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La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de 1’intestin
(MICI), d’¢étiologie imparfaitement connue pouvant conduire a une destruction intestinale et
dont les conséquences sur la qualité de vie des patients sont considérables. La physiopathologie
résulterait d’une interaction anormale entre le microbiote intestinal et le systéme immunitaire

de I’hote sous I’influence de facteurs génétiques et environnementaux.

La MC reste un enjeu important de santé publique par son incidence en augmentation
dans les pays développés, par le réel handicap qu’elle entraine chez les sujets atteints et par le
manque de thérapeutique permettant une guérison de la maladie car les traitements actuels ne
sont malheureusement pas curatifs et permettent uniquement la prise en charge des poussées ou

le maintien de la rémission.

Une dysbiose constante a été observée au sein du microbiote intestinal des patients
atteints de la MC avec une augmentation de certains groupes bactériens pouvant favoriser les
symptomes de la maladie. Au sein de ce microbiote, les Escherichia coli adhérents et invasifs
(AIEC) colonisent la muqueuse iléale de certains patients atteints de la MC et sont capables de
survivre et se multiplier a I’intérieur des macrophages ce qui favoriserait le développement

d’une réponse inflammatoire inappropriée.

Face a ces bactéries 1’utilisation d’antibiotiques pourrait étre une option thérapeutique
envisageable. Parmi les différents antibiotiques utilisés dans la prise en charge des patients
atteints de la MC, la ciprofloxacine, la clarythromycine et la rifaximine sont parmi les plus

utilisés.

La ciprofloxacine est une molécule présentant une bonne diffusion intra-cellulaire et
dont le role anti-inflammatoire a déja été mis en évidence. Tout comme la rifaximine, un
antibiotique a faible absorption gastro-intestinale et ayant déja fait ses preuves dans le
traitement de la MC. L’association de ces molécules est actuellement évaluée dans le cadre de
I’é¢tude TEOREM (essai clinique contr6lé randomisé) sur des patients atteints de la maladie de
Crohn et porteurs de bactéries AIEC. Parmi les autres classes d’antibiotiques, les macrolides
ont des effets immunomodulateurs qui peuvent avoir un effet bénéfique dans le cadre de la MC
(1). Des essais cliniques ont montré que la prise de clarithromycine chez les patients atteints de

MC diminuait I’index d’activité de la MC et n’avait pas d’effets secondaires chez les patients.

(1,2)
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Des premiers travaux menés au laboratoire sur I’effet de la ciprofloxacine, de la
rifaximine et de la clarythromycine ont montré un effet sur la virulence de souches AIEC pour
la rifaximine et la clarythromycine a des doses sub-inhibitrices. Ces 2 antibiotiques semblent
diminuer in vitro les capacités d’adhésion, d’invasion et de survie en macrophages des AIEC.
Une premiere étude sur I’effet sur le transcriptome des AIEC a ét¢ menée sur une souche AIEC
représentative et a montré un effet sur la transcription de plusieurs genes impliqués
potentiellement dans la virulence des AIEC. Afin de compléter ces résultats, nous avons
souhaité étudier cet effet sur une collection de souches d’AIEC a I’aide d’une stratégie de RT

qPCR.
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Figure 1 : Diagramme de Venn.

IMlustration du role du microbiote intestinal, de I'hote et des facteurs environnementaux dans la
physiopathologie MICI. NOD2 (Nucleotide-binding oligomerization domain-containing
protein 2), ATG16L1 (Autophagy related protein 16-like 1) et IL-23R (Interleukin 23
receptor) sont des facteurs de susceptibilité génétique démontrables présents chez une petite

proportion de patients atteints d’une MICI(6).
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I. Données bibliographiques sur la maladie de Crohn

A. Définitions

La MC a été décrite en 1932 par le docteur Burrill B. Crohn, comme une « iléite
terminale ou régionale » (3) et au méme titre que la rectocolite hémorragique et que la colite
indéterminée, elle appartient a la famille des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin
(MICI) et se caractérise par une atteinte segmentaire et transmurale de la paroi digestive.
L’iléon terminal et le c6lon sont le plus souvent touchés, mais 1’atteinte peut étre hétérogene

dans sa présentation clinique (4).

La MC est une affection altérant la qualité de vie et potentiellement responsable de
véritables incapacités et handicaps (5). Elle se manifeste par des symptomes cliniques variés et
par une évolution chronique avec une succession de poussées plus ou moins intenses,
entrecoupées de phases de rémission plus ou moins longues. L’arsenal thérapeutique actuel
n’est pas curatif et permet malheureusement uniquement la gestion et la stabilisation de

I’évolution de la MC et reste un enjeu important de santé publique.

La MC est une maladie multifactorielle (figure 1) dont la physiopathologie est encore
mal connue qui touche des patients prédisposés génétiquement. Elle résulterait d’une
interaction anormale entre le microbiote intestinale et le systéme immunitaire sous 1’influence

de plusieurs facteurs environnementaux (6).
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B. Facteurs environnementaux

a) Le tabagisme

Le tabagisme est vraisemblablement le facteur de risque le plus incriminé avec deux fois
plus de risques de développer la MC par rapport aux non-fumeurs (7), méme si son mécanisme
d’action est imparfaitement compris, probablement li¢ a son action sur la muco-sécrétion, la
perméabilité¢ intestinale. Chez 1'homme, la nicotine diminue la production d'eicosanoides
muqueux et certains cytokines pro-inflammatoires par des cellules mononuclées humaines (IL-
2, TNF- a et IL-8). De plus, une réduction du tonus musculaire et la diminution de 1’activité
contractile de I’intestin en raison de la libération d'oxyde nitrique. Les macrophages des
fumeurs expriment un déficit fonctionnel sélectif dans leur capacité a ¢liminer les bactéries
intracellulaires (8). Le tabagisme diminuerait 1’efficacité thérapeutique de certains traitements
(Infliximab) (9) et augmenterait le risque de poussées, d’hospitalisation ainsi que les

complications (10) et les récidives post-opératoire (11).

b) Alimentation

Son role n’a pas encore été établi, mais certaines habitudes alimentaires notamment une
alimentation riche en fibres aurait un effet bénéfique et serait un facteur protecteur de la
survenue de la MC (12). Cet effet résulterait de la transformation de ces fibres en acides gras a
courtes chaines, en particulier le butyrate, capables d’inhiber la transcription de médiateurs pro-
inflammatoires (13) et de limiter la translocation des E. coli dans les plaques de Peyer a travers

les cellules M (14).

A TDinverse, une alimentation riche en graisses, en acides gras polyinsaturés (€6),
protéines animales et en sucres, favoriserait la survenue de la maladie (15). En mod¢le murin,

un régime riche en sucres et en graisses serait associé¢ a un déséquilibre de la flore intestinale

favorisant I’inflammation (diminution des Firmicutes) (16) (17).22/09/2021 01:12:00
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Un apport en Fer par voie oral (et d’autres métaux lourds) aurait également un effet (18)

en augmentant I’inflammation colique via une voie impliquant I’IL-6 et le stress oxydant (19).

D’autres facteurs de risque seraient impliqués dans la pathogénése de la MC,
notamment la carence en vitamine D qui augmenterait I’inflammation colique (20) et la prise
d’antibiotique pendant les premiéres années de vie qui favoriserait un déséquilibre au niveau
de la flore digestive avec une augmentation des Bacteroidetes et une diminution des Firmicutes

21).

¢) Facteurs génétiques

1. Généralité

Plusieurs études ont permis d’identifier I’impact de la génétique dans la survenue de la
MC et plus de de 140 loci ont été identifiés comme potentiellement associés a la maladie (22),
(23). Moller et al ont mis en évidence un risque relatif (RR) a 7,8 de développer la maladie pour
une parenté au premier degré, un RR a 2,4 pour une parenté au second degré, et un RR a 1,9
pour une parenté au troisieme degré. L’histoire familiale notamment le degré de parenté a été

corrélé aux risques de survenue de la MC (24).

De nombreux micro-organismes pathogénes présents dans 1’environnement sont en
contact permanent avec notre organisme. Afin de se protéger des infections, des réponses
immunitaires sont mises en place grace a 1’action conjointe et coordonnée du systéme
immunitaire inné et du systtme immunitaire adaptatif. Il existe dans notre organisme des
récepteurs de I'immunité innée appelés PRR qui reconnaissent des motifs moléculaires
conservés au sein des especes microbiennes (MAMP). Parmi les PRR, on distingue notamment
des protéines transmembranaires tels que les récepteurs de type Toll (TLR) ainsi que des

récepteurs cytoplasmiques comme les récepteurs NOD-like.
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Cette liaison entre les PRR et les MAMP initie les réponses immunitaires nécessaires a
la défense de 1’hdte aboutissant a la transcription de médiateurs pro-inflammatoires (cytokines
et chimiokines pro- inflammatoires, IL1, protéines anti-microbiennes), mais également au
développement d’une immunité adaptative spécifique (25). Ces récepteurs sont exprimés par
les cellules épithéliales et par les cellules présentatrices d’antigeénes (les cellules dendritiques,
les macrophages). Certaines mutations peuvent survenir au niveau du systéme immunitaire
entérique. Ces dysfonctionnements peuvent aboutir a des pathologies touchant la paroi

digestive notamment les MICI.

2. NOD2

NOD2 est essentiellement exprimé dans les cellules de Paneth et les cellules
immunitaires telles que les macrophages et posséde un domaine LRR impliqué dans la
reconnaissance du muramyl dipeptide (MDP) constituant de la paroi bactérienne (26). Chez les
patients atteints de MC, trois principaux polymorphismes dans le géne NOD2 ont été mis en
¢vidence. Ils codent des protéines NOD2 variantes ou tronquées (27), (28). Ces
dysfonctionnements favoriserait, aprés fixation du MDP, I’hyperactivation de la voie NF-kB et

conduirait & une plus grande susceptibilité & I’inflammation intestinale (29).

Chez des patients porteurs de ces polymorphismes, le risque de développer une MC est
2 a 4 fois supérieur chez les sujets hétérozygotes, et environ 40 fois supérieur chez les sujets
homozygotes pour un all¢le a risque ou hétérozygotes composites par rapport a des sujets non
porteurs de ces polymorphismes (26). NOD2 interagit aussi avec la protéine de I’autophagie
ATG16L1 (30). Dans les cellules dendritiques, I’interaction entre la protéine ATGI6L1 et
NOD2 tronqué entraine un défaut d’autophagie ; la cellule n’¢limine plus efficacement les

bactéries intracellulaires, et un défaut de présentation des antigénes par le CMH II (31).
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3. L’autophagie

L’autophagie est nécessaire au maintien de I’homéostasie ; elle permet la dégradation et
le recyclage d’¢éléments cytoplasmiques tels que des organites (mitochondrie, peroxysome) ou
des agrégats protéiques par les lysosomes. L’autophagie joue également un réle important dans
la défense immunitaire en ¢liminant des pathogenes intracellulaires (32). Plusieurs
polymorphismes ont été identifiés en lien avec I’autophagie et associés a la MC. ATG16L1 est
un géne qui code pour une protéine nécessaire a I’¢longation de la membrane de
I’autophagosome via la formation d’un complexe protéique (33). Plusieurs polymorphismes ont
¢été identifiés dans la MC résultant d’un défaut de la formation de 1’autophagosome et d’une
plus grande susceptibilité & I’inflammation intestinale (34). D’autres génes associés a la MC

ont ét¢ identifiés tels que IRGM (35), ULK1 (36) et LRRK2 (37).

4. Autres génes

I1 existe d’autres anomalies impliquées dans la MC (38), tels que le systéme UPR et le
stress du réticulum endoplasmique nécessaire pour maintenir I’homéostasie cellulaire et rétablir
une fonction normale de la cellule. Ce systéme est capable d’activer la production de molécules
chaperonnes et de dégrader les protéines mal repliées, ainsi que de ralentir la traduction
protéique. Dans le cas ou le stress cellulaire se prolonge et ou le systtme UPR ne parvient pas
a restaurer 1’équilibre cellulaire, alors ce dernier est capable d’induire la mort cellulaire par

apoptose (38).

On peut également citer d’autres systémes dont le dysfonctionnement est associé¢ avec
la MC tel que le systéme ubiquitine-protéasome impliqué dans la dégradation des protéines
intracellulaires. En effet, les protéases ainsi que leurs inhibiteurs régulent la composition du

microbiote, la réponse immunitaire et la fonction barriére de 1’intestin (39), (40).

45



*
e 9 ¥*
350 ‘ —% 6.0 — —_—
soof | Ed 59 : —_ _
> ' 1 > 50 L 1 :
= 250} 1 : 45 , L
= — S 40 ’ '
S e ' El ; S3s ' :
2 150 _: E : . E 3.0 | o
o N S5 L : :
100 : = w 20 = '
T 15 5 ;
S0
HC HR[CD] CD CD-RC HC HRI[CD] cCD CD-RC
(n=34) (n=29) (n=34) (n=13) (n=34) (n=29) (n=34) (n=13)

Figure 2 : Index Chao 1 et index Shannon.

Richesse du microbiote chez les sujets sains contrdles (HC), chez les sujets sains relatifs
(parents au premier degré de patients atteints de la, HR(CD)), chez les patients atteints de la
MC (CD) et chez les sujets atteints de la MC en rémission (CD-RC). L’index Chaol permet
d’estimer la richesse microbienne et 1’index Shannon permet d’estimer la richesse et

I’uniformité microbiennes. *p value < 0,05 (46).
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C. Microbiote intestinal

a) Microbiote intestinal et maladie de Crohn

Le microbiote intestinal, autrefois appelé microflore intestinale, est 1’ensemble des
bactéries, archaebactéries, virus, champignons, parasites qui vivent dans le tube digestif. On
estime qu’un individu héberge entre 10'! et 10!? bactéries par gramme de contenu colique (41).
Son rdle est important dans la maturation du systéme immunitaire et la défense contre les agents
pathogenes et dans la fermentation des sucres et des protéines ainsi que le métabolisme des

acides biliaires.

Une altération qualitative et quantitative de cet écosystéme intestinal a été mise en
¢vidence chez des patients atteints de MC (42). En effet on constate, une diminution de la
richesse des especes bactériennes (a-diversité), ainsi qu’une dysbiose (B-diversité) (Figure 2 et

figure 3)) (43).

D’une part, cette altération a pour conséquence une diminution des bactéries dites
bénéfiques comme par exemple Faecalibacterium prausnitzii (44), Lactobacillus spp et
Bifidobacterium spp aux capacités anti-inflammatoires (45) et d’autres genres tels que
Methanobrevibacter, Oscillospira et la famille des Christensenellaceae via leur production de

butyrate permettent la régulation du systéme immunitaire intestinal (43).

D’autre part, une augmentation de bactéries dites pathogenes (46), (47) a été constatée
en proportions plus importantes chez les patients atteints de la MC tels que Fusobacterium spp
ou Escherichia spp. Ce déséquilibre a pour conséquence la colonisation par d’autres especes
bactériennes entrainant une inflammation chronique. Parmi les espéces augmentées, des E. coli
présentant des caractéristiques particulieres d’adhésion aux cellules intestinales, d’invasion et

de survie en macrophage ont pu étre identifiées.
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b) E.coli Adhérent Invasif et maladie de Crohn

E. coli est une espece de bacille a Gram négatif de I’ordre des Enterobacterales. Chez
les patients atteint de MC, un pathobionte particulier d’E. coli , nommé E. coli adhérent invasif

(AIEC) a été mis en évidence a partir de biopsies de la muqueuse iléale (47).

Les AIEC ont une capacité a adhérer, envahir les cellules épithéliales intestinales par un
phénoméne de macropinocytose et sont capables d’altérer la barriére épithéliale (48) et
d’entrainer la formation de granulomes (49). D’une part, cette capacité d’adhésion est due
notamment aux pili de type 1 (50) par reconnaissance du récepteur humain CEACAM®6
surexprimé chez les patients atteints de la MC (51). Les flagelles situés a la surface des AIEC
favorisent la mobilité et joue également un role dans 1’adhésion aux cellules épithéliales (52).
D’autre part, les AIEC se répliquent et survivent dans les macrophages sans induire d’apoptose

et augmentent la sécrétion de TNF-a et de cytokines pro-inflammatoires.

Darfeuille-Michaud et a/ ont retrouvé une prévalence de cette colonisation de I’ordre de
21,7% des 1ésions chroniques iléales de patients atteints de la MC contre 6,2% chez des sujets
sains (53). Chez des patients atteints de la MC les AIEC ont été retrouvé dans 36,4% des lésions
précoces et 22,2% des muqueuses saines. Au niveau de la muqueuse colique, des souches AIEC
ont été retrouvées chez 3,7% des patients atteints de MC, 0% des patients atteints de colite

ulcéreuse et 1,9% chez des patients sains (54).
Les AIEC sont associés spécifiquement a la muqueuse iléale des patients atteints de la

MC (53) et leur prévalence est variable en fonction du stade de la maladie, et de son évolution

faisant d’eux une cible thérapeutique intéressante a développer (55).
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Figure 4 : Carte mondiale représentant I’incidence des maladies inflammatoires chroniques
de I’intestin.

Le rouge fait référence a une incidence annuelle supérieure a 10/10°, I'orange a une incidence
de 5a10/10° le vert a une incidence inférieure a 4/10°, le jaune a une incidence faible qui

augmente continuellement. L'absence de couleur indique l'absence de données (56).

—10,41

Figure 5 : Répartition francaise du ratio standardisé d’incidence de la maladie de Crohn entre

2000 et 2002 (59).
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D. Epidémiologie de la MC

a) La prévalence

Plus importante en Europe et en Amérique du Nord (respectivement a 8,3-250 cas et 44-
201 cas pour 100 000 habitants et est en augmentation dans les pays en voie de développement

notamment en Asie, en Océanie et au Moyen-Orient (56).

b) L’incidence

La MC est une maladie qui peut se déclarer a tous les ages de la vie mais le pic
d’incidence se situe le plus souvent chez 1’adulte jeune, entre 20 ans et 30 ans (56). Néanmoins
il existe des cas de MC pédiatrique avec une légere prédominance chez les sujets de sexe

féminin (sex-ratio F/H) de 1,3 en France).

La population caucasienne est la plus touchée. Les populations hispaniques et asiatiques

sont moins touchés mais 1’incidence est en augmentation dans ces groupes (57).

En Europe et en Amérique du Nord I’incidence est globalement similaire, avec

respectivement 0,3 a 12,7 cas et de 0 a 20,2 cas pour 100 000 habitants (57) (Figure 4).

Un gradient Nord-Sud est classiquement décrit (56). Dans le continent Américain, les
incidences les plus importantes sont observées au Canada et au nord des Etats-Unis en
comparaison du sud du continent. On observe également une incidence moyenne plus élevée
dans le nord de I’Europe que dans le sud (58). En France, ce gradient nord-sud a également été

mis en évidence avec une incidence plus importante dans le Nord (59) (figure 5).
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Figure 6 : Classification de Montréal et manifestations extra-digestives de la MC.

A :localisation des Iésions (L1, L2, L3, L4, L4+3), phénotype (B1, B2, B3, B3p), 4ge du patient
au diagnostic (A1, A2, A3). B : Représentation des manifestations extra-digestives et troubles

auto-immuns associés (bleu) (63).
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(d¥9 ‘s13ao ‘Ivao)
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Figure 7 : Lémann Score.

Evolution de I’atteinte digestive de la maladie de Crohn au cours du temps (60).
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E. Diagnostic

Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments cliniques, biologiques,
endoscopiques, radiologiques et histologiques ainsi que leur évolution dans le temps. La
maladie peut étre également révélée par des complications telles qu’une sténose (syndrome sub-

occlusif) ou un abcés intra-abdominal secondaire a une fistule.

a) Clinique

La symptomatologie de la MC est trés variée et aspécifique. Elle peut toucher
I’intégralit¢ du tube digestif et les manifestations pouvant étre observées dépendent de la
localisation et la gravité des 1ésions. La MC évolue de maniere chronique avec une succession
de phases actives, dont I’intensité est variable, et de phases de rémission (60). Elle peut étre
révélée par des complications telles que des fistules, ou des lésions ano-périnéales (61). (Figure

6).

En fonction de la localisation des 1€sions, de leur phénotype et de I’age des patients au

moment du diagnostic, la classification de Montréal permet de classer la MC (figure 7).

Dans sa phase inaugurale, la MC se manifeste fréquemment par des diarrhées
chroniques et des douleurs abdominales. D’autres signes peuvent &tre observés tel qu’une
fievre, une asthénie et un amaigrissement et un tiers des patients atteint de MC souffrent de
signes extradigestifs notamment des atteintes articulaires (20 a 30 % des patients) et des signes
cutanés. Des manifestations ophtalmologiques (uvéite, ¢épisclérite, sclérite) et des

manifestations hépatobiliaires (cholangite sclérosante primitive) ont été observées (62).
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b) Examens biologiques et histologiques

Sur le plan biologique, un syndrome inflammatoire avec une CRP élevée est observé
dans 75 % des cas au moment du diagnostic de la MC (64) et lors des complications
infectieuses. Sa diminution est en faveur d’une bonne réponse thérapeutique. Cependant, la
CRP n’est pas spécifique du tube digestif et refléte I’inflammation systémique. Ainsi d’autres
marqueurs plus sensibles existent et reflétent mieux la migration des PNN a travers la paroi
intestinale (36) tel que la calprotectine fécale (37). En effet le risque d’étre atteint de la MC est
<1% si la calprotectine fécale est inférieure a 40 ng/g (38). A ’inverse un seuil de 250 pg/g est

associé avec la présence de 1ésions significatives dans la MC (39).

A cela se rajoute la numération-formule sanguine (NFS) ou une anémie, une
hyperleucocytose et une thrombocytose peuvent étre observées. L’évaluation de I’état
nutritionnel est a prendre en compte pour pallier les carences en vitamines et en

micronutriments.

La sérologie reste un outil en perpétuel développement et pourrait constituer un outil
diagnostique fiable. Certains anticorps ont montré une spécificité supérieure a 88% pour la RCH
tels que des anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (p-ANCA) alors que les

anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) ont montré une spécificité supérieure a 90 %

pour la MC. La valeur prédictive d’une MC en cas de résultat ASCA+/p-ANCA' est de I’ordre
de 88 %. En effet, ’association entre ses deux anticorps pourrait constituer un marqueur de
diagnostic différentiel entre MICI et non MICI ainsi qu’entre MC et RCH. Cependant, ces tests
manquent de sensibilité et leur négativité ne permet pas d’exclure la présence d’une MICI (65),

(66).
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¢) L’imagerie

1) L’endoscopie

Bien qu’invasifs les examens endoscopiques ont un rdle important pour le diagnostic
positif et différentiel de la MC, et permettent de déterminer le pronostic et d’évaluer la réponse

au traitement.

o L’iléocoloscopie par voie basse : L’iléo-coloscopie par voie basse avec biopsie est

I’examen de référence pour établir le diagnostic et pour évaluer la topographie et la
sévéritéé de la MC. Elle permet de mettre en évidence les principales 1ésions de MC (les
pseudo-polypes, les ulcérations aphtoides, les sténoses) et ainsi confirmer le diagnostic.
Les biopsies multiples du cdlon et de I’iléon terminal sont par la suite envoyée en
anatomo-pathologie a la recherche de signes histologiques (notamment de granulomes

¢pithélioides) (67), (68).

o L’endoscopie par voie haute : L’endoscopie par voie haute oeso-gastro-duodénale avec

biopsies étagées est recommandée a la recherche de localisations hautes de la maladie
bien que la fréquence de celles-ci soit rare. Elle est généralement effectuée en méme

temps que l'iléo-coloscopie en profitant de I’anesthésie générale (67), (43).

o L’entéroscopie par voie haute : L’entéroscopie par voie haute n’est en général pas

indiquée dans le diagnostic, en dehors de rares cas de suspicion de sténose au niveau

jéjunal (67).

2) Examens radiologiques

Suite a I’avénement de 1’endoscopie la place des examens radiologiques dans le cadre
de la MC est réduite, mais ils restent cependant utiles dans certains cas, notamment lorsque
I’iléo-coloscopie a été incompleéte ou dans le cadre de 1’'urgence en cas de suspicion
d’obstruction, de perforation, de sténose ou encore 1’exploration de I’intestin gréle distal (68),

(69).
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3) Vidéocapsule endoscopique

A Tlaide d’une petite capsule a usage unique fabriquée avec des matériaux
biocompatibles et résistants a la digestion et munie d’une caméra vidéo, I’examen par
vidéocapsule endoscopique peut étre utile dans certains cas difficiles, pour I’exploration de
I’intestin gréle lorsque les premiéres investigations ont été négatives. Cette technique est contre-

indiquée en cas de signes occlusifs cliniques ou de sténose prolongée (68), (69).

4) Les autres techniques

o L’entéro-scanner : il présente un examen de choix pour la recherche de possibles

complications digestives ou extra-digestives (69), (70).

o L’imagerie a résonnance magnétique : L’entéro-IRM moderne a une résolution

similaire au scanner et présente 1’avantage d’€tre non irradiant et il ne nécessite pas
I’utilisation de produits de contraste. Cette technique peut étre utile a I’exploration de
I’intestin gréle mais également pour la recherche des ulcérations, des abces et des trajets

fistuleux ou encore dans le suivi évolutif des patients (69), (70).

o L’échographie et le Doppler : ils sont utiles pour rechercher des complications telles

que les abces et les fistules (69), (70). En effet ces techniques permettent 1’exploration

de la paroi des visceres.

L’examen de référence dans le diagnostic de la MC reste actuellement 1’endoscopie qui
permet d’apprécier la topographie des lésions et d’évaluer la sévéritée, néanmoins, d’autres
techniques existent mais leurs intéréts restent limités dans certains cas particuliers ou les
résultats de I’endoscopie ne sont pas concluant. Les techniques radiologiques, n’ont pas intérét

sauf dans certains cas particuliers (échec de 1’endoscopie, sténose infranchissable, exploration
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de I’intestin gréle (transit)). L entéro-scanner et I’entéro-IRM sont utiles dans 1’exploration

initiale de I’intestin gréle et dans I’évaluation précise des complications digestives (70).

E. Objectifs thérapeutiques et traitements disponibles

Les traitements actuels de la MC ne sont pas curatifs et permettent uniquement de
maintenir une rémission clinique et endoscopique. Elle nécessite une thérapeutique prise au
long cours, ce qui engendre un risque de complications liées aux traitements. Cette rémission
clinique et endoscopique est appréciée par la cicatrisation des 1ésions intestinales visualisées

par endoscopie et ’amélioration clinique.

Plusieurs stratégies existent et peuvent étre employées en fonction de 1’état du patient
de la localisation, de I’activité et de la sévérité de la maladie. Ainsi une stratégie dite « step-
up » qui consiste a ’utilisation d’un schéma thérapeutique de plus en plus lourd est employée
dans les formes 1égeres de la maladie. Ce schéma thérapeutique est poursuivi jusqu’a atteindre
I’objectif souhaité. Dans les formes modérées, la stratégie dite « en escalier accéléré » est
employée et consiste a une accélération plus rapide des stratégies thérapeutiques. Enfin, la
stratégie « top-down » est utilisée dans les formes séveres et consiste dans un premier temps a

maximiser le traitement afin d’atteindre les objectifs souhaités pour ensuite le diminuer (71).

a) Traitement disponible :

Les corticoides sont employés dans la gestion des poussées. Les principales molécules
utilisées sont le budésonide et la prednisolone pour leurs effets symptomatiques en traitement
d’induction de la rémission. Cependant, ils ne peuvent pas constituer un traitement de fond de
la MC et de nombreux effets indésirables ont été signalés suite a leur utilisation. Leurs
mécanismes d’action ne sont pas parfaitement ¢lucidés, Berrebi ef al considérent que les
corticoides seraient capables d’inhiber certaines fonctions des macrophages en réponse a une
stimulation par des PAMPs en modulant la voie NFkB (72). L’arsenal thérapeutique comprend
¢galement des molécules immunomodulatrices. Ces molécules sont utilisées en cas de

résistance aux corticoides et pour le maintien de la rémission. L’azathioprine,
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le 6-mercaptopurine, le méthotrexate et des anti-TNF (I’infliximab et I’adalimumab) peuvent
constituer une alternative thérapeutique mais d’autres molécules existent, telles que des
anticorps anti-intégrine (natalizumab, vedolizumab), ou encore I’ustekinumab (anti-corps anti-
Interleukine 12/23 p40) (71). Ces classes thérapeutiques ont une action cytotoxique et de

nombreux effets indésirables graves sont associés a leur utilisation au long cours.

La chirurgie est une alternative thérapeutique qui est employée dans les formes
compliquées de la maladie ou en cas d’échec des traitements médicamenteux. Cela consiste a
I’exérése des 1ésions présentes dans I’intestin. Prés de 50% des patients atteints de la MC
subiront une intervention chirurgicale dans les 10 ans suivant le diagnostic (73). Certains
patients requicrent des interventions chirurgicales a plusieurs reprises due aux taux de récidives
non négligeables sur I’intestin avec des conséquences lourdes sur la vie quotidienne notamment

le syndrome du gréle court.

L’utilisation de certaines levures tel que Saccharomyces cerevisiae peut constituer un
autre moyen thérapeutique. Sivignon ef a/ ont montré sur un modele murin que 1’utilisation de
cette probiotique inhiberait fortement 1’adhésion et la colonisation des AIEC aux entérocytes.
Ces effets étaient accompagnés d’une diminution de la libération de cytokines pro-

inflammatoires par la muqueuse intestinale (74).

b) Antibiotiques et MC

Actuellement, les traitements antibiotiques utilisés dans le cadre de la MC ont pour but
de traiter les infections bactériennes pouvant apparaitre a la suite de complications ou suite a
une intervention chirurgicale (75). Le traitement par les antibiotiques pose de nombreux
problémes car ces derniers pourraient favoriser 1’apparition de résistances bactériennes, de
dysbiose intestinale ou la prolifération de bactéries pathogeénes. Cependant, au vu de
I’implication des AIEC dans cette maladie, I'utilisation des antibiotiques pourrait étre une
approche intéressante. Ainsi, plusieurs antibiotiques ont été évalués dans différentes études
pour traiter les patients atteints de MC et porteurs d’AIEC tel que la ciprofloxacine, le
métronidazole, la rifaximine ou encore la clarithromycine (1,2). Parmi ces antibiotiques trois
présentent une activité in vitro sur les Entérobactéries et donc potentiellement sur les AIEC, la

rifaximine, la clarithromycine et la ciprofloxacine.
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o Ciprofloxacine :

La ciprofloxacine est un antibiotique de la famille des fluoroquinolones qui présente une
activité bactéricide rapide, concentration dépendante et agit méme sur les bactéries quiescentes.
Elle inhibe la synthese et la réplication de I’ADN bactérien en agissant sur les Topo-isomérases
II et IV. Elle inhibe également I’ARN polymérase par formation de chélates avec les ions
bivalents des bactéries. Le spectre d’action de cette molécule couvre la plupart des bactéries

Gram Positif et Négatif, ainsi que les germes intracellulaires.

Au niveau de ses parametres pharmacodynamiques, la ciprofloxacine présente une
bonne résorption intestinale, rapide et importante avec une biodisponibilité orale aux alentours
de 100%, une excellente diffusion tissulaire intracellulaire. Elle présente un métabolisme
hépatique et une élimination mixte (rénale et fécale). Ses effets indésirables sont
I’hypersensibilité qui est I’effet de classe, la photosensibilisation due a la formation de radicaux
libres par les UV A. Une atteinte de I'appareil locomoteur peut survenir avec des arthralgies par
lIésions du cartilage de conjugaison, des douleurs musculaires, et des tendinites. La
ciprofloxacine jouerait un role anti-inflammatoire en régulant la synthése de certaines cytokines

pro-inflammatoires telles que I’interlukine-1 et TNF-a (76).

Plusieurs auteurs se sont intéressés a I’efficacité de la ciprofloxacine dans la maladie de
Crohn tel que George L Arnold et al en 2002 qui ont montré un bénéfice chez des patients
traités pendant six mois évalués par le CDAIL. A savoir qu'un CDAI < 150 est en faveur d’une
rémission clinique. Ainsi on retrouve un CDAI a 111,7 chez les patients traités par la

ciprofloxacine comparé a un CDAI a 205,4 chez les patients ayant recu le placebo (77).

Jie Wen Su et al ont réalisé une recherche bibliographique concernant 1'efficacité du
traitement antibiotique chez les patients atteints de MC. Au total, 15 essais cliniques randomisés
controlés par placebo portant sur 1407 participants ont été inclus dans la méta-analyse. Une
analyse groupée a révélé que par rapport au placebo, il n'y avait pas de différence significative
entre les patients traités par la ciprofloxacine et le placebo (RR combiné 1,35, IC a 95 % 0,92-
1,97, P = 0,12). Cependant, la ciprofloxacine présentait des avantages cliniques significatifs
chez les patients présentant des fistules péri-anales (RR 1,64, IC a 95 % 1,16-2,32, p = 0,005)
(78).
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Au-dela de lefficacité clinique I’utilisation des fluoroquinolones nécessite d’étre
limitée du fait du risque d’émergence de résistance sous traitement et de sélection de souches

résistantes dans les flores résidentes, notamment chez les Staphylocoques.

o La clarithromycine

La clarithromycine qui appartient également a la classe des macrolides (en C 14) est un
antibiotique, dérivé semi-synthétique de 1'érythromycine A, de la famille des macrolides.
Comme la ciprofloxacine, la clarithromycine est un antibiotique bactériostatique empéchant la
croissance bactérienne en interférant avec la synthése des protéines bactériennes. La
clarithromycine est couramment utilisée pour éradiquer Helicobacter pylori. Cependant elle
reste active contre E. coli a des fortes doses. En raison de sa structure chimique (6-O-méthyl-
érythromycine), la clarithromycine est plutdt résistante a la dégradation par l'acide gastrique et
pénetre également le mucus gastrique (79). De plus, la clarithromycine a des effets
immunomodulateurs en réduisant I’inflammation. En effet, les macrolides réduisent la
production des cytokines inflammatoires telles qu’IL-1, IL-6, IL-8 et TNF- a. Par ailleurs, cet
antibiotique pénétre au sein des macrophages ce qui peut étre intéressant afin de cibler les AIEC
qui ont la capacité de survivre et de se répliquer a I’intérieur des macrophages. Inoue ef al ont

montré 1’efficacité et I’effet bénéfique de la clarithromycine chez des patients atteint de la MC

(1,2).

o La Rifaximine

La rifaximine est un produit de synthése appartenant a la famille des rifamycines. Cet
antibiotique présente une faible absorption gastro-intestinale et une plus faible diffusion dans
les tissus. Il inhiber la transcription bactérienne en se liant de maniere irréversible a la sous-
unité  de I’ARN-polymérase bactérienne. Son spectre d’action est large et touche aussi bien
les bacilles a Gram positif que les bacilles a Gram négatif (a forte concentration sur les
Entérobactéries). Elle est efficace contre les bactéries aérobies et anaérobies. Les effets
indésirables de la rifaximine sont rares du fait de sa faible biodisponibilité (80). La possibilité
d'une activité bénéfique de la rifaximine dans l'inflammation intestinale chronique et la MC a
été¢ débattue et évaluée avec différentes études ayant obtenu des données prometteuses mais

encore préliminaires. Des essais plus importants sont donc nécessaires. Cet antibiotique
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spécifique de l'intestin pourrait représenter une alternative aux antibiotiques systémiques grace
a son profil d'innocuité favorable et a des données d'efficacité prometteuses. La rifaximine
pourrait exercer, le cas échéant, un effet synergique avec les immunomodulateurs dans les
MICI, agissant a la fois sur les cotés microbiens et immunologiques de 1'altération de la barriére

intestinale (81).

Une recherche bibliographique a été faite par Sator en 2015 et plusieurs données in vitro
suggerent que la rifaximine semble avoir un effet anti-inflammatoire sur la barriére intestinale,
notamment par la modulation de I’expression de TNF-a. Cet antibiotique est également capable
de limiter la virulence des bactéries et réduit 1’adhésion et I'internalisation des bactéries aux
cellules épithéliales. La rifaximine inhibe également la translocation bactérienne dans les
ganglions lymphatiques mésentériques. De plus, plusieurs données suggere que les mécanismes
d'action de la rifaximine dans les MICI ne se limitent pas a une activité bactéricide directe et

pourrait potentiellement étre redéfinie comme un modulateur de I'environnement intestinal (82).

¢) Antibiothérapie et AIEC

En 2017, Dogan et al se sont intéressées a 1’effet de la rifaximine sur des souches
d’Escherichia coli associés a la MC.En plus de I’effet antibactérien, il a ét¢ montré a des doses
sub-inhibitrices que I’effet de cet antibiotique en activant le pregnane X receptor localisé a la
surface des cellules épithéliales intestinales, la sécrétion de I’IL8 était réduite. La rifaximine
diminuerait également les capacités d’adhésion et d’invasion de ces bactéries limite leur
capacité de survie dans les macrophages, et diminue la motilité bactérienne (83). Cependant
une des limites de leur travail est que les auteurs ont maintenu un contact constant avec
I’antibiotique, y compris lors des interactions avec les cellules, ne permettant pas d’exclure un

effet, au moins partiel, sur les cellules elles-mémes (83).

Une étude a été faite par Oberc et al au cours de laquelle des souris ont été infectées
avec des AIEC avant ou apres le traitement avec différentes classes d'antibiotiques. Le niveau
d'AIEC a été évalué dans les selles et les tissus. Il a été constaté que certains antibiotiques tels
que streptomycine, vancomycine et gentamicine pourraient rendre les hdtes plus sensibles a
l'infection initiale par les AIEC et ainsi aggraver l'infection chez les hdtes précédemment
colonisés. Cet effet n'était pas corrélé a un changement stéréotypé dans la communauté

bactérienne intestinale, mais corrélé a une diminution de la diversité globale. Les AIEC
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semblaient exploiter les réponses inflammatoires de I'hdte qui surviennent dans la période post-

antibiotique, notamment grace a |’utilisation de métabolites oxydés (84).

A ce jour, aucune étude n’a été faite pour démontrer 1’effet de la ciprofloxacine sur les
bactéries AIEC. Plusieurs études ont été menée pour évaluer le taux de résistance des E. coli
associés a la MC, 29% des souches étaient résistantes a la ciprofloxacine (85) et de 17% a 25%
résistantes a la rifaximine. L’usage antérieur du médicament et ces résistances est un lien qui a

été établi (86).
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Tableau 1 : Résultats de I'analyse RNA seq de la souche CEA6148S.

Rifaximine Rifaximine
Rifaximine | Ciprofloxacine | Clarithromycine
Clarithromycine Ciprofloxacine
fliC Up Down None Up Up
- prpC Down None Down Down Down
flﬁ gadC Down Up Down Down Down
‘;E citC Up None None Up Up
g arnT Up None None Up Up
O entA Down None Down Down Down
fimH Down None None Down Down
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II. Objectifs de I’étude

Devant les multiples arguments sur I’implication des AIEC dans la maladie de Crohn,
ces travaux s’inscrivent dans la continuité d’une précédente étude menée au laboratoire qui
consistait a étudier I’effet de la ciprofloxacine, de la rifaximine et de la clarithromycine. A des
doses sub-inhibitrices, la rifaximine et la clarithromycine ont montré un effet sur la virulence
de souches AIEC et semblent diminuaient in vitro les capacités d’adhésion, d’invasion et de
survie en macrophages des AIEC. La rifaximine et de la ciprofloxacine sont actuellement
¢valuées dans le cadre de I’étude TEOREM (essai clinique contr6lé randomisé) sur des patients

atteints de la maladie de Crohn et porteurs de bactéries AIEC.

Une premicre étude sur I’effet sur le transcriptome des AIEC a été menée sur une souche
AIEC représentative et a montré un effet sur la transcription de plusieurs génes impliqués
potentiellement dans la virulence des AIEC (tableau 1). Afin de compléter ces résultats, nous
avons souhaité étudier cet effet sur une collection de 10 souches d’AIEC isolées de biopsies

gastro-intestinales a I’aide d’une stratégie de RT qPCR.

Ces travaux avaient pour but de comparer le niveau d’expression de sept genes
impliqués potentiellement dans la virulence des AIEC sous I’effet des différents antibiotiques
(clarythromycine, rifaximine et cipprofloxacine) ainsi que de 2 associations (rifaximine-

ciprofloxacine et rifaximine-clarythromycine).

o prpC : Ce géne est impliqué dans le catabolisme des acides gras a chaine courte, en
particulier le propionate, aux propriétés anti-inflammatoires. La prévalence élevée
d’AIEC dans la muqueuse intestinale des patients atteints de MC et la dysbiose
engendrée conduit a la perte significative des bactéries productrices d’acides gras a
chaine courte. A cela se rajoute, la consommation de propionate par les pathobiontes
AIEC. Cela entraine une augmentation de la production de TNF-a par les macrophages

et donc une inflammation accrue (figure 9) (87), (88).

73



pH 4-5

" i
Glnf-i:Glu GABA COsx¢)

k20 .NHs ”' co,
\cyfoplasm / voplasm NH;+ H* —> NHa’/

o} o} o} o} o}

/U\/\/ P
H,N o HO o HO

g 3 YbaS/GlsA GadA/B

L-Glutamine® (GIn©) T) LGlutamate°(GIu°) TC) GABA?*

NH;+ H* «<—> NH,*

Figure 8 : Représentation schématique de la régulation du pH.

(PH extracellulaire en dessous de 2,5, et PH intracellulaire en dessous de 5) chez E. coli. Activation de
l'importation du glutamate (Glu) médiée par GadC et l'export du y-aminobutyrate (A) cette réaction est
consommatrice de protons (B). GadC est également un transporteur de la Glutamine (Gln) qui par
desamination est transformé en Glu. Les protons sont captés également lors de la formation des ions

ammonium(C) (89).
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o citC : participe au cycle de Krebs permettant le métabolisme du citrate en oxaloacéate
nécessaire au métabolisme du propionate. Cette enzyme s’inscrit donc indirectement

dans la voie de métabolisme des acides gras a courte chaine comme prpC (90) (figure
9).

o gadC : Les bactéries neutralophiles ont développé des mécanismes spécifiques pour
faire face au stress acide rencontré dans des environnements tels que le sol, les aliments
fermentés et les compartiments de I'hote. Chez E. coli, le systéme dépendant de la
glutamate décarboxylase (Gad) est extrémement efficace : il nécessite 1'action concertée
de la glutamate décarboxylase (GadA/GadB) et de I'antiporteur glutamate/y-
aminobutyrate, GadC. La capacité de survivre aux conditions extrémement acides de
l'estomac (en dessous de 2,5) est essentielle pour réussir la colonisation de 1'hote par des
bactéries commensales et pathogénes (89) (Figure 8). L’importance de GadC a déja été
montrée pour plusieurs bactéries invasives telles que Shigella flexneri et Brucella spp

(91), (92).

o entA : L'entérobactine, ou entérochéline, est le plus puissant sidérophore connu. Elle
chélate les cations Fe’* méme a trés faible concentration molaire dans le milieu
extracellulaire. Les sidérophores permettent a la bactérie de puiser dans les réserves en
fer de leur hote et facilite donc leur survie dans I’organisme infecté. Selon une étude
menée par Peralta et al, 'entérobactine protégerait intracellulairement la bactérie contre
le stress oxydatif, cette protection est indépendante de la disponibilité du fer et serait le
résultat de la capacité de 1'entérobactine a stabiliser directement les radicaux grace a ses

fragments hydroxyle liés aux cycles aromatiques (93) (Figure 10).

o fliC : Ce geéne code pour la flagelline, qui est la sous-unité de base qui se polymérise
pour former le filament flagellaire rigide des flagelles d'E. coli. Les AIEC peuvent
présenter un phénotype d’hypermotricité par la surexpression du gene fliC, notamment
en présence de sels biliaires et de mucus, favorisant une réponse inflammatoire

inappropriée (94).
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Figure 9 : Représentation enzymatique de la chaine enzymatique pour la fermentation des

substrats oxydables citrat dépendant par E. coli.
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Figure 10 : Représentation schématique du fonctionnement de I’entérobactine (95).
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o arnT : Ce géne code pour une glycosyltransférase qui catalyse l'addition de 4-amino-4-
désoxy-l-arabinose (L-AraN4) au fragment lipide A du lipopolysaccharide (Figure 11).
Ce type de modification du LPS est principalement connu comme impliqué dans la
résistance aux antibiotiques de la famille des polymyxines comme la colistine, via la
modification de charge qu’elle entraine. Des travaux récents ont suggéré qu’un autre
gene impliqué dans des modifications de charge du LPS, le géne mcr-1, codant une
phosphoéthanolamine transférase, pourrait diminuer la virulence de souches d’E. coli

(96).

o Le gene de I'ARN ribosomique 16S et le géne tufA : Ce sont deux geénes de ménage

utilisés dans cette étude comme genes de référence. L'ARN ribosomique 16S est 'ARN
ribosomique constituant la petite sous-unité des ribosomes des procaryotes. Le gene
tufA est un geéne conservé qui code pour une molécule qui régule l'entrée d'un amino-
acyl-ARNt dans le ribosome lors de la synthése des protéines au cours de 1'élongation

de la chaine peptidique a former (97).
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Figure 11 : Représentation schématique illustrant la synthése et I'incorporation du L-Ara4N

dans le lipide A (98).
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TRAVAIL EXPERIMENTAL
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Tableau 2 : Souches AIEC et CMI utilisées.

CEA303S Lille Biopsie iléale 16 0.032 32
zone saine
CEAS813S Amiens Biopsie iléale 32 0.016 32
zone saine
CEAS816S Amiens Biopsie iléale 64 0.016 32
zone ulcérée
CEA614S Nice Biopsie iléale 16 0.016 16
zone saine
CEAS01S Nancy Biopsie iléale 32 0.016 32
zone saine
CEAS01U Nancy Biopsie iléale 32 0.008 32
zone ulcérée
CEA218U Clermont- Biopsie iléale 16 0.008 64
Ferrand zone ulcérée
CEA218S Clermont- Biopsie iléale 16 0.008 64
Ferrand zone saine
CEA224S Clermont- Biopsie iléale 8 0.008 64
Ferrand zone saine
CEAS814S Amiens Biopsie iléale 16 0.004 32
zone saine
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III. Matériels et méthodes

10 souches AIEC présentant des capacités a adhérer et a envahir les cellules épithéliales
Intestine 407 (I-407) (American Type Culture Collection (ATCC) ® CCL-6™) provenant de
biopsies iléales de patients atteints de la MC (tableau 2) inclus dans un protocole clinique
transversal multicentrique (CEALIVE) approuvé par le "Comité de Protection des Personnes
(CPP) Sud-Est 6" - France [n°AU 904] ont été¢ mises en culture dans plusieurs conditions
antibiotiques et en associations afin d’étudier le niveau d’expression génomiques de ses souches

de sept genes identifiés et impliqués dans la virulence et la physiopathologie des AIEC.

A. Condition de culture des AIEC

a) Culture bactérienne en présence des antibiotiques

Dans un premier temps, les souches AIEC conservées a -20°C ont été ensemencées sur

un milieu solide Gélose Columbia sang et incubées pendant 18-24 heures.

Dans un deuxiéme temps, 100 pL d’une suspension a 0.5 McF en NaCl 0.85% de la
culture des souches AIEC ont été mis en culture pendant 18-24 heures dans un milieu liquide

LB de 25 ml en présence de I’antibiotique seul ou en association.

o « C» : Ciprofloxacine seule a une concentration de 0,001 pg/mL.
o «R» : Rifaximine seule a une concentration de 2 pg/mL.

o «Cla» : Clarithromycine seule a une concentration de 4 pg/mL.
o « CR » : association de rifaximine et de ciprofloxacine.

o «RCla » : association de rifaximine et de clarithromycine.

La concentration d’antibiotique contenu dans le milieu de culture LB a été définie selon

les résultats de concentration minimale inhibitrice (CMI).
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En effet, les concentrations de ciprofloxacine, de clarithromycine et de rifaximine ont
¢été choisies afin que les souches AIEC soient en culture dans un milieu contenant des
concentrations sub-inhibitrices de ces antibiotiques. Pour les deux antibiotiques, nous avons
retenu une concentration a deux dilutions en dessous de la plus basse CMI obtenue pour

I’ensemble des dix souches AIEC (tableau 2).

b) Culture en présence des placebos

Afin de ne négliger aucun facteur et d’éviter tout biais, et pour une bonne interprétation
de nos résultats, plusieurs facteurs ont été pris en compte notamment les solvants nécessaires
pour dissoudre nos antibiotiques. En effet, les différents antibiotiques n’étaient pas solubles en
milieu aqueux. Pour la ciprofloxacine 1’ajout de la soude est nécessaire pour une bonne
dissolution dans I’eau. De méme pour la rifaximine le solvant nécessaire a la dissolution est le
méthanol et enfin la clarithromycine pure sous forme de poudre nécessite de 1’acétone et de la
soude pour se dissoudre. Ainsi nos 10 souches AIEC ont été ensemencées selon la méme

condition de culture que ceux en présence d’antibiotiques 18-24 heures dans un milieu LB.

o «PO» : AIEC en culture dans un milieu LB seul (groupe témoin).

o «P1»: AIEC en culture avec du méthanol et soude.

o «P2»: AIEC en culture dans de I’eau et de la soude.

o «P3»: AIEC en culture avec d’acétone et soude.

o «P4»: AIEC en culture avec 1’association méthanol, acétone et soude.

o «P5»: AIEC en culture dans de ’eau, de méthanol et de soude.

B. Extraction

Pour cette étape, il est nécessaire d’avoir au minimum 10° cellules. Dans un premier
temps, une étape de centrifugation de nos cultures en présence ou non d’antibiotique
(précédemment incubé 18-24 heures) a 5000 a été réalisée pendant 10 min afin de permettre
d’obtenir des culots bactériens. Apres avoir ¢liminé soigneusement le surnageant, il a été ajouté
1 ml une solution de thiocyanate de guanidinium (TRI Reagent®) préalablement préchauffé a

65°C, nécessaire a la séparation de I'ARNT, des protéines ribosomiques et la dénaturation des
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Fixation Lavage Séchage Elution

Transfert du mélange 400 pl de RNA 400 pl de RNA 700 pl de RNA 50 pl Récupération de 1’éluat
(Trizol, Ethanol, et ARN) Prewash Prewash Wash DNase/RNase et passage de nouveau

S A
B P P P B B P

1 min a 12000 G 1 min a 12000 G 1 min a 12000 G 1 min a 12000 G 2 min a 12000 G 1 min a 20000 G 2 min a 20000 G

Figure 12 : Représentation schématique des différentes étapes d'extraction.
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protéines, y compris les RNases. Une incubation de 10 min a 65°C a été réalisée tout en

vortexant toutes les 2 minutes pendant 10 secondes afin de permettre la libération du matériel

génétique et ainsi une meilleure lyse bactérienne.

Dans un second temps I’extraction proprement dite a ét¢ réalisée a 1’aide du kit Direct-zol

RNA Miniprep kit (Zymo research). Une succession d’étapes a été réalisée afin d’extraire les

ARNm totaux précédemment traité¢ avec du TRI Reagent® (figurel?2).

O

O

O

Afin de précipiter les ARN totaux, 1 mL d’éthanol pur a été ajouté Apres vortexage, le
mélange a été transféré dans une colonne Zymo-Spin IIC puis centrifugé 1 minutes a
12000 g a température ambiante. Cette étape a été répétée jusqu’a ce que la totalité de

I’¢échantillon soit passée sur la colonne.

Afin de purifier les ARN totaux liés, 400 ul de Direct-zol RNA prewash ont été ajoutés
a deux reprises avec une étape de centrifugation d’une minute a 12000 g apres chaque

rajout.

Un lavage des ARN liés était nécessaire pour éliminer les contaminants, y compris les
sels et les enzymes, et pour cela 700 pl de RNA wash buffer ont été ajoutés avec une
¢tape de centrifugation d’une minute a 12000 g. Une étape supplémentaire de
centrifugation de 2 minutes a 12000 g a été nécessaire afin de permettre le séchage de

la colonne.

Cette étape d’extraction a été suivie par I’¢lution des ARN totaux liés avec ’ajout de 50
ul de DNase/RNase-free water et une étape de centrifugation a 20000 g d’une minute.
Pour un meilleur rendement, il a été nécessaire de récupérer 1’¢luat et le passer de
nouveau directement sur la colonne avec une étape de centrifugation a 20000 g d’une

minute.

85



Fixation Lavage Purification Séchage
200 RNA binding Buffer + 800 pul de RNA 400 pl de 'RNA 400 ul de RNA
300 ul d’éthanol absolu Wash buffer Wash bufter prep Buffer

!

17 7 7
ﬁ PP P P

1 min a 12000 G I mina 12000 G 1 mina 12000 G 1 min a 12000 G 2 min a 12000 G

Figure 13 : Représentation schématique de I'étape de concentration et de purification.

Elution

30 pl DNase/RNase  Récupération de 1’¢éluat

free water et passage de nouveau
m - m ARN extrait
30 seca 12000 G 1 min a 20000 G
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C. Traitement des ARN a la DNase

Un traitement vigoureux, plus efficace a la DNase a été nécessaire pour permettre un
meilleur rendement et éliminer tout trace d’ADN. Pour cela, le kit Turbo DNase. a été utilisé
Dans un premier temps, dans des tube RNase free, il a été rajouté le volume de 1’¢luat obtenu
précédemment nécessaire pour traiter 20 pg d’ARN. Le dosage s’est effectu¢ par
spectrophotométrie (Nanodrop). Dans un deuxiéme temps, 10 ul de tampon 10X et 3 ul de
DNase ont été ajoutés. Les tubes ont été vortexés et incubés 30 minutes a 37°C. Apres cela, 20
ul de DNase inactivation reagent ont été rajoutés afin de stopper ’action de la DNase. Les tubes
ont été vortexés et incubés 5 minutes a température ambiante avec des étapes
d’homogénéisations intermédiaires. Environ 90 pl de surnageant contenant les ARN ont été

récupérés apres une étape de centrifugation a 12000 g pendant 1 min 30 sec.

D. Concentration et purification des ARN bactériens

Pour cette étape, il a été utilisé le kit RNA clean & concentrator. Une succession de

manipulations a été nécessaire pour le lavage et la purification des ARN bactériens.

o Pour cela, 200 pl de tampon de fixation a I’ARN (RNA binding Buffer) et 300 pl
d’éthanol absolu froid ont été rajoutés afin de laver et concentrer les ARN bactériens.
Le mélange a été transféré sur une colonne Zymo-spin IIC puis centrifugé a 12000 g

pendant 1 minute.

o Afin d’optimiser la purification, il a été ajouté successivement, 400 pl de RNA prep
Buffer, 800 pl puis 400 pul de RNA Wash buffer avec des étapes de centrifugation a
12000 g pendant 1 minute entre chaque rajout. Une étape supplémentaire de
centrifugation dela colonne de 2 minutes a 12000 g a été nécessaire afin de permettre le

séchage.
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Premiére étape

0,5 pg d’ARN Ve AN .
1 ul de random 1 7
hexamers (50uM)

H,0 DEPC QSP 14,5

o1

Deuxiéme étape

Incubation pendant 5 min a 70°C
Mettre les tubes dans la

glace, puis rajouter : 4 \ =
- 2 ul buffer 10X
- 1 ul ANTP 20mM J
-1 ul H,0 DEPC

Incubation pendant 5 min a 25°C

Troisiéme étape : Rajout de 1 pl de réverse transcriptase et ncubation selon le protocole suivant

70,0°C

\
. |
10 minutes

|
/
37,0°C /
25,0°C /

END

|
60 minutes
10 minutes

| 700°C

Forver
WX

Figure 14 : Protocole de la rétro transcription.
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o Enfin, les ¢éluats contenant les ARN totaux liés ont été obtenus par I’ajout de 30 pul de
DNase/RNase-free water suivi d’une étape de centrifugation a 12000 g de 30 secondes.
Pour un meilleur rendement, il a été nécessaire de récupérer 1’¢luat et le passer de
nouveau directement sur la colonne avec une étape de centrifugation a 12000 g d’une

minute supplémentaire (figure 13).

E. Reverse-transcription des ARN

Afin d’apprécier la qualité de 1’extraction, les ¢luats obtenu dans I’étape précédente ont
été¢ dosés par spectrophotométrie (Nanodrop) (quantité optimale = 200-300ng/pul avec des
rapports DO260/DO2g0 > 1,8-2). Le volume nécessaire des ARN traités pour la rétrotranscription

a été calculé pour une quantité de 0,5 pg.

La rétrotranscription a comporté 3 étapes (Figure 14) :

o Lapremiere étape, a consisté a incuber dans le thermocycler pendant 5 minutes a 70°C
les ARN traités correspondant a 0,5 pg, les amorces non spécifiques (Radom

hexameéres) et une quantité en eau DEPC suffisante pour un total de 14,5 pl.

o La deuxieéme étape, apres avoir mis les tubes dans de la glace a consisté a rajouter les
¢léments nécessaires a la retro transcription tels que les dNTP, le tampon 10X et de

I’eau DEPC. Une étape d’incubation de 5 minutes a 25°C a été nécessaire.

o Enfin, la derniére étape, a consisté a 1’ajout de la Reverse Transcriptase ; une enzyme
qui permet de convertir I'ARN en ADN avec d’abord une incubation a 25°C pendant 10
minutes, puis une incubation de 60 minutes a 37°C et 10 minutes a 70°C pour stopper

la réaction. Les ADNc obtenus ont été conserveés a -20°C.
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5 ul de SYBR Green Faststart

0,3 pl d’amorce sens de FliC 10 uM
(%

0,3 pl d’amorce antisens de FliC 10 uM
e

-

2,4 ul eau DEPC (QSP 10 pl)

2 pl de I’¢luat retro
transcrit ex : de la
souche 218U

Figure 15 : Représentation schématique d'une microplaque de gPCR et du contenant (mix) nécessaire pour
I'amplification.

95,0°C 95,0°C 95,0°C
[ 1000 @ 0.15 @‘ / I
| | / |
| o o x
| .‘ 72,0°C 2 / \' =
Q ﬂ O / \ =
[ | | \ 600°C / \
| | s40°C / — \
(IS | 0,05 @ \
0,15 @ | 250°C
2 L —
k45 Forver

Figure 16 : Représentation schématique du protocole de la PCR en temps réel.
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F. PCR en temps réel

C’est une méthode de biologie moléculaire d'amplification génique in vitro et de
quantification en temps réel. Cette étape est primordiale et permet de dupliquer en grand
nombre les ADNc obtenus dans 1’étape précédente a partir d'une faible quantité. Pour cela, un
mix contenant du SYBR Green faststart , d’amorce sens et antisens du géne d’intérét et de 1’eau
DEPC a été mis préalablement pour chaque échantillon et pour chaque puit de la plaque de
qPCR (Figure 15). 2 ul de I’¢luat rétro transcrit de chaque souche cultivée dans la condition
précisée (cf condition de culture des AIEC) préalablement dilué¢ au 1/50 a été réparti dans une
plaque pour gPCR (en duplicat). L’amplification a été réalisée selon le protocole suivant (figure

16) :

o Phase de dénaturation initiale (1) permettant de séparer les brins d’ADN, de casser les
structures secondaires, d’homogénéiser le milieu réactionnel par agitation thermique et

d’activer la polymérase. Elle s’est réalisée a 95°C pendant 10 min.

o Phase de dénaturation et d’hybridation (appariement des amorces) : Cette étape a permis
aux amorces sens et anti-sens de s’hybrider aux ADN matrice grace a une température
qui leur est thermodynamiquement favorable. Peu de brins d’ADN matrice peuvent
s’hybrider avec leur brin complémentaire. Elle a été réalisée selon les 2 étapes
suivantes : une phase de 15 secondes de dénaturation a 95°C (1) et une phase de 15

secondes d’hybridation a 55°C (2).

o Phase d’¢longation (3) Cette étape a permis aux polymérases de synthétiser le brin
complémentaire de leur ADN matrice a une température de 72°C pendant 30 secondes.
Ce brin est fabriqué a partir des dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel. Les

étapes de dénaturation, d’hybridation et d’élongation sont répété pendant 45 cycles.

o La derniére étape (4) est celle ou la température de fusion a été mesurée ; c’est la

température a laquelle 50 % de I'ADN est dénaturé.
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Geénes

fliC

prpC

gadC

citC

arnT

entA

Tableau 3 :

Orientation
Sens
Antisens
Sens
Antisens
Sens
Antisens
Sens
Antisens
Sens
Antisens
Sens
Antisens
Sens

Antisens

Amorces

Séquences nucléotidiques 5°-3°

ATGGCACAAGTCATTAATAC
CAGGCGATTGCTAACCG
GCTGGGAAAAGGCGATGC
CGCTGGAGATCCAGCAAC

GACAGGTAAAGCTAAGCAG
CGTGGGACTTTGTGCTGC
ACCTCGCCTATGAGCGGC
GGCGCTGTTCCGCCAGTG
GCGTTATGCGGAAATCAG
GGATTAACAGCATTGGGC

CGAAAGCGGCGCTGAAAAG
CGTATTCGCGGCTTTGGC

GTCACACTGCAACGAGG
CGAGAACGGATAAGCCG

utilisées en PCR en temps réel.
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Tailles des amplicons

179 pb

208 pb

188 pb

95 pb

138 pb

181 pb

141 pb

séquences oligonucléotidiques des amorces spécifiques des différents génes



G. Analyse statistique :

Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels Graph Pad Prism (version
8), en considérant un risque d’erreur de premiere espece bilatéral de 5%. Les résultats ont été
exprimés sous forme de cycle de température (CT) qui représente le nombre de cycle

d’amplification nécessaire a la détection de la quantité¢ d’ADN de départ.

La comparaison statistique a été faite en comparant le 2-24¢T du groupe traité et celui du
groupe contrdle (solvant). Exemple : Pour le géne fIiC, et de la souche 218U sous ’effet de la

rifaximine et de son solvant (Méthanol et soude) :

o Le ACT est la différence entre la moyenne des CT des genes de ménage (16S et tufA)
et le CT du geéne étudié (ici f7iC)

o Le AACT de la souche 218U sous I’influence de la rifaximine se calcule par la formule
suivante : (ACT de la souche 218U sous I’effet de la rifaximine) - (la moyenne générale
de I’ensemble des ACT des souches du groupe solvant).

o Le AACT de la souche 218U sous 'influence du solvant se calcule par la formule
suivante : (ACT de la souche 218U sous I’effet du solvant) — (la moyenne générale de

I’ensemble des ACT des souches du groupe solvant).

L’étude de neuf génes a été réalisée sur les 10 souches AIEC sous I’influence des
antibiotiques et des solvants correspondants. La comparaison a été réalisée a 1’aide du test
appari¢ de Wilcoxon. C’est un test non paramétrique qui compare la médiane d'un ensemble de

nombres a une médiane hypothétique avec un intervalle de confiance (IC) a 95 %.
Il a été choisi de représenter graphiquement la moyenne des AACT pour faciliter la

lecture des comparaisons du niveau d’expression des geénes d’intéréts sous 1’effet de 1’eau

versus solvant ou solvants versus antibiotiques.
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IV. Résultats

1. Extraction, concentration et purifications

Afin d’apprécier la qualité de I’extraction et les quantités d’ARN nécessaires a traiter,
les ¢luats obtenus avant et apres les étapes de purification ont été dosés par spectrophotométrie
(Nanodrop) avec mesure de la densité optique (DO) a 260 nanométres et 280 nanométres. La
pureté est évaluée par le rapport DO260/DO2so qui doit étre supérieure a 1,8 (DO260/DO2so
optimal = 1,8 et 2).

Les résultats de I’ensemble des ARN extraits dans les 11 conditions de cultures (solvant
et antibiotiques) sont représentés en annexe (tableaux 6 et 7). L’évaluation de la pureté par le
rapport DO260/DO2go a été réalisée apres I’étape d’extraction et apres 1’étape de concentration
et de purification. En effet, les résultats montrent que I’ensemble des ARN extraits présentaient

un taux de pureté satisfaisant.

2. Analyse de ’'impact des solvants sur les niveaux d’expressions des ARN

des genes d’intéréts

Dans un premier temps, nous avons cherché a connaitre ’impact de la culture des
souches AIEC dans les différents solvants (P1 a P5) nécessaire a la solubilisation des
antibiotiques sur 1’expression des geénes d’intéréts. Pour cela, nous avons analysé 1’expression
des mémes genes d’intéréts des souches AIEC mis en culture dans la condition témoin (PO : LB

seul).
Les résultats ont été obtenus a la suite de la comparaison des 2-24€T du groupe témoin

« PO » et des solvants testés. On considere une différence significative si la p value est inférieure

a 0,05 (figure 17)
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Figure 17 : Analyse de I’impact des solvants sur les niveaux d’expressions des ARN des génes d’intéréts. *p value <0,05.
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o Le géne fIiC : Nous avons pu observer une surexpression de ce géne sous 1’effet du
solvant P3 (Acétone et soude) nécessaire a la solubilisation de la clarithromycine

(figure A).

o Le geéne prpC : 1l a été observé, une surexpression sous 1’effet de deux solvants : le
solvant P3 et le solvant P4 (Acétone et méthanol plus soude) nécessaire a la

solubilisation de 1’association rifaximine et clarithromycine (figure B).

o Le géne fimH : fimH a été surexprimé uniquement sous 1’effet du solvant P3 (figure
O).

o Le gene gadC : Ce gene a été surexprimé dans toutes les conditions de cultures des

solvants (P1 a P5) (figure D).

o Les génes citC et entA: Ces deux génes ont été surexprimés sous 1’effet des solvants

P3 et P4 (figure E et figure F).

En conclusion, nous avons pu confirmer I’effet des solvants et des associations de
solvants sur I’expression de certains genes. Il n’a pas été observé de différence significative sur
I’impact significatifs des solvants sur 1’expression du geéne arnT qui est impliqué dans les
modifications du lipopolysaccharide. Le tableau 4 résume les résultats des p value de ’analyse
statistique. Ces résultats confirment I’importance de comparer 1’effet des antibiotiques avec

I’effet de la condition solvant correspondante.

3. Analyse de ’impact des antibiotiques sur les niveaux d’expressions des

ARN des génes d’intéréts

Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a connaitre I’impact des antibiotiques sur
I’expression des geénes d’intéréts. De méme que I’analyse de I’impact des solvants sur les

niveaux d’expression des différents génes d’intéréts, les résultats ont été obtenus a la suite de
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Figure 18 : Représentation graphique sous forme d’histogramme de 1'expression des génes cifC, gadC et prpC sous l'effet de la ciprofloxacine. *p value <0,05.
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la comparaison des 2-24€T du groupe témoin solvant (de « P1 a P5 ») et des antibiotiques testés

correspondants. On considére une différence significative si la p value est inférieure a 0,05.

o Condition de culture « C» vs « P2 » (ciprofloxacine vs eau et soude) : il a été

observé une surexpression de cifC et une sous expression de gadC en présence de
ciprofloxacine (figure 18). Il n’a pas été observé de différence significative dans
I’expression des autres geénes. Concernant le géne prpC, malgré la 1’absence de
différence significative, il a été observé une tendance vers la sous expression du géne

(figure 18).

o Condition de culture « R » vs « P1 » (Rifaximine vs méthanol et soude) : nous avons
pu observer une surexpression significative des genes citC et arnT (figure 19). Tous
les autres geénes n’ont pas présenté de différence significative dans leurs expressions

par rapport a la culture en condition « P1 ».

o Condition de culture « RCla » vs « P4 » (rifaximine-clarithromycine vs méthanol,

acétone et soude) : les génes citC et fliC des AIEC cultivés en présence de rifaximine
et de clarithromycine ont été surexprimés par rapport a la culture en condition
témoin (solvant « P4 ») (figure 20). Il n’a pas été observé de différence significative

pour les autres genes testés.

o Condition de culture « Cla» vs « P3 » (clarithromycine vs acétone et soude) :

concernant cette condition, elle entrainait quant a elle une sous expression des geénes

citC et prpC (figure 21), sans différence significative pour les autres genes.

o Condition de culture « CR » vs « PS5 » (rifaximine-ciprofloxacine vs méthanol, eau

et soude) : Enfin, les plus fortes modifications ont été observées avec I’association
rifaximine- ciprofloxacine pour laquelle tous les genes étudiés étaient surexprimés

(figure 22 et figure 23).

Le tableau 5 résume les résultats des p value de I’analyse statistique.
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Tableau 4 : valeurs des P value obtenus Analyse de I’impact des solvants sur les niveaux
d’expressions des ARN des geénes d’intéréts.

(Vert : surexpression).

Geénes d'intéréts

p value
P1 P2 P4 P4
(Méthanol et soude) | (Eau et soude) | (Acétone et soude) | (Méthanol, acétone et soude) (Méthanol, eau et soude)
fliC >0,9999 0,625 0,4316 >0,9999
0,625

0,625

Tableau 5 : valeurs des P value obtenues de I’analyse de I’impact des antibiotiques sur les
niveaux d’expressions des ARN des génes d’intéréts.

(Vert : surexpression. Rouge : sous expression).

Génes d'intéréts

p value
Rifaximine Rifaximine
Rifaximine Ciprofloxacine | Clarithromycine
Clarithromycine Ciprofloxacine
flic 0,2324 0,625 0,4922
prpC 0,8457 0,0645

0,375
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Figure 20 : Représentation graphique sous forme d’histogramme de 1'expression des genes citC et fliC sous l'effet de I’association
rifaximine-clarithromycine. *p value <0,05.
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V. Discussion

Au vu de I’'implication des AIEC dans la MC et I’inflammation chronique qu’elles
entretiennent, une antibiothérapie a visée anti-virulence pourrait étre une solution intéressante
afin de limiter les effets pro-inflammatoires de ces souches. Ce travail de recherche a permis de
confirmer I’effet des différents antibiotiques (rifaximine, clarithromycine et ciprofloxacine)
ainsi que les deux associations testées (rifaximine-clarithromycine et rifaximine-ciprofloxacine

ciprofloxacine) sur I’expression de certains genes de virulence a des doses sub-inhibitrices.

Une des caractéristiques majeures des AIEC est leur capacité d’adhérer et d’envahir les
cellules épithéliales intestinales ; les précédents travaux réalisés dans le laboratoire avaient
permis de mettre en évidence qu’un traitement préalable de souches AIEC par la rifaximine et
la clarythromycine ainsi que leurs associations (rifaximine-clarythromycine et rifaximine-
ciprofloxacine) entrainait une réduction significative de 1'adhésion et l'invasion des AIEC sur
différentes lignées cellulaires et indépendamment de leur activité antimicrobienne. Cependant,
les résultats obtenus au cours de notre étude concernant I’expression génique du gene fliC
impliqué dans la mobilité et du gene fimH nécessaire a 1’adhésion pour I’ensemble des souches
AIEC n’ont pas présenté de différence significative sous l’effet des antibiotiques seuls.
Néanmoins, sous I’effet de la clarithromycine, il a été observé une tendance vers la sous-
expression du geéne f7iC (figure 24), ce qui concorde avec les résultats obtenus dans les tests
réalisés sur le modéle cellulaire. Cependant, sous I’effet de [’association rifaximine-
ciprofloxacine, les génes fliC et fimH ont été¢ surexprimés et sous l’effet de 1’association
rifaximine-clarithromycine seule f7iC a été surexprimé. Une augmentation de I’expression de
SliC avait également été observée pour ces 2 associations lors de 1’étude par RNAseq sur la
souche CEA614S, mais en ce qui concerne fimH celui-ci était sous-exprimé. Les associations
d’antibiotiques semblent donc avoir eu un effet inverse a celui attendu sur I’expression des
genes fIiC et fimH en comparaison avec les résultats obtenus sur les modeles cellulaires.Des
analyses fonctionnelles (mobilité, agglutination) ou protéomiques seraient utiles pour confirmer

ces résultats.
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Une des autres caractéristiques principales des AIEC est leur capacité a entrer et survivre
dans les macrophages. L’analyse du séquencage de I’ARN bactérien (RNAseq) de la souche
CEA6148S, avait mis en évidence une diminution de I’expression du géne gadC, geéne de
résistance a I’acidité, lorsque la souche est exposée a la clarithromycine ou la rifaximine. Les
résultats obtenus pour I’ensemble des souches au cours de cette étude ont montré une sous
expression du gene gadC uniquement sous 1’effet de la ciprofloxacine, et une surexpression
associée a la rifaximine sans différence significative pour les autres antibiotiques. Cependant
I’analyse du géne du RNAseq a été réalisée uniquement sur une seule souche, la souche
CEAG614S. 11 serait intéressant d’¢élargir la collection de souches testées, afin de vérifier si les
variations de I’expression de gadC sont homogenes parmi les souches AIEC. L’implication
d’autres geénes dans la survie intra-macrophagique des AIEC a déja été mises en évidence tels
que htrA, dsbA ou encore gipA (99-101), cependant, le géne gadC n’a pas été étudi¢ chez les
AIEC. Certains travaux ont permis de mettre en évidence I’importance de ce géne pour la survie
de certains pathogeénes au sein des macrophages (102). La diminution de I’expression de ce
gene pourrait expliquer la diminution des capacités d’entrée et de survie en macrophages des
AIEC traités. En effet, les AIEC se retrouvent au sein d’une vacuole macrophagique qui est un
environnement acide. La construction de souches d’AIEC mutantes pour le géne gadC serait
une perspective intéressante pour déterminer I’importance de ce géne dans la survie des AIEC

au sein des macrophages.

Plusieurs autres génes ont vu leur expression modifiée sous 1’effet des antibiotiques. Le
géne prpC, impliqué dans le métabolisme du propionate, a été surexprimé en présence de
I’association rifaximine-ciprofloxacine. Le géne citC impliqué dans le métabolisme du citrate
et indirectement dans le métabolisme du propionate a également été surexprimé sous ’effet de
la rifaximine, la ciprofloxacine et les deux associations d’antibiotiques. A I’inverse, sous 1’effet
de la clarithromycine les geénes prpC et citC ont été sous exprimés. Une analyse du métabolisme
du propionate dans un milieu minimum pourrait permettre de clarifier I’effet de ces différents
antibotiques sur cette voie métabolique. De méme, le geéne arnT impliqué dans les
modifications du lipopolysaccharide a été surexprimé sous 1’effet de la rifaximine, et de
’association rifaximine-ciprofloxacine. Cette surexpression pourrait expliquer une baisse de la
virulence des AIEC comme observée pour le géne mcr-1. Enfin, le géne entA nécessaire a la
chélation et la captation du fer a été surexprimé sous 1’effet de 1’association rifaximine-
ciprofloxacine. L’effet réel de cette surexpression sur la virulence reste peu clair et il est

discordant avec ce qui avait été observé sur la souche CEA614S par analyse RNAseq.
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Enfin, plusieurs geénes sans différence significative ont eu une tendance a la sous
expression sous 1’effet de la clarithromycine seule ou associ¢ a la rifaximine tels que f7iC, prpC,
arnT, entA, un élargissement de la collection testées pourrait permettre de confirmer ces

tendances (figure 24).

Pour conclure, nous avons pu confirmer que la clarithromycine, la rifaximine, la
ciprofloxacine ainsi que les associations rifaximine-clarithromycine et rifaximine
ciprofloxacine ont présenté un effet sur des génes potentiellement impliqués dans la virulence
des AIEC. Cependant pour la plupart, les effets restent peu clairs et nécessiteraient d’étre
précisés par 1’élargissement de la collection testée ou par le recours a des tests complémentaires
(analyses protéomique, étude de métabolisme, tests fonctionnels), voire par la construction de
mutants. Bien que cette étude suggere un effet de certains antibiotiques sur la virulence des
souches AIEC qui pourrait participer a I’efficacité d’une antibiothérapie pour la prise en charge
des patients atteints de la MC, les conséquences d’un tel traitement en termes d’émergence de
résistance et d’efficacité a moyen terme sont a considérer. Des études cliniques, comme 1’étude
TEOREM, seront nécessaires pour valider ce type de stratégies et définir leur place dans la prise
en charge des patients atteints de la MC, notamment en lien avec les autres traitements liés a la
modulation de la flore digestive, ainsi que les posologies, durées et surveillance nécessaire a

une possible utilisation thérapeutique.
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CONCLUSION
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VI. Conclusion

La maladie de Crohn est une pathologie inflammatoire de I’intestin qui évolue de
manicre chronique. L’impact de cette pathologie et le handicap qu’elle entraine pour les patients
atteints est considérable. L’arsenal thérapeutique existant permet uniquement la prise en charge
des poussées et 1’absence de traitements curatifs fait de cette pathologie un réel probléme de
sant¢ publique. Devant les multiples arguments sur I’implication des Escherichia coli
adhérentes invasifs (AIEC) dans la maladie de Crohn, plusieurs essais thérapeutiques ont étudié¢
I’efficacité des antibiotiques dans cette maladie qui pourraient avoir un effet bénéfique sur son

évolution, voire sa guérison.

Afin d’évaluer les apports d’une telle antibiothérapie, nous avons choisi de tester les
effets anti- virulence de trois antibiotiques déja utilisés dans cette pathologie : la
clarithromycine, la ciprofloxacine et la rifaximine, ces deux derniéres sont actuellement testées
dans un essai thérapeutique. Des premiers résultats in vitro sur différents modeles cellulaires
ont montré un effet de la rifaximine et de la clarithromycine sur les capacités d’adhésion,
d’invasion et de survie en macrophages des AIEC. Une étude transcriptomique menée sur une
souche AIEC a suggéré un effet de ces 2 antibiotiques sur 1’expression de plusieurs geénes

pouvant étre impliqués dans la virulence des AIEC.

L’objectif de notre travail était de comparer le niveau d’expression de différents genes
impliqués potentiellement dans la virulence de 10 souches AIEC sous l’effet de la
clarithromycine, de la rifaximine et de la ciprofloxacine ainsi que de deux associations
(rifaximine-ciprofloxacine et rifaximine-clarithromycine) a des doses sub-inhibitrices par une
technique de RT qPCR. Les 10 souches d’AIEC testées étaient issues d’une collection de

souches isolées de biopsies iléales de patients atteints de la MC.

Nous avons pu observer un effet significatif de la rifaximine sur 1’expression des genes citC

et arnT, impliqués respectivement dans le métabolisme du citrate et dans des modifications du
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lipopolysaccharide. Dans les 2 cas, la rifaximine entrainait une surexpression. La ciprofloxacine
entrainait quant a elle une surexpression de citC et une sous expression de gadC, geéne impliqué
dans la résistance a 1’acidité. La clarithromycine entrainait une sous expression des genes citC
et prpC, impliqué dans le métabolisme du propionate. L association rifaximine-clarithromycine

entrainait une surexpression de citC et fIiC, géne codant pour la flagelline.

Enfin, les plus fortes modifications ont été observées avec ’association rifaximine-

ciprofloxacine pour laquelle tous les geénes étudiés étaient surexprimés.

Ces résultats sont encourageants, mais ils sont partiellement discordants avec les
résultats des études sur modeles cellulaires (adhésion, invasion, survie en macrophage), en
particulier pour la ciprofloxacine, pour laquelle aucun effet n’avait été observé, alors que la
diminution de I’expression de gadC pourrait faire espérer un effet sur la survie en macrophage.
Le faible nombre de souches incluses et la forte dispersion des résultats encouragent a élargir
la collection. Par ailleurs, une étude protéomique pourrait permettre d’avoir une réponse plus
précise sur Ieffet de ces différents facteurs de virulence. Il sera intéressant de confronter ces
résultats a ceux de I’étude clinique TEOREM actuellement en cours, afin de mieux évaluer la
place d’une telle antibiothérapie dans la prise en charge des patients atteints de la Maladie de

Crohn.

Clermont-Ferrand, le Clermont-Ferrand, le 7 septembre 2021

Christiane FORESTIER Le Président du Jury,

X
J

Pr V. Livrelli

UFR de Pharmacie
Service de la formation — Pole 4
TSA 50400
28. Place Henri-Dunant
63001 Clermont-Ferrand Cedex |
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Figure 25 : Annexe 2 : Ce graphique sous forme d’histogramme représente 1’expression a tous les génes sous ’effet d’antibiotiques sans

différence significative.
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D0260/D0280 D0260/D0280
Echantillon Co::litt:;(:: L Avant | Aprés Co::littli::_: de Avant | Aprés
CEA218U 1,59 | 1,866 1,785 | 2,079
CEA501U 1,92 | 1,9 1.854 | 1,922
CEA816S A 1,664 | 1,993 2,034 | 2,129
CEA2248 g 1,775 | 1,926 g 1,701 | 1,911
CEAS814S g 1,701 | 2,096 z 1,72 | 2,014
CEA218S 5 1,661 | 2,039 & 1,876 | 1,884
CEA501S S 1,878 | 2,037 & 1,751 | 2,007
CEA813S g 1,737 | 1,916 1,727 | 1,985
CEA303S 1,571 | 1,743 173 | 188
CEA614S 1,881 | 2,048 1,788 | 191
CEA218U 1,833 | 2,084 1,624 | 2,012
CEAS501U _ 1,907 | 2,053 1,849 | 2,03
CEA816S § 1,81 | 2,05 5 1,838 | 1,923
CEA224S 2 1,458 | 1,801 £ 1913 | 2.104
CEAS814S = 1,89 | 2,09 % 1,785 | 2,067
CEA218S g 1,883 | 1,937 E 1,846 | 1,866
CEAS01S 2 1817 | 2,08 G 1,609 | 1977
CEAS813S = 1,604 | 1,85 1,585 | 1,857
CEA303S 1,811 | 2,074 1,548 | 1,806
CEA614S 1,693 | 1,996 1,532 | 1,842

D0260/D0O280 DO0260/D0O280
Echantillon Condition de Avant | Apreés Condition de Avant | Aprés
culture culture

CEA218U 1,924 | 1,823 1,582 | 1,951
CEA501U 1,869 | 1,987 1,55 | 3,222
CEAS816S ™ 1,927 | 2,093 1,586 | 1,865
CEA224S g 1,693 | 2,63 % 1,407 | 1,931
CEA814S % 1,948 | 2,085 g’ 1,603 | 1,014
CEA218S g 1,921 | 1,988 E 1,615 | 2,023
CEAS501S é 1,965 | 1,823 g 1,648 | 2,077
CEAS813S a 1,632 | 1,839 1,71 | 2,026
CEA303S 1,571 | 1,891 1,607 | 2,036
CEA614S 1,895 | 2,007 1,523 | 1,982
CEA218U 1,723 | 1,957 1,544 | 1,021
CEA501U 1,725 | 1,941 2 1,555 | 1,964
CEA816S 3 1,575 | 1,823 ‘é, 0,557 | 1,839
CEA224S § 1,568 | 1,929 E 1,464 | 1,926
CEA814S E 1,577 | 1,894 "E 1,645 | 2,036
CEA218S E 1,628 | 1,888 g 1,564 | 1,976
CEAS501S é{ 1,587 | 1,837 _E 1,603 | 1,988
CEAS813S £ 1,583 | 1,851 E 1,521 | 1,926
CEA303S 1,569 | 1,777 & 1,491 | 1,919
CEA614S 1,56 | 1,995 1,552 | 1,881

Tableau 6 : Annexe 3 : DO260/D0O280 des différentes condition de culture avant et aprés la concentration et
purification
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Tableau 7 : Annexe 4 : DO260/D0O280 des différentes condition de culture avant et apres la
concentration et purification

D0260/DO280 D0260/DO280

Echantillon Condition de Avant | Aprés Condition de Avant | Aprés
culture culture
CEA218U 1,955 | 1,974 1,514 | 2,055
CEAS01U = 1,965 | 1,846 o 1,618 | 2,111
<= =

CEAS816S § 2,044 | 1,96 ’g 1,67 | 1,908
CEA224S g 1,799 | 1,959 % 1,491 | 1,89
CEAS814S g 1,874 | 1,985 _E. 1,573 | 1,958
CEA218S % 1,846 | 1,984 % 1,75 | 2,048
CEAS01S % 1,885 | 2,046 E 1,838 | 1,765
CEAS813S é 1,857 | 2,018 ;2:: 1,714 | 1,921
CEA303S S 1,816 | 2,066 & 1,549 | 1,884
CEA614S 1,738 | 2,042 1,628 | 1,936
CEA218U 1,594 | 1,954
CEAS01U _ 1,681 | 1,972
CEA816S § 1,72 | 2,042
CEA224S g 1,672 | 2,03
CEA814S E 1,892 | 1,947
CEA218S § 1,737 | 2,031
CEAS01S i 1,704 | 2,067
CEAS813S é 1,498 | 1,971
CEA303S £ 1,504 | 2,121
CEA614S 1,465 | 2,015
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Résumé :

La maladie de Crohn (MC) est une pathologie inflammatoire de I’intestin qui évolue de maniere
chronique (MICI) d’étiologie mal connue et dont les conséquences sur la qualité de vie des patients sont
considérables. La maladie de Crohn (MC) est enjeu majeur de santé publique du fait de 1’absence de

thérapeutique curative.

La muqueuse intestinale de certains patients atteints de la MC est anormalement colonisée par des
Escherichia coli adhérents invasifs (AIEC) qui semblent jouer un role dans I’évolution de cette pathologie.
Au vu de leur implication dans la maladie de Crohn, les AIEC semble étre une cible thérapeutique
intéressante. Des études préliminaires sur des modeles cellulaires ont mis en évidence un effet de certains
antibiotiques sur les capacités d’adhésion, d’invasion et de survie en macrophage des AIEC. Au cours de
cette ¢tude, nous avons étudié D'effet de trois antibiotiques, la rifaximine, la ciprofloxacine et la
clarithromycine ainsi que deux associations, rifaximine plus ciprofloxacine et rifaximine plus
clarithromycine a des doses sub inhibitrices sur le niveau d’expression de différents génes impliqués

potentiellement dans la virulence des AIEC.

Nous avons pu confirmer 1’activité de ces antibiotiques sur 1’expression de ces geénes, mais ce travail
doit étre poursuivi sur une collection plus importante et a 1’aide d’autres stratégies notamment
protéomiques. Les résultats obtenus permettront de mieux préciser le role des antibiotiques dans la prise en

charge des patients colonisés par des souches d’AIEC.

Mots-clés : - Rifaximine.

- Maladie de Crohn. - Ciprofloxacine.
- Escherichia coli Adhérent Invasif. - Genes de Virulence.
- Résistance.
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