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RESUME

Au cours du développement post-natal, le microbiotestinal interagit intimement
avec I'héte et module a la fois la difféerenciatia I'épithélium intestinal et la maturation du
systeme immunitaire. H6te commun de la microflasenmensale intestinale de 'Homme et
des animaux a sang chaid,coli s’établit dans le tractus digestif des les preesdreures ou
jours qui suivent la naissande. coli est alors une des especes bactériennes dominankes d
flore du nouveau-né avant de devenir la bacténiebée facultative prédominante au sein du
microbiote adulte. Certaines souches commensales. dmli sont capables d’induire des
dommages a I'ADN dans les entérocytes. La génatéxites ces souches résulte de la
production d’une toxine, la Colibactine, synthé&isepartir de syntheses de polycétides et de
peptides non ribosomaux. Cette voie de biosynteeseodée par un flot génomique appelé
pks Plusieurs études épidémiologiques récentes nmdrgee plus de 30% des jeunes enfants

ages de trois jours sont colonisés parklesoli qui portent I'llotpks

Afin d’analyser les effets a long terme de la cadation précoce des nouveau-nés par
des souches de. coli génotoxiques, nous avons développé un modéle aeixparimental
gui mime la transmission naturelle descoli du microbiote de la mére au nouveau-né. Pour
cela, des femelles rats gestantes sont gavées w@awecsouche commensale humaine
génotoxique E. coli WT), son mutant isogénique non génotoxigie ¢oli AclbA) ou le
mutant complémentée( coli 4clbA+clbA) pour lequel la production de la Colibactine a été
restaurée. Apres la naissance, la transmissiosaleshes bactériennes et la persistance de la
colonisation chez les nouveau-nés ont été évallgearalléle, les dommages a I'ADN
occasionnés par ces souches sur I'épithélium insdstnt été comparés sur une période de
100 jours. Enfin, le développement et la maturatienl’épithélium intestinal ainsi que sa

fonction de barriere ont été analysés sur cetteen@riode.

Les souches dé&. coli, produisant ou non la Colibactine, sont transmiaefa
descendance et colonisent de maniere stable laugrakgestif tout au long de la vie de
'animal. Des le deuxieme jour apres la naissades,cassures double-brin de ’'ADN (CDB)
ont été observées dans les entérocytes des ratlumisés par la souche &e coli WT ouE.
coli AclbA+clbA complémentée mais sont absentes chez les nouesagetonisés par le
mutantE. coli AclbA. Si de maniére surprenante, aucune CDB n’a étcuét chez ces rats

devenus adultes (100 jours), une fraction des lesllen mitose présente en revanche des



signes de persistance des CDB : des ponts anapbhasspnt observés chez les animaux
adultes colonisés par des souches génotoxiqueside ées conséquences du portage a long
terme de souches génotoxiques sur le développeteeligpithélium intestinal, a révélé une
augmentation significative de la prolifération &t Ichpoptose des entérocytes corrélée avec
une augmentation de la vitesse de migration decedlsles épithéliales le long de I'axe
crypte-villosité chez les animaux exposés a destmsugénotoxiques depuis la naissance. De
plus, une augmentation du nombre des cellules aaridocrines et des cellules de Paneth a
été constatée chez ces mémes animaux. Les répensuses perturbations précédemment
observées sur la fonction de la barriere intestimmat été analyséex vivoen chambres de
Ussing et montrent une augmentation de la pernitlnitestinale chez les rats colonisés
depuis la naissance par des souches génotoxiquesngparaison a des animaux colonisés
par le mutant non génotoxigue

Ainsi, la colonisation du nouveau-né par &e<oli génotoxiques altere non seulement
le développement et la maturation de I'épithélimmestinal a 'dge adulte mais également son
intégrité. Ces modifications ont clairement dességuences physiopathologiques pour I'h6te

qui dépassent une prédisposition au développeneecariters colorectaux.



ABSTRACT

During early development, intestinal microbiota irmdtely interacts with the host
gastrointestinal (Gl) tract and modulates epithelkd differentiation and immune system maturation
Escherichia coliis one of the first bacteria colonizing the Glctraf mammals and humans within a
few days after birth and become the predominantiative anaerobic bacteria in the adult microhiota
Certain commensdt. coli are able to induce DNA damage in eukaryotic c@lsnotoxicity of such
E. coli strains is known to result from Colibactin synieean hybrid peptide polyketide product able
to induce DNA double strand breaks in enterocylidse biosynthesis pathway of Colibactin is
encoded by a genomic island calf@ds Several recent epidemiologic studies showedrtiwat thirty
per cent of three days old infants are colonizedbygoli pks+ To analyze the long-term effects of
colonization early in life by genotoxi€. coli strains, we developed an animal model that mirties
natural transmission d@&. colifrom the mother' to the neonate through directadrwith the maternal
microbiota. Pregnant WISTAR rats were fed with anhn genotoxic wild-type commendal coli (E.
coli WT), an isogenic non-genotoxic mutagt €oli AclbA), or an isogenic complemented mutast (
coli 4clbA+clbA) for which genotoxicity was restored. After deliyepups’ colonization and DNA-
damages in enterocytes were monitored during 1§8.da addition, we analyzed gut development
and maturation over the same peradcoli strains, producing or not Colibactin, were trarissdi to
the offspring and stably colonized the gut. DNA bleustrand breaks (DSBs) were observed in
enterocytes of newborn rats colonizedehycoli WT or E. coli AclbA+clbA complemented strain but
were absent in newborn rats colonizedbycoli AclbA mutant. Interestingly, such genotoxicity was
not detected in adults but mitotic cells presegimsiof DSBs’ persistence with an increased number o
anaphasic bridges in adult animals colonized sipicth by genotoxic strains. The numbers of
proliferating and apoptotic cells were also sigufitly increased in the intestinal crypts of rats
exposed to genotoxiE. coli strains as compared to non-genotdxiaoli 4clbA mutant and this was
correlated with an increase of intestinal epitheadiglls migration along the crypt-villus axis intsa
colonized with the genotoxiE. coli strains. In addition, the numbers of enteroendesricells and
Paneth cells were increased in small intestinehefgame animals. Finallyx-ivo analysis of the
intestinal barrier using Ussing chambers demorestridtat paracellular permeability to 4kDa dextran-
FITC flux was increased in rats colonized by thexajexic E. coli strains as compared to rats

colonized by the isogenic non-genotoaidbA mutant.

The genotoxicity of commensgl coli colonizing the newborns has long-lasting consecen
on intestinal epithelium integrity, development andturation at adulthood. These bacteria could be

of major concerns since they are increasingly tedlfrom neonates in Europe and the USA.
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L’'E PITHELIUM |INTESTINAL

Y

La muqueuse intestinale est a linterface entregboisme et I'environnement
extérieur et constitue la plus grande surface emacb avec I'environnement extérieur
recouvrant plus de 300npour Iintestin gréle seulement. Cette trés grasuféace d’échange
joue plusieurs roles majeurs dans la physiologiehd¢e : d’'une part elle permet I'absorption
des nutriments et d’autre part constitue une barde défense de I'héte contre les agressions
extérieures avec une organisation cellulaire adagtéle développement d'une réponse

immunitaire innée et adaptative plus spécifique.

1. Geénéralités sur le tractus gastro-intestinal

1.1. Structure générale du tractus digestif

Le rble essentiel de I'appareil digestif est d'diisig d'assimiler les nutriments dans les

circulations sanguine et lymphatique et d'élimiesréléments non assimilables.

Le systeme digestif commence par la bouche (corapteles dents et la langue)
continue avec le pharynx et 'oesophage avant qualilments ingérés arrivent dans I'estomac
(Figure 1). L'appareil digestif se poursuit par l'intestinée et le colon avant de se terminer
par le rectum et I'anus. Le tractus intestinal éisisé entre l'intestin gréle et le colon.
L’intestin gréle est lui-méme divisé en trois pestide I'estomac vers le caecum : le
duodénum, le jéjunum et liléon. L'appareil digéstomprend également des glandes
digestives (les glandes salivaires, le foie, lecp@as et les glandes de l'intestin qui sécrétent

plusieurs catégories d’enzyméB)gure 1).

Dans la suite de mon exposé je m’intéresserai phésisément aux épithélia de

l'intestin gréle et du cdlon.
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Figure 1 — Le tractus digestif

D’aprés Servier Medical Art. Localisation des diffts

segments constituant I'appareil digestif. La partie

supérieure commence par la bouche et s’étend jasqu’

'estomac. La partie inférieure s’étend du pylaserfie de

l'estomac) au rectum. L'appareil digestif comprend

également des glandes : vésicule biliaire, ratecigas.
Oesophage

Aorte abdominale

Foie
Vésicule Estomac
biliaire Rate
Duodénum Pancréas
Calon Intestin gréle
Illéon
Appendice
Rectum

1.2. Deéveloppement de I'épithélium intestinal chez le nmamifére

Le tractus digestif prend son origine a partir depliement des feuillets de
'endoderme qui, aprés remodelage, donne naissaatayr du jour embryonnaire 9 (E9.0), a
un tube digestif embryonnaire entouré par deslé&simésodermiques [1]. Une fois le tube
digestif formé, I'épithélium intestinal simple sermtlense pour former un épithélium pseudo-
stratifie. Du jour E9.5 au jour E13.5, la longueatr la circonférence du tube digestif
augmentent du fait de I'expansion du tissu mésemelyux (provenant des feuillets
mésodermiques), de I'épithélium et de la lumiemndant cette phase embryonnaire, toutes
les cellules épithéliales intestinales (CEIls), @goint encore indifférenciées, proliferent
activement.

Autour du jour embryonnaire E14, [I'épithélium seonganise en épithélium
prismatique, c'est-a-dire qu’il n’est plus congtittjue d’'une couche unique de cellules. La
morphogenese des villosités commence au jour Ellnglique le repositionnement du
mésenchyme sous ['épithélium intestinal. La fororatides villosités s’accompagne de
linitiation de la différenciation cellulaire avekbapparition de régions inter-villositaires
invaginées dans le mésenchyme. Pendant la réoafjanistissulaire et I'émergence des
villosités, les cellules en prolifération sont disgees a travers tout le tissu épithélial. En
revanche, aprés I'émergence des villosités a EdFrolifération est de moins en moins
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observée dans les villosités et est confinée demségions inter-villositaires a E1Figure
2).

Tube digestif
embryonnaire

Emergence des villosités
et cytodifférenciation

Formation des cryptes

Villosité
intestinale

| |
I I
I I
I I
I I
| |
| |
| |
I I !
I I
| |
I I
: :
| o Structure villositaire | S E
: Fu_ture \_/lllosne plate colique : E
| intestinale | =
Epithélium | | :
pseudostratifié : : E z
I I B E
I I
I I 4
I I :
I I .
I & I
z J o
Mésemchyme : Ilr :
I I
| I | Crypte
: Région inter-villus : intestinale
—> | '
—r—» >
Intestin gréle Intestin  Colon Intestin gréle Colon
/colon gréle
Embryon . Adulte
—_— Nouveau-né > . .
Rat E14 "~ (7 jours post-naissance)
Homme Embryon > Nouveau-né

Figure 2 — Développement de I'épithélium intestinal

Inspiré de De Santa Barba&aal. [2], Crosnier et al.[3]. Comparaison du développatembryonnaire et post-
natal de I'épithélium intestinal chez le rat et ddme. En vert, le mésenchyme prend son origine tems
feuillets du mésoderme. En gris, I'épithélium dbduigestif provient des feuillets de 'endoderme.

Chez le rongeur, le développement intestinal camstiapres la naissance pour étre
complet au moment du sevrage. De ce fait, les esypgbrésentes tout le long du tractus
intestinal de I'estomac au rectum, se dévelopmditement et apparaissent a partir §te7
jour aprés la naissance par invagination des régioter-villositaires. Chez 'Homme, la
morphogenese de I'épithélium intestinal est cotepdela naissanc&igure 2).

Des différences structurales sont observées eigpéhélium de l'intestin gréle et
I'épithélium colique. La présence des villosité$ emractéristique de l'intestin gréle ou les
cryptes sont intercalées avec les villosités potmér des unités cryptes-villosités alors que
dans le célon, les villosités sont absentes. Deaopulations cellulaires peuvent étre
différenciées dans les épithélia intestinal etoeai: une population retrouvée dans les cryptes

ou les cellules souches intestinales donnent maiesa une population progénitrice de
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cellules transitoires en prolifération et un po@ dellules différenciées, aux propriétés

absorptives ou sécrétoires, situées dans le haudrgptes et des villositégigure 2).

2.L’épithélium intestinal, un tissu hautement différencié en

renouvellement constant

L’épithélium intestinal de mammifere est renouvielés les 4 a 5 jours. Il est constitué
d’'une monocouche de cellules épithéliales polasiggésentant une bordure en brosse a leur
extrémité apicale et qui reposent surdeina propria L’ensemble des CEls provient de
cellules souches pluripotentes résidentes au fasdcdyptes. Les cellules souches, lors de
leur division, donnent naissance a une nouvelleleetouche, permettant le maintien du pool
de cellules souches, et a une cellule fille possedae grande capacité de prolifération,
donnant ainsi naissance a un pool de cellulessii@ires” prolifératives. Apres expression de
différents facteurs de transcription et de régafgtiles cellules transitoires prolifératives
migrent progressivement vers le haut des crypteseetdifférencient soit en cellules
absorptives : les entérocytes ; soit en celluleseséires : les cellules caliciformes, les cellules
entéroendocrines et les cellules de Paneth quirstnoiuvées au fond des cryptes intercalées
avec les cellules souches. Enfin, les cellulegifatimes, entéroendocrines et les enterocytes
atteignent le haut des villosités en quelques jairsont exfoliés apres apoptose dans la

lumiére intestinale [4].

2.1. De la cellule souche intestinale aux cellules traitgires en prolifération

2.1.1. La cellule souche intestinale

Les cellules souches intestinales (CSI) sont aigiime du renouvellement de
'épithélium en donnant naissance aux cellules sitaimes en prolifération qui se
différencieront en cellules absorptives ou sécrésoi Deux écoles s’opposent pour la
caractérisation des CSI et ont déterminé deux t@ee€SIs [4]. Découvertes par Cheng et
Leblond en 1974, les cellules souches situées émtrecellules de Paneth a la base des

cryptes, appelées cellules “Crypt-Base-ColumnaBQE expriment le genégr5 (Leucine-
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rich repeat-containing G-protein coupled receptgt Gne cible de la signalisation Wnt et
sont tres sensibles aux dommages a I’ADN induitsdes radiations [5] [6]. Ces cellules
CBC sont sous le contréle de la signalisation Winbré la capacité de pouvoir proliférer
continuellement en l'absence de dommages a I'ADNleetdonner naissance aux cellules
transitoires en prolifération. Le second type déutas souches exprime le géhmil (gene

de la famille des Polycomb) et réside a la positidra partir de la base de la crypte [7]. Elles
sont insensibles a l'irradiation et restent dantat quiescent en 'absence de dommages a
I'épithélium ou de rupture de 'homéostasie intesle. Cependant, apres une irradiation
donnant lieu & des dommages a I’ADN et a I'élimorades cellules CBCgr5+, les cellules
souches situées en position bil+, normalement quiescentes, proliferent de maniere
importante pour repeupler les cryptes et les vidgset sont capables de donner naissance a

toutes les cellules différenciées [&fdure 3).

Approximativement 95% des cellules souches se ahivisle maniere asymétrique
donnant naissance a une nouvelle cellule souche;ranouvelée, et & une cellule transitoire
en prolifération, I'autre cellule fille. Dans 5%sleas, une cellule souche se divise de maniére
symétrique et donne naissance a deux nouvelleglezlsouches ou a deux cellules filles

progénitrices transitoires qui vont se différen@easuite en cellule absorptive ou sécrétoire

[9].

- Figure 3 — Organisation
cellulaire de [I'épithélium
intestinal.

D’aprés Shaker et al., [10].

Cellule a mucus —

= Villosité

Cellule
entéroendocrine

Cellule absorptive

Cellules transitoires
en prolifération

~ Myofibroblastes
—

Cellule
souche
Base de la crypte % 4
Bmil+ Cellule

CBC Lgr5+
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- La niche des CSiscette niche délimite un microenvironnement quipsrte les cellules
souches. Dans I'épithélium intestinal, la niche @&SIs est formée de nombreux types
cellulaires dont le plus important est le fibroldaspéricryptique, encore appelé
myofibroblaste [11]. Ces cellules sécretent de mewonb facteurs de croissance et des
cytokines qui promeuvent la prolifération des deBusouches. Les myofibroblastes situés
sous les cellules CBQgr5+ expriment notamment de fagon élevée les ligards doie de
signalisation Wnt [12, 13]. Les interactions callgkllule entre les cellules souches
cancéreuses et le cellules stromales se révelamssaires pour le développement de la
pathologie. En effet, Vermeulen & al., ont démom&éemment une activité Wnt élevée dans
les cellules souches cancéreuses et les adénawmassn Cette activité Wnt était localisée

dans les myofibroblastes du stroma [14].

2.1.2. La signalisation Wnt

L’acteur majeur de I'activation de la voie Wnt &sprotéine-caténine. En I'absence
de signal Wnt (liaison du ligand sur son réceptelarB-caténine est phosphorylée par un
complexe de dégradation avant d’étre adressée aigagome ou elle est dégradée. Le
complexe de dégradation est formé des protéingwasgeurs de tumeur : I'axine, la protéine
APC (“adenomatous polyposis c9li et de la kinase constitutivement active GSK3
(“Glycogen synthase kinasg'3. Lorsque les ligands de Wnt se lient a leur péeer frizzled
et a la protéine LRP Ijpoprotein receptor-related proteih le complexe de dégradation est
inactivé et la protéing-caténine se retrouve libre et s’accumule dansyteptasme. Sa
translocation dans le noyau et sa liaison aux @astde transcription de type TCFT(‘tell
factor’) conduisent a la transcription de genes ciblésld signalisation Wnt est nécessaire a
la maintenance des cellules souches intestinatesffEt, la délétion d&f4, une des cibles de
la voie Wnt conduit a la perte des cellules sou¢h8ktout comme la mutation de la protéine
B-caténine [16]. Le premier géne cible identifié kestacteur de transcriptiocrMyc qui est
exprimé dans toutes les cellules transitoires ehf@ration de I'intestin et sa délétion conduit
a I'effacement des cryptes intestinales. De ples, @udes montrent une surexpression de ce
facteur dans les cancers colorectaux (CRC) [17, D&utres genes sont des cibles de
I'activation de la signalisation Wnt comme le gé&swx9 qui régule la différenciation des

cellules de Paneth dgr5 qui est exprimé dans les cellules souches CBCL[L|9Figure 4).
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Signalisation Wnt inactive Signalisation Wnt active Figure 4 — La signalisation Wnt.
Cellule souche Cellule souche D’aprés Van der Flier et al.[4]
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2.1.3. Les CEls en prolifération: une “population transiioe en

prolifération”

Les cellules souches présentes dans les cryptesedibmaissance a un nombre
important de cellules transitoires en prolifératiba prolifération des CEls dans les cryptes
est conduite principalement par la signalisatiort Y¥h En effet, la mutation de la protéifie
caténine aboutit a la diminution du compartimerlifgratif [21]. L’inhibition transgénique
de la signalisation Wnt par liaison de l'inhibiteDickkopf-1 (DKK1) au récepteur Frizzled
conduit a une réduction drastique de la proliférattellulaire dans les cryptes intestinales

[13, 22] Figure 3).

2.2. Ladifférenciation de I'épithélium intestinal

Comme déja évoqué précédemment, les cellules tivesi en prolifération se

différencient finalement en quatre types celluksiéférents:
- un type cellulaire absorptif: les entérocytes

- trois types cellulaires sécrétoires: les cellules naucus, les cellules

entéroendocrines et les cellules de Paneth.
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La signalisation Notch a un réle central dans lentren de la population de cellules
souches et des cellules progénitrices dans lestexypinsi que dans les étapes de
différenciation des CEls régulant leur devenir apsbou sécrétoire [23]. La voie Notch est
activée quand ses ligands (Jagged ou Delta) sedienrécepteurs Notch situés sur les CEls.
Cette liaison induit la libération par clivage grolytique du domaine NCID Kotch Intra
Cellular Domairi) qui, apres translocation dans le noyau, formeamplexe transcriptionnel
en se liant avec des protéines régulatrices (CSAMM1 ou p300/CBP) [24]. L’activation
de la voie Notch régule ainsi I'expression de naukrgenes et augmente notamment

I'expression du facteur de transcriptides1(

Figure 5).
Cellule transitoire en prolifération Figure 5 — La signalisation Notch.
Inspirée de Yeung et al. [25]. Aprés liaison duepteur Notch a son
noyau ligand, le domaine NICD est libéré par clivage pobytique ¢-
@cCsL sécrétase) avant d'étre transloqué dans le noyae dis lié aux
protéines régulatrices telles que CSL, ce compieceit la transcription
NICD Hesl de génes cibles. L'induction de I'expression dudac de transcription
k . Heslest la plus caractéristique.
ranscrlptlon des
] génes cibles
e ————

Clivage
y-sécrétase

Notch

Delta

Cellule du mésenchyme cryptique

2.2.1. Les cellules absorptives, les entérocytes

Les entérocytes représentent plus de 80% du nornttied des CEls. Leur
différenciation est induite par I'activation devaie Notch qui aboutit a I'activation du facteur
de transcriptiorHes1 (“Hairy/Enhancer of Split famity (Figure 6). Heslest un répresseur
transcriptionnel dont la cible principale est lengéHathl (Homme, Mathl=souris,
RathERat) dans I'épithélium intestinal conduisant aiada différenciation des entérocytes.

Plusieurs études montrent que la délétion du déaesl chez la souris conduit a une
9
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diminution du nombre de cellules absorptives fesamt ainsi une augmentation du nombre de

cellules entéroendocrines et de cellules de P4a61I27].

La principale fonction des entérocytes est de e¥glibsorption des ions et des
nutriments. Les entérocytes possedent a la sudadeur pdle apical des microvillosités qui
forment une bordure en brosse contenant de nondgweeszymes digestives et des

transporteurs nécessaires pour le métabolismassitilation des nutriments.

Cellule Cellule de Cellule

Entérocyte caliciforme Paneth entéroendocrine F|gure 6- Dlagramme

résumant les étapes clefs de la

’a*p; :| Eita différenciation intestinale.
23 . .
4“{ | Inspiré de van der Fliet al. [4]

>

e
Y
(L]

“\‘-:\44

et Noah et al.[28]. Les cellules
souches intestinales proliférent
sous le contrble des voies Wnt et
Notch et peuvent se différencier
en quatre types cellulaires

+ principaux. Hathl est nécessaire
SPDEF" |GfiL ——|N n3 mee iy o
- g pour induire la différenciation en

cellules sécrétricedsfil et Sox9
sont responsables de la
différenciation des cellules de

Paneth. Gfil, Klf4 et EIf3 sont

Hesl ————| Hath1 indispensables pour le

développement des  cellules

Cellule progénitirice Cellule progénitirice licif Nan3est .
absorptive sécrétoire calici _or,mes._ g_n est requis pour
la difféerenciation des cellules

entéroendocrineddes] a travers
Elf3 est responsable de la

Ly : -
Signalisation Cellule '\ Signalisation différenciation des entérocytes.
Notch / souche Wnt

fo 5%

Cellule du mésenchyme

2.2.2. Les cellules sécrétoires

Lorsque la voie Notch n’est plus activée, on obsdi@mergence d’'un progéniteur
commun a toutes les cellules sécrétoires. Le facketranscriptioidathl est nécessaire pour
la différenciation des CEls en cellules sécrétoikgseffet, des souris déficientes pddethl
sont dépourvues de cellules sécrétoires et I'épitiné est alors composé seulement
d’entérocytes [29{Figure 6).

10
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2.2.3. Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes ou cellules a mucus setrbuvées tout le long du tractus
digestif et leur proportion augmente du duodénu$h)(du colon (16%) de maniere similaire
a 'augmentation du nombre de microorganismes ptésie l'intestin gréle au colon [4]. La
différenciation des cellules a mucus s’effectue Ni@hibition de la signalisation Notch
conduisant ainsi a une rapide et compléte converdas cellules épithéliales en cellules
sécrétoires par l'activation du facteur de tramqoyn Hathl L’expression des facteurs de
transcription kif4 (“kruppel-like factor 2) et elf3 (“E74-like factor-3) contribue a la
différenciation terminale des cellules a mucusdgébétion du facteuklf4 entraine la perte des

cellules & mucus [3(Figure 6).

Les cellules caliciformes synthétisent et sécrédiest molécules bioactives comme les
mucines. Les mucines sont des glycoprotéines haute@®rglycosylées assemblées en homo-
oligomeres. Plus de 20 génes différents codant dearmucines ont été identifiés et deux

types de mucines peuvent étre distinguées:
- les mucines transmembranaires: Mucl, Muc3, Muc418u.
- les mucines sécrétées: Muc2, Muc5AC, Muc5B, Mucé...

Les cellules a mucus sécretent d’autres protéiaes ¢ gel de mucus en plus des
mucines comme les protéines trefoils. Les protéirafsils sont impliqguées dans les liaisons
non-covalentes des mucines et sont capables @gali&s propriétés aussi bien biophysique
gue protective du mucus. Ces protéines recouviergutface apicale des entérocytes et
possedent une structure particuliere leur conféramé résistance élevée au clivage
protéolytique. De plus les protéines trefoils somtpliguées dans I'homéostasie des
muqueuses en participant a la réparation des Esielépithélium en influencant I'apoptose

et la migration cellulaire [31, 32].

2.2.4. Les cellules entéroendocrines

Les cellules entéroendocrines, comme les cellidésiformes, sont retrouvées tout le
long de I'épithélium intestinal, de la muqueusensoale au rectum. Le nombre total de

cellules entéroendocrines représente approximaéuedfo du nombre total de CEls [33, 34].
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Plus de quinze sous-types différents ont été deetitelles sont la plus grande population

cellulaire productrice d’hormones corporelles.

Le facteur de transcriptiaddgn3(« Neurogenin 3), cible de I'activation de la cascade
de signalisation NotchlestHathl, est requis pour la différenciation des cellules
entéroendocrines. D’autres genes sont nécessairel &pécification des cellules
entéroendocrines comme le facteur de transcrifforiidans la muqueuse gastriqiax4 et
Pax6dans la muqueuse duodénale [4, 35] (Figure 6).

2.2.5. Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth sont principalement locadisge part et d'autre des cellules
souches au fond des cryptes de l'intestin grélesajo’elles sont absentes de la muqueuse
coligue. Cependant des cellules aux propriétédanes CD24+ résideraient entre les cellules
souches dans le colon et seraient I'équivalentaddisles de Paneth [36]. Les cellules de
Paneth sont présentes au fond des cryptes intestipandant 21 jours avant d’étre éliminées
par phagocytose [37].

Les cellules de Paneth sont soumises a la sigtiahs@/nt et recoivent des signaux de
différenciation et de maturation de la part dedesilile la voie Wnt [38]. Les cellules de
Paneth expriment le facteycaténine dans leur noyau contrairement aux auyess
cellulaires différenciés et un défaut d’expressitence facteur conduit a une déplétion des
cellules de Paneth. Le facteur de transcriptiBox9 cible de la voie Wnf-caténine a été
décrit comme le facteur de transcription esserm@ir la différenciation des cellules de
Paneth [39] et sa délétion conduit a la perte @H#gles de Paneth.

Les cellules de Paneth sécretent des moléculewriarabiennes comme les défensines ou
le lysozyme dans la couche de mucus afin de corerelfdactivité bactéricide a proximité de
I'épithélium et ainsi maintenir la stérilité desyptes intestinales [40]. L’expression de ces
protéines antimicrobiennes est induite par des osanms cellulaires des bactéries pathogénes
et non-pathogénes présentes dans la lumiére matsttcomme le LPS (lipopolysaccharide)
qui est reconnu par les TLRsTQIl Like Receptor3, les NLR (“Nod like receptory et les
RLR (“RIG-I-Like recpetory associés aux cellules de Paneth. La défensiest une des
protéines antimicrobiennes la plus importante dgithélium intestinal en participant a

I’lhoméostasie face aux bactéries commensales tlieEscherichia coliet en le protégeant
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contre les invasions pathogenes com@almonella typhimurium[4l, 42]. En effet,

'expression transgénique de la défensidehumaine chez la souris induit une protection
contre linfection parS. typhimurium De plus, le role des cellules de Paneth dans
linflammation a été décrite par Wekharep al., chez des patients souffrant de maladie de
Crohn. lls montrent que I'expression iléale desdsines humaines HD5 et HD6, produites

par les cellules de Paneth est diminuée dans resszaffectées par la pathologie [43].

Enfin, il a été récemment décrit que les cellulesPdneth sont capables de produire
des ligands pour les signalisations Wnt et Notalggérant un role trophique des cellules de

Paneth dans la régulation du pool de cellules sssialljacentes [36].

2.3. La mort cellulaire, I'exfoliation des CEls

Le renouvellement rapide de I'épithélium coincidee@ I'exfoliation apicale des
“vieux” entérocytes tout en maintenant l'intégridé la barriere intestinale. Le processus
d’apoptose est induit par la perte de I'ancrageClels aux cellules adjacentes et dalaina
propria. C’est le mécanisme principal par lequel les Gioist éliminées en haut des villosités
(intestin gréle) ou des cryptes (co6lon). Cepend&d, mécanismes contrélant la mort

cellulaire dans l'intestin sont encore peu conrugure 7).

L’apoptose des CEls, contrairement a la nécroseniége par I'activation de signaux
pro-apoptotiques faisant intervenir les protéinesspases [44, 45]. Des analyses
microscopiques montrent que durant [I'élimination s de&CEIs, des changements
morphologiques ont lieu au niveau des cellules caijes notamment concernant le
repositionnement de leurs jonctions intercelluliet de leur cytosquelette d’actine. Les
jonctions intercellulaires se positionnent sousddule a éliminer et par un mécanisme de
fermeture éclair, la poussent du bas vers le haoits de I'épithélium vers la lumiére
intestinale. Ce processus d’élimination des CElst @¢re modélisé par I'administration de
TNF (“Tumor Necroziting Factdy in vivo. De fortes doses de TNF sont responsables de
I'exfoliation massive des cellules épithéliales ggsulte de la redistribution des composants
des jonctions intercellulaires sous la membranelat&sale. A ce moment-la les jonctions se
contractent et forment une structure en entonnair faquelle elle élimine la cellule
apoptotique [46]. Ce phénomene d’étranglement désles en apoptose fait intervenir des

réarrangements du cytosquelette d'actine et degotulwules induisant le recrutement
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d’enzymes telles que la kinase de la chaine léderanyosine (MLCK) ou des kinases

associées aux protéines Rho [47, 48].

Bien que la fonctionnalité de la barriere soit nemue pendant I'élimination
physiologique des CEls, le risque d’endommager deridre est accru dans les maladies
inflammatoires, ou la prolifération et le renoueellent cellulaire sont augmentés. En effet, en
plus du TNF, d'autres cytokines pro-inflammatoiraiéérent la barriere et promeuvent
linflammation intestinale comme l'interférop ou IL13. Cette interleukine a été identifiée

comme un inducteur potentiel de I'apoptose damslize ulcérative [49, 50]Kigure 7).

G " d:.;' - _ Gel de mucus

Bactérie commensale /

(8) Figure 7 -  Mécanisme

d’élimination des CEls.

D’aprés Vereecket al.[51]. (a)

Les CEls polarisées sont
fermement connectées par les
jonctions serrées, les jonctions
adhérentes et les desmosomes. (b)
De hautes doses de TNF induisent

Apleal

LEHTEEETEEIEIE LTI i

Key: . . . .

2 . la redistribution rapide des
—_ Jonction serrée . . . .

3 jonctions intercellulaires et des

[ sonction adherente éléments du cytosquelette a la
~—~Q Desmosome membrane basolatérale, formant
== Fibres d'actine une structure en entonnoir. (c) La

cellule en cours d’apoptose est
éliminée progressivement par
contraction du cytosquelette. (d)
Aprés élimination de la cellule
morte, les jonctions
intercellulaires se reforment sur
les pbles latéraux.

(c)

3.La muqueuse intestinale, une barriere physique, imomologique et

microbiologique

Le tractus gastro-intestinal représente la plusndgasurface d’échanges entre
'organisme et le milieu extérieur. Tout au long ldevie, le tube digestif est la premiére
surface a étre exposée aux aliments mais ausskénobiotiques (substances étrangeres au
corps humain: molécules pharmacologiques, bactéries, parasites...). Afin de prévenir la
pénétration dans I'organisme de ces xénobiotigizesjuqueuse intestinale joue le réle de

barriére de défenses organisée en quatre unitéidonelles i/ la barriere mécanique, ii/ la
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barriére écologique correspondant au microbiotestirial, iii/ la barriere physique composée
des CEls, du gel de mucus, des jonctions intelegks et des propriétés de perméabilité de
I'épithélium intestinal et enfin iv/ la barriere munologique comprenant les organes et
cellules immunitaires de lintestin ainsi que leuiscrétions (immunoglobulines,

cytokines...).

3.1. La motilité intestinale: la “barriere mécanique”

Les mouvements péristaltiques intestinaux empécleemrolifération des bactéries
dans la lumiere intestinale. Ces mouvements deugsiom, répétitifs et réguliers préviennent
'adhérence des bactéries a I'épithélium intestimialsi que leur translocation a travers la
muqueuse intestinale et contribuent a leur élinonaen méme temps que les composés

alimentaires non digérés [52].

3.2. Le microbiote intestinal: la “barriere microbiologi que”

Les bactéries commensales qui peuplent notre tigestd constituent la premiere
ligne de défense de I'organisme contre les pathexydres bactéries commensales empéchent
la colonisation de la muqueuse intestinale par bastéries pathogénes en colonisant
préférentiellement et massivement la niche écolagigue constitue I'intestin, en entrant en
compétition pour les nutriments nécessaires adeaissance, en produisant localement des
substances antimicrobiennes, appelées bactériooines intervenant dans la mise en place

d’'une réponse immunitaire efficace (voir ChapitreMicrobiote Intestinal) [53, 54].

3.3. Structure de la barriere intestinale: la “barriere physique”

3.3.1. Les cellules épithéliales intestinales

Les CEls forment la premiére barriére physique rasdgua protection de la muqueuse

intestinale du fait de leur organisation en couchigiue de cellules reliées entre elles par des
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complexes jonctionnels (Chapitre 1.3.3.3 La pernid#éhntestinale) et de par leurs capacités
a sécreter des peptides antimicrobiens a leur udigicale. La production de ces produits
antimicrobiens induit I'élimination des microorgames, lattraction des monocytes et

potentialise I'opsonisation et la phagocytose pamhacrophages [4].

3.3.2. Le gel de mucus

L’intégralité de I'épithélium intestinal est recarte d’'une couche de mucus. Le gel de
mucus tapisse et lubrifie la paroi intestinale Ifesit ainsi le passage des selles et protégeant
I'épithélium contre I'’érosion mécanique et les agiens pathogénes. L'épaisseur du gel de
mucus varie tout le long du tractus digestif, giéent sur plus de 700 um dans I'estomac et le
cblon, il ne mesure qu’entre 150 a 300um dansekim gréle [55]Kigure 8). La barriére de

mucus est formée de deux couches [56, 57] :

- une couche mince en contact étroit avec I'épith@él généralement considérée
comme stérile et difficile a dégrader. Le gel decasuadhérent fournit une matrice pour la
rétention d’un large éventail de molécules bioasiincluant les mucines, des glycoprotéines,
les facteurs trefoils, des peptides antimicrobetnges Immunoglobulines A sécrétées (sIgA).

- une couche extérieure, non adhérente et plussspaiest remplacée lors des
mouvements de péristaltisme et dégradée plus ffaeie par I'activité enzymatique de
certaines bactéries (glycosidases). Non stérilegelede mucus non adhérent héberge de
nombreuses bactéries de la flore commensale imddstiEn effet, les bactéries sont capables
de pénétrer le gel de mucus non adhérent et deerseid leurs adhésines de surface aux
nombreux glycanes portés par les protéines du muenfn, la richesse du mucus en
oligosaccharides apporte une source d’énergie [gobactérie. Les bactéries commensales
via l'expression d’enzymes spécialisées liberent ndenbreux sucres en dégradant les
polymeres de mucines. Les résidus peuvent a l&foasutilisés par la bactérie comme source
d’énergie mais aussi étre transformés en acidesésndi chaine courte qui aprés diffusion a
travers le gel de mucus gagnent I'épithélium ettrdoment a I’homéostasie intestinale
[58](Figure 8).
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Lumiére intestinale
Microbiote intestinal, soumis au
péristaltisme

Couche de mucus non adhérent
=700uM
Présence de bactéries, mucus dégradé,
peptides antimicrobiens dilués

Couche de mucus adhérent
=50 - 100pM
Stérile, riche en peptides
antimicrobiens.

Epithélium intestinal = 200uM
Barriére physique, production de
mucus et peptides

Lamina propria
Cellules immunitaires (lymphocytes,
cellules dendritiques, macrophages,...),
vaisseaux sanguins, cellules
mésenchymateuses

Figure 8 — Représentation schématique de la barriermucosale du célon.
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D’aprés McGuckiret al [59], et Kim et at. [60]. La surface de I'épithéh intestinal est recouverte par deux
couches de mucus, I'une fortement adhérente a tpeuse mesure entre 50 et 100uM, l'autre extérietnen
adhérente mesure environ 700uM chez le rat.

La mucine principale intervenant dans la formatthin gel de mucus est la mucine

Muc2 qui une fois dimérisée dans le réticulum emakmique, est fortement O-glycosylée

dans le Golgi avant d’étre polymérisée par despdidulfures sur sa partie N-terminale. Sa

perte permet aux bactéries d’entrer directemerdoaact avec les cellules épithéliales et de

pénétrer dans les cryptes, décrites comme stgBlgs Les souris déficientes pour le gene

Muc2 développent une maladie inflammatoire conduisdtapgparition de diarrhées, de perte

de poids et parfois au cancer du coélon [61,E8](re 8).
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3.3.3. La perméabilité intestinale

L’épithélium intestinal, comme déja mentionné pdismément, peut étre défini comme
une frontiere entre I'organisme et I'environnemexiterieur. La perméabilité de I'épithélium
est assurée par deux voies principales ; I'unestetulaire permet le passage de molécules
de haut poids moléculaire a travers la cellulejtt@ paracellulaire est associée a un transport
de molécules de faible poids moléculaik€elpkDa) a travers I'espace intercellulaire.

o . 3 bt
Lumié ¢ s B o9 & 2 e, _ . Figure 9 La permeéabilite
int U;'}:‘e';e 2 N @ intestinale.
inTesTinale < ez
e o e 0 En Dbleue, la permeabilité

transcellulaire assure la diffusion
passive de petites molécules
hydrophiles et le passage actif
par endocytose de grosses
molécules (> 10 kDa).

cellules -Ql En rouge, la voie paracellulaire
épitheliales 4 assure le passage des ions et
électrolytes et des molécules de
* @ P @ taille moyenne (< 10kDa).
v
Perméabilité Perméabilité

transcellulaire paracellulaire

a) La perméabilité transcellulaire :

La voie transcellulaire est la principale voie ilgpEe dans le transport des molécules
hydrophiles de petite taille. Ce transport impligggnéralement une diffusion passia les
aguaporines. Le transport des acides aminés, viesmet autres nutriments s’effectue
activement avec l'aide de transporteurs ou par &rtdee pour les peptides de grande taille et
les produits bactériens incapables d’empruntepédies intercellulaire. Le processus initial
d’endocytose implique I'invagination de la membraleela CEI via la formation de puits de
clathrine [63-65] ou a travers des microdomaineschkis en cholestérol appelés radeaux
lipidiques [66]. Ainsi, il a été montré que ceresnentérotoxines bactériennes et virus

utilisent ce processus pour entrer dans les ent&sc

Une fois dans la cellule, la majorité des macrocuks utilisant la voie
transcellulaire pour pénétrer I'épithélium inteatirest dirigée vers les voies de dégradation

18



CHAPITREI : L’ EPITHELIUM INTESTINAL

limitant ainsi I'entrée de molécules aux propriéaésigéniques dans I'organisme. Cependant,
de faibles quantités de protéines (<10%) ne sost gigérées dans l'entérocyte et sont

transportées a travers la cellule épithéliale $ouse intacte [67]Kigure 9).

b) La perméabilité paracellulaire :

La perméabilité paracellulaire assure le passage électrolytes et de I'eau mais
également le transport sélectif de plus grossegautds telles que certains sucres (jusqu’'a 10
kDa) a travers I'espace intercellulaire. L’'ouveet@t I'accessibilité de I'espace intercellulaire
sont contrélées par les jonctions serrées, complpr@éiques localisés a la jonction latérale

et le long de la membrane basale.

La perméabilité paracellulaire peut étre évaluée lpamesure de la résistance
transépithéliale de I'épithélium intestinal ou pl&valuation du passage de molécules
marquées du pole muqueux vers le pble apical. siatedce transépithéliale rend compte des
flux trans-jonctionels des ions et est inversenoemtélée avec la perméabilité paracellulaire
qui permet le passage de molécules de petite .taflles deux parametres sont

complémentaires et inversement corréléégure 9).

3.3.4. Les jonctions intercellulaires

L’espace entre deux cellules épithéliales est fepaedes jonctions intercellulaires
constituant une véritable frontiere entre la lumiéntestinale et le milieu intérieur. Les
jonctions intercellulaires sont des structures dyigaes localisées au niveau apical et latéral
des CEls. Trois complexes protéiques, les jonctemrsées, les jonctions adhérentes et les
desmosomes, interviennent dans le maintien de Euostasie mécanique et chimique de

I'épithélium intestinal tout en favorisant les éogas entre les cellules [68] (Figure 10).

19



CHAPITREI : L’ EPITHELIUM INTESTINAL

\ ‘Microvmiﬁf\\ f( Figure 10 — Schéma des différents complexes de jtions
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a) Les jonctions serréesTight junctions):
Ce sont les complexes les plus solides qui assli&tahchéité des épithéliums. Situées au
pole apical des CEls, elles assurent le passageglaaire sélectif de certains composes.
Leur perméabilité définit ainsi les fonctions derrlzae de I'épithélium. Sur le plan
moléculaire, les jonctions serrées sont composéestgpes de protéines transmembranaires
(occludines, claudines, molécules d’adhésion joncielles (protéines JAM) et les
tricellulines) auxquelles s’ajoutent des protéimemptatrices intracellulaires (ZOZdnula
Occludeny), et des complexes de signalisation qui régulestliaisons au cytosquelette. En
plus du réle prépondérant des jonctions serrées danmaintien de I'étanchéité de
I'épithélium intestinal, des données montrent gase structures sont également impliquées
dans les mécanismes de régulation de la proli@ragiolarisation et différenciation des CEls
[69]. Capaldoet al., ont montré que les protéines de jonction ZO imeaient dans la
stabilisation de la cycline D1 impliquée duranimdose cellulaire. Les protéines ZO/cycline
D1 forment des complexes qui régulent la transi@diS durant la mitose. Un défaut dans la
formation de ce complexe conduit a une accumulat@scellules en G1 et a une diminution

du pool de cellules en phase S et en G2/M [69].
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b) Les jonctions adhérentes (JA):

Les JA sont formées elles aussi d'une liaison entme protéine transmembranaire, la
E-cadhérine avec une protéine cytoplasmique, lénoat. Situées juste en dessous des
jonctions serrées, les JA permettent elles ausglg soit directement, soit via une protéine
adaptatrice le cytosquelette d’actine de CEls adljes. En plus de leur role dans la formation
des jonctions intercellulaires, les JA intervierinégalement dans les phénomeénes de
migration, différenciation et polarisation des CHEn effet, une diminution de I'expression

de la E-cadhérine perturbe la structure des JA m@amluit également a un défaut de la

migration et de la prolifération cellulaire danstéstin [70].

c) Les desmosomes:

Les desmosomes sont eux aussi formés de protéaresrtembranaires (desmogléine) et de
protéines intracellulaires (desmoplakine) qui catert les filaments intermédiaires du

cytosquelette, contribuant ainsi a la liaison elgsecellules.

3.4. Immunité de la muqueuse intestinale: la “barriére mmunologique”

La barriéere immunologique, est formée de tissusplypides hautement spécialisés
associés a la muqueuse ou GALTG(t-Associated Lymphoid Tis3uLes GALT peuvent
étre divisés en sites effecteurs diffus incluarg dellules immunitaires de lamina propria
ou de I'épithélium comme les lymphocytes intradégiaux (IEL pour “Irra Epithelial
Lymphocyt8 et en sites inducteurs formés de structuresemaeht organisées regroupant les
crypto-plaques (CPs), les follicules lymphoidesléso(ILF pour ‘solated Lymphoid
Follicle”), les plaques de Peyer (PPs) et les nceuds lymgpieat mésentériques (MLN pour
“Mesenteric Lymph Nodds Les GALT représentent les organes lymphoides péus
importants de tout I'organisme en regroupant plas8@% des cellules immunitaires. lls
jouent un réle fondamental en induisant des rémomsenunitaires spécifiques contre les
pathogenes qui envahissent I'épithélium intestetabn induisant une tolérance contre les
antigénes présents dans I'environnement de I'@pith§antigénes alimentaires ou de la flore

commensale)Rigure 11)[71].
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Figure 11 — Le systéme immunitaire intestinal.

D’'aprés Magalhaegt al., [71]. DC = cellule dendritique. CAMPs = peptidestimicrobiens. Le systéme
immunitaire intestinal est séparé en deux zones. dies inducteurs sont composés des crypto-plagigss
follicules lymphoides isolés, des nceuds lymphatiquésentériques et des plaques de Peyer. Legleeteurs

sont formés de llamina propriaet de I'épithélium (qui contient les lymphocytesra-épithéliaux).

3.4.1. Les sites effecteurs

Les sites effecteurs sont les lieux ou les cellidawnunitaires différenciées exercent
leur fonction cytotoxique ou régulatrice (lymphaeyt T) et leur fonction humorale

(lymphocyte B).

a) Lalamina propria
La lamina propriacomprend un grand nombre de lymphocytes T, Bnusophages
et des cellules dendritiques (DCs). Les DCs sopalgies d’étendre leurs dendrites entre les
CEls afin de surveiller le microbiote situé a larface de I'épithélium intestinal. La
découverte d’'une bactérie pathogéne active la DG/ajunigrer a travers llamina propria
vers les MLNs afin d’induire la réponse immunita@@aptative. Ldamina prgoria renferme
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les cellules de I'immunité innée ainsi que les Inaglobulines et cytokines sécrétées par les
cellules de 'immunité adaptative retrouvées dassdrganes spécialisés de I'immunité, les
MLNSs, les PPs et les CPs. La population de lymptescy (LT) est constituée a la fois de
cellules T conventionnelles mais aussi de LT CD8gufateurs. Les lymphocytes B (LB)
présents dans lé&mina propria forment une population essentiellement constitdée

plasmocytes qui sécrétent les immunoglobulines,(IgM et IgG) [71].

b) Les lymphocytes intra-épithéliaux (IELS):
Localisés dans I'épithélium et lamina proprig les IELs sont des lymphocytes qui
enregistrent et reconnaissent en premier les sigdawangers représentés par les antigenes
ou les bactéries pathogénes. lls forment une ptipalaétérogéne comprenant des LT CD4+

minoritaires et les LT CD8+ généralement cytotorgjgont majoritaires.

3.4.2. Les sites inducteurs

Les sites inducteurs sont les lieux ou les antiggmésents dans la lumiére intestinale

sont collectés et ou ils induisent une réponse initauie spécifique.

a) Les crypto-plaques (CPs):

Ce sont des structures peu organisees, situéesbasta des cryptes épithéliales et
distribuées aléatoirement tout le long de I'intestiu gréle, ou elles sont les plus nombreuses,
au cblon [72]. Tres peu de LT et LB matures soasents dans ces structures (<2%). Les CPs
sont composées majoritairement de trois types leets: des cellules Lin- c-kit+
représentant 70% de la population cellulaire des, @es cellules dendritiques (30% environ)
et des cellules stromales. Les cellules Lin- c-kitexpriment pas les marqueurs des cellules
immunitaires matures (CD3, TGR, TCRyd, B220...) mais des marqueurs caracteéristiques
des cellules souches lympho-hématopoiétiques tadscekit, le récepteur a l'interleukine 7
(IL7), ou encore ROR (“retinoid acid-related orphan receptorit”) [73].

Les crypto-plaques joueraient un réle dans la géiodér des tissus lymphoides
secondaires et tertiaires comme les ILFs et fagmisnt le développement de certaines sous-

populations de lymphocytes, comme les LT Thl7 &ets notamment I'expression de
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RORyt, les cellules NKp46+ IL22+, importantes pour Phéostasie et 'immunité intestinale
[74-76], ou les IELs [77]. Cependant, les résultaiscernant la maturation des IELs par les

crypto-plaques sont controverses et contreditd’pbstet al [78].

b) Les plaques de Peyer (PPs):

Situées immédiatement sous I'épithélium et présemtéquement dans lintestin gréle,
les PPs sont recouvertes par un épithélium spggialipelé épithélium associé aux follicules
(EAF). 1l est dépourvu en cellules caliciformes adllules de Paneth et il est formé
d’entérocytes particuliers présentant de faible®anix d’enzymes digestives et une bordure
en brosse diminuée. De plus 'EAF contient desutedl spécialisées, les cellules M [79]. Les
cellules M sont capables de capturer directemens dia lumiere intestinale des antigénes
solubles ou des bactéries par endocytose ou phagecet de les libérer ensuite du coteé
basolatéral dans le ddome sous-épithélial des PHs sant captés et apprétés par les DCs ou
détruits par les macrophages présents. Sous le,dimeezone interfolliculaire riche en LT
entoure les follicules lymphoides composés d’urtreegerminatif treés riche en LB et en LT

auxiliaires.

c) Les follicules lymphoides isolés (ILFS) :

Anatomiquement similaires aux lymphoides follicteai des PPs, les ILFs sont

présents a la fois dans l'intestin gréle et le mdlces ILFs jouent le méme rble que les PPs.

d) Les ganglions lymphoides mésentériques (MLNS) :

Les MLNSs sont les plus grands ganglions lymphasqgoesents dans I'organisme. lIs
font le lien entre la muqueuse, via les vaissegmphatiques qui drainent les PPsldaina
propria, des cellules T et B effectrices, et la circulatggnérale. Les MLNs interviennent
dans l'activation et la tolérisation des LT et LBifs en lymphocytes effecteurs, cytotoxiques
ou producteurs d'anticorps, les plasmocytes. Les BGntenues dans lamina propria
capturent directement des bactéries ou des comigosaicrobiens (pathogénes ou
commensaux) dans la lumiere intestinale gracexdebsion de leurs dendrites a travers les
jonctions intercellulaires [80]. Ces DCs migrensite via le systeme lymphatique au niveau
des MLN ou elles présentent les antigénes aux lpayths T pour qu'ils soient activés et

deviennent effecteurs [81].
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3.4.3. Le “double jeu” de 'immunité intestinale

L’héte est en permanence soumis au challenge derirdiser les bactéries
symbiotiques (“commensales”) des bactéries pathemyélans le but d’'induire une réponse
immunitaire adaptée. Ainsi, le systeme immunitamecosal a deux fonctions principales qui
s’opposent radicalement. En effet, la réponse dtesye immunitaire différe en fonction du
pouvoir pathogéne ou non des souches bactériemassnpes dans la lumiére intestinale. La
réponse de I'h6te a des bactéries pathogenes restérdsée par la reconnaissance rapide et
par la forte activation de la réponse immunitainrmée (c'est-a-dire inflammatoire) et
adaptative, conduisant a [I'éradication du microoigme. Cependant, cette réponse
s’accompagne souvent de dommages importants potisse intestinal. En revanche, la
réponse de I'hdte a des bactéries commensalesaestt@risée par un processus appelé
tolérance qui regroupe les mécanismes de recoamaissles microorganismes et controle les
réponses immunitaires innées (c’est-a-dire inflationgohysiologique) et adaptatives [82].

Cependant, comment I'héte discrimine-t-il un miogemisme pathogéene d’une
bactérie symbiotique afin d’ajuster au mieux saonde immunitaire ? Trois hypothéses
principales, mais probablement complémentaires eemt dexpliquer les capacités

discriminantes de I'hbte:

- Les signaux de reconnaissance des bactéries coraleer(® AMPs« Pathogen-
associated molecular pattess)ssubissent des modifications biochimiques qui les
rendent moins agonistes pour se fixer sur les PRMRattern recognition

receptof) en comparaison aux PAMPs des microorganismdspganes (a).

- Les bactéries commensales expriment des effectguésifiques qui induisent

activement des signaux tolérogenes limitant I'imifaation (b).

- Les pathogénes créent, en plus de leur affinité [@surécepteurs PRRS, un niveau
particulier de stress qui est percu par I'h6te cenum signal de danger, conduisant

a une réponse inflammatoire avec pour conséqu&reglication du pathogene (c).

a) ldentification des bactéries symbiotiques

Le lipide A du LPS (lypopolysaccharide) d8acteroidete®st sous forme de tetra- ou
pentacycle et n’est pas agoniste voire méme urganiste du complexe TLR4/CD14/MD2.

De ce fait, le lipide A n’est pas capable d'indUaesignalisation TLR4. En revanche, le lipide
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A du LPS des Entérobactéries est retrouvé sousefdraxacyclée et est agoniste pour le
TLR4 [83]. Or du fait de la dominance dBacteroidetesur lesEntérobactérie{plusieurs
logs (4-6)), I'écrasante production de lipide A remgoniste pour I'hote par ld3acteroidetes
inhibe le reconnaissance destérobactérieslargement minoritaires. Dans la maladie de
Crohn, la déplétion deBacteroidetesau profit desProtéobactérieset plus particulierement
desEntérobactériexontribue a I'attachement intime de ces bacteaxiés surface épithéliale
qui sont ainsi capables d’induire de forts signaua-inflammatoires via la liaison de leur
lipide A au récepteur TLR4 [84, 85].

D’autre part, de nombreuses études ont montréagu€IEls exprimaient peu de TLR4
et MD2 a leur surface, les rendant ainsi moinsibssau LPS [86, 87]. Une des explications
pourrait étre que, du fait de leur continuelle esifion a la flore endogéne et au LPS qui en
dérive, les cellules épithéliales, deviennent wlé vis-a-vis dautres PAMPs
potentiellement pathogenes, et réduisent I'exppesde TLR4 a leur surface. Des études
vitro ont d’ailleurs mis en évidence que des expositipridongées au LPS, rendent des
lignées de CEls insensibles a d’autres PAMPs [B8]méme dans lamina propria les DC
expriment peu de TLR4 et TLR2 [89]. A linverse, T&R5 est trés largement exprimé a la
surface basolatérale des cellules épithéliales.baeteries commensales présentes le long de
la membrane apicale n'‘ont pas besoin d'exprimer fligelle. Seules les bactéries
pathogéniques, qui une fois la barriere épithéliedachie ont besoin d’'un flagelle pour se
déplacer, pourront ainsi étre détectées. Ainsgdmpartimentalisation de I'expression des

TLRs est un des facteurs principaux expliquanvlérance immune de la muqueuse [90].

La tolérance vis-a-vis des PAMPs produits par Bstdries commensales est mise en
place trés précocement apres la naissance puisguexpmple, I'épithélium intestinal est
tolérant pour les molécules de LPS tres t6t chemdeveau-né [91]. En effet, apres la
naissance, le tractus digestif est colonisé parflone complexe et trés variée. Les CEls sont
exposées au LPS des bactéries et augmentent Kskpme du microRNA-146a. La
surexpression de ce microRNA conduit a la dégradatie IRAK1 qui, exprimé a faible

niveau promeut ’lhoméostasie mucosale via la sigatbn TLR4 [92, 93].

b) Les bactéries commensales expriment des effectepésifiques qui induisent

activement des signaux tolérogenes limitant I'imfihaation.
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Bacteroidetes fragiliprotége les animaux contre le développement dee éotluit par
Helicobacter hepaticud.’activité anti-inflammatoire d@. fragilis nécessite I'expression de
'antigene polysaccharide capsulaire. En effet,desnaux colonisés avec un mutant négatif
pour le polysaccharide d& fragilis ne sont plus protégés de la colite induitehpainepaticus
[94]. La monocolonisation d’animaux axéniques f&ar fragilis augmente les capacités
immuno-suppressives des LT régulateurs en induisataimment la production de cytokines
anti-inflammatoires comme I'lL-10 pendant la cokemtion [95]. De plus, les polysaccharides

purifiés suppriment la production de cytokines pritammatoires comme I'lL-17.

Les SFB (Segmentous Filamentous Bactéyiasont des bactéries du groupe
Clostridiumnon cultivables qui adhérent fortement a la serfdes cellules épithéliales dans
I'iléum. Ces bactéries sont suffisantes pour irglliapparition de LT CD4+ produisant de
l'IL17 et de I'IlL22 (les LT Th17) dans leamina propria La colonisation avec des SFB est
corrélée avec une augmentation de I'expressiongdass de défense pro-inflammatoires et
antimicrobiens qui permettent d’augmenter la rasist de la muqueuse intestinale aux

infections palCitrobacter rodentiunj96].

c) Les pathogenes induisent des signaux de danger.

En plus de leur capacité a se lier aux récepteaityme PRR grace a leurs PAMPs, il
est aussi nécessaire de considérer I'expressiontré& signaux liés directement a la
pathogénicité elle-méme des souches pathogénesétDdss génomiques comparatives ont
montré que les bactéries pathogénes exprimentmbneox génes regroupés dans des ilots de
pathogénicité qui codent pour des fonctions delefirte permettant I'adhésion cellulaire,
linvasion cellulaire, I'expression d’appareil décsétion dans les cellules de I'héte induisant
l'injection de leurs effecteurs et la productiontdgines [97]. La pathogénicité des souches
affecte les signaux de reconnaissance par I'engagfemte signaux dits de danger. Ces

signaux de danger sont divisés en deux catégories:

- les signaux émis par les structures cellulairehd¢e qui sont soumis aux facteurs

de virulence

- les DAMPs (Damage-Associated Molecular Patt&rn molécules de I'hote
libérées en conséquence des effets déléteres dasgies infectieux. Ces DAMPs

peuvent ensuite étre reconnus par les PRRs efretia cascade de signalisation
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conduisant a I'activation du systéme immunitairea dteradication du pathogéne
[98].
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CHAPITRE I

LE MICROBIOTE INTESTINAL

Le microbiote définit 'ensemble des espéces bariges chez I'Homme qui colonise
toutes les surfaces du corps humain exposées \drbanement extérieur. L'organe le plus
colonisé est le tractus Gl ou le colon a lui setient plus de 70% de tous les microbes du
corps humain [99]. Ainsi, 26& 10* microorganismes cohabitent pacifiquement dansenotr
tractus gastro-intestinal avec la muqueuse ; hgliim intestinal mais aussi le systéme
immunitaire mucosal [99, 100] et constituent und paégrante de la physiologie de I'héte.
Des altérations dans sa composition sont impliqdées de nombreux problemes de santé et

dans le développement de pathologies.

1. Généralités sur les “habitants” du tractus digesfi : notion de

microbiote

1.1. De la microflore intestinale au microbiote intestiral

Avant les années 2000, la composition de la miorefladulte était évaluée
uniquement sur environ 30% des bactéries totalendestin correspondant aux bactéries
cultivables. Cependant, depuis une dizaine d’ani@sslution des techniques d’analyse des
bactéries peuplant le tractus digestif telles gsenhéthodes de séquencage de I'ARN 16S, le
développement de la métagénomique et l'apparition pgroséquencage a permis de
caractériser I'ensemble des especes bactérienassarchées, les champignons et de
requalifier la microflore intestinale en microbiotgestinal, un terme plus en adéquation pour
signifier la richesse et la forte diversité intadividuelle [101]. Ainsi, ces nouvelles
techniques basées sur I'analyse de la diversitéggdeemes montrent que le microbiote se
divise en grands phyla (environ 50) mais deux pmédent: lesFirmicutes(comprenant deux

grands groupe<lostridium leptunet Clostridium coccoidgset lesBacteroidete$102].

Le microbiote intestinal est dominée par la floree ddominante” comprenant entre
10° et 13" cfu (“colonies forming unity par gramme de féces et composée principalement d

bactéries anaérobies strictes commeBasteroidetesles Bifidobactéries les Firmicutes...

29



CHAPITREIl : LE MICROBIOTEINTESTINAL

La flore dite “sous-dominante” représente entré &0 10 cfu/gramme de féces et est
composée de bactéries aérobies/anaérobies faeedtatomme lesEntérobactéries les
Streptocoqueset les Entérocoques Enfin, la flore dite “transitoire” ne s’implantpas

durablement dans le tractus Gl et est composé@éates bactériennes de passage comme

Citrobacter, Klebsiellaou encordeEnterobacter...

| = & FLORE DOMINANTE 10° a 101t CFU/g
lﬁ“‘}iﬁkf; Bactéries anaérobies strictes principalement

Population mondiale -Bacteroidetes -Bifidobacteria
depuis I'apparition de )

rHomme -Eubacterium -Peptostreptococcus
100 Milliards -Ruminococcus

PY -Clostridium (Firmicutes

FLORE SOUS DOMINANTE
Population de 106 a 108 CFU/g

I'lle de France L. . ’ . .
10 Millions Bactéries aéro-anaérobies facultatives

Population mondiale
actuelle
6 Milliards

1 et une des
bactéries les
plus étudiées =
Escherichia coli

{ ]
Population de
Marseille
1 Million

Ne s’implantent
pas

.

-Citrobacter
-Klebsiella
-Enterobacter
-Pseudomonas

Population de
Guinguanp
10000 habs

Figure 12 — Composition de la flore dominante, soudominante et transitoire.

1.2. Localisation du microbiote intestinal

Le nombre de bactéries présentes dans le tradestimal montre un continuum de
I'estomac vers le rectum. 18 10° bactéries par gramme de contenu luminal sontueées
dans I'estomac et le duodénum et progressivemanniembre augmente vers le rectum? 10
a 10 bactéries sont retrouvés dans le jéjunum et I'il@ieur nombre culmine & environ't0
- 10'* bactéries par gramme dans le colon [103].

De plus, la composition microbienne varie entreddéfrents sites. Des échantillons

isolés de I'intestin gréle sont enrichis einmicuteset Actinobactérieslors que la prévalence
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desBacteroidetesst plus forte dans le colon [104]. En plus déténogénéité longitudinale
retrouvée pour la composition du microbiote intesti il existe aussi une grande variation
transversale, de I'épithélium intestinal vers lentoe de la lumiere intestinale. En effet,
I'épithélium intestinal est séparé de la lumiére pae couche de mucus. Le microbiote
présent dans la lumiére intestinale difféere sigaiivement des espéces bactériennes
retrouvées dans le gel de mucus, des especesveulans la proximité immédiate de
I'épithélium. Ainsi, Swidsinskiet al. montrent que de nombreuses espéces bactériennes
présentes dans la lumiére intestinale n'ont pagsaea gel de mucus et aux CEls. Par
exemple, les Bacteroidetes Bifidobactéries Streptocoques et les membres des
Entérobactérieset Ruminocoquesont uniquement retrouvés dans les feces alorslegue
Lactobacilleset lesEntérocoquesont détectés dans le gel de mucus et les criyjgsdinales

de l'intestin gréle [105]. La localisation des SEBt un bon exemple pour témoigner de la
colonisation différentielle de souches bactérieriedeng et a travers le tractus digestif. En
effet, les SFB sont surtout retrouvées au nivealiildeam et uniguement en contact avec

I'épithélium intestinal [106].

2. Le microbiote intestinal du nouveau-né: acquisitio et composition

2.1. Etablissement et développement du microbiote intestal chez I'enfant

Conceptuellement, les nouveau-nés sont stérilggijaita naissance et leur microbiote
s’établit et se développe pendant les premiers muisuivent la naissance. Cependant, des
études controversées montrent la présence de ieactdans le liquide amniotique de
nouveau-nés suggérant que les nouveau-nés ne aor#tgriles a la naissance [107] [108].
Les premieres especes bactériennes a colonisebdedigestif apparaissent et proliferent de
maniere dépendante des caractéristiques de I'tade €alimentation du nouveau-né mais
d’autres facteurs peuvent aussi influencer de masignificative I'acquisition et la diversité
du microbiote [53, 109, 110].

Pendant les premiers jours apres la naissancemaasition du microbiote intestinal
évolue rapidement. Quelques heures apres la naesdas bactéries commencent a apparaitre

dans les feces. Du fait du potentiel oxydo-réducteositif dans le tractus digestif du
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nouveau-né apres la naissance, les premiéres ieacéécoloniser initialement le tractus Gl
sont les bactéries aérobies-anaérobies facultafpaesmeE. coli ou Streptococcus sppqui
représentent de 1.9 1.13° cfu/gramme de féces 24 & 48 heures aprés le neés$anhl,
112]. Elles sont prédominantes pendant les deuxnipres semaines de la vie. Parmi elles, les
Staphylocoques les Entérobactéries et les Streptocoquessont les genres les plus
communément isolés de la flore fécale des nouvéauanla naissance. Petit a petit, ces
bactéries contribuent a générer un environnemeairabie par la consommation de
'oxygene présent dans le tractus digestif, créainsi des conditions favorables pour la
croissance des bactéries strictement anaérobied I33 (Figure 13). Aprés une semaine, les
Bifidobactéries les Bacteroideteset les bactérie€lostridium commencent a apparaitre et
sont détectés dans les féces des jeunes enfaitésaplar leur mére (voir chapitre 11.3.3). Les
Bifidobactériesdeviennent alors I'espéce bactérienne dominanserdtretrouvées dans plus
de 80% des enfants [114]. En revanche la colooisagiar lesProtéobactérieschez le
nouveau-né ageé d’'une semaine est plus controvdregé®acteroidetesbactéries anaérobies
strictes et lelostridia, les deux grands groupes bactériens sont retreuwst&gz environ la

moitié des enfants [115].

EEWEESEUEE I (Bifidobactéries,

(Staphylocoques, » .
Entérocoques, Bactéries aérobies/ ghctes Ba::terqujetes,
Entérobactéries ) [EUEEI(oJEREE =S Clostridium )
1 jours 1¢¢ semaine  Temps

Potentiel d'oxydo-réduction ) \ Potentiel d'oxydo-réduction
élevé — Taux d'02 ++++ Taux ¢02 diminue — Taux d'02 -

Figure 13 — Potentiel oxydo-réducteur dans le tracts Gl.

Evolution de la colonisation bactérienne chez laveau-né en fonction de la consommation d'oxygéarelgs
especes bactériennes aérobies/anaérobies fastatins de I'apparition des bactéries anaérobiresest.

A I'age de six mois, 1§ génes par gramme de féces ont été retrouvés aeegrande
abondance de bactéries anaérobies en comparaiswmntue de bactéries aérobies. De plus,
la diversité de la composition du microbiote semples élevée [116]. A cet age-la, les
Clostridia et les Bacteroidetessont retrouvés chez tous les enfants et la fréagueates
Bacteroidetesst augmentée [115]. En accord avec I'étude dmdtatt al., tous les enfants

hébergent un grand nombrejdBrotéobactérie$115, 116].
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Le microbiote intestinal du nouveau-né rat ressemie-t-il au microbiote retrouvé chez

I'Homme ?

Les coques Gram+ comnf&taphylococcuspp ou Enterococcussont considérés comme
étant les premiers colonisateurs chez le rat et p@sents dans le microbiote intestinal au
moins jusqu’a la sixieme semaine. Aprés quelquessjdes bactéries Gram- sont retrouvées
avec la méme prévalence que chez 'Homme alordasueactobacillessont présents en plus
grand nombre que les bactéries Gram+ chez le dat, [118]. A 10 jours, le microbiote
aérobie est dominant avec un grand nombiE&ntérobactéries de Streptocoqueset
d’Entérocoquesians les feces des nouveau-nés. Les bactériesohiggestrictes comme les
Lactobacilles et les Bacteroidetesapparaissent quelques jours apres et a 15 joers, |
microbiote intestinal du jeune rat est dominé paEntérobactérieslesLactobacilleset les
Entérocoque$l119].

De maniére similaire a 'Homme, le microbiote dassmouveau-nés est moins complexe en
comparaison a la composition bactérienne obseivée leur mere [119]. De plus, la diversité
est faible avant le sevrage mais augmente avee.|l'Bg accord avec les résultats obtenus
chez 'Homme, le microbiote du rat est considérnmm@ unique [120]. Enfin, comme chez
’Homme, la plupart des espéces bactériennes pessehez les rats nouveau-nés dérivent du
microbiote intestinal de leurs méres et sont tagaiétectés lorsque le microbiote intestinal

du rat est mature, a I'age adulte [120, 121].

2.2. Facteurs influengant la colonisation néonatale

Durant les premiers mois qui suivent la naissam@egcomposition du microbiote
intestinal infantile est tres variable et dépendndenbreux facteurs comme le temps de
gestation, le mode de naissance (naturelle ou @sarienne), le mode d’alimentation, le
sevrage et I'exposition aux facteurs de I'enviraneat {Dominguez-Bello, 2010 #304;
Orrhage, 1999 #305; Penders, 2006 #306}[1E@yre 14).
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Figure 14 — Facteurs influencant le développementudmicrobiote intestinal chez I'Homme.

D’aprés Clementet al[110]. En bleu, les facteurs influencant I'acqiisi et la maturation du microbiote
intestinal. En rouge, impact du microbiote intestisur la physiologie de I'héte, le métabolismer§gtque, le
développement du systéme immunitaire.

2.2.1. Effet du microbiote intestinal de la mere

Suite au passage a travers le canal vaginal dete, ies nouveau-nés sont exposes a
une population microbienne importante par son nenalbrsa diversité. Lest al.,ont montré
gue, chez la souris, le microbiote de nouveau-gésrés similaire a celui de leur mére [122,
123]. Chez la femme en bonne santé, la bactérimaiggmajoritaire estactobacilluset elle
est transmise en priorité aux nouveau-nés [124pe@aant, des études épidémiologiques sur
la transmission dekactobacillesde la méere au nouveau-né ont montré que seuleament
enfant sur quatre est colonisé par I'espéce présd@z la mere a la naissance et un mois plus
tard, cette espéce deactobacille est remplacée par une espece associée au laitnelate
[125]. La comparaison 1 mois et 11 mois aprés lasaace du microbiote intestinal d’une
mere et de son enfant a montré que I'enfant acguapidement les fonctions géniques liées
au microbiote de la mere sans pour autant présemterréplique exacte du microbiote
maternel. En revanche, a 11 mois, I'analyse de geuncipaux phyla présents chez le jeune
enfant, lesBacteroideteset lesBifidobactériesrévele que ces deux phyla sont inversement
retrouvés chez I'enfant et la mére [126]. Les astaoncluent que le microbiote maternel

peut étre transmis a I'enfant mais ne persistedpaablement. De plus, il a été montré que le
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microbiote de jumeaux homozygote et dizygote dfaiilaire a celui de leur freres et sceurs
suggérant ainsi que la colonisation des nouveaupaésle microbiote de leur mere est

décisive pour déterminer le microbiote adulte [116]

2.2.2. Effet du mode de délivrance

Le mode de délivrance joue un rbéle majeur dansabl&dsement du microbiote
intestinal chez le nouveau-né. En effet, plus dentE@tié des enfants naissent dans une
structure hospitaliere et environ 10% des nouvesummaissent par césarienne. Il est donc
important de caractériser I'impact du mode de détice sur I'acquisition et I'établissement
du microbiote chez les nouveau-nés. Comme déjauvévedus haut, il est connu que le
microbiote vaginal et péri-anal de la mere sontolegines principales de la colonisation des
nouveau-nés neés par voie naturelle alors que &miprs microbes acquis par les nouveau-nés
nés par césarienne proviennent généralement deeda pt de I'environnement proche
(équipement et personnel médical) [122, 127]. Dgwéz-Belloet al, montrent que les
enfants nés naturellement acquiérent des especé&ribanes proches de celles retrouvées
chez les meres, dominés par lexctobacilles Prevotella spp. et Sneathia spp.alors que
chez les enfants nés par césarienne, les espatésdianes retrouvées sont similaires a celles
retrouvées sur la peau des meres comBiaphylococcus spp Corynebacteriumet
Propionibacterium spp[122]. D’autres études montrent chez les enfagts par césarienne
une colonisation plus tardive et moins fréquentelg@Bifidobactérie114, 115, 128, 129].
Cette différence dans la colonisation des nouveaupar leBifidobactériespeut s’expliquer
par l'utilisation plus élevée d’antibiotiques laf'sin accouchement par césarienne [130].

Cependant, les résultats obtenus au regard dessayroupes bactériens et notamment
desFirmicutes et desBacteroidetessont plus controversés. Certaines études mondeat
chez les enfants nés par césarienne la colonisg@wndes especeSlostridia est plus
fréequente comparée a une colonisation parBlasteroideteq114, 115]. Huurreet al. ne
montrent aucune différence au regard des propartida Clostridia et Bacteroidetes
retrouvées chez les enfants nés naturellementrocéparienne [128]. La méme observation a
éte faite concernant I&ntérobactériesAdlerberthet al. montrent que leur nombre augmente
chez les enfants nés par césarienne alors quegpatachent ils constatent un nombre moins

important deE. colichez ces mémes enfants ces derniéres années CekSlésultats sont en
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désaccord avec ceux obtenus par Perstask qui observent une augmentation du nombre de

E. colichez les enfants nés par césarienne [114].

Enfin, il a été montré, d’'une part que les diff@es observées entre les enfants nés
naturellement ou par césarienne sont toujours lesiplusieurs mois apres la naissance (et
probablement plus longtemps) [114]. En effet, athez enfants agés de sept ans, le nombre de
Clostridia est moins important chez les enfants nés parieésar que chez les enfants nés
naturellement [131]. D’autre part, le microbioteéestinal des enfants nés par césarienne est
moins diversifié et contient moins de bactéries lgumicrobiote d’enfants nés naturellement
[128, 129]. De plus, Biasucet al.reportent des profils de variation inter- et ingraupe plus

grands chez les enfants nés naturellement qudehenfants nés par césarienne.

2.2.3. Effet du mode d’alimentation du nouveau-né

Le lait maternel est considéré comme la meilleuoairce nutritive pour le
développement du nouveau-né. Le lait maternel epohtun large éventail de nutriments
nécessaires a la croissance de l'enfant: des cgdhaties, des oligosaccharides non-
digérables, des nucléotides, des acides gras, mesiioglobulines, des cytokines, de la
lactoférrine et des facteurs immunomodulateurs,[133]. Par exemple, les oligosaccharides
issus du lait maternel sont transformés dans lenc&timulant la croissance d’especes
bactériennes comme |eBifidobactéries[134]. De plus, le lait maternel abrite un grand
nombre d'especes bactériennes comme &mphylocoques les Lactobacilles les
StreptocoquedesBifidobactérieset destE. coli. Ces bactéries proviennent probablement de la
peau du sein et des conduits lactaires [124, 113&]lait maternel est donc un véhicule
important de souches bactériennes intervenant Batransmission d’espéeces bactériennes
meére/enfant. Ainsi, il a été estimé qu’un enfamsmmme approximativement 800 mL de lait
par jour et ingére ainsi 1.101.10 bactéries chaque jour [136, 137]. Au contrairelalt
maternel, le lait maternisé n’est pas une sourt@relée de bactéries mais il est amélioré pour
se rapprocher le plus possible de la compositiorailumaternel. L'addition de prébiotiques
(fructo- et galacto-oligosaccharides) et probiotis|{Lactobacillug a été décrite pour stimuler
la croissance deBifidobactérieset desLactobacillesde maniére similaire au lait maternel
[138, 139]. Les enfants nourris avec du lait masersont plus souvent colonisés atecoli,

C. difficile, B. fragiliset lesLactobacillesque les enfants uniquement nourris au sein [114].
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En revanche, il a été montré que des enfants isoatrilait maternel sont colonisés plus

frequemment et plus rapidement par Béslobactéried114, 140].

2.2.4. Effet de la modulation du microbiote par I'utilis&n d”antibiotiques

Les antibiotiques ont des effets a long terme aucdlonisation intestinale par les
bactéries et l'utilisation d’'un traitement antibgpte chez la femme enceinte ou I'enfant est
associé a un défaut dans I'établissement des espacteriennes anaérobies strictes dans le
tractus digestif [141, 142]. Les parametres assagiButilisation des antibiotiques comme la
spécificité, la dose, le temps de traitement ombele d’administration sont trés variables,
rendant difficile de qualifier et quantifier de niere exacte I'impact des antibiotiques sur la
composition du microbiote intestinal. Cependanseamble que [l'utilisation d’antibiotiques
perturbe alors la colonisation précoce du nouveawm diminuant la colonisation par les
Bifidobactériesalors gu’'une augmentation déstérocoqueset desEntérobactériesest
observée [114, 143-146].

Bien que l'utilisation d’un traitement antibiotigme semble pas avoir d’effets majeurs
sur la colonisation intestinale fécale a long terth@ été suggéré que I'exposition a des
antibiotiques chez le jeune enfant peut conduirel@eloppement de certaines pathologies
souvent associées a des désordres immunitaires edasthme, des maladies allergiques ou

encore de I'eczéma [147-149].

3. Le microbiote intestinal chez I'adulte : compositio et diversité

3.1. Composition et diversité.

A la fin de la premiére année de vie, le microbioteestinal du jeune enfant se
stabilise et se complexifie pour ressembler au abiote intestinal adulte. Le microbiote
intestinal adulte est composé majoritairement aded@s anaérobies strictes qui dominent les
bactéries aérobies strictes et anaérobies famdatie plusieurs log. Bien qu'il y ait plus de
50 phyla décrits a cette date, le microbiote imasthumain est dominé seulement par deux

phyla majeurs: lesBacteroideteset les Firmicutes alors que lesProtéobactéries les
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Actinobactériesles Fusobactériest lesCyanobactériesont présents en minorité [54, 101,
102, 150] (Figure 15). Si la diversité du microkiattestinal en termes de phyla est stable, le
nombre d’espéeces bactériennes présentes danstlestiatestinal varie de maniere importante
et évolue perpétuellement. Il est admis que ldusaimtestinal contient plus de 100 trillion de
bactéries représentant plus de 1000 espéces kactési différentes [101, 151-153].
Cependant, une étude récente impliquant plusieyessssuggere que le microbiote intestinal
est composé de plus de 35 000 especes bactérididddsRécemment, Arumugaet al ont
répertorié le microbiote de plusieurs individusteris « entérotypes » basés sur les genres
dominants présents dans le tractus intestinalB&eseroidetesPrevotellaet Ruminococcus
[154].

Au sein du microbiote intestinal adulte, une grandgiabilité intra- et inter-
individuelle sont observées au cours du temps129, 155]. Néanmoins, malgré cette grande
diversité et variabilité, un microbiome commun pgttagé entre les individus qui assure ainsi

la conservation des fonctions métaboliques foyraitle microbiote [156, 157].

Bactéries Gram + - » o
Divisés en 2 sous groupes: % Bactéries Gram - anaérobies
- Clostridium leptum PN 2. Sous forme filamenteuses

= Clostridium difficile J:“J:.
(Lactobacillus, Bacillus...) -
F. prausnitzii, S. aureus

Bactéries Gram + qea'fq
Peuvent former des ey
endospores 3

Bacteries Gram-
Découpés en 3 classes:
- Bacteroides
->Flavobacteria

- Sphingobacteria

Bactéries Gram- anaérobies
Contient des bactéries pathogénes
Mobiles grace a un flagelle

De a a ¢ protéobacteria

-> y-proteobacteria = E. coli/ Pseudomonas
-> g-proteobacteria = C. jejuni

Figure 15 — Composition du microbiote intestinal.
D’aprés Eckburg et al. [101]
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Le microbiote intestinal du rat adulte ressemble i au microbiote retrouvé chez

I'Homme ?

L’analyse du microbiote intestinal de rats adulteantre que la diversité bactérienne est du
méme ordre de grandeur chez le rat et chez 'Horfit@g, 158, 159]. De plus, les phyla

décrits chez le rat sont similaires a ceux retreugRez 'Homme avec la présence de
Firmicutes BacteroidetesProtéobactérieset d’Actinobactéries Cependant, des différences

sont observées avec une augmentation de la détectems Lactobacilles et des

Verrucomicrobiaceaeans le microbiote de rat en comparaison au miat®lle 'Homme.

Enfin, plusieurs différences ont été retrouvéesny@ala présence de telle ou telle espéce
bactérienne dans le microbiote du rat ou de 'Hombes SFB sont détectées en abondance
par gPCR dans le microbiote associé a la muquetsstinale chez le rat alors qu’elles sont
absentes du tractus digestif chez 'Homme [106,].1Bh revanche,Faecalibacterium
prauznitzii (F. prauznitzii)est rare dans le microbiote du rat et abondans dardumiere

intestinale de 'Homme [159].

3.2. Facteurs influengant la composition du microbiote dulte.

Des différences dans la composition du microbisevpnt étre observées en raison
des lieux géographiques de résidence des indivitki$environnement local, de I'hérédité,
de l'alimentation ou encore de l'age [110]. Quelsjuuns des facteurs influencant la

composition du microbiote intestinal adulte sordrdg ci-apres.

3.2.1. L’alimentation

Les changements des habitudes alimentaires ontetfets significatifs sur la
composition du microbiote. Des études chez la soudntrent un changement d’alimentation
vers une nourriture plus riche conduit & des chaweges dans le microbiote intestinal avec
une diminution de la diversité [160]. La méme ofsadon a été faite chez 'Homme ou une
alimentation plus riche en graisses conduit a wmidance de8acteroidetesalors qu’'une

alimentation riche en carbohydrates est assoaii® @ominance dd&revotella[161].
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Ainsi, I'alimentation humaine joue un réle dansdenodelage du microbiome qui, en
retour affecte les capacités des individus a alesogh métaboliser les nutriments. Le
microbiote de souris minces, transplanté chez woeiss obése rétablit son poids corporel,
indiquant que les différences observées dans lapagsition bactérienne affecte le
métabolisme énergétique et influence la prédisjpositles mammiferes a devenir obéeses
[160].

3.2.2. L’'age

Une fois le microbiote mature chez 'adulte, sa position reste relativement stable.
Chez la personne agée en revanche, sa compositiféme dparticulierement dans les
proportions deBacteroideteset Firmicutes retrouvées [162]. La plus grande variabilité
observée chez les personnes agées que chez les jadualtes peut s’expliquer par une
utilisation plus importante de médicaments a cet-laget une incidence a développer des

pathologies plus grandes.

3.2.3. L’effet des antibiotiques sur le microbiote adulte

De nombreuses études rapportent que I'utilisaties @htibiotiques altere de maniére
importante la composition du microbiote intestifisd1, 163, 164]. Lors de l'utilisation d’'un
traitement antibiotique, la résistance a la colatos du tractus digestif par des microbes
étrangers est réduite et peut permettre la craigsdiautres bactéries commensales induisant

ainsi des changements permanents de la compoditiamcrobiote.

L'utilisation répétée d’antibiotiques dans la samiénaine pourrait étre responsable de
laugmentation du réservoir de genes de résistanoe antibiotigues dans notre propre
microbiome [165]. Plusieurs services de santé Eaepnp ont observé une réduction du

nombre de genes de résistance apres une dimirdgitprescription d’antibiotiques [166].

Enfin, I'administration de traitements antibiotigueaugmente la sensibilité aux
infections parSalmonellaet est associée avec une période prolongée diofsccomparée

avec des patients qui ne recoivent pas d’antihiesd167].
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4.Ro6le du microbiote intestinal dans la physiologie & I'hGte

Chez le nouveau-né, le microbiote intestinal a domants réles dans le métabolisme,
la nutrition, le développement de I'épithélium stigal, les fonctions immunologiques et la
mise en place des défenses de I'hnéte contre lesssigns pathogénes. Chez les adultes, le
microbiote intestinal commensal est relativemenblst et est a I'origine d’une association
symbiotigue avec I'h6te. Ainsi, I'hdGte est capalde faconner la composition et le
développement du microbiote intestinal et en cquairie, le microbiote intestinal module le

développement et certaines fonctions de I'héte.

Lumiére intestinale Microbiote intestinal humain
Impact sur le
. métabolisme
Bactéries
pathogenes SCFAs
Biotine,
vitamine K,

‘ Production de peptides
Mucus antimicrobiens *0*
IgA induction * @%
pithelium Bactéries ’ * oxo
intestinal commensales
\ Mg2+
Ca2+
Absorption
Noeuds des ions
Protection des épithélium ST
contre I'ancrage des
pathogénes Développement et
Maturation du Systéeme Cellules
Immunitaire souches
Macrophage \ Différenciation et

Y Cellules de l prolifération des

P ©l
\ z Z1:
B E Cellules Paneth cellules épithéliales
Réponses Reéponses dendritiques intestinales
pro-inflammatoires ] anti-inflammatoires )
Développement de Pore 1

5
Facteurs de virulence - Homéostasie Facteurs bénéfiques — @ I'angiogenése '@
effecteurs adaptation du tractus Gl Lymphocyte - ,.-g;\!:_-;_ -
Cellules a mucus
Entérocytes
Cellules endocrines
Vaisseaux sanguins Cellules de Paneth

Figure 16 — Relation héte/microbiote : implicationdans la physiologie humaine.

4.1. Fonctions métaboliques et nutritives

Le microbiote intestinal est capable d'utiliser desmposés d'origine exogéne
(alimentation) ou endogene (mucus intestinal) deiéemra compétitive vis-a-vis des autres
microorganismes afin de subvenir & sa propre @os Les bactéries contenues dans le
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microbiote intestinal sont capables de métaboksdiermenter les composés situés dans la
lumiére intestinale et d’induire la formation d’'ugeande variété de métabolites, incluant des

acides gras a chaines courtes (SCBAdTt Chain Fatty Acid}, des vitamines, et plusieurs

gaz (

Figure 16). Les SCFAs peuvent étre reabsorbés au niveadlda et stockés comme
source d’énergie au lieu d’étre excrétés dans desst Il est estimé que plus de 2 Kcal
d’énergie sont récupérées par gramme de fibregguadt que le microbiote constitue un
organe métabolique essentiel [168]. Cependanple dg métabolites formés est dépendant du
type de bactéries retrouvées dans la lumiere intdstet des substrats présents. Par exemple,
la bactérie Streptococcus thermophilusst capable, lorsqu’elle colonise des animaux
axéniques, d’'induire la formation, par une réactilenglycolyse, de lactate dans le caecum
[169].

En plus d’étre capables d'utiliser les produitsnfés pour leur propre croissance et
leur développement, les bactéries commensales &abaliéant les nutriments en composés
bioactifs sont capables de modifier les fonctiohgsmplogiques de I'hdte. Par exemple, la
production de SCFAs par le microbiote intestinahfe des médiateurs qui sont a l'origine
d’interactions entre les microorganismes et I'’h@&amsi, la fermentation des carbohydrates
non-digérables en SCFAs (butyrate, acetate, praptoert lactate) permet de moduler un
grand nombre de fonctions de I'héte [170]. La baids pH observée lors du métabolisme des
SCFAs pourrait étre impliquée dans la maintenaree @osystemes bactériens {Duncan,
2009 #233}. Le butyrate formé est utilisé commersew’énergie par les CEls dans le colon
alors que l'acétate est potentiellement utilisé w@nprécurseur pour former les molécules de
cholestérol ou de nouveaux acides gras. Le prof@anaand a lui est un substrat induisant la
synthese de glucose est utilisé au niveau du fbrd,[172]. Enfin, les SCFAs ont été
identifiés comme les ligands physiologiques deataifile de récepteurs GPR43 et 41 qui sont
exprimés a la surface de nombreux types cellulaj@dlules immunitaires, cellules
endocrines, adipocytes...) [170]. L'activation décepteur GPR43 par l'acétate et le
propionate contribue a linhibition de la lipolysst a la différenciation des adipocytes
promouvant ainsi I'expansion du tissu adipeux cteg animaux sous alimentation riche
[173]. Ainsi, les SCFAs sont considérés comme unece d’énergie indirecte, produits par le
microbiote intestinal et ont un réle dans la régata du métabolisme énergétique,

limmunité, I'expansion du tissu adipeux et la miadiwn du développement tumoral [170].
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4.2. Role dans la différenciation de I'épithélium intesinal et sa maturation

L’épithélium intestinal est par définition a I'inface entre I'héte et I'environnement
extérieur. Il est formé de CEls polarisées avesua $urface apicale la production de mucus,
des microvillosités et la présence de jonctionsrésst qui forme [linterface avec
'environnement luminal riche en bactéries et unefaze basolatérale optimale pour les

interactions avec I'’h6te lui-méme.

Les acides gras, générés par la flore commensatecapables d’agir directement sur
les CEls. Les SCFAs stimulent la différenciatios @Els a la fois dans l'intestin gréle et le
cblon [174]. Des études menées avec des animaulolgatiques ont montré que le
microbiote intestinal influencait la prolifératioma survie, et la fonction de barriere de
I'épithélium intestinal [175-178]. Chez les animaaxéniques, la taille des villosités
intestinales est augmentée alors que les cryptasasmphiées traduisant un renouvellement
des CEls plus lent [179]. D’autre part, la compsoai entre des animaux axéniques et des
animaux conventionnels a permis de mettre en égalgne le microbiote intestinal contribue
a la maturation de I'épithélium colique avec ungraantation de la taille des cryptes dans le
cblon associée a une diminution de l'expression mles€ines pro-apoptotiques [180]. A
l'inverse, la déplétion du microbiote dans le twscGl murin induit macroscopiquement un
épithélium intestinal similaire a celui observeé zhes animaux axéniques [181]. De plus, la
colonisation d’animaux axéniques par I'espéece b@rtee Bacteroidetes thetaiotaomicram
mis en évidence une implication de souches comnendans la régulation de I'angiogenése
au niveau intestinal [182].

De nombreux membres du microbiote contribuentraditenance de l'intégrité de la
barriére intestinale a travers la maintenance alesipns intercellulaires et la promotion de la
réparation épithéliale suite a une blessure. Diaitell a été montré quB. thetaiotaomicron
induisait I'expression du facteur sprr2a, importaiains le maintien de la formation des
desmosomes [178]. D’autre part, plusieurs souchasiqgtiques comméactobacillusou E.
coli Nissle 1917contribuent & la maintenance des jonctions serdzes ['épithélium
intestinal, fournissant ainsi un effet protecteacd aux agressions pathogenes ou a

linflammation intestinale [183, 184].
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4.3. Développement du systéme immunitaire intestinal

L’'importance du microbiote intestinal dans le dépglement du systéme immunitaire
a été etudiée a partir d’animaux axéniques. Lemam axéniques contiennent un nombre
anormal de cellules immunitaires et présentent difauts au niveau de leurs structures
lymphoides locales et systémiques. La rate et deads lymphatiques sont trés peu formés
chez ces animaux. Une hypoplasie des plaques d& Beyne diminution du nombre d’ILFs
matures ont aussi été observées [185]. Les bagt@wimmensales de lI'intestin fournissent des
signaux inducteurspour le développement des sous-types lymphocytaitets de la
muqueuse intestinale: le microbiote intestinal géirila commutation de classe des LB
intestinaux [186], conduit au développement de leffecteurs Thl7 [187], et inhibe la
production de LT régulateurs [188]. De plus, ladl@aommensale influence le devenir des
réponses immunitaires systémiques en déterminaratite des cellules T effectrices Thl et
Th2 [189]. Chez des animaux axéniques, un défald geolifération des LT CD4 est observé
mais la colonisation par I'espéce bactérieBaeteriodes fragiliou par I'antigéne capsulaire
PSA restaure I'expansion des LT CD4+. La reconaaiss et la présentation de I'antigéne
PSA par les cellules dendritiques aux LT immatwtass les MLNs sont nécessaires pour
promouvoir la prolifération des lymphocytes. Ainkgxposition d’'un composé structural
unique du microbiote intestinal commensal induitnaturation de I'immunité de I'héte a la
fois localement et systématiquement au niveau mtdée, cellulaire et organique. Enfin, les
peptidoglycanes des bactéries Gram-négatif induiterformation des ILFs a travers la
signalisation par le récepteur NOD1. Suite a lameaissance du microbiote par les TLRs,

les ILFs deviennent des zone B matures [190].

La composition du microbiote intestinal et I'expomsi précoce a des pathogenes
alimentaires et orofécaux influencent ’'homéostasieniveau de la muqueuse intestinale a la
fois en stimulant la sécrétion d’IgA au niveau deslirface de I'épithélium et en promouvant
la tolérance orale a travers un shift d’'une agidibminante Th2 durant la période néonatale a
un équilibre dans la production des cytokines péud a I'age adulte et une réponse dominée
par les lymphocytes Thl [191].

A la vue du role joué par le microbiote intestisal le développement et la maturation
du systeme immunitaire de I'hote, des altératiomsa composition peuvent donc changer le
développement immunitaire et prédisposer au dépelment de certaines pathologies

immuno-dépendantes plus tard dans la vie commlerkpd, I'obésité ou le diabéte [54].
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4.4. ROole protecteur : I'effet barriére

Le microbiote intestinal forme la premiére ligne difense de I'organisme et permet
de mettre en place une résistance a la colonis@i@orbactéries pathogénes. Le terme de
résistance a la colonisation est communémenteifii@ir décrire les capacités du microbiote
intestinal a résister a linvasion par des micramigmes pathogeénes et a prévenir la
croissance de pathogenes potentiels présents lleeat en faible nombre dans le tractus
digestif [192, 193]. Les mécanismes impliqués dagtte résistance incluent des facteurs de
I'hote et des facteurs bactériens comme I'exclugiompétitive pour I'occupation des sites
d’attachement, la consommation des sources demmrits et la production de peptides
antimicrobiens aussi bien par le microbiote intedtgue par les cellules de I'hote [53]. Ainsi,
des étudem vitro ont montré que la combinaison entre les SCFAsi1daible pH inhibait la
croissance de bactéries pathogenes [194]. D’aare fa présence physique du microbiote
dans le tractus Gl inhibe la colonisation par dgseees pathogénes. Par exemple, il a été
montréin vitro que la présence dans des isolats fécaux de lesctBram+ anaérobies a un
effet inhibiteur plus grand sur la croissance deckes pathogéenes entériques que des isolats
contenant des souches Gram- anaérobies [195]. Depasés secrétés phactobacillus
diminuent également la colonisationvivo par des souches d&e coli pathogénes [196]. De
plus, il a été suggéré que la présence de SFB ldantuqueuse iléale permet d’exclure
physiquementSalmonella enteriditisde ses sites d’attachement et prévient aussi laien

colonisation par des souchesHlecoli entéropathogenes chez le lapin {Heczko, 2000 #1}.

4.5. Role du microbiote intestinal dans la physiologielgbale de I'hote

L'importance du réle du microbiote intestinal n'gss confinée au tractus Gl lui-
méme. L'utilisation d’animaux axéniques en compoaia I'étude d’animaux SPF a montré

plusieurs défauts dans le systeme cardio-vascylie199].

De plus, le développement du systeme nerveux fesit@fchez les animaux axéniques
avec l'observation d’anormalités dans la régulatien’axe HPA (Hypothalamic-pituitary-
adrenal) réduisant ainsi la perception de la douleuranfmatoire [200]. Ainsi, il a été
montré que le microbiote intestinal influence leve&léppement de I'axe HPA, de maniéere

spécifiqgue dans le temps, influencant ainsi la népode I'hote a un stress [201]. La mono-
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association de souris axénique avec l'espéece Ibamtér Bifidobacterium infantisest

suffisante pour normaliser la réponse au stress oraguement si la colonisation intestinale
par cette souche est réalisée chez les jeunes aifa@2] mettant ainsi en évidence une
fenétre d’action limitée dans le temps pour le lf@veloppement de certains processus

physiologiques de I'hote.

5. Altération du microbiote et impact sur la santé del’h6te : cause ou

conséquence ?

La mise en évidence de I'implication du microbioteestinal dans la physiologie de
’hote ne fait plus doute. Cependant, de nombreymeturbations de la composition du
microbiote peuvent étre la cause ou la conséquaecenombreuses pathologies chez
'Homme. Des différences dans la composition mi@onbe ont été proposeées pour étre
impliquées dans de nombreuses pathologies métalesligpbésité, diabetes...), I'allergie, les

maladies inflammatoires de l'intestin ou encor€RC [54].

Néanmoins, il est tres difficile a ce jour de détierer si I'altération du microbiote

intestinale est la cause ou la conséquence duajipeahent de la pathoglogie.

5.1. Les désordres métaboliques

5.1.1. L'obésité

La relation entre microbiote intestinal et obésitéeté mise en évidence pour la
premiére fois chez des souris axéniques colonigees une flore conventionnelle. Le poids
des animaux axéniques nouvellement colonisés augnuemsidérablement (plus de 50%)
deux semaines aprées la colonisation contrairemeatgsaanimaux conventionnels. De plus
'expression d’ARNmM codant pour les enzymes impdeg dans la biosynthese d’acides gras
est augmentée alors que la sensibilité a I'insustediminuée [203]. D’autre part, Turnbaugh
et al. montrent que la colonisation d’animaux axéniquas yn microbiote issu de souris
obeses (souris ob/ob) résultent en une augmentaigmificative de la prise de poids en

comparaison a des animaux axéniques colonisésuavetcrobiote d’'individus minces. Les
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auteurs suggerent que le microbiome d’individussebéa une capacité augmentée pour
accumuler de I'énergie a partir de la nourritureralque les souris minces excretent

significativement plus d’énergie dans leur féces/|1

Dans ces études I'analyse de la composition duaicte d’individus obéses met en
evidence une augmentation de la proportionFesicuteset une diminution du nombre de

Bacteroidetegomparé a des animaux minces [123, 157, 160].

5.1.2. Le diabete de type 1

Le diabete de type 1 est une maladie auto-immunelds symptdmes sont causés par
la destruction des cellule$ du pancréas, cellules productrices de [IinsuliiZes
modifications dans Il'alimentation qui modulent leicrobiote intestinal en réduisant le
nombre total de bactéries caecales protegent clenti&veloppement de la pathologie chez le
rat [204, 205]. D’autre part, la relation microldfiabete de type 1 a été faite avec
I'utilisation de souris NOD (Non Obese Diabetiy qui sont des souris génétiguement
modifiées pour développer le diabéte de type 1tilisation de souris NOD MyD88ko révele
que la destruction des cellulBsest MyD88 dépendante. La comparaison du microldete
souris NOD MyD88ko ou NOD MyD88ko/+ montre une damiion du ratio
Firmicutes/Bacteroideteschez les individus NOD MyD88ko protégés contre le

développement de la pathologie [206].

Comme dans le cas de I'obésité, le traitement dassblOD par le probiotique VSL#3
(un cocktail deLactobacilles Streptocoqueset Bifidobactérie¥ réduit la destruction des
cellules B du pancréas et l'inflammation locale grace a lrmegtation de la production

d’IL10 (dans les plaques de Peyer) et au niveaigsyque dans la rate et le pancréas [207]

5.2. Les maladies inflammatoires de I'intestin

Les maladies inflammatoires de I'intestin (IBD) regpent la maladie de Crohn (MC)
et la colite ulcérative (UC pounlcerative coliti§). Ce sont des pathologies multifactorielles
associant la génétiqgue humaine et la compositiomidtobiome. En plus de I'observation de

défauts génétiqgues humains, une dysbiose bactéraegte décrite chez les patients souffrant
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d’IBD [208-210]. Les patients souffrant d’IBD prédent une diminution de la diversité dans
leur microbiote et une augmentation du nombre d#ébas en contact avec la muqueuse
intestinale. Une réduction du nombre des deux pbylacipaux, lesBacteroideteset les
Firmicutesest observée chez les patients souffrant d’IB1J2lles patients souffrant de MC
montre une augmentation desotéobactérieset plus particulierement de I'espéeEe coli
[212].

Des études expérimentales réalisées chez des aniax@&miques ont pu mettre en
evidence I'implication du microbiote intestinal date développement de cette pathologie.
Les animaux axéniques ne développent pas d’inflamomantestinale [213]. De plus le role
de la bactérie commensdfe prauznitziia largement été montré comme étant une bactérie
importante dans la maladie de Crohn. Son nombretlévec I'avancée de la pathologie et
chez 'Homme, une diminution du nombre de prauznitzii est associée avec une
augmentation de la fréquence des rechutes daredie de la maladie de Crohn [156, 214,
215].

5.3. le cancer du cblon

Bien que peu d’études abordent la composition darahiote chez les patients
souffrant de CRC, de récents travaux indiquentdifférences lors de la comparaison du
microbiome de patients et de personnes asymptonegtiPar exemple, I'analyse des selles
de patients souffrant de CRC montrent une augmentdes populations déacteroidete®t
Prevotella spp. en comparaison aux personnes asymptomatiffiéd. De plus, une
diminution du nombre d&irmicuteset une augmentation de la proportionBheteroidetes
est observé avec I'age, mettant ainsi en relaBomément d’apparition de la pathologie (age
mar) et 'augmentation ddgacteroidetes

5.4. L’allergie

Bien que I'amélioration dans la santé humaine a@toihgement de la durée de vie
depuis le 19éme siécle ont été faites grace aurcaeas des conditions sanitaires et de

'augmentation de I'’hygiéne constante au coursethops et ont permis de réduire la mortalité
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due aux épidémies et aux maladies infectieuses a®iéne drastique, il apparait depuis
guelques décennies que la faible exposition dentirbe a des microbes est délétere pour la
santé humaine. Proposée par Strachan en 1986,ptithgse hygiéniste” suggére que
I'exposition inadéquate a des microorganismes tmui produits se développant en réponse
aux conditions d’hygiene de plus en plus drastiqiépitaux, produits aseptisant, hygiene
accrue...) et aux conditions de vie moderne (fanplles petite, utilisation d’antibiotiques,
césarienne, vie citadine aseptisée...) sont resptassdb 'augmentation de la prévalence de
maladies allergiqgues comme l'eczéma ou l'asthme. efffet, ces pathologies sont en
recrudescence dans les pays ayant adoptés urdstyie “aseptisé” (pays développés) [217,
218]. L'incidence de ces pathologies est réduitgsdas populations présentes dans les pays
moins industrialisés ou dans les zones ruralepdgs développés. Des défauts quantitatif et
qualitatif dans le microbiote intestinal et notanmingendant la phase d'acquisition du
microbiote chez le trés jeune enfant ou il joueguand réle dans le développement du
systeme immunitaire pourrait expliquer les diff@es observées entre les populations. Le
terme de “vieux amis”, rend compte des microbegimaires des plantes, du sol et des
animaux domestiques qui ont co-évolués avec I'Horamamt leur changement de conditions
de vie dans un environnement urbain aseptisé [220]. Il est possible qu’'un microbiote
inadéquat ou insuffisant (absence des “vieux anmgsf)duise a la dérégulation du systeme

immunitaire induisant des changements dans la sgpaltergique [221-223].
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ESCHERICHIA COLI : HOTE NATUREL DU TRACTUS DIGESTIF

1. Généralités surkE. coli

Escherichia coli(E. col) a été découvert en 1885 par le pédiatre allenTdrebdor
Escherich dans des selles de nourrissons. D’abppelé&e Bacterium coli commun@ar
Eschrich, elle a été rebaptidéscherichia colien 1919E. coli est une bactérie Gram négatif
qui appartient au phylum desProtéobactériesa I'ordre desntérobactérieset a la famille
des EnterobacteriaceaeE. coli est la bactérie aérobie-anaérobie facultative raie du

tractus Gl chez les mammiféres.

Hote commun de la microflore commensale intestidald Homme et des animaux a
sang chaudk. colis’établit dans le tractus digestif des les preaesdreures aprés la naissance
et sa niche écologique est la surface luminal€idiedtin et plus précisément du colda.
coli constitue alors tout au long de la vie I'espécetdréenne dominante de la microflore

anaérobie facultative de I'intestin.

De nos joursk. coli est sans doute I'organisme vivant le plus conrle ptus étudié :
en effet, 'ancienneté de sa découverte et sareullisée (division toutes les 20 minutes a
37°C dans un milieu riche) ainsi que ses grandpaadit#ts transformantes en font un outil
d’étude de choix. Le nombre important de publicgaiccientifiques en témoigne (295534
publications a ce jour).

Si E. coli est avant tout un héte commensal du microbioestital, elle est aussi un
redoutable pathogene pour 'Homme et les animasarg chaud. LeE. coli pathogénes,
regroupées en différents pathovars, sont l'une ptexipales causes de morbidité et de
mortalité chez 'Homme dans le monde. En effetgceaannéd. coli est responsable de la

mort de plus de deux millions de personnes soufffamfections intra- ou extra-intestinales.
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2. Classification, diversité et éléments génétiques ribes desE. coli.

2.1. Classement en sérotype

Au sein de l'especé&. coli, 'une des premiéres classifications a été basédas
distribution non aléatoire des antigénes ou séemget a été réalisée pour la premiére fois en
1976 par Orskowet al. [224]. E. coli peut ainsi étre classifiée en sérovars, en fonatie

I'association de plusieurs antigénes spécifiques :

- 'antigéne somatique O, définit le sérogroupeenlexiste plus de 150. Les antigénes
somatiques sont composés de lipopolysaccharideS)(pRésents sur la paroi bactérienne.
Certaines molécules de LPS (ou antigene O) protélgebactérie de I'action lytique du

complément, de la fixation des anticorps ou enderka phagocytose.

- 'antigene flagellaire H est de nature protéiguesntre en jeu dans la structure du
flagelle permettant ainsi la mobilité de la ba&étia diversité des antigenes H est due aux
différents types de flagelline et il en existe piies56.

- les antigénes de capsule K sont désignés péattess L, A ou B. L'antigéne L est le
plus fréquent mais est thermolabile, I'antigéne #X eare et est un antigéne capsulaire
thermostable. Enfin, I'antigéne B est toujours priéschez lesE. coli entéropathogenes
isolées de gastro-entérites infantiles. 80 antigéhent été dénombrés dans les souchds. de

coli.

Au vu de la diversité des antigenes O, H et K tetés dans I'espede. coli, un grand
nombre de sérotypes ont été décrits [225]. Le yéagie destE. coli est tres utilisé en
épidémiologie pour différencier les souches.

2.2. Classement en groupes phylogénétiques

Dans les années 1980, Ochman et Selander établigsencollection de référence
représentative de la diversité des soucheB.dmli, la collection ECOR (&scherichia coli
reference collectiom) [226]. Dans le méme temps, ils ont montré panalyse en
électrophorése des différents locus de plus d’'ungtaine d’enzymes (méthode MLEE pour

« Multilocus enzyme electrophoresis exprimées par les souchés coli, une distribution
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phylogénétique des souchesHlecoli. Ainsi, quatre groupes phylogénétiques majeut£tin
identifiés : A, B1, B2 et D [227, 228]. Clermoset al., au début des années 2000 ont
développé une méthode simplifiee afin de détermimegroupe phylogénétique des souches
de E. coli par une analyse en PCR de deux geramiA et yjaA et un fragment d’ADN,
TSPE4.C2 [229]. De nos jours, I'analyse phylogén#tides souches @ coli est réalisée
grace a la méthode MLST [ulti-locus sequence typing. Cette méthode a permis, grace
au séquencage de huit genes de ménage du core gée&mcoli d’affiner leur classification
en six groupes phylogénétiques distincts : A, B4, B, E et F, ces deux derniers appartenant

auparavant au groupe D [230, 231].
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Figure 17 — Analyse phylogénétique utilisant la mébde MLST.

D’aprés Jauregugt al.,[231]. Dans cette étude, la méthode MLST est basédanalyse de la séquence de 8
génes de. coli. De 161 souches bactériémiques (cercles), 67 ssuté la collection ECOR (carrés) et sept
souches d&. colide référence (triangles).

L’analyse phylogénétique des souchesdeoli a apporté des données sur I'évolution
des souches de. coli. Ainsi, Lecointreet al.,ont pu déterminés grace a I'analyse des arbres
phylogénétiques que le groupe B2 est considéré etargroupe ancestral du lignagekle

coli alors que les groupes A et B1 sont les plus rédese].
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De maniére générale, les souches commensalesamume les souches pathogénes se
répartissent au sein de l'ensemble de l'arbre m@netique. Cependant, les souches
responsables d’infections extra-intestinales soinicipalement retrouvées au sein du groupe
B2 et minoritairement au sein du groupe D, alors lgg souches pathogenes responsables de
diarrhées aigues et séveres, majoritairement &es0d@ la production de toxines et/ou au
détournement des fonctions de la cellule héte srcitsivement retrouvées au sein du groupe
D.

2.3. Le groupe phylogénétique B2

A Figure 18 - Arbre phylogénétique de 68 souches
P deE. coli
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Parmi ces groupes phylogénétiques, le groupe B& phcien présente une grande
diversité génétique et 9 sous-groupes ont été iften{233, 234] Figure 18). De plus, le
groupe B2 est le plus représenté parmi les soudwées chez les personnes saines
(asymptomatiques) et sa prévalence augmente damisiombreuses années dans les
populations des pays industrialisés [235, 236]. é&ifet, tandis que les souches B2
représentent plus de 50% des souches isolées dangdes des populations des pays
industrialisés, moins de 10% sont retrouvées chezAmérindiens de Guyanne francaise
[237]. Cette prédominance s’observe des la naisspuisque plus de 50% des soucheg de
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coli isolées a partir de selles d’enfants appartienrsntgroupe B2 [238-240]. Enfin,
Nowrouzianet al. ont montré que les souches du groupe B2 ont upacita supérieure a
persister dans le microbiote commensal humain, eoéhgux autres groupes phylogénétiques
du fait de I'expression de facteurs (nommés cidaEset donc une meilleure capacité a
coloniser le tractus digestif [239].

2.4. Plasticité génomique deg&. coli

Figure 19 — Plasticité génomique des souches de
E. coli.

D’aprés Hendrickson [241]

Diagramme montrant en rose le « core génome »,
génes communs a toutes les souches, en jaune le
nombre moyen de génes porté par chaque souche

deE. coliet en vert, le pan-génome [242].

Contenu moyen
du génome
de E. coli

Core génome
de E. coli

Pan-génome
de E. coli

(1976 génes) (17838 genes)

(4721 genes)

Le patrimoine génétique de la soucheEdeoli de laboratoire K-12 non pathogene a
été entierement séquencé en 1997. Son génome cuingdy@ millions de paires de bases
codant environ 4200 protéines [243]. Le séquencageessif, en 2001 de deux autres
souches dée. coli pathogenes, unk. coli entérohémorragique (EHEC) responsable de la
« maladie du hamburger » et une soucheEdeoli provoquant des infections urinaires et
meéningites néonatales, révele geeulement 40% de leurs genes sont commuii44].

Chez 'Homme et les grands singes plus de 99% élesrges sont identiques !

Chaque souche de. coli porte en moyenne 4 721 génes, et seulement 1&Tésg
appartiennent au « core génome », c'est-a-direigigeiement 11% du nombre total de génes
retrouvés au sein de I'ensemble des souchds. deli séquencées est commun a toutes les
souches. La totalité des génes retrouvés dansoleshas deE. coli est appelée le « Pan-
génome » et est estimée aujourd’hui a 17 838 génass ce nombre n'est pas exhaustif

[242]. Malgre le fait que les fonctions fondameesah la survie et a la croissance d’une
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souche deE. coli soient relativement bien connues dans un modeat&ten (étude d’une
espéece particuliére), aucune soucheEdecoli ne peut représenter toutes les especes de
maniere exhaustiv&Chaque souche dé&. coli est unique de part I'expression de ses genes
(Figure 19).

Figure 20 — Sites de colonisation ddsscherichia
coli pathogénes.

D'aprés Croxen et al. LesEscherichia coli
pathogénes cdlonisent divers sites de I'organisme.
NMEC = E. coli méningitiques néonatales. UPEC
= E. coli uropathogénes. EHEC E. coli entéro-
Circulation sanguine: hémorragiques. EPEC E. coli entéropathogénes.
UPEC et NMEC DAEC = « Diffusely adherent &. coli EIEC =E.

coli entéro-invasives. ETEC . coli entéro-
toxigéniques. EAEC £. coli entéro-aggrégatives.

Cerveau: NMEC

_ Gros intestin:
EHEC, EIEC et EAEC

Rein: UPEC

Intestin gréle: EPEC,
ETEC, DAEC et EAEC

Vessie: UPEC

Cette grande plasticité génomique explique le nendébevé de pathovars différents
retrouvés parmi I'espede. coli. E. coli est un redoutable pathogene responsable d’infectio
intra- et extra-intestinales comme les infectiorisaires et I'apparition de méningites chez le
nouveau-né. A ce jour, huit pathovars ainsi que teécanisme infectieux ont été décrits. Six
pathovars intestinaux, les EPEE. (coli entéro-pathogenes), les EHEE. (coli entéro-
hémorragiques), les ETEE.(coli entéro-toxigéniques), les EIEE.(coli entéro-invasives),
les DAEC (« Diffusely adherent . coli) et les EAEC . coli entéro-aggrégatives) sont
diarrhéiques alors que deux pathovars, les URECli uropathogenes) et les NMEE.(
coli méningitigues néonatales) sont des ExPECc6li pathogénes extra-intestinales) [245].
Avec son large spectre de pathologies différeries;oli est une des principales causes de
morbidité et de mortalité chez ’'Homme dans le ner@haque année les infectiong.acoli
provoquent plus de deux millions de morts chez degants diarrhéiques et souffrant

d’infections extra-intestinalegigure 20).

Cependant, malgré cette grande diversité génomitpuegénome dek. coli est

extrémement organisé avec l'observation de la poesele spots d’insertions des éléments
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génétiques mobiles distribués non aléatoiremergt autface du génome de coli. Ainsi
linflux de génes est confiné dans un petit nondegositions conservees sur le chromosome

gui sont souvent associées avec a des intégraskssARN de transfert, ARNt [242, 246].

2.5. Lesilots génomiques et/ou de pathogénicité

Le transfert horizontal de gene et la perte diimation génétique contribue aux
variations observées dans le contenu et la steicturgénome. Ainsi, les génes de virulence
associés aux souches #e coli sont fréquemment localisés sur des éléments gglesti
mobiles comme les bactériophages, les plasmidestdasposons ou les ilots génomiques de
pathogénicité et transmissibles par échange deriglagenétique entre les différentes
souches. Cette grande plasticité génomique a pertiespecde. colide coloniser différentes
niches écologiques; ce qui explique la grande rditéee des pathovars et des souches

commensales retrouvées dans cette espece bactéfregure 21).

Les Tlots de pathogénicité (ou ilots génomiquesftieanent un ou plusieurs génes de
virulence codant pour les traits de virulence nemiess a l'adhésion, la colonisation,
l'invasion et la sécrétion des toxines bactérienmgervenant dans les meécanismes de
pathogénicité mis en place lors d’infections par tifférents pathovars de. coli [242].
Cependant certains de ces ilots sont aussi préd@méses souches commensale& deoli et
permettent d’augmenter les capacités d’adaptatiefitness ») des bactéries a leur
environnement [247]. Ces ilots génomiques pouvlet pisqu’'a 200kb sont généralement
insérés sur le chromosome bactérien au niveau dessgd’ARN de transfert (ARNt) et
acquis par un processus de transfert horizontalr tentenu en motifs GC est plus élevé a

leur extrémité comparé avec le reste de 'ADN hédetéFigure 1Figure 21).
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Transposon Plasmide Phage Tlot de pathogénicité
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Commensal E. coli

Délétions, mutations, ’
transfert de géne horizontal v v v v ‘

Commensal E. coli Pathogenic E. coli
Facteur de « Fitness » Acquisition de génes de virulence

Figure 21 — Contribution des éléments génétiques roibes a I'adaptation desE. coli commensales et a
I'évolution d’'une E. colicommensale vers un caractére pathogéne.

D’apres Kaper et al., De nombreux facteurs de eiroé sont codés par les éléments génétiques medddegue

des transposons (ex : I'entérotoxine ST) ; desnpldes (ex : I'entérotoxine LT), des bactériophaflastoxine

Shiga) ou des flots de pathogénicité (=PAl, pathags island) comme le LEE.
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3. E. coli: sa place au sein du microbiote intestinal

Toutes les souches de coli n'ont pas les mémes capacités pour résider audsein
tractus Gl chez 'Homme. Ainsi, I'étude de la capaaes souches a persister dans le
microbiote intestinal humain a permis de difféerenaes souches dites résidentes, présentes
dans le microbiote intestinal plusieurs semainesnmis de souches transitoires, présentes
seulement quelques jours ou semaines [239, 248]cdpacité des souches &e coli a
coloniser le microbiote intestinal est liée a l'acwlation de facteurs pouvant contribuer a la
persistance des souches dans la lumiére intestiAaisi, les souches résidentes expriment
plus souvent des protéines frimbriaires de typéfiae P et les génes qui leur sont associés
gue les souches transitoires. Les génes codant lfjmmolysine, I'aerobactine, d’autres
facteurs de virulence et les antigénes capsuldest K5 sont eux aussi plus souvent
retrouvés dans les souches résidentes. Ces factrgent exprimés dans les souches
pathogenes dé&. coli sont aussi retrouvés dans les souche€deoli commensales et

contribuent ainsi a la colonisation du tractus slifjgar la souche.

3.1. E. coli est une des premieres bactéries a coloniser le ¢tas digestif du

nouveau-né.

Les premiéres bactéries a coloniser le nouveauard ks bactéries aérobies-
anaeérobies facultatives telles que Esérobactériesou lesLactobacilles(Chapitre 1.2 —
p30). Elles colonisent de maniere importante etdepintestin du nouveau-né [236]. La
présence d'oxygene dans le tube digestif au coaspdemiers jours qui suivent la naissance
permet auxentérobactérieset notamment &. coli d’étre parmi les premiéres bactéries a
coloniser le tractus digestif du nouveau-né dasptemiéres semaines de la vie. Ensuite, ses
capacités anaérobies lui permettent de rester ldaflere dominante anaérobie lorsque la
totalité de l'oxygéne a été consommeée. Au cours mresniers jours de la viek. coli
représente ainsi la bactérie majoritaire du mi@biintestinal avec plus de ®1@fu par
gramme de féces avant I'expansion des bactériesr@ias strictes [114, 249, 250]. Ainsi,
chez les nouveau-nés agés de un mois, environ @d#rdrent dans leur microbiote au moins
une souche dE. coli[114, 116] Figure 22).
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Les premieres souches a coloniser le tractus dighstnouveau-né proviennent du
microbiote fécal de la mére et aussi de I'enviranest du nouveau-né (sage-femme, salle
d’accouchement...) [251]. De ce fait I'augmentatioes dconditions d’hygiéne dans les
hdpitaux et les pays industrialisés ont réduitdbbmisation précoce des nouveau-nés par
coli [233, 238].

D’autre part, il a été montré que des souche€deoli colonisant le tractus du
nouveau-né s'implantent mieux et persistent plusgtemps aprés la naissance que les
souches d&. coliapparues plus tard dans la vie de I'enfant [2B2]plus, la colonisation du
tractus Gl par une souche &e coli commensale peut s’adapter génétiquement a l'intest
murin et devient ainsi une meilleure souche cohinise que chez la mere en utilisant par

exemple les nutriments de maniere plus efficac8-2Z5b].

Pendant I'enfance, Ids. coli sont détectés chez prés de la moitié des enfamgsire
concentration est d’environ 19@fu/gramme de féces [256]. Cependant parmi leargsf
présentant des pathologies, la prévalence et leectration pouk. coli et des autres especes
d’Entérobactérieaugmentent [256, 257Figure 22).

Foetus Nouveau-né Enfant 1an Adulte Personne agée
Une des 1°r
Environnement bacténe a

stérile coloniser le
tractus digestif
Escherichia coli

Escheri_chia 0 St
coli

Figure 22 — Evolution de la colonisation du tractusligestif humain par Escherichia coli.

Le tractus digestif est stérile a la naissancendugveau-né est rapidement colonisé pacoli qui est alors la
souche majoritaire avant de s’établir dans la feaes-dominante a I'adge adulte. Cependant elle fastouche
aérobie facultative la plus importante a I'age selul
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3.2. ATl'age adulte, E. coli est toujours présente dans le microbiote intestina

Aprés deux ans, le nombre &e coli se stabilise autour de %.6fu par gramme de
feces et graduellement décroit avec I'age.coli n'est alors plus la souche bactérienne
majoritaire mais s’integre dans la flore sous-dante a 'age adulte. Cepend&ntcoli reste
la souche aérobie-anaérobie facultative la plugésgmtée et’Entérobactérie la plus

importante dans le microbiote adulte.

L’homéostasie nécessaire pour la colonisation dictus Gl par des espéeces
bactériennes commensales et I'exclusion des espatesgenes loin des muqueuses est aussi
retrouvée au sein de I'espeEe coli. Malo et al., ont montré récemment qu'une enzyme
intestinale, IAP (Intestinale Alkaline Phosphatd$eétait nécessaire pour I'exclusion des
bactéries pathogénes de I'épithélium intestinaleeteur translocation a travers I'épithélium
intestinal. En revanche, la perte de cette enzyrhibé la colonisation du tractus digestif par
des souches commensales et notamment par la seuduod et inhibe leur survie au profit
des bactéries pathogenes. Ainsi, I'enzyme IAP Igedlp est exprimée inhibe la translocation
de bactéries pathogénes a travers la muqueusdinatesen favorisant la croissance des

bactéries commensales et notammeri depli [258].

Cependant, de nombreux autres facteurs entreriuetigns la colonisation ou plut6t le
maintien de la colonisation pé&. coli : le métabolisme dei. coli, I'age, la susceptibilité a
développer des pathologies intestinales et extesfimales, le gel de mucus, I'accessibilité

aux nutriments...

3.2.1. La colonisation de lintestin par E. coli dépend den métabolisme

Afin de coloniser et de persister dans le tractigeddif, les souches dE. coli
commensales doivent synthétiser et consommer dapases particuliers. Ainsi, la synthese
de pyrimidines et purines est nécessaire a la sodelit. coli commensale MG1655 pour

coloniser le tractus Gl chez la souris [259].
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3.2.2. La disponibilité des nutriments

Leathamet al., ont montré que la souche d& coli commensale MG1655 était
résistante a une colonisation supplémentaire par€lame souche. En revanche la colonisation
du tractus digestif par une soucheElecoli différente de la premiere est possible [260]. Il
semble donc que différentes souche€deoli ont des programmes nutritionnels différents
permettant leur croissance dans l'intestin. Legdhces d'efficacité de la colonisation par
chaque souche de. coli peut s’expliquer par I'occupation spécifique deheis écologiques

différentes possédant des propriétés nutritionsejle leur sont propres [260].

De plus, afin de renforcer I'hypothese que chaqueclse deE. coli possede des
propriétés différentes tant au niveau génétique quétabolique pour coloniser
préférentiellement le tractus Gl, le choix des inunts par chaque souche est porté par les
génes du pan-génome [261, 262].

Enfin, l'utilisation différentielle des nutrimen{sucres, carbonne...) par les souches
deE. colicommensales ou pathogénes conditionne elle asssapacités colonisatricesie
coli [263, 264].

3.2.3. La croissance des E. coli dans le gel de mucus'idésistin

De nombreuses études montrent que le gel de mecaig sne source de nutriments
pour lesk. coli. Des expériences d'immunofluorescence en FISHu@rescence in situ
hybridizatiorf) de l'intestin murin ont montré que la souche He coli BJ4, une souche
commensale isolée chez le rat, était dispersée ldagsl de mucus mais non associée avec
I'épithélium [265].In vitro, une croissance rapide des soucheE.deli est observé dans du
mucus intestinal. En revanche, la croissanceElesoli est arrétée en présence du contenu
luminal [266]. Parmi les mutants d@e coli incapables de coloniser le tractus Gl, nombreux
sont ceux incapables de pénétrer le gel de muausudsivre ou de croitre dans le gel de
mucus [267] Figure 23).

Il semble dans que la capacité descoli a se multiplier et a survivre dans le mucus
soit une condition critique et nécessaire pourrasda colonisation du tractus digestif. Ainsi,
au moins sept sucres différents issus du métabelthmmucus contribuent a différents degrés
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a la colonisation du tractus digestif par la soudbE. coliMG1655. Le plus important sucre

décrit est le gluconate.

Figure 23 — Observation de la souchk. coli BJ4 dans le cblon.

D’aprés Poulsen et al., [266]. FISH réalisé sur ctagpes de 10um d’épaisseur. En rouge, la sondé33C
marque le€. coli. La sonde EUB338 en vert cible la totalité desdraes. En bleu, la surface de I'épithélium a
été marquée. (A) Coupe réalisée un jour aprésvaggaavec la souche coliBJ4. (B) Coupe réalisée 10 jours
aprés le gavage avec la souéheoli BJ4.
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CHAPITRE IV

LA COLIBACTINE : UNE GENOTOXINE BACTERIENNE

E. coli produit de nombreuses toxines dont les cyclomadsliqui piratent le
déroulement du cycle cellulaire de I'héte. Quatrel@amodulines ont été décrites chezcoli
(Figure 24) :

- une gclomoduline activatricequi stimule la prolifération des cellules: CNF

(« Cytolethal Necrotizing Factos)

- trois cyclomodulines inhibitricequi bloquent la mitose et la progression du cycle
cellulaire en différentes phases : CDT Qgolethal Distending Toxin), Cif

(« Cycling inhibiting factor») et la Colibactine.

CYCLOMODULINES INHIBITRICES CYCLOMODULINES ACTIVATRICES

@ ] s*’ﬁ R
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Figure 24 — Les cyclomodulines bactériennes réguleet contrélent la progression du cycle cellulaire.
D’aprés Nougayrede et al., [268].

Cxf

En altérant le déroulement du cycle cellulaire, tB&lomodulines bactériennes
peuvent modifier la réponse de I'hnéte. D’'une part, stimulant la progression du cycle

cellulaire, CNF peut interférer dans les mécanisdeslifférenciation et de développement
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des cellules et pourrait ainsi étre directement liopm@ dans des phénomenes de
cancérogenese en participant a une prolifératiconmmblée des cellules infectées. D’autre
part, en bloquant la mitose, les cyclomodulineshiitices comme CDT ou Cif, peuvent
empécher la mise en place de la réponse immunitarenhibant la prolifération des
lymphocytes. Enfin, ces toxines bactériennes p@mntaaltérer l'intégrité de la barriere
épithéliale en ralentissant le renouvellement dpithélium intestinal favorisant ainsi le

maintien de ces souches dans les cellules infe[268s269] Figure 24).

La Colibactine est une cyclomoduline codée pariloingénomique appel@ks et
frequemment retrouvé chez l|é&ntérobactérieset majoritairementE. coli [270]. Cette
cyclomoduline est une génotoxine dont la strucagteencore inconnue a ce jour, mais dont

les effets sur la cellule héte ont été caractéps@d’équipe d’Eric Oswald.

1. L"1lot génomique pkset la machinerie de synthese de la Colibactine

La biosynthese de la Colibactine est assurée pamacthinerie enzymatique qui est
codée par un flot génomique appelgks »pour polyketide synthase. Décrit pour la premiere
fois en 2006 par Nougayreeeal, I'llot de 54 kb, comprend 23 genes dont 16 sssentiels
pour la synthése de la Colibactine, un composéidighite polycétide-peptide non ribosomal
(PK-NRP) (Figure 2p[270].

L’analyse in silico des génes essentiels pour l'activité de la Cdiibaca permis
d’identifier leur fonction putative : trois génesdent des PKS (Rolyketide synthaseg
(cIbC, clbl et cIbQ), trois genes codent des NRPSN@n-ribosomal peptides synthases
clbH, clbJet clbN), deux genes codent des hybrides PKS-NR#®B (et clbK) et six génes
codent des enzymes dites accessoires. Parmi ces genessoires, le geabA code pour
une phosphopantéthéinyl transférase (PPT), enzymespiensable a l'activation de la
machinerie de synthéese de la Colibactine. Parmipteséines essentielles, ClbL, annotée
« amidase » et CIbP annotée « protéine FmtA-likénterviennent habituellement pas dans
la biosynthese de composés PK, NRP ou PK-NRP. Reéeeaincristallisée, la protéine
extracytoplasmique CIbP est une peptidase a actiwebablement impliguée dans la
maturation de la Colibactine [271].

Sept des protéines codées par lillot ne sont pgsiges pour la synthése de la
Colibactine : la protéine CIbR possede un motifigison a I’ADN et pourrait intervenir dans
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la régulation transcriptionnelle de cet ilot génguei, une pompe a efflux, CIbM, une
intégrase et trois transposases impliquées promaliedans la mobilité de Illot. Enfin, le

geneclbQ code pour une thioestérase de type Il qui pouimégrvenir comme enzyme de

réparation lors de la biosynthése des NRPK en @dinti les monomeres incorrectement
incorporés [272].

Nl iz
pt nrps-pks ks acp at nrps pks
{‘!Isl' m IIM Il ”ﬁ HIII (III
A b
tl‘ f t\ -\qnl\\'
nrps pks-nrps am " nrps pks " A
W“W‘Q’WW.» 4—‘
] ] L | ] L ] ;‘M]

Figure 25 — Représentation schématique de I'llgiks

D’aprés Nougayrédet al Les génes essentiels a la synthése de la Catfibaet a I'effet cytopathique sont
indiqués en bleu (bleu foncé pour les NRPS et PKleal clair pour les enzymes accessoires). Lesgann
essentiels pour induire I'effet cytopathique samtigués en blanc. Clb = Colibactin. Les fonctionédites de
chaque gene sont indiquées au dessus de chaque gphe= phosphopantéthéinyl transféraseps =
«nonribosomal peptide synthetasgoks= «polyketide synthase hcdh= hydroxyl acyl coA déhydrogénase,
acp= «acyl carrier protein», dhg= off déshydrogénasaf = acyl-transférasgm= amidasete = thioestérase.

2. La synthése des composés « NRP et PK »

La biosynthése des PK et NRP, deux classes de dfiégbsecondaires, a été
principalement observée chez les microorganismesgytee les bactéries et les champignons.
Chez lesEnterobacteriaceae seuls deux composés PK et NRP, |'entérobactindaet
yersiniabactine (hybride PK-NRP), deux sidérophdsgstémes de chélation du fer) ont été

décrits avant la découverte de la Colibactine €67070].

Les NRPS et PKS sont des systemes de synthése aemudecules qui produisent
des chaines complexes de peptides et de polyketidggectivement. L'essentiel des
médicaments d’origine naturelle produits jusque sdée#s années 1990 appartenait aux
familles des composés PK, NRP et hybrides PK-NRR: nombreux antibiotiques

(pénicilline, céphalosporines, tétracyclines, owcoea I'érythromycine), des antifongiques
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(nystatine), des antiparasitaires, des hypochotdétéiants (lovastatine), des

immunosuppresseurs (cyclosporine, rapamycine, Iltamrs) et des meédicaments

anticancéreux (bléomycine ou doxorubicine).
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Figure 26 — Exemples de métabolites secondairestgpe PK, NRP et hybrides utilisés en médecine.
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Les composés de type PK, NRP et PK-NRP sont dgsréres synthétisés par des
complexes multienzymatiques formés de mégasynthetsé'®nzymes discretes, c'est-a-dire
gu’elles ont une activité enzymatique unique. Lesnameres sont issus du métabolisme
primaire (acides aminés pour les NRP et les aadésoxyliques a chaines courtes pour les
PK) ou du métabolisme secondaire (acides aminépraiginogenes synthétisés a partir des
meétabolites primaires par des voies du métabolisesendaires généralement codées par le
groupe de génes comprenant les genes des mega®g)thaes enzymes NRPS et PKS sont
de trés grandes protéines organisées en modulgan@&mes subdivisés en domaines et
fonctionnent comme des chaines d’assemblage asdesitd’'une ou plusieurs mégasynthases
et catalysant plusieurs réactions se découpambenphases :

- linitiation

- I'élongation : chaque module permet I'élongationcdmposé et consiste en I'addition
d’'un monomere sur le composé en cours de synthése.

- la modification des monomeres au cours des difféeephases d’élongation ou apres
'assemblage. Ces modifications sont assurées aus cde I'élongation par des
domaines optionnels des mégasynthases et a lafimgsemblage par des enzymes
discretes, dites de « finition », frequemment cedéans le cluster comprenant les
géenes des mégasynthases. Ces nombreuses modificat® I'oligomére sont a
I'origine de la diversité des composés, notammentype PK, et sont essentielles a

leur activité biologique.

Figure 27 — Domaines essentiels formant

les modules des PKS et des NRPS.
D’aprés Fischbach et Walsh [273].

H
e ketouynitiese, 45 k0a . condensation, 50kDa
0 acyltransferase, 50 kDa . adenylation, 50 kDa
thiotation, 8-10 kDa E] eon Al

Les mégasynthases PKS, NRPS et PKS-NRPS asswsseiitiel de la synthése des
composés PK, NRP ou hybride PK-NRP. Chaque modolesue trois domaines de
base [273] kigure 27):

1- le domaine de Thiolation = T, ACP, PCP fixe ithc aminé monomeérique sur la

mégasynthase par une liaison thioesther.
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2- le domaine de KetoSynthase (KS) des PKS condetsenonomere sur la chaine
d’oligomére en croissance et le domaine de CondienséC) des NRPS crée une liaison

peptidique entre deux monomeres.

3- le domaine AcylTranférase (AT) des PKS et le dom d’Adénylation (A) des
NRPS reconnaissent le monomere spécifique et éedac liaison thioesther au domaine de

Thiolation.

2.1. Les chaines d’assemblage des composés PK

Trois types de PKS ont été identifies. Les PKS rabéent des monomeres

carboxyliques dérivés de I'acide malonig&gg(re 27).

- Les PKS de type | (multimodulaires) ont un modesgéanblage linéaire et utilisent les
trois modules une seule fois dont I'ordre typique I8 module enzymatique est KS-
AT-T. Le domaine T est aussi appelé ACP pour « AZgtrier Protein » et porte la

chaine acyle en cours d’élongation.

- Dans les PKS de type Il, on retrouve les domaine®ACP (reconnait le substrat en
'absence de domaine AT) dont le fonctionnementitésatif c'est-a-dire qu’un seul
module peut condenser plusieurs fois le substmtinEle composé est libéré par

I'action d’une thioestérase (TE).

- Les PKS de type lll se distinguent par I'absencelamaine T ou ACP [274].

2.2. Les chaines d’assemblage des composés NRP

Comme pour les PKS, trois types de NRPS sont déchits NRPS de type A (ou
linéaires) dont les modules sont utilisés une skaide les NRPS de type B (ou itératifs), dont
les modules sont utilisés plusieurs fois et le tgpdou type non linéaire), dont certains
domaines sont absents et d’autres fonctionnentdluee fois.

Les NRPS, comme les PKS, sont composés de chdiaesemblage enzymatiques
multimodulaires qui contiennent un module pour cleamonomeére d’acide aminé incorporé.
Les monomeres assemblés sont les vingt acides amlassiques et une centaine d’autres

acides aminés « non-conventionnelles », conférax@ @norme diversité structurale aux
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composés formés. De maniére équivalente aux tmisathes des PKS (KS-AT-T), il existe
trois domaines de base dans un module minimal d®S\NR'ordre conventionnel des
domaines sur le module NRPS est C-AFig(re 27).

2.3. Les chaines d’assemblage des composés hybrides PRIN

Les chaines d’assemblage hybrides contiennentaislales modules enzymatiques de
type PKS et NRPS. Ainsi, les molécules néoformegscps enzymes multimodulaires sont

des dérivés d’acides aminés et de chaines carljoeglicourtes [275].

Les métabolites comme la yersiniabactine ou la bactine seraient issus de ces

chaines d’assemblage.

3. La place de I'llotpksau sein du génome dg. coli

La séquence de lilot est trées conservée chezdeshes deE. coli du groupe B2,
commensales ou pathogenes qui I'exprime ainsi quez cles autres espeéeces
d’Enterobacteriacea€> 99% d’identité des séquences nucléotidiqued),[276]. Cependant,
I'llot fait partie du pool de genes flexibles de coli comme de nombreux facteurs de

virulence [277].

Chez lesE. coli du groupe B2, Illotpks est intégré au niveau d’'une région
chromosomique située dans le locus ARIShW un site privilégié d’insertion et d’échange
d’éléments d’ADN [278]. En revanche, chez les auseuches porteuse& ;pneumoniagk.
aerogenesC. koseriet les trois souches @e coliappartenant au groupe B1, Illot est associé
a des éléments géniques similaires a des éléméntsgdation et de conjugaison (ICE),
ICEEc1 et ICKp1l. [276].
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4. Distribution de Illot pksau sein du microbiote intestinal

4.1. Distribution de Illot pksdans la population adulte

D’aprés I'analyse des souches de la collection EGE#Rection de référence de.
coli), comprenant 72 souches Hecoli, I'llot génomique est presque exclusivement oliserv
au sein des isolats @& coli du groupe phylogénétique B2 ; seulement troisatsalu groupe
phylogénétique Bl portant I'llot ont été observasqu’'a présent [276]. Sa prévalence a
d’abord été analysée dans la collection ECOR, Bt dme autre collection de souches qui
comprenait des souches EXPEC et commensales apgdrteiniquement au groupe
phylogénétique B2. L'llopks a ainsi été retrouvé dans 53% des souches ExPELY)(ret

34% des souches commensales (n=32), dont la spuch®tiqueE. coli Nissle 1917 [270].

Par la suite, la prévalence de l'ilot, ainsi quautfes geénes de virulence, ont été
étudiés dans 131 souches He coli isolées chez des vétérans américains comprenant 62
isolats sanguins de patients malades et 69 isfdataix issus de patients sains. Cette étude
montre que les génes marqueurs de l'ibibA clbB, clbN et clbQ sont significativement
associés a une bactériémie et principalement fitsntichez des bactéries du groupe
phylogénétique B2. Les genes sont présents majeritant dans les isolats sanguins, issus
des patients malades, avec 58% des isolats pasitifise 32% pour les isolats fécaux [277].
Plus recemment, Duboet al ont étudié la distribution de I'llot dans 197 sbes deE. coli
isolées de patients souffrant d’'infections urireigeUPEC (n=146) ou commensales (n=51).
Cette étude montre, a nouveau, que la présencédadesst uniquement associée au groupe
phylogénétique B2. En revanche, les prévalencdédatepksau sein des souches B2, ne sont
pas significativement différentes entre les grouples patients et de personnes saines,
suggérant que I'llopks est principalement associé a une meilleure cadinis et non a une

virulence plus importante [279].
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Figure 28 — Distribution de I"lot pks au sein des groupes
phylogénétique deE. coli.

: D’aprés Nougayréde et al. Détection de l'ijiks parmi les

10 souches dekE. coli de la collection de référence (ECOR
collection). Les souches positives pour [Tlgks sont
désignées en rouge.

“ La recherche de Illopksa été élargie par
criblage PCR. Ainsi, 1565 isolats

2 d’Enterobacteriacaent été étudiés par Puteeal.

= Comme précédemment établi, Iilot est retrouvé
= dans des souches de. coli EXPEC (n=205,

37,1%) et de&. colicommensales (n=142, 19,7%)

appartenant au groupe phylogénétique B2. L'ilot
| pksest également retrouvé dans d’autre espéces de

I PEsGELT 13 famille des Entérobactéries Klebsiella

= pneumoniae (n=141, 3,5%), Enterobacter

! aerogenes(n=11, 27.3%) etCitrobacter koseri

(n=1) [276]. Il est cependant absent des souches de
I 3
{ i E. coli pathogénes intestinales (n=689, EHEC,
D = EPEC, ..., de Shigella spp. (n=10) et de

Salmonella entericén=141) [270, 276, 277].

ECOR group Strain

|

4.2. Présence dée. coli pks+chez les jeunes enfants

L’analyse métagénomique des feces de 13 personmmé®ree santé d’'ages variés,
incluant des enfants non sevrés, révéle que 38dEfpersonnes testées (n=5/13) portent au
sein de leur microbiote intestinal les génes detlfjks De maniére intéressante, cette étude
montre que 60% (n=3/5) des enfants agés de moifsats possedent les genes de I'llot. De
plus, 'analyse de deux familles met en évidence nehation mére/enfant, avec I'observation
dans une des familles du portage des géenes ded’il fois chez la mére et le jeune enfant,

suggérant une transmission maternelle de ces se{28@] Figure 29).

Une étude épidémiologique plus large et plus ré&canété menée au laboratoire par
une pédiatre sur 197 nouveau-nés issus de la ntételm Limoges. A trois jours, 54,3%

(n=108) des nouveau-nés sont colonisés par au mmwiassouche d&. coli et parmi ces
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enfants, 29% (n=31) portent au moins une souchk.dmli dotés de Ilotpkst dans leur

microbiote (Branthomme, 2011).

Nom Genes de Figure 29 — Analyse japonaise
échantillon  Sexe Age Ilot pks métagénomique de la présence
Individu In-A Male 45 ans + des génes de I'llopks
Individu In-B Male 6 mois + Etude menée chez 13 personnes
Individu In-D Male 35 ans - en bonne santé.
Individu In-E Male 3 mois - D’aprés Kurokawat al [280]
Individu In-M Féminin 4 mois +
Individu In-R Féminin 24 ans -
Famille | F1-S Male 30 ans -
F1-T Féminin 28 ans +
F1-U Féminin 7 mois +
Famille Il F2-v Male 37 ans -
F2-w Féminin 36 ans -
F2-X Male 3ans -
F2-Y Féminin 1,5 ans -

Les souches dE. coli intestinales different dans leur capacité a senteair dans le
microbiote des individus. Les souches colonisariaelong terme, ou souches résidentes,
persistent plusieurs mois ou années dans lintestlars que les souches transitoires
disparaissent du microbiote intestinal seulemerglques semaines apres leur apparition.
Souvent, les propriétés colonisatrices des soudees. coli sont liees a leur capaciteé a
exprimer des genes de virulence. En effet, lesmsicdu groupe phylogénétique B2 sont
enrichies en génes de virulence et ont la capdeifgersister dans le microbiote intestinal plus
longtemps que les souches des autres groupes phgltigues [236, 248]. Dans une étude
publiée récemment, les auteurs analysent I'impogaécologique de [I'flopks dans la
capacité des souches He coli a coloniser et a persister dans le microbiotestirtal [281].
Cent souches de. coliisolées sur 130 enfants suédois agées de 0 a Banbété analysées
pour leur capacité de colonisation a long termwrinédiaire, ou de colonisation transitoire
du microbiote intestinal. Une comparaison entreclgsacités colonisatrices de chaque souche
et la présence de IMlgbks a été réalisée. L'llot a été retrouvé majoritaeamparmi les
souches résidentes &e coli (53% contre 28% pour les souches colonisatricesnrédiaires
et 14% pour les souches transitoires) et exclusimtrdans le groupe phylogénétique B2, ce
qui correle avec les études épidémiologiques esgdiprécédemment. De plus, les souches B2
sont principalement retrouvées parmi les soucheglagtes (72% contre 47% pour les

souches colonisatrices intermédiaires et 7% pausdeiches transitoires) ne mettant ainsi en
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évidence aucune différence significative de la gmés de IMlotpks parmi les souches B2,
gu’elles soient résidentes ou transitoires. Desleuprécédentes suggerent que plusieurs
facteurs de virulence associés contribuent a Isigiance des soucheskecoli du groupe B2
dans le microbiote intestinal [236, 238, 239, 2282, 283]. En conclusion, ces données
suggerent donc que l'llgtks ne confere pas a lui seul une meilleure capaesésduches qui

le portent a coloniser le tractus digestif mais rpgiti étre un des multiples traits de
pathogénicité accumulés par les souches B2 et sgreble, ils augmentent les capacités de

colonisation et de persistance de ces souchedalamsrobiote intestinal [281].

5. Effets de la Colibactine

L’infection transitoire de cellules de mammifépes des souches e coli EXPEC ou
commensales porteuses de IMlgks induit une mégalocytose, caractérisée par un
élargissement progressif du cytoplasme et du nodsuitant de 'absence de mitose dans ces

cellules.

La souche de laboratoire @ coli K-12 ne possede pas l'llot génomique et donc
n’induit pas d'effet cytopathique. En revanchestaiche de laboratoire d& coli DH10B,
K-12 hébergeant un chromosome bactérien artifif@AC pour «bacterial artificial
chromosome») portant I'llot pks complet est capable d’induire une mégalocytossi @jne
I'arrét transitoire de la prolifération des cellllimfectées, contrairement a une infection avec
la souche d&. coliDH10B portant le vecteur BAC vid€igure 30) [270].

L’activité cytopathique de la Colibactine est cattdépendant et n’est pas observée
lorsque les bactéries sont séparées des cellulasddtre perméable. De plus, des bactéries
tuées, par traitement antibiotique ou la chalewr,sont pas capables d’induire un effet
cytopathique sur les cellules infectées [270].
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Figure 30 — L"lot pksest nécessaire pour induire I'activité cytopathiqge.

D’aprés Nougayrédet al Des cellules HelLa sont transitoirement infecte=c la souche dg. coli pathogéne
ExPEC IHE3034 ou la souche de laboratoire DH10®8¢da puis incubées avec de la gentamicine pen@ant 7
avant une coloration au Giemsa. Echelle = 50um.

5.1. la Colibactine est génotoxique.

L’analyse du cycle cellulaire de cellules de manaéne$ infectées avec la souche
E. coli DH10B BAC pksrévéele que les noyaux des cellules géantes oaobatenu en ADN
€gal a 4n. Cette observation, combinée avec I'alesda division cellulaire indiquent que les
cellules sont bloquées dans la transition G2/M yhileccellulaire. 1l a été montré que l'arrét

du cycle cellulaire peut étre déclenché en réparses dommages a I’ADN [284].

YH2AX B. Control BAC vector

Etoposide  BAC pks
Figure 31 — Induction de cassures double-brin a 'BN apreés infections avec des souches Hecoli portant
I'llot pks

D’aprés Nougayredet al A. Des cellules IEC-6 sont infectées transitoirenpamdant 4h avec la soucBEecoli
DH10B BACpksou le vecteur vide (BAC vector) (m.0.i=100). 4hexpla fin de Iinfection, la phosphorylation
de H2AX est examinée par immunofluorescence, I'ARLL visualisé en bleu et les foyers de H2AX
phosphorylé, en vert. Echelle = 20pBn.Des cellules Hela infectées avec la sougheoli DH10B BACpksou
DH10B BACvector ou traitées avec de I'étoposidéipiteur de la topoisomérase I, qui induit desscass
double-brin de 'ADN). Les cellules sont ensuitagies en agarose, lysées et soumises a un chartijgjgéeen
conditions neutres permettant ainsi la migratiof BN endommagé hors du noyau.

BAC vector >

BAC pks

74



CHAPITREIV: LA COLIBACTINE, UNE GENOTOXINE BACTERIENNE

Afin d’analyser si I'exposition de cellules a descteries portant I'lopks induit des
dommages a I'ADN, la phosphorylation de l'histonAX a été évaluée. En effet, la
phosphorylation de H2AX sur la sérine 139 est lades marqueurs les plus utilisés afin
d’évaluer les dommages a I'’ADN et notamment leswas double brin de 'ADN (CDB)
[285]. Des cellules infectées avec des bactérietamole BAC pks présentent des foci de
H2AX phosphorylée dans le noyau 4h apreés la fittidiction, traduisant ainsi la présence
de CDB en réponse a I'expression de la Colibactireesignal de la phosphorylation de
H2AX augmente de facon dose dépendante avec |'edtsem de foyers bien définis aux
doses d’infections (m.o.i = raultiplicity of infection») les plus faibles jusqu’a une réaction
de type pan-nucléaire, lorsque la m.o.i dépassebabtéries par cellule. Enfin, la présence de
CDB a été confirmée par le test d’électrophoréseelinlaire en gel (€omet assay), la
queue de la « comete » s’allongeant avec l'augrtientalu signal de phosphorylation de
H2AX et de la dose d’infection, indiguant ainsi tmggmentation des CD@igure 31) [270].

Ainsi, en réponse a des CDB de I’ADN, induites f@xpression de I'llopks la voie
de signalisation conduisant au blocage cellulaireplease G2/M passe par 'activation de la
voie ATM-Chk2 (Figure 32) [270].

Plus récemment, Cuevas-Ranebsl. ont montré que I'expression de I'llpkspar des
souches dé&. coli induisait des CDB a I’ADNn vivo. Dans un modeéle d’anse ligaturée de
souris, une souche dE. coli pks+ induit la formation de foyers d’histones H2AX
phosphorylées. Cette étude montre que Eesoli pks+ induisent la phosphorylation de
H2AX in vivo suggérant des dommages a I'’'ADN dans les cellypgbeatiales intestinales
(Figure 33) [286].
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Figure 32 — Activation du point de contrdle G2/M das les cellules exposées a des souchek deoli pkst.
D’aprés Nougayredeet al
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Figure 33 —E. coli pks+induit des CDBs dans les entérocyteas vivo.

D’aprés Cuevas-Ramas al A. Des anses ligaturéesdalon loops») ont été réalisées chez la souris BALB/c et
injectées avec un milieu de culture stériéer(trol) ou avec 3.1® E. coli pks+ (E. coli WT) ou le mutant
insogéniquee. coli clbApour lequel la biosynthése de la Colibactine egtéchée par la délétion du gésiieA.

Des souris irradiées par des rayons gamma (2Gy)uitisées comme contrdle positif de la présenecC®Bs
dans les entérocytes. Les coupes sont marquéedad@ane phosphorylée de H2AX, en marron, et @ntr
colorées avec I'hématoxyline. Echelle = 10uB. Analyse en Western blot des entérocytes 6h aprés
l'inoculation des souches dans les anses ligatutéeistone H3 et I'actine servent de contréle decharge en
protéine des puits.
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5.2. La Colibactine, un agent carcinogene potentiel ?

Afin d’évaluer les conséquences des dommages aNAibservés en réponse a
I'infection par des souches @e coli pks-, des m.o.i de 1 a 20 bactéries ont été utilisées
des expériences vitro ou le cycle cellulaire, la mort cellulaire et Eponse aux CDB étaient
analysés 16 et 30h apres l'infectidrigure 34). Une seule et courte exposition de cellules
épithéliales de mammiferes en culture (lignée CHdE faibles doses infectieuseskecoli
pkst (m.o.i = 5) induit une réponse cellulaire aux daages a 'ADN, marquée par un arrét
transitoire du cycle cellulaire a t=16h. Les cakilreprennent ensuite leur division et
présentent des signes de réparation de '’ADN awecdiminution de la phosphorylation de
H2AX et la réparation de 'ADN de type NHEJ Neon Homologous End Joining. Des
cellules exposées a un faible nombre de bactpkss présentent des dommages a ’ADN

mais sont capables de les réparer et de reprezuireycle cellulaireKigure 34) [286].

A. B.
16 h 30h = N W pks- (30h)
& AV MOI 5 W phs+ (16h)
i iy Bl pks+ (30h)
F oA
% /j‘. .'.\l. \
!: N Y MOI 20
= £ S I:' lli' \
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Figure 34 — Réparation des dommages a I'ADN et dsion cellulaire apres l'infection a faible m.o.i aec
desE. coli pkst.

D’aprés Cuevas-Ramas al [286]. Des cellules CHO sont infectées avecHlesoli pks- oupks a des m.o.i de

5 a 20 bactéries ou non infectées (c#l) Analyse du cycle cellulaire 16 et 30 heures afadm de I'infection.

B. Phosphorylation de H2AX évaluée par cytométridlex 16 et 30 heures aprés la fin de l'infecti@.Des
cellules CHO ou présentant un défaut d’expressienkd80 (donc ne pouvant pas utiliser le systéme de
réparation NHEJ) sont infectées et 24 heures ape<ellules apoptotiques sont marqués avec le ALIC
(« carboxyfluorescein fluoromethyl ketone peptidebitbr of caspases) et quantifiées par cytométrie en flux.
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Cependant, 50% des cellules en mitose précédeninfeatées par des. coli pks- a
faible dose infectieuse (m.o.i = 5) possedent tmgjan a quatre foyers H2AX phosphorylée
24h apres la fin de l'infection. Ces foyers présesuir les chromosomes des cellules en
division peuvent représenter soit les cicatricesldsions a I’ADN réparées, soit des cassures
non réparées [287, 288]. Les CDBs, non ou mal é&gsarconduisent a la fusion des
chromosomes qui résultent a la formation de poné&plaasiques lors de la séparation des
chromosomes et a des aberrations chromosomiquesoraiyaux, chromosomes en anneau,
cassures de la chromatide) [286, 289p(re 35). Ces anomalies persistent dans les cellules
en division jusqu’a 21 jours apres l'infection, igqiant I'apparition de cycles cassures-fusion-
pont (ou BFB pour &reaking-fusion-bridge») générant ainsi une instabilité chromosomique
sur le long terme. Enfin, Cuevas-Rangisal ont montré que l'infection a faible dose de
cellules par deg&. coli pks- augmente la fréquence des mutations ainsi gqfierhaation de
colonies cellulaires indépendantes de I'ancr&igufe 35).

A.
_1Ctrl

100 I phs- MOI 20
=80 pks+MOI 5
& . pis+ MOI 20
:z 60
e I
-:z:; 40 I
S 20 | K _

0 . ek
No foci lto4 >5

C.

Control Metaphase Translocation Centric Ring
D.
CFU
Lignée Fréquence  présente
cellulaire Infection de mutation  dans I'agar
CHO Control 1,68 0
Chromatid break E. coli ka' 2'89 0
E. coli pks+ 114 333
E. coli clbA 154 0
E. coli clbA+pclbA 118 433
HCT116 Control 152 4,67

E. coli pks- 152 2,67
E. coli pks+ 3,58 12,33

Figure 35 - L'infection a faible dose avec dek. coli pkst induit une instabilité chromosomique et une
augmentation de la fréquence des mutations et de fensformation cellulaire.

D’aprés Cuevas-Ramos et Al. Quantification des foyers de I'histone H2AX phosphée dans les cellules en
mitoses.B. (& gauche) Pont anaphasique d’une cellule CHOe24els aprées l'infection. (a droite) 72 heures
aprés l'infection (i) anaphase normale, (ii) ponaphasique générant des ponts nucléoplasmiqugsnitiose
multipolaire et (iv) chromosome retardé générans deicronoyaux. Echelle = 10unC. Aberrations
chromosomiques des cellules métaphasiques 24h imfeetion.D. Tableau montrant la fréquence de mutation
et de transformation des cellules CHO et HCT116r8ses a une infection avec dés coli génotoxiques ou
non. E. coli pks ne possedent pas IldE. coli pks- expriment Ilotpks E. coli clbA posséede I'llot mais est
muté pour le genelbA essentiel a la synthese de la Colibactin. La sauUeh coli clbA+pclbA a été
complémentée pour I'expression du gélieA porté par un plasmide et exprime donc la génotoxiha été
introduit dans la souche mutg&e coli clbA
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5.3. La Colibactine joue un role dans I'effet probiotique de la soucheE. coli
Nissle 1917.

E. coliNissle 1917KEcN) a eté découverte par le Professeur allemanddifiissle en
1917 qui a isolé alors une souche non pathogeie deli a partir des selles d’un soldat de la
Premiere Guerre Mondiale qui n'avait pas souffeehtérocolite lors d’'une épidémie sévere
de shigellose. Ainsi, la souckeN est aujourd’hui commercialisée sous le nom de far@
en Allemagne comme traitement oral de nombreux rdés® intestinaux chez 'Homme
[290]. Des essais comparant I'efficacité de la seltcN a un traitement a la mesalazine, le
principal traitement des patients souffrant de teolilcérative, ont montré que la souche
probiotique est aussi efficace que la mesalazine peévenir des rechutes de la pathologie et
est associé avec une augmentation du temps desiémentre chaque épisode de la maladie
[291-293].

EcN porte IMlot pks dans son génome et est capable d’induire des CD8e®
anormalités chromosomiques aux cellules eucaryotegro [270, 294]. Afin d’analyser un
possible lien entre la présence de I'fls et I'effet probiotique de la soucliEN, une souche
mutée deEcN pour le genelbA a été construite et est incapable d'induire demrdages a

I’ADN dans les cellules eucaryotdsigure 36).

Figure 36 — La souche EcN est
génotoxique.

D’aprés Olier et al.. [294Des cellules
IEC-6 ont été infectées de maniere
transitoire avec la souclig&eN sauvage
ou la souché€ecN mutée pour le gene
clbA avec une m.o.i de 100 (A) ou 20
(B) bactéries par cellule(A) Les
cellules ont été observées en
microscopie pour I’ADN (en bleu) et
la phosphorylation de H2AX (en vert).
Echelle = 10um. (B) Les
chromosomes métaphasiques sont
visualisés 72h apres linfection. Des
cassures de la chromatide et les
anomalies  chromosomiques  sont
montrés par les fleches rouges.

Uninfected EcN WT EcN AclbA
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Que ce soit dans un modéle de colite aigue indint@iquement chez le rat ou dans
un modele de colite chronique chez la souris, lmistration orale de la souclieN sauvage
ou mutée pour le gérabA démontre le besoin d’une voie de biosynthese ifomaelle de la
Colibactine pour a la fois I'amélioration des s&ockniques de la maladie et la modulation de
'expression des cytokines [294FiQure 37). Le ratio poids/longueur du cdlon qui est
dépendant de la sévérité de la colite, est modarddeptraitement oral des animaux. Ainsi, ce
ratio augmente chez les animaux présentant un céfdlammé en comparaison a des
animaux contrbles sains ainsi que I'expressioradg/tokine pro-inflammatoire, 11ilet de la
cytokine anti-inflammatoire IL10. En revanche, haiistration orale de la souchecN
sauvage aux animaux améliore les signes clinigudsrenuent les dommages au niveau de
cblon. Enfin, le traitement par la souche sauvigBl diminue I'expression de I'ILf1 en

comporaison au mutantbA.
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Figure 37 —EcN a besoin d'un flot pks fonctionnel pour atténuer la colite induite par le transfert de
lymphocytes T CD45RB"" chez la souris.

D'aprés Olier et al. [294]. (A) Scores cliniques deaque souris. (B) Ratio poids/longueur des c0Ol¢@3
Expression par gPCR des interleukin@gIL-18) et IL-10. * <p0.05, **<p0.01 et ****<p0.0001.
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RESULTATSEXPERIMENTAUX

OBJECTIFS DE LA THESE

Au cours du développement post-natal, le microbintestinal interagit intimement
avec I'héte et module a la fois la difféerenciatia I'épithélium intestinal et la maturation du

systéme immunitaire.

Escherichia coliest une des premiéres bactéries a coloniserdeugr&l du nouveau-
né et a se maintenir tout au long de la vie. Awiatoire, I'équipe a pu mettre en évidence
gue certaines souches Hecoli commensales portaient dans leur génome un Tlaingénie
pks codant pour la synthése d'une génotoxine, la @otihe. L’équipe a montré que la
Colibactine induisait des CDB a I’ADM vivo dans les entérocytes et était capaiblejtro,
des aberrations chromosomiques et des mutationdusamt au développement d’une

instabilité génétique.

Sachant, que I'Homme héberge dans son microbiote steiches deE. coli
commensales génotoxiques depuis le plus jeune3geirs) et ce jusqu’a I'age adulte, nous
nous sommes interrogés sur le réle potentiel exeacées souches génotoxiques sur d’'une
part les capacités de colia coloniser le tractus digestif et d’autre pantdie de ces souches
génotoxiques sur le développement et la maturatehépithélium intestinal de la naissance

a I'age adulte.

Mon travail de recherche s’est articulé autourrdestaxes:

- Développer un modele expérimental animal nous pieamed’analyse I'influence de
la colonisation naturelle du nouveau-né par destssideE. coli génotoxiques ou
non transmises par le microbiote de leur mere.

- Analyser le réle de la colonisation précoce desveaau-nés par de&. coli
génotoxiques sur le développement de I'épithélintestinal du nouveau-né a I'age
adulte.

- Analyser le réle de la colonisation précoce desveau-nés par de&. coli

génotoxiques sur la différenciation et I'intégiike la barriere intestinale.
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ETUDE 1: LA COLONISATION NEONATALE DES NOUVEAU-NES PAR
DESE. coLl GENOTOXIQUES INDUIT DE PROFONDES
M ODIFICATIONS DANS L’EPITHELIUM INTESTINAL AL 'AGE

ADULTE.

Cette étude vous présente un modéle expérimeritabhariginal que nous avons mis
au point au laboratoire afin d’analyser le réle tactéries E. coli génotoxiques ou non sur
d’'une part leurs capacités a coloniser et a peesistans le microbiote intestinal du nouveau-
né et de I'animal adulte respectivement. D’autratdanfluence de la présence de telles
souches sur le développement de I'épithélium imi@stle la naissance a I'age adulte a été

évaluée.

Cette étude sera soumise pour publication dans wuenia proche (prochaines

semaines) au journal Cell Host & Microbes.

En prévision, nous avons commenceé la rédaction diamuscrit mais celui-ci n’est
pas terminé. Les résultats de cette étude présentgmes sont rédigés en anglais ainsi que
les figures et leurs lIégendes. Cependant, l'intabidun et la discussion de ces résultats (qui

seront sujettes a modifications) sont écrites andais.
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INDUCES PROFOUND MODIFICATIONS OF THE INTESTINAL EP ITHELIUM
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SUMMARY (149 words)

GenotoxicEscherichia colistrains can be present in infant gut microbiota.ahalyze
the short- and long-term effects of early expositio these genotoxic bacteria, we developed
an animal model that mimics the natural transmms&bE. coli from mothers to newborns.
Genotoxic and non-genotoxte. coli strains fed to pregnant rats were equally trariethito
the offspring and stably colonized the gut. Whenagexic E. coli strains were present in the
early gut microbiota, DNA-damages were detectethénenterocytes of newborns but not in
animals more than four weeks old. In contrast, sighgenotoxic stress such as anaphasic
bridges, higher cell proliferation, apoptosis, dewded epithelial cells migration and higher
number of crypt fissions were observed at adulth@d findings illustrate how renewal of
the mature epithelium depends on neonate gut msidand how critical are the

characteristics of the firé. colistrain colonizing the newborn.
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INTRODUCTION

Jusqu’a la naissance, le tractus Gl de I'enfans&stle et se colonise rapidement par
un grand nombre d’especes bactériennes (plus d6) Ja01]. Quelques mois apres la
naissance le microbiote se complexifie et attemtétat relatif d’équilibre a la fin de la
premiere année de la vie [116]. Les premieres ssubhctériennes a coloniser le tractus des
nouveau-nés proviennent de I'environnement proahenaurrisson (personnel et matériel
médical) et plus particulierement du microbioteegtinal et vaginal de la mere [114, 122,
295]. Héte commun de la microflore commensale tiiake de 'Homme et des animaux a
sang chaudgscherichia col(E. coli) s’établit dans le tractus digestif dés les preesdeures
ou jours qui suivent la naissanée.coliest alors une des especes bactériennes dominantes d
la flore du nouveau-né (Ifu/gramme de féces) avant de devenir la bactéiebie
facultative prédominante au sein du microbiote &®d[116, 236, 250]. De plus, l&s coli
appartenant au groupe phylogénétique B2 sont endescence dans les populations des pays
développés [235, 236]. Ce groupe phylogénétiqgueeppésente plus de 50% des souches de
E. coli isolées chez le jeune enfant [238-240, 283]. Lesclses B2 deE. coli sont
généralement des hoétes naturels du tractus Gl [23B] mais peuvent acquérir des
déterminants spécifiques leur permettant de persins le microbiote des enfants [239,
283].

Plus de 30% d’entre elles portent un flot génomigpjeelépks[270]. L'llot pkscode
pour une machinerie de synthése NRPS-PKS qui pdar@inthése d’'un composé hybride
polycétidepeptides non ribosomaux, la Colibactine. L'infenttoansitoiren vitro de cellules
de mammiferes avec des souchesdeoli portant Illot pks induit des dommages double-
brins a 'ADN avec la formation de foyers H2AX pipb®rylée [270, 286]. Récemment, il a
été montré que linfectionn vivo dans un modéle d'anses ligaturées avec des souches
génotoxiques deéE. coli induisait des dommages a I'ADN dans les entéragcytririns
contrairement a l'infection par une souche muté& deoli non-génotoxique [286]). De plus,
une seule exposition faible des cellules aklesoli génotoxiques avec des m.o.i faibles induit
des dommages transitoires de I'’ADN suivi par unparation incompléte de I'ADN et
conduisant a I'apparition de ponts anaphasiquetastormalités chromosomiques dans les

cellules en division [286].
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La prévalence des souches Eecoli portant I'llot pks dans le microbiote intestinal
humain a été analysée dans de nombreuses étudéségogiques. Plus de 34% des souches
commensales dE. coli du groupe phylogénétique B2 isolées de féces eslplortent dans
leur génome I'llotpks[270]. Chez les trés jeunes enfants, plus de 36fept au moins une
souche deE. coli pks- dans leur microbiote fécal a trois jours. La stamce de souches
bactériennes résidentes dans le tractus Gl du aauvé est actuellement peu connue et
'exposition précoce de [I'épithélium intestinal aesc souches génotoxiques sur le

développement intestinal n’a jamais été étudiée.

Afin d’analyser les effets a long terme de la cadation précoce des nouveau-nes par
des souches de. coli génotoxiques, nous avons développé un modéle aexparimental
qui mime la transmission naturelle descoli du microbiote de la mére au nouveau-né. Pour
cela, des femelles rats gestantes sont gavées w@awecsouche commensale humaine
génotoxique E. coli WT), son mutant isogénique non geénotoxigie ¢oli AclbA) ou le
mutant complémentée( coli 4clbA+clbA) pour lequel la production de la Colibactine a été
restaurée. Apres la naissance, la transmissiosaleshes bactériennes et la persistance de la
colonisation chez les nouveau-nés ont été évalugegaralléle, les dommages a 'ADN
occasionnés par ces souches sur I'épithélium inssbnt été comparés sur une période de

100 jours.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial Strains, Mutagenesis Procedures and GrowtConditions

Bacterial strains used in this study are listedable S1 The commensdtscherichia
coli strain M1/5 kindly provided by U. Dobrindt (Univetat Minster, Germany) was isolated
from the stools of a healthy human volunteer andhtamed in laboratories with minimal
genetic manipulation. M1/5 strain belongs to thepBflogenetic group and harbors thles
island, but none of the known virulence genes waealed. To investigate the potential role
of Colibactin productionn vivo, we generated chromosomal isogenic mutani obli M1/5
by using the lambda Red recombinase method[296Fdéures, primers and templates used
for directed-mutagenesis and resultant mutants pmesented in theSupplemental
Experimental ProceduresandTable S1,respectively. Before oral administrations,E&llcoli
strains were grown 6h in LB broth supplemented \aittibiotics as appropriate at 37°C with
shaking. These cultures were diluted 1:100 in L&thbwithout antibiotics overnight at 37°C
with shaking. Bacterial pellets from these overnighltures were resuspended in sterile PBS

to the appropriate concentration {£€u/ml).

Experimental animal model

Primiparous timed-pregnant Wistar female rats vpenehased (Janvier, St Berthevin,
France) on gestational day 15 (E15 = embryonicldgyand housed separately in an animal
facility licensed by the French Ministry of Agricdute (agreement no. B 31.555. 13). All
animal experiments were carried out in compliangb e European legislation on care and
use of laboratory animals and reviewed by the rajicethics committee on animal
experiment (Région Midi-Pyrénées; MP/03/62/11/1Rjegnant females were housed with
free access to a breeding diet (RM1) and tap watdrstreptomycin was added in drinking
water (5g/L) until parturition. Pregnant femalesrevénoculated twice with PBS or 10
bacteria by intragastric gavages at E16 and E2@. ddy of birth was assigned at day O.
Neonatal gut bacterial colonization was followeddascribed thereafter. Body weight, gut

development and maturation of offspring were sjeadify monitored from birth to weaning
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(D2 to D28) or long time after weaning (D100) wigart maturation was completeBigure
1A).

Follow up of colonic bacterial load

Sampling of caecum and colon of pups was requiedfotiow and numerate
maternally transmittede. coli strains until postnatal day 15. After D15, levels fecal
maternally transmitted. coli strains were assessed weekly. Organs or faecesdemates
were prepared in saline solution. Ten-fold seriglitdbns were plated on MacConkey's

medium supplemented with appropriate antibioti¢atd3 were incubated at 37°C overnight.

In vivo y-H2AX immunofluorescence

Intestine or colon samples were placed immediatelgptimum cutting temperature
(OCT) compound and snap-frozen in liquid nitrogéamma-irradiated newborn rats (0.5- or
2-Gy 137 Cs whole-body irradiation) were used astpwe controls for DNA damage. Frozen
sections (5um) were fixed in 4% formaldehyde, petfileed with PBS-0,25% TritonX100,
then blocked with PBS-0.1% Tween20-5% normal guiree(NGS), stained and analyzed as
described above in theupplemental Experimental ProceduresConfocal aperture was set
to achieve & optical thickness of ~ 0.bm for foci quantification and0.26 um for y-H2AX
foci localization analysisAt least 5 random fields have been analyzed touatalthe number

of H2AX-positive cells on the total number of indesl epithelial cells.

Histology and immunohistochemistry

Intestinal and colon samples were collected, fingith 4% paraformaldehyde for 24
hours, dehydrated and embedded in paraffin acaprinstandard histological procedures.
Sections (5um) were mounted on SuperFrost® PlaeSthen dewaxed in a xylene bath for
10 minutes and rehydrated in graded alcohol b&tbsimmunohistochemistry, endogenous
peroxidase activity was quenched with 5%0kin PBS (or methanol) and washed twice in
PBS baths. Antigen retrieval was performed by Ingasiection in 10mM sodium citrate (pH
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6.0) for 10 min. Non specific binding sites weredied with incubation in 2.5% normal goat
serum (blocking solution) for 1 hour at room tengpere (RT). To analyze intestinal cell
proliferation, sections were incubated with primaaptibody anti-PCNA (Proliferating
Cellular Nuclear Antigen, 1/1000e, Santa Cruz)idrour at RT in PBS with 2.5% BSA and
then the immune reaction was detected by incub&ing0 min with IMPRESS reagent (Kit
anti-mouse IMPRESS reagent, Vector laboratory)noubated with anti phospho-Histone3
(1/50e, Cell signalling) overnight at 4°C in bloaegi solution. The immune reaction was
detected by incubating for 30 min at RT with biotaecondary antibody followed by ABC
complex for 30 min (Vectastain, Vector laboratorly).all cases, stainings were developed
with DAB substrate (Vector Labs, brown precipitatg)d Hematoxylin QS counterstained
was used (Vector Labs). After dehydratation, sestiwere mounted in Vectamount (Vector
Labs) andimages were acquired with a Leica DMRB fluorescence microscope or Nicon

Eclipse 90i and analyzed with NIS Elements AR program.

Cell proliferation was analyzed by assessing thabmar of mitotic cells (phospho-H3-
positive cells), proliferative cells (PCNA-positieells) per crypt axis (25 to 50 crypts were
analyzed per sections). All slides were analyzed byo independent investigators who were
blinded for the treatment. Crypt fission was meadwn at least 100 well-oriented crypts per
section. Anaphase bridges positive cells were neted on the total number of mitotic cells.
For this purpose, 1-3 sections were analyzed pgeAlaanalyses were performed using NIS

Elements-AR Image J software.

Cell death analysis

Cell death was quantified by terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
tetramethylrhodamine-dUTP (TMR-dUTP) nickened labelling (TUNEL kit, Roche) on
frozen sections of intestine and c6lon that have been fixed with 4% paraformaldehyde
and permeabilized with PBS-0.1% Triton X100-0.1% Sodium citrate. DNA was labeled
with TO-PRO-3 (Invitrogen). Images were acquired with an Olympus IX70 laser scanning
confocal microscope with the Fluoview software FV500. Confocal aperture was set to
achieve a z optical thickness of ~ 0.5 um for foci quantification and ~0.26 um for foci

localization analysis. Scoring (0-4) was based on the number of TUNEL-positive cells in
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intestinal epithelium. 0= no TUNEL-positive cells; 1= < 5 TUNEL-positive cells; 2= 5 to
10 TUNEL-positive cells; 3= 11 to 40 TUNEL-positive cells; 4= > 41 TUNEL-positive cells.

Cell migration

100 days-old rats per group were sacrificed atZ2,and 48 hours after a single
intraperitoneal 5-bromo-2’-deoxyuridine injectioBrdU; Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA; 50mg/kg body weight in saline solution). Iriteal sections were subjected to BrdU
IHC (1/200, abcam ab6326).

To assess migration rates in intestines harvestddelen 12h and 48h after BrdU
injection, locations of the foremost (12h and 24hjl least progressed (48h) BrdU-labeled
enterocytes were recorded as the percent of ejgittoelll positions between the crypt-villus
boundary (0%) and villus tip (100%) in at least @@ll-oriented crypt-villus units per
intestinal segment. All analyses were performedgslIS Elements-AR Image J software.

Statistical analysis

Statistical analyses were conducted using GrapliPsth 5.0d. The mean + standard error
(SEM) is shown in figures, and p values were cal@d using a one-way or two-way

ANOVA followed by a Bonferroni post test unless etlise stated. For gut colonization,

CFU per gram of faeces or tissues were log transfdrfor the analysis. A p value of less
than 0.05 was considered statistically significamd is denoted by *. p < 0.01 is denoted by
**and p < 0.001 by ***,
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RESULTS

Genotoxic and non-genotoxic commens&l. coli strains are equally transmitted from rat
mother to their offspring and stably colonized thegut at adulthood in an asymptomatic
way.

The pksisland is present in commendal coli strains isolated from the stools of
healthy humans. Strain M1/5 has been isolated faohealthy volunteerSupplementary
Table 1). To generate a non-genotoxic isogenic mutari.afoli M1/5, we disruptealbA, a
gene localized on thpks island, which was previously shown to encode foreasential
phosphopantetheinyl transferase [270]. WhereadMth® wild-type €. coli WT) strain was
able to induce megalocytosiSypplementary Figure 1A and inflict high levels of DNA
double strand breaks to cultured HelLa cellagplementary Figure 1B, the isogenic M1/5
AclbA mutant E. coli AclbA) was unable to induce such damage. The genotoxay

restored in the complemented stréin ¢oli AclbA+clbA).

In order to investigate the effects of this comnagrggenotoxicE. coli strain and its
isogenic mutants on the gut epithelium, we estabtisan experimental animal model
mimicking the early colonization of newborns by thecoli strains from mother’ microbiota
(Figure 1A). Pregnant Wistar rats were first fed either with/Mwild-type E. coli WT), its
isogenic non-genotoxic derivative mutakt €oli AclbA) or the complemented straig.(coli
AclbA+cIbA) for which genotoxicy has been restored. Offspriragm mothers which have
been given Phosphate Buffer Saline (PBS) durirg pa¢gnancy was used as control. Orally
administratecE. coli strains during late pregnancy represented duhiagerinatal period the
main Enterobacteriaespecies in mothers’fecal microbiota and reachediratal@ cfu per
gramme of faeces whatever the strdBupplementary figure 2A) The spontaneous
transmission of thesg. coli strains to the offspring was followed during tivstftwo weeks
of the postnatal period={gure 1B). The three strains were equally detected two cdigs
birth and represented the predominant bacteriaisp@mong th&nterobacteriagresent in
the gut of newborn§Supplementary figure 2B) FISH analysis confirmed th&. coli was
one of the main bacterial species present in digtam lumen but also in close contact with

the epithelial cell§Supplementary figure 3)

Colonization of faeces by the these three materraatjuiredg. coli strains persisted

throughout the animals’ lif§Figure 1C). For the threeE. coli strains, we observed a
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reduction of fecal counts from Day 21 to 35 whichswot the consequence of the weaning of
the pups (Day 28) but very likely the normal conipet with strict anaerobe#t adulthood,
the fecalE. coli strains levels (around i@fu/g faeces ) were the same whatever the strain
and in the same order of magnitude to those obdernvadult human microbiota [114, 116].
TheE. colistrains fed to mothers were systematically thel@manantEnterobacteriaspecies
present in the offsprings’ intestinal microbiq@upplementary figure 2B) Analysis of the
microbiota by quantification of the major phyla ngireal time PCR showed no significant
differences between adult animals colonized sindé lwvith genotoxic or non-genotoxie.

coli strains(Supplementary figure 4A). Health and body weight gain of offsprings wersoal
followed and indicated that commendal coli strains, producing or not the genotoxin,
colonized animals gut in a completely asymptomatanner, without alteration of the body

weight(Supplementary figure 4B)

GenotoxicE. coli strains maternally acquired at birth exacerbate DM damage in

intestinal epithelial cells of newborns.

We have previously shown that genotoc coli strains massively and directly
inoculated within mouse intestinal loops are aldeirtduced DNA double-strand breaks
(DSBs) in enterocytes 6 hours after infection [28FF wondered iE. coli strains maternally
acquired at birth are genotoxic to the enterocgfesewborns. The S139-phosphorylation of
histone H2AX {H2AX), a sensitive marker of DSBs, was assesseiininyunofluorescence
in intestinal epithelial cells at different timeipts after birth. From day two to day eight,
significant higher numbers gH2AX-positive cells were systematically observedhe gut
of newborns exposed t6. coli WT or E. coli AclbA+clbA as compared to newborn’s gut
exposed to the isogenic mutaft, coli AclbA or in control animalgFigure 2A and 2B)
During this first week of life, thgH2AX signal observed in the gut of animals colodize
birth with wild-type E. coli strains was similar to the one observed in 0.5iréghated
animals (Supplementary Figure 5) Once pups reached around eight-days old, signal
progressively decreased, and was no more deteatteldler animals at day twenty-eight and
in adult animals at day one hundred. Thus, coldlm@aof newborns with commensal
genotoxic E. coli strains increased DSBs in the enterocytes of youogps, but

phosphorylation of histone H2AX was no longer ofeedrat adulthood.
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Early colonization of the gut by genotoxicE. coli is associated with increased

epithelial cell proliferation without change in crypt depth.

To address additional consequences on gut develdparel morphology of early
exposition to genotoxik. coli strains, epithelium proliferation rates were corgpan young
and old animals colonized since birth with genatorr non-genotoxicE. coli strains.
Mucosal proliferation was determined by both immhustochemical staining of
phosphorylated histone H3, a marker of mitoticxcathd of proliferative cell nuclear antigen
(PCNA), a marker of the replicative S-phase of cgtile in the crypt compartme(igure
3A). This revealed that the number of mitotic celgmgicantly increased from day 15 to day
100 in the small intestine and colon of animalsomegal to the genotoxIE. coli strainsk. coli
WT andE. coli AclbAtclbA In contrast, proliferation rates in the gut eelilim of rats
primary colonized with the isogenic mutdat coli AclbA were similar to those observed in
control rats Figure 3C and 3D).The increased number of mitotic cells was assediatith a
similar increased number of PCNA-positive cells the adult animals colonized with
genotoxicE. coli strains since birth, suggesting an expansion efdtypt progenitor cell
compartment in these animdi&gure 3B). As crypt expansion can reflect hyperplasia ef th
proliferating compartment, crypt depth was measuadalong the gut compartments of
animals colonized since birth with genotoxic or fgEmotoxicE. coli strains. As shown in
Supplementary figure g crypt depth was not affected by the genotypéett coli strains.

Rats stably colonized by genotoxicE. coli at birth have increased rates of

intestinal epithelial cell apoptosis.

A higher pool of proliferating cells within the gty progenitor cell compartment
without modification of the crypt morphology proregt us to quantify the number of
apoptotic cells in the small intestine and in tlodbon. Apoptosis rates were determined by
detecting DNA fragmentation by terminal deoxynutidy transferase dUTP nick end
labeling (TUNEL) in cells along the gut of animgKgure 4A). Very few apoptotic cells
were detected in the young animals (8- and 15-d&ysnimals) colonized with genotoxic or
non-genotoxicE. coli strains. However, in 28- and 100-days old animsimificantly more
apoptosis was observed in animals colonized withotgxic E. coli strains as compared to

animals colonized with the non-genotoxic straicantrol animalgFigure 4B and 4C)
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Early colonization of the gut with genotoxicE. coli led to an increased epithelium

renewal in the intestine at adulthood.

In order to investigate whether the increase ohlpybliferation and apoptosis in the
crypt compartment of animals colonized with genatdx coli strains could have an impact
on intestinal epithelial cell turnover, we monitdrine enterocytes migration along the crypt-
villus axis. To analyse the intestinal epithelialls renewal, we quantified enterocyte motility
in vivo by labelling dividing cells with bromodeoxyuridirfBrdUrd) at different times after a
single injection. BrdU was incorporated into entste nuclei at the bottom of the crypt and
remained with cells during their transit to thdusl tips. Because proliferation and apoptosis
were similar in the small intestine and the colon)y BrdU-labelled enterocytes in the
duodenum were analyzed for the enterocytes pragressthin the crypt-villus axigFigure
5A). This revealed that the front of migration for BelU-positive cells at 12 and 24h after
BrdU injection was significantly higher in animaislonized with genotoxi€&. coli strains as
compared to control animals or animals colonizeith won-genotoxi&. coli (Figure 5B and
5C). Moreover, 48h after BrdU injection, enterocytaegressed more rapidly along the
crypt-villus axis in animals colonized with genoi¥. coli strains as compared to control
animals or animals colonized with non-genotokc coli (Figure 5D). These functional
assays indicate that genotoXic coli, present since birth in the gut, modulate intedtin

epithelium renewal in adult animals.

Rats stably colonized by genotoxi&. coli at birth have colonic cells with signs of

increased chromosomal instability at adulthood.

Although no DNA damage was observed at adulthoosel,wendered whether we
could detect consequences of the genotoxic strekscéd by the bacteria during the first
week of life. Since misrepaired DSBs can inducegtasome fusions resulting in anaphase
bridging [289, 297], we explored occurrence of thegents in different segments of the adult
gut epithelium in animals colonized since birthdgnotoxic or non-genotoxi€. coli strains
(Figure 6A). Interestingly, the number of anaphase bridges sigficantly higher in the
colon of 100-days old animals colonized since bwith genotoxicE. coli (Figure 6C). A
similar trend, although not statistically signifitawas observed in the small intest{fRéggure
6B). Thus, our findings revealed that primary colotiawith commensal genotox[€. coli

strains induced DSBs in the enterocytes of newhavhgreas no DNA damage longer were
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observed at adulthood. Nevertheless, at adulthbdth damage has been revealed by the
presence of anaphases bridging in intestinal dtlrells in animals colonized by genotoxic
E. coli strains. The formation of anaphase bridges orempthsmic bridges is the initiating
event that leads to breakage-fusion-bridge cychsch is a key driver of chromosomal
instability in cells [297].

Rats stably colonized by genotoxi&. coli at birth have an abnormal number of

crypt fission at adulthood.

Furthermore, bifurcating crypts were observed with flask-shaped based joining in
a single unit at the top of the cryffigure 7A). These features are characteristic of crypt
fission, which is a mechanism whereby intestingpts divide [298]. The number of crypt
fission is higher in the gut throughout the thrigst fpostnatal weeks and then decreases with
the animal age [299]. As expected, in young aniratlday 8 and day 15 the percent of crypt
fission was high but no difference was observedvbeen all the groups. However, in older
animals, at day 28 and day 100, the number of ¢ating crypts in the small intestine was
significantly higher in animals colonized with geoxic E. coli strain as compared to control

animal or animals colonized with non-genotokiccoli (Figure 7B et 7C).
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FIGURES

Figure 1. Genotoxic and Non-genotoxig. coli Strains are Equally Transmitted from Rat

Mother to Their Offspring.

Figure 2. Genotoxicity ofE. coli Strains Maternally Acquired at Birth ExacerbateNAD
Damage in Intestinal Epithelial Cells.

Figure 3. Early Colonization of the Gut by Genotoxie coli Result in the Increase of

Epithelial Cell Proliferation.
Figure 4. Early Colonization of the Gut with Genotoxc coli Strains Increases Apoptosis.

Figure 5. Early Colonization of the Gut with GenotoxXic coli Increases Intestinal Epithelial

Cells Migration in Duodenum.

Figure 6. Rats Stably Colonized by Genotoxic coli Strains at Birth have an Increased

Number of Anaphase Bridges in Colonic Cells at Anbd.

Figure 7. Early Colonization of the Gut with Genotoxc coli Increases Crypt Fission.
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Figure 1. Genotoxic and Non-genotoxic  E. coli Strains are Equally
Transmitted from Rat Mother to Their Offspring.
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(A) Experimental design of animal model mimicking ldagting colonization of the gut with maternally
transmitted commensé&l. coli strains from birth to adulthood. Pregnant rats§(Elembryonic day 16) received
antibiotic treatment (streptomycin, 5g/L) in dringi water until parturition and were orally inoceldtat E16
and E20 with 1 CFU/mL with PBS,E. coli WT, E. coli AclbA or E. coli AclbAt+clbA. Newborns were
sacrificed at D2, D4, D8, D15, D28 and D100 of.life

(B) Neonatal gut colonization counts Bf coliWT, E. coli AclbA or E. coli AclbA+clbA at the indicated times

after birth.

(C) Fecal counts ofE. coli WT, E. coli AclbA or E. coli AclbA+clbA in rats at the indicated times after birth.
Weaning was highlighted with a black arrow. Dat® aepresentative for five independent experiments
performed with as last 3 pregnant rats per groupaaralyses were performed on pups (3-5 rats atidDd&; 7-

12 rats at D8; 8-11 rats at D15; 15-20 rats at D209). Mean values SEM are shown. See also Figure S1, S2
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Figure 2. Genotoxicity of Commensal E. coli Strains Maternally Acquired at Birth Exacerbates

DNA Damage in Intestinal Epithelial Cells
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Immunofluorescence analysis of intestinal epithrliaf offspring early colonized with maternally tsamitted

commensakE. coli WT, E. coli AclbA, E. coli AclbA+clbA or control animals where mothers were treated with

PBS at the indicated times after birth

(A) Representative small intestine frozen sectiainday 4. DNA was stained in blue apid2AX foci in green

(white arrows). Small intestine frozen sectionsrfrgamma-irradiated mice (whole-body, 2Gy) were used

positive controls. Scale bars represent 10um.

(B) Quantitative analysis ofH2AX-positive epithelial cells. Pooled data fromahindependent experiments

performed with groups of 3-5 rats are representeame expressed as the meaBEM. * p< 0.05, ** p< 0.01

and *** p< 0.001. Magnitude used for photomicrographs: x60.
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Figure 3. Early Colonization of the Gut with Genoto  xic E. coli Results in the Increase of
Intestinal Epithelial Cells Proliferation
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Histological analysis showing two proliferative rkars in gut sections of 100 days-old animals caediwith
genotoxic E. coli WT, E. coli AclbA+clbA, or non-genotoxicE. coli AclbA maternally acquired at birth.
Offspring from mothers treated with PBS were usedantrol.

(A) Representative colon sections showing mitogitscstained with phospho-H3 antibody and prolifiesacells
stained with PCNA antibody.

(B) Quantitative analysis of PCNA-positive cellsr meypt-axis in the small intestine and in the edia 100
days-old animals.

(C-D) Quantitative analysis of phospho-H3-positoadls per crypt axis in the small intestine (C) andhe
colon (D).

Pooled data from three independent experimentopeed with groups of 4-10 rats are represented aaad

expressed as mearSEM. * p< 0.05, ** p< 0.01 and *** p< 0.001. Magnitude used for photomicrographs: x20.
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Figure 4. Early Colonization of the Gut with Genoto  xic E. coli Strains Increases Apoptosis

A

E. coli
PBS E. coli WT E. coli AclbA AclbA+clbA

x
ok ok
259 ok Ak 2.5 ok
° T x . ak ek
v £ 207 - o 201 - =
s 9 5 c ok
o 2 Q0
» 154 95 157
2= 3 %
%] %]
£ 5 107 E=PBS £ & 10] Em pes
8‘3 E E coli WT 8. . E coli WT
<= 05 CJ Ecoliacha T 057 3 E coli AcA
3 E. coli AclbA 3 E. coli AclbA

0.0-

+clbA +clbA

TUNEL assay (red, A) showing apoptotic intestinallfrom unweaned animals (D8 to D28) and adulnais
(D100) colonized with genotoxiE. coli WT, E. coli AclbA+clbA or non-genotoxicE. coli AclbA maternally

acquired at birth. Offspring from mothers treatathW’BS were used as control.

(A) Representative frozen colonic sections from Is-old rats. DNA was stained in blue (Dapi) and

apoptotic cells in red (TUNEL). Scale bars repre28mm.

(B-C) Quantitative analysis of labeled apoptotiiscésee Experimental procedures) in the small intesting (B
and in the colon (C). Pooled data from two indemedexperiments performed with groups of 3-5 raits a

represented and are expressed as meéxEM.* p< 0.05, ** p< 0.01 and *** p< 0.001).
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Figure 5. Early Colonization of the Gut with Genotoxic E. coli Increases Intestinal
Epithelial Cells Migration in Duodenum at Adulthood
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(A) BrdU staining of representative duodenal sexgifrom 100 days-old rats receiving a single Brdj¢dtion
to quantify cell migration at 12h, 24h and 48h aBedU injection. Gut of animals was colonized witnotoxic
E. coli WT, E. coli AclbAt+clbA or non-genotoxicE. coli AclbA maternally acquired at birth. Offspring from
mothers treated with PBS were used as control. Madgused for photomicrographs: x10.
(B-D) Quantitative analysis of BrdU-positive enteytes in the duodenum sections from 100 days-ofsl ra
treated as described in A. Graphs show me&EM position of foremost (B and C) and least-pesged (D)
BrdU-positive enterocytes at 12h, 24h and 48h &@telU injection. Experiment was performed with goswf
3-4 rats and results represented are expressedasBEM.* p< 0.05, ** p< 0.01 and *** p< 0.001).
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Figure 6. Early Colonization of the Gut with Genoto  xic E. coli Strains Increases
Anaphase Bridges in Adult Rats.
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(A) Representative distal colonic sections staiwétl phospho-H3 antibody showing one normal anaiphae!
and one anaphase bridge from 100 days-old ratsizeld as described in A.

(B-C) Quantitative histological analysis of anapbdwidges in mitotic cells (normalized to totaltatic cells) in
the small intestine (B) and in the colon (C) at @8yand day 100. Pooled data from 2 independerdrarpnts
performed with groups of 5-10 rats are represeatatiare expressed as meaSEM. * p< 0.05, ** p< 0.01.
Magnitude used for photomicrographs: x100
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Figure 7. Early Colonization of the Gut with
Genotoxic E. coli Increases Crypt Fission.

E. coli AclbA
E. coliWT E. coli AclbA +clbA
N
ST BT
R
o g
7
20 s =
° s
5% 15 - -
3¢ g8
S E 3
ST 10 ££8
>E B PBS SE
S5 0 f 2
gg 5 = E coli WT Sg
= i 3 E. coli AcbA SE1
0 @ B9 E coli AcbA+chbA o) S
8 15 28 BPIRIN
Days Qio'\‘::\va®
£
«o@;\\bn
«

[y
=3

&= PBS

. E. coli WT

[ E. coli AcbA

[ E. coli AcbA+clbA

% Crypt fission
in the colon
% Crypt fission
in the colon

o o
o o
F]
a
>
a

(A)Representative H&E-stained distal colonic satsi showing crypt morphology of 28 days-old rat®cized
with genotoxicE. coli WT, E. coli AclbA+clbA or non-genotoxicE. coli AclbA maternally acquired at birth.

Black arrows show crypt fission. Magnitude usedghotomicrographs: x20.

(B-E) Quantitative histological analysis of fissing crypts (%) in the small intestine (B-C) andle colon (D-
E) of unweaned animals (D8 to D28) and adult arsn{@100) (C-D). Pooled data from two independent

experiments performed with groups of 5-10 ratsrapeesented and are expressed as me3EM. * p<0.01.
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SUPPLEMENTAL INFORMATION

This file includes:

Supplemental Experimental Procedures
Table S1
Figs. S1 to S6

Supplemental References

SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial Strains, Mutagenesis Procedures and GrowtConditions

Construction of the M1/5 WT streptomycin resistantant.A natural K42R mutation
is found in ribosomal protein S12 Bt coli MC1400 strain and confers high-level resistance
to streptomycin. MC1400psL gene was amplified using primer IHAP JPN99 andA\iH
JPN100 and the PCR product was transformed byrefemtation intcE. coliM1/5 containing
the lambda Red recombinase expression plasmid pKBidér electroporation, streptomycin
resistance was used to force mother's célonizabipnM1/5 and as a counter-selectable
marker for quantification of all M1/5 isogenic stra from fecal content€. coli M1/5 rpsl

K42R, pksisland positive was then namedcoli WT.

Construction of the E. coliaclbA mutant. Mutation in clbA coding for
phosphopantetheinyl transferase was sufficient twlish production of Colibactin
(Nougayrede et al., 2006). TintbA gene fromE. coli WT was replaced with a kanamycin
resistance cassette, which was amplified from pidgpKD4 using PCR with primers IHAP
JPN44 and IHAP JPN45 (Nougayrede et al., 2006).aldgtin resistance cassette was also
used as a second selectable marker to detect thianmby plating dilutions of fecal
suspension. This mutant was nokedccoli AclbA

Complementation of E. caliclbA mutant.To answer of molecular Koch’s postulate, a
fragment consisting of the tetA promoteur and thleA operon, including its putative
promoter was subcloned onto the BmgB1 restrictiten & pkD3 and the resulting plasmid

106



RESULTATSEXPERIMENTAUX

(pPKD3-clbRA; kindly provided by U. Dobrindt, Germg was transformed int&. coli
DH5a. This fragment together with the chloramphenicedistance cassette was amplified
using primers clbA_compl and down1960 cat3 (U. Datir Germany) and transformed by
electroporation intde. coli AclbA containing the lambda Red recombinase expressasmd
pKD46 as described above. Complemented mutants.echdn coli AclbA+clbA, were

selected on LB agar with chloramphenicol.

Cell culture, in vitro infection and genotoxicity assay

Non transformed rat intestinal epithelial IEC-6 |Iee([ATCC CRL-1592) were
maintained in Dulbecco's modified Eagle's mediBMEM GlutaMax; Invitrogen)
supplemented with 10% fetal boviserum (FBS, Invitrogen), 80 pg Fhigentamicin, and
bovine insulin(0.1 unit mrY; Sigma) at 37°C in a 5% GQOatmosphere. IEC-6 (~75%
confluent) were washed four times and incubatednfaction medium based on DMEM
supplemented with 25 mM Hepes and 10% FBS (Inv@n)gBacteria were pregrown in
infection medium to the midlogarithmic phase, dmehtthe infection dose was calculated to a
multiplicity of infection of 20 or 100 bacteria peell. After a 4h infection at 37°C and 5%
CO,, the cells were washed and grown until analysiseih culture medium supplemented

with 200 pg/ml gentamicin.

DNA double strand breaks were demonstrated ydy2AX immunofluorescence
analysis 18hours post-infection. Mouse attRAX (Millipore) was diluted 1:500 in blocking
solution and incubated overnight at 4°C. FITC-cgaped goat anti mouse secondary
antibody (Invitrogen) was diluted 1:100 in blockisglution and incubated for 1h. DNA was
conterstained for 5min with TO-PRO-3 (Invitroge®lides were mounted in Vectashield
containing DAPI (Vectorlabs). Images were acqumeth an Olympus 1X70 laser scanning
confocal microscope, in sequential mode, with theoWew FV500 software. At least 15

random fields have been evaluatedyid2AX foci counting under 60x apochromic objective.
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Microbiota analysis

The DNA extracts from faecal samples of 21 humalstwere prepared as described
previously [300]. Faecal samples from four indivatlanimals were collected for each of the
four experimental groups and stored at -80°C imatetl after sampling. Total cellular DNA
was extracted from Furet al.,[301]. TagMan® gPCR was adapted to quantify tbtadteria
population in addition to the dominant bacterial edps C. coccoides,
Bacteroidetes/PrevotellaQuantitative PCR using SYBR-Gréemvas performed for the
Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococareup. See Furet al.,[301]

Fluorescencen situ hybridization (FISH)

Whole intestines were fixed in Carnoy solution, yiiflated and embedded in paraffin
according to standard histological procedures.i@ext{(5pm) were mounted on SuperFrost®
Plus Slides then dewaxed in a xylene baths anddrated in graded alcohol baths. Slides
were treated for 1h at 37°C with Img/mL lysozymigi&-Aldrich) and hybridized for 1H30
at 45°C with 2uM of the universal bacterial 16S ribosomal RNA spe¢UniBac, Amann et
al., 1990) FAM-conjugated PNA probe (Eurogentec)d aB. coli bacterial probe
(Eco016S06).Slides were counterstained with DAPgif&i-Aldrich) and imaged at x60 with

Nicon Eclipse 90i fluorescent microscope.

Crypt depth analysis

Representative H&E-stained distal colonic sectishswing crypt morphology. To
determine crypt depth, the perpendicular distamoe fthe mucosal surface to the luminal
surface of individual crypts was measured. Crypsifin was determined by measuring the
number of crypts with bisecting fissure and a ®rgminal opening as previously described.
Crypt depth was measured on at least 20 cryptsqmion.
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SUPPLEMENTAL FIGURES

Supplementary Table 1. Bacterial Strains and Primes for Mutagenesis is Procedures

Bacterial strains & plasmids used

Genotype and relevant characteristics

Escherichia coli M1/5
(U. Dobrindt, Germany)

Escherichia coli K-12 MC4100

E. coli M1/5 strains
generated by chromosomal
directed-mutagenesis

E. coli WT

E. coli AclbA

E. coli AclbA+clbA

Plasmids
pkD46
pkD4
pkD3-clbRA

O75:K5

rpsL K42R (genbank AF312716) streptomycin resistance

rpsL K42R streptomycin resistance
rpsL K42R, clbA::kan streptomycin & kanamycin resistance
rpsL K42R, clbA::clbA-cat streptomycin & chloramphenicol resistance

lambda red disruption system, temperature-sensitive replication of the plasmid
Tn5 neomycin phosphotranferase gene for generation of the kanamycin resistance cassette
clbA operon and chloramphenicol acetyltransferase gene for generation of the chloramphenicol resistance cassette

Targets and primers

rpsL mutagenesis ( K42R)
IHAPJPN99
IHAPJPN100

clbA mutagenesis
IHAPJPN44
IHAPJPN45

clbA complementation
clbA_compl
down1960_cat3

ATGGCAACAGTTAACCAGCTGG
TTAAGCCTTAGGACGCTTCACG

GGACATACTAGTTTTTTTCATCAAACCAGTAGAGATAACTTCCTTCACTAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
TTAGCTGATAGTCGTGGTGATAAAGTTGGGACTGCATAGGAAATAGCTCACATATGAATATCCTCCTTAG

GGAATACGAATCACGCTATACACATTGCTAACAGGAATGAGATTATCTAAATGAGGATTGATATATTAATTGG
ATATGAAAATCAATATTATCGACGGCTCAGAAGTGTCTAGATTATCCGTGGCGATCATATGAATATCCTCCTTAGTTCC
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Supplementary Figure 1. Wild-Type and Complemented M1/5 E. coli Strain Induced DNA
Double-Strand Breaks in Epithelial Cells In Vitro
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(A) Live commensaE. coli M1/5 strain orE. coli M1/54clbA or the complemented straih coli AclbA+clbA
was added directly onto HelLa cells, cocultived4drours, then washed. The cells were incubatedZdr with
gentamicin before staining with Giemsa. Scale hagum.

(B) Quantitative analysis ofH2AX-positive foci per cells. Pooled data from twadependent experiments

performed on at least thirty cells. Results araesged as meanSEM. * p< 0.05 and *** < 0.001.
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Supplementary figure 2. Levels of Enterobacteriaceae in
faeces samples of pregnant rats and their offspring
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(A) Total Enterobacteriacea@and the colonization levels &. coli WT, E. coli 4cIbA or E. coli 4clbA+clbA
levels were estimated from faeces collected froegpant females before birth of their offspring. Thantity
of indigenousEnterobacteriacea@nd the colonization levels &: coli strains from each group were estimated
separately by serial dilution plating of fecal seisgions on Mac Conkey agar (tofaiterobacteriacegeand on
Mac Conkey agar supplemented with streptomycin wepgomycin + kanamycin or streptomycin +
chloramphenicol for selection &. coli WT, E. coli A4clbA or E. coli AclbA+clbA respectively. Colonization
levels (n=6-11, Mean, SEM) are represented as CédJ(g faeces) from three pooled independent exsarisn
Two-way ANOVA and Bonferroni's multiple comparistest.

(B) Total Enterobacteriaceaand the colonization levels &:. coli WT, E. coli AclbA or E. coli AclbA+clbA
levels were estimated from faeces collected frombmens throughout the course of experiment (desdrib-ig.
1A) at day 8 and 100 after birth. Colonization levén=14-32, Mean, SEM) are represented as Log (GFU

faeces) from three pooled independent experim@mse-way ANOVA and Bonferroni's multiple comparison

test.
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Supplementary Figure 3. Bacterial localisation in the intestine in 8 days-old animals.

DAPI Eub E. coli

Bacteria shown in the distal ileum of 8 days oldrais with universal bacterial 16S ribosomal RNAGific
(UniBac, Amanret al.,1990) FAM-conjugated PNA probe (Eurogentec) Bndoli bacterial probe (Eco16S06).

Magnitude used for photomicrographs: x40.
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Supplementary Figure 4. Early Colonization with Gen  otoxic
Commensal E. coli Strains did not Impact on Body Weight
and Microbiata Diversity.
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(A) Microbiota diversity represented by three mmagmoups of bacteriaBacteroidetes Clostridium leptum

Lactobacillus..

(B) Body weight in gram of control newborns or newbocotonized at birth withe. coli WT, E. coli AclbA or
E. colidclbA+clbAin six days-old to 35 days-old.

114



RESULTATSEXPERIMENTAUX

Supplementary Figure 4. Genotoxicity of Commensal E. coli Strains Maternally
Acquired at Birth Mimics DNA Damage in Intestinal E  pithelial Cells observed in
0.5 Gy irradiated animals.

E.coliWT

*k*k

*k*k

yH2AX* epithelial cell/
total epithelial cells
© © O 0 9o 99 o r
TRERPREIPPL?

T T
2 Gy 0.5 Gy E. coli
WT

(A) Representative colon frozen sections at dapMA was stained in blue andH2AX foci in green (white
arrows). Colon frozen sections from gammae-irradiatéece (whole-body, 2 Gy or 0.5 Gy) were used astjpe
controls. Scale bars represent 10pm.

(B) Quantitative analysis ofH2AX-positive epithelial cells. Pooled data fromahindependent experiments
performed with groups of 3-5 rats are representeame expressed as the meaBEM. * p< 0.05, ** p< 0.01
and *** p< 0.001. Magnitude used for photomicrographs: x60.

115



RESULTATSEXPERIMENTAUX

Supplementary Figure 6. Crypt Depth was not Modify by Early Colonization of the Gut with
Genotoxic E. coli Strains.
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Histological analysis showing crypt depth in guttsens of 100 days-old animals colonized with gemat E.
coli WT, E. coli AclbA, or non-genotoxicE. coli AclbA+clbA maternally acquired at birth. Offspring from
mothers treated with PBS were used as control.

(A) Representative H&E-stained distal colonic sat$i showing crypt morphology in young animals (&~ and
28-days old) and in adult animals (100-days old).

(B-C) Quantitative histological analysis of crypepdh (um) in the small intestine (B) and in theocolC).
Pooled data from two independent experiments pmedr with groups of 5-10 rats are represented aad ar
expressed as mearSEM.
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DISCUSSION

Grace a cette étude, nous avons pu développer aielenexpérimental original de
colonisation naturelle des nouveau-nés qui mimeptemiéres étapes de transmission et de
colonisation des souches bactériennes retrouvées lanmeére et le nouveau-né. Ce modéle
nous a permis d’analyser le réle de la Colibactiaas les étapes de transmission et de
persistance de souches ecoli commensales dans le tractus digestif. Les résultatenus
dans cette étude montre que la production de lio&uine n’influence ni la transmission ni
le maintien de la colonisation par des souchesdeoli chez I'animal. Cependant, nous
pouvons nous interroger sur le role joué par lak@ctine pour la bactérie ? La Colibactine
est un composé hybride de polycétides-peptides miomsomal formé a partir d’'une
machinerie complexe codée par Ilot génomiqies [270]. Les NRPS et PKS sont des
systemes de synthése qui produisent de nombreusésules pharmacologiques comme les
antibiotiques [302]. Nous pouvons donc, dans leeak® la Colibactine, nous demander si
elle pourrait agir comme une molécule antibiotiqamur le microbiote commensal. Les
premiers résultats préliminaires obtenus sur I\s®bu microbiote intestinal ne semblent pas

mettre en évidence un réle majeur de la Colibaatoreme facteur antibiotique.

Dans le cadre de cette étude nous avons pu neettévidence pour la premiere fois
limplication de E. coli génotoxiques commensales sur le développementégdichélium
intestinal de la naissance a I'age adulte. La ¢sédion naturelle des animaux par descoli
commensales génotoxiques est capable d’augmentemi&re de dommages a '’ADN dans
les noyaux des entérocytes chez le nouveau-né pasis I'age adulte. L’'accessibilité des
bactéries génotoxiques aux CEls, le niveau de @dton des animaux par |& coli et la
maturation de I'épithélium intestinal avec un gelrducus formé pourrait expliquer I'absence
de dommages de 'ADN a I'adge adulte. D’autre parte augmentation de la prolifération
cellulaire, du nombre de cryptes en bifurcatiordes cycles BFB chez les animaux adultes
colonisés depuis la naissance avec des souchds deli génotoxiques a été observée.
L’augmentation de ces différents parameétres suggéréle des souches @& coli dans la
cancérogenese colorectale. De plus, I'équipe amdaqnie les souches porteuses de |jpkd
étaient capablem vitro d’'induire une instabilité génétique associée a amgmentation des
mutations, mécanismes entrant dans le développeeadiat cancérogenese colorectale. Jobin
et al., ont récemment mis en évidence dans un modélecrtifutilisant des animaux

axéniques I'association entre I'inflammation chopre de lintestin et la présence de souches
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de E. coli génotoxiques dans le CRC [286, 303]. Cependamiigthentation de I'apoptose
corrélée avec 'augmentation de la migration ddsreoytes le long de I'axe crypte-villosite,
observées chez les mémes animaux nous fait pensda gprésence de souches génotoxiques
deE. colidepuis la naissance n’est peut étre pas suffigamieinduire le développement du
CRC. En revanche, cela pourrait traduire un déf@eit fonctionnement de la barriere
intestinale et suggere que les souchesdeoli génotoxiques seraient impliquées dans le

maintien de I'intégrité intestinale.

Ces premiers résultats ont permis de mettre edeBge que l'acquisition a la
naissance de souchesklecoli génotoxiques et leur persistance dans le traligestif tout le
long de la vie de 'animal seraient impliquées dangponse induite aux dommages a I’ADN
et le développement de I'épithélium intestinal.
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ETUDE 2: LE ROLE DE LA COLIBACTINE DANS LA
DIFFERENCIATION EPITHELIALE ETL 'I| NTEGRITE DE LA

BARRIERE INTESTINALE

Dans cette seconde étude nous avons voulu savies siffets génotoxiques des souches
de E. coli pks+ observés chez le nouveau-né eaggrhentation de la prolifération, de
'apoptose et de la migration des entérocytes arilait la différenciation épithéliale et la

fonction de barriére de la mugueuse intestinale.

Pour cela, des travaux préliminaires sur d'une p&trole de la Colibactine sur la
différenciation des CEls et d’autre part sur ligr&€é de la barriére ont été réalisés en
utilisant le mode expérimental ci-dessus ou lesnanix sont colonisés depuis la naissance

par des souches de E. coli génotoxigues ou non.

lls vous sont présentés ci-apres.
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LA COLONISATION DES NOUVEAU-NES PAR DES
ESHERICHIA COLI GENOTOXIQUES ALTERE LA
DIFFERENCIATION EPITHELIALE ET AUGMENTE LA
PERMEABILITE PARACELLULAIRE.

Payros Delphine Secher Thomas, Boury Michéle, Menard Sandrinka8ar-Cartier

Christel, Plaisancié Pascale, Theodorou Vassilsayald Eric, Olier Maiwenn

INTRODUCTION

L’épithélium intestinal est formé d’une monocoudatalulaire caractérisée par son
renouvellement constant. Les cellules souchespdtentes, situées au fond des cryptes, se
divisent pour donner naissance a une populatiamsit@re hautement proliférative qui se
différencie en cellules absorptives (les entéra)ytel en cellules sécrétoires : les cellules a
mucus, les cellules de Paneth et les cellules@éiocrines. La différenciation cellulaire est
conduite par I'expression ou non de différents eflars géniques au niveau des cellules
progénitrices (Données Bibliographiques - Chaplitre Figure 6)[4]. De plus, I'épithélium
intestinal est a linterface entre I'environnemeanttérieur et I'organisme et interagit de
maniere étroite avec le microbiote intestinal afnformer une barriere physique efficace vis-
a-vis de l'environnement extérieur (agressions g@&hes ou Xxénobiotiques...) [304].
Cependant, le réle du microbiote ne se limite pasoa effet barriere et influence la
différenciation et la maturation de I'épithéliuntestinal de I'héte [176, 177, 181, 182, 305]
[184] [306].

Precédemment, nous avons pu mettre en évidence, wlanmodele original de
transmission naturelle de souches commensalds. @®li de la mére au nouveau-né, une
augmentation a la fois des dommages a '’ADN damehtérocytes et une augmentation de la
prolifération ainsi que de la migration cellulaiee long de I'axe crypte-villosités chez les
animaux colonisés depuis la naissance par des esuldf. coli génotoxiques. De plus, une
augmentation de l'apoptose a aussi été décrite [dseanimaux adultes colonisés avec la
souche deE. coli génotoxique. Sachant que le pool de cellules itares en prolifération

situé dans les cryptes est une des cible€.deoli génotoxiques et est a l'origine de la
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différenciation cellulaire dans I'épithélium inte&tl, nous pouvons nous demander si la
Colibactine produites par les souchesEdecoli colonisant le tractus Gl depuis la naissance

n'aurait pas un role dans la différenciation enlauration de I'épithélium intestinal ?

Au cours de cette étude, nous allons tout d’abesadyer de caractériser I'impact de la
colonisation précoce des animaux par des souche<.deoli génotoxiques sur la
différenciation cellulaire des cellules a mucuss dmllules de Paneth et des cellules
entéroendocrines chez les animaux adultes. Enfins révaluerons le rdle de bactéries
génotoxiques sur l'intégrité de la barriere inteslie en mesurant la perméabilité para- et

transcellulaire chez les animaux colonisés deisaace a I'age adulte.

MATERIELS ET METHODES

Souches Bactériennes

Voir Materials and MethodéRésultats — Partie 1) p. 105 (Payros et al.,répgration)

Modéle expérimental

Les femelles rats gestantes (E15 = jour embryoengi) recoivent un traitement
antibiotique (streptomycine, 5g/L) dans I'eau désbon jusqu’a la naissance et sont gavees
avec 10 bactéries a deux reprises (E16 et E20). Aprésiksance, les animaux sont sacrifiés
a des temps précoces (8, 15 et J28) et a l'agaeadldO jours) pour l'analyse de la

perméabilite. La différenciation cellulaire est iedge chez les animaux adultes (100 jours).

Voir Materials and MethodéRésultats — Partie 1) p. 88 (Payros et al., épgmation)

Histology and immunohistochemistry

Voir Materials and MethodéRésultats — Partie 1) p. 89 (Payros et al., épgmation)
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L’analyse des cellules de mucus a été faite ad'alé I'anticorps Muc2 (1/200,
Santacruz). L’observation de la quantité de mugésgnte dans I'épithélium intestinal a été
réalisée a I'aide d’'une coloration avec de I'agéeiodique de Schiff a 0.5% pendant 7 min a
température ambiante suivie d’'un bain dans le ifé@etSchiff pendant 15 min a I'obscurité a
4°C. La mesure de l'aire spécifique de marquagd’aine totale représentant la muqueuse
épithéliale a été déterminée. L'analyse des call@etéroendocrines a été réalisée par un
marquage de la chromogranine A, (CgA, 1/500, Imnstar) et les cellules de Paneth avec un

anticorps anti-lysozyme (1/100, Zymed).

PCR quantitative

L’extraction d’ARN a été réalisée a partir de tssongelés et broyés dans du tampon
RLT (Macherey-Nagel) en utilisant le kit de billéxecellys (CK-MIX beads; Bertin
Technologies). Les tubes sont centrifugés dansrdeelys® (Bertin technologies) a 6000
rpm pendant 2 fois 10 secondes avec un intervalléOdsecondes. L’extraction des ARN est
réalisée avec le kit d’extraction Macherey-Nagets IARN (1 pg) sont traités avec de la
DNAse (Sigma) avant leur conversion en ADNc avegitede synthése iScript cDNA kit
(Biorad). Les PCR quantitatives sont réalisées dweBupermix 1Q SYBR Green (Biorad).
Les réactions de gPCR sont faites avec l'appar&X3Brm de Biorad. L’analyse de

I'expression génigque est normalisée a I'expresdion géene de ménage Arp.

Perméabilité intestinale paracellulaire

Des fragments de duodénum sont montés en chamlerddssing (Easy Mount,
Physiologic Instruments) et I'aire de la surfacpasée est de 0.1 éml mL de solution de
Kreb’s (Sigma) oxygénée est ajouté de chaque t@&®.parametres électriques, incluant la
différence de potentiel, I'intensité du courantjlet la résistance électrique totale (R) sont
enregistrés a intervalles réguliers pendant deuxese La résistance transépithéliale (TER),
un indicateur de la viabilité tissulaire et desaues ioniques au niveau paracellulaire est
exprimée en Ohm.cin

Pour mesurer la perméabilité paracellulaire a déegemolécules, du dextran-FITC

(4kDa) est ajouté dans le compartiment mucosalkeaconcentration finale de 2.2mg/mL et le
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passage épithélial est analysé. La perméabilitthéjzle aux molécules de dextran-FITC est
déterminée en mesurant lintensité de fluorescdRrteavec Il'utilisation d’un automate, le
TECAN.

Perméabilité transcellulaire

De la méme maniere, pour mesurer la perméabilitanstellulaire aux
macromolecules, la protéine HRP Herseradish peroxidase) est ajoutée dans le
compartiment mucosal a une concentration finale.dmg/mL. Son passage est analysé deux
heures apres. La permeéabilité intestinale pour RPHntacte est déterminée par un test
enzymatique (Maehlet al Methods of biochemical analysis 1954) qui permetntesurer
l'activité de la HRP au TECAN.

RESULTATS

Effets de la colonisation néonatale par des souchgénotoxiques sur la

différenciation des cellules sécrétoires chez letradulte.

Dans un premier temps, nous avons voulu caracaté&ida colonisation précoce des
nouveau-nés par des souches génotoxiquds. deli avait un impact sur la différenciation
absorptive/sécrétoire des CEls dans les tissustimdeix (duodénum, cblon proximal et
distal) adultes par mesure de I'expression génigeeathl (lignage sécrétoire) dtesl
(lignage absorptif) en PCR quantitatiiffégure 1). Les premiers résultats obtenus ne révelent

pas de différence significative de I'expressionatl ethesldans les différents groupes.

D’autre part, a ce stade de nos analyses, auclféegedice dans la différenciation
intestinale n'a été faite aux temps précoces qusoieau niveau de l'intestin gréle ou du

c6lon (données non montrées).

La Colibactine n’influence pas la physiologie desatlules a mucus.
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L’analyse du facteur de transcripti&li4 (Figure 2A), spécifique de la différenciation
des cellules a mucus, ou I'analyse du nombre delegla mucugFigure 2B et 2C)et de la
guantité de mucus produi{€igure 2C et 2D)dans les différents tissus intestinaux a I'age
adulte ne révelent aucune différence que ce seit t&s animaux colonisés avec une souche

génotoxique ou non.

La Colibactine augmente le nombre de cellules de Rath dans le duodénum.

La répartition des cellules de Paneth a été amalgia@s l'intestin gréle des animaux
adultes colonisés par une soucheedeoli génotoxique ou non a l'aide d’'un marquage anti-
lysozyme qui met en évidence les granules dansdbsles de PanetfFigure 3B). Les
résultats obtenus montrent un plus grand nombreetlales de Paneth chez les animaux
colonisés par une souche génotoxique a la fois adsodénum et I'iléunfFigure 3A). En
revanche, l'analyse de I'expression génique duzysw suggére une diminution de son
expression (non significative) dans le duodénumnidiaux colonisés par ung&. coli

produisant la Colibactin@-igure 3C).

La Colibactine augmente le nombre de cellules entéendocrines a I'adge adulte.

La distribution des cellules entéroendocrines segténinée a I'aide du marqueur pan-
endocrine chromogranine A (CgA). Nous avons obsgueles cellules entéroendocrines se
retrouvent en plus grand nombre au niveau du dusdéhez les animaux adultes colonisés
avec une souche d& coli génotoxique E. coli WT ou E. coli AclbA+clbA) (Figure 4A et
4B;). En plus de 'augmentation de leur nombre, lariiistion des cellules positives pour la
chromogranine A est altérée chez les animaux ceésnipar les souches de coli
génotoxiques. En effet, alors que les cellulesreat@ocrines apparaissent classiquement
séparément et non cote a cbdte, nous observondashanimaux colonisés par les souches de
E. coli WT etE. coli AclbA+clbA que les cellules entéroendocrines sont parfoidérigses,
suggérant une altération dans le processus dédistn des cellules sécrétoires difféerenciées

(Figure 4By). Enfin, l'analyse génique déNgn3 et Pdxl, génes impliqués dans la
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différenciation des cellules entéroendocrines neéleidt aucune différence entre les différents

groupegqFigure 4C).

Effets de la colonisation néonatale par dei&. coli génotoxiques sur la

perméabilité intestinale de la naissance a I'age atle.

Nous avons précédemment observé chez les animaltesdolonisés par des souches
deE. coligénotoxique une augmentation a la fois de laf@ratiion cellulaire et de I'apoptose
corrélée avec une augmentation de la migratiomle@é de I'axe crypte-villosité. Nous nous
sommes demandé si cela ne pouvait pas avoir deggoences sur l'intégrité de la barriere
intestinale et plus précisément sur sa fonctionightedonné que les effets les plus marqués
jusqu’ici ont été observés dans I'épithélium duadémous avons choisi d’étudier la

perméabilité sur ces tissus.

La colonisation néonatale des animaux par des ssuibdE. coli génotoxiques ou non
n'impacte pas sur la perméabilité paracellulaine #@mps précoces (J8 et J15). En revanche,
les résultats montrent une augmentation de la ditité paracellulairéFigure 5A) a J28 et
a J100 chez les animaux colonisés depuis la nasspar des souches de coli
génotoxiques. Ce résultat est inversement corréé Bobservation d’'une diminution de la

résistance transépithéliale chez les mémes animamxéme tempd-igure 5B).

Cependant, de maniére intéressante, la colonisaitestinale des animaux par des
souches génotoxiques &e coli ne semble pas affectée la perméabilité transaekutjue ce
soit chez le jeune (D8 a D28) ou I'animal adultd QD) (Figure 6).

DISCUSSION

L'effet de la colonisation précoce des nouveau-pas des souches de. coli
génotoxiques sur la distribution des cellules gémes, notamment les cellules de Paneth et
les cellules entéroendocrines suggere que la oieaaffecte I'équilibre entre les cellules
absorptives et les cellules sécrétoires. Cependad, résultats en PCR quantitative de
'expression des géeneathl etheslne permet pas de mettre en évidence une différamtce

les deux lignages au profit des cellules sécré&qgigr exemple. Les données expérimentales
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en gPCR auraient besoin d’étre complétées en amdlpdus précisément les mécanismes de
différenciation mis en place apres I'expansion delules transitoires en prolifération. En
effet, nous pouvons envisager qu’'a I'age adulte) (jJours), moment de notre analyse, la
signalisation génique liée a la différenciation d&Sls est terminée et que I'expression
différentielle des facteurs de transcription segais précocément.

Le r6le majeur des cellules entéroendocrines rédiges leur capacité a produire des
hormones impliquées dans un grand nombre de prgdsysiologiques : la motilité, la
sécrétion de I'eau et des ions, le métabolismegétigue lors de la prise alimentaire. Ainsi,
une augmentation de leur nombre pourrait avoirdl@ dans le métabolisme énergétique en
favorisant la prise alimentaire. D’autre part, ikiste plusieurs types de cellules
entéroendocrines différentes, du fait de leur Isatibn dans le tissu intestinal ou de leur
capacité a secréter tel ou tel facteur. Au nivedtestinal, la caractérisation des cellules
entérochromaffines majoritaires dans ce tissu ajju& de leur capacité a sécréter de la
sérotonine, un neurotransmetteur majeur impliquésda prise alimentaire pourrait nous

permettre de mieux comprendre le role de ces esliddns notre modele.

Les cellules de Paneth produisent des peptidemi@ntbiens (tels que le lysozyme,
les défensines...) et sont ainsi impliquées dansdimtien de 'homéostasie intestinale [307].
Une augmentation du nombre de cellules de Paneth lds animaux colonisés avec des
souches génotoxiques suggere donc une meilleuracitdpa lutter contre les agressions
pathogénes et a maintenir I'hnoméostasie intestwial@-vis du microbiote commensal [295].
Or, inversement nous avons observé une tendanae dinlinution de I'expression du
lysozyme dans les cellules de Paneth duodénalesapbau contraire révéler un défaut des
cellules de Paneth a produire des agents antim@rsbEn effet, Martinez-Rodriguez al.,
ont montré récemment que l'infection @almonella entericésérotypelyphimuriun) induit
I'expansion des cellules de Paneth tout en diminleanombre de granules et I'expression de
lysozyme dans la réponse a une infection pathogeggérant un défaut fonctionnel des
cellules de Paneth [308].

Enfin, 'augmentation de la perméabilité paraceliid dans le duodénum correle avec
une augmentation significative de I'apoptose suggeun défaut de la barriere intestinale
chez les animaux colonisés par @e<soli génotoxiques (étude 1 — p. 101.). Ces observations
suggéerent un défaut de fonction de la barriéresiimale chez les animaux colonisés par des
E. coligénotoxiques pouvant étre impliqué dans la répdedmrganisme a la tolérance orale

ou dans le développement de pathologies auto-imroamane l'allergie. En revanche, nous
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n'avons pas observé de différence significatives late I'analyse de la perméabilité
transcellulaire par mesure du passage de la HRRamopartiment muqueux vers le
compartiment séreux. Cette absence de difféerengagbs’expliquer par le fait que seule la
proportion de protéine intacte retrouvée du coétélsé peut étre quantifiee (environ 10%)
nous privant ainsi de 90% de la réponse.

Ces résultats permettent donc de mettre en évidemadle des souches d@e coli
génotoxiques a la fois dans la différenciation &tfdnction de barriere de I'épithélium

intestinal.
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FIGURES

Figure 1 — La colonisation précoce des nouveau-nés p  ar des E. coli génotoxiques ne
modifie pas I'expression génique dans les CEIs al'a  ge adulte.
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Figure 1 — Effet de la colonisation précoce des neeau-nés par desk. coli
génotoxiques sur lI'expression génique d®athl et Hesl a I'dge adulte. Expression
génique deRath1(A) et Hes1(B) dans le duodénum, cdlon proximal et distal. Liegsion
génique de chaque géne est normalisée par rappexipaession d’un gene de ménagep.

Moyenne +/- SEM, groupes représentant entre 3 anifBaux.
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Figure 2 — La colonisation précoce des nouveau-nés par des E. coli génotoxiques n'altére pas la
physiologie des cellules a mucus.
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Figure 2 - Effet de la colonisation précoce des nweau-nés par desk. coli
genotoxiques sur les cellules @ mucus a I'age adul{A) Expression génique du facteur de
transcriptionKlf4 dans le duodénum, célon proximal et distal. L'egsion génique de
chaque géne est normalisée par rapport a I'expresbun gene de ménagarp. (Moyenne
+/- SEM, groupes représentant entre 3 et 10 aningB¥ Sections de cbélon montrant des
cellules a mucus marquées avec l'anticorps antizVlaa avec une coloration a I'acide
périodique de Schiff. (C) Analyse quantitative delules & mucus Muc2 positives le long de
'axe crypte-villosités dans le duodénum et le oblproximal et distal). (D) Analyse
guantitative de l'aire de marquage pour le mucussdeépithélium de l'intestin gréle
(duodénum et iléum) et colique (proximal et distdles données sont issues de 3
expérimentations indépendantes et les groupesseaent entre 4 et 10 rats. Moyenne +/-
SEM.
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Figure 3 — La colonisation précoce des nouveau-nés p  ar des E. coli génotoxiques augmente le nombre
de cellules de Paneth dans l'intestin gréle.
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Figure 3 - Effet de la colonisation précoce des nweau-nés par desk. coli
génotoxiques sur les cellules de Paneth a I'age didu (A) Analyse quantitative du nombre
de cellules de Paneth positives pour le lysozymesdas cryptes de lintestin gréle
(duodénum et iléum) et le colon (proximal et distdB) Sections d’iléum montrant des
cellules de Paneth marquées avec l'anticorps gsiizyme. (C) Expression génique du
lysozyme dans le duodénum. L’'expression géniquehdgue géne est normalisée par rapport
a I'expression d’'un géne de ménagep. Les données sont issues de 3 expérimentations
indépendantes et les groupes représentent enttel@ ets. Moyenne +/- SEM. ANOVA
suivi d'un test Bonferroni. * p<0.05, ** p<0.01.
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Figure 4 — La colonisation précoce des nouveau-nésp  ar des E. coli génotoxiques augmente le nhombre
de cellules entéroendocrines dans le duodénum.
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Figure 4 - Effet de la colonisation précoce des nweau-nés par desk. coli
génotoxiques sur les cellules entéroendocrines ade adulte.(A) Analyse quantitative du
nombre de cellules entéroendocrines CgA-positiedohg de I'axe crypte-villosités de
lintestin gréle (duodénum et iléum) et le célomofamal et distal) a 100 jours. (B31) -
Sections de duodénum montrant des cellules entdooenes marquées avec I'anticorps anti-
CgA. 82) Analyse microscopique montrant des cellules eet@ocrines clustérisées chez les
animaux colonisés par une souche génotoxique (X@))Expression génique des facteurs de
transcriptionNgn3 et Pdx1 dans le duodénum. L'expression génique de chagne @st
normalisée par rapport a I'expression d’un genendeagearp. Les données sont issues de 3
expérimentations indépendantes et les groupesseaent entre 3 et 10 rats. Moyenne +/-
SEM. ANOVA suivi d'un test Bonferroni. * p<0.05, ¥5<0.01.
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Figure 5 - La colonisation précoce des nouveau-nés avec des souches
de E. coli génotoxiques augmente la perméabilité paracellulai  re a l'age
adulte.
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Figure 5 - Effet de la colonisation précoce des nweau-nés par desk. coli
génotoxiques sur la perméabilité paracellulaire dda naissance a I'age adulte(A)
Analyse de la perméabilité paracellulaire en chand® Ussing par mesure du passage des
molécules de Dextran-FITC (4 kDa) du c6té muqueers e coté séreux au TECAN. (B)
Mesure de la résistance transépithéliale chez &ren animaux. Les données sont issues de
3 expérimentations indépendantes et les groupedéseqent entre 8 et 12 rats. Moyenne +/-
SEM, ANOVA suivi d’un test Bonferroni.*p<0.05, ** p<0.01, *** °** *#h<0.001.
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Figure 6 - La colonisation précoce des nouveau-nés aevc des E. coli

génotoxiques n'altere pas la perméabilité transcell ulaire.
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Figure 6 - Effet de la colonisation précoce des nweau-nés par des. coli génotoxiques

sur la perméabilité transcellulaire de la naissanced I'dge adulte. Analyse de la
perméabilité transcellulaire en chambre de Ussargnpesure du passage de la protéine HRP
(40 kDa) du c6té muqueux vers le coté séreux auANEC.es données sont issues de 3
expérimentations indépendantes et les groupesseent entre 8 et 12 rats. Moyenne +/-
SEM.
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CHAPITRE |

LA COLIBACTINE : SON ROLE AU SEIN DU MICROBIOTE INTESTINAL

1. Développement d’'un modéle de colonisation stable &baturelle” du

tractus digestif par des souches commensales Becoli.

Depuis longtemps, plusieurs modeles expérimentauxnimaux conventionnels,
animaux axéniques/gnotobiotiques ou ['utilisatian tdaitements antibiotiques chez I'animal
sont utilisés afin d’étudier le réle d’'une souchediun ensemble de souches bactériennes du
tube digestif sur la physiologie de I'néte. L'usdition d’animaux conventionnels permet
d’étudier les interactions entre un microorganisex®géne, administré oralement et le
microbiote intestinal déja établi et mature. Omoadéle ne permet pas d’analyser réellement
limpact d’'une souche bactérienne naturellementlamige au sein du microbiote intestinal
sur la physiologie intestinale. En effet, la cofation par la souche d’'intérét chez le rongeur
conventionnel est dans ce cas-la souvent trarsiaiprobablement pas ou peu localisée au
sein d’'une niche écologique pertinente (a prioriniaimum chezE. coli). La compétition
pour les nutriments des souches déja présentes ldante digestif ainsi que la niche
écologique déja occupée par les souches primo-calvices ne permet pas l'implantation et
le maintien de la colonisation par d’autres soudbegériennes exogenes [54]. D’autre part,
afin de contréler plus spécifiguement cette retatlte-bactérie, I'utilisation d’animaux
adultes monoxéniques ou gnotobiotiques est largem@randue depuis de nombreuses
années. Ce modele expérimental présente un graatta@e: aucune autre bactérie n'est
présente dans le tractus Gl d’animaux axéniquelsest possible alors d’analyser I'impact
d’'une espéce ou d'un faible nombre d’espéeces baotés sur la physiologie de I'héte [169,
214, 309]. Cependant, les effets indirects suthlgsplogie intestinale relayés par le reste du
microbiote sont occultés et I'épithélium intestindles animaux axéniques devenus
mono/gnotobiotiques a l'age adulte differe physigoement d’'un épithélium d’animal
conventionnel (défaut dans le développement duesystimmunitaire, défaut dans la
structure de I'épithélium intestinal...) mettant @&iea évidence I'importance de la présence
primordiale d’'un microbiote mature pour la physgmide I'hote [180, 185]. Enfin, certains

modeles expérimentaux consistent a utiliser desnam qui ont subi un traitement
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antibiotique afin d’altérer la microflore endogéstgpermettre I'implantation et la colonisation
massive par d’autres souches d’intérét. Cependagdt souvent nécessaire de maintenir le
traitement antibiotique afin de conserver un nivedel colonisation stable. De plus,

l'utilisation d’'un tel modele ne permet pas de dliincier I'effet potentiel direct de

I'antibiotique sur la composition du microbiote @stinal (par exemple, le traitement a la
streptomycine diminue les populations de bactéaeaérobies facultatives comme les
Entérocoques les Entérobactérieset les Lactobacilles..), du réle propre de la souche
d’intérét implantée. Ce modele n’est cependant geagait : il est souvent nécessaire de
renouveler le gavage par la souche d'intérét gidigement antibiotique est interrompu ou de
réitérer le traitement antibiotique afin de maiimtem niveau de colonisation stable au cours

des expérimentations.

Au cours de mes travaux de recherche, nous avomsitbord voulu développer un
nouveau modéle animal de colonisation, naturellés rnantrélée, du tube digestif chez le
nouveau-né qui mime les premiéres étapes de trasiemiet de colonisation bactériennes
mises en place en période périnatale entre la ®iete nouveau-né. Pour cela, les meres
gestantes ont recu un traitement antibiotique &treycine) durant leur derniere semaine de
gestation et ont été gavées a deux reprises agesotdehes commensalesklecoli rendues
résistantes au méme antibiotique. A la naissagc&raltement antibiotique est stoppé et la
colonisation par ces souches He coli a été évaluée a la fois chez la mére et chez la
descendance. Grace a lutilisation d’'un tel modeipérimental, la souche d’intérét est
transmise a la descendance avec des niveaux daisailon chez le nouveau-né rat
comparables & ceux observés chez 'Homme {Xfillg de tissu). De plus cette colonisation
est stable et persiste ensuite chez 'adulte amais 1.10cfu/g de féces, ce qui correspond &
ceux retrouvés chez 'Homme [250]. Ainsi, la mise mace de ce protocole expérimental
original nous a permis de développer un nouveauetecekpérimental de colonisation stable

et pérenne plus “physiologique” que les autres nesdexpérimentaux déja existants.

Dans le cadre de mes travaux de these, nous avoespd mettre en place un modele
de colonisation naturelle qui nous permet d’étudietong terme les conséquences de
I'acquisition de souches commensalesEdeoli a la naissance sur la physiologie de I'h6te
tout au long de sa vie. De maniere intéressantenadele s'avere étre trés pertinent pour
I'étude d’'une bactérie telle que coli car, comme décrit dans l'introduction (Chapitre, K.
coli est 'une des premieres especes bactérienneodisml le tractus digestif des nouveau-

nés et a persister durablement dans le tube digkestianimal tout au long de sa vie. Ainsi,
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nous avons pu adresser la question de la capacitéldnisation des soucheskEecoli et de

leur maintien au cours du temps en réponse a fepcé de I'lopksdans un environnement
physiologique (présence dé&s coli depuis la naissance et tout au long de la vig)lu
réaliste (acquisition et diversité du microbiottegiinal préservé) que dans les autres modeéles

expérimentaux disponibles.

2. La Colibactine : un facteur favorisant la colonisaton intestinale ?

Dans une étude publiée récemment, les auteursiahtsa I'importance de I'llgbksdans
la capacité des souchesklecoli a coloniser et a persister dans le microbiotestintal [281].
L"lot a été retrouvé majoritairement parmi les cloes résidentes de coli (53% contre 28%
pour les souches colonisatrices intermédiaires48t pour les souches transitoires). Ces
données suggerent que I'1lpks pourrait étre impliqué dans la capacité d'une beudeE.

coli a coloniser et a persister dans le microbiotestirtal [281].

Cependant, dans notre modéle expérimental ou legsmécoivent deux gavages, la
colonisation des animaux aussi bien aux temps pe&c(avant le sevrage) qu’a I'age adulte
n'est pas dépendante de la présence de Ipks c'est-a-dire de la production de la
Colibactine. En effet, la Colibactine n’influencelatransmission de la souche, ni le maintien
de la souché&. colidans le tractus digestif du nouveau-né et de lfadaspectivement.

Nous pouvons donc raisonnablement nous demandkeesfu&avantage pour la souche
E. coli d’exprimer I'llot pkset de produire la Colibactine ? Afin de répondieetie question,
nous avons analysé dans des expériences de caorpétttransmission et le maintien de la
colonisation par des souches Eecoli produisant et ne produisant pas la Colibactineiur Po
cela, les meres gestantes sont gavées avec da#tépiaquivalentes de. coli pks+et deE.
coli pks. Apres la naissance, la transmission des deuchesuest analysée chez le nouveau-
né ainsi que le maintien de la colonisation cheratesevré (84 jours). Au vu des premiers
résultats réalisés sur quatre portées différentass avons pu observé que si les deux souches
s’implantent de maniere équivalente chez les meckez les nouveau-né seule la souche de
E. coli pks+est retrouvée a 8 jours dans 75% des portées. ldvimmps, plus de 80% des
ratons sont exclusivement colonisés par la so&chmli pks+ L'absence de différence dans
la colonisation des méres sous antibiotiques Eadérix souches avant la naissance mais la

présence des J8, d'une proportion plus importaete. a&oli pks- chez les nouveau-nés nous
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permet d’émettre une hypothese sur I'effet d’'unepétition possible entre les deux souches

lors du passage mére/nouveau-né a la naissance.

Ainsi, il semble donc que le rGle de la Colibactdans la colonisation intestinale par
les souches dE. coli qui la produisent soit plus complexe que dansenotodele et procure
un avantage seélectif a la soucheHlecoli qui la produit lorsque la souche se retrouve en

compétition avec une autre soucheedeoli qui ne la produit pas.

3. Le Colibactine : un antibiotique ?

La Colibactine est un composé hybride de polycétjukptide non ribosomal formé a
partir d’'une machinerie complexe codée par I'lléngmiquepks [270]. Comme évoqué
précédemment dans lintroduction, la biosynthese B& et NRP a été principalement
observée chez les microorganismes tels que legriexciet les champignons. Les NRPS et
PKS sont des systemes de synthése de macromoléndigsendants des ribosomes qui
produisent de nombreuses molécules pharmacologicpresne les antibiotiques [302]. La
bléomycine qui est un hybride polycétides-peptidgue est utilisée comme un anticancereux
pour ses propriétés génotoxiques a été d’abordudécopar ses propriétés genotoxiques. La
Colibactine pourrait donc aussi agir comme une oué&antibiotique.

Afin d’analyser le potentiel antibiotique de la Baictine sur la composition du
microbiote adulte chez nos animaux, nous avonsiétea collaboration avec I'équipe de
Philippe Langella a Jouy-en-Josas, par qPCR espguencage la composition du microbiote
d’animaux adultes (100 jours) colonisés depuis déssance par des souches Elecoli
commensales produisant ou non la Colibactine. kesers résultats, basés sur une analyse
par gPCR des phyla dominants, ne montrent aucufférafice significative dans la
composition des grands groupes bactériens entraifé&yents groupes d’animaux. Ces
observations ne nous permettent donc pas de mattrévidence un rbéle majeur de la

Colibactine comme facteur antibiotique s'il existe.

bY

Les données obtenues a partir du séquencage adBhiit en technologie SoliD
nécessitent cependant d'étre davantage explor@éesdafconclure définitivement sur les
perturbations du microbiote potentiellement engéesiipar la production de Colibactine. Afin
d’'aller plus loin dans l'analyse du réle joué par Colibactine sur d'autres especes
bactériennes, il serait ainsi intéressant d’alles pprofondément dans I'analyse de certaines
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espéeces bactériennes plus ciblées, impliquéesdianembreux processus physiologiques de

I'hote (B. thetaiotaomicron, Faecalibacterium prauznit8FB...).
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CHAPITRE I

LA COLIBACTINE , UN LIEN AVEC LE CANCER ?

1. Colonisation Bactérienne, Dommage a I'’ADN et Prolération, un lien

avec le cancer du cblon ?

1.1. Maladies infectieuses et cancer

Le lien entre maladies infectieuses et le dévelopgrd de cancer a depuis longtemps
été mis en évidence chez I'Homme. En effet, plusl8% des diagnostics tumoraux sont
associés a une infection [310]. Parmi les relatiemtse agents infectieux et cancer les mieux
documentés on retrouve les papillomavirus humdit®\) qui provoquent le cancer du col
de l'utérus et les virus de I'hépatite B et C resgables de cancers hépatiques. Plus
récemment, le lien entre infections bactériennesagicer a été établi. Ainsi, la bactérie
Helicobacter pyloriest responsable de I'apparition de cancers ethgmes gastriques. Les
mécanismes liant des mécanismes infectieux et tenaion d'un tissu malin restent
cependant méconnus. Plusieurs hypotheses pourraighiencer ce développement:
linflammation chronique, I'évasion du systeme immtaire, les dommages a I'ADN, la
modification du cycle cellulaire et de la proliféom cellulaire [311].

Dans la suite de mon exposeé, je m'intéresserai phrsiculierement au role des

bactéries dans le cancer colorectal (CRC).

1.2. Bactéries et cancer colorectal

- Quel est le rdle joué par le microbiote intestidaihs le CRC ?

Les deux facteurs principaux contribuant au déymopent du CRC sont génétiques
(15%) et environnementaux [312]. En plus des coyabtinflammatoires qui ont été montré

comme favorisant le développement du CRC [313silconnu depuis trés longtemps que le

140



DISCUSSION

microbiote intestinal joue un réle dans le dévelppnt de cette pathologie et est impliqué

dans la susceptibilité au CRC.

- Quelles sont les especes bactériennes impliquaesld CRC ?

A Tinverse du réle connu del. pylori dans le développement de cancers gastriques,
peu d'études établissent un lien direct entre umeplosieurs especes bactériennes et le
développement du CRC. Cependant, plusieurs travsamblent indiquer que quelques
espéeces bactériennes seraient impliquées dans @& EBRsieurs hypotheses suggérent que
certaines souches bactériennes contingerococcus faecalist Fusobacteriumnucleatum

pourraient intervenir dans le développement du CRC.

E. faecalisest une espece commensale de la flore intestineteine qui produit de
grandes quantités de radicaux libres oxygénésatindaires comme H202 et O2l a été
montré quE. faecalisinduisait des CDB dans les CEls de I'épithéliumaed de rats et que
ces dommages déclenchaient une instabilité gémditquitro. D’autres études ont montré,
dans un modeéle murin (souris I'R) qu’E. faecalisinduisait une inflammation chronique de
lintestin aboutissant au développement d’adénacamces [314]. Enfin, une étude
rétrospective a montré que 40% des patients sotiffa dysplasies colorectales hébergent
dans leur flore intestinale deBntérocoquesproduisant de I'O2 Cependant, aucune
association entre la colonisation par faecaliset la prévalence du CRC n'a été mis

formellement en évidence [315].

F. nucleatunest une bactérie anaérobie adhérente et inve3lveJ18]. Castellariet
al., ont observé une sur-représentation Hesucleatumdans les tumeurs colorectales mais
n‘'ont pas pu établir un lien de causalité entrenfdction par Fusobacteriumet le
développement de tumeurs [319]. Une autre étudesggags récemment semble confirmer ces
résultats et montrer en parallele une diminutios pleylaBacteroidete®t Firmicutesdans les
tumeurs [320].

Une autre bactérie semble impliquée dans cetteojmfie et est un h6te commun du

microbiote intestinal E. coli.
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1.3. La Colibactine : un facteur intervenant dans le praessus de

cancéerogenese colorectale ?

L’équipe a montré qu’il existait des soucheskdecoli génotoxiques [270, 286]. Ces
souches dé&. coli sont porteuses de I'llot génomigpks et sont capables, dans un modele
murin d’anses ligaturées, d’induire des CDB a I'’ADe instabilité génétiqua vitro ainsi
gu'une augmentation de la fréquence des mutatiomsanismes entrant en jeu dans le
développement de la cancérogenése colorectale.[RP@6plus, des études récentes montrent
gue les nouveau-nés, colonisés tres précocemenmtegasouches de. coli sont porteurs de
I'Mlot pks (Branthomme et al., non publié)[280]. Ces donnéeliquent que de&. coli
commensales génotoxiques sont présentes dansies fhtestinales humaines et ce des la
naissance, moment ou elles colonisent 'THomme deérapérenne. La colonisation précoce
et durable du tractus digestif par des souches @omates deE. coli produisant la
Colibactine pourrait donc représenter une expasiténotoxique chronique au niveau de
I'épithélium intestinal.

Le groupe de Jobin aux Etats-Unis a tout récemmésien évidence dans un modéle
axénique artificiel I'association entre l'inflamni@t chronique de l'intestin et la présence de
souches deE. coli génotoxiques pkst) dans le développement de la cancérogenese
colorectale [303]. Dans ce but, ils ont utilisé deairis axéniques ILI® colonisées & 7
semaines soit par une soucheklefaecalis(souche génotoxique, cf ci-dessus) soit par une
souche dé&. coli génotoxiquegkst) et traitées a ’AOM (Azoxyméthane), un agentuoigur
de tumeurs. Les souris colonisées avec la soucke cdi pks- développent un nombre plus
élevé de tumeurs et une invasion tumorale plusdgrape les souris ILI®colonisées avec
E. faecalis L'utilisation d’'un mutant non génotoxique (constrpar délétion de I'llopks
montre que l'absence de production de la Colibactmaffectent pas la sévérité de
linflammation due & la colite dans les souris If°LEn revanche, elle induit une diminution
significative des lésions néoplasiques chez desisstitl 0 traitées a ’AOM. L’absence de
colite inflammatoire chez les souris axéniques VWlomisées par la soucte coli pks ou
délétée pour I'Mlot et traitées a I’AOM ne perménduire ni le développement, ni I'invasion
tumorale suggérant que la bactérie seule n’est gagsble d'induire la cancérogenése
colorectale en l'absence d'inflammation. Au vu des aésultats, les auteurs ont émis

'hypothese qu’a la fois linflammation chroniquee d'intestin et la présence de. coli
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génotoxiques agissaient de concert et étaient s@ices pour créer un microenvironnement

favorable a I'induction de dommages a I’ADN et farpotion de la tumorigenése colorectale.

Ainsi, cette étude met en évidence un lien indireatre la présence de bactéries
géenotoxiques et le CRC. Cependant, le modele @tilens cette étude est tres artificiel, les
souris sont axéniques, colonisées a I'adge adultaipa seule souche bactérienne et traitées
avec un agent inducteur de tumeurs, 'AOM. L'utiisn d’'un tel modele ne permet pas
d’étudier le role de ces bactéries génotoxiquesiaana période critique d'implantation et de
colonisation du tractus digestif, la période pé&afe@ En outre I'effet génotoxique observé par

cette équipe américaine reste faible et dépendvaamn d’inflammation.

Dans le cadre de mes travaux de these, jai pu powpremiere fois, mettre en
evidence le rbéle d&. coli génotoxiques commensales sur la physiologie dathélium

intestinal de la naissance a I'age adulte.

Ainsi, nous avons pu montrer que la colonisatiotumedle d’animaux par les souches
commensales dé. coli génotoxiques portées par la mere, est capableléamsemiers jours
apres la naissance d’augmenter le nombre de CDRO8! dans les noyaux des entérocytes
chez le nouveau-né. Dans notre étude nous obsetagm&sence des dommages a I'’ADN
dans les premiers jours qui suivent la naissansg(fa J15), moment dd. coli est une des
especes dominantes du microbiote intestinal etépithélium intestinal est encore immature.
En effet, aux temps trés précoces, I'épithéliurastinal est immature avec la présence de peu
de structures cryptiques, peu de cellules diffégmscet en revanche un nombre important de
bactéries (1Dcfu/g de tissu) ayant facilement accés aux celléfgithéliales et pouvant ainsi
produire leur effet génotoxique. Aux temps pluslifar apres J15, les cryptes intestinales sont
formées, la différenciation des CEls est mise @aagkt le nombre de nos bactéries d’intérét
dans l'intestin diminue au profit des souches brétées anaérobies strictes. Les soudhes
coli génotoxiques sont donc a la fois moins nombreesesnt moins facilement acceés a
I'épithélium intestinal les rendant peut étre inmles d’'induire des dommages a I’ADN dans
les CEls. Ces premiers résultats nous ont permisatre en évidence une fenétre temporelle
pendant laquelle les souchesElecoli génotoxiques présentes majoritairement dansdeusa
digestif seraient capables d’induire leur effet @érique. Ces premiers résultats nous ont
permis demettre en évidence une fenétre temporelle pendardduelle les souches dE.
coli génotoxiques présentes majoritairement dans le tcaus digestif seraient capables
d’induire leur effet génotoxique.
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D’autre part, nos résultats montrent une augmemtatie la prolifération cellulaire
associée a un nombre plus important de cryptesfercdtion ainsi qu’'une augmentation des
cycles BFB chez les animaux adultes colonisés delpunaissance avec des souche& de
coli génotoxiques. Des études suggerent qu’une augtioentke la prolifération corrélée avec
une augmentation du nombre de cryptes en bifurcadiol’age adulte sont liées au
développement d’adénocarcinome et du CRC [321,.323ligmentation des cycles BFB
traduit une instabilité génétique chez les animenionisés avec des souches génotoxiques.
La présence de ces ponts anaphasiques chez leauxnidultes pourrait témoigner des
conséguences d’un stress génotoxique survenudiles taractérisé chez nos jeunes animaux
par une augmentation des CDBs a 'ADN dans lesrecyé&es. En effet, leg. coli pks-
induisent des dommages a I’ADN qui équivalent aimaeliation de faible dose de 0.5 Gy ou
encore a une infection bactérienne de faible mdans ces cas-1a, les cellules présentant des
dommages a I’ADN sont capables de mettre en jegyisiemes de réparation de 'ADN afin
de poursuivre leur cycle cellulaire. Cependantsietémes de réparation ne sont pas parfaits
et des erreurs peuvent étre induites conduisaxgaaloppement d’'une instabilité génétique
se traduisant par une augmentation des cycles B8&.[Il serait donc intéressant d’analyser
si la présence de dommages a I'ADN chez le jeund’ugte instabilité génétique a I'age
adulte due a l'acquisition néonatale de souchds. @®li génotoxiques présentes tout au long
de la vie ne pourrait pas avoir des conséquencm®lpgiques sur le long terme et plus
particulierement dans les mécanismes de dévelopgetuecancer du colon (CRC). En effet,
des études menées aupres des populations japoddiseshima et Nagasaki ont pu établir
un lien entre dommages a I’ADN et cancer. Une eiXjposaux irradiations inférieure a 1 Gy
est suffisante pour augmenter les fréquences deecat notamment du CRC [323]. Par
aileurs, il est maintenant clairement établi quetillsation de thérapies génotoxiques
appliguées chez les jeunes enfants augmente leerfsaur ces enfants de développer un autre
cancer a l'age adulte [324-326]. Enfin, d'aprés ldsnnées épidémiologiques, plus
'exposition aux dommages génétiques due a undiatian est précoce chez I'enfant, plus les

probabilités de développer un cancer a I'age aduwlie élevées [327].

Ces résultats sont donc en accord avec les étuéesdentes pour suggeérer un réle des
souches dé&. coli génotoxiques dans le développement de la canagesgecolorectale. En
revanche, notre étude a permis de mettre aussii@éenée pour la premiere fois I'implication
d’'une période temporelle critique, la période p&tate pour observer les effets génotoxiques

deE. coli.
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1.4. Est-ce que la colonisation a la naissance par dé&s coli génotoxiques est

suffisante pour induire le développement du CRC ?

Si nos résultats suggérent une augmentation dediilité chromosomique associée a
une augmentation de la prolifération et des crymesbifurcation, phénomenes liés a la
cancérogenése colorectale, chez les animaux cékmiar des souches génotoxiques, les
mécanismes qui entrent en jeu dans le développedeelat tumorigenése sont complexes et
nombreux : le mode de vie, l'alimentation, le ligéographique, le contexte immuno-
inflammatoire et les mutations génétiques.... Dasplnos résultats montrent que la
colonisation des animaux avec des souches génaexignduit une augmentation de
I'apoptose dans les entérocytes ainsi qu’une autatien de la migration cellulaire le long de
'axe crypte villosités. Liet al montre que I'expansion du compartiment prolifiérast
associé a une migration plus rapide des entérotg/tiesmg de I'axe crypte/villosités et a une
augmentation de I'apoptose. Afin de limiter 'expam du compartiment prolifératif et donc
de promouvoir le développement de Iésions pré-cansés, les auteurs suggeéerent que
laugmentation de I'apoptose des entérocytes pemeetnaintenir I’hnoméostasie tissulaire
[328]. La protéine p53 joue un réle central dassnecanismes de réponses aux dommages a
’ADN en induisant I'arrét transitoire du cycle tdhire et la mort cellulaire [329, 330]. Des
mutations dans la protéine p53, protéine suppresketumeurs, ou des génes impliqués dans
les mécanismes de prolifération cellulaire au niviegestinal comme APC dircaténine ont
été montré comme étant fortement impliquées dargeleloppement de la cancérogenése
colorectale [330, 331]. Par ailleurs, le délai erir premiere rencontre avec la bactérie et le
développement ou le diagnostic de la pathologie géne tres long (années ou dizaines

d’années) compliquant les études.

2. La cellule souche, un acteur essentiel de 'homéaste intestinale

Comme évoqué ci-dessus, nos résultats ont pernisetiee en évidence une fenétre

temporelle particuliére pour I'action de la Colibae. La présence aux temps précoces d’un
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grand nombre deéE. coli génotoxiques proche de I'épithélium intestinal 'ehmaturité
structurale de I'épithélium a cet age-la (absereergptes et de gel de mucus) suggere que

les CSls pourraient étre une des cibles de I'aat@sk. coli génotoxiques.

La CSI est la cellule a l'origine du pool de cedwilen prolifération et donc du
renouvellement de I'épithélium intestinal en coiwis physiologiques. En effet, la CSI donne
naissance a la population de cellules transit@regrolifération qui apres migration vers le
haut des cryptes vont se différencier en cellubsogptives ou sécrétoires. Comme évoqué en

introduction, deux types de CSls ont été décrites j@ur:

- les cellules CBdgr5+ retrouvées entre les cellules de Paneth sordgtaésés aux

irradiations et sont constitutivement en proliférat

- les cellules LRC +bmil+ sont présentes juste au dessus des cellulesndg¢hPaont
tres sensibles aux irradiations et sont en quiescem l'absence de lésions de
I'épithélium intestinal.

Les cellules CBQgr5+ sont sous le contrdle de la voie de signalisafior. En effet,
le genelgr5 est une des cibles de I'activation de la voie [832] et la perte du facteur de

transcriptionTcf4 conduit a la perte des cryptes intestinales [15].

Dans nos expérimentations nous avons observé ugmesation du nombre des
cellules transitoires en prolifération ainsi qu’usiggmentation du renouvellement intestinal
chez les animaux colonisés depuis la naissancedmassouches génotoxiques. Ces résultats
suggerent un réle des CSls dans 'augmentationodiobre de cellules dans les cryptes. En
effet, nous pouvons émettre I'hypothese que less@GBht a I'origine des modifications
observées en réponse a la présence de souchesxjgnes. Plusieurs mécanismes pourraient
impliquer les cellules souches. Tout d’abord, newsns constaté, chez les trés jeunes
animaux, une augmentation de la présence de donsrad&DN dans les cellules cryptiques
en réponse a la présence de la génotoxine. Un eoaidrquageyH2AX/Igr5+ et
YyH2AX/bmil+ nous permettrait de voir si chez les tres jeunesmaux lesE. coli

génotoxiques sont capables d'induire des dommage€8ls.

Ainsi, une des hypotheses avancées pour expliquesrdsence chez le jeune de
dommages a ’ADN aux temps précoces et I'absendeutalétection chez les animaux plus
agés pourrait étre que chez les animaux tres jelewesellules souches auraient enregistré ces
signaux de dommages. En effet, chez le trés jenimead, I'épithélium intestinal est en cours

de développement et la niche que forme les CStl@st facile d’acces pour nos bactéries
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génotoxiques qui pourraient induire des dommag&shiN trés précocement. Cependant, le
stress génotoxique subit par les cellules épitledliaorrespond a une irradiation de 0.5 Gy,
qui conduit a lapparition d’'un nombre de foyeysl2AX phosphorylée inférieur a 20
foyers/cellule. En dessous de 20 foyers par calluéecellule n’entre pas en apoptose et est
capable de mettre en place les systemes de répadei’ADN. En revanche, la réparation
de ces dommages peut étre imparfaite et induireinstabilité chromosomique dans ces
cellules. Si les cellules touchées par ces dommsgasles CSI, nous pouvons imaginer que
les altérations de '’ADN acquises a ces temps pexgonduisent a des effets a long terme
sur la prolifération et le renouvellement de I'égiium intestinal. D’autre part, un nombre
plus important de cellules souches dans les cryphesstinales pourrait expliquer
'augmentation de la prolifération des CEls [2989R Enfin, il a été décrit que les cellules
de Paneth constituaient une niche préférentieller pes cellules souchdgr5+ dans les
cryptes intestinales. Les cellules de Paneth enireapt des facteurs de croissance comme
'EGF (“Epidermal Growth Factdj, le TGFa (“Tumor Growth Factor”), des molécules de

la signalisation Wnt contribuent & ’lhoméostasia & prolifération des CSls [36]. Le nombre
plus important de cellules de Paneth observé cbszanimaux colonisés avec des souches
génotoxiques pourrait peut étre jouer un role danopisme des cellules souches.

Afin de tester la premiere hypothese, nous avomsi@gement réalisé, a partir du
modéle de colonisation naturelle, une expérienceoflenisation transitoire des animaux par
des souches génotoxiques ou non. Cette colonisatersitoire devait nous permettre
d’évaluer I'effet de souches génotoxiques présepeesiant les premiers jours de la vie sur
I'épithélium intestinal et ensuite d’analyser lefffa plus long terme de cet empreinte sur le
développement des CEls apres élimination des seugeotoxiques du tractus digestif. Les
premiers résultats montrent une tendance a l'autatien du nombre de cellules en mitose
chez les animaux colonisés transitoirement a Issaace par la souche Becoli génotoxique
en comparaison avec les animaux colonisés traresitent par la souche d& coli non
génotoxique. Ces résultats préliminaires suggémerajue la présence tout au long de la vie
de I'animal de souches de coli génotoxiques pourrait ne pas étre nécessaired'’afiserver
les phénomenes d’augmentation de la proliférati@mpreinte induite au cours des premiers
jours de la vie par les souches génotoxiques sariisante pour induire 'augmentation de la
prolifération, renforcant I'hnypothése d'un effetsdsouches d&. coli génotoxiques sur les
CSils.
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3. Mécanisme d’action de la Colibactine sur les CEls ?

L’homéostasie des cryptes intestinales est régreupagrand nombre de voies de
signalisation. Les voies Wnt, Notch, FGFR, T@Rffectent profondément 'homéostasie des
cryptes en contrblant la localisation des CSls, régulant l'auto-renouvellement de
I'épithélium et la différenciation aussi bien que prolifération des cellules transitoires en

prolifération.

Nous avons constaté lors de nos expérimentatiomsugmentation de la prolifération
cellulaire dans les cryptes et une augmentationedouvellement intestinal en réponse a la
colonisation précoce des animaux avec des souahés doli génotoxiques, c’est a dire
produisant la Colibactine. Or, comme évoqué dangrdduction (Chapitre 1.2.1.2, p10), la
prolifération des CEls est principalement sousoetidle de la voie de signalisation Wnt qui
est une composante essentielle de '’homéostasigtimale [16, 21]. En effet I'inhibition de la
voie Wntf-caténine conduit a la perte rapide des cellubassitoires en prolifération (2 jours)
qui aboutit a la perte totale des cryptes (6 joatsinalement a la mort de I'animal [16]. Dans
le cadre de notre étude, nous pouvons donc énldtyrmothése d’'une implication de cette
voie chez nos animaux en réponse a la colonisgtiécoce avec des souches génotoxiques.
En effet, I'activation de la voie Wnt est caracég par des niveaux élevéspdeaténine et de
la surexpression de ces genes cibeMyc est I'une des cibles préférentielles de la voie
Whnt/B-caténine et est un facteur de transcription piémue qui régule I'expression de
nombreux genes cibles intervenant dans divers psosecellulaires comme I'apoptose, la

progression du cycle cellulaire, la croissanceutalle et la réplication de ’ADN [333, 334].

En plus du réle joué par-Myc dans les phénoménes d’homéostasie intestinale et d
tumorigenése, ce facteur de transcription est goglidans l'activation d’autres voies de
signalisation. En effet, il est capable d’activ@vbie de signalisation Akt/mTOR, également
impliquée dans les phénomenes de prolifération atsdle contrdle de I'homéostasie
intestinale. La voie Akt/mTOR Mammalian target of rapamycihest activée par la liaison
de facteurs de croissance sur les récepteursngrésiases situés a la surface de la membrane
plasmique des CEls et conduisant a l'activationadel3K de classe I. La PI3K phosphoryle
le PIP2 ce qui donne naissance au PIP3. La préslenedP3 & la membrane plasmique induit
le recrutement des kinases Akt et PDK1. Une faisutée a la membrane, PDK1 phosphoryle

Akt ce qui résulte en l'activation complete d’Akdigya pouvoir activer de nombreuses cibles
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dont mTOR a travers l'inhibition du complexe TSC3(2. L’activation de mTOR induit la
phosphorylation des kinases S6 et 4EBP1 qui coeduis la synthese protéique de
nombreuses cibles impliquées dans la croissandelaied et le métabolisme [335]. Tout
comme la voie de signalisation Wnt, la voie mTORaesivé chez plus de 40% des patients
atteints de CRC tout comme les protéines respossald I'activation de mTOR (PI3K, Ras,
Akt) [335]. D’autre part, la voie mMTOR est fortenieactivée dans les polypes intestinaux
retrouvés chez des souris mutées pour le gene AB§Erant une implication de la voie Wnt
dans la régulation de la voie mTOR. En effet, loesdp voie Wnt est inactive la protéine
GSK3 va phosphoryler le complexe TSC1/TSC2 quitimacalors la protéine mTOR. En
revanche lorsque la voie Wnt est activée, I'activite GSK3 est inhibée et le complexe
TSC1/TSC2 ne bloque plus I'activation de mTOR casatut a la croissance cellulaire [335,
336]

Au vu de nos résultats expérimentaux et du rélé jpar les voies de signalisation Wnt
et mMTOR a la fois dans 'homéostasie intestinalgagis les mécanismes mis en place dans la
cancérogenese colorectale, il serait intéressamatiser chez nos animaux colonisés depuis

la naissance avec des souches génotoxiques casdeosggnalisation.

Figure 38 — La voie de
RTK RTK signalisation mTOR.
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L'isolement des cryptes intestinales d’animaux o@és depuis la naissance avec des

souches geénotoxiques ou la création d’organoidgmaréir de cryptes isolées [337] ou

directement a partir d’'une cellule souche inte&inanique [36, 338]nous permettra
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d’analyser le rdle de la Colibactine directementlss cellules cryptiques. En effet, apres 7
jours de culture dans des conditions particuliel@xellule souche est capable de reformer
une crypte compléte avec un compartiment prolifiéesatune zone de cellules différenciées.
L'utilisation de différentes m.o.i dE. coli génotoxiques ou non ajoutées au milieu de culture
permettra d’une part d’analyser la réponse deslesliaux dommages a I’ADN et d’autre part
de mieux caractériser leurs capacités a se digisierecréer un pool de cellules transitoires en

prolifération.

150



CHAPITRE I

DIFFERENCIATION ET BARRIERE EPITHELIALE , LE ROLE JOUE PAR LA

COLIBACTINE ?

Nos résultats expérimentaux montrent un rble d€ddibactine a la fois dans la
différenciation de I'épithélium intestinal et lanfction de barriere de I'épithélium. Ainsi, si la
physiologie des cellules a mucus n’est pas altpegela colonisation des animaux par des
souches dé&. coli génotoxiques a I'age adulte, les animaux présemntemombre augmentée
de cellules entéroendocrines et de Paneth darissfin gréle pouvant contribuer a altérer

I’'hnoméostasie intestinale.

L’augmentation du nombre de cellules entéroendesrisuggere un impact sur le
métabolisme énergétique de I'héte [339, 340]. Cdprh) aucune différence dans la prise de
poids des animaux n'a été observée jusqu’au sewtageanimaux. De plus, le nombre de
cellules entéroendocrines chez les jeunes animi#net(J15) ne varient pas suggérant peut
étre une modification du métabolisme énergétiqus frdive, a I'dge adulte. D’autre part, il
existe plusieurs types de cellules entéroendocrisigscifiques du fait de leur localisation
dans le tissu intestinal ou de leur capacité asectel ou tel facteur. Au niveau intestinal, la
caractérisation des cellules entérochromaffines ontajres dans ce tissu ainsi que
'évaluation de leurs capacités a sécréter de fat@mdine, un neurotransmetteur majeur
présent dans ces cellules et impliqué dans la @isgentaire pourrait nous permettre de
mieux comprendre le réle de ces cellules en répan&sction d’une génotoxine. Enfin, les
cellules entéroendocrines interviennent dans laerd& de I'hGte en permettant la
reconnaissance et I'élimination de pathogenes.fiet, ees cellules, a travers I'expression de
TLR peuvent sécréter des hormones, chimiokinegfandines et induire une réponse pro-

inflammatoire spécifique [341, 342].

Au premier abord, 'augmentation du nombre de ¢etlule Paneth chez nos animaux
colonisés avec des souches génotoxiques suggarenmneilleure capacité de I'organisme a
lutter contre les agressions pathogénes et a mairiteoméostasie intestinale vis-a-vis du
microbiote commensal [295]. Or, inversement la duion de I'expression du lysozyme
dans les cellules de Paneth duodénales peut ataicentévéler un défaut fonctionnel des
cellules de Paneth. En effet, Martinez-Rodrigeeal., montrent récemment que I'infection

par Salmonella entericanduit une diminution de I'expression et du nombeegranules de
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lysozyme dans les cellules de Paneth mais augnhEmteniombre suggérant que les cellules
de Paneth nouvellement formées ne sont pas encatren. L’expansion des cellules de
Paneth en réponse a une infection avait déja éhoutéé [343, 344] et suggére un rdle des
cellules de Paneth dans la réponse intestinalanmflatoire similaire a celle induite par les
neutrophiles conduisant a la sécrétion de quaotd&ssante de molécules antimicrobiennes

dans la lumiere intestinale, une fois la maturaties cellules de Paneth terminée [308].

Au vu de ces résultats, nous pouvons raisonnabler@eretire I'hypothese que
'augmentation du nombre de cellules entéroendesrat de cellules de Paneth est impliquée
dans le maintien de I’homéostasie intestinale ecdte la barriere. Les résultats obtenus sur
la perméabilité paracellulaire apportent des élémesupplémentaires pour dire que la
colonisation précoce des animaux par des souch&s dali génotoxiques altére la fonction
de barriere de I'épithélium intestinal. Ces obstoves suggerent qu’un défaut de fonction de
la barriere intestinale chez les animaux colongsdesE. coli génotoxiques pourrait étre
impliqué dans un défaut de la réponse de l'orgamianta tolérance orale. Des expériences
meneées dernierement au laboratoire avec ThomaeSgubst-doctorant) ont montré que la
colonisation des animaux par des souchek.deoli génotoxiques induit, dans un protocole
expérimental de tolérance a I'ovalbumine (OVA), tngmentation des IgG spécifiques a
'OVA dans le sérum ainsi qu’'une augmentation deptaduction d’IFN. De plus, une
diminution du nombre de LT régulateurs FoxP3+ éaafiservée dans les MLN et la rate alors
gu’une augmentation des LT effecteurs CD4+ et CBtit faite chez les mémes animaux.
Ces résultats suggerent qu’en réponse a la cotammispar des souches génotoxiques, les
animaux sont plus sensibles a des antigenes (egsgem endogenes) et que la réponse

immunitaire est exacerbée.

De maniere plus générale, nous savons que le nmteoimtestinal intervient dans le
maintien de la tolérance immune. Si une tolérantaunitaire inappropriée est établie trés tot
dans la vie et maintenue tout au long de la vig oeprésente un facteur de risque pour le
développement de pathologies inflammatoires, autoune et allergique [345]. La
colonisation précoce des nouveau-nés par des sodelfie coli génotoxiques et pérenne des
animaux adultes, pourrait donc influencer les ca@acle 'organisme a se défendre contre le
développement de telles pathologies en modifiad€leloppement de I'épithélium intestinal

et en altérant I'intégrité de la barriére.
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Ces travaux de these nous ont permis pour la prerfoés de mettre en évidence une
fenétre temporelle au cours de laquelle I'épithéliintestinal immature du nouveau-né
présente une sensibilité exacerbée a la géno@xdetsouches commensaleskeoli. De
plus, ces travaux chez le rongeur conventionnepenis de mettre en évidence a quel point,
a la naissance, la nature des souches bactérignn&szonnent le futur microbiote intestinal
de l'adulte, associée a un « portage », a priggmgsomatique, de cette méme souche de
E. coli tout au long de la vie peut moduler (moduler/adlety également aussi bien le
développement et la maturation de I'épithélium stiteal que sa fonction de barriere. Ces
résultats apportent des éléments de réponse nougeaunt au réle de la Colibactine a la fois
sur le tropisme de la bactéie coli mais aussi et surtout, dans la prédispositiorvaldpper
des pathologies, aussi bien dans le CRC que dalé&/&oppement de pathologies différentes

extra-intestinales comme l'auto-immunité ou I'agjiex.

Mieux comprendre les mécanismes d’action de hiast@ommensales génotoxiques
sur I'épithélium intestinal permettra de mieux caeaiser la réponse de I'hGte a ses

« habitants ».
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RESUME

Delphine PAYROS

Etude de I’effet de la colonisation des nouveau-nés par des souches de Escherichia coli
génotoxiques sur le développement et la fonctionnalité de la barriére intestinale.

Directeur de these : Eric OSWALD

Au cours du développement post-natal, le microbiote intestinal interagit intimement avec 1’hote et module
a la fois la différenciation de I’épithélium intestinal et la maturation du systéme immunitaire. Hote commun de la
microflore commensale intestinale de ’Homme et des animaux a sang chaud, E. coli s’établit dans le tractus
digestif dés les premicres heures ou jours qui suivent la naissance. E. coli est alors une des espeéces bactériennes
dominantes de la flore du nouveau-né avant de devenir la bactérie aérobie facultative prédominante au sein du
microbiote adulte. Certaines souches commensales de E. coli sont capables d’induire des dommages a I’ADN dans
les entérocytes. La génotoxicité des ces souches résulte de la production d’une toxine, la Colibactine, synthétisée a
partir de synthases de polycétides et de peptides non ribosomaux. Cette voie de biosynthése est codée par un lot
génomique appelé pks. Plusieurs études épidémiologiques récentes montrent que plus de 30% des jeunes enfants
agés de trois jours sont colonisés par des E. coli qui portent I’ilot pks.

Afin d’analyser les effets a long terme de la colonisation précoce des nouveau-nés par des souches de .
coli génotoxiques, nous avons développé un modele animal expérimental qui mime la transmission naturelle des £.
coli du microbiote de la mére au nouveau-né. Pour cela, des femelles rats gestantes sont gavées avec une souche
commensale humaine génotoxique (E. coli WT), son mutant isogénique non génotoxique (E. coli AclbA) ou le
mutant complémenté (E. coli AclbA~+clbA) pour lequel la production de la Colibactine a été restaurée. Aprés la
naissance, la transmission des souches bactériennes et la persistance de la colonisation chez les nouveau-nés ont été
évaluées. En paralléle, les dommages a ’ADN occasionnés par ces souches sur I’épithélium intestinal ont été
comparés sur une période de 100 jours. Enfin, le développement et la maturation de 1’épithélium intestinal ainsi que
sa fonction de barriére ont été analysés sur cette méme période.

Les souches de E. coli, produisant ou non la Colibactine, sont transmises a la descendance et colonisent de
maniére stable le tractus digestif tout au long de la vie de I’animal. Dés le deuxiéme jour aprés la naissance, des
cassures double-brin de I’ADN (CDB) ont été observées dans les entérocytes des ratons colonisés par la souche de
E. coli WT ou E. coli AclbA+clbA complémentée mais sont absentes chez les nouveau-nés colonisés par le mutant
E. coli AclbA. Si de maniére surprenante, aucune CDB n’a été détectée chez ces rats devenus adultes (100 jours),
une fraction des cellules en mitose présente en revanche des signes de persistance des CDB : des ponts
anaphasiques sont observés chez les animaux adultes colonisés par des souches génotoxiques. L’étude des
conséquences du portage a long terme de souches génotoxiques sur le développement de I’épithélium intestinal, a
révélé une augmentation significative de la prolifération et de I’apoptose des entérocytes corrélée avec une
augmentation de la vitesse de migration de ces cellules épithéliales le long de I’axe crypte-villosité chez les animaux
exposés a des souches génotoxiques depuis la naissance. De plus, une augmentation du nombre des cellules
entéroendocrines et des cellules de Paneth a ét€ constatée chez ces mémes animaux. Les répercussions des
perturbations précédemment observées sur la fonction de la barriére intestinale ont été analysées ex vivo en
chambres de Ussing et montrent une augmentation de la perméabilité intestinale chez les rats colonisés depuis la
naissance par des souches génotoxiques en comparaison a des animaux colonisés par le mutant non génotoxique.

Ainsi, la colonisation du nouveau-né par des E. coli génotoxiques altére non seulement le développement
et la maturation de I’épithélium intestinal a I’age adulte mais également son intégrité. Ces modifications ont
clairement des conséquences physiopathologiques pour I’héte qui dépassent une prédisposition au développement
de cancers colorectaux.

Mots clés : Escherichia coli, Génotoxine, dommage a 1I’ADN, Microbiote, Développement et Maturation intestinale

Discipline : Physiologie animale et Microbiologie
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