glutamate dépendant, qui semble étre le
plus efficace des quatre (Linei coll., 1996). Par ailleurs, éxiste un ilo d’adaptation a
I'acidité appelé AFI (pour Ad Fitness Island) qui portdes génes impligués dans la
résistance au stress acide dd a des acides orgafiiples, et a une résistance induite a forte
densité cellulaire (Masuda N and Church GMIQ3; Mates AK et coll., 2007). La plupart de
ces mécanismes sont dépendants a la fois de la phase de croissance des bactéries
(exponentielle ou stationnaire), die densité cellulaire, dgsaramétres physico-chimiques
(disponibilité en oxygene, source de carbone)ndieu de culture et du pH. Ces mécanismes
permettent la survie des badtéra différentes coiittbns environnementalede stress acide,
telles que les conditions de I'estomac (pH len3Présence d’acides minéraux) et de l'intestin
(pH 5,5 a 7 en présence d'acides organiquisdefd. Le régulateur général de réponse au
stress acide est le factedt codé par le géngoS (Cheville AM et coll., 1996; Price SB et
coll., 2000)
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[lI-5-1-a. Le systeme oxydatif
Le systéme oxydatif est le mécanisme de réscd au stress acide le moins connu et reste
moins efficace que les systemes arginine-ddaet et glutamate-dépendant (Foster JW et
coll., 2004). Il est induit chez ldsactéries en phase stationeaén présence d’oxygene. I
permet aux bactéries de résister dans un mitimimum dont le pH peut atteindre une valeur
de 2,5. Le mécanisme par lequel le systeme oxydatif pr&egeli du stress acide n’est pas
clair. Il est décrit que ce systéme est réprimé par le glucose et dépenddmt a2 CRP
(pour cAMP receptor protein) mais les gedépendants de ces deux systemes n’ont pas été

caractérisés.

[1I-5-1-b. Le systeme glutamate-d@endant et arginine-dépendant
Ces systémes permettent aux EHEC de résister dans un milieu minimum dont le pH peut
atteindre une valeur de 2,5 mais auquel onjeuta de l'arginine ou du glutamate. Les
mécanismes d’action de ces systgnsont bien connus et sont basés sur des réactions de
décarboxylation d’acides aminés conduisant a la consommation d’'un proton intracellulaire.
Ces deux systemes sont composés d’uneri@cgase et d’'un trangpteur. La glutamate
décarboxylase (Gad), formée de GadA et GadBarginine décarboxylase AdiA permettent
I'élimination d’'un groupement carboxyl, porgar le glutamate et I'arginine, en g@vec
consommation d’'un proton recruté dans le pigeme. La réactionbautit a la production
d’acide dJamino butyriquevia le systeme Gad et d’agmatine \AaliA. Les transporteurs
GadC pour le glutamate et AdiC pour Harine permettent I'export de I'aciddamino

butyrique et de 'agmatine et I'import de n@aux acides aminés (glutamate et arginine).

[lI-5-1-c. Régulation des systemes glutamate-dépendant et arginine-
dépendant
La régulation du systeme glutamate-dépandest complexe. Au moins 11 protéines
régulatrices sont connues poureater I'induction de ce systemdne des plus importante est
I'activateur central, GadE (anciennement a@p¢hiE). GadE lie une séquence consensus
appelée ladad box’ de 20 pb (TTAGGATTTTGTTATTTAAA ; Castanie-Cornet MP et
coll., 2007) localisée en amontdsites de transcription dmdAet gadBC La ‘gad box’ et

I'activateur GadE sont essiels a I'expression de gadét gadBCet donc essentielle a la
résistance a l'acidité. Les dix autres réguledemterviennent deaf;on plus ponctuelle en

fonction de la phase deaissance et de la composition du milieu de culture.
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Figure 12: Régulation des circuits de résistance a l'acidité

dépendants du glutamate chez E. coli
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Les genes de régulation sont présentés en violet; les génes de résistance a I'acidité sont en
orange. L'activation des circuits EvgA, TrmE ou GadXW conduisent a I'expression du gene
codant pour le régulateur transcriptionnel GadE. Ce dernier permet la transcription des genes
gadABC qui permettent la résistance a I'acidité. D’aprés Foster, 2004.
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Trois grands circuits ont été décnitsur la régulation de I'expression dadE (Fig. 12).

Le premier circuit, dit EvgA, a été décritrgdasuda et Church (Masuda N and Church GM,
2003). Le complexe EvgAS est un systemeeaix composantes, EvgS étant le senseur
membranaire et EVgA un régulateur transcriptiel. Une surexpression de EvgA entraine de
facon directe ou indirecte via YdeO, unaisgance a l'acidité par l'induction dg@dE Ce
mécanisme a été décrit pour des bactéries esepgonentielle de croissance dans un milieu
minimum. Aucune implication de ce systénia été décrite en phase stationnaire.

Le deuxiéme circuit régulant le systeme ginate-dépendant estdacuit TrmE (aussi
connu sous le nom de MnmE). Ce circuit pertaesynthése de GadA et GadBC durant la
croissance des bactéries en MLB contenangldeose. Le rbéle exact de TrmE n’est pas
clairement défini mais il est cagabd’induire la transcription degyadE qui permet la
transcription dgadAetgadBC(Gong S et coll., 2004).

Enfin, le troisieme circuit décrit est le circigadXW; ces génes forment un opéron.
GadW est un régulateur néfale la transcription dgadX Des techniques de gel retard ont
permis de montrer que GadX active directengatA et gadBCen se fixant sur lagad box’
(Giangrossi M et coll., 2005; Tramonti A et coll., 2006). Cependant, une surexpression de
GadX chezE. coli n'induit pasgadAou gadBen absence de GadBong S et coll., 2004).
GadE et GadX peuvent se fixer simultanément sur la région autour de la ‘gad box’,
probablement en formant un complexe (Ma Zeit., 2003). Plus recemment, une étude a
montré que RpoS activgady, petit ARN non codant, qui stabilise TARNm de gaeinduit
sa transcription, résultant en umguction de la transcription dgadE (Sayed AK et coll.,
2007).

La régulation du systeme angie-dépendant est beauconmins complexe. Le géne
adiA (arginine décarboxylase) est localisé en amoradi€ (arginine/agmatine transporteur),
ces deux genes sont séparés par un troisiemeagiEYieAdiY active I'expression dadiA et
adiC, cependant les conditions nécessaires a soratioh n'ont pas étéotalement définies
(Stim-Herndon KP et coll., 1996).

[11-5-2. Attachement aux cellules épithélides et perturbations du cytosquelette
Toutes les souches de STEC appartenant aux séropathotypes A et B (O157:H7, O157:NM,
026:H11, O103:H2, O111:NM, 0O121:H21, O145:NM) possedent des facteurs de virulence
leur permettant d’adhérer de facon intime aahules épithéliales. $e a cette adhésion, les
EHEC induisent une perturbatioie la signalisation de la celé héte et un réarrangement du
cytosquelette qui provoque un effacement des microvillosités intestinales et I'apparition d’'un
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Figure 13: Le piédestal d’actine sous une bactérie EPEC

Formation du piédestal a la surface de cellules HelLa infectées par la
souche EPEC E2348/69 (Knutton et coll., 1998).

Figure 14: Lésions A/E induites par une souche O157:H7 sur
des cellules rectales de mouton

Les bactéries adherent a la surface des entérocytes (E). Les
microvillosités sont effacées et certaines bactéries sont sur un
piédestal (P). La bordure en brosse normale est présente (M) sur les
entérocytes adjacents non colonisés (Wales et coll., 2001).
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piédestal sous la bactérie (Sherman PM @oni R, 1988; Frankel G et coll., 1995; Fig. 13).
L'’ensemble de ces modifications cellulaires &spelé Iésion d’attachement et d’effacement
(A/E ; Fig. 14).

La plupart des genes nécessaires a la foomate Iésions A/E sont localisés sur un ilot
de pathogénicité de 43,36 kb appelé locudfabement des entérocgtdLEE) situé sur le
chromosome bactérien (Fig. 15). Le LEE esjanisé en 5 opérons majeurs : LEE1, LEE2,
LEE3, LEES5 et LEEA.

Un locus similaire est égalenteprésent chez les EPEC et cl@irobacter rodentium
Les EPEC sont responsables de diarrhéesuaqaechez les jeunes enfants et les nourrissons
majoritairement dans les pays en voie deetiippement, mais également dans les pays
industrialisés C. rodentiumest une bactérie pathogene desris induisant des symptéomes
similaires a ceux des EPEC chez 'hommes @eux bactéries peuvent induire des lésions
A/E comme les EHEC.

[1I-5-2-a. L’attachement intime
Le LEE 5 contient le geneae codant pour une adhésine, l'intimine Eae (d®urcoli
attaching and effacing), et le gétire codant pour Tir (pour translocated intimin receptor), le
récepteur de l'intimine. Entre les gené@set eae se trouve le géonesTqui code pour une
protéine chaperon da protéine Tir.

L’intimine Eae est une proté de membrane externe @& kDa qui permet I'adhésion
intime des bactéries a I'épitihém intestinal. Des EHEC O1347 invalidés pour le géne eae
sont incapables de coloniser, de former ldspns A/E et d’induiraes signes cliniques de
SHU chez le jeune lapin {#&hie JM et coll., 2003)La séquence nucléotidique de l'intimine
des STEC présente seulement environ 49% dilagie avec la séquence de l'intimine des
EPEC. Cette différence expliquerait pourquai &TEC adherent seulement a I'épithélium du
cblon alors que les EPEC adhérent a I'épithélie l'intestin gréle et du célon chez le
porcelet (Yu J and Kaper JB, 1992)orsque le gene cloné de lintimine des EPEC est
introduit dans une souche de EE dépourvue de son propre gesae celle-ci devient
capable d'adhérer a I'épithélium detéstin gréle (Tzipori S et coll., 1995)

Six variantsD E J G Het ] de l'intimine ont été identifiés. Les genese) eaek et
eaeJont été mis en évidence respectivemeimtz la souche EPEC E2348/69, la souche
RDEC isolée de lapin et lsouche EHEC 0157:H7 EDL93&hina B et coll., 1999). Les

geneseaeGeae ldt ead ont été isolés de souches humaidesérotype O157:H7 associées a
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Figure 15: Organisation genétique du LEE chez E. coli
O157:H7
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D’aprés Deng et coll., 2004 et Garmendia et coll., 2005.

Figure 16: Structure du SSTT
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des SHU (Adu-Bobie J et coll., 1998). C’est latigaC-terminale de I'intimine, responsable
de la reconnaissance spécifique de la celkudearyote, qui est la plus divergente. Elle
pourrait étre responsable ded#dférence de tropisme tissirda observée entre les EPEC (au
niveau de lintestin grélegt les EHEC (au niveau du caecetdu cblon) le long du tube
digestif.

Le génetir code pour la protéine Tir de 78 kD@ette derniere est transférée de la
bactérie a la cellule eucaryote par le systemaéteétion de type II{SSTT). Elle s'insere
dans la membrane cytoplasmique de la cetdlie et sert de réceptepour l'intimine. Trois
variants D Eet Jdu geneir ont été décrits chez les EPEC et les EHEC (China B et coll.,
1999). Tir formei) une structure en épingle a cheveux avec les domaines C- et N-terminal
localisés dans la cellule héteiBt une région transmembranaggtracellulaire qui interagit
avec l'intimine.

L’interaction entre l'intimine et son récepteTir établit donc une adhésion intime aux
entérocytes (Donnenberg MS et coll., 1993 Kde ML et coll., 1995). Cette adhésion induit
un remaniement de I'actine cellulaire qui f@noun piédestal sous la bactérie (Fig. 13).
Néanmoins, d'autres récepteurs, non bactériens, existent sur I'épithélium intestinal. Ainsi, les
intégrines B et la nucléoline sont des récepteurs pabnde I'intimine (Sinclair JF et coll.,
2006).

[11-5-2-b. Mode d'’injection d’effecteurs bactériens dans la cellule hote
Les STEC peuvent injecter des molécules effectrices dans les cellules épithéliales auxquelles
elles adherent. La machinerie qui permetecajection est coposée d’'un SSTT formant un
pore a travers lequel les protéines sont sécrétées, d'une seringue dtanslocon qui

s’insére dans la membrane des cellelesaryotes telle une aiguille (Fig. 16).

YuLe SSTT
Le SSTT est associé a la virulence de nombpathogenes a Gram négatif. Il est utilisé par
les pathogenes pour séenétles facteurs de virulencereitement dans l&zellule hoéte.
L’'assemblage du SSTT est séquentiel. Les foadatde la seringue, sarvt au transport des
protéines bactériennes daascellule hote, sont dépendantes de la gee A partir de ces
fondations, la seringue estseiite élaborée de fac@mecindépendante et permet le transfert
des protéines. Ce transfert nécessiteolassommation d’ATP. EscC (LEE2) et EscV (LEE3)
sont les principaux composanties fondations de la seringu®n les retrouve dans la

membrane de la bactérie. EscC est retrowwgtemunément dans tous les SSTT. EscC est
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impligué dans le transport de molécules a travers la membrane externe. EscV posséde 7
domaines transmembranaires et interagit daemembrane interne. EscJ (LEE2) forme un
cylindre fonctionnant comme upont dans I'espace périplasmique pour relier les deux
membranes. Le fonctionnement du SSTT semble dépendant de I'hydrolyse de I'ATP par
I'’ATPase EscN (LEE3), mais le mécanisme moléculaire précis n'a pas encore été démontré
(Gauthier A and Finlay BB, 2003nfin, SepD et SepL sont des composants cytoplasmiques
du SSTT. SepD (LEE2) est associé a la membtmwérienne et fixe SepL (LEE4) ; ce
dernier fixe Tir pour permettre son injext via le SSTT (Wang D et coll., 2008).

Les genes codant pour le SSTT sont tréser@s entre la souctePEC E2348/69 et la
souche EHEC EDL933, avec 98 a 100% dibtogie (Friedberg D et coll., 1999).

YuLa seringue
La seringue est composée d’'une seule protéiseF qui possede une forte homologie avec
Prgl chezSalmonella YscF chezYersiniaet MiH chezShigella Le gene codant pour EscF
est porté par le LEE4. La seringue EscF #®ron canal pour la sétion de protéines
dépendante du SSTT. Un mutant escF abolisdarétion du translocon et des protéines
effectrices (Sekiya K et coll., 2001).

YsLe translocon
Le SSTT des EPEC/EHEC est caractérisé lpaprésence d'une extension filamenteuse
associée a la seringue Esgbpelée translocon. Ce translocon est formé des protéines Esp
(pour E. coli secreted proteins) ; les genadant pour les protéinégssp font partis du LEE4.

La protéine EspA de 25 kDa est un composaneunale la surface de la bactérie durant
la formation de la lésion A/E. Cette protéine forme un large filament extra cellulaire a la
surface de la bactérie, constituant"tunnel”, entre la surface dedallule hote eta bactérie,
par lequel sont transloqudss effecteurs dont Tir ou EspB (Neves BC et coll., 1998)

Apres avoir été injectée dans les entérocytegrdeéine EspB (37 k&) s’insére dans la
membrane cytoplasmique et compléte le ti@rmh. Egalement localis@ans le cytoplasme,
EspB patrticipe a la rupture desseaux d’actine et a la formation du piédestal. Elle est aussi
impliguée dans la transduction de signaux en faisdarvenir la voie de la protéine kinase
(PK)-C-a (Kenny B and Finlay B, 1997).

La protéine EspD (40 kDa) aurait un role miveau de la stabilisation des filaments
EspA et ferait partie intégrantde I'appareil de translocation, en favorisant le passage des

protéines effectrices dans la cellgible (Kresse AU et coll., 1999). Le geoesD situé en
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aval du génescG code pour une protéine chaperon esskmipour la sécré&n des protéines
EspD et EspB (Wainwright LA and Kaper JB, 1998)

Les génes codant pour les protéines Espntrent une divergence génétique plus
importante que les genes du SSTT entre les EHEC et les ERRB:74% d’homologie ;
espA 84.6% d’homologie espD 80.4% d’homologie.

[1I-5-2-c. Les effecteurs bactériens injectés
Certains effecteurs injectés palS8TT sont codés par des génes du LEE :

¥ Map : Cette protéine possede 3 fonctions distinctes. Map péjndet maintenir le
potentiel membranaire mitochondrial), la formation des structures filamenteuses du
SSTT et ii) d'induire des dommages dans la barriere intestiealel’altérer les
jonctions serrées. Des études réalisées sur des souris infecté€strpbacter
rodentium ont montré que Map n’est passsentiel a la colonisation et au
développement de I'infecth (Deng W et coll., 2004).

¥, EspF: EspF est une protéine riche en régmwoline. EspF joueun réle dans la
modification de la barriere épithélialmtestinale. Comme Map, EspF cible les
mitochondries de la cellule héte et emmiune perméabilisation de la membrane
mitochondriale avec un clivage des casp&es$ 3 indiquant qu'EspF joue un réle
dans l'apoptose. Des études utilisant delsures d’organes intestinaux humains ont
montré qu’EspF joue un réle direct dansréenodelage de la bordure en brosse des
microvillosités (Viswanathan VKP and Hecht GMD, 2000).

¥ EspG: EspG cible la formation d’actine & destruction des microtubules. EspG
intéragit avec les tubules et stimule la déstiibation des microtubulem vitro. Un
mutant 'espG entraine une legere atténuatiae I'infection dans un modele
d’infection par les EPEC chez lapin (Deng W et coll., 2004).

¥, EspH : EspH est localisé dans t@embrane de la cellulebte et module la structure
du cytosquelette d’actine affectant la forroatdu piedestal. EspH ne joue pas un role
critiquein vivo, cependant, son role précis déingection n’est pas connu.

¥, SepZ: SepZ est la plus récente protéeféectrice codée par le LEE identifiée. Sa

translocation n’a pas été dée a une fonction spécifique.

D’autre part, d’autres protéines effectrices) codées par le LENt été identifiées :
¥, Espl : Espl est également appelé NelA pown LEE-encoded effemt A. Espl est

porté par un prophage CP-933P. Espl njes nécessaire aux formations des Iésions
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Figure 17: Modele de régulation du LEE
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Les facteurs montrés en violet sont présents dans les EHEC et E. coli K12, tandis que les
facteurs représentés en bleu sont spécifiques des EHEC. Les lignes pleines représentent les
régulateurs dont I'interaction directe avec le promoteur cible a été biochimiquement définie, et
les lignes pointillées représentent les interactions indirectes ou qui n’ont pas été
biochimiquement caractérisées comme se fixant a la cible. H-NS est un régulateur global qui se
fixe aux promoteurs des opérons LEE1, LEE2, LEE3, et LEES et réprime la transcription. Ler
active griR/A, LEE2, LEE3, et LEES5 en se fixant a leur promoteur déplacant ainsi H-NS et
autorisant la transcription de ces opérons. IHF (Integration host factor) active aussi la
transcription de LEE1. Hha réprime LEE1 soit en s'oligodimerisant avec H-NS ou en se fixant
directement sur la séquence promotrice. La protéase ClpXP régule I'expression du LEE via des
interactions avec RpoS et GrIR. Le signal Al-3 et épinéphrine/norépinéphrine active la
transcription de I'opéron LEEL1 et de ler via des récepteurs inconnus. GrIR et GrlA, 2
régulateurs codés par le LEE répriment et induisent respectivement la transcription de LEE1.
EtrA et EivF sont 2 régulateurs codés par un second SSTT non fonctionnel qui régulent
négativement I'expression de LEE1. Les genes pch sont un autre groupe de régulateurs
spécifiqgues des EHEC qui activent la transcription de LEE1 et par conséquent le LEE tout
entier. Le régulateur GadE (YhiE) réprime I'expression de LEE2 et LEE4 indépendamment de
Ler. D’aprés Walters et Sperandio, 2006.
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A/E. Il est connu pour jouer un role cralcmais inconnu danf virulence deC.
rodentiumchez la souris (Mundy R et coll., 2004).

¥, EspF, : Esph (Tccp) est une protéine riche en proline. Elle est portée par un prophage
CP-933P. EspFu joue un role essentiel dahésion des EHEC et, est associé a Tir
et a N-WASP pour stimuler la polymérigatid’actine conduisant a la formation d’'un
piedestal (Garmendia J et coll., 20049.géne codant pour Espést retrouvé dans le
génome des EHEC mais pas dans aisi EPEC (Garmendia J et coll., 2004).

[11-5-2-d. Régulation de I'expression des genes du LEE
La régulation de I'expression des opérahs LEE est assurée sqgiiar des régulateurs
retrouvés exclusivement chez les EHEC, saitdes régulateurs glabx du métabolisme des
E. coli (Fig. 17).

YuLe régulateur Ler
Le premier géne du premier opéron du LEE cpoler un activateur transcriptionnel, Ler. Ce
dernier active la transcription des opértvisE2, LEE3, et LEES5 en se fixant sur la région
promotrice TACTCT (Mellies Jlet coll.,, 2007). LActivation de I'expession de LEE4 est
controversée chez les EHEC. Sharma et @Zereont démontré qu’untusion ‘opéron du
LEE4-lacZ’ réalisée dans un mutant 86-2ker entraine une trés faible production de
galactosidase et donc que Ler agit comme un régulateur positif sur I'expression des genes esp
(Sharma VK and Zuerner RL, 2004). Par ailleurs,agsurs ont décrit que Ler se fixe sur la
région promotrice du LEE4 (Sharma VK andefimer RL, 2004). De f@n contradictoire,
Elliot et coll. ont montré une forte augmetida des protéines ESpABD en absence de Ler
(Elliott SJ etcoll., 2000).

Deux autres régulateurs spégifes de I'expression du LEErgeggalement codés par le
LEE lui-méme : GrIR et GrlA, qui sont respegiment un répresseur et un activateur de la
transcription dder (Deng W et coll., 2004). Ler activa transcription de I'opérogriRA, ce
qui crée une boucle de régulatio@écessaire a une expression optimale du LEE. De plus, deux
protéines non codées par le LEE, EtrAEdF, répriment I'expression de l'opérarlRA
(Zhang L et coll., 2004).

Chez les EPEC, la régulation du LEE est diée par le régulatedPer (pour plasmid
encoded-regulator) porté sum plasmide. Per est codé par un locus compopérde perBet
perC. Des études ont montré quer Heluit la transcription déensemble du LEE en activant

I'expression de le(Mellies JL et coll., 1999).
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¥sLe quorum sensing
Le quorum sensing active I'expression du LEBEanument par le régulateur QseA activée par
I'auto-inducteur (Al)-3. L'expression dgseAest régulée au niveau transcriptionnel par le
guorum sensing, mais le récepteur du signabegllulaire (Al-/Norépinephrine/Epinéphrine)
activant la transcription dgseAn’a pas encore été identifié. QseA active directement la
transcription dder en se fixant en amont dugmoteur distal P1 de l'opérdrEEL et en
interagissant avec un autre facteur encore imgofe facteur se fixerait quant a lui sur une
région plus en amont sur la région promotrice du LEE1 (Sharp FC and Sperandio V, 2007).
QseA active aussi indirectement, par le $idiun facteur inconnu, I'expression de I'opéron
grIRA situé entre LEE1 et LEE2 eéci indépendamment ¢kr (Russell RM et coll., 2007).

Cependant, le quorum sensing peut également inhiber I'expression du LEE. Dans ce cas,
le régulateur SdiA semble impliqué dans cette inhibition. SdiA est activé par I'Al-1.EChez
coli, il semble que l'indole puisse se subsitaux AHL (acyl homosérine lactones) pour
activer SdiA (Lee J et coll., 20R7Il a été montré qu’unsurexpression de SdiA provoque
une inhibition de la transcription de I'aé& LEE4, ce qui laisse supposer qu’en phase
stationnaire de croissance, quand SdiA est éetipar l'indole, il ilibe I'expression de
certains génes du LEE. Ceci atigour conséquences de Itar 'adhésion des EHEC aux
cellules épithéliales et de favoriser, soit la o@ation d’'un autre sitéans l'intestin, soit
I'excrétion de la bactérie pour permettrectdonisation d’un autre héte (Kanamaru K et coll.,
2000)

YuLe systeme Gad
Le régulateur GadE, qui induit les mérsames de résistance a l'acidité chEz coli
(cf. IlI-5-1), réprime I'expression du LEE1, du LEEZ2, du LEE4 et du LEE5 indépendamment
de Ler dans la souche Sakai (EHEC O157.Hn effet, Tatsuno et coll. ont monijéune
augmentation de I'expression des génes e&s8dC espet tir dans un mutant gadE sans
modification de I'expression der etii) une augmentation de I'adhésion des bactéries aux
cellules Caco-2 dans un mutg@dE (Tatsuno | et coll., 2003).

Chez les EPEC, il a été montré une inhibition du LEE5 dans une souche sur-exprimant
gadX Cette inhibition se favia une inhibition deerApar GadX (Shin S et coll., 2001). Ces
auteurs ont par ailleurs établit qlee protéine GadX se fixe sur les régions promotrices de
perA gadAetgadB (Shin S et coll., 2001). Cependant, lifanoter que ceauteurs n’ont pas
evoqué le réle potentiel de GadE sur I'eegmion du LEE chez les EPEC, car ce facteur n'a
été identifié qu’en 200@Va Z et coll., 2003).
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YsAutres régulateurs
Plusieurs régulateurs globaux contrélengéxpression du LEE. Lgrotéine H-NS est
impliguée dans la thermorégulation du LEE en réprimant la transcription de LEE1 (et donc de
ler) & 27°C mais pas a 37°C (Umanski T et coll., 2003)protéine IHFactive I'expression
de ler (Friedberg D et coll.,, 1999), alors que la protéine HhA la réprime en se fixant
directement sur 'ADN ou en se dimérisaviec H-NS (Sharma VK and Zuerner RL, 2004).
La protéase ClpXP influence I'expression du LEErgaragissant avec RpoS et GrIR (lyoda
S and Watanabe H, 2005). Il a été montrésaqu’un petit ARN non codant, DsrA, active la

transcription déer en interagissant avec RpoSaéberki MH et coll., 2006).

Toutes ces données montrent que la réailon de I'expression du LEE est un
phénomene complexe qui n’'est pas totalement élucidé. L'expression de ce locus est
régulée trés finement, certainement en rgmse a une grande variété de signaux

environnementaux.

[1I-5-2-e. Un modele d’interaction des EHEC aux cellules épithéliales
La premiere étape du modeéle est I'adhésion de la bactérie a la cellule épithéliale intestinale.
L'intimine joue un réle primordial dans cette &@amais il est possible que d'autres facteurs
d'adhésion soient impliqués avant le contact intime réalisé par la reconnaissance de l'intimine
et de son récepteur.

Tir est inséré dans la membrane plasmiquiaadellule héte par la machinerie du SSTT.
Chez les EPEC, Tir est phosphorylé sur un résidusiye par une kinase eucaryote et fixe
alors la protéine adaptatrice NcK; cemére Tir-P/NcK migre dans la membrane
cytoplasmique de la cellule héte et recrusetine via les adaptateurs Arp2/3 et N-WASP. En
revanche, la protéine Tir des EHEC n’est passphorylée lorsqu’ellest injectée dans la
cellule. La fixation du complexe N-WASP/Ar@éctine dépend de farotéine bactérienne
Espk qui est injectée de facon dépendadeSSTT (Garmendia J et coll., 2006). Espé lie
a N-WASP sur un domaine auto-inhibiteur appgeED, libérant ainsi une région VCA qui lie
Arp2/3 (Cheng HC et coll., 2008). Ces évenementgluisent a la dépolymérisation localisée
des fibres d'actine dans les microvillosités corahiis la rétractation et a l'effacement de ces
microvillosités. Les composants du cytosqueletta seéarrangés, et la protéine Tir devient le
noyau autour duquel l'actine est re-polymériséalessous de la bactérie adhérente. Cette
derniére semble étre posée sur une structuferere de piédestal qui peut mesurer jusqu'a 10

n de haut (Fig. 13). La formation du piédestal est un processus dynamique, les piédestaux
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Figure 18: Remodeélisation de I'actine au contact des EHEC
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pouvant onduler et basculer, s'allongeant et seoracissant alternativeant tout en restant a

la méme place sur la surface cellulaire. Ce modeéle est présenté Fig. 18.

[11-5-3. Les symptdomes hémorragiques
Toutes les souches STEC seacéérisent par la présence déag génome, des génes codant

pour la Stx. Plus précisément, il eeisleux types de Stx : Stx1 et Stx2.

[11-5-3-a. Régulation de I'expression des genes stx

¥sRégulation transcriptionelle
L’'analyse génétique des souches O28:let O157:H7 a révélé que les gesied et stx2sont
portés par des prophages de typmsérés dans le génome l@aen (Scotland SM et coll.,
1983; O'Brien A et coll., 1984; Fig. 19) La taillet génome de difféerenphages est variable
et a été estimée entre 47 kb et 70 kb ( Willsla®A et coll., 1987; Rietra PJ et coll., 1989).
Les phages porteurs des géeséspossedent un double brin d’ADN et appartiennent a la
famille des phages Siphoviridae et Myovirid&es phages sont de forme hexagonale avec
une courte queue.

Les phages portant les gérsds2 sont inductibles comme les autres phages de Ggie
répondent a un systéme bactérien de répansestress: le systeme SOS (Fig. 20).
L'expression spontanée du gesix2 est dépendante du systeme SOS. Fuchs et coll. ont
montré que la production de Stx2 et la syntlisphages stx2 sont fortement diminuées dans
un mutant recAFuchs S et coll.,, 1999En revanche, la producti de Stx1 ne semble pas
dépendante de la réponse SOS.

Le systeme SOS est mis en place darceliale bactérienne tequ’il y a accumulation
d’ADN simple brin dans la cellule suite a dd@mmages lors d’une irradiation aux UV, lors
d’une alkylation de I’ADN, ou lors de tout &e processus d’altération de '’ADN (Sutton MD
et coll., 2000). La réplication de I’ADN est alors bloquée, et la réponse SOS se met en place.
Le régulateur majeur de la réponse SOS estdi@ipe RecA, présente en faible quantité mais
de facon constante dans la bactérie. La pret&ecA peut se fixer sur TADN simple brin
pour former des filaments et acquérir ainse wattivité protéase. RecA ainsi activée induit
I'auto-clivage du répresseur LexA qui réprites genes du régulon SOS. Parmi les génes du
régulon SOS figurent les genkxA recA les géneavr impliqués dans la réparation des
dommages liés aux UV, le gene sy inhibe la division cellulaire afin de laisser le temps
nécessaire a la réparation de 'ADN (Janion C et coll., 2001). Ces génes possédent sur leur

promoteur un site de fixation de x& nommé SOS box. Dans le génomekdecoli, 1% des
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Figure 19: Représentation schématique des phages
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Les genes O et P représentent les origines de réplication, Q code pour un anti-terminateur, S, R
et Rz codent les protéines de lyse nécessaires pour la libération des particules phagiques. Trois
ARNLt sont localisés en amont du gene stx2 du phage BP-933W. D’aprés Schmidt, 2001.

Figure 20: Induction de la réeponse SOS bactérienne
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Suite a une altération de 'ADN, la protéine RecA présente dans le cytosol se fixe a ’'ADN simple
brin pour former un complexe nucléoprotéigue. RecA acquiert ainsi une activité co-protéase qui
permet le clivage du régulateur négatif LexA, conduisant a une expression des genes de
réparation de I'’ADN, tels umuD et uvrA. D’aprés Sutton et coll., 2000.
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genes (70) possedent une SOS box sur leurgieam (Fernandez de Henestrosa AR et coll.,
2000). La réeponse SOS est doncplnomene cellulaire global ddidctivation est sous la
dépendance de nombreux phénomenes physiquebiologiques qui peuvent aller d’'une
simple variation de pH a l'action d’antdliques ayant un effet sur I'ADN, comme la
mitomycine C (MC) ou les quinolones.

RecA induit aussi I'auto-clivge du répresseur cl du pha@d_e prophage est maintenu
en phase lysogénique par le répresseur cl produit par I'expression constitutive des genes
présents sur le phage lui-méme. Ce répresseuixe sur des opérateurs présents sur les
promoteurs des genes précoces du phaget R Les genestx sont situés en aval d'un
autre promoteur tardif du phageRR’ (Plunkett Gr et coll., 1999Vagner PL et coll., 2001).
Un terminateur de transcription assure l'ineffité de ce promoteur lors de la lysogénie. En
revanche, lorsque le phage est induit, le egépeur cl est clivé, I'expression des genes
précoces (de réplication du phage notamment)egglue possible. Parmi ces genes précoces
se trouve aussi le gene codant pour l'antiterminateur Q. Cet antiterminateur permet la
transcription des genes tardifs du phage, dont les gaxes les génes de lyse, a partir du
promoteurpR’.

L’absence de RecA dans les EHEC dimimoasidérablement la production de phages
stx2, ce qui se traduit par unddie avirulence de la souchevivo (Fuchs S et coll., 1999).
Une étude parue en 2003 a évalué l'effet draitement a la MC sur des souches STEC
provenant de diverses origines (bovineshmmaines responsables de SHU). Au cours de
cette étude, il a été mis en évidence que le gbrgtait peu induit en présence de MC dans
la plupart des souches, tandis que le ggr2était fortement induit dans la quasi totalité des
souches (Ritchie JM et coll., 2003). Cette observation a conduit a I'hypothése que dans la

plupart des souches, les gesedl sont situés sur dgprophages défectifs.

YL es différents variants des genestx
Il existe plusieurs variantsStlans les deux classes. Legpe Stx1 apparait comme le plus
homogene. Dans la plupart des cas les gstxdsie différentes souches présentent la méme
séquence nucléotidique (AW et coll., 2002). Patoet coll. ont comparé les séquences de
3 souches STEC et ont montré que les 3 gebdgprésentaient 99% idfentité de séquence
avec la séquence du phage 933J qui mikedans la souche déférence EDL933 ( Paton
AW et coll.,, 1993; Paton AW et coll., 1995). Malgré cette gramomogénéité, plusieurs
variantsstxlont été décritsstx, stxc Stxq ( Koch C et coll., 2001; Burk C et coll., 2003).
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On distingue plusieurs variang®ur la toxine Stx2 dont laomenclature n’est pas tres
claire, et qui porte souventcdnfusion, les auteurs ne donnpas toujours le méme nom au
méme variant : Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2-vh&x281), Stx2-vhb (Stx22), Stx2-vhc, Stx2e,
Stx2f, Stx2-OX3A, Stx2-OX3b, Stx2-0111,x@t048, Stx2-0118, Stx2-NV206 (Ito H et
coll., 1990; Paton A et coll., 1995). Les riamts Stx2d1l et Stx2d2 possedent une
caractéristique particuliére. Tous deux possedensite de clivage par I'élastase présente
dans le mucus intestinal. L’élastase clive la sous unité A et rend ainsi les toxines actives
(Kokai-Kun JF et coll., 2000)Chaque nouvelle étude ou pyes portant sur un nombre
important de souches révéele un ou plusieurs eaux variants. Tous ces variants décrits sur
la base de différences de séquence nucléotidiguarient que tres peu en terme de séquence
protéigue, et par conséquentest probable que ces différences soient muettes en terme
d’activité biologique. Récemment,dlété décrit que le variant@test principalement associé
aux souches de séropathotype A tandis qpéufaart des souches du séropathotype C posséde
le variant Stx2-vhb (de Sablet T et coll., 2008).

YsFacteurs environnementaux modulant I'expression dstx
La synthése de la Stx & dysenteriae est dépendante de la caratem en fer. En 1982, il a
été montré que la production de Stx1l clezcoli est aussi réprimée en présence de fer
(O'Brien AD et coll., 1982), et que cette région était sous le contréle du réegulateur
transcriptionnel Fur (Calderwood SB and Mekalanos JJ, 1987), qui se fixe probablement en
amont du promoteupstx1l. Cependant, la concentration en fer étant faible dans l'intestin, le
promoteurpstxlest probablement déréprimé et pangéquent il est peu probable que cette
répression joue un réle importantvivo. La synthése de Stx2, quant a elle, n’est pas réprimée
en présence de fer (Sung LM et coll., 1990).

De nombreux facteurs produits par I'hdteupent également moduler la production de
Stx. Ainsi, HO, produit par les neutrophiles induit la production de Stx2 (augmentation de 4
fois par rapport a la souche sauvage). Par contre dans un ehéitetetdu promoteur tardif du
phage stx mis en contact avec des neutrophiles, 'augmentation de Stx2 n’est plus observée ce
qui suggére que @, induit la production de Stx2 viane induction du phage portant les
genesstx2(Wagner PL et coll., 2001).

De récents travaux ont montré que le widote intestinal huma pouvait inhiber la
production de Stx chez une souche d’'EHEC O157: H7. La flore fécale humaine entraine une

inhibition de la synthése de Stx2 et depladuction de phages stx2. Cette inhibition est
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Figure 21: Représentation tridimensionnelle de Stx2

La sous-unité A portant I'activité enzymatique est
représentée en vert tandis que les 5 sous-unités B
organisées en anneau sont multicolores. Le pont
di-sulfure interne a la sous-unité A est en jaune
(Fraser et coll., 2004).
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observée quand la souche d’EHEC O157:H7n@se en culture dans un milieu conditionné
avecBacteroides thetaiotaomicrqiale Sablet T et coll., 2008).

De facon intuitive on peut supposer gles antibiotiques pourient favoriser la
production de toxine par les EHEC et par conséquent avoir un effet négatif sur la santé du
patient traité en aggravant ses symptdbmegqe@dant, il n'a pas été mis en évidence de
corrélation claire entre leaitement aux antibiotiques et le développement d’un SHU. Ceci est
appuyé par le fait que dans la plupart desledsaitement antibiotige est administré quand
les symptébmes hémorragiques apparaisserguceorrespond au moment ou les EHEC sont
déja éliminées du tractus intestinal, qu’ils ne colonisent que de fagon transitoire. Néanmoins,
I'utilisation d’antibiotiques poule traitement des infectionspi@s EHEC reste déconseillée.

Outre les agents endommageant I'ADN, d’astrfacteurs peuvent intervenir dans
I'activation du systéme SOS bactérien. En effed, été montré que les polyamines, qui sont
abondamment présentes dans le tibestif et aussi produites par coli, jouent un rdle dans
I'expression du géneecA chezE. coli K12 en absence d’induction du systeme SOS mais
aussi sous l'effet de la Mé&t d’autres agents induats (Kim IG and Oh TJ, 2000).

En résumé, la régulation de I'expression des gensix est dépendante de la complexité
du milieu intestinal et peut répondre a unemultitude de stimuli exercés sur les EHEC

aussi bien par I'héte, les conditions physb-chimiques que le microbiote intestinal.

[11-5-3-b. Structure des Stx
Stx1 et Stx2 sont des hétéropolymeéres de 70dddatitués d’une sous-uéiA (active) de 33
kDa qui porte I'activité catatique, et de 5 sous-unités Binding) de 7,7 kDa (Fig. 21)
nécessaires a la fixation au récepteur Gbaledgent appelé CD77 (O'Brien AD and Holmes
RK, 1987). Les données cristagraphiques montrent queslesous-unités B forment un
anneau pentamérique qui encercle une hébstuée a I'extrémité C-terminale de la sous-
unité A. Cette région C-terminale de la soun#él A est essentielle pour I'assemblage de
I'holotoxine (Haddad JE and Jackson MP, 1993).

[11-5-3-c. Stx1 versus Stx2
Stx1 et Stx2 possédent respectivement 9894%66% d’homologie avec la toxine d&
dysenteriag O'Brien AD et coll., 1982; StrockbindA et coll., 1988). Ainsi, si les toxines
Stx1 sont neutralisables par des anticorps anti-St8.ddysenteriae, les toxines Stx2 ne le
sont pas (Strockbine NA et coll., 1986).
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Bien que le mécanisme d’action et les pipales propriétés biochimiques de Stx1 et
Stx2 soient similaires, il a été démontré que Stx1 se fik@is2mieux que Stx2 sur Gb3
(Nakajima H et coll., 2001) et que Stx1 estumiénternalisée dans le=llules T84 que Stx2
(Schuller S et coll., 2004). @endant, des études réalisées vitro sur des cellules
endothéliales microvasculaires rénales (Louise CB and Obrig TG, 1985)Vvieb sur des
modeles animaux (Lindgren SW et coll., 199&dolkowski EA et coll., 1990) indiquent que
Stx2 est plus toxique que Stxl. Ces réssiltabrroborent les études épidémiologiques
indiquant que les souches responsables desesaslus séveres chez ’homme, comme les
souches de sérotype O157: H7, quaent majoritairement la tavd Stx2 (Boerlin P et coll.,
1999).

[11-5-3-d. Effets des Stx sur I'épithélium intestinal
Les EHEC ne sont pas considérés commaadifis bien que ceitges souches O157:H7
puissent envahir certaines lignées cellulaires (Oealsgalr TA et coll., 1994) et que quelques
souches LEE-négatives 0113:H&dient capables d’envahir sleellules CHO-K1 (Luck SN
et coll., 2005). Les EHEC ne sont en revanche jamais retrouvés dans les organes et les
ganglions mésentériques et neyquent pas de septic@s. Il n’existe pa de preuve directe
de la production de toxine Stik2vivo chez 'lhomme, cependant la toxicité envers les cellules
Vero des feces de patients atteints #JS été démontrée (Brigotti M et coll., 2006). Les
toxines Stx sont donc vraisemblablement produites ¢ lumiére intestade, il leur est donc
nécessaire de traverser la bemi épithéliale afind’atteindre le tissuendothélial puis la
circulation sanguine pour atteire leurs cellules cibles. Ainsies premieres cellules au
contact de la Stx sont les entérocytes. €&s derniers n’expriment pas a leur surface le
récepteur spécifique de la tari Gb3 (Bjork S et coll., B¥; Holgersson J et coll., 1991).
L'’ensemble de ces données souleve deux tiguss majeures liées a la pathogenése des
infections par les EHEC : Quel est I'effet des Stx sur les cellules épithéliales et comment les

Stx traversent la muqueuse inteatepour se retrouver dans le sang ?

¥,Réponse des entérocytes a la Stx
Tout d’abord, il semblerait que les toxines Strdiun impact sur I'intégrité de I'épithélium
intestinal. En effet, la présenade toxine a forte concentration (R)/ml) induit des
changements structuraux de la muqueuse ingstien particulier une extrusion des cellules
epithéliales. De plus, des observations miarpggues d’iléum de lapinsiontrent que les Stx

de S. dysenteriae a forte concentration alterentithé&lium et provoquent une nécrose des
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cellules épithéliales (Glpra P et coll., 2006). Cependant, I'¢fédserve pourrait étre attribué
non pas a un effet direct detéxine sur I'épithélium mais a erconséquence sur I'épithélium
des dommages causés a I'endothélium (Schullerc8liet2004). En outre, les concentrations
de toxines utilisées lors de ces expériences assez élevées et on peut mettre en cause la
pertinence de l'utilisation de telles concentrations.

Les Stx sont également capables d’augerede facon signifiative 'adhésion des
EHEC 0157:H7 aux cellules épithéliales et d’aegter la colonisation au niveau intestinal
chez la souris via une augmentation de nucléoline qui permet un meilleur transport de

I'intimine jusqu’a son réceptediir (Robinson CM et coll., 2006).

¥La translocation de Stx a tiavers la muqueuse intestinale
Trois hypothéses ont été avancées pour expliqueEdsage de la Stx de la lumiére intestinale
vers l'intérieur de l'organisme : la Stx pourra)t passer par les bréches créées par la
destruction des cellules de la muqueulaytiliser une voie paracelkire apres altération des
jonctions serrées, et/di) étre transloquée a travers les cellules épithéliales intactes. Des
arguments expérimentaux existent erefa de chacune des trois hypothéses.

Le passage de la Stx a traveta muqueuse endommagée suite a une
inflammation/cytotoxicité a étéuggéré. Cette théorie repaa@r des observations cliniques
démontrant que le taux detokines pro-inflammatoires est plus élevé chez des enfants
développant un SHU aigué et sévére en coaigain des enfants souffrant de CH ou de SHU
modéré (Fitzpatrick MM et coll.,, 1992). Cependant, des résultats similaires ont été mis en
évidence pour la cytokine anti-inflammatoite10 (Murata A et coll., 1998). Par ailleurs,
Litalien et coll. ont démontré qukes ratios IL-6/IL-10 et IL-AL-1Ra sont plus importants
chez les enfants présentant de sévéres dysfoscténales par rappartceux sans atteinte
rénale. Ainsi, ces données suggerent quedlguause enflammée/endommagée par I'infection
bactérienne pourrait laisser pasgkis de Stx et favoriser eveloppement du SHU (Litalien
C et coll., 1999). Cependant, teux de cytokines circulantesest peut-étre pas le reflet de
I'état d'inflammation du c@n. De plus, de nombreusesud#s contradictoires ont été
publiées (Proulx F et coll., 1998/esterholt S et coll., 2000).

L’altération des jonctions serréesluite par les EHEC a été démontirégitro (Philpott
DJ et coll., 1998) et nomm vivo. En revanche, il a été établi gies EPEC altérent la fonction
barriere de I'épithélium intestinal chez lausis en agissant sur l'occludine de facon
dépendante du SSTT (Shifflett FE coll., 2005). Cette disrupti tissulaire pourrait favoriser
le passage de la Stx. De plus, des cellules du systeme itamaupourraient faciliter le

65






Revuedelittérature

passage intercellulaire de la Stx. A ce tittea été démontré que lguantité de toxine
traversant la barriere intestile est corrélée avec le nombreRi¢ traversant la mono couche

de cellules épithéliales intestinalesvitro (Hurley BP et coll., 2001). L’afflux de ces cellules
dans la muqueuse colique, recrutées par I'lL-8, serait donc un facteur favorisant le SHU.
Ainsi, il a été montré que Stx1 se fixe aux pdur étre ensuite trapsrtée jusqu’aux organes
cibles (te Loo D et coll., 2000); cependantiteebservation a ét&ecemment controversee
(Geelen JM et coll., 2007).

Acheson et coll. ont montré que Stx1 peugrer a travers un pés de cellules T84
(n'exprimant pas Gb3) sans altérer la stmice électrigque mais nécessite un apport
energétique (Acheson DW and Keusch GT, 1994 résultat a été confirmé par Philpott et
coll. qui en outre ont mis en évidence la présence de Stx1 séqudstriEiaur des cellules
T84 dans des endosomes associés au transgoograde (Philpott D&t coll., 1997). La
comparaison des taux de translocation des dexirds Stx1 et Stx2 a révélé que la toxine
Stx2 traverse la barriere épithéliale avec wfiécacité plus faible que Stx1. De plus, il
apparait que la translaaan de Stx2 est indépendante aeisrotubules, contrairement a celle
de Stx1 (Hurley BP et coll., 1999). En revanattens les deux cas une endocytose dépendante
d'un récepteur semble étre itiquée (Hurley BP et coll.,, 1999et il a été montré en
microscopie confocale que la tagi Stx1 co-localisait avec la calnexine, protéine chaperon
impliqguée dans le transport rétrage (Schuller S et coll., 2004).

A la lumiére de ces résultats, il apparait difé de trancher en faveur d’'une de ces
hypothéses, et ces données mettent & nouveau en exergue la complexité des infections a
EHEC. Le mécanisme par lequel les Stx atteijfiendothélium intestinal est multifactoriel

et fait probablement intervenir des éléments des trois mécanismes.

[11-5-3.-e. Action sur I'endothélium

Une fois passée la barriére égiihle et aprés avoatteint la circulation sanguine, la Stx se
fixe sur les cellules endothéliales qui erpnt a leur surface le récepteur Gb3. Chez
I’'homme, ce récepteur est exprimé en gramaantité a la surface des cellules glomérulaires
rénales et cérébrales, ce qui explique Is®ots observées dans ces deux régions chez les
personnes infectées.

La premiére étape du mécanisme d’actionlas$ixation a la membrane cytoplasmique
de la cellule cible (Fig. 22). Isesous-unités B assemblées en anneau se lient au récepteur Gb3
en reconnaissant le digalactoside terminal [motif Galacidge4)] (Bast DJ et coll., 1999).

Le récepteur et la toxine subissent umelaezytose puis un transport rétrograde a travers
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Figure 22: Mécanisme d’action des Stx

Les STEC possédent sur leur chromosome des bactériophages portant les génes stxA et
stxB. La toxine comporte 1 sous-unité A et 5 sous-unités B. Apres fixation de la toxine sur le
récepteur Gb3 a la surface des cellules eucaryotes, internalisation, transport rétrograde et
translocation, I'activité N- glycosidase de la sous-unité Al sur ’ARN 28S entraine une

inhibition totale des syntheses protéiques et donc la mort de la cellule.
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I'appareil de Golgi et le réticulum endoplasmé. Lors de ce transport rétrograde, la sous
unité A subit un clivag protéolytique dans leéticulum endoplasmique. Il en résulte la
libération de deux fragments, Al et A2 (Garred O et coll., 1995). Le fragment Al posséde une
activité N-glycosidase qui agit sur TARNr 288 la sous-unité 608u ribosome, ce qui
conduit a l'excision d'une adénine en position 4324 (Endo Y et coll., 1988). Cette
dépurination provoque l'inactivation du ribosomedeinc l'arrét de lassynthese protéique.

Ceci conduit a l'apoptose dellules par I'activation en saade des caspases 8, 3 et 9
(Kodama T et coll., 1999).

I11-5-4. Les autres facteurs de virulence

¥ L'entérohémolysine

L’entérohémolysine ou E-HIyA présente chez certaines souches STEC est codée par le géene
ehxAprésent sur le grand plasmide pO157 (Schmidt H et coll., 1996). On la retrouve dans
toutes les souches 0157:H7 mais aussi dansrestaouches de sérogroupe 026 ainsi que de
sérotypes 0113:H21, 091:H21, 0O103:H2 (données du laboratoire).aflartient a la

famille des toxines RTX. Son mécanisme d@aatiest probablement comparable a celui de

I D-hémolysine (Pellett S and Welch RA, 1996). Son activité cytolytique est liée a sa capacité
d’insertion dans la membrane et a sa capacité a former des pores engendrant ainsi la lyse
osmotique des cellules (Soloaga A et ¢oll999). La délétion du gene codant pour
I'némolysine réduit considérablement laxitté de ces souches envers des cellules
endothéliales en culture. Cette hémolysapparait donc comme pouvantelle seule causer

des dommages sur le tissu endothélial (Aldick T et coll., 2007).

¥, La sérine protéase EspP

Ce facteur a été décrit en 1997 ; il s’agit d’'une sérine protéase #uteae codée par le
geneespPsitué sur le plasmide pO157 capable liec le facteur V de coagulation humain
(Brunder W et coll.,, 1997). La production de teesérine protéase sdlterait donc en
I'aggravation des colites hémorragiques obsercheg les patients. EspP a été retrouvée chez
certaines souches 026 mais pas dansdeiches 0103 (Brunder W et coll., 1997).

% La toxine CDT

La toxine CDT (pour cytolethal distending toxin V) est produite par de nombreuses souches
0157:H7 et O157:H ainsi que par des souche$EX non-O157 (091:H21, O113:H21)
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(Janka A et coll., 2003). Il até montré que la CDT des STECun effet sur une grande
variété de lignées de celluleadothéliales ainsi que sur deglkants endothéliaux humains.
CDT induit de maniere dose-dépendante un arrét du cycle cellulairgMrc&qui conduit a
la distension cellulaire, l'inbition de la prolifération, efinalement la mort cellulaire
(Bielaszewska M et coll., 2005). éixisterait une corrélation pasi entre la présence de la
toxine CDT et la capacité des souches STEC non-Ol15@vaqurer des pathologies séveres
(Bielaszewska M et coll., 2004)

% La subtilase

Une nouvelle toxine appelée subtilase a été msévidence en 2004 mpi@ groupe de Paton
dans une souche 0113:H21 responsable d’'une épidémie de SHU (Paton AW et colef 2004)
a été retrouvée dans d’'autres STEC LEE-négagifsmrtenant a diversreéypes (données du
laboratoire). Cette toxine appartient a une mdlevfamille de toxines AB5 et possede une
activité sérine protéase. Elle possede une aztyitotoxique envers legllules Vero et cause
chez la souris des thromboses microvascul@tees nécroses du cerveau, du foie et du rein
(Paton AW et coll., 2004). La btilase posséde 2 activités : uaetivité d’inhibition de la
synthése protéique par la sous-unité SubA et une activité vacuolisante pour laquelle seule la
présence de SubB est nécessaire (Morinaga N et coll.,.ZB®Production dans une souche
E. coli K12 rend cette derniére toxigpeur toutes les ligkes cellulaires testées et les souris
(Paton AW et coll., 2004), ce qui laisse pensear geite toxine est réellement impliqguée dans
la virulence des souches qui la possedent.

l1I-6. MODULATION DES REPONSES IMMUNES PAR LES EHEC

[11-6-1. Etudes chez les patients infectés
Différentes revues indiquent quee leucocytose est un irwiteur du développement du SHU
induit parE. coli O157:H7. Une étude rétrospective 78 enfants avec une infectiorEa
coli O157:H7 montre que les patiemsssédant un fort taux deoglules blancs ont 7 fois plus
de risque de développer un SHU (Bell BPcell., 1997). Un rble pssible des leucocytes
serait de fixer la Stx sur leur récepteur Gb3 pour la transporter jusqu’aux cellules
endothéliales. Ainsi, la Stx a été détectéesutéace de leucocytes circulant chez des patients
atteints de SHU et des biopsis reins ont révélé le recrutent de neutrophiles (Inward CD
et coll., 1997; te Loo D et coll., 2000).
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Par ailleurs, des études ont montré ungnaentation de cytokines pro-inflammatoires
(IL-6, IL-8, TNF- D chez des enfants souffrant de SHUcemparaison d’enfants présentant
uniqguement une colite d’origirtgactérienne ou virale. Inversement, certains auteurs ont décrit
gue les niveaux de ces cytoks ne sont pas modulésezhdes enfants infectés en
comparaison de patients contréles. De la méraaiére, si les concentrations sériques d’IL-

10 semblent plus élevées chez les enfants smiffte SHU par rapport a des enfants souffrant
de colite, il a été également publié que le talik-10 circulant est plus faible chez les
enfants infectés par O157:H7 comparativementeaniants atteints de gastroentérite d’origine
bactérienne non EHEC (Matia A et coll., 1998; Westholt S et coll., 2000).

Ainsi, il a été proposé que l'analyse des rapports des cytokines Th1/Th2 soit un
indicateur plus fiable de lusceptibilité aux infections pbes EHEC et du développement du
SHU. Un déplacement de I'équilibre de la rép@immune vers une réponse de type 1 serait
favorable au développement du SHU (Litaliéret coll., 1999; Westerholt S et coll., 2000).
Ainsi, une étude rétrospectiwgsant a analyser la réponse de monocytes d’enfants ayant
développé ou non un SHU, aprés stimulagarvivopar le LPS a été réalisée : les ratios IL-

1 HEL-10 et TNF-DIL-10 sont plus élevés chez les enfants ayant développé un SHU que chez
les enfants témoins (Westelt S et coll., 2003).

[1I-6-2. Modulation de la réponse nnée des cellules épithéliales par les
EHEC/EPEC
[11-6-2-a. Activation de la transduction du signal

Les interactions entre les EHEC et les cellules épithéliales entrainent une altération de
nombreuses voies de signalisation. La fdromades lésions A/E et le réarrangement du
cytosquelette d’actine sont induits notanmingar I'activation de la phospholipase L€t de
la phosphoinositide 3-kinase (PI3K ; Dytoc M etl.cd994). Les altérations de la barriére
intestinale et les diarrhées sont dépendantéaata/ation de la PK-Gpar les EHEC (Philpott
DJ et coll., 1998). En revanch&xpression des genes codant pdas facteurs de la réponse
immune innée lors de l'inféion aux EHEC/EPEC implique d’autres voies de signalisation.
En effet, comme pour les pathogenes intracellulaires du §igella ou SalmonellaNF- NB
semble jouer un réle clé dans I'expressiotagbroduction de cytokines pro-inflammatoires
par les cellules épithéliales humaines en répansepathogenes responkahde Iésions A/E.
Savkovic et coll. ont démontré pour leepriére fois que les EPEC activent NB-ddins les

cellules T84 entrainant une augntation de la synthése d’'IL:8e facon intéressante, ces

69






Revuedelittérature

auteurs ont par ailleurs décqtie ces effets ne sont pas aliés lorsque les cellules sont
stimulées avec une souche de E. coli non pathogene (Savkovic SD et coll., 1997). L’activation
de NF-MB en réponse aux EPEC et aux EHEC a fmaduite été décrite par de nombreux
auteurs (Berin MC et coll., 200Ralladi V et coll., 2004). D’atne part, il a été décrit que le
facteur de transcription AP-1 s les cellules T84 est ind@h réponse a la souche d’'EHEC
EDL931 (Dahan S et coll., 2002). Cependant, ag®urs n’ont pas démontré I'implication
d’AP-1 dans I'induction de geneginflammatoire en réponse aux EHEC.

Les cascades de signalisation en amont de Blfon également été analysées. Une
analyse globale des phosphorylatiomduites dans les cellules T&4réveélé I'actiation de la
voie des MAPK (pour mitogen-aeated protein kinase) pardeEPEC (Czerucka D et coll.,
2001) ; en effet, les trois MAPKs : ERK (poextracellular signal-redated protein kinase)
1/2, INK (pour c-jun N-terminal kinase) et p38 sont activées ldansellules éthéliales en
réponse aux EPEC (Czerucka D et coll., 2001). De plus, I'utilisatiahiditeurs spécifiques
des MAPK ou des MAPK kinases dans des couces de cellules épithéliales intestinales
humaines et dEHEC a permis démontrer que I'activation de NFB et que la sécrétion
inductible d’IL-8 est dépendamtdes MAPK (Berin MC et coll.,, 2002; Dahan S et coll.,
2002).

Enfin, il a été montré que les EPEC induisent la translocatibecévité de PKC] dans
les cellules T84 et Caco-2. PK}@ctivée augmente I'activité deNB kinase qui permet ainsi
I'activation de NFMB et la production d’lIL-8 (8&vkovic SD et coll., 2003).

[11-6-2-b. Implication des facteurs bactériens

% Le LEE

Plusieurs études ont clairement établi queERREC induisent une réponse immune innée dans
les cellules épithéliales intestinales humesi de facon dépendante des génes du LEE
(Czerucka D et coll.,, 2001; de Grado M etl.¢c®2001). De la méme maniere, des souches
d’EHEC 0157:H7 (LEE) mutées pour des génes codaotiple SSTT induisent moins de
production de chimiokines IL-8 et CCL20 parsdeellules T84 en comparaison des souches
sauvages (Gobert AP et coll., 200Be facon intéressante, ces auteurs ont par ailleurs décrit
gue la production de chimiokisen réponse a la souche EDL93e est plus importante en
comparaison de la souche sauvage (GoB&tet coll., 2008); ce résultat indique que

différents genes du LEE des EHEC peuvemtoir des effets opposés. De facon
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complémentaire, deux études ont démontréauiains sérotypes d’'HEC ne possédant pas
le LEE (0O113:H21, 091:H21) indkent de facon plus importenl’expression d’ARNm de
cytokines/chemokines pro-inflammatoires que bactéries du sérotype O157:H7 (Rogers TJ
et coll.,, 2003; Gobert AP et cqll2008), suggérant que les souches LBAt développé
d’autres stratégies pour induiv@e réponse inflammatoire ou geeLEE contient des genes
codant pour des facteurs qui inhibent la réponse innée. A ce titné,eH&hakraborty ont
montré que NFMB est induit en réponsela souche EHEC O26:Hlans les cellules Hela. La
méme souche déficiente pour le g&spBinduit plus longtemps et de facon plus importante
I'activation de NF-NB, démontrant que EspB entrainesunhibition de l'activation de NF¥B
(Hauf N and Chakraborty T, 2003).

¥, La flagelline

Les flagelles sont essentiels pour la mobikte 'adhérence des bactéries mais peuvent
également initier des modifications transddphelles dans les celks eucaryotiques en
signalant via TLR-5. Ainsi des flagellinede sérogroupe H6, H7 ou H21 stimulent la
production d’IL-8 par des cellules épithélialese(ld MC et coll., 2002; Rogers TJ et coll.,
2003; Zhou X et coll., 2003). De méme, desiches d’EHEC déficientes pour le gdh€

codant pour les flagellines n’induisent paspladuction d’'IL-8 (Berin MC et coll., 2002;
Rogers TJ et coll., 2003). Plus récemment, il a été décrit que la mutation dliQ&laas des
souches d’EHEC 0157:H7, 091:H21, 0O91fHet O6:H10 ne modifie pas de facon
significative la production de chimiokines par les cellules épithéliales T84 ; en revanche, les
ARNmM codant pour les chimiokines sont exprimés en grande quantité dans les cellules
stimulées par les souchedliC complémentées qui produigebeaucoup de flagellines
(Gobert AP et coll., 2008).

% Stx1 et Stx2

Les toxines Stx ont également un impact ssrueies de signalisatiocellulaire dans les
cellules épithéliales. Des faibles concetitras (< 100 ng/ml) de Stx1l ou Stx2 induisent
I'expression et la production de cytokines et chemokines (TNE-8) dans des cellules
possédant le récepteur Gb3nuouoe les cellules Caco-2 (Yamasaki C et coll., 1999) ou les
cellules Hct-8 (Thorpe CM et coll., 2001). Ddas cellules Hct-8, Stx1 entraine I'activation
de la voie des MAPK notamment de p38 eKJMn bloquant l'activation de p38 et JNK
induite par Stx1, on observe une diminution é@dptose dans les cellules Hct-8 (Thorpe CM
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et coll., 2001). Il a été montré que la soug@iA de Stx1 est impliquée dans l'induction de
I'expression de cytoking¥amasaki C et coll., 1999).

De facon contradictoire, il a été montré deae EHEC 0157:H7 induisent I'expression
d’IL-8 indépendamment de Stx dans les cellules Caco-2. Regamll. ont montré que la
concentration en IL-8 dans des surnageartetd8 stimulées par 100 ng/ml de flagelline est
100 fois plus élevée que dans le surnagdantellules stimuléegar 100 ng/ml de Stx1 ou
Stx2 (Rogers TJ et coll., 2003). D’autre part, tivzation de ERK1/2, p38t I'expression et la
synthese d’IL-8 est observéedas niveaux identiques lorsques leellules sont stimulées par
la souche 86-24 (EHEC 0157:H7) qui paksétx2 seulement ou par la souche 86s2®
(Berin MC et coll., 2002). De facon compiéntaire, les cellules Caco-2 activées avec 10
Ry/ml de Stx2 ne produisent pas d’IL-8 ce quindé@tre que la synthésike cytokines n’est
pas controlée par Stx (Berin M&t coll., 2002). Par ailleurs,a récemment été démontré que
Stx inhibe la transduction du signal déperiddun systeme PI3K/Akt induite par les EHEC
dans des cellules épithéliales humaines n’exprimant pas Gb3. Il en résulte que des cellules
épithéliales produisent moins daimiokines en réponse axIEHEC sauvages par rapport a
des bactéries invalidées pour les genes coplaunt Stx1 et Stx2 (Gobert AP et coll., 2007).
Ce mécanisme pourrait représente mécanisme d’échappement de la réponse immune innée
par les EHEC.

LES EHEC/EPEC peuvent activer de nombreusesoies de signalisation aboutissant au
développement d’'une réponse inflammatoireCertains auteurs suggérent que l'intensité
de la réponse immune mucosale pourraiétre corrélée au deeloppement du SHU.
Cependanti) les EHEC ont élaborés de nombreuses stratégies pour inhiber la réponse
innée des entérocytes at) de nombreux médiateurs de cette réponse, dont le NO, n'ont

pas été étudiés a ce jour.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Les données de la littérature démontrent ipseEHEC modulent la réponse immune innée
des entérocytes humains, les premiéres cellhlesontact des bactéries pathogenes dans le
tractus digestif. Cependant, liegeractions entre les EHEC et le NO, un élément essentiel du
programme de défense inmépnt jamais été étudiées.

Nous avons émis I'hypothése que NO pouwgjir sur la croissance des EHEC et/ou
induire des modifications trangationnelles ; plus particullement, nous avons suggéré que
NO pouvait modifier I'expression dgenes codant pour des factedesvirulence. En retour,
les EHEC pourraient moduler I'expression ldeiNOS et/ou la production de NO dans les
cellules épithéliales intestinales humaines.

Pour vérifier ces hypotheses, nous nsoisimes fixés les objectifs suivants :

- Analyser l'effet du NO produit par des donnewchimiqgues de NO et par les cellules
épithéliales humaines sirla croissance et la survie des EHE( Ja production de Stx, le
facteur de virulence des EHEC pessable des symptdmes hémorragiquigs|’ expression
des genes par une approche transcriptomiqug kddhésion des EHEC aux entérocytes.

- Etudier I'expression du géne codant poulN®$§ dans des cellulesi@igliales intestinales
humaines en présence ou absence de askipro-inflammatoires et rechercher les
mécanismes moléculaires et le facteactbrien responsables de cette modulation.

- Développer un modéle animal afin détudier 'immunité mucosale intestinale, et plus

précisément la production de NO, réponse a l'infection par les EHEC.

73






CHAPITRE 1

NO EST UN INHIBITEUR DE LA

PRODUCTION DE Stx
PAR LES EHEC







Chapitre 1

INTRODUCTION

Chez I'homme, les infections par les EHEC tezduisent généralement par des CH qui
peuvent évoluer plus gravement vers dedJu PTT. Ces symptdomes hémorragiques sont
dus a la production de Stx par les EHEC. Lesxegeodant les toxiné€tx1 et Stx2 sont portés
par un phage de typ@intégré dans le génome bactérieteetr expression est induite lorsque
la réponse SOS bactérienne se met en @aide a des altérationmportantes de I'’ADN
(Sutton MD et coll., 2000). Les toxines sonbral produites dans la lumiere intestinale et
traversent la barriére épithéliale. Véhiculée lgacirculation sanguinda Stx se fixe sur le
récepteur Gb3 des cellules endothéliales, priteipant au niveau du célon, des reins et du
cerveau, entrainant un arrét de la synthésééjgue et la mort des cellules (Kodama T et
coll., 1999). Il existe deux types dexStStx1 et Stx2. De études réaliséeas vitro sur des
cellules endothéliales rénales ont montré §tx2 est plus toxique que Stx1 (Louise CB and
Obrig TG, 1995).

Le mécanisme de translocation de Stx adrava muqueuse intestinale est mal connu.
Une des hypothéses serait que la Stx pourrait ppasdes bréches créépar la destruction
des cellules de la muqueuse suite a ufi@nmmation. Cette théorie repose sur des études
clinigues montrant que des patients atteintSld&) possedent un taux élevé de chimiokines et
cytokines de type 1 circulantes (FitzpatrigkV et coll., 1992; Murata A et coll., 1998).
Méme si aucun lien direct n’a été établi efifreluction de la réponse immune mucosale et le
développement des pathologies hémorragiguen suppose que linflammation de la
muqueuse intestinale pourrait favoriser le passdg la toxine Stx de le sang et ainsi
participer au développement du SHU/PTT.

D’autres effecteurs du programme de dédemsn spécifique peuvent étre produits par la
muqueuse intestinale en contavkec des bactéries pathogenesluant le NO (Gobert AP et
coll.,, 2004). Le NO possede de nombreupespriétés physiologiques, notamment des
propriétés immunologiques. Les données préseatars la littératursuggerent que NO peut
étre cytotoxique pour les badts pathogenes (Gobert AP ellgd®2004) et peut induire des
modifications transcriptionnelles en intersgant avec des senseurs de NO (Rodionov DA et
coll., 2005). Pour se protéger des effet¢eidges du NO, la réponse SOS semble étre

essentielle pour les bactéries. Ainsisdgudes ont montré que la délétion du gestcA

74






Chapitre 1

conduit & une augmentation de la sensibilitdl@y suggérant que la réponse SOS est induite
en réponse au NO (Spek EJ et coll., 2001).

Ainsi, nous avons émis I'hypothése que NO npaiti induire un stress nitrosant et serait
donc un inducteur de la réponse SOS des EHE@mantant ainsi la production de Stx. Pour
tester ce postulat, noasons étudié I'effet ddonneurs de NO sur kroissance des EHEC,
I'activation de la réponse ) I'expression des gensiletstx2et la production de toxine
dans les cultures de bactéries. Enfin, a tsawer modele de co-cultures cellules épithéliales
intestinales humaines/EHEC, nous avons agdigdfet d’'une source cellulaire de NO sur la
synthése de Stx.
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Tableau 1: Caractéristigues phénotypigues des souches
EDL933 et 86-24

Souches Origine Sérotype LEE stx1 stx2 Source
EDL933 CH/E 0157:H7 + + + STEC Center
8624 CH/E 0157:H7 + - + STEC Center

CH, colites hémorragiques; E, épidémie.
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MATERIELS ET METHODES

|. PRODUCTION ET DETECTION DE NO

I-1. Donneurs et chélateurs de NO
Trois donneurs chimiques de NO, DEA-NON®&2-(N,N-diéthylamino)-diazénolate-2-
oxide), NOR-3 ((z)-(E)-éthyl-2-[(E)-hydroxyimb]-5-nitro-3-hexénéamide) et NOR-4 ((x)-
(E)-éthyl-2-[(E)-hydroxyinmo]-5-nitro-3-hexenecarbamoylpyiiee) dont les demi-vies en
PBS, pH 7,4; a 37°C sont respectivement2de80 et 60 min ont été utilisés. Le 2-(4-
carboxyphényl)-4,4,5,5-tétraméthylimidazoline-1-e8ybxide (cPTIO) et I'Hb ont été
utilisés comme chélateur de NO. Tous cestifsaant été obtenus chédexis Biochemicals.

I-2. Quantification de [NOx]
En milieu aérobie, NO est rapidement oxydé et formg MONG, . Le dosage de ces dérivés
nitrés a été réalisé a l'aide dit ‘Nitrite/Nitrate Assay Kit' (Sigma). Ce kit est basé sur le
principe suivant i) réduction des ions NOen NQ™ par une nitrate réductase); détection
chimique de N@ par la méthode colorimétriqgue de GseUne courbe standbréalisée avec
du NaNQ nous a permis de quantifier la concentration ea NO

La réaction de Griess agétitilisée pour doser [NQ dans les milieux ; la courbe étalon

a éteé realisée a partir de dié@tes concentrations de NapO

II. LES EHEC

[I-1. Souches et conditions de culture
Les souches EDL933 et 86-24 agj@nnent au sérotype O1577HEDL933 est la souche de
référence des EHEC O157:H7 iéela partir de viande lotsune épidémie en 1982 aux USA
(O'Brien AD et coll., 1983). Laouche 86-24 a été isolée chez piatients atteints de CH lors
d’'une épidémie (Donnenberg MS et coll., 389Ces souches ont été obtenues aupres du
National Food Safety and Toxicology Center,chgan State University, East Lansing, Ml
(STEC center: http://shigatox.net) et possédestcaractéristiques gétypiques présentées

sur le Tableau 1.
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Les bactéries provenant d’'un stock en glgt@0% conservé a -20°C ont été cultivées
pendant 1 nuit & 37°C sous agitation en milieu Luria Bertani (MLB), avec ou sans
antibiotiques de sélection des souches mutantes et complémentées (kanamydtyieyl 50
et/ou ampicilline, S0Ry/ml). A partir de cette pré-cultey 10 ml de MLB ont été ensemencés
(DOsoo nm = 0,03) en présence ou absence de dosnet/ou de chélateurs de NO. La
mitomycine C (MC ; 200 ng/ml), un agent alkgt reconnu pour induire une réponse SOS et
la production de Stx (Ritchie Jét coll., 2003), a été éventleghent ajoutée en milieu de
phase exponentielle de croissance £g&h 80,3).

A différents temps d’incubation, 2 ml de auk ont été prélevés eentrifugés 10 min a
12000 g. Les surnageants ont géupéres et filtrés (0,2n) pour analyser la concentration
en Stx1 et Stx2. Les culots bactériens onréséspendus dans 750 ul de TRIzol (Molecular
Research) pour I'extraction déRNm. Enfin, I'analyse de laroissance des EHEC a été

réalisée par mesure de la B&hm

[I-2. Construction de mutants
Les mutants EDL933norR et EDL933 "nsrRont été obtenus par la méthode de Datsenko et
Wanner (Datsenko KA and Wanner BL, 2000). Une dtsgortant le gene de résistance a la
kanamycine a été amplifiée dans la souEheoli CH158 au moyen d’amorces (MtnsrR et
MtnorR ; Tableau 2) qui contieent dans leur région 5’ 50 pbreespondant a la séquence du
gene a muter. Le produit d’amplification aé gburifié sur colonne @Quick (Qiagen) et
introduit par électroporation dans la sou@i®l 933 possédant un plasmide pKobeg portant
un gene codant pour une recombinase deusontrdle d'un promoteur inductible par
I'arabinose. Aprés culture en présence de 1 d'éabinose, les reconmases ont permis une
recombinaison homologue entre la cassette kaoiamet le gene a supprimer. Les bactéries
obtenues ont été criblées sur boite MLB + kar@ng/et les plasmides thermo-sensibles ont
été éliminés par culture a 42°C pendant 1 nuit. La présence de la mutation (remplacement du
gene d'intérét par le gene idsistance a la kanamycine) a gérifiée par PCR et séquencage.

Pour réaliser la complémentation, les genesk et nsrR ont été amplifiés a partir de
'ADN génomique d’EDL933 a l'aided’amorces spécifigues possédantdes séquences
correspondant aux nucléotides du début et de la fin des gemBset nsrR et ii) des
séquences reconnues par les enzymes dectiestrEcoRI et BamHI (CmnsrR et CmnorR ;
Tableau 2). Les produits de PCR ont été pwiéedigérés par les &ymes EcoRI et BamHI
puis ligués dans le vecteur pTrc99A ast sous le contréle du promotdrs inductible a
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I'isopropyl ED-thiogalactoside et qui confére la staince a I'ampicilline. Ces plasmides ont

été introduits dankes souches mutantes par électroporation.
[ll. CULTURES DE CELL ULES ET INFECTIONS

Les cellules épithéliales intestinales humaiHes8 ont été maintenues en culture a 37°C et
en atmosphere a 5% de £@ans un milieu DMEM-Glutamax-High Glucose enrichi de 10%
de sérum de veau feetal (SVF) décomplémeii®y d’'HEPES, 100 U/nde pénicilline et 100
Ry/ml de streptomycine. Les cellules @té mises en pime de 6 puits (Fcellules/puits) et
cultivées pendant 5-7 jours jusqu’a confluenaecg stade, le nombre de cellules a été estimé
a 3 x 10 cellules/puits. Les cellules confluenimst été stimulées ou non pendant 24 h avec
un cocktail de cytokines composé d’'IFN50 ng/ml), de TNFD(20 ng/ml) et d’IL-1E(5
ng/ml) ; ces cytokines sont @mnues pour induire I'expression eiNOS dans les cellules
épithéliales intestinales huimas (Kolios G et coll., 1995; Marion R et coll., 2003). Les
cellules ont été lavées kets bactéries en phase expatigle de croissance (D@ nm 80,3)
ont été ajoutées a une multiplicité d’infection@W de 10, dans un milieu sans antibiotiques,
en présence ou absenceLeldIL (1 mM), un inhibiteur de IaNOS, et/ou de MC (200 ng/ml).
Aux temps indiqués, la suspension bdetéme a été centrifugée a 12000 g pendant 10

min. Le culot bactérien a été repris dans B@e TRIzol pour extraire 'ARN.
IV. QUANTIFICATION DES ARNmM

IV-1. Extraction des ARN totaux
Les ARN ont été extraits par la méthode d'astion au TRIzol. Brievement, les bactéries ont
eté lysées dans le TRIzol pendant 10nnd température ambiante. Aprés ajout de
chloroforme, les échantillons ont été cengigs a 12000 g a 4 °C pendant 15 min. La partie
agueuse supérieure a été prélevée et les ARNIss ont été précipisépar de l'isopropanol.
Enfin, apres un lavage a I'étal 75%, les ARN ont été soldisés dans de I'eau DEPC
pendant 10 min a 56 °C. La camtration et la pureté deéSRNm ont été analysées par
spectrophotométrie (260 et 280 nmioa par Nanodrop ND-1000 spectrophotomeétre
(Nanodrop Technologies). Afin d’éliminer les traces d’ADN génomique, un traitement a la
Dnase | (Fermentas) pendant 30 min a 37°C a été réalisé.
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Tableau 2: Liste des oligonucléotides

Amorces Séquences (5'-3")

MtnsrR-F GTGCAGTTAACGAGTTTCACTGATTACGGATTACGTGCGCTGACTACATAGCCACGTTGTGTCTAAAATC
MtnsrR-R GCAAGCGTGTAGTTATCCAGTTCCGTAAGAAAACTTTGCACGGCCTTAGATTAGAAAAACTCATCGAGCA
MtnorR-F CAGTTTTTTATCTGATTGTTTTTACTCTATAAATAAAATTATGCTCATTAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATC
MtnorR-R AAACTCACCGGCGCAATAAACCTGCAGGATTTCTATCAGGCCGGGATTATTTAGAAAAACTCATCGAGCA
CmnsrR-Eco CGGGAATTGTGCAGTTAACGAGTTTCACT

CmnsrR-Bam CGGGATCCTCACTCCACCAGCAATAATTT

CmnorR-Eco CGGGAATTATGAGTAGTCAAAATGAC

CmnorR-Bam CGGGATCCTTAATCCTTCAATCCCAG

Estx1-F TGTTGCAGGGATCAGTCGTA

Estx1-R TGAGGTTCCACTATGCGACA

Estx2-F CACATTACAGTGAAGGTTGA

Estx2-R TTCAGCAAATCCGGAGCCTG

EtufA-F TGGTTGATGACGAAGAGCTG

EtufA-R GCTCTGGTTCCGGAATGTAA

EfliC-F GAAACCATCACGATCGACCT

EfliC-R GCGCCAGCAGAAGTTAAATC

ErecA-F GGTAAAACCACGCTGACGTT

ErecA-R ATATCGACGCCCAGTTTACG

EhmpA-F TCCCTTTACTGGTGGAAACG

EhmpA-R ATCGCCATTACGCTGGTTAC

EnorV-F TATCCGGGACTTCACTCCAC

EnorV-R AGAAGAAACCTCTGCCACCA

EvacB-F CAATTGCAGCATCTCTTCCA

EvacB-R ACCGCGCCATTAAGTATCTG

Sstx1-F CAGAGGAAGGGCGGTTTAAT

Sstx1-R GCCGGACACATAGAAGGAAA

Sstx2-F TATATCAGTGCCCGGTGTGA

Sstx2-R CATTATTAAACTGCACTTCAGC

SrecA-F TACCGGTTCGCTTTCACTGG

SrecA-R CGCCTTCGCTATCATCTACA

StufA-F CAGGTAGGCGTTCCGTTACAT

StufA-R GTGCAAAAAGGGCATCAAAT
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IV-2. Transcription inverse des ARN
Les ARN (2 Ry) ont été rétro-trandts en utilisant 30 ndg? d’amorces aléatoires (Random
Primers), 0,5 mM de chagqwNTP, 10 mM de DTT et 5 W? de SuperScript Il Reverse
Transcriptase. La réaction s’est déroulée pentdmin a 42 °C puis I'enzyme a été inactivée
a 70 °C pendant 15 min. Tous les réactifs nécessaires a la transcription inverse ont été obtenus

chez Invitrogen.

IV-3. PCR quantitative
L'analyse de I'expression des gerstsl, stx2etrecAa été réalisée par PCR quantitative. Le
genetufA, qui code pour le facteur d’élongation ldetraduction EF-Tu, a été utilisé comme

gene de référence (Young FS and Furano AV, 1981)

IV-3-1. Obtention des courbes standards

Une séquence des gersts2 stxl, recAettufA a été amplifiée a partir d’ADN génomique de
la souche EDL933 en utilisant 0,25 U de 'AQMdlymérase AccuTag (Sigma) et les amorces
Sstx1, Sstx2, SrecA ou StufA (Tableau 2). pesduits de PCR ont été purifiés sur colonne
Strataprep (Stratagene) puis qgtifés par mesure de la DO a 260 nm afin d’obtenir le
nombre de molécules d’ADM (N = [6,01.13° x [ADN] (g/ B)]/ [660 (ADN double brin) x
taille de I'amplicon (pb)]). Les produits d’giification ont été ensuite dilués dans les
volumes d’eau appropriés poabtenir une solution mére & 5°1fholécules d’ADNR. A
partir de cette solution mere,gldilutions décimales sériéest @é réaliseées pour obtenir une
gamme de dilutions comprises entre 5 et 5rBléculesR. Ces séries de dilutions ont été

utilisées comme matricgmur les PCR afin d’obtenir des courbes standards.

IV-3-2. La PCR en temps réel
Les PCR en temps réel ont été effectuées sur les ADNR €2 sur les séries de dilution des
courbes standards (B) avec 0,5 des amorces Estx1, Estx2recA ou EtufA et le kit
LightCycler Faststart DNA Mast SYBR green | (Roche) da I'appareil LightCycler
(Roche). Il est important deoter que les amorces Estéstx2, ErecA ou EtufA ont été
créées a l'intérieur des séquesncdéfinies par les amorc&stx1, Sstx2, SrecA ou StufA
(Tableau 2). Chaque échantillon a été aralgs duplicat. Les données ont été analysées a
I'aide du logiciel LightGcler Data Analysis. Pour les cousbgtandards, nous avons choisi de
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ne garder que les dilutions pdesquelles I'efficacitéde la PCR était supéure ou égale a
95% et I'erreur expérimeale inférieure a 10%.

Les niveaux d’expression des gerstsl, stx2 recA et tufA ont donc étguantifiés en
comparant le nombre de cycles nécessgimsa obtenir une fluorescence donnée a celui
obtenu sur la courbe standaairespondante ; les valeurs obtensent exprimées en nombre
de copies/ng de cDNA. Les rdisis sont présentés commer&tio du nombre de copies des

genesstx], stx2ourecApar rapport au nombre de copies du géne de méntge

IV-4. PCR semi-quantitative
L'expression des gendsC, hmpA, vacBet norV a été analysée par PCR semi-quantitative.
Une PCR en temps réel a été effectuée tmmémes conditiorgpue ci-dessus avec 05/
des amorces EfliC, EhmpA, EnorV, EvacB owf&t (Tableau 2). Les niveaux d’expression
des ARNm des génes cibles ont été ndiséa par rapport au contrble interhdA et par
rapport a une condition basale (souche EDL@BBivée seule) en utilisant la méthode
comparative du seuil de fluorescence. Les résustais alors présentés en tant qu’expression

relative du gene cible par rapport a gxpression dans la souche EDL933.

V. QUANTIFICATION DES PHAGES stx2

Les phages qui contiennent le géte? dans la souche EDL933 sont appelés BP-933W. La
guantification des particules phagepua été réalisée en deux tempp purification des
phages eit) quantification par PCR quantitative.

Six ml de culture ont été centrifugés a 1200Pegdant 10 min et le surnageant a été
filtré (0,45 An) puis traité par 1d/ml de RNase A (Amersham Biosciences) et 40 U/ml de
DNase | (Amersham Biosciencgsndant 30 min & 37°C pour éliminer toute trace d’acides
nucléiques non phagiques. Les phages onegsgiite sédimentés par ultracentrifugation a
76000 g pendant 16 h a 4°C. Le culot a été repris dans?1d PBS et les phages ont été
visualisés par microscopie élamique a balayage (Hitachi H-7650).

Les suspensions phagiques ont été boudlie5°C pendant 5 min afin de libérer 'ADN
phagique. Ces dernieres @) ont été utilisées comme miag pour la PCR quantitative dans
les mémes conditions que celles désrpour quantifieles ARNm destx2 et detufA. Par
ailleurs, une PCR classique a été réalisée av@d® suspension phagique, les amorces Estx2

et 0,5 U d’ADN polymérase AccuTaq (Sigma). Un cycle de PCR a été le suivant: 94°C
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pendant 30 s, 51°C pendant 30 $&tC pendant 30 s. Trente cycles ont été réalisés et suivis
d’'une étape d’élongation de 7 min a 68°C.

Nous n'avons pas détecté de produit d’amplification du daffe par PCR et PCR
guantitative dans les suspensions phagiquesésidtat démontredbsence d’ADN bactérien

dans les lysats de phages.

VI. DOSAGE DES STX

Le dosage des toxines Stx1 et Stx2 a été é2phs la technique ELISA (pour enzyme-linked
immuno-sorbent assay). Un Ac maxlonal dirigé contre la sousité B de la toxine Stx2
(STX2-BB12 ; Toxin Technology) oun Ac monoclonal dirigé contra sous-unité B de la
toxine Stx1 (STX1-9C9; ToxiTechnology) a été adsorbée sumqule de 96 puits Maxisorp
(Nunc) pendant une nuit a 4°C; ces Ac @€ utilisés au 1/500 dans un tampon
carbonate/bicarbonate. Aprés élimination dongan carbonate/bicarbonate, les plagues ont
été saturées par undwion de saturation (20@ par puits) pendant 30 min a 37°C.

Pendant ce temps, des dilutions sériées aed£chantillons ont été effectuées dans un
tampon de dilution. Une gamme de dilutioles toxines Stx1 ou Stx2 purifiée (Toxin
Technology) a été réalisée palntenir une courbe étalon.

Apres la saturation, la plague Maxisorp alétée 3 fois avec un tampon de lavage. La
gamme standard et les échantillonsé@étdéposés en digat a raison de 10® par puits. La
plague a été incubée pendant 2 h a 37 °Cvéel8 fois. Un Ac polyclonal anti-Stx1 ou anti-
Stx2 de lapin, obtenu dans notaboratoire, dilué au 1/2000&é déposeé sur la plaque (100

P par puits) pendant 1 h 30 a 37 °C. Apres 3d@gaun Ac de chévre anti-Ig de lapin couplé
a la peroxydase (Pierce) a été dépose (1/10Q00 R/puits) sur les plaques pendant 45
minutes a 37 °C.

La révélation a été réalisée en utilisant leStable Peroxydase Substrate (Pierce) et 0,2
mg/ml d’orthophényléne diamine (Sigma). La calin a été arrétée pajout de 50 pl/puits
de HSO, 2N. La DO a 492 nm a été ensuite anadyslans le lecteur de plaques pQuant
(Biotek). La concentration emtine des échantillons a été adée en utilisant I'équation de

la courbe standard.
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VII. WESTERN-BLOT

La présence de flagelline H7 dans lesctBries a été analysée par Western-blot. Les
échantillons protéiques ont été obtenus a partguleageants bactériens apres une culture de
24 h puis dosés par la méthode de Bradford.dahantillons (70 pg) ont été dénaturés par un
choc thermique puis déposés sur un gel FB&E 10%. Aprés migten, les protéines ont
été transférées sur une membrane de nitrdos#usous I'action d’'un champ électrique. La
membrane a ensuite été saturée par uhdi@o de PBS-lait écréén 5%-Tween 0,1% et
hybridée pendant une nuit a 4°C avec un Ac poly¢ldimeyé contre la thgelline H7 (1/500 ;
Difco). Apres 3 lavages en PBS-Tween 0,5%, la membrane est incubée avec un anticorps
secondaire de chévre anti-IgG de lapin coaplé peroxydase (1/5000 ; Pierce) pendant 1 h a
température ambiante. La détection a étéis@&alpar chimioluminescence par le kit ECL
Western Blotting Substrate (Pierce) et téeésur film Amersham Hyperfim ECL (GE

Healthcare).

VIIl. MESURE DE LA CYTOTOXICITE

Les cellules Hct-8 ont été cultivées en plagee24 puits puis traitées avec les cytokines et
infectées avec EDL933 pendant 6Ala fin de l'incubation, Ie cellules ont été lavées puis
incubées dans une solution de cristal vi{le®5% dans I'éthanol a 20%) pendant 15 min. Le
colorant extracellulaire a été éimé par des lavages a I'eau diée. Le colorant fixé aux
cellules a été élué par une solution 0,1% acideqae#b0% éthanol. L'absorbance a été lue a
585 nm. La cytotoxicité maximale est mesuréegpajout de 2 g/l de Triton X-100 sur les

cellules non traitées (9599 de toxicité, n = 4).

IX. ANALYSES STATISTIQUES

Les données obtenues sont présentées elguantnoyenne + erreur standard a la moyenne.
Cette derniere est obtenue en faisant le rapfmitécart type sur laacine carré du nombre
d’expérimentation (n). L'analyse s$igtique a été réalisée par un téste Student quand
seulement 2 groupes ont été comparés ; les échantillons ont été considérés comme non
appariés. Une analyse de variance avec de de Student-Newman-Keuls bilatéral a été

utilisée pour analyser les différges statistiques lorsque plis 2 groupes ont été comparés.
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Figure 1. Effet de la MC et de NO sur la croissance de
EDL933
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La souche EDL933 a été cultivée en MLB avec 200 BV de NOR-4 et/ou 200 ng/ml de MC. La
DOgoonm @ €té mesurée aux temps indiqués. Cette figure est la représentation de trois
expériences indépendantes.

Figure 2: Cinétique de libération du NO par NOR-3, NOR-4 et
DEA-NONOate
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Les concentrations en NO,~ et NO;~ ont été déterminées en MLB contenant 200 ”M NOR-3,
NOR-4 et DEA-NONOate.
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RESULTATS

|. EFFET DU NO SUR LA CROISSANCE ET LA SURVIE DES EHEC

Pour analyser I'effet du NO sur la croissand’EDL933, les cultures bactériennes ont été
traitées dans un premier temps avec le donde NO NOR-4, en présence ou absence de
MC.

La présence de NOR-4 (de 56@0 pM) dans les culturesanjpas modifié la croissance
de la souche EDL933 ni sa survie a 2¢dsultat montré pour [NOR-4] de 200 pM ; Fig. 1),
malgré une production continue de NO pendawiren 6 h (Fig. 2). Emevanche, lorsque la
MC a été ajoutée 6 h aprés le début de laumltnous avons observé une diminution de la
croissance continue des 1 h apres addition a#ilbiotique. De facon importante, cet effet
bactériotoxique de la MC n’pas été constaté lorsque les bactéries ont été préalablement
traitées par 200 a 500 uM de NOR-4 (résuitaintré pour [NOR-4] de 200 uM ; Fig. 1).
Nous avons donc choisi de continuer a travailleec une concentration de NOR-4 de
200 pM.

Des résultats identiques ont été obtenusgloe NOR-3 (200 pM) até utilisé : NOR-3
n'a pas modifié la croissance d’EDL933. Brésence de NOR-3 + MC, nous n’avons pas
observé d’'effet toxique de la MC. En revhacle DEA-NONOate quibére NO en quelques
minutes (Fig. 2) n'a pas permis la protectid EDL933 contre I'effé lytique de la MC

(résultats non montrés).

Il. NO EST UN INHIBITEUR DE L’EXPRESSION DU GENE stx2

[I-1. Inhibition de la production spontanée de Stx2 par NO
Nous avons ensuite recherchdfée du NO sur I'expression du ges&2et sur la production
de Stx2. Nous avons tout d’'abord c@té que la quantité dARNm du gersx2 est
maximale en phase stationnaire (Fig. 3A).fBgon inattendue et camire a notre hypothese
de départ, 'accumulation des ARNstx2a été diminuée significagment 18 h et 24 h aprés
le début de la culture, en présence de #Dde NOR-4, (Fig. 3A) en comparaison des
bactéries sans traitement par NO. Par a#lelamjout de cPTIO (250 uM) ou d’Hb (200 puM)
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Figure 3: NOR-4 inhibe la production spontanée de Stx2 par
EDL933
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La souche EDL933 (10° bactéries/ml) a été cultivée en présence (barres roses) ou en absence
(barres violettes) de NOR-4, avec ou sans cPTIO ou Hb. Le niveau d’ARNm stx2 dans les
bactéries (A) et la concentration Stx2 dans les surnageants de culture (B) ont été respectivement
déterminés par RT-gPCR et par ELISA. *, P<0,05; ***, P<0,001 vs. EDL933; n = 3-7.
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aux EHEC cultivés en présence de NOR-4 a restauré I'expressgix2ddémontrant que la
chélation de NO supprime son effet ipitéur sur la transcription du géese2

L’ensemble de ces résultats a été confirmé par le dosage de Stx2 dans les surnageants de
cultures bactériennes. Une accumulation de lanéoaiété observée au cours du temps dans le
surnageant de la souche EDL9®3g. 3B). Néanmoins, la symise de Stx2 a été fortement
inhibée par I'utilisation de NOR-dans les cultures (Fig. 3B). Cette activité inhibitrice de NO
n'a pas été observée en préseteePTIO ou d’Hb (Fig. 3B).

Nous n’avons pas détecté I'expression du g&ré ni la production de Stx1 dans les
cultures de la souche EDL933, avecsans NOR-4 (résultats non montrés).

[I-2. NO empéche la production inductible de Stx2
La production maximale de toxine est obsenoésque les bactéries développent une réponse
SOS lors d’'une agression externe. Nous avong draité la souche HD®33 avec la MC afin
d’induire I'expression du gén&tx2 Comme attendu et indiqué das Fig. 4A et B, la MC a
fortement induit I'expression du gestx2et la production de Stx2.

Quand NOR-4 a été ajouté en méme tempslaC aux bactéries, nous n’avons pas
observé de modulatiode I'expression destx2 ni de la production de Stx2 (résultats non
montrés). Nous avons donc essdgétraiter les bactéries par 208 de NO pendant 3-6 h
avant d’ajouter I'antibiotique. Ausi, I'expression des ARNitx2et la production de Stx2 ont
été significativement et resgaement inhibées de 6,4 + 1,7 et 2,5 + 0,9 fois par rapport a
EDL933 + MC (Fig. 4A et B)Cette inhibition a été partielnent mais significativement
restaurée par I'ajout de cPTl&ux cultures d’EDL933 traitées avec NOR-4 (Fig. 4A et B).
L’effet maximal du NO a été observé qada MC a été ajoutée 6 h apres NOR-4.

Nous avons également étudié I'express@inla production deStx1. Nous avons
observé que la production &x1 et 'expression du gemséx1sont moins élevées que celles
de Stx2 : la production de Stx1 dans la soleb&933 a 24 h a été de 13 + 2 ng/ml. De plus,
I'expression des ARNmtx1et la synthése Stxfont pas été induites par la MC et n'ont pas
eté modulées de facon significativer pEOR-4 (résultats non montrés).

Par ailleurs, des résultats identiques oaétadttenus avec la scue 86-24 (O157:H7) qui
ne possede que le gesx2: [Stx2hbs n = 920 £ 200 ng/ml, 4500 + 300 ng/ml et 410 £ 150
ng/ml lorsque la souche 86-24 a été respectivement cultivée seule, en présence de MC et avec
MC + NOR-4.
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Figure 4: NOR-4 inhibe la synthese de Stx2 induite par la MC
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La souche EDL933 a été traitée ou non avec NOR-4 ou cPTIO; la MC a été ajoutée 6h apres
le début de la culture. Le niveau d’expression des ARNm stx2 (A) et la concentration en Stx2
(B) ont été respectivement analysés 2 h et 12 h apres le traitement par la MC. *, P<0,05; **,
P<0,01 en comparaison des bactéries non traitées ou traitées avec MC + NOR-4; n = 5.




Figure 5: Role des différents donneurs de NO sur la
production de Stx2

7000 - *
6000 - [
5000 *
% 4000 -
= ,
¥ 3000 -
N 1 - T
— 2000 -
0
MC - + + + +
Donneurs de NO - - NOR-4 NOR-3 DEA

La souche EDL933 a été traitée ou non pendant 6 h par 200 M de NOR-3, NOR-4 ou DEA-
NONOate (DEA). La MC a été ajoutée et la concentration en Stx2 a été déterminée par ELISA
12 h apres. *, P<0,05 en comparaison des autres conditions; n = 3.

Figure 6: Effet du NO sur I'expression du gene  fliC et sur la
synthese de flagelline
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La souche EDL933 a été traitée ou non par NOR-4. L’expression relative du géene fliC a été
analysée par PCR semi-quantitative (A; n = 3) et la présence de flagelline H7 a été
déterminée par Western-blot (B).




Figure 7: NOR-4 diminue la synthése de phages BP-933W
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Les phages ont été concentrés a partir de surnageants bactériens et visualisés par microscopie
électronique (A). La présence du géne stx2 dans les suspensions phagiques a été analysée par
PCR (B) et PCR en temps réel (C). *, P<0,05 en comparaison des bactéries non traitées ou
traitées avec MC + NOR-4; n = 3.
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Enfin, I'effet inhibiteur aété observé avec NOR-3 mais pas avec le DEA-NONOate
(Fig. 5), suggérant qu’une exposition prolongge NO plutbt qu'un stress nitrosant est

responsable de I'inhibiin de I'expression du gesex2

[1-3. Effet du NO sur I'expression du gendliC
Afin de savoir si NO agit spéauement sur I'expression dsx2 ou possede un effet plus
général sur la transcription des genes, nuuss sommes intéressés a lI'expression du gene
fliC, reconnu pour étre exprimé en phase statioenBar PCR semi-quantitative, nous avons
démontré que I'expression du gefi€ n’a pas été altérée par 208 de NOR-4 (Fig. 6A).
De méme, la production de fldtiyee, analysée par Western-blota pas été modifiée lors du
traitement des bactéries par NO (Fig. 6B).

lIl. NO DIMINUE LA SYNTHESE DE PHAGES BP-933W

Le genestx2de la souche EDL933 est porté paplage BP-933W intégré dans le génome
bactérien. Puisque NOR-4 inhibe lI'expression des ARNK2 nous avons sSupposé que
NOR-4 pourrait supprimer la productionlatibération de phages portastk2

Les particules phagiques ont été concentréepartir des surnageants de culture
d’EDL933 exposés ou non a la MC et/ou a N@RApres concentten, la présence de
phages a été visualisée par microscopie élecuenpour chaque échantillon (Fig. 7A). Nous
avons ensuite analysé par PCR et R@Remps réel la présence du gesndans le génome
viral de chaque échantillon. Le nombre pleages BP-933W est plus important dans le
surnageant de bactériesitées a la MC que dans les surnageants de bactéries non traitées
(Fig. 7B). En présence de NOR-4, cette augmentation a été inhibée significativement de 79,2
+ 5,2% (Fig. 7C).

IV. NO EST UN INHIBITEUR DE LA REPONSE SOS DES EHEC

RecA est la protéine majeure impliquée dens2ponse SOS chez les EHEC. Son activation
induit I'auto-clivage de ¢lle répresseur du phagk et de LexA, leépresseur du géemecA
Ainsi, lorsque la protéine RecA est activélle permet I'expression de son propre gene.

Pour comprendre plus en détail le mécameipar lequel NO inhibe I'expression du gene
stx2, nous avons analysé l'effet de NOR-4 sur I'expression du géc® Pour cela, les

bactéries ont été traitées par la MC afimdiiire la réponse SOS en présence ou absence de
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Figure 8: NO inhibe I'expression du gene  recA
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EDL933 a été cultivée en présence ou absence de NOR-4. La MC a été ajoutée 6h apres le
début du traitement. L’expression des ARNm de recA a été analysée par PCR en temps réel
2 h aprés I'ajout de MC. *, P<0,05 vs. les autres conditions; n = 3.

Figure 9: Vérification phenotypique des mutants EDL933
'norR et EDL933 'nsrR
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Les souches EDL933, EDL933 'norR ou EDL933 'nsrR ont été cultivées en présence
(barres roses) ou absence (barres violettes) de 200 M de NOR-4. L’expression du géene
norV (A) et I'expression du gene hmpA (B) ont été analysées par PCR semi-quantitative;
n=3.
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NOR-4. L'expression des ARNm decAa été induite d’environ fbis par la MC par rapport
aux bactéries non traitées. Cette augmentaiété significativement inhibée d’environ 60%
en présence de NOR-4 (Fig. 8).

De facon spontanée (non indugiar MC), I'expression du gémecA a été également
diminuée de 60,8 + 1,8% quand la souche &3 a été traitée pendant 18 h avec NOR-4

(Fig. 8).

V. IMPLICATION DES SENSEURS NorR ET NsrR

V-1. Caractérisation phénotypique des mutants
NorR et NsrR sont les dewenseurs principaux de NO cHezcoli. Nous avons construit les
mutants isogéniques pour les gemesR et nsrR dans la souche EDL933. Par PCR et
séquengage nous avons confirmé nos nutati Néanmoins, nous avons effectué une
caractérisation phénotypie de ces mutants.

Les mutants'norR et 'nsrR ont une courbe de cro@sce identique a la souche
sauvage. Par ailleurs, nous n’avons pas observeé de différence de susceptibilité au NO entre les
mutants et EDL933 (résultats non montrés).

Nous avons également analysé I'expressiogates cibles de NorR et NsrR. NorR est
reconnu pour étre un activateur transtonnel de génes incluant 'opéraorVW. Afin de
vérifier le mutant'norR nous avons analysé I'expression du geoge/ par PCR en temps
réel en présence ou absence de BAONOR-4. Les résultats ontontré que I'ajout de NO
entraine une augmentation de I'expression des ARNmod¥ dans la souche EDL933. En
revanche, aucune expression du geog/ n'a été observée dans le mutdmorR traité ou
non par NOR-4 (Fig. 9A).

NsrR est un répresseur transcriptionnesatfixation a 'ADN est inhibée par NO. Un
des génes cibles réprimé par NsrRhempA (Filenko N et coll., 2007)dont I'expression est
induite en présence de NO. Ainsi, lorsqlee souche EDL933 a été traitée par NO,
I'expression déampAa été augmentée de ~ 6 foisglF®B); de méme, dans le mutamtsrkR
nous avons observé une augmentation spontméeveau d’expression de ce gene qui n'a
pas été modulée significativement par NO (Fig. 9B).

Enfin, les genessrR et vacB constituent un opéron. Le gemacB code pour une
RNase R. Nous avons donc aysa la polarité de la mutatiorsrR sur I'expression dgacB

L’expression relative des ARNracBdans la souche EDL93hsrRa été de 0,9 + 0,08 par
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Figure 10: Modulation de I'expression du gene stx2 dans le
mutant EDL933 'norR

4000 - 6000 -
S 5000 -
“ 3000 -
§ —
g~ E
<< >
3 2000 - S
- X N
c Pa
S )
2 @,
o 1000 -
< *%
L

**
 EDL933 ‘norR "norR EDL933 "norR 'norR o

(pTrc99A- norR) (pTrc99A- norR)

Les souches EDL933, 'norR et 'norR(pTrc99A-norR) ont été cultivées seules (barres violettes),
traitées avec la MC (barres vertes) ou avec NOR-4 + MC (barres roses). L’expression du gene
stx2 (A) et la [Stx2] (B) ont été analysées 2 et 12 h apres I'ajout de MC. *, P<0,05; **, P<0,01 vs.
les bactéries traitées avec la MC; n = 3-5.

Figure 11: Modulation de I'expression du gene stx2 dans le
mutant EDL933 'nsrR
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Les souches EDL933, 'nsrR et 'nsrR(pTrc99A-nsrR) ont été cultivées seules (barres violettes),
traitées avec la MC (barres vertes) ou NOR-4 + MC (barres roses). L'expression du géne stx2
(A) et la [Stx2] (B) ont été analysées 2 et 12 h apres I'ajout de MC. *, P<0,05; **, P<0,01 vs. les
bactéries traitées avec la MC; §, P<0,05 vs. EDL933 et EDL933 'nsrR(pTrc99A-nsrR) en
présence de MC; n = 3-5.
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rapport a la souche sauvage. Les résultanstrent donc que I'expression du géaeBn’est
pas modifiée dans le mutahbsrRpar rapport a la souche sauvage qui suggergu’il n’y a

pas de polarité de la mutatiosrRsur I'expression du genacB

V-2. Effet des mutations sur I'expression detx2
L’expression du genestx2 et la production de Stx2 n'orpas été modulées de facon
significative dans un mutantnorR par rapport & EDL933 en cotidn basale et/ou induite
par la MC (Fig. 10A B). Néanmoins, I'activitghibitrice de NO suFexpression du genstx2
(Fig. 9A) et sur la production de Stx2 (Fig.)9&ur la souche EDL93Baitée par la MC n'a
pas été observée pour la souche EDL988rR. En revanche, la souclsauvage et le mutant
complémenté 'norR (pTrc99AnorR ont montré des réponsesimilaires lors de la
stimulation par la MC et/ou NOR-4 (Fig. 10 B). Ces resultats suggérent que NorR est
impligué dans le mécanisme d’intibn de la production de Stx2 par NO.

L’expression du génstx2 et la production de Stx2 n'brpas été modulées dans le
mutant 'nsrR ni dans la souche complémentéesrR (pTrc99A-nsrR) en comparaison a la
souche sauvage en condition basale (Fig. 118).eCependant, la production de Stx2 dans la
souche'nsrR traitée par la MC a été diminuée degdn significative en comparaison de la
souche sauvage et de la souche complémemé@®ndition induite (Fig. 11B) ; des résultats
identiques mais non significatifs ont été obsermésiveau transcriptionnel (Fig. 11A). De
facon intéressante, I'effet inhibitedu NO sur I'expression des ARNsix2 et la production
de Stx2 dans la souche EDL933 pas été retrouvé dans le mutansrR(Fig. 11A et B). En
revanche, des réponses similaires a la MQuedl(o traitement par NOnt été observées pour
la souche sauvage et le mutant complémént&R (pTrc99ANsrR (Fig. 11A et B). Ces
données indiquent donc que NsrR est égalemepiigu@ dans I'inhibition de I'expression de
stx2par NO.

V-3. Effet des mutations sur I'expression deecA
De facon attendue, I'expression du géeeA a été augmentée dansslauche EDL933 traitée
avec la MC ; cette augmentation a été inhibépréaence de NOR-4 (i12A et B). Dans le
mutant 'norR et dans la souche mutée complémentée, nous avons observé une diminution
significative de I'expression decAen condition basale, en préserde MC ou de MC et de

NOR-4, en comparaison dedauche sauvage (Fig. 12A).
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Figure 12: Modulation de I'expression du gene recA dans le
mutants 'norR et 'nsrR
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Les souches EDL933, 'norR, 'norR(pTrc99A-norR), 'nsrR et 'nsrR(pTrc99A-nsrR) ont été
cultivées seules (barres violettes) ou traitées avec MC (barres vertes) ou NOR-4 + MC
(barres roses). L’expression des ARNm recA a été analysée par PCR quantitative. *, P<0,05;
** P<0,01 vs. EDL933 + MC; n = 3.
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Une diminution significativede I'expression du genecA été observée dans le mutant
'nsrR en comparaison de la souche sauvager ghaque condition de culture. Un profil
d’expression deecA identique a été observé poursauche EDL933 et la souche EDL933
"nsrR(pTrc99ANsrR (Fig. 12B).

VI. EFFET DU NO PRODUIT PAR DES CELLULES ACTIVEES

VI-1. Expression destx2dans les co-cultures EHEC/cellules Hct-8
Apres avoir étudié I'effet du N@roduit par une source chiquie, nous avons analysé l'effet
du NO synthétisé par des cellules épithéliales du cdlon humain. Ces cellules ont été activées
pendant 24 h par des cytoksneéeconnues pour induire I'exggsion de la INOS et la
production de NO. Puis les bactéries ont étéemien contact pendant 18 h avec les cellules
pour étudier I'expression du gesix2

Comme indiqué sur la Fig. 13, les cellules Baictivées par le cocktail de cytokines
produisent NO pendant léset 18 h de culture qui suivelat traitement par les cytokines ;
cette synthese est totalement inhibée parNBL. Il est important degréciser que ces cellules
ne produisent que NOet non pas N@ ; par ailleurs, les dosagest été effectués dans des
puits sans bactérie clas EHEC possédent des N@t NO~ réductases qui catabolisent ces
especes réactives nitrogénéesldas production par les cellules.

Une inhibition de I'expression spontanée du gem@a été observée lorsque les EHEC
ont été co-cultivées avec les cellules produetride NO (cellules activées) en comparaison
avec l'expression dstx2de bactéries co-cultivees avesadellules non stimulées (Fig. 13A).
L'ajout deL-NIL aux cellules activées a suppririéhibition de I'expression du genstx2
observée dans les co-culturesEREIHct-8 activées (Fig. 13A).

Pour analyser I'expression d¢x2 en condition induite, lesaatéries ont été mises en
contact des cellules pendant s la MC a été ajoutée aux-coltures et kxpression des
ARNmM a été analysée 2 h apres (Fig. 13B).

L’expression du genstx2 a été significativement augmentée de 7 fois en présence de MC
dans les co-cultures EHEC/Hct-8 non activéestte augmentation &é inhibée d’environ
55% quand les bactéries ont été mises au dotsccellules Hct-8 productrices de NO. Cette
inhibition n’a pas été observée lorsqueLidliL a été utilisé dans les cultures de cellules

activées.
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Figure 13: Le NO produit par | es cellules épithéliales activées
inhibe I'expression du gene  stx2
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Les cellules épithéliales intestinales humaines Hct-8 ont été activées ou non par des cytokines
pendant 24 h. Le milieu a été changé et la souche EDL933 a été ajoutée aux cellules en
présence ou absence de NIL. (A) Le niveau des ARNm stx2 a été déterminé par PCR en temps
réel aprés 18 h de co-culture. (B) La MC a été ajoutée 6 h aprés le début de la coculture. Le
niveau des ARNm stx2 a été analyseé 2 h apres le traitement a la MC. [NO] représente la
moyenne de 4 mesures de concentration NO;/NO, réalisée sur des surnageants de cellules
cultivees a 18 h (A) et 8 h (B) sans bactérie. *, P<0,05; **, P<0,01 vs. EDL933 co-cultivée avec
des cellules non activées; §, P<0,05 vs. EDL933 co-cultivée avec des cellules activées en
présence de MC; n = 3-4.
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Nous avons par ailleurs dosé la conceimnaen Stx2 dans les surnageants de co-
cultures. Stx2 n'a pas été détectée dansnuésux. Nous suggerons que la toxine a éte

internalisée dans les cellulessd&a synthése par les EHEC.

VI-2. Mesure de la cytotoxicité des EHEC
Nous avons confirmé nos résultats la mesure de la cytotoké de la souche EDL933 dans
nos différentes conditions. SaMC, EDL933 induit la mortalé de 15% des cellules Hct-8
environ (Fig. 14). Cette cytotoxicité est cdetpment inhibée quand les cellules ont été
traitées par des cytokines @bnc produisent du NO. En présende MC, la cytotoxicité
d’EDL933 sur les cellules contr@est activées a été respectiveimds 39% et 0%. La survie
n'a pas été modifiée quand les cldkiont été traitées avec dsdokines ou avec la MC sans
bactérie.

Ainsi, EDL933 est moins cytotoxique sues cellules activées, suggérant que la
production de Stx par les bact&riest moins importante au corttde cellules produisant du
NO.
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Figure 14: Mesure de la cytotoxicité des EHEC sur les
cellules Hct-8
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DISCUSSION

Les symptdmes hémorragiques les plus gravegoqués par les EHEC sont dus a la toxine
Stx. Ainsi, de nombreuses études ont eu atirde trouver des moyens pour neutraliser les
Stx. A ce titre, des agents phaacologiques (Nishikawa K ebll., 2006), des Ac spécifiques

de Stx (Sheoran AS et cglR005; Wen SX et dlo, 2006), ou des bactéries recombinantes
exprimant Gb3 (Paton AW et coll., 2000) ont d&eloppés. Nos résultats indiquent que le
NO, un médiateur essentiel the réeponse immune innée muclesaest un inhibiteur de la

synthese de Stx2 par les EHEC. Ainsi, aagtar la production de NO chez des patients
infectés par des EHEC pourrait représentez nouvelle stratégie thérapeutique pour limiter
le développement des SHU/PTT. L’administratid’arginine, le substrat de la NOS, ou de
donneurs de NO, pourrait étre ainsi envisadéa. ailleurs, cette stratégie thérapeutique
présenterait I'originalité d’empéehla production de Stx plutgue de neutraliser les toxines

apres leur production.

Dans un premier temps nous avons établidpgeconcentrations de NO inférieures a 380D

ne sont pas cytotoxiques pous [EHEC. D’autres travaux ont pailleurs démontré que des
concentrations similaires en NO ne modifient pas la croissanEe @i ou deC. rodentium
(Spek EJ et coll.,, 2001; Vallae BA et coll.,, 2002; SchapirédM et coll., 2003). Puis,
contrairement a notre hypothéde départ dans laquelle nougygérions que le NO serait un
inducteur de la production de Stx, nous avonsatéré, au contraire, que le NO libéré par
NOR-4 est capable d'inhibd’expression des ARNnstx2 a 18 h et 24 h dans la souche
EDL933 et par conséquent demilnuer la production de Stx2 diacon significative. De plus,
I'utilisation d’'un chélateur de NO, le cPTIO, rpget de restaurer [fet inhibiteur observé
avec NOR-4, confirmant que l'inhibition de I'expressionste? est due a NO. Nous avons
par ailleurs démontré urffet inhibiteur du NO sur) la lyse des EHEC induite par la Mg
I'expression destx2 induite par la MC eiii) la synthese de pbas stx2. La production
inductible de Stx2 étant associée a une lysetbaone due a la synthése de phage BP-933W,
ces trois résultats sont cohérents. De facaomilaire, il a été montré que I'utilisation de
glutathionSnitrosylé dans des cultureskd’ coli supprime I'effet bactéricide de,B, et de
I'acide hypochloreux (Marcinkiewg J et coll., 1997). En paralléle, nous avons montré que le

NO et ses dérivés produits par des cellules épithéliales intestinales humaines activées par un
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cocktail de cytokines inbent I'expression du gersx2 et la libération de Stx2 ; ce dernier
point a été validé indirectement a travers ltwxicité des EHEC sur les cellules Hct-8.

Concernant Stx1, son exprassiet sa synthése n'ont pa&té observées dans nos
conditions expérimentales Blont pas été modulées par NARCet effet est probablement
du a la présence de fer, un régulateégatif de la transcription dgx1(O'Brien AD et coll.,
1982), dans les milieux de culture.

Par la suite, nous avons montré qN® inhibe I'expression du gen&x2 via une
inhibition de I'activation spontae et induite de RecA, protéineajeure de la réponse SOS.
Des études ont montré que RecA contribuen@liction spontanée de la libération de phage
et la production de Stx chez la souche BBR et 86-24 (Fuchs S et coll., 1999). Ainsi, nous
proposons que NO inhibe I'expression des ARSIRR en condition spontanée et induite par
le méme mécanisme, a savoir I'inhibition dectivation de RecA. De nombreuses études ont
démontré l'implication des espéces nitrogéndass la formation de dommages a I'ADN ;
ainsi, nos travaux démontrant que NO est associé a la diminution de la réponse SOS et a
I'inhibition de I'expression du gen&tx2 peuvent paraitre surprarta. Cependant, la quantité
et la durée d’exposition des baddrau NO semblent étre essellds dans I'effet du NO et
peuvent expliquer nos résultats. En effet, Nié&ré rapidement et en grande quantité (35
nmol/ml/min contre 0.5 nmol/Mmin dans nos expériences) prit agir comme un inducteur
de la réponse SOS ché&z coli; dans ces conditions, la délétion A conduit a une
augmentation de la sensibilité au NO (SpeleE&doll., 2001), démontrd que la réponse SOS
est induite et essentielle pour combattrdfétetoxigue du NO. Pacontre, des quantités
‘physiologiques’ de NO n'induisent aucun effet sur la réponse SOSScleetericaSchapiro
JM et coll., 2003). De plus, des ayses transcriptomiques ch&z coli établissent que
I'expression des genes de la réponseSS@est pas augmentée en présence de NO
(Mukhopadhyay P et coll., 2004; ey J et coll., 2005; JusanMC et coll., 2005). Nous
avons par ailleurs observé giexpression des ARNm dstx2 n’est pas modulée quand les
bactéries sont traitées en méme temps aveceMBOR-4. Bien que ces résultats puissent
s’expliquer par le délai de plusieurs uhes nécessaire pour générer des quantités
significatives de NO, nous suggérons que llntion de la réponse SOS et de I'expression du
géene stx2 sont liées a une longue expositionsdEHEC au NO. Pour renforcer cette
hypothése, nous avons montré qud’effet inhibiteur du NO n’est observé qu’apres une
longue exposition au NO (> 6 h) en condition basali) & réponse SOS & production de

Stx2 chez EDL933 ont été inhibées quand legEEldnt été traitées avec des donneurs de NO
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ayant une demi-vie élevée (NOR-3 et NORtdndis que le DEANONOate qui libére du NO

en quelques minutes n’a pasdifié I'expression des ARNsitx2

Nous avons également recherché l'effet des deux principaux senseurs de NE) cbkz
NorR et NsrR, dans l'inbition de I'expression dstx2par NO. Nos résultats ont montré que
ces deux senseurs sont impliqués dans I'effebiteur du NO. En effet, la mutation du gene
norR supprime I'inhibitionde I'expression detx2 dépendante de NO, et le phénotype de la
souche sauvage a été restauré dans laheomutée complémentée. De plus, nous avons
observé que la mutatiamsrR provoque une diminution déexpression du géenstx2lors de
I'induction par la MC. Cette donnée now®nduit a proposer que la suppression de
I'association de NsrR a I’ADN, soit par I'effdu NO, soit par la délétion du gene, conduit a
la diminution de I'expression dstx2 Ces données suggéerent duerR et NsrR modulent
I'expression d’'un/de gene(s) impliqué(s) démségulation négative du phage BP-933W.

En ce qui concerne I'expression du géeeA nous avons montré que son expression a
été diminuée dans la souche EDL93%&rRen comparaison de la souche sauvage, quelle que
soit la condition testée (avec ou sans MC olRN), la souche complémentée ayant montré
un profil identique a celui d’'EDL933 ; cedonnées suggerent donc que NsrR régule
négativement I'expression de gene(s) impligkélans I'inhibition de la réponse SOS des
EHEC. En revanche, il nous a paru surprembobserver une diminutiode I'expression de
recA dans la souche EDL9330rR et dans la souche EDL93310rR (pTrc99An0orR) par
rapport a la souche sauvage. Noosypns supposer que la délétion du geaeR a permis
I'expression spontanée de gé&)ampliqué(s) dans I'inhibitin de la réponse SOS des EHEC,
comme pour la délétion desrR Néanmoins, cet effet de la tation aurait du étre également
observé sur I'expression @d#x2; or nous n'avons pas observé de diminution spontanée de
I'expression de ce g& dans le mutantnorR De plus, la complémeation en trans du géne
codant pour NorR n’a pas pernae restaurer le phénotype sagwaNéanmoins, nos résultats
suggerent que I'expression du géaeA induite par la MC est égahent regulée par NorR et
NsrR, suggérant qu’en présence de NO cesesensnhibent la synthese de Stx2 via une
inhibition de la réponse SOS.

Ainsi, puisque les deux senseurs de NOnt impligués dans la régulation de
I'expression du genstx2 I'hypothése qu’un régulateur unige la réponse SOS induit par
NO soit responsable de cette inhibition est psbable. Au contrairajous proposons qu’un

mécanisme général bactérien soit responsableffiet inhibiteur : Les EHEC traités par NO
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Figure 15: Modele d’'inhibition de la  production de Stx2
par NO

MC

La MC induit l'activation de la protéine RecA qui permet le clivage du répresseur cl, conduisant a
I'expression du géne stx2. NO via NorR et NsrR induit 'expression de facteurs X, Y, .... Ces
derniers inhiberaient I'activation de RecA ou diminueraient les dommages a '’ADN dépendant de
la MC, limitant ainsi la production de Stx2.
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de facon progressive exprimeraient des factgé@mséraux de résistanel stress et/ou de
réparation de ’ADN. Ces derniers permettraient batéries de résister a I'effet de la MC en
limitant la mise en place du syste®©S et donc I'expression des gese® Ce modeéle est

présenté sur la Fig. 15.

Nous avons par ailleurs démontré que l'inhilitabe la production de Stx2 n’est pas obtenue
uniquement avec du NO provenant de donneursighegs de NO mais également a partir de
NO produit par des cellules épithéliales ititeles humaines activéel.est donc possible
gu’un tel mécanisme puisse avoir liguvivo chez des patients infectés. Compte-tenu de ce
résultat, nous avons émis I'hypothése que lesébas au contact dellules produisant du
NO seraient moins cytotoxiquear elles produiraient moins de Stx2. En effet, nos données
expérimentales ont démontré qu’en présevi€e la souche EDL933 est moins cytotoxique
pour les cellules épithéliales Hatactivées que pour les cellulentrdles. Il est important de
noter que les cellules Hct-8 expent le récepteur Gb-3 (SmWE et coll., 2003), ce qui les
rend susceptibles a Stx2.

Par alilleurs, il a été décrit que les germsds peuvent étre transférés a des coli
commensaux par transduction (Gamage Saodit, 2006). Par conséquent, le microbiote
intestinal peut produire Stx garticiper au développement des syndromes hémorragiques.
Ainsi, en inhibant la synthes la dissémination de panies phagiques, NO pourrait exercer
un effet protecteur collatéral en réduisant I'infection du microbiote intestinal par les phages
BP-933W. De plus, il a été dét que Stx2 joue umble important dans la colonisation des
EHEC en favorisant I'adhémnee aux entérocyse (Robinson CM et coll., 2006); nous
proposons donc que linhibition de la dyase de Stx2 par NO pourrait diminuer la
colonisation de I'épithélium intestinal par les EHEC.

En conclusion, nos résultats démontrent pour la premiére fois que NO peut moduler la
production d’'une toxine par des bactéries pathegéans altérer lewrabilité. Nos résultats
présentent également NO comme un inhibiteur potentiel de la réponse SOE. dudiz
L'augmentation de la production de NO chez patients infectés pourrait permettre de lutter

contre la production de Stx et dotmntre le développement des SHU.
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PERSPECTIVES

L’inhibition de la production de Stx2 via uniehibition de la réponse SOS des EHEC
dépendante de la voie de sigeation NO/NsIR a été établie.

En revanche, si NorR semble impliquéhgda modulation de I'expression du geéste?
par NO, I'effet de ce senseur de NO sur I'expressiored&reste a confirmer. Il est étonnant
d’avoir observé une diminutiorpentanée de I'expression decA dans la souche EDL933
'norR puisque NorR doit étre présent sADN et activé par NO pour induire la
transcription. De plus, I'expression decA observée dans la souche sauvage n’'a pas été
retrouvée dans la souche mutante complémeméas devrons donc kifer le phénotype
d’EDL933 'norR (pTrc99AnorR) en réponse au NO et caomfier nos résultats par des
expériences supplémentaires.

Par ailleurs, nous devrons déterminer‘deainon manquant’ dére ‘NsrR/NorR’ et
I'inhibition de I'expression deecA Quels sont les geénes régulgar ces deux senseurs et
impliqgués dans la régulation de l'expressi@ecA? Pour répondre aette question, nous
pourrions envisager une étude transcriptomiquad®uche sauvage et des deux mutants en
présence de MC.

Enfin, il serait pertinent devérifier nos résultatsn vivo. Des souris sauvages et
déficientes pour la INOS serofraitées par la streptomyenet infectées par des EHEC
résistant a cet antibiotique (FunatogaWaet coll., 2002) ; I'expression detx2 et la
production de Stx2 seront respectivement analyagestir des bactéries adhérentes du colon
et présentes dans les feces. Ces expériencesroet réalisées qu’'aprés mise en évidence de

la production de NO par les s@imfectées par les EHEC.

94






PUBLICATION n®°1:

NITRIC OXIDE INHIBITS
SHIGA-TOXIN SYNTHESIS BY

ENTEROHEMORRHAGIC
Escherichia coli

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 2007, 104 (24):
10199-10204.






Nitric oxide inhibits Shiga-toxin synthesis
by enterohemorrhagicEscherichia coli

Marjolaine Vareille, Thibaut de Sablet, Thomas Hindre

Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), UR454 Unite
63122 Saint-Gene s-Champanelle, France

“, Christine Martin, and Alain P. Gobert*

" de Microbiologie, Centre de Recherches de Theix,

Edited by Roy Curtiss, Arizona State University, Tempe, AZ, and approved May 3, 2007 (received for review March 20, 2007)

Shiga-toxin (Stx) is the cardinal virulence factor of enterohemor-
rhagic Escherichia coli (EHEC). The genes encoding Stx are carried
by a lambdoid phage integrated in the bacterial genome and are
fully expressed after a bacterial SOS response induced by DNA-
damaging agents. Because nitric oxide (NO) is an essential medi-
ator of the innate immune response of infected colonic mucosa, we
aimed to determine its role in Stx production by EHEC. Here we
demonstrate that chemical or cellular sources of NO inhibit spon-
taneous and mitomycin C-induced stx mRNA expression and Stx
synthesis, without altering EHEC viability. The synthesis of stx
phage is also reduced by NO. This inhibitory effect apparently
occurs through the NO-mediated sensitization of EHEC because
mutation of the NO sensor nitrite-sensitive repressor results in loss

of NO inhibiting activity on stx expression. Thus our ndings
identify NO as an inhibitor of  stx expressing-phage propagation
and Stx release and thus as a potential protective factor limiting

the development of hemolytic syndromes.

bacterial infection mucosal immunology

Eterohemorrhagic Escherichia coli(EHEC) are pathogens
arried by healthy rearing animals. After infection through
the ingestion of contaminated food, EHEC colonize the large
intestine and cause gastrointestinal diseases ranging from un-
complicated diarrhea to hemorrhagic colitis. Life-threatening
complications, such as hemolytic—uremic syndrome (HUS), de-
velopin 5-10% of EHEC-infected patients. HUS is defined by
a triad of microangiopathic hemolytic anemia, thrombocytope-
nia, and acute renal failure, which can yield to a chronic renal
failure and even death (1-3). O157:H7 is the main EHEC
serotype implicated in HUS in Europe and North America (3).
The few recent large outbreaks (4, 5) underline that prevention
of primary infection in human remains an elusive goal. There-
fore, understanding host—-EHEC interactions remains a critical
issue in fighting bacterial infection and HUS development.

The main EHEC virulence factor associated with severe
human diseases is the Shiga toxin (Stx). Both Stx1 and Stx2 are
heteropolymers constituted by a catalytic A subunit and five B
subunits implicated in the binding to the receptor glycolipid
globotriaosylceramide-3 of endothelial cells. Internalized Stx
alters ribosomal function and induces the death of vascular cells
(1, 3). Stx1 and Stx2 are encoded by two typelysogenic phages
integrated in the bacterial genome (6). In a lysogen, the expres-
sion of the phage operons is controlled by the protein Cl. As a
result of EHEC exposure to DNA-damaging agents such as
mitomycin C (7) or H ;02 (8), RecA, which is part of the so-called
SOS response, is activated by single-strand DNA and promotes
the autocleavage of CI (9). Then, a regulatory cascade yields to
the respective expression of the genes encoding the antitermi-
nators N and Q, Stx, and proteins of phage morphogenesis and

chemokines and type 1 cytokines in HUS patients (14, 15). Other
effectors of the nonspecific defense program can be produced by
the inflamed mucosa, including nitric oxide (NO), a free radical
that possesses numerous physiological properties notably in the
immune system. Cellular production of NO requires the enzyme
NO synthase that oxidizes —arginine as a substrate; the calcium-
independent inducible NO synthase (iNOS) isoform is expressed
in numerous cells, e.g., enterocytes, in response to type 1
cytokines (16). High output of INOS-derived NO is cytotoxic for
pathogenic bacteria (17) or may induce transcriptomic changes
(18-21) by interacting with different NO sensors such as the
nitrite-sensitive repressor (NsrR), a key regulator of the nitro-
sative stress in enterobacteria (22, 23). NsrR DNA-binding
activity is suppressed by NO, yielding to the expression of various
genes involved in NO detoxification.

We now show that NO donors-derived NO signals in EHEC
through NsrR to inhibit stx2mRNA expression, Stx2 synthesis, and
stx2phage release. Moreover, in the presence of NO, the expression
of recAis down-regulated in mitomycin C-treated EHEC, providing
a first line of evidence that NO suppresses the bacterial SOS
response induced by DNA-damaging agents. In addition, we dem-
onstrate that NO-producing cells inhibit stx2 gene expression in
EHEC/activated human epithelial cells cocultures. Switching the
concept that NO is an inducer of the bacterial SOS response, we
suggest that NO sensitizes and protects EHEC from DNA damages,
thus inhibiting Stx synthesis.

Results

Effect of NO on EHEC Growth and Survival.To establish whether NO
affects the growth of the strain EDL933, we treated bacterial
suspensions with the NO donor NOR-4 (200 M), in the presence
or absence of mitomycin C (200 ng/ml). NO was consistently
generated in the bacteria culture medium during the first 12 h and
then reached a plateau (Fig. &). The growth of the strain EDL933
was not affected by NO during the early and late growth phases
(Fig. 1b). A dramatic decrease of EHEC growth was observed when
bacteria were treated with mitomycin C; this loss of survival was
completely inhibited when using NOR-4 (Fig. D).

NO-Dependent Stx Synthesis Inhibition. We next investigated the
effect of NO on stx2gene expression and Stx2 production by
EHEC. In the culture of EDL933, stx2 mRNA was poorly
expressed at 6 and 12 h of culture but was markedly induced at
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An important hallmark of EHEC pathogenesis is the intestinal
colonization resulting in attaching and effacing lesions and in
induction of a strong mucosal innate immune response. Clinical
studies have thus highlighted the strong levels of circulating
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Fig. 1. Kinetics of NO release by NOR-4 and EHEC growth. ( a) NO; and NO,
concentrations determined in LB medium containing 200 M NOR-4. (b) The
strain EDL933 was cultured in LB medium with NOR-4 and/or mitomycin C
(Mito.). NOR-4 was added at the beginning of the culture, and mitomycin C
was added after 6 h. Aggo nm Was determined at indicated times. This gure is
the representative data of three independent experiments. , EDL933;
NOR-4;F, mitomycinC; E, NOR-4 mitomycin C.

18 h and after (Fig. 2a); this increase was completely inhibited
when 200 M NOR-4 were added to the EDL933 cultures (Fig.
2a). Similarly, Stx2 synthesis was inhibited by 4.5-fold at 18 and
24 h when NOR-4 was used (Fig. B). The use of the NO
scavengers cPTIO in NOR-4-treated EHEC cultures restored
stx2gene expression (Fig. @) and Stx2 generation (Fig. D).

To further assess the ability of NO to prevent Stx2 synthesis by
EHEC, we stimulated bacteria with mitomycin C in the presence
or absence of NOR-4. Addition of mitomycin C to the EDL933
cultures resulted in up-regulation of the stx2gene (Fig. 3) and
in a large production of Stx2 (Fig. 3). When mitomycin C-
treated bacteria were cultured in the presence of 200 M
NOR-4, stx2 mRNA expression (Fig. 3a) and Stx2 generation
(Fig. 3b) were significantly inhibited by 6.4 1.7- and 2.5
0.9-fold in comparison with EHEC stimulated with mitomycin C,
respectively. The expression of the genstx2(Fig. 3a) and Stx2
synthesis (Fig. B) were partially restored by using cPTIO in the
NOR-4-treated EDL933 cultures.

We also found that stx1was poorly expressed, was not up-
regulated under mitomycin C treatment, and was not modulated
by NOR-4 (data not shown). However, comparable results were
obtained with the EHEC strain 86—24, which expresses only the
gene stx2(data not shown).

Experiments performed with NOR-3 gave similar results than
those obtained with NOR-4 [supporting information (SI) Fig. 7];
however, stx2mRNA expression and Stx2 synthesis by EDL933
were not inhibited by 200 M DEA-NONOate (' SI Fig. 7), a NO
donor that rapidly releases NO ([NO,] [NO,] 200 M, 10
min after the addition of DEA-NONOate). In addition, when
NOR-4 was preincubated for 24 h in water before use on
bacteria, NO was not further released during the experiments
and the inhibitory effect on Stx2 synthesis was not observed (data
not shown). Importantly, when NOR-4 and mitomycin C were
added together to the bacteria, we did not observe the inhibition
of stx2mRNA expression and of Stx2 synthesis (data not shown);
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Fig.2. NOR-4inhibits stx2 mRNA expression and Stx2 production by EDL933.
The strain EDL933 ( 10° bacteria/ml) was grown in the presence (open bars)
orabsence (solid bars) of NOR-4, with or without cPTIO. At the indicated times,
stx2 mRNA levels in bacteria and Stx2 concentration in culture supernatants
were determined by real-time RT-PCR and ELISA, respectively. Data represent
themean SEM of three to seven experiments. *,P  0.05;*x ,P 0.001 for
EDL933 NOR-4vs. EDL933.

the maximal NO inhibitory effect was observed when mitomycin
C was addel 6 h after NOR-4.

Finally, to determine whether NO specifically inhibited stx2
MRNA expression we analyzed the expression of the gerféC
encoding the flagellin H7. The expression level of the gendiC
and flagellin synthesis were not modified when the bacteria were
treated by NOR-4 (Sl Fig. 8).

NO-Dependent Decrease ofstx2-Phage Release.The genestx2of the
strain EDL933 is encoded by the phage BP-933W integrated in
the bacterial genome. Because NOR-4 inhibitsstx2 mRNA
expression, we reasoned that NOR-4 may suppress phage pro-
duction and release by EHEC. The total phage particles were
concentrated from culture supernatants of the strain EDL933
exposed or not to mitomycin C and/or NOR-4. After concen-
tration, the presence of phages was visualized by electronic
microscopy in each sample$l Fig. 9). We then analyzed by PCR
(Fig. 3c) and real-time PCR (Fig. 3d) the presence of the gene
stx2in the viral genome of each sample. The phages harboring
the genestx2were more present in the supernatant of mitomycin
C-treated EHEC when compared with the supernatant of bac-
teria alone; moreover, this induction under mitomycin C treat-
ment was inhibited by 79.2 5.2% when NOR-4 was added to
the bacteria (Fig. 3d).

NO Down-Regulates recA mRNA Expression.RecA activation is a
reliable marker of the SOS response that induces the self
cleavage of the phage repressors CI (9) and of theecA gene
repressor LexA (24, 25). To gain further insight in the mecha-
nism by which NO inhibits stx2mRNA expression, we therefore
analyzed the effect of NOR-4 onrecA mRNA expression. The
expression of the gene was up-regulated by9-fold in mitomycin
C-treated EHEC in comparison with untreated bacteria; this

Vareille etal.
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Fig. 3. Effect of NOR-4 in the mitomycin C-induced Stx2 synthesis. ( aand b)
The strain EDL933 was treated or not with NOR-4 or cPTIO; mitomycin C was
added to the culture s 6 h afterward. The levels of stx2 mRNA (a) and Stx2
concentrations ( b) were analyzed 2 and 12 h after the mitomycin C treatment,
respectively. (c and d) Phage particles were concentrated from the bacteria
supernatants harvested 12 h after mitomycin C treatment. The expression of

the gene stx2 was analyzed by PCR (c) and real-time PCR (d) from5and 1 | of
the phage suspension, respectively. Data represent the mean SEMof ve( a
and b) and three ( d) independent experiments. *, P 0.05; *x, P 0.01 vs.
untreated bacteria and bacteria treated with NOR-4.

increase was significantly inhibited by 60% in the presence of
NOR-4 (Fig. 4).

Additionally, without mitomycin C treatment, recA mRNA
expression was decreased by 60.8 1.8% when EDL933 were
treated for 18 h with NOR-4 (P 0.01;n 4 experiments).

NsrR Is Implicated in NO-Dependent Regulation of stx2 Expression.
Bacteria detect and respond to NO by a major NO sensor, NsrR.
To investigate the implication of this transcriptional repressor in
the NO-dependent down-regulation ofstx2gene expression, we
constructed thensrRisogenic mutant in the strain EDL933 and
the isogenic mutant transcomplemented with the plasmid
pTrc99A harboring the entire nsrR gene [EDL933
nsrRpTrc99A-nsrR)]. In the presence or absence of NOR-4,
the growth of the three strains was identical (data not shown).

The expression of the genestx2(Fig. 5a) and the production
of Stx2 (Fig. B) were not significantly modulated in the nsrR
and in the nsrRpPTrc99A-nsrR) strains in comparison with
EDL933 under basal conditions. However, even thought to be
not statistically significant,stx2mRNA levels in the strain  nsrR
treated with mitomycin C were decreased in comparison with
those from EDL933 or nsrR(pTrc99A-nsrR) strains stimulated
with mitomycin C (Fig. 5a). Similarly, under mitomycin C
treatment, Stx2 was significantly less produced by the mutant
strain when compared with both other strains. Moreover, the
inhibitory effect of NO on stx2mRNA expression (Fig. 5) and
Stx2 production (Fig. %) by EDL933 was not observed in the
strain EDL933 nsrR Similar responses to mitomycin C and/or
NOR-4 were observed between the transcomplemented nsrR
and parental strains (Fig. 5a and b).

Concomitantly to stx2mRNA expression,recAMRNA expres-
sion was increased by 7- and 2-fold for the strain EDL933 and
EDL933 nsrRtreated with mitomycin C in comparison with
untreated cultures, respectively (data not shown).
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Fig. 4. Analysis of recA gene expression. Cultures of EDL933 were treated or
notwith NOR-4. Mitomycin Cwas adde d6hafterward. recA mRNA levelswere
analyzed by real-time PCR after 2 h. Values are expressed as the mean SEM
of three independent experiments. *, P 0.05 vs. both other conditions.

Inhibition of stx2 Gene Expression by Human Epithelial Cell-Derived
NO.We next investigated the effect of NO produced by activated
cells on stx2expression. We used the human colonic epithelial
cell line Hct-8. These cells were first treated with a cytokine mix
well known to induce iNOS expression and NO production (16).
Then, cells were infected with EDL933 for 18 h in the presence
or absence of an iNOS inhibitor, L-N®-(1-iminoethyl)lysine
(NIL). When bacteria were cocultured with cytokines-activated
Hct-8 cells, the spontaneousstx2 gene expression was signifi-
cantly inhibited when compared with cocultures with unacti-
vated Hct-8 cells; this decrease was reversed by u