N
N

N

HAL

open science

Caractérisation du dialogue entre Streptococcus
thermophilus et le tractus gastro-intestinal de son hote
Félix Portello

» To cite this version:

Félix Portello. Caractérisation du dialogue entre Streptococcus thermophilus et le tractus gastro-
intestinal de son héte. Sciences agricoles. 2012. dumas-00797791

HAL Id: dumas-00797791
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-00797791
Submitted on 7 Mar 2013

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-00797791
https://hal.archives-ouvertes.fr

f,g S50,
eh35353 S5 ey
e

R ed

AGRO
CAMPUS

AL
O
ARREAEEL:

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES

MASTER Biologie Appliquée aux Productions et a la Santé Animale

AGROCAMPUS OUEST

Caractérisation du dialogue entre
Streptococcus thermophilus et le tractus
gastro-intestinal de son hote

Félix PORTELLO
07 juin 2012

Encadrement : Muriel THOMAS
Co-encadrement : Frangoise RUL

UMR 1319 Micalis - Equipes ProbiHote et ComBac
Interactions des bactéries commensales et probiotique avec I’hote
Communication et peptides bactériens

INRA Centre de Jouy-en-Josas
Domaine de Vilvert
78350 Jouy-en-Josas

AGROCAMPUS OUEST - Centre de Rennes
65 Rue de Saint Brieuc

CS 84215

35042 Rennes Cedex







Remerciements
Je tiens avant tout a remercier mes encadrantes Muriel Thomas et Frangoise Rul pour m’avoir
accueilli et intégré dans leurs laboratoires respectifs : Muriel pour tes idées explosives, ton aide
précieuse en particulier dans les expérimentations animales et pour nos longues conversations
critiques de la science, never give up! ; Frangoise pour toute la partic microbiologique et surtout
pour m’avoir montré la recherche aussi naturellement, enfin pour ton soutien sans faille jusqu’au
bout.

Je souhaite remercier aussi Laura Wrzosek, ma thésarde perso, qui m’a appris tant de tech-
niques que tu maitrisais avec brio et qui, aprés 3ans de these, n’a jamais dit « non » méme quand
il a fallu m’ouvrir ton bureau ; Marie-Louise Noordine pour le support technique infaillible dans
toutes les expérimentations sur 1’hote et pour ton rire communicatif et chaleureux dans le bureau ;
Julie Tomas, en these, pour avoir fait taire tant de rongeurs mais aussi fait chanter les cigales jus-
qu’a Jouy-en-Josas ! ; Camille Mayeur pour ta maitrise de la qPCR, ta connaissance de Applied et
des dosages, aussi pour I’ambiance que tu as mise au labo et ta conduite sportive en Audi
ou...Kangoo ; Claire Cherbuy pour ta connaissance des bactéries primo, ton bouquin qui m’a tant
motivé a venir et ta présence a toute heure ; Véronique Robert pour ton expertise en culture cellu-
laire, bon courage pour le remplacement progressif de la dinosaure ; Sylvie Miquel pour ton expé-
rience de Post-Doc, ton réalisme, ton accent cantalou et ta simplicité toute clermontoise ; enfin il
faut bien remercier les p’tites Masters Julie Reygnier et Marine Leroux pour avoir cru que j’étais
un grand au moins au début, merci Marine pour les dosages de Lactate et 1’état d’énervement dans
lequel tu as essayé de me maintenir sans succes, pas merci Julie pour avoir été vacciné a mes blitz
krieg ou au moins avoir réussi a cacher ta surprise.

L’équipe ComBac est aussi largement intervenue au cours de mon stage : Emilie Chambellon
qui m’a laiss€ une place a coté d’elle, m’a montré sa rigueur et son sérieux dans les manip de mi-
crobiologie tout en gardant un sens des réalités qui m’a été trés précieux dans les moments de
doute ; Colette Besset pour tous les gels et les conseils techniques avisés ; Rozenn Gardan pour
m’avoir montré comment une ensarienne peut s’épanouir dans la recherche et pour avoir décou-
vert la compétence naturelle de S thermophilus et m’épargner ainsi une belle galere ; Christine
pour m’avoir aidé¢ dans mes purifications d’ADN ; Virginie pour le support technique en abon-
dance ; et plus largement toute 1’équipe du 526 : Sofian, Christophe G., Vincent, Véronique, Jami-
la, Monique, David, Marie qui ont tous eu un moment pour me préter main forte sans hésitation
ou a seulement partager un instant de rigolade.

Merci a Pascal, Amandine, Anne, Fatima et toute 1’équipe ANAXEM pour le support anima-
lier et le travail colossal que cela vous demande.

Merci a I’équipe du Dr. Eric Ogier-Denis, Fanny et en particulier Neiké Fernandez pour les
expérimentations sur le modele de souris EXCY?2.

Il ne faut penser aussi au reste de 1’équipe ProbiHote qui a été 1a pour moi : Laure D. pour sa
science littéraire et son dynamisme typique Doc’J, Marion L. pour la partie post-labo et les ren-
contres hasardeuses, Jon pour mettre un peu d’humanité dans ce monde de science, Gaélle pour la






musique et Stephane parce qu’il faut bien faire publier le labo dans Nature de temps en temps ; je
n’oublierai pas tous les stagiaires, thésards, post-Doc, titulaires, retraités que j’ai rencontré mais
aussi tous ceux partis en laissant leur empreinte indélébile entre les murs du R-2 ou du 526. Et
parce que la science se fait a plusieurs, une pensée particuliére aux chefs de 1’équipe ProbiHote
Philippe, Jean-Marc, Luis, Olivier et toutes leurs discussions de haut vol aux réunions. Une pen-
sée toute particuliere pour Philippe dont j’ai suivi le parcours depuis les Alpes jusqu’a Jouy et qui
aura ¢ét¢ mon premier contact au labo, bravo pour ta proximité avec tous les membres du labo, ton
assurance et ta capacité a mettre la recherche a la portée de tous et de chacun, je pense que c’est
une grande qualité bien que rare.

Je remercierai enfin tous ceux qui m’ont soutenu hors du labo : Tiphaine avec tant de compré-
hension méme quand c’était dur, Pauline pour I’immuno et les fat repas made in Grolloc, la Mol-
liche pour ta geekitude salvatrice loin de toute science, Manon, Paul, toute I’asso Doc’J, les rési-
dents de ’'INRA Calum, Chris, Arunima, Doreen, Ola, Goshia, Imane, David et les rencontres de
passage, les amis de I’ouest et I’est, et le coté parisien ou pas de la famille. Vous m’avez tous sou-
tenu a votre maniére et sans forcément y prétendre, ¢’était pas de refus !

Je ne remercierai pas les clones faux positifs de S thermophilus, I’appareil qPCR qui plante en
manip, les parisiens mégalo ni le passant qui m’a indiqué le mauvais hopital parisien le matin du
lundi 4 mai 2012.

Bref, je remercie toutes ces rencontres plus ou moins passageres avec qui mes rapports furent
aussi divers qu’enrichissants, les autres attendront.






Table des matieres

21 oo [ Lot o Lo ) 3
.  Microbiote digestif et colon : un écosysteme iNtégré ...........ccceeeereerrecrserressnereessnereessnensennes 4

A.  Lecolon, unorgane de transit et d’éChaNGES .........ceoueieiiieicececeeeee et 4

B. Le microbiote, une population bien intégrée dans 1€ TGl.......cccccceeeeveeeceeeienieeee e e 4

Il. Aspects probiotiques du microbiote intestinal : exemple d’une bactérie de I'alimentation,

StreptoCoCCUS tNEIMOPRAIIUS.............eeeeeeeeeereceeerieccerricrnerressseessessneessssanesssssanesssssanssssssanessessnnenssssanenes 5
A. Les probiotiques : définition, 1EgisIation, ENJEUX .......c.ccecieieiceeieeeceeeeree ettt aeean 5
B. S.thermophilus : une bactérie @ USAge NUMAIN .......cc.cueieeieeieeee et

1.  Phylogénie et caractéristiques : a I'origine des enjeux sociétaux

2. Unebactérie au Service de 'NOMME.... ..ottt ettt ene 8

lil. Effets de S. thermophilus sur la différenciation du TGl ........ccccccvrirercrerisinnrinsensssenessnenens 13
RESUILALS @ DiSCUSSION .....eeeeereeererrieisserssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnssssssssssssssssssssssssanes 14
.  Effets de S. thermophilus sur la différenciation du TGl ..........cceeeererrerrcerrccrcnerrcssnereesseneneens 14

A, APPrOChE PrelIMINGINE ..c.vcieeeeieeceeee ettt et s bt e et s be st et e e e s eseebeeseebesaessenseseeneas 14

B.  RESUIQALS & DISCUSSION ...cueuiririeeieiiiirieie ettt teseesest st s sttt be e et sssse et st sbebese e e st st ssesesesenesssssesesanens 15

C.  EXPEriences COMPIEMENTAINES ......ccueieiieieiieteeerteite et s e e s e ste st e e e e et e tesbesae s e besbestesaesaesseseesessensansansensesens 15

Il. Influence du TGl sur le métabolisme de S. thermophilus ..............coervecerivcerercerissnsisesesnnnas 16
M. Effet de S. thermophilus sur I'inflammation déclenchée par un défaut de mucus............ 18
CONCIUSION c...uueeeeereeeeersessseassssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnsssssssssssssssssnsssssssassssssssssssssssanes 19
MQatériel et MELNOUES .................eeeeeeeeeeeeeeieserscenereeresssssssennnseseessssssssnsssssesssssssssssnnnssnsssssssssen 20
. Souches et conditions de culture bactérienne. ...........cccoverirceiincciirnninsnnnsenennnnnnenesesesnens 20

Il. Conditions d’expérimentation aNIMale ........c.cceerceriiieirireiincnninseiesnnninsensssnesessnssssnssssssssssnesas 20
. Croissance de S. thermophilus LMD-9 en présence de différents sucres .........cccccereueeenn.. 21
Iv. Culture de lignée cellulaire et incubation avec du lactate .........ccceecvcerrecccerrccccerrcceeenn. 21

V. Extraction des cellules, protéines et ARN du €OloN.......ccccccmereeerrerecrsnereessenerecsseneresssnensennes 22
VL. Dosage des ARN,, et mesure de I'expression des genes par RT-qPCR chez le rat.............. 22
VIl. Extraction des ARN des cultures cellulQires ..........cccccvereirirnnicseiissnniisnnnssnnissnnissensssnnnene 23
VIll.  Construction du mutant S. thermophilus délété pour le pseudogéne ster_0152.............. 23
IX. ANAlySeS STAtISHIQUES ....ccceecreerricreerierrcerrcrreerrcsseeessssneessesaneessssanesssssanesssssansessssanesssssanenes 24
Références bibliographiqUES ..........ccciiiciiiriiinniiiniinneicnniinnsisnenssssssssesssssnssssesesssssssasssssssssasasas 25






Glossaire

AEBSF : 4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride
AFSSA : Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
BCL2 : B-cell lymphoma 2

BSA : Bovin serum albumin

CFU : Colonie formant unité

DMEM : Dulbecco's modified eagle media

DO : Densité optique

DSS : 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid
EDTA : acide éthylene diamine tétraacétique

EFSA : European Food Safety Association

ERK : Extracellular signal-regulated kinases

FAO : Food and agriculture organization

FDA (USA) : Food & Drug Administration

GRAS : Generally recognized as safe

HES : Hématoxyline Eosine-saffran

IFNy : Interferon gamma

IgA : Immunoglobuline A

IgE : Immunoglobuline E

IL-: Interleukine

INRA : Institut national de la recherche agronomique
IxB : inhibitor of kappa B

JNK : c-Jun N-terminal kinase

KLF4 : Krueppel-like factor 4

MCD : Milieu chimiquement défini

MICI : Maladie inflammatoire chronique de I’intestin
MTX : Méthotrexate

NFxB : nuclear factor-kappa B

OMS : Organisation mondiale de la santé

P3K : Phosphoinositide 3-kinase

PAS : periodic acid-Schiff

PBS : phosphate buffered saline

PCNA : proliferating cell nuclear antigen

QPS : Qualified presumption of safety

RIN : RNA integrity number

RT-gpcr : reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
TFF3 : trefoil factor 3

TGEFp : growth factor beta

TGI : Tractus gastro-intestinal

TNBS : 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid

TNFo : Tumor necrosis factor alpha

Z0-1 : zonula occludens 1






Introduction

Le microbiote est I’ensemble des micro-organismes situé dans un environnement spécifique.
Les progres technologiques récemment accomplis par I’avenement du séquencage a haut-débit
ouvrent des pistes de compréhension du microbiote intégré dans sa vaste diversité de biotopes :
sol, océan, biofilm de surface, matrice alimentaire, surface d’échange végétale et animale,...
L’étude du microbiote gastro-intestinal en particulier connait depuis les années 2000 un essor
considérable avec un nombre de publications scientifiques multiplié par 5 en 20 ans (Sekirov et al.
2010). On peut aujourd’hui considérer les nombreuses retombées de cette activité de recherche
sur I'industrie agro-alimentaire a la recherche de nouvelles propriétés technologiques pour ses
ferments, sur I’industrie pharmaceutique pour le développement de nouvelles thérapies non médi-
camenteuses et sur la médecine pour la lutte contre les micro-organismes pathogenes. Ce regain
d’intérét sociétal pour ce domaine a fort potentiel économique a entrainé des dérives que 1’on a pu
constater avec les allégations santé non prouvées pour des produits de consommation en particu-
lier les yaourts. Leur fournisseur a été attaqué par la justice états-unienne pour publicité menson-
gere en 2008 (Nathalie 2008) et a fini par retirer ses demandes d’allégations aupres de I’EFSA en
2010 (Challenges 2010). Ces abus ont entrainé une méfiance collective a I’égard de ces « alica-
ments » qu’assume désormais leur fournisseur avec une chute des ventes de ces produits (Masson
2009). Ce scepticisme ne doit cependant pas se généraliser aux propriétés de santé du microbiote
et la parole doit étre rendue a la communauté scientifique pour faire la distinction entre les effets
démontrés et les stratégies marketing.

Ce mémoire portera sur 1’étude de Streptococcus thermophilus, une bactérie du yaourt, le seul
aliment reconnu probiotique par I’ Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA 2010a).
Dans une premiere phase introductive, apres une présentation du microbiote et du colon, le prin-
cipal organe de résidence de la flore microbienne chez ’homme, je recenserai les différentes utili-
sations des bactéries dans les procédés alimentaires avant de me concentrer uniquement sur S.
thermophilus, sa structure génomique, ses propriétés probiotiques et les effets cellulaires impli-
qués. Dans une deuxieme partie de ce mémoire je me pencherai spécifiquement sur les recherches
que j’ai développées dans 1’unité Micalis de I'INRA au sein des équipes ProbiHote et ComBac
dans le cadre de mon stage de fin d’études d’ingénieur en agronomie. Ce stage conduit sous la
direction de Muriel Thomas (équipe ProbiHote) et Frangoise Rul (équipe ComBac) a porté sur les
capacités d’implantation de S. thermophilus dans le tractus gastro-intestinal (TGI) et les effets que

cela induit aussi bien sur I’hdte que sur la bactérie elle-méme.



DROITE GAUCHE Figure 1 :
Célontransverse  Schéma structural et
fonctionnel de la mé-
canique digestive au
Colondescendant  ¢ours du transit dans
le colon humain. Le
colon est organisé en
quatre portions : ascen-
Célon sigmoide dant, transverse, des-
cendant et sigmoide,
avant de déboucher sur
le rectum fermé par
I’anus. Extrait et adapté
ELIMINATION de (Rofidal 2004)

Colon ascendant

Caecum
B rectum vide

M Anus
absorpylon de 'eau

Valveiléo-caecale

Figure 2 : Coupe transversale de colon hu-
main observée au microscope optique x40. Le
colon possede quatre tuniques constitutives :
une muqueuse comprenant 1’épithélium et la
lamina propria, une sous-muqueuse, une mus-
culeuse et une séreuse. L’épithélium présente

Lumiere Epithélium Chorion T Musculeuse Séreuse de no.mbre'uses invaginations dans la lamina
intestinale ] ) Sous- propria qui forment les cryptes (ou glandes) de
! ! Crypte de Lieberkiihn uqueuse . . . PR

S Lieberkiihn. Extrait de (Denef 1996) puis 1é-
N gendé.
Mugqueuse

Migration/Différentiation

Figure 3 : Représentation schématique d’une coupe de 1’épi-
thélium colique structuré en cryptes le long desquelles migrent
les cellules en se différenciant. L’épithélium est constitué de colo-
nocytes (appareil de golgi en évidence), de cellules entéro-
endocrines (vésicules de sécrétion) et de cellules en gobelets
(gouttelettes de mucus). Extrait de (Lievin-Le Moal & Servin
2006).




L Microbiote digestif et cOlon : un écosysteme intégré

L’Homme est en contact direct avec son environnement depuis ses €pithéliums (peau, paroi
digestive, muqueuses) qui deviennent potentiellement des sites de colonisation pour les micro-
organismes. Le tractus digestif représente la plus grande surface de contact avec 1’environnement
et compte une grande communauté bactérienne, le microbiote intestinal, constitué de plus de 1000
especes par individu (Qin ef al. 2010). Le principal site de résidence de ce microbiote est le colon
ou le transit est ralenti, le milieu anaérobie et le pH proche de la neutralité. Je détaillerai dans un

premier temps cet organe et son fonctionnement avant de présenter le microbiote intestinal.

A. Le coOlon, un organe de transit et d’échanges

Le colon est un segment du gros intestin entre le caecum et le rectum : il mesure 1,5 m chez
I’homme et peut étre séparé en quatre portions (figure 1). La paroi du colon dessine des plis mus-
culaires animés de contractions dépendantes de 1’état physiologique du sujet qui assurent une pro-
pulsion et un brassage du contenu. La matiere arrivant dans le cecum est déja privée de I’essentiel
de ses nutriments ainsi que d’une large partie de son volume d’eau. Les résidus non digestibles,
les sécrétions microbiennes, les minéraux et ’eau arrivent dans le colon sous forme liquide, ils
constituent le bol fécal qui s’impregne des sécrétions intestinales : le chyle (Rofidal 2004).

Le colon se compose de quatre tuniques caractéristiques présentées dans la figure 2. On trouve
trois types cellulaires dans le cOlon (figure 3) : les colonocytes, les cellules absorbantes polarisées

qui représentent 80% des cellules épithéliales coliques ; les cellules entéro-endocrines, minori-

taires qui liberent les sécrétions hormonales et les cellules en gobelets sécrétrices d’un mucus

protecteur contre les agressions physico-chimiques et microbiologiques (Cherbuy et al. 2004). Les
fonctions du mucus seront développées dans une derniere partie.

Les cellules des cryptes sont constamment renouvelées par un systeme de migration depuis des
cellules souches en division en profondeur qui se différencient au fur et a mesure de leur progres-
sion (figure 3). Une fois arrivées a 1I’épithélium de surface, les cellules des cryptes finissent par se
desquamer, elles sont libérées dans la lumiere intestinale et recyclées par la flore microbienne. On
observe expérimentalement une quantité stable de cellules par cryptes qui traduit une homéostasie
entre la division cellulaire des cellules souches et la desquamation (Falk ef al. 1998), ce phéno-

mene assure ’intégrité du tissu épithélial (Hermiston et al. 1994; Freund 2000).

B. Le microbiote, une population bien intégrée dans le TGI
Depuis I'ingestion alimentaire jusqu’a I’excrétion, les aliments et leur bagage microbien sont

soumis a différentes pressions environnementales selon les segments du tube digestif et leur envi-



*Colon 10"- 1072
Bacteroides

Clostridium groups IV and XIV
Bifidobacterium

Figure 4 : Répartition qualitative et quantitative de la population microbienne dans le tractus digestif. Le cdlon
est la section du systeme digestif le plus riche en micro-organismes. Extrait de (Sartor 2008).



ronnement physico-chimique qui établissent un gradient de population microbienne croissant dans
le sens oral-anal jusqu’a atteindre 10''CFU/ g de contenu dans le colon (Sartor 2008).

On observe parmi les 10" micro-organismes peuplant la flore intestinale une large diversi-
té de population. Bien que 99% de cette flore soit constituée de bactéries anaérobies strictes dont
plus de 50% ne sont toujours pas cultivables in vitro, les études de métagénomique ont recensé
plus de 1000 especes grace au séquencage du microbiote total de plus d’une centaine d’européens
(Qin et al. 2010). Au cours du transit de la flore dans le tube digestif, on observe le passage de
bactéries dominantes aéro-anaérobies facultatives (Streptococcus, Lactobacillus, Enterobacteria-
ceae) dans I'intestin gréle a une flore essentiellement anaérobie (groupes majoritaires : Bacte-
roides-Prevotella, Clostridium coccoides-Eubacterium rectale et Clostridium leptum) dans le
colon (Ducluzeau and Raibaud 1979; Coudeyras and Forestier 2010) (figure 4).

La colonisation du tube digestif par les bactéries engendre des interactions entre bactéries
et hote dont les conséquences physiologiques peuvent toucher de nombreuses fonctions de I’hote
dont en particulier le systtme immunitaire, la structure de I’épithélium ainsi que la proportion des

especes constitutives de la flore.

IL Aspects probiotiques du microbiote intestinal: exemple d’'une bactérie de

I'alimentation, Streptococcus thermophilus

A. Les probiotiques : définition, législation, enjeux

Les probiotiques sont selon la FAO et 'OMS « des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils
sont ingérés en quantité suffisante, exercent des effets positifs sur la santé, au-dela des effets nu-
tritionnels traditionnels» (FAO/OMS 2001). IIs représentent aujourd’hui un domaine d’intérét
encore imparfaitement connu mais en pleine croissance. Les enjeux pharmaceutiques et médicaux
se dessinent peu a peu alors que de nombreuses mises sur le marché ont déja été opérées avec
succes. Les bactéries lactiques sont considérées comme les principaux probiotiques potentiels
avec la levure Saccharomyces boulardii. Les différents produits commercialisés et les effets de
santé envisagés sont clairement résumés et rigoureusement référencés sur le site internet passe-
portsante.net par le professeur P. Haddad de 1’université de Montréal (Haddad 2010). Les probio-
tiques interviennent directement sur 1’hote ou par I'influence de 1’écosysteme microbien.

La nature de la flore intestinale dépend des parametres physico-chimiques du tractus dont le
taux d’oxydation, la concentration en sels biliaires et 1’acidité peuvent étre modifiés par les activi-
tés métaboliques microbiennes, 1’alimentation et les conditions physiopathologiques (Chain et al.
2012). La représentativité des especes pathogenes peut aussi etre modifiée par des effets antimi-

crobiens via les bactériocines, des peptides antimicrobiens membranotrophes (Drider et al. 2012).






Ces bactériocines peuvent étre utilisées sous la forme probiotique avec I’emploi de Lactobacillus

salivarius contre Campylobacter jejuni (Messaoudi et al. 2011), ou bien sous une forme purifiée
avec un seul exemple a ce jour : la nisine (E234) isolée a partir de Lactococcus lactis subsp cre-
moris et qui a été autorisée en 2006 a étre mise sur le marché en tant qu’additif conservateur dans
les ceufs et les dérivés laitiers (EFSA 2006). Les probiotiques sont aussi susceptibles de lutter
contre des effets bactériens pathogenes par I’inhibition de I’adhésion ou de I'internalisation de
certaines especes : cette stratégie est envisagée pour lutter contre les mammites causées par Sta-
phylococcus aureus avec Lactobacillus casei (Bouchard et al. 2012).

Les probiotiques interviennent aussi directement sur la physiologie de 1’hdte en limitant
I’impact des pathogenes et en régulant la réponse immunitaire. En particulier dans des situations
de réponse immunitaire excessive (stress, allergie, pathologie inflammatoire), des probiotiques
seraient capables d’induire un effet anti-inflammatoire par une modulation de la production des
effecteurs de la réponse inflammatoire. Deux principales stratégies ont été adoptées - notamment
par mon laboratoire d’accueil - pour identifier de telles souches probiotiques : in vitro un scree-
ning a haut-débit des interleukines produites lors d’une co-incubation des souches avec des li-
gnées cellulaires (Santos Rocha et al. 2012), et in vivo une approche métagénomique des dys-
bioses observées dans le microbiote de patients atteints de pathologies inflammatoires récurrentes
(Sokol et al. 2008). Enfin 1’'usage des probiotiques est envisagée dans les situations d’altération de
I’intégrité de 1’épithélium liées a des inflammations pathologiques (Maladie de Crohn, Syndrome
de I'intestin irritable, Rectocolite Hémorragique), des invasions pathogenes (Helicobacter pylori,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,...) ou des situations de stress (Soderholm et al.
2002; Ohland and Macnaughton 2010). Ces situations peuvent induire une augmentation de la
perméabilité intestinale et une diminution de I’épaisseur voire une discontinuité de la couche de
mucus qui levent la barriere protectrice épithéliale (McCormick et al. 1990; Kim and Ho 2010).
Un traitement préventif ou au cours de I’expérience par L. farciminis a montré une capacité a in-
hiber la contraction des jonctions serrées induite par un stress de maniere a renforcer 1’intégrité de
la barriere épithéliale et a empécher son altération (Ait-Belgnaoui et al. 2006; Zareie et al. 2006).
Ces effets ont ét€ compilés dans (Ohland and Macnaughton 2010).

Parmi I’ensemble des bactéries potentiellement probiotiques actuellement envisagées, je me
limiterai a 1’étude des effets de S. thermophilus pris seul ou au sein du milieu yaourt en présence

ou non de son ferment associé L. bulgaricus.
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SouchesIS. Taille (Kpb) |% G+C |% genes codants l\fombre f:le geljles ass.)oues
thermophilus adesvoies métaboliques
CNRZ1066 1796 39.08 85 864
LMG18311 1796 39.09 85 820
LMD-9 1856 39.07 78 788
NDO3 1831 39.1 94
JIM8232 1929 38.9 81.3

Tableau 1 : Comparaison des cinq souches de S. thermophilus séquencées. Tiré de (Ben-Yahia 2012)



B. S. thermophilus : une bactérie a usage humain

1. Phylogénie et caractéristiques : a I'origine des enjeux sociétaux

Le genre Streptococcus fait partie de la division des Firmicutes - I’'un des deux grands phyla du
microbiote digestif avec les Bacteroidetes - de la classe des Coccus et de 1’ordre des Lactobacil-
lales. 11 désigne des bactéries a Gram positif et comprend de nombreuses especes pathogenes mais
aussi des commensaux tres présents dans I’environnement. Parmi cette grande diversité, S. ther-
mophilus est une bactérie alimentaire habituelle du milieu laitier animal ou maternel retrouvée
dans le tractus gastro-intestinal trés précocement chez les nourrissons (Solis et al. 2010) et chez
90% des individus (Qin et al. 2010). S. thermophilus est phylogéniquement proche de deux bacté-
ries en particulier : Lactococcus lactis, le ferment laitier majeur et le plus étudié, et Streptococcus
salivarius, une bactérie commensale isolée de la cavité buccale et dont S. thermophilus était con-
sidéré comme une sous-espece jusqu’en 1991 (Schleifer 1991) (figures 5 & 6).

S. thermophilus est une bactérie lactique homofermentaire, elle tire son énergie de la fermenta-
tion lactique des sucres en produisant majoritairement du lactate, son métabolisme atteint son
maximum d’efficacité autour de la température corporelle des animaux poikilothermes. On consi-
dere que I'innocuité de S. thermophilus a été démontrée par sa consommation dans les laits fer-
mentés depuis les premiers procédés de fermentations du lait en Egypte antique il y a 9000ans en
parallele avec I’apparition de I’élevage. Cette bactérie est le seul Streptocoque possédant les ap-
pellations QPS (Qualified Presumption of Safety) par I'Europe (EFSA 2007) et GRAS (Generally
Recognized As Safe) par les Etats-Unis (FDA 2002; FDA 2012) qui permettent son utilisation
généralisée dans 1’industrie agro-alimentaire et pharmaceutique. Il est important de souligner ici
I’importance de S. thermophilus pour la production du yaourt dont il est 'une des deux bactéries
entrant dans la définition selon le Codex Alimentarius (norme n°A-11 (a)(1975)) et la législation
francaise (n°88-1203 1988)  la condition qu’au moins 10’ CFU/g soient dénombrables.

De nombreuses souches de S. thermophilus ont été utilisées dans les procédés agro-
alimentaires dont plusieurs ont été isol€es et étudiées, et cinq ont été séquencées : CNRZ1066,
LMG 18311, LMD-9, NDO03, JIM8232 (Bolotin et al. 2004; Makarova et al. 2006; Delorme et al.
2011; Sun et al. 2011). Les propriétés génomiques de ces souches ont été compilées par L. Ben-
Yahia (tableau 1). Cette bactérie présente une compétence naturelle de transformation lui permet-
tant d’internaliser de I’ADN libre présent dans le milieu et de I’intégrer dans son génome. Cette
propriété désormais bien comprise et maitrisée a été mise en évidence par mon laboratoire
d’accueil (Gardan et al. 2009) et est employé pour la construction de souches recombi-

nantes comme je le détaillerai dans ce mémoire.
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2. Une bactérie au service de 'homme

Comme nous I’avons vu précédemment, S. thermophilus est largement utilisé dans la produc-
tion de produits lactés et fromages. Cependant, pris isolément, au sein du milieu yaourt ou dans un
cocktail avec d’autres bactéries lactiques, on lui préte également des propriétés probiotiques po-
tentielles dont une a déja été reconnue officiellement.

En effet en 2010, 'EFSA a accordé une allégation santé pour le yaourt dans la digestion du
lactose chez les personnes atteintes d’une intolérance au lactose (EFSA 2010a). Le rapport précise
I'importance de la présence d’au moins 10°CFU dans la portion ingérée. Ce rapport s’ appuie sur
plusieurs études ayant comparé sur des cohortes humaines intolérantes au lactose les effets de
différents yaourts fermentés par S. thermophilus et L. bulgaricus par rapport a différents produits
a base de lait non fermenté, fermenté avec d’autres ferments, de yaourt thermisé et d’eau lactosée.
Ces études ont conclu a une augmentation significative de I’absorbance du lactose en présence de
yaourt contenant un nombre suffisant des deux ferments du yaourt sans distinction significative
entre les différentes marques de yaourt (EFSA 2010b), les résultats ont ét€ compilés dans (Ben-
Yahia 2012).

11 faut aussi noter que S. thermophilus entre dans la composition d’un probiotique commercia-
lisé sous le nom de « VSL#3 » qui contient 5.10'" CFU/g avec, en plus de S. thermophilus, une
combinaison de 3 souches de Bifidobacteria (B. longum, B. infantis, B. breve) et 4 souches de
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp bulgaricus, L. plantarum). Plusieurs
études convaincantes proposent des effets anti-inflammatoires sur le traitement de la pochite no-
tamment (Gionchetti er al. 2003; Mimura et al. 2004). Je n’évoquerai pas ces études dans les-
quelles on ne peut pas mesurer I’'importance de S. thermophilus.

Les effets de S. thermophilus et du yaourt ont été étudi€s pour la lutte contre les pathogenes, le
cancer colorectal, les inflammations intestinales de I’intestin, les diarrhées et les allergies. Je pré-
senterai dans un premier temps les études réalisées sur ces pathologies puis dans un deuxieme

temps je développerai plus spécifiquement les effets sur la fonction de barriere de 1’épithélium.
a) Effets sur les pathologies

(1) MICI
Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) sont des pathologies chro-
niques ou une région de I’intestin développe une forte réponse immunitaire. Ces maladies incluent
la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique (Podolsky 2002) pour lesquels des modeles
expérimentaux animaux ont démontré la nécessité et I'importance de la flore intestinale pour le

développement de ces pathologies (Sartor 1997) (figure 7).






Des modeles animaux de colite induite par des agents chimiques souvent acides (Acide acé-
tique, TNBS, DSS, Oxazolone) ou des invalidations de génes ont permis d’évaluer les effets de S.
thermophilus sur ces pathologies. Les effets varient suivant le modele utilisé cependant la majeure
partie des études recensent des effets anti-inflammatoire de S. thermophilus et du yaourt. Les
voies mises en évidence sont une inhibition des IgA (Gobbato et al. 2008) et de la voie NFkB
avec la stimulation de la réponse T régulatrice (Carroll et al. 2007; Rodriguez et al. 2010; Donkor
et al. 2012). Des réponses pro-inflammatoires sont cependant aussi recensées (De Simone et al.
1986; Meyer et al. 2007). La voie NFkB est une voie trés couramment employée pour tester des
propriétés modulo-inflammatoires, il faut cependant se rendre a I’évidence que la signification et
les mécanismes d’action ne sont pas pleinement élucidés. Une étude a comparé I’effet de bactéries
probiotiques sur la voie NFkB dans deux modeles cellulaires intestinaux différents, en montrant
des effets souvent radicalement opposés en fonction du modele cellulaire choisi et de la souche
(Lakhdari et al. 2011). 11 est 1égitime de critiquer la pertinence de ces modeles et des conclusions
que I’ont peut en tirer sur la modulation réelle de la réponse inflammatoire. Des études compilées
dans (Pasparakis 2009) sur les conséquences de I’inhibition et la stimulation de cette voie dans les
cellules non-immunitaires en particulier dans 1’épithélium intestinal ont conduit a repenser cette

voie non plus comme une voie pro-inflammatoire mais comme un garant de 1’intégrité épithéliale.

(2) Allergies

Les cas recensés d’allergies sont en pleine augmentation dans les pays occidentaux notamment
européens selon I’ANSES (Dubuisson et al. 2002). On pourrait attribuer cette augmentation a la
diminution de I’exposition précoce aux allergenes potentiels a cause de 1'urbanisation. La flore
intestinale a été évoquée pour lutter contre cette tendance par le basculement de la réponse immu-
nitaire 7" helper vers un rééquilibrage de la balance Th1/Th2 et éviter un redirigement de la ré-
ponse immunitaire Th2 vers des antigenes alimentaires et environnementaux. Cet état des lieux a
été réalisé par une commission de I’AFSSA réunissant des scientifiques, des membres de I’ Afssa
et des industriels (notamment de I’industrie laitiere) (P. Marteau 2005) au cours de laquelle le
yaourt a été présenté potentiellement comme un bon facteur de lutte contre 1’atopie mais qui de-
mande la poursuite d’études sur modeles animaux (Pene et al. 1988; Halpern et al. 1991;
Miettinen ef al. 1998) et de cohorte (Van de Water et al. 1999). Une étude récente sur les effets de
la consommation de yaourt a conclu a un effet protecteur sur la dermatite atopique (Roduit et al.
2012).

Enfin des études sur S. thermophilus en particulier ont montré sa capacité a induire la produc-

tion de I’IFNy, un inhibiteur de la production d’IgE issue de la réponse inflammatoire Th2 (Peng






et al. 2007; Ongol et al. 2008). L’administration a une cohorte de 129 enfants de yaourt fermenté

avec S. thermophilus et B. breve a diminué leur sensibilité allergique (Morisset ef al. 2011).

(3) Capacités anti-diarrhéiques

La diarrhée est un symptome commun souvent bénin mais qui peut s’avérer particulierement
dangereux pour I’enfant. Selon une étude de I’OMS elle représente le deuxieme facteur de morta-
lité soit 18% des déces recensés pour les enfants de moins de 5 ans (Bryce et al. 2005). Les pre-
mires initiatives probiotiques pour le traitement des diarrhées remontent 2 1’aube du XX*™ siecle
avec Ilya Ilyich Metchnikoff (prix Nobel de Médecine 1908) qui proposait un rdle des bactéries
du yaourt (Metchnikoff 1901). Les études actuelles ont démontré un effet significatif d’une sup-
plémentation en S. thermophilus sur I’incidence des diarrhées chez 1’enfant et la présence de rota-
virus, le principal facteur des diarrhées aigiies (Saavedra ef al. 1994; Canani et al. 2007). Ces ef-
fets s’averent ici plus efficaces que S. boulardii, le probiotique déja commercialisé pour ces symp-

tomes et détenant une allégation reconnue en Allemagne (Commission 1998; Eren et al. 2010).

(4) Capacités anti-pathogenes

La capacité des probiotiques a lutter contre les pathogenes du TGI ouvre la voie a une méthode
plus douce et intégrée que I’antibiothérapie brutale pour la flore intestinale et qui conduit a des
diarrhées chez 30% des patients traités (McFarland 1998; Barbut and Meynard 2002).

S. thermophilus dans son aliment yaourt a montré une capacité a stimuler le systéme immuni-
taire de maniere a induire la production des IgA sécrétoires, véritables clés de voite de la lutte
antimicrobienne, chez des souris infectées ou saines (Perdigon et al. 1995; Puri et al. 1996). En
outre S. thermophilus a montré des capacités a inhiber la croissance de P. gingivalis, F. nuclea-
tum, et T. nigrescens (Zhu et al. 2010). Des études sur H. pylori, une bactérie pathogene de
I’intestin retrouvée chez 90% des patients atteints d’ulceres duodénaux, ont observé que le yaourt
était capable d’inhiber la croissance d’une majorité des souches de ce pathogene in vitro et en

diminuait la séroprévalence in vivo (Duggan 2002; Ornelas et al. 2007; Boyanova et al. 2009).

(5) Cancer colorectal
Le cancer colorectal est le cancer le plus fréquent avec 13% des cas a égalité avec les cancers
du sein et du poumon en Europe (Boyle and Ferlay 2005). La modification des facteurs environ-
nementaux par la flore intestinale a une influence sur I’incidence du cancer et la consommation de
produit laitier en serait un facteur de diminution (Peters et al. 1992; Pala et al. 2011). Des études
sur lignées cellulaires et animaux ont montré que le yaourt diminuait le développement des tu-

meurs par rapport a du lait non fermenté. Toutefois L. bulgaricus semble davantage étre la bacté-

10



Probiotic bacteria

o OO robiotics and yeast
=5 commensal CO
A OE=

=5 pathogen / \

A Effects on epithelium C Effects on other bacteria

B Effects on
mucosal immunity
s
mucus p-defensins ? \ sigA O@é

O A

IlIlIlllIlIl!llIIlIl LRI IIIIIIHHIIHIIIH
O 4—) & B} =

O TJ

goblet cell enterocyte

ad here nce

@
(’B

L e
: .

4@@\

Figure 8 : Effets des probiotiques sur la barriere épithéliale intestinales. A : induction de la production par I’hote
de mucines, de peptides anti-microbiens et solidarisation de 1’épithélium. B : induction de la production d’effecteurs
de la réponse immunitaire de I’hote. C : modification de la flore résidente par une altération des facteurs trophiques et
la sécrétion de peptides pro- ou antimicrobiens. Tiré de (Ohland and MacNaughton 2010).

Lumen

_______ apical membrane
== —

+ Z01, Z0-2, Z0-3

+ Multi PDZ domain-containing | Tight junction
proteins: MUPP1 and Paj I

+ Pals1 \

+ PAR-3, -6

= cingulin 3 =

Sar Thr 2{] -3

Pals 1

Td Regulators

+ PRG

+ Rho GTRases

+ MAPKs

= ¢-Yes Actin Cytoskeleton

+ WNK
- Proiein phosphatase-2a

{10 and 13
PDZ demains)

Homaophilic Claudin
Interactions

clauding: 1, 2.3, 5, 6,
9,11, 14, 19

JAM -ABRC
Heterophilic Claudi e -
Heterophilic Claudin -
Interactions T - f
LJAM ARG I

Claudin-1 / Clawdin-3
Claudin-2 / Clawdin-3
Claudin-5 / Clawdin-3

Q Paracallular Space "‘—’ ;

Figure 9 : Organisation des jonctions serrées de I’épithélium intestinal en molécules cytosoliques qui permettent
I’ancrage des molécules intramembranaires qui elles-méme interagissent avec des molécules complémentaires ancrées
dans les cellules voisines. S. thermophilus induit la synthese de ZO-1 cytosolique et des occludines intramembranaires.
Tiré de (Katherine, et al 2009).



rie responsable de cet effet via une modulation de la réponse immunitaire et une stimulation de
I’apoptose (Wollowski et al. 1999; de Moreno de Leblanc and Perdigon 2004; Narushima et al.
2010). Cependant mes superviseurs de stage ont mis en évidence en 2011 I’induction de la pro-
téine anti-tumorale p27"*" par I’inoculation de S. thermophilus 2 des rats axéniques (Lee and Kim

2009; Rul et al. 2011).

b) Enjeux cellulaires sur la barrieére épithéliale

L’épithélium digestif présente plusieurs stratégies de défense résumées en figure 8 pour limiter
la croissance, I’invasion et le contact avec la flore microbienne pathogene et commensale. Ce
systeme de « barriere épithéliale » repose sur : une couche de mucus visqueuse et dense assurant
une relative stérilité de la couche la plus proche des cellules, la sécrétion de peptides antimicro-
biens (défensines), le systtme immunitaire en particulier par la synthése d’IgA sécrétoires, un
systeme de jonctions cellulaires assurant son imperméabilité. La rupture ou I’altération de la bar-
riere épithéliale peuvent conduire a une perte de la tolérance orale et le déclenchement de patho-
logies inflammatoires intestinales (McGuckin et al. 2009). Les probiotiques dont S. thermophilus
seraient capables d’impacter différents aspects de cette barriere épithéliale (Ohland and

Macnaughton 2010).

(1) Défense antimicrobienne
Cette activité est stimulée par S. thermophilus par I'induction de la production d’IgA sécré-

toires et de défensines, cet aspect a été détaillé dans la sous-partie « capacités anti-pathogenes».

(2)  Jonctions épithéliales

L’inflammation est souvent associée a une rupture des jonctions serrées qui ouvre le passage a
des antigenes microbiens susceptibles de déclencher une libération de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IFNy, IL-18 et IL-13). Cette rupture de jonctions serrées étant a la fois une
cause potentielle et une conséquence de I’inflammation, son rdle dans le développement des MICI
n’est pas encore clairement élucidé (Ohland and Macnaughton 2010). Expérimentalement, il a été
montré sur des lignées cellulaires épithéliales intestinales que S. thermophilus et L. acidophilus
étaient capables d’augmenter la résistance transépithéliale et de diminuer la perméabilité de la
monocouche cellulaire a la condition que les bactéries soient biologiquement actives (Resta-
Lenert and Barrett 2003). A I’échelle moléculaire, 1’étude a montré une induction de la protéine
transmembranaire occludine et de la protéine cytosolique ZO-1 impliquée dans 1’ancrage des
claudines (Structure en figure 9). En outre les voies de signalisation impliquaient une induction de

la voie de plusieurs kinases (p38, ERK, PI3K, JNK). Enfin la méme équipe a montré que le pré-
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traitement de lignées cellulaires avec les deux bactéries suffisait pour induire un effet préventif
diminuant I’altération de 1’épithélium par les cytokines inflammatoires IFNy et TNFa (Resta-

Lenert and Barrett 2006).

(3) Mucus

Le mucus est séparé en deux couches : une couche supérieure a mailles relachées ou le micro-
biote réside et interagit avec les oligosaccharides et glycoprotéines du mucus ; et une couche infé-
rieure plus dense et stérile (Phillipson et al. 2008) (figure 10). Dans 1’épithélium intestinal, parmi
les trois types cellulaires recensés, les cellules en gobelets sont responsables de la synthese et de la
glycosylation des mucines, des glycoprotéines hautement glycosylées (jusqu’a 80% de la masse
totale). Les mucines conferent une hydrophobicité et une cohésion structurale a la matrice de mu-
cus (Lievin-Le Moal and Servin 2006).

Le mucus est une barriere qui révele toute son importance dans la lutte contre les pathogenes et
la modulation de I’inflammation lorsqu’elle est étudiée dans les modeles animaux de colite
(Hansson 2012). L’altération de la fonctionnalité de Muc2, la mucine prédominante dans 1’ intestin
gréle et le colon, induit une augmentation de 1’adhérence bactérienne, de la perméabilité de
I’épithélium et donc une sensibilité accrue au développement de colites (Kim and Ho 2010). 1l a
été démontré qu’une colite était développée suite a [I’inactivation des enzymes [-3-
galactosyltransférases qui glycosylent les mucines, cette inactivation favorise parallelement
I’infiltration bactérienne dans I’épithélium (Fu et al. 2011). L’inactivation simultanée des geénes
codant pour la mucine Muc?2 et la cytokine anti-inflammatoire IL-10 induit aussi une colite (van
der Sluis et al. 2008). Enfin, une étude sur biopsies humaines a révélé que les pathologies in-
flammatoires de I’intestin induisaient une diminution de la couche de mucus et du nombre de cel-
lules en gobelets produisant et glycosylant le mucus notamment (Gersemann et al. 2009).

La régulation de la glycosylation et de la synthese de mucus joue donc un rdle dans la pré-
vention des pathologies inflammatoires et des infections. Les probiotiques comme promoteurs
de la production de mucus ont ouvert une voie pour le renforcement de la barriere intestinale,
les capacités de S. thermophilus dans ce sens ont été testées. Chez des souris a colite induite par
acide acétique, I’'inoculation de S. thermophilus a montré une augmentation de 1’épaisseur de la
couche de mucus. L’étude montre une diminution des cytokines pro-inflammatoires stimulées
par la colite et une augmentation de 1’'IL-10 anti-inflammatoire (Rodriguez et al. 2010). Des
résultats semblables sur les méme cytokines sont actuellement obtenus dans une étude encore en
cours avec des souches de L. bulgaricus ou S. thermophilus isolées d’un yaourt sur lignées cel-

lulaires et chez la souris (Del Carmen ef al. 2012).
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A. Photographies représentatives des résultats obtenus en marquage au bleu alcian.

B. Comptage de la proportion de cellules positives au bleu alcian par crypte en fonction du statut des rats. Quarante
cryptes ont été comptées chez deux rats de chaque catégorie.

On dénombre une plus grande proportion de cellules positives au bleu alcian (productrices de mucus) chez les rats

gnotoxéniques par rapport aux axéniques.



Ces observations nous conduisent aujourd’hui a imaginer un effet inducteur sur la sécrétion de
mucus qui pourrait €tre intéressant pour le traitement de maladies inflammatoires induites par un

dysfonctionnement de la production de mucus.

I11. Effets de S. thermophilus sur la différenciation du TGI

En 2010 mon laboratoire a démontré, en utilisant des animaux gnotobiotiques, que le micro-
biote était capable d’augmenter la taille des cryptes coliques en modifiant le ratio proliféra-
tion/différenciation de I’épithélium via les protéines du cycle cellulaire PCNA, Bel2, p27°F' et
p21¢P! (Cherbuy ef al. 2010). Au cours d’études préliminaires 2 mon arrivée, mes encadrants ont
découvert les indices d’un effet de S. thermophilus LMD-9 sur la différenciation de 1’épithélium
colique. Cela a été montré en utilisant des animaux initialement axéniques et qui ont été inoculés
avec une culture de S. thermophilus. En effet, cette bactérie, quand elle est présente seule dans le
tractus digestif, induit la production de la protéine d’arrét du cycle cellulaire p27ki‘°1 ainsi que
I’ARNm et la protéine du facteur de différenciation terminale Klf4 dans le c6lon (Chegdani 2010;
Rul et al. 2011). Les effets connus de S. thermophilus dans le TGI son résumés en figure 11.

Plusieurs travaux encore en cours dans mon laboratoire d’accueil doivent étre évoqués. Pour
pouvoir Vvérifier cet effet «inducteur de la différenciation » engendré par S. thermophilus, des
marquages d’immunohistochimie sur des protéines spécifiques des cellules en gobelets ont été
réalisés par Laura Wrzosek en comparant des coupes de cdlon de rats axéniques ou inoculés avec
S. thermophilus LMD-9. En comparant la taille et le nombre de cellules a mucus dans les cryptes
de I’épithélium, L. Wrzosek a mis en évidence une augmentation du nombre de cellules en gobe-
let sans modification de la taille des cryptes c’est-a-dire sans augmentation du nombre total de
cellules (figure 12 & 13). La question s’est posée de savoir si cet effet de différenciation impactait
la production et la composition du mucus. De plus W. Turpin a montré dans le laboratoire que la
capacité d’adhésion de S. thermophilus aux cellules coliques est fortement induite dans le cas ol
les cellules produisent du mucus.

Dans ce contexte, I’objet de mon stage était d’étudier deux effets : la capacité de S. thermophi-
lus a moduler la différenciation la différenciation des cellules a mucus et I'impact de 1’hote sur le
métabolisme des sucres de la bactérie. Une premiere phase de mon stage s’est déroulée sur un
modele animal gnotoxénique ne possédant dans son tractus gastro-intestinal (TGI) que la bactérie
S. thermophilus. Je présenterai les études réalisées sur la réponse de I’hote puis les altérations du
métabolisme bactérien induites par le passage dans le TGI. La deuxiéme phase de mon stage s’est

appuyé sur un modele animal a flore conventionnelle qui présente un défaut de production de
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Probabilité ) .
. Effet de . ) Interaction Interaction L L.
Identifiant Nom critique Effet cellulaire Publication associée
LMD-9 L, avec TNFa avec TGFB
corrigée
L Protection intestinale
Card2 Kératine 8 32,4 0,0873 s - - (Ku et al. 2010)
Inhibition IBD
(Owens and Lane
Krt19 Kératine 19 2455 | 00873 |Protection intestinal 2004a; Owens et al.
(s ératine , , rotection intestinale - - 2004b; Tao et al, 2007)
Sous-unité beta d Inhibition NFkB Armst tal.
IL10RB 0515 unite ‘e aau 10,5 0,0996 ! l_ ‘on Inhibiteur Induit (Armstrong et a
récepteur a IL-10 Cytokines suppresseur 1996)
Récept TNFo 9
ecep'eflrau a9/ Régulation de la différentiation Induit, .
Tnfrsf9 Antigéne IL-A des 11,7 0,1015 ) - (Teijeira et al. 2012)
des lymphocytes Récepteur
Lymphocytes T
TNFa interactin Inhibition NFkB
Tnip1 ! ) ng 30,2 0,1097 I I I . L Induit - (Gurevich et al. 2011)
protein 1 Inhibition acide rétinoique
Chaine lourde de la Module les effets Escobar et al. 2006;
CHC i 28,2 0,0873 Induction NFkB et IL-8 . . - ( .
Clathrine inflammatoires Kim et al. 2011)
s N . . . . Récepteur
Tagfbr2 Récepteur a TGF8 18,6 0,0566 |Induction réponse T régulatrice Induit (Marquet 2011)
ui
Apoptose
Caspl Caspase 1 13,2 0,1015 pop ) Induit - (Siegmund 2002)
Induction IL-1B
. Arrét du cycle cellulaire
Inhibiteur de facteur de ) (Mathema and Koh
Ing4 . 12,0 0,0859 Apoptose Interaction -
croissance 4 o 2012)
Inhibiteur NFkB
UBD Ubiquitine D 35,5 0,0958 Inhibiteur d'apoptose Induit, inhibiteur - (Ren et al. 2011)
Activateur de Tumoroeénase (Wilson and Gibson
uPa l'urokinase 0,05 0,1015 . . g . Induit - 2000; Dass et al. 2008;
. A Migration et prolifération
plasminogéne Shetty et al. 2012)

Tableau 2 : Genes différentiellement exprimés dans les rats gnotoxéniques inoculés avec S. thermophilus (n=3)
par rapport a des rats maintenus axéniques (n=3). Recensement des principaux genes impliqués dans les processi
de cycle cellulaire ou de la réponse inflammatoire. Les relations des genes avec TNFa et TGFf sont précisés. Les ré-
sultats sont tirés de 1’analyse transcriptomique réalisée par F. Chegdani durant sa these (Chegdani 2010), en rouge le
gene est induit, en bleu il est réprimé.

mRNA fold change

Ea Ax

E= Ino-LMD9

Figure 14 : Mesure de I’expression des genesMuc2, Muc4, f3GalT1 et f4GalT4 dans le colon de rats axéniques
(Ax) ou inoculés avec S. thermophilus LMD-9 (Ino-LMD9). Quantification de la quantité d’ARNm par RT-qPCR
chez les rats Ino-LMDO9 (n=3) et Ax (n=3) ; les résultats représentent des moyennes normalisées + écart-type de trois
répétitions 30 jours apres inoculation de rats axéniques (n=3) par rapport a des rats maintenus axéniques (n=3). Tests
statistiques de Student réalisés avec le logiciel GraphPad. Significativité pour p<0.005 (¥*).




mucus déclencheur d’une colite afin de tester les effets de S. thermophilus sur 1a modulation d’une

réponse inflammatoire intestinale li€e a la différenciation du mucus.

Résultats et Discussion

L Effets de S. thermophilus sur la différenciation du TGI

A. Approche préliminaire

Une puce de transcriptomique a été réalisée sur les ARN des cellules du colon de rats mono-
associés avec S. thermophilus ; les données avaient été traitées statistiquement au cours de la these
de Fatima Chegdani mais pas interprétées biologiquement (Chegdani 2010). Une modélisation
mathématique des interactions connues entre les genes induits différentiellement par 1’inoculation
de S. thermophilus a mis en évidence une induction globale des genes liés aux voies de signalisa-
tion des facteurs TGFp et TNFa (Annexes 1 & 2). Au début de mon stage, j’ai donc travaillé sur
le jeu de données qui était disponible au laboratoire. Je me suis ainsi particulierement intéressé
aux voies TGFp et TNFa, car les genes codants pour les protéines Klf4 et p27ki‘°1 sont eux-mémes
connus pour étre des cibles de TGFf dans les processi de différenciation épithéliaux (Hartsough
and Mulder 1997; Ravitz and Wenner 1997). Dans la voie TNFo, on trouve une induction des
genes impliqués dans les processi d’apoptose et la répression d’un géne inducteur de prolifération
dans les cellules épithéliales. Les observations résumées dans le tableau 2 suggerent un lien entre
la différenciation des cellules a mucus et certaines voies de signalisation cellulaires. L. analyse des
données transcriptomique ne permettant pas de conclure sur I’expression des composants du mu-
cus, nous avons analysé directement I’expression des genes liés au mucus par RT-qPCR.

Afin d’étudier la capacité de S. thermophilus a moduler la production colique de mucus, j’ai
choisi d’étudier I’expression de deux genes, Muc2 et Muc4 . Muc?2 est la principale mucine sécré-
tée et synthétisée par les cellules en gobelet, que ce soit chez I’'Homme ou chez les rongeurs
(Andrianifahanana et al. 2006). Muc4 est une mucine exprimée dans le tractus gastro-intestinal
mature. En effet cette mucine n’atteint son niveau d’expression maximale que plusieurs semaines
apres la naissance, en parallele de la colonisation microbienne (Rong et al. 2005). De plus, méme
dans le tractus adulte, I’expression de Muc4 n’est effective que dans les cellules en gobelet de la
moitié¢ supérieure de la crypte, c’est-a-dire pour les cellules qui ont atteint un degré avancé de
différenciation (Jonckheere er al. 2007).

En plus des geénes codant les mucines, j’ai également étudié les deux génes codant la B-1,4-

galactosyltransférase (B4GalT) et la B-1,3-galactosyltransférase (B3GalT), des enzymes de glyco-
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Figure 15 : Suivi de I’implantation par individu (en haut) ou moyenne (en bas) de S. thermophilus LMD-9 dans les feces de
cinq souris axéniques aprés une unique inoculation de 1,5.10°CFU (soit 8,2 log,o CFU) au jour 0. Les dénombrements ont été réali-
sés par étalement de feces a différentes dilutions sur M17 lactose 1% (m/v) ; les résultats sont donnés en log;, CFU/g feces. La li-
mite inférieure de sensibilité étant de 2log,o CFU/g feces.



sylation des mucines, un processus influencant les propriétés rhéologiques et viscoélastiques du
mucus (Gendler and Spicer 1995). L’activité et I’expression de B4GalT a été comparée chez des
souris axéniques et conventionnelles. L’étude a montré qu’aucune différence n’était remarquable
chez de jeunes souris ; cependant chez les adultes I’activité enzymatique et la quantité d’ARNm
étaient considérablement réduits chez les axéniques par rapport aux conventionnelles. Ces deux
parametres pouvaient cependant €tre corrigés par 1’inoculation d’une flore conventionnelle préle-

vée de souris préalablement sevrées (Nanthakumar et al. 2005).

B. Résultats & Discussion

Les résultats de 1’analyse de RT-qPCR sont présentés dans la figure 14. S. thermophilus LMD-
9 induit I’expression de Muc2 suggérant une induction de la production de mucus via I’'induction
potentielle du nombre de cellules productrices de mucus. L’expression des deux enzymes de gly-
cosylation n’a elle non plus pas été significativement modifiée. L’ observation des données et no-
tamment les écarts-types obtenus montrent la forte hétérogénéité d’expression entre les animaux :
il serait intéressant de répéter ces expériences sur davantage d’animaux. Il est important de noter
que les analyses ont été faites sur un seul peptide de chacune des galactosyltransférases qui en
comptent 7 pour B4GalT et 6 pour B3GalT. Ainsi, il serait pertinent de chercher a évaluer
I’activité galactosyltransférase de toute la muqueuse afin de prendre en compte 1’’holoenzyme

entiere et davantage d’étapes de modulation de I’expression.

C. Expériences complémentaires

Ce projet a été prolongé par un partenariat établi avec 1’équipe de Catherine Robbe du labora-
toire de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle pour 1’analyse fine de la composition biochi-
mique d’échantillons de mucus colique de souris mono-associées avec S. thermophilus LMD-9.

Pour identifier les messagers du dialogue entre S. thermophilus et la différenciation du mucus
dans le TGI nous avons posé 1’hypothese que le lactate (principal métabolite de S. thermophilus)
pouvait étre impliqué. En effet, des études préliminaires proposent un réle prépondérant du lactate
dans I’effet de S. thermophilus sur 1’héte (Rul e al. 2011). J’ai réalisé des incubations de lactate
avec la lignée cellulaire colique HT29-MTX productrice de mucus afin d’étudier I’influence du
métabolite bactérien sur la différenciation des cellules. Nous proposons de mesurer 1’expression
génétique et protéique des facteurs de différenciation déja mis en évidence in vivo : K1f4, p21°*',
p27°"! et des mucines Muc2 et Muc4. Afin d’observer I’influence du métabolite sur les différents
stades de différenciation des cellules, j’ai réalisé ces incubations a 7, 14, 21 et 28 jours apres en-

semencement. Les incubations ont pris fin trés récemment et les dosages restent a faire.
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: | . . . . Protéine Enzyme
Sucre cible Géne Enzyme codée Action Génomique , .
détectable |fonctionnelle
Glucose Y ptsG Glucose PTS Transport Pseudogéne Non Non
" glcK Glucose-kinase Dégradation | Geéne fonctionnel Oui -
% celB Cellobiose PTS orphan-IIC Transport Geéne fonctionnel - -
E Fructose fruR fruB ¢ fruA Fructose PTS Transport Pseudogéne Non Non
§ fruB Fructose-1-phosphate kinase Dégradation | Geéne fonctionnel QOui -
é galk Galactokinase Transport Geéne fonctionnel Oui Faible
§ Galactose . . , . . . galKTE1 )
galM, K, T, E1 Voie de Leloir Dégradation | Geéne fonctionnel ) Oui
Induits (TGI)
Trehalose  treR ) treP i treA Trehalose PTS Transport Pseudogéne Non Non
Lactose LacS Lactose perméase Transport Géne fonctionnel | Induite (TGI) QOui
LacZ B-galactosidase Dégradation | Geéne fonctionnel QOui Oui
Y scrR scrA scrk . scrA, scrK et
Sucrose PTS Transport Pseudogene Non
ptsK et ptsIH ptsIH
Saccharose Sucrose-6-phosphate ; X . X .
scrB Dégradation | Geéne fonctionnel | Induite (TGI) -
hydrolase
Y sacB Levansucrase Dégradation Pseudogéne Non Non
@ Y dexT Dextranase Pseudogéene Non Non
< Glycanes -
S g Y pulA Amylopullulanase , . Pseudogene Non Non
g9 - Dégradation N - -
== Amidon amylL Amylase Géne fonctionnel QOui -
& Glycogeéne glgP, malQ Glycogen phosphorylase Gene exprimé Induite (TGI) -
B-glucosides bglP B-glucoside PTS Pseudogéne Non Non
Ribose/ . N .
Stu/str0855 Ribose/glucose porter (GRP) Geéne fonctionnel - -
Glucose
4 Maltose malQ malR ¢ Maltose/Maltodextrine Pseudogéne malQ Non
=
2 [ Maltodextrine malE Y malF ABC transporter Pseudogéne Non Non
Q Transport
£ Stu/str0809-811 ou . .
S Glucose Sugar ABC transporter Gene fonctionnel SBP, NBP -
o SBP, NBP, MSP
Mannose Mannose, Fructose, Glucose Non
, Fru , Glu N .
Fructose manMNL Gene fonctionnel manNL -
(manMNL) PTS transporter
Glucose Non

Table 3 : Liste des genes impliqués dans le métabolisme des sources carbonées potentielles pour S. thermophi-
lus. La présence d’un gene fonctionnel, d’une protéine exprimée et de la fonctionnalité de 1’enzyme ont été testés. y
désigne un pseudogene, « - »désigne une absence d’information. Extrait de (Bolotin, et al 2004 ; Goh, et al 2011) pour
la génomique, (Salzano, et al 2007) pour la protéomique, (Van den Bogaard, et al 2004) pour la fonctionnalité, (Rul,
et al 2011) pour I'induction dans le TGI.
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IL Influence du TGI sur le métabolisme de S. thermophilus

S. thermophilus induit différentes étapes clés de la voie du mucus (KIf4, le nombre de cel-
lules a mucus et I’ARNm de Muc2) de I’épithélium colique. 1l a ét€¢ montré que le passage dans le
TGI induisait une modification protéomique des bactéries notamment en induisant les protéines
de la glycolyse (Rul et al. 2011). Pour mieux étudier les relations entre une bactérie et I’intestin,
nous avons déterminé si le passage de S. thermophilus dans le TGI pouvait changer le métabo-
lisme carboné de la bactérie. Pour cela nous avons comparé les capacités S. thermophilus avant et
apres passage dans le TGI a utiliser différentes sources de carbone in vitro. Connaissant
I’avantage sélectif majeur que confere la capacité de dégradation du mucus dans le TGI pour les
bactéries commensales et commensales (Koropatkin et al. 2012) nous avons tenu a étudier les
capacités de S. thermophilus a dégrader les sucres simples mais également les sucres plus com-
plexes constitutifs du mucus.

Pour cela, j’ai obtenu des souris mono-associées avec S. thermophilus et j’ai suivi
I’implantation chez la souris gnotoxénique de S. thermophilus a partir de feces pendant 30 jours.
Le méme profil d’implantation a été retrouvé chez les cinq souris, il se présente en trois phases :
une premicre phase de chute de la population la premiere semaine, une phase d’augmentation la
deuxiéme semaine puis un plateau atteint a partir de la troisieme semaine d’implantation (figure
15). Ce profil est comparable a celui retrouvé chez le rat (Rul et al. 2011; Thomas et al. 2011). La
phase d’augmentation de la concentration bactérienne peut étre interprétée comme le résultat de la
colonisation d’un ou plusieurs individus sélectionnés sur de meilleures capacités d’implantation
dans le TGI. Nous avons souhaité identifier les caracteéres concernés par cet avantage et avons
proposé une modification du métabolisme carboné vers une diversification des substrats que la
bactérie est potentiellement capable de dégrader (géne fonctionnel ou protéine détectée) ou bien
vers une amélioration du métabolisme de sources déja consommées. Les genes impliqués dans le
métabolisme carboné retrouvés chez S. thermophilus sont répertoriés dans le tableau 3.

Les capacités de métabolisation de onze sucres par la souche LMD-9 avant et apres implanta-
tion dans le TGI ont été testées par suivi de la croissance bactérienne en milieu M17 : ces sucres
sont soit habituellement consommés par au moins certaines des souches de S. thermophilus (lac-
tose, saccharose, glucose, fructose, galactose), soit retrouvés dans le mucus (N-acétyl-
galactosamine, N-acétyl-glucosamine, fucose) et/ou dans I’aliment végétal des animaux (cello-
biose, arabinose, xylose, saccharose). Les densités optiques (DO) de fin de culture en présence de
chacun des cinq premiers sucres cités ont été comparées au témoin sans source carbonée afin de

déterminer si la souche était capable de les utiliser. Seuls les sucres lactose, saccharose, glucose
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Figure 17 : Courbes de croissance d’un échantillon représentatif de S. thermophilus LMD-9 en présence de dif-
férents substrats carbonés avant (a gauche) et apres (a droite) implantation dans le TGI de souris. Les valeurs
de DO ont été retranchées de celles de témoin de milieux M17 ensemencés.
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Figure 18 : Role de TGFp et IL-10 dans la réponse T régulatrice. TGFp et IL-10 sont impliqués dans la suppres-
sion des mastocytes effecteurs et des lymphocytes B qui produisent I'IgE. Les lymphocytes T régulateurs diminuent
les réponses inflammatoires en supprimant les cellules effectrices de la réponses ThO et Thl et en supprimant les cellu-

les Th2. Tiré de (Ozdemir, et al 2009).



ont entrainé une modification de DO, les deux autres substrats ne sont donc pas ou tres peu méta-
bolisés par la souche avant ou apres le passage dans le TGI (figure 16).

Pour ces sucres plus efficacement métabolisés (lactose, glucose, saccharose), le passage de la
souche LMD-9 dans le TGI a peu d’influence sur sa vitesse de croissance hormis pour le saccha-
rose qui permet une meilleure croissance apres passage dans le TGI qu’avant passage. En pré-
sence du fructose peu métabolisé, la souche issue du TGI présente une croissance plus faible. Le
deuxieéme critere observable est la quantité totale de bactéries formées par la culture de chacune
des souches pour une méme quantité de substrat, c’est-a-dire [’efficacité a métaboliser le subs-
trat : on mesure cette valeur par la DO de fin de culture. La souche extraite du TGI métabolise
plus efficacement que la souche originale les disaccharides lactose et saccharose mais moins effi-
cacement le glucose. En présence de fructose, les DO finales ne sont pas significativement diffé-
rentes. Il est enfin remarquable que la souche issue du TGI a systématiquement un temps de la-
tence supérieur d’environ 5h a la souche LMD-9 originale (figure 17).

Ces résultats suggerent une amélioration de la capacité a dégrader les disaccharides ce qui
laisse penser a une induction du métabolisme de dégradation de ces sucres dans le TGI. Cette
modification pourrait s’opérer au moment de la phase d’adaptation et sélectionner les bactéries les
plus aptes a survivre sur des criteres d’optimisation du métabolisme. Il est important de remarquer
que le saccharose dont le métabolisme est induit dans nos deux criteres de mesure, est un sucre
présent dans 1’aliment des souris ; il serait vraisemblable que I’optimisation spécifique du métabo-
lisme de ce sucre rencontré quotidiennement pourrait induire un avantage majeur pour des va-
riants bactériens. Il serait intéressant de répéter ces expériences en présence d’autres sucres com-
plexes tels que le glycogene ou plus particulierement I’amidon aussi présent dans 1’aliment. Des
études conduites sur I'implantation de Escherichia coli dans des animaux mono-associés ont
montré que la capacité a produire des variants, en particulier touchant le métabolisme, est aug-
mentée dans le TGI et confere un avantage pour la survie de I’espece (Giraud et al. 2008; Alpert
et al. 2009). Dans nos expériences, afin d’identifier le facteur responsable de 1’optimisation du
métabolisme, il serait intéressant de chercher des mutations ponctuelles communes dans le gé-
nome des souches adaptée au TGI. Il pourrait aussi étre utile de tester ces hypothese sur le trans-
criptome ou le protéome de la bactérie. Avant de recourir aux méthodes a haut-débit, nous
sommes actuellement en train de tester les propriétés de réimplantation dans le TGI des souches
isolées de feces afin de vérifier leur avantage a I'implantation. Cette expérience s’est terminée

récemment, les bactéries présentes dans les feces restent a étre dénombrées.
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Figure 19 : Protocole opératoire prévu pour les expériences de gavage de modeles de souris EXCY2 avec S. thermophilus
LMD-9 kana® résistant a la kanamycine. Deux stratégies sont développées : une stratégie préventive de gavage avant le dé-
clenchement de la colite et une stratégie curative au début du déclenchement de la colite. Les animaux sont gavés quotidienne-
ment avec une culture en lait de S. thermophilus (n=9) ou de lait stérile (n=3). Le sacrifice a lieu a différents temps apres le début
du gavage pour prélevements et analyses.
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Figure 20 : Epithélium colique des souris EXCY2.

A. Coupes de muqueuse colique de souris sauvages ou EXCY?2 observée au microscope optique. On observe chez les
souris EXCY?2 une infiltration bactérienne et un abces cryptique.

B. Modélisation : les souris présentent une déficience dans la production de mucus qui induit une colite en six a sept
semaines. La colite s’accompagne d’une levée de la barriere épithéliale et d’une infiltration bactérienne qui induit la
réponse inflammatoire. Données extraites de (Ogier-Denis 2012b).



III. Effetde S. thermophilus sur I'inflammation déclenchée par un défaut de mucus

La bibliographie suggere des effets anti-inflammatoires de S. thermophilus via la production de
I’IL-10 suppressive de cytokines inflammatoires et la répression de la réponse pro-inflammatoire
Th17 chez des souris a colite induite (Rodriguez et al. 2010; Ogita et al. 2011). Une induction de
la réponse T régulatrice par I’augmentation des lymphocytes T régulateurs ainsi que 1’induction
de la production de TGFp, la cytokine orientant vers cette réponse, sont aussi observées (Donkor
et al. 2012) (figure 18). Je me suis intéressé aux effecteurs de la réponse immunitaire différentiel-
lement exprimés lors de 1’analyse transcriptomique de F. Chegdani. J’ai été intéressé par une in-
duction de plusieurs genes codant pour des effecteurs de la réponse inflammatoires et interagis-
sant notamment avec les voies TNFa et TGF} comme résumé dans le tableau 2.

La stimulation de la production de mucus par S. thermophilus associée a une induction
d’effecteurs potentiellement anti-inflammatoires et garants de I’intégrité épithéliale nous a amené
a proposer un effet bénéfique de S. thermophilus sur les MICI (voir sous-partie Mucus). Nous
avons proposé pour cela de travailler sur un modele de colite induite développé par 1’équipe de Dr
Eric Ogier-Denis (INSERM, Hopital Bichat, Paris) par I'inactivation de deux genes induisant un
défaut de production de mucus et une augmentation de la probabilité d’infiltration bactérienne.
Cette colite présente 1’intérét de se développer progressivement en plusieurs semaines et ainsi de
permettre de tester des traitements avant ou apres le déclenchement spontané de 1’inflammation
(Ogier-Denis 2012a) (figure 19) ce qui présente un avantage intéressant vis-a-vis des autres mo-
deles a colite induite notamment chimiquement (Jurjus et al. 2004).

Le modele animal de souris EXCY2 développé par le Dr Ogier-Denis (figure 20) développe
progressivement en six a sept semaines de vie une inflammation du c6lon de type rectocolite hé-
morragique. Les symptomes des souris sont semblables a la rectocolite hémorragique humaine
cliniquement (inflammation continue du rectum au clon proximal, saignements, diarrhées, pro-
lapsus, perte de poids, diminution du rapport longueur sur poids du c6lon), histologiquement (in-
filtration bactérienne, cryptites, ulcération, perte de cellules a mucus, prolifération), et moléculai-
rement (cytokines proinflammatoires augmentées : IL-17, TNFa, IL-1p, IL-13, IL-6, IFNYy).

Bien que gaver quotidiennement les souris avec la bactérie S. thermophilus nous assurait sa
présence dans le TGI, au moins en transit, nous avons souhaité pouvoir suivre son implantation
dans un TGI hébergeant une flore conventionnelle. Pour cela nous avons introduit un gene de
résistance a la kanamycine dans le chromosome de la souche LMD-9 pour pouvoir la dénombrer
sélectivement par rapport a I’ensemble des autres bactéries du microbiote intestinal. Pour éviter de
perturber le comportement, les capacités d’implantation ou une séquence régulatrice de

I’expression de S. thermophilus tout en nous assurant de 1’expression du gene de résistance, j’ai
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Figure 22 : Hypothése des voies empruntées et sollicitées par S. thermophilus LMD-9 dans le TGI. Les voies et facteurs identi-
fiés au cours de mon stage sont encadrés en noir. Le facteur TGFp induit la voie T régulatrice qui elle-méme induit des facteurs
inhibiteurs de NF«B et des signaux d’arrét de prolifération par TNFo. L’optimisation du métabolisme des disaccharides peut confé-
rer un avantage sélectif nécessaire a la survie et a I’implantation dans le TGI. Les génes nommés ici sont recensés avec leur fonction
dans le tableau 4.



introduit la séquence dans un pseudogene codant pour une transposase tronquée ster_0152. Apres
m’étre assuré de la résistance 2 1’antibiotique de la souche recombinante (LMD-9 kana®) et de sa
stabilité sur plusieurs centaines de générations, j’ai vérifi€ que les profils de croissance dans le lait
et en milieu de culture étaient similaires a ceux de la souche sauvage.

Les feces ont été prélevées quotidiennement pour suivre I’implantation de la souche LMD-9
kana®. Nous projetons aprés euthanasie des animaux, de prélever le colon pour doser les protéines
et les ARNm des effecteurs de la réponse immunitaire (IL-10, IL-8, NFxB) et de la différencia-
tion, notamment des cellules 2 mucus (K14, Muc2, p27°"', p21°?"), puis de poursuivre ces études
par de marquages histo- et immunohisto- et de la mucosécrétion (Bleu Alcyan, PAS, Muc2, Tff3).
Des examens de la perméabilité épithéliale ainsi que des observations de microscopie électronique

sont aussi prévus. Les expériences étant encore en cours, les résultats ne sont pas encore connus.

Conclusion

Au cours de ce stage I’emploi d’'un modele animal a flore contr6lée m’a permis d’étudier les
effets de la bactérie S. thermophilus seule dans le tractus digestif. Les travaux conduits dans mon
laboratoire d’accueil ayant mis en évidence I'implication de cette bactérie dans des procédés de
différenciation et de fin de prolifération, j’ai proposé I’intervention de deux facteurs cellulaires
majeurs : TNFa pour la voie antiproliférative et TGFp pour la voie de différenciation (figure 21).
Je pense qu’il serait intéressant de développer un sujet sur des aspects immuno-modulateurs de S.
thermophilus dont I’effet actuellement peu étudié semble confirmé par plusieurs publications ré-
centes sur des propriétés anti-inflammatoires (Rodriguez et al. 2010; Ogita et al. 2011; Donkor et
al. 2012). En montrant I’induction de I’expression de la mucine 2, j’ai confirmé les résultats du
laboratoire sur I’effet inducteur de S. thermophilus sur les cellules a mucus sans pouvoir le géné-
raliser aux autres composants du mucus ou a ses enzymes d’altération. Je me suis ensuite intéressé
a leffet de I'implantation gastro-intestinale sur le métabolisme bactérien et j’ai mis en évidence
un métabolisme des disaccharides augmenté chez les bactéries issues du TGI. En interprétant la
longue phase adaptative préliminaire a 1I’augmentation de la population comme une étape de sé-
lection de variants bactériens, le boost du métabolisme des disaccharides apparait comme un ca-
ractere important pour la survie dans le TGI. Dans le TGI, I'induction par S. thermophilus de plu-
sieurs facteurs controlés par les voies TNFa et TGFf a mis en évidence un réseau de signaux anti-
inflammatoires connus pour leur action sur les cytokines pro-inflammatoires et la voie NFkB (fi-
gure 21). Ces observations associées a I’'induction de la production de mucus nous ont conduits a

développer un protocole d’inoculation de S. thermophilus dans un modele d’inflammation inti-
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mement lié a la production de mucus. Pour cela j’ai créé un mutant de S. thermophilus résistant a
un antibiotique afin de pouvoir le détecter dans les feces des animaux gavés avec cette bactérie.
Désormais pour donner un sens a ces effets nous devons les vérifier dans un modele plus
proche de ce qui est rencontré dans la nature en présence d’ un microbiote complexe. L’utilisation
du modele monoxénique nous a permis d’identifier les effets principaux induits par S. thermophi-
lus afin de choisir le modele le plus pertinent pour son étude. Peu de travaux s’intéressent actuel-
lement aux effets exclusifs de I’'implantation d’une seule bactérie que ce soit sur I’hote (Leimena
et al. 2012) ou sur la bactérie elle-méme (Giraud et al. 2008; Alpert et al. 2009). La tendance ac-
tuelle va plutodt vers des écosystemes plus proches de la réalité mais moins maitrisés qui doivent
prendre en compte des réseaux d’interactions complexes et souvent encore inconnus (Marchesi
2011). Les progres technologiques en matiere d’analyses génomiques a haut débit ouvrent tout
juste la porte a une identification exhaustive des especes bactériennes présentes dans le TGI (Qin
et al. 2010) qui met surtout en avant les limites de nos connaissances actuelles et les progres qu’il

nous reste a accomplir avant de pouvoir décrypter les lois qui régissent ce microbiome.

Matériel et Méthodes

L Souches et conditions de culture bactérienne

La souche LMD-9 de Streptococcus thermophilus (ATCC BAA-491, USA) a été utilisée. Elle
est issue des stocks conservés a -80°C en M17 (Difco, ref.218561) supplémentés de 0,5% (m/v)
de lactose (VWR VDH Prolabo, GPR Rectapur Ref.24945.291) et 10% (v/v) de glycérol (équipe
ComBac, UMR 1319 Micalis, Jouy-en-Josas). Les cultures ont été réalisées en milieu M17 avec
1% (m/v) de lactose a 37°C et les dénombrements déduits d’étalements de dilutions des cultures
sur M17 agar (Difco ref.214530) lactose 1% (m/v) en conditions d’anaérobie (Anaerocult A,
Merck). Pour le gavage des rats, la souche LMD-9 a été cultivée en lait Nilac (NIZO, Ede, Pays-
Bas) a 42°C jusqu’a atteindre un pH de 5,5 (correspondant a environ 5.10°CFU/mL) a partir de

stocks congelés a -80°C réalisés en lait.

IL Conditions d’expérimentation animale

Les expérimentations animales ont été conduites dans le respect des directives frangaises et eu-
ropéennes de soin et d’utilisation des animaux de laboratoire (permission 78-123 accordée a M.
Thomas). Des souris femelles Balb/C axéniques d’une part et des rats males Fisher 344 d’autre
part, tous agés de 2 mois, ont été gavés oralement par une culture de S. thermophilus LMD-9 dans

du lait Nilac reconstitué (environ 5.10°CFU/mL) a hauteur de 300uL par souris et 1mL par rat.

20






Cinq souris ont été gavées avec la culture de S. thermophilus LMD-9 tandis que cinq autres ont
été gavées avec du lait Nilac stérile non ensemencé (groupe témoin) ; les 10 animaux ont été sa-
crifiés 52 jours apres gavage. Quatre rats ont ét€ inoculés avec la culture de S. thermophilus
LMD-9 tandis que trois autres ont été inoculés avec du lait Nilac stérile non ensemencé (groupe
témoin) ; les 7 animaux ont été sacrifiés 29 jours apres gavage. Tous les animaux ont été élevés
dans des isolateurs stérile (plateforme ANAXEM, Micalis, Jouy-en-Josas) et nourris par un ali-
ment commercial (U.A.R, Villemoisson/Orge, France, ref. R03-40) stérilisé par irradiation a
45kGy. La composition biochimique de I’aliment est disponible dans (Dubos-Ramaré and
Corthier 1990). La concentration bactérienne fécale a été déterminée deux fois par semaine jus-

qu’au sacrifice. Laura Wrzosek et Muriel Thomas ont réalisé les expérimentations sur rats.

III. Croissance de S. thermophilus LMD-9 en présence de différents sucres

La souche S. thermophilus LMD-9 issue des stocks (souche d’origine) a été incubée puis re-
piquée deux fois (8h, 37°C) dans un milieu M17 Lactose 1% (m/v) puis rincée au M17 (2 x
5000g, 5min) et reprise dans le méme milieu de maniere a atteindre une densité optique (DO) de 2
a 600nm (Kontron Instruments, Uvikon 931). La souche issue du TGI (souche post-TGI) a été
isolée de feces d’animaux gnotoxéniques, 29 jours apres gavage, et remise en suspension dans du
M17 a raison de 4,5.10°CFU/mL. Apres centrifugation (500g, Smin), 10uL de chacune des sus-
pensions ont été ensemencés dans 240uL. de milieu M17 + sucre a 1% : lactose monohydrate,
D(+)glucose, D(+)saccharose (VWR BDH Prolabo, ref.24945291, ref.24370.294, ref.27478.296),
D-galactose (BD, ref.216310), ou D(-)fructose (Sigma, F-3510). Les cultures ont été réalisées a
37°C pendant 48h en plaque UV-star 96 puits (Grenier Bio-One, ref.655806) et suivie par enregis-
trement automatique de la DOgonm sur Infinite M200 (Tecan Group Ltd.). La vitesse de crois-
sance [max a été définie comme la pente de la courbe de In(DO) au cours de la phase de croissance
exponentielle. Les expériences ont été répétées trois fois indépendamment a partir de trois échan-

tillons différents.

IV. Culture de lignée cellulaire et incubation avec du lactate

La lignée cellulaire HT29-MTX utilisée pour ces expériences a été fournie par T. Lessuffleur
(INSERM UMR S 938, Paris, France) et a été utilisée au 52°™ passage. Cette lignée issue d’un
carcinome colique a subi un traitement au méthotrexate conduisant a une sélection de cellules
productrices de mucus comme décrit dans (Lesuffleur er al. 1990). Les cellules ont été cultivées
en milieu « Dulbecco’s modified Eagles’s minimal essential medium » (DMEM) avec 4,5g/L de
glucose, supplémenté avec 10% (v/v) de sérum feetal de veau inactivé une heure a 56°C et 1%

(v/v) de L-glutamine (200mM), et 100u/mL d’un mélange équivalent de pénicilline-
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streptomycine (Lonza, BE12-733F ; ref. DE14-801F ; ref. BE17-605E ; ref. DE17-602E). Des mo-
nocouches de cette lignée cellulaire ont été préparées dans des boites de culture cellulaire 60mm
(TPP, ref.93060). Les cellules ont été récupérées a 7, 14, 21 et 28 jours apres repiquage. Quarante-
huit heures avant le grattage, les antibiotiques sont retirés du milieu. Dix-huit heures avant le grat-
tage, les cellules sont incubées dans du DMEM supplémenté avec 5% (v/v) de sérum feetal de
veau et 20mM de L-(-)-Acide Lactique (Sigma, ref.1.6402-10G) a un pH ramené a celui du milieu
de culture. Les incubations utilisées comme des témoins sont réalisées sans lactate. Toutes les
cultures ont été réalisées a 37°C en atmosphere régulée a 10% de C0O,:90% d’air. Les milieux de
culture ont été changés quotidiennement. L'expérience a été réalisée une fois avec trois répétitions

internes pour toutes les conditions.

V. Extraction des cellules, protéines et ARN du célon

Lors du sacrifice, les animaux ont ét€ anesthési€s sous isoflurane et le cOlon entier a été préle-
vé. Les cellules ont été immédiatement récupérées soit apres perfusion du colon (modele rat), soit
apres retournement du colon et agitation mécanique douce (modele souris), pendant 20min avec
un tampon oxygéné a 37°C et contenant de I’EDTA pour décoller les cellules (NaCl 4,8 M, KCI
188 mM, KH,PO4 48 mM, Na,SO4 48 mM, NaHCO; 1 M, Hepes 400 mM, EDTA 10 mM,
DTT, Albumine 10 %) comme décrit par (Cherbuy ef al. 1995). Les protéines ont été extraites
selon le protocole décrit par Cherbuy et al. (Cherbuy et al. 2010): apres lavage en PBS (Eurobio,
ref. CS1PBS01-01), les cellules ont été lysées 1h a 4°C dans un tampon Tris/HCI (10mM, pH 7.4)
contenant 20mM de NaCl, SmM de MgCl, 0,5% de Triton X100 et des inhibiteurs de protéase
(AEBSF 0,4mg.mL'1, EDTA-Na, Smg.mL'l, pepstatine 1mg.mL'1) (Roche, France). Au cours de
la lyse, les cellules ont ét€ homogénéisées deux fois avec une seringue de calibre 26. Les cellules
ont enfin été centrifugées (10000g, 4°C, 20min), le surnageant a été prélevé, aliquoté et conservé
a -80°C avant analyses. Les protéines ont ét€ dosées selon la méthode colorimétrique de Lowry
avec de la BSA (Sigma cell culture, ref. A8551) (Lowry et al. 1951). Les ARN totaux ont été ex-
traits dans une solution de phénol-chloroforme puis précipités dans 1’isopropanol selon la mé-

thode de Chomczynski (Chomczynski and Sacchi 1987).

VL. Dosage des ARNy, et mesure de I'expression des genes par RT-qPCR chez le rat
La concentration et la pureté des ARN ont été estimées sur NanoDrop ND-100 (ThermoScien-
tific ref.(G926) par mesure de I’absorbance a 260nm, calcul du ratio Asep/Asgoet du RNA Integrity
Number (RIN) par le bioanalyser Agilent 2100 avec le kit RNA 6000 nano labChip (Agilent te-
chonologies, ref.G2938C) ; la qualité des ARN est jugée suffisante pour des ratios Axep/Azgo>1,8
et des RIN>9 (Plateforme ICE, INRA Jouy-en-Josas). 7ug d’ARN a été prélevé pour une étape de
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reverse transcription (RT) par utilisation du kit high-capacity cDNA archive (Applied Biosystems,
France). L’étape de PCR quantitative en temps réel a été réalisée sur environ 2ng d’ADN com-
plémentaires (ADNCc) dilués 2 107 sur ABI PRISM 7000 Sequence Detection System en utilisant
des sondes TagMan® ref Rn01475265_m1, Rn01455817_m1 et Rn01439430_m1 respectivement
pour I’expression des genes Muc4 (Mucin 4), CIGalTl (core 1 synthase, glycoprotein-N-
acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase 1) et B4GalT4 (UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4-
galactosyltransferase, polypeptide 4) (Applied Biosystems, France). Le geéne ARNriS8S (ref
Hs99999901_s1, Applied Biosystems, France) a été employé comme gene de référence pour
normaliser les mesures d’expression.

Des tests de détection d’inhibiteurs de polymerase ont été conduits avec le kit TagMan Exoge-
nous Internal Positive Control Reagents (Applied Biosystems, France, ref 4308323,). Les échan-
tillons comparés ont été analysés simultanément sur la méme plaque pour chaque gene ciblé.
Trois dépots des ADNc de trois rats axéniques (Ax) et de quatre rats gnotoxéniques (Ino-LMD9)

ont été comparés pour chaque gene. Le calcul utilisé pour déduire la variation de I’expression
génétique induite par la gnotoxénie a été 2'AACt ou AACt:(Ctgéne cible — CtARNr18S)gnotoxénic — (Ctgene

cible — CtARerSS)axénie (Livak and Schmittgen 2001)

VII. Extraction des ARN des cultures cellulaires

Sous hotte stérile, le milieu d’incubation avec et sans L-lactate a été €liminé des boites de cul-
ture de cellules. Les tapis cellulaires ont été rincés deux fois avec 2mL de PBS stérile puis S00uL
de tampon de lyse RNAprotect® (Qiagen, ref.76526) a été ajouté et laissé 1min avant de gratter
les tapis cellulaires. Les cellules récupérées ont été conservées trois semaines a -80°C. Les cel-
lules ont été fractionnées par TissueLyserlI® (Qiagen, ref.85300) (2x45s, 30Hz) dans du phénol a
pH 4 avec des billes de zirconium (Precellys24, diametre 1.4mm, ref.03961-1-103). Apres centri-
fugation (13000rpm, 7min, T°A) la phase aqueuse a été récupérée et laissée a incuber (Smin,
T°A) dans du TRIzol® Reagent (Invitrogen, ref.15596-026) puis supplémentée en chloroforme
(3min, T°A) apres une agitation vigoureuse. La phase aqueuse a été récupérée (13000rpm, 15min,
T°A), précipitée dans I’isopropanol (13000rpm, 10min, T°A), rincée a I’éthanol 70% puis re-

suspendue dans de I’eau DEPC stérile. Les échantillons ont été stockés a -80°C.

VIII. Construction du mutant S. thermophilus délété pour le pseudogene ster 0152
par insertion d’'une cassette contenant un gene de résistance a la kanamycine
La cassette contenant le gene de résistance a la kanamycine du plasmide pKa (Debarbouille et

al. 1990) a été¢ amplifiée par PCR en utilisant I’ADN polymérase Phusion (Fermentas, ref. FS30L)
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avec les amorces AphA 3F (5CCAGCGAACCATTT GAG3’) et AphA 3R (5 GTTGCGGATGT
ACTTCAG?3’). Deux nouvelles amorces ont été construites a partir de la séquence du pseudogene
ster_0152 dans le génome de S. thermophilus LMD-9 : une amorce A/ regroupant les séquences
en amont de la cassette (S’CTTACCTATCACCTCAAATGGTTCGCTGGGTTTATC3’) et du
pseudogene (S"TTAAAATGATTTATCG TC3’), et une amorce A2 regroupant les séquences en
aval de la cassette (5°’AGGGGTCCCGAGCGCC TACGAGGAATTTGTATCGAT3’) et du
pseudogene (5’ GGGACAGAACATTGTACC3’). On a ainsi obtenu deux amorces dont les ex-
trémités 3’ s’hybrident avec les extrémités 5° (sur les brins sens et antisens) de la cassette kana-
mycine qui a été amplifiée par PCR avec I’ADN polymérase Phusion pour donner le fragment
Kana. Les mémes amorces Al et A2 ont été utilisées pour amplifier des fragments Amont et
Aval d’ADN génomique LMD-9 avec une amorce ster_0152 Amont située environ 1kb en amont
( CATCCATTAAGACGCCCC”) sur le brin antisens ou une amorce ster_0152 Aval_R située en
aval  GGACAGCCGTAAACTATC?) sur le brin sens du pseudogene. Chacun de ces trois
fragments Amont, Kana et Aval ont été mis en présence des deux amorces ster_0152 Amont et
ster_0152Aval_R pour une ultime PCR avec I’ADN polymérase Phusion afin d’amplifier le frag-
ment Insert présentant de chaque co6té de la cassette kanamycine des séquences de 1kb
s’hybridant avec les séquences du chromosome de la souche LMD-9. Apres purification avec le
kit Wizard® (Promega, ref.A9281), 1ug de I’Insert a été incubé 2h a 42°C avec la souche LMD-
9 cultivée en un milieu minimal chimiquement défini MCD fabriqué sur place (Letort and Juillard
2001) apres induction de la compétence naturelle comme décrit par Gardan et al. (Gardan et al.
2009). Les bactéries transformées recombinantes, i.e. pour lesquelles le gene ster_0152 a été rem-
placé par la cassette kanamycine, ont été ensuite sélectionnées par étalement sur M 17 agar lactose
1% (m/v) avec 1%0 (m/v) de kanamycine (Sigma, ref.K-4000). Elles ont ensuite été vérifiées par
PCR en présence d’amorces spécifiques de la cassette kanamycine et des fragments Amont et
Aval. Les similitudes physiologiques de la souche obtenue avec la souche LMD-9 d’origine ont
été vérifies par suivi de la croissance en milieu M17 avec 1% (m/v) de lactose (mesure de la

DOgoonm, cf ci-dessus) et en lait Nilac reconstitué (NIZO, Ede, Pays-Bas).

IX. Analyses statistiques

Les comparaisons des groupes de données entre différents lots d’animaux ont été réalisées par
une étude de variance ANOVA a un seul facteur suivie d’un test de Student. La différence entre
deux échantillons est considérée significative pour une probabilité critique « p » inférieure a 0,05.

Les analyses statistiques ont été conduites sur le logiciel R (R version 2.10.0, R Development
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Core Team (2009)) avec le package Rcmdr (John Fox, ef al. R package version 1.5-3 (2009)) ou
sur le logiciel GraphPad (GraphPad Prism version 5.04 pour Windows).
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Réseau 1 : Interactions des genes induits sur une puce de transcriptomique chez des rats inoculés par S. thermo-
philus LMD-9 (n=3) par rapport a des rats maintenus axéniques (n=3). Détail du réseau dans la 1égende du réseau 2.

32






Fy

of EGT23812)

FFR1OB (indudes EG1 FTIRE L

Réseau 2 : Interactions des genes induits sur une puce de transcriptomique chez des rats inoculés par S. thermo-
philus LMD-9 (n=3) par rapport a des rats maintenus axéniques (n=3).

Les réseaux ont été identifiés informatiquement par le logiciel Ingenuity Pathway Analysis software (IPA; http://
www.ingenuity.com) a partir des données de la littérature depuis les 95 genes les plus différentiellement exprimés. Un
maximum de 35 geénes a été autorisé pour créer ces réseaux. Les fleches pleines montrent une interaction directe, les
fleches en pointillés montrent une interaction indirecte. Les génes différentiellement exprimés sont pleins, les genes
réprimés sont entourés en bleu, les genes en blanc ne sont pas modifiés. Ces données sont extraites de la these de F.
Chegdani (Chegdani 2010).

Genes présents dans les réseaux :

Réseau 1 : ANG, ANXAS8, C50RF13, CIITA, CNIH, CTSS, FGF10, GDF15, CLI1, GRAMD3, KLF4, KRTS,
KRT19, MAPK1, MIR302A, MUCS5AC, NIPAL2, OSR2, Pdgfr, Pki, PKIG, PPP2R2A, RFXS, RHOB, RNHI,
S100A4, SAR1B, SLC26A3, SLC2A1, sodium, TAX1BP3, TGFB1, TGFBR, TGIF1, TMEM54.

Réseau 2 : ANKS1A, ARCN1, ARSG, CCL18, CHP2, CLCA1, CRADD, DEFB103A, FGFR10P, GD3+, IkappaB-
kinase, IL10, ILR, IL10RB, IL22R1-IL10R2, MAPK3, MEFV, MIR298, NLR, p85 (pi3kr), PPP2CB, PPP2R1B,
PPP2R5B, PPP2RSE, RELA, SCIN, SFI1, SLC9A2, TLR5, TMEMO9B, TNF, TNFAIPS, TNFSF13B, UBD, UCN3.
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Résumé

Mon stage dans le laboratoire ProbiHote de I'unité Micalis a porté sur la caractérisation du
dialogue entre la bactérie Streptococcus thermophilus, bactérie d'intérét industriel, et le tractus
gastro-intestinal (TGI). Pour cela j’ai travaillé sur un modele d’animal monoxénique, c’est-a-dire
ne possédant que cette bactérie dans son TGI. Ainsi, j’ai cherché a identifier d'une part, les
principaux effets sur le cdlon en réponse a I’'implantation de la bactérie dans le TGI et d'autre part,
les procédés d’adaptation développés par la bactérie au cours de son implantation.

J’ai mis en évidence une optimisation du métabolisme des disaccharides chez S. thermophilus
apres passage dans le TGI. Par ailleurs I’implantation de S. thermophilus a montré une premiere
phase d’adaptation que j’ai traduite comme une étape de sélection des bactéries présentant les
meilleures performances métaboliques.

En m’appuyant sur les résultats préalablement obtenus par mon laboratoire sur le rat, j’ai
confirmé un effet inducteur de S. thermophilus sur la différenciation des cellules productrices de
mucus et j’ai proposé I’implication des effecteurs cellulaires TNFa et TGFR, aussi impliqués dans
la réponse anti-inflammatoire. Partis de ce constat, nous avons souhaité vérifier notre modele sur
des animaux a flore conventionnelle dont une déficience en mucus induisait une inflammation du
cOlon. J’ai alors créé un mutant résistant a un antibiotique afin de suivre 'implantation de la
bactérie parmi ce microbiote complexe et d'étudier I'impact de S. thermophilus sur les parametres
inflammatoires au niveau de la muqueuse intestinale.

Abstract

My internship in the ProbiHote laboratory of the Micalis unit has focused on the
characterization of the dialogue between the bacteria Streptococcus thermophilus and the gastro-
intestinal tract (GIT). To study this dialogue, I worked on a gnotobiotic animal model carrying
only one bacteria in its GIT. I have investigated the main effects undergone by the GIT in
response to bacterial colonization and the adaptation process developed by S. thermophilus in the
course of its implantation.

I demonstrated a boost of disaccharide metabolism in S. thermophilus after implantation.
Knowing that as a first step of low population occurs the first week after inoculation of the
animals, I have suggested an adaptation process during this time which selects bacteria based on
their metabolic properties.

Drawing from my laboratory’s previous results, I have confirmed an enhancing effect of S.
thermophilus on mucus cell differentiation, and I have suggested a role of the TNFo and TGFB
signaling cell factors also involved in the anti-inflammatory response. Likewise, we have checked
our model on conventional flora colonized animals in which a deficiency in mucus production
induces colitis. For the purpose of following bacterial implantation among the microbiota, 1 have
constructed a kanamycin-resistant mutant of S. thermophilus.
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