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SOMMAIRE

Les humains peuvent étre comparés a un écosysteme. Ils vivent en coexistence avec
environ 10'? microorganismes sur la peau et 10'* microorganismes a Iintéricur du systéme
digestif. Pour mettre ce nombre en perspective, il est généralement accepté que le corps soit
composé de 10" cellules humaines. L’ensemble de ces microorganismes présent dans le systéme
digestif se nomme microbiote. Il est maintenant clair qu’une relation existe entre le microbiote et
I’héte puisque les microorganismes présents dans 1’intestin permettent une absorption adéquate
des nutriments, une maturation du systeme immunitaire et un bon développement des tissus de

I’intestin.

Plusieurs exemples de microorganismes utilis€s comme source de nourriture sont observés
un peu partout dans le monde comme le yogourt, le kéfir et le kombucha. Les microorganismes
ayant des bienfaits sur la santé de I’hdte se nomment probiotiques. Lactobacillus helveticus est
utilisé dans plusieurs produits fermentés comme les fromages suisses, les fromages italiens et le
lait fermenté. Cette bactérie est principalement utilisée dans la création des fromages puisqu’elle

en adoucit le gott et ajoute une touche de noix et de chéne aux produits fermentés.

La consommation de probiotiques permet de controler la durée des épisodes de diarrhée
reliés a utilisation d’antibiotiques, de réduire I’inflammation et de prévenir certains cancers. Le
Lactobacillus helveticus R389 agit sur la production de nombreuses cytokines pro- et anti-
inflammatoires. Il a été¢ démontré auparavant dans des expériences ex vivo que L. helveticus
R389 agirait particllement sur le récepteur TLR-4. Nous avons donc émis [’hypothése que L.
helveticus R389 agit sur la production de cytokines en initiant la translocation de NF-xB. NF-kB,

qui est une voie importante de I’inflammation, est aussi déréglée dans de nombreux cancers.

Nous avons donc testé, sur des souris femelles Balb/c, ’effet de la consommation de lait
fermenté pendant 7 jours sur la prévention de la translocation de 2 sous-unités de NF-kB et de 2

médiateurs de I’inflammation lors d’une provocation par Escherichia coli MM294.

L’analyse des résultats d’tmmunobuvardage de western a révélé que la consommation de

lait fermenté par L. helveticus R389 a permis de prévenir la translocation des sous-unités P50 et
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P65 de NF-kB vers le noyau des cellules épithéliales de I’intestin. La diminution des signaux
inflammatoires IL-6 et CCL3 dans le surnageant a aussi ¢été observée appuyant ainsi les effets
obtenus par immunobuvardage. L. helveticus R389 posseéde donc une partie de ses effets
bénéfiques dus a une action sur la voie de signalisation NF-xB, mais les intermédiaires ne sont

toujours pas identifiés.
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SUMMARY

The human body can be compared to an ecosystem. Human cells coexist with
approximately 10" microorganisms on the skin and 10" microorganisms in the digestive track.
To put this number in perspective, it is generally accepted that the body is composed of 10"
human cells. The entire population of microorganisms present in the digestive tract is named
microbiota or gut flora. It is now clear that a relation between the microbiota and the host exists
because bacteria present in the intestine permit an adequate absorption of nutrients, a maturation

of the immune system and regulate the proper development of the gut.

Many microorganisms are used in the production of food around the world like yogurts,
kefir and kombucha. Microorganisms that have benefits for the host are named probiotics.
Lactobacillus helveticus is used in many fermented products like Swiss cheese, [talian cheese
and fermented milks. The wide usage of this bacterium in cheese making is explained by its

ability to prevent bitterness and it also adds a nutty and oaky flavor to fermented products.

The consumption of probiotics can reduce the duration of diarrhea associated with
antibiotics, control inflammation and prevent the incidence of certain cancers. L. helveticus R389
influences the production of many pro- and anti- inflammatory cytokines. It was demonstrated
before in ex vivo experiments that L. Aelveticus R389 interacts partially with TLR-4. With this
knowledge, we postulated that L. helveticus R389 influences the production of cytokines by
initiating the translocation of NF-kB. NF-kB is an important signaling pathway in inflammation

and cancers.

We tested, on female Balb/c mice, the effect of the consumption of milk fermented with L.
helveticus R389 for 7 days on the translocation of 2 sub-units of NF-kB and 2 mediators of

inflammation in anEscherichia coli MM?294 challenge test.

The Western blot analysis revealed that the consumption of milk fermented by L.
helveticus R389 prevents the translocation to the nucleus of the NF-kB sub-units P50 and P65 in
epithelial intestinal cells. The diminution of the inflammatory signals 1L.-6 and CCL3 in the

cultured cells supernatant confirm the Western blot results. A partial explanation for L.



helveticus R389 beneficial properties can be attributed to its action on the NF-kB pathway but

the intermediaries are still not resolved.
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1. Introduction

Les étres humains ont considérablement amélioré leur espérance de vie depuis les
100 dernieres années. Les avancements en santé, en alimentation et en médecine ont par
le fait méme augmenté son espérance de vie de 20 ans entre 1920 et 2005 au
Canada (Statistique Canada 2008). Ces avancements n’ont pas seulement des bienfaits.
L'augmentation d'agents synthétiques dans l'alimentation, la disponibilit¢ de la viande
diminuant la consommation de légumes et de fruits (Linos et al. 2008), la
sédentarité (LLee 2003), les produits toxiques volatils (Boeglin ef al. 2006) et le niveau de
stress élevé (Thaker et al. 2006) ont augmenté le nombre de personnes souffrantes de

maladies cardiaques et de cancers.

La prévalence de plusieurs maladies inflammatoires est devenue un probleme de
sant¢ publique d’envergure. Les maladies inflammatoires de I'intestin (“Inflammatory
Bowel Disease” IBD) sont parmi ces maladies émergentes, dont la recherche n’a pas bien
réussi a élucider les mécanismes sous-jacents, quoique de I’IBD puisse se déclencher
chez les personnes prédisposées génétiquement a cette maladie (Cuffari 2010). Au
Canada, il est estimé¢ que de 170 000 a 201 000 personnes vivent avec cette maladie qui
n’est pas mortelle, mais dont les symptdmes sont douloureux et débilitants (Wong et al.
2007). Un des facteurs importants de la maladie est le déséquilibre du microbiote (Frank
et al. 2007). Plusieurs études démontrent que les probiotiques aident a diminuer les
symptomes de I'IBD (Moayyedi et al. 2010; Nikfar et al. 2008) et de plusieurs autres
maladies inflammatoires comme 1’asthme (Yu et al. 2010), ’eczéma (Hoang et al. 2010)
et I’arthrite (So et al. 2008). Une diminution de I'inflammation par les probiotiques
permettrait de réduire le stress psychologique associé a ces maladies, les effets

secondaires reliés au traitement, les cotts et les pertes de productivité.



2. Lintestin

L’intestin fait partie de 1’appareil digestif et sert principalement a la digestion et
I’absorption des nutriments par ’organisme. Il est divisé en deux parties, c’est-a-dire
I’intestin gréle et le colon. L’intestin gréle commence au sphincter pylorique de I’estomac
et se termine au début du colon a la valve iléo-cacale. L’intestin gréle est lui-méme
divisé en trois parties, soit le duodénum, le jéjunum et I’iléon. Par ailleurs, la surface de
Pintestin gréle est composée de trois couches; la muqueuse, la sous-muqueuse et la
couche musculaire. Celle qui est en contact avec la lumiere de I’intestin est nommée la
mugqueuse. Cette derniére est pour sa part divisée en trois couches; I’épithélium, la lamina

propria et la muscularis mucosae.

La muqueuse n’est pas semblable partout dans I’intestin. Deux types majeurs
existent, la villosité intestinale et les follicules lymphatiques (Neutra er al. 2001). La
muqueuse de la villosité intestinale prend la forme de doigts de 0.5 a 1.0 mm. Les
villosités augmentent grandement la surface et permettent une meilleure absorption.
L’épithélium est formé de cellules épithéliales cylindriques simples. Ces cellules sont
polarisées et la surface exposée a la lumiére de I’intestin présente elle aussi des
microvillosités qui augmentent encore plus la surface d’absorption. Plusieurs glandes
viennent compléter le tout. Les glandes intestinales produisent le suc intestinal et les
glandes duodénales neutralisent 1’acidité gastrique avec leur mucus alcalin. Les cellules
caliciformes ne forment pas la structure typique des glandes, mais sécrétent la mucine qui

deviendra le mucus protecteur tout le long de I’intestin (Tortora & Grabowski 1994).

Les plaques de Peyer sont des follicules lymphatiques agrégés servant a faire un
lien entre la muqueuse intestinale et le systéme immunitaire présent dans 1’iléon. Elles
sont visibles a I’ceil et sont caractérisées par un épaississement ayant une forme plus ou
moins ronde de la muqueuse. Cet épaississement s’explique par la présence d’épithélium
associ¢ au follicule. Cet épithélium différe grandement de 1’épithélium qui compose le
reste de l’intestin puisqu’il ne comporte pas de villosités. L’épithélium associé aux
follicules est recouvert lui aussi de cellules épithéliales cylindriques simples, mais différe
par la présence de cellules M (“microfold cells”). Ces cellules n’ont pas les

microvillosités typiques des cellules épithéliales cylindriques simples, mais seulement



quelques replis. Elles sont treés importantes dans la capture d’antigénes (Hase ez al. 2005)

(voir section 5.3.4).

Les plaques de Peyer font partie du “Gut-associated lymphoid tissue” (GALT). Le
GALT se compose de tous les tissus lymphoides associés au systéme digestif. Il est le
plus imposant systtme lymphatique du corps humain, étant donné son exposition
permanente a un nombre élevé d’antigénes, de bactéries, de virus, de levures et de
toxines (Salminen et al. 1998). Le GALT est composé des plaques de Peyer et des
follicules lymphoides isolés et met en place une infrastructure destinée a gérer tous ces
¢léments pathogenes. Les plaques de Peyer et les follicules lymphoides isolés recrutent
un grand nombre de cellules présentatrices d’antigénes et de lymphocytes B et T

permettant ainsi une réponse rapide du systeme immunitaire (Koboziev ef al. 2010).

Le colon sert principalement a absorber 1’eau qui n’a pas ¢té absorbée par I’intestin
gréle et a la préparation des feces a étre évacuées. Il absorbe aussi les sels, certaines
vitamines du groupe B et la vitamine K et les acides gras produits par les

bactéries (Tortora & Grabowski 1994, pp.857—862) (voir section 4).

L’intestin contient un nombre impressionnant de bactéries dont 1’ensemble est
désigné par le microbiote et doit les maintenir a I’extérieur de I’organisme pour rester en
santé¢ (Luckey 1972). La barri¢re intestinale est assistée de moyens de défense adaptés a
ce travail. La sécrétion de mucines, de défensines et d’IgA dans la lumiére de I’intestin,
par exemple, maintient I’équilibre en diminuant 1’adhésion des bactéries et en empéchant

la colonisation (voir section 5.3).

3. L’inflammation

Le terme inflammation provient du mot latin inflammare qui signifie "mettre en
feu". Le concept ctait déja compris a 1’époque des Romains puisqu’il est facile de
reconnaitre ses signes physiologiques; la rougeur, ’enflure, la douleur et la chaleur a
I’endroit de la blessure (Celsus 1935). En effet, I’inflammation peut entrainer une
augmentation du débit sanguin, un accroissement du métabolisme cellulaire, une

vasodilatation, un relachement de médiateurs solubles, une accumulation pathologique de



fluide hors des tissus et un recrutement de cellules appartenant au systéme
immunitaire (Ferrero-Miliani et al. 2007). Ces réactions sont importantes puisqu’elles
permettent une mobilisation rapide du systéme immunitaire en apportant un plus grand
nombre de leucocytes aux sites endommagés et en permettant une meilleure mobilité des
anticorps et des compléments prévenant ainsi des dommages plus importants (Male
2002). L’inflammation débute localement lorsque des cellules sont soumises a un grand
nombre d’agents stressants comme la lumicre ultraviolette, les allergénes (Barker et al.
1991), les agents pathogenes (Sansonetti 2011) et les dommages cellulaires (Shi ef al.
2003).

L’inflammation est un processus qui nécessite une supervision €troite puisqu’une
inflammation chronique est reliée a plusieurs maladies. Les syndromes de I’IBD, comme
son nom I'indique, sont causés par une inflammation anormale qui détruit les tissus et
cause des douleurs et une perte d’absorption des nutriments et de 1’eau dans
Pintestin (Yamamoto-Furusho & Podolsky 2007). L’asthme est caractérisé par un
relaichement anormal de nombreux facteurs associés a ’inflammation (Ober & Hoffjan
2006). La réponse du systtme inflammatoire aux allergénes constitue un facteur
important dans [’initiation des crises d’asthme (Baxi & Phipatanakul 2010).
L’inflammation fait partie de I’environnement des cancers et régule la croissance des
tumeurs, de 1’angiogenése et inhibe 1’apoptose (Coussens & Werb 2002). NF-kB est un
facteur important comme voie de signalisation dans I’inflammation et le cancer (Basseres

& Baldwin 2006; Mantovani 2010).

3.1. Médiateurs de P’inflammation

Les cellules locales vont secréter plusieurs médiateurs de 1’inflammation pour
permettre au systeme immunitaire de se mobiliser. Le complément sert de support a la
réaction 1mmunitaire. Il est composé d’un ensemble de protéines servant a
I’opsonisation (van Lookeren Campagne et al. 2007), a la lyse cellulaire et il sert aussi de

chimioattractant pour les neutrophiles et les macrophages (Ricklin ez al. 2010).

L’histamine est relachée principalement par les mastocytes, les basophiles et les

plaquettes sanguines lors de réactions allergiques et d’invasions bactériennes (Koo ef al.



2010; Mannaioni et al. 1993; Taylor & Metcalfe 2001). L’histamine induit une
phosphorylation des protéines d’adhésion cellulaire causant une vasodilatation et une
augmentation de la perméabilité (Andriopoulou et al. 1999). Elle sert aussi de

chimioattractant pour certaines cellules du systéme immunitaire (Buckland ez al. 2003;

Hofstra et al. 2003).

Les leucotriecnes sont exprimés par les neutrophiles, les monocytes, les
macrophages, les cellules dendritiques et les mastocytes. Leucotriene B, sert d’agent
d’adhésion et chimiotactique pour les phagocytes et leucotriéne Cset ses dérivés,
leucotrienes Dy et E4, augmentent la perméabilité vasculaire. Ils sont aussi la cause de la

vasoconstriction lors des crises d’asthme (de Caterina & Zampolli 2004).

Les prostaglandines peuvent étre produites par toutes les cellules, excepté les
érythrocytes. Elles sont produites par les cyclooxygénase-1 (Cox-1) et 2 (Cox-2) a partir
d’acides arachidoniques. Ainsi, I’acide arachidonique doit étre détaché de la membrane
cellulaire par la phospholipase A,. Les prostaglandines ont plusieurs effets dépendant du
tissu ciblé, mais en ce qui concerne I’inflammation, deux caractéres sont importants. Ils

sont de puissants vasodilatateurs et induisent la fievre (Miller 2006).

Un autre facteur important dans la réponse inflammatoire est I’IL-1. La famille IL-1
est composée de trois facteurs principaux : IL-la, IL-1p et IL-1Ra. IL-1a et IL-1[ sont
plus ou moins semblables dans leurs effets, mais IL-1§ est la forme la plus exprimée chez
la souris, alors que chez ’humain c¢’est la forme IL-1a qui est le plus exprimée (Chensue
et al. 1989). IL-1 est produite majoritairement par les monocytes (Eder 2009). Elle est
tres fortement inflammatoire et induit la fievre (Henderson & Goldbach-Mansky 2010). 11
suffit de 1 ng/kg pour induire la ficvre et une augmentation de neutrophiles chez
I’humain (Tewari et al. 1990). C’est ’IL-1a qui stimule la production de chimioattractant
pour attirer les neutrophiles (Fillmore et al. 2003). Elle augmente la concentration d'[L-6
et IL-8 dans le sang (Ogilvie et al. 1996). Les IL-1 sont reconnus par un des 9 récepteurs
de I’IL-1 qui, comme décrit plus bas, induit une translocation du facteur NF-kB (O’Neill

2008).



L’IL-6 est produite par les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules
¢pithéliales, les fibroblastes et plusieurs autres types de cellules (Kishikawa et al. 2002;
Krishnamoorthy et al. 2007; Morton & Dongari-Bagtzoglou 1999; Verreck et al. 2006).
La production d’IL-6 est stimulée par de nombreux facteurs; I’IL-1, les endotoxines
bactériennes, les TNF et le PDGF (Zhang et al. 1990). IL-6 agit comme une cytokine
anti- ou pro- inflammatoire dépendamment de la dose et du tissu (Atreya & Neurath
2008; Bruunsgaard 2005; Xing ef al. 1998). Lorsqu’elle est surexprimée, elle agit comme
cytokine pro-inflammatoire et est associée a un mauvais pronostic chez les patients
souffrants du cancer de la prostate (Nakashima ef al 2000), du cancer
colorectal (Groblewska et al. 2008), du cancer du pancréas (Mroczko et al. 2010), du
cancer du poumon a grandes cellules (“non-small-cells carcinoma™) (de Vita et al. 1998)
et souffrant de la maladie coronarienne chronique (Ikonomidis ef al. 2008). La production

d’IL-6 est induite par NF-xB (Libermann & Baltimore 1990).

IL-8 est une chimiokine (cytokines chimioattractantes) proinflammatoire exprimée
par les monocytes, les macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales et
plusieurs autres tissus (Evani et al. 2011; Nagata et al. 2011; Wolff et al. 1998; Wong et
al. 2011). Sa fonction principale est de recruter les neutrophiles et de stimuler leur
dégranulation. IL-8 est induite par un grand nombre de récepteurs puisque son promoteur
contient un site de liaison pour les facteurs de transcription NF-xB, AP-1, et C-EBP/NF-
1L-6 (Brat et al. 2005).

TNF-a est sécrété par les macrophages, les monocytes, les neutrophiles, les cellules
T, et les cellules NK lorsqu’ils sont stimulés par les lipopolysaccharides (LPS) (Agostini
et al. 1995; Green et al. 1998). TNF-a des effets sur le métabolisme, mais dans ce
document nous allons nous concentrer sur son effet sur le systéme immunitaire (Tracey
1992). TNF active les leucocytes, augmente 1’adhérence des neutrophiles et des
monocytes a I’endothélium et stimule la production de cytokines proinflammatoires
comme IL-6 et IL-8. Il aide aussi a la réparation des tissus en augmentant la prolifération
des fibroblastes (Tracey & Cerami 1994). Comme mentionné ci-dessous, la réponse au

TNF-a est induite par I'intermédiaire de NF-kB.



CCL3 est une chimiokine produite par les macrophages (Wolpe et al. 1988), les
monocytes, les lymphocytes présents dans le sang périphérique (Guan et al. 2001) et les
cellules épithéliales (Tregoning et al. 2010). CCL3 est la nouvelle désignation de la
protéine MIP-1a (Zlotnik & Yoshie 2000): Elle est reconnue par le “chemokine receptor
1” (CKR1) et le “chemokine receptor 57 (CKRS5) (Alkhatib er al. 1996; Gao et al. 1993).
Il recrute les neutrophiles polymorphonucléaires (Wolpe er al. 1988), les cellules
T (Castellino et al. 2006), les cellules B, les éosinophiles et les macrophages (Mithl &
Dinarello 1997). CCL3 induit les macrophages a produire plusieurs médiateurs de
P’inflammation comme TNF-a, I’IL-1P et I'IL-6 (Fahey er al. 1992). CCL3 est lui-méme

induit par un facteur majeur de I’inflammation, NF-kB (Rezzonico et al. 2001).

3.2. Infection par Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie communément retrouvée dans I’intestin des
mammiféres et des oiseaux (Dho-Moulin & Fairbrother 1999; Gould 2010). Elle fait
partie des bactéries a Gram négatif et la plupart des souches font partie intégrante dc la
microflore. Elles sont trés bien adaptées au systeme digestif. Elles sont anaérobiques
facultatives, se développent de fagon optimale a 37° Celsius et ne causent généralement
pas de problémes a 1’h6te. Certaines souches possedent méme des caractéres probiotiques

comme £. coli Nissle 1917 (Sherman et al. 2005).

E. coli peut acquérir des caracteéres pathogenes et les souches virulentes possedent
généralement des adhésines différentes des E. coli non pathogénes (Cassels & Wolf
1995). Six groupes causant des symptdmes chez I’hdte sont maintenant établis dans la

nature (Kaper et al. 2004):

e [E. coli entéropathogéne (EPEC) : Cause la diarrhée chez les mammiferes. Elles
adhérent aux entérocytes en injectant une protéine, la “Translocated Intimin
Receptor” (Tir), dans les cellules intestinales. Par la suite, elles utilisent des
adhésines nommées intimine pour se lier au Tir (Batchelor et al. 2000). Ce
procédé détruit les microvillosités. Elles sont faiblement invasives et causent de

I’inflammation.



o L coli entérohémorrhagique (EHEC) : Cause la diarthée, mais avec présence de
sang. Les EHEC utilisent des fimbriaes pour s’attacher a la membrane cellulaire
et sont modérément invasives. Le facteur le plus important de leur virulence est la
possibilité¢ de produire une toxine Shiga qui entraine une réaction inflammatoire.
Si cette toxine est absorbée, elle peut causer des dangers de mort. La souche tres

connue O157:H7 fait partie de ce type d’E. coli.

e FE. coli entérotoxinogéne (ETEC): La cause principale de la diarrhée dans le
monde et est souvent la cause de la diarrhée du voyageur. ETEC utilise des
adhésines pour se lier a la membrane cellulaire. La particularité des ETEC est
qu’elle sécrete deux toxines, une ne résistant pas a la chaleur, I’entérotoxine LT et
une plus petite qui est stable jusqu’a 100° Celsius, ’entérotoxine ST. Elles
causent une accumulation d’eau dans la lumiére de I’intestin. Les ETEC ne sont

pas invasives.

e FE. coli entéroagrégatif (EAEC) : Les EAEC adherent aux cellules épithéliales et
se protégent par un biofilm. Elles causent la diarrhée, mais ne sont pas invasives.

Les EAEC sécretent de ’hémolysine et des entérotoxines ST.

e F. coli entéroinvasif (EIEC) : Comme leur nom I’indique, les EIEC peuvent entrer
a P'intérieur des cellules épithéliales grace a un phagosome. Elles lysent par la
suite le phagosome pour avoir un acces direct au cytoplasme. Elle cause beaucoup

de fievre et de diarrhée.

o F. coli a adhésion diffuse (DAEC): Les DAEC causent la diarrhée et sont
reconnues par le changement qu’elles causent aux microvillosités. Elles stimulent

les cellules a les envelopper d’une grande projection cellulaire.

3.2.1. Lipopolysaccharide
Deux attributs distinctifs sont présents sur les £. coli peu importe leur virulence.
Ces molécules sont nommées “Pathogen-associated molecular patterns” et sont reconnues
par les “Pattern Recognition Receptors” comme les TLR et les récepteurs NOD-like. La

flagelline, constituant des organes locomoteurs des bactéries, est reconnue par le TLR-5



et active la production d’1L-8 (Hayashi ez al. 2001). Les lipopolysaccharides (LPS) sont
reconnus par le TLR-4 et stimulent la production d’un nombre important de médiateurs

inflammatoires grace a NF-kB (Tapping et al. 2000).

Les LPS sont une composante importante de la membrane extérieure des bactéries 4
Gram négatif. Elles sont composées, comme leur nom I’indique, d’un domaine
hydrophobe nommé lipide A et d’un polysaccharide nommé O-polysaccharide qui sont
reliés ensemble par un noyau d’acides aminés et un oligosaccharide. La partie
hydrophobe sert a ancrer la molécule a la membrane. Cette partie est souvent conservée

d’une espéce a ’autre et lui confeére son activité sur le systeme immunitaire (Raetz 1990).

LPS induit une forte production d’IL-6 et IL-1f (Greenhill e al. 2011; Harden et
al. 2011). LPS peut causer un choc infectieux qui méne a la mort et Phomme y est

particulierement sensible (Krakauer et al. 2010; Warren et al. 2010)

4. Le microbiote

Le microbiote est I’ensemble des microorganismes présents dans le systeme
digestif. C’est un synonyme aux termes microflore et flore intestinale qui sont maintenant

désuets.

Les humains peuvent étre comparés a un écosystéme. Ils vivent en coexistence avec

. 12 . . 14 . .  1sr s
environ 10" microorganismes sur notre peau et 10 microorganismes a I’intérieur de
notre systeme digestif (Luckey 1972). Pour mettre ce nombre en perspective, il est

généralement accepté que le corps soit composé de 10'? cellules humaines.

Les individus acquicrent leur microbiote de I’environnement qui les entoure. Les
feetus ne possédent pas de microorganismes dans leur systéme digestif, mais ils sont
colonisés pendant la naissance (Schwiertz et al. 2003). Le microbiote est composé de 500
a 1000 especes différentes de bactéries, mais il est probable que 30 a 40 espéces
dominantes composent 99% de la population totale de ces bactéries (Savage 1977; Sears
2005). Le microbiote mature est composé en grande majorité de bactéries anaérobiques

obligatoires et 30% des bactéries sont des Bacteroides (Hooper 2004; Salyers 1984). La
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difficulté a établir un nombre précis d’espéces provient du fait que certaines especes ne

peuvent pas €tre cultivées a I’extérieur du corps (Sears 2005).

Il est maintenant clair qu’une relation existe entre les microorganismes composant
le microbiote et I’hdte. Les microorganismes présents dans ’intestin produisent des
composés absorbables a partir de produits que I’h6te ne peut pas utiliser. Les exemples
sont nombreux comme la dégradation des polysaccharides en composés utilisables pour
produire de I’énergie et une partie de la vitamine K que I’étre humain absorbe est
produite par les bactéries (Sears 2005; Shearer & Newman 2008). Le microbiote interagit
aussi avec le systéme immunitaire (Macpherson & Harris 2004) et permet un

développement adéquat des vaisseaux sanguins dans 1’intestin (Stappenbeck ez al. 2002).

Un déséquilibre du microbiote va donc avoir un impact important sur le systeme
immunitaire et sur le métabolisme. Des expériences sur les rats axéniques ont démontré
qu’ils consomment 18 % plus de nourriture et 33 % plus d’eau que les rats qui ne sont pas
maintenus dans un environnement stérile (Wostmann et a/. 1983). Une expérience sur des
souris axéniques a, quant a elle, démontré que la colonisation de DI’intestin par des
bactéries cause une accumulation de gras et une résistance a I’insuline due a une subite
amélioration de [’absorption des monosaccharides (Biackhed et al. 2004). De plus, la
détection de bactéries par les TLR permet une meilleure résistance de l’intestin aux

blessures (Rakoff-Nahoum ef al. 2004).

5. Les probiotiques

Plusieurs exemples de microorganismes utilisés comme source de nourriture sont
observés un peu partout dans le monde comme le yogourt, le kéfir et le kombucha. Tous
ces produits ne sont pas nécessairement des probiotiques. La démonstration des bienfaits
est compliquée par le fait que chaque souche n’induit pas la méme réponse chez

différentes espéces hotes et peut-&tre méme chez chaque individu.

L’idée que des microorganismes peuvent améliorer la santé est attribuée au Dr Ilya
[lyich Mechnikov qui, en 1907, publia « Essais optimistes » qui se voulait une

publication sur le vieillissement de la population de la France. Le travail du Dr
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Mechnikov sur la phagocytose, qui fut récompensé par un prix Nobel en médecine en
1908, lui permit de faire des observations sur la flore microbienne de I’intestin. Il émit
I’hypothese que le vieillissement est causé par des bactéries putréfactives présentes dans
I’intestin. Par cette hypothese, il serait donc possible d’augmenter sa longévité en
consommant des bactéries lactiques qui délogent les bactéries néfastes du systéme
digestif. Le Dr Mechnikov basa ses observations sur les membres de peuplades de la
Bulgarie et des steppes de la Russie bordant la Mer Noire qui selon lui, vivaient trés
vieux. Les membres de ces communautés consomment du lait fermenté avec des
bactéries lactiques. Le Dr Mechnikov croyait qu’il serait possible d’ensemencer I’intestin
avec ces bactéries lactiques qui par la suite changeraient le pH et tueraient les bactéries
putréfactives. Le Dr Mechnikov débuta alors a consommer du lait slire qui ¢tait fermenté
avec Lactobacillus delbrueckii  bulgaricus (Metchnikov 1907). Malheurcusement,
Mechnikov n’a pas découvert un élixir de jeunesse. Toutefois, des recherches modernes
démontrent que les bactéries auxquelles nous sommes exposés sont des facteurs
importants de la maturation du systtme immunitaire et d’une meilleure

santé (Macpherson & Harris 2004).

La premiere utilisation du terme probiotique est attribuée au chercheur allemand
Werner Kollath qui, en 1953, a décrit le terme “Probiotika” comme supplément
organique ou inorganique nécessaire pour restaurer la santé des patients souffrants de
malnutrition due a une alimentation trop riche en nourriture hautement raffinée (Kollath
1953). C’est l’année suivante que Ferdinand Vergin cibla les bienfaits des
microorganismes vivant en symbiose avec 1’hdte et P'effet destructeur des antibiotiques
sur ces microorganismes. 11 définira probiotique en tant que ’opposé des antibiotiques :
substances actives essentielles au développement sain de la vie (Vergin 1954). R.B.
Parker inclut les microorganismes dans sa définition : organismes ou substances qui
contribuent a la balance de la flore intestinale (Parker 1974). L’idée que les probiotiques
interagissent avec [’hdte fut avancée par Roy Fuller en 1989 : suppléments de
microorganismes qui améliore la sant¢ de 1’animal hoéte en balancant la flore

intestinale (Fuller 1989).



12

La définition moderne est souvent citée comme celle de I’Organisation Mondiale de
la Santé. L’OMS définissait en 2001 les probiotiques comme des microorganismes
vivants qui, lorsqu’administrés en quantités suffisantes, confeérent un bienfait pour la
santé de 1’hote (WHO 2001). Ce concept évolue encore et Iinclusion des métabolites
produits par ces bactéries dans cette définition pourrait s’avérer nécessaire puisque 1’effet
des métabolites est une propriété importante des probiotiques (Matar et al. 2000; Matar et

al. 2001).

5.1. Prébiotique

Gibson et Roberfroid décrivirent les prébiotiques, en 1995, comme des ingrédients
alimentaires non digestibles qui possédent des effets bénéfiques sur I’hdte en promouvant
sé¢lectivement le développement ou encore I’activité d’une bactérie ou d'un nombre limité
de bactéries dans le cdlon (Gibson & Roberfroid 1995). Plusieurs composés ont été
caractérisés, a tort et a travers, dans la littérature et par I’industrie alimentaire comme
étant prébiotiques. L’inuline et 1’oligofructose sont considérés des prébiotiques, mais
I’inclusion des galactooligosaccharides est controversée (Davis et al. 2010; Roberfroid
2007). L’effet bifidogénique, qui augmente le nombre de bifidobacteriums et de
lactobacilles dans D’intestin, est aussi souvent confondu avec prébiotique. Plusieurs
prébiotiques  sont aussi des facteurs bifidogéniques comme [D’inuline et
I’oligofructose (Meyer & Stasse-Wolthuis 2009). La chicorée, le topinambour, P’ail et les
poireaux sont des aliments riches en prébiotiques (Demigné ez al. 2008; van Loo et al.
1995; Ramnani et a/. 2010). L’utilisation de probiotiques et de prébiotiques qui peuvent
interagir ensemble est désignée synbiotique. L’utilisation de galactooligosaccharides
augmente D’effet protecteur de la souche Yakult du Bifidobacterium breve contre une
souche de Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (Lkhagvadorj er al. 2010). 11

en existe plusieurs exemples comme :

e L’inuline et les Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus plantarum et Lactobacillusrhamnosus (Frece et al. 2009; Ooi

et al. 2010; Roller et al. 2004; Takemura et al. 2010).
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e L’oligofructose et Lactobacillus  rhamnosus et  Bifidobacterium

lactis (Roller et al. 2007).

e Le galactooligosaccharides et  Bifidobacterium  breve  souche

Yakult (Lkhagvadorj et al. 2010).

5.2. Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus est utilisé dans plusieurs produits fermentés comme les
fromages suisses (Emmental, Comt¢), les fromages italiens (Parmigiano Reggiano, Grana
Padano, Provolone) et le lait fermenté (Aponte e al. 2008; Belletti ez al. 2009; Bouton et
al. 1998; Falentin et al. 2010; Sun et al. 2010). Le nom helveticus provient du nom d’une
tribu celtique rencontrée par les Romains sur le territoire maintenant connu comme la
Suisse; Helvetii. Cette bactérie est homofermentative, elle produit donc principalement de
I’acide lactique. Elle ne se développe pas en dessous de 15° Celsius et sa température
optimale de croissance se situe entre 40 a 50° Celsius. Elle peut fermenter le glucose, le
fructose, le galactose, le mannose, le maltose, le lactose et la dextrine, mais ne fermente
pas le mannitol, le sucrose, la salicine, le glycérol, I’inositol, le rhamnose, I’arabinose, le
xylose, le raffinose, I’inuline, le sorbitol, I’amygdaline, la cellobiose, le melibiose et le
melezitose. Elle ne peut pas se développer dans une concentration de plus de 2% (w/v) de
NaCl et ni avec la présence de 2% (w/v) de sel biliaire (Sharpe & Wheater 1957). Cette
bactérie est principalement utilisée dans la création des fromages puisqu’elle en adoucit
le golit et ajoute une touche de noix et de chéne aux produits fermentés (Drake et al.

1996).

L. helveticus est reconnue comme une bactérie possédant 1'un des pouvoirs
protéolytiques les plus puissants des bactéries lactiques. Elle posséde en effet plusieurs
geénes codant des enzymes protéolytiques ce qui améliorait son efficacité (Genay et al.
2009). Des tests in vitro ont démontré que la souche L. helveticus R389 peut survivre a la
digestion (Vinderola et al. 2005). Elle produit des peptides qui sont potentiellement
bioactifs (Matar et al. 1996). Le lait fermenté par cette souche ralentit le développement
du cancer du sein chez la souris possiblement en diminuant la production d’IL-6 (de

Moreno de LeBlanc, Matar, LeBlanc, e al. 2005; Rachid et al. 2006). Cette bactérie a
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¢galement démontré un effet immunoprotecteur contre les infections par les bactéries
Salmonella enteritidis serovar Typhimurium et E. coli O157:H7 (Leblanc et al. 2004,
Vinderola et al. 2007)

5.3. Les mécanismes d’action des probiotiques

Plusieurs mécanismes d’action ont ét€ proposés pour expliquer I’action des
probiotiques (voir la Figure 1). Il est fort probable que chaque souche de probiotique
n’utilise que quelques mécanismes figurant dans cette liste. Leur réponse est spécifique a

I’hote et aux pathogénes présents.
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Figure 1 : Résumé des mécanismes d'action des probiotiques dans l'intestin. Figure adaptée
sans permission de O'Toole & Cooney, 2008
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5.3.1. Concurrence avec les bactéries néfastes
Le premier avantage de la consommation de probiotiques est la concurrence entre

les bactéries bénéfiques et les bactéries néfastes.

Le premier mécanisme est la concurrence pour les nutriments et les prébiotiques.
Une grande quantité¢ de nourriture se retrouvant dans ’intestin ne peut pas étre digérée
par ’humain. La lumicre intestinale est donc un milieu propice a la croissance de
bactéries. Les bactéries commensales ont acquis, au fil de 1’évolution, un ensemble
impressionnant de geénes leur permettant d’utiliser plus efficacement le grand nombre de
nutriments disponibles dans I’intestin (Xu er al. 2003). Les probiotiques se nourrissent
des mémes nutriments et réduisent leur  disponibilité  aux  bactéries
pathogenes (Lutgendorff ez al. 2008; Setia er al. 2009). L utilisation de cette réserve de
nourriture prévient une éclosion de bactéries pathogénes lors de leur arrivée dans

I’intestin réduisant ainsi leur chance de coloniser le milieu.

L’adhésion a la muqueuse intestinale est une propriété importante pour toutes les
bactéries intestinales. Chez les bactéries pathogenes, elle facilite la colonisation et leur
permet d’envahir les tissus avoisinants (Jenkinson & Lamont 1997; Plant et al. 2004).
D’un autre c6té, ’adhérence a la muqueuse augmente le temps que les probiotiques
interagissent avec le systétme immunitaire et leur permet de moduler sa
fonction (Kirjavainen et al. 1998). Les souches de probiotiques possédant une grande
adhérence permettent une meilleure production d’IgA et les modifications génétiques
permettant une meilleure adhérence améliorent I’effet d’une souche peu
adhérente (Hsueh et al. 2010; Kaila ef al. 1992). Plusieurs probiotiques font concurrence
avec les bactéries pathogenes pour les sites d’adhésions et ils diminuent I’invasion

cellulaire par ces derni¢res (Coconnier et al. 1993; Xu et al. 2009).

L’étude de P’adhésion in vivo est difficile, mais les modeles in vitro ont permis
d’élucider quelques mécanismes. Certains probiotiques comme le Bifidobacterium
longum produisent des peptides qui bloquent les récepteurs présents sur les cellules
¢pithéliales qu’utilisent les E. coli entérotoxiques (Fujiwara et al. 2001). Lazar et al. ont
observé des résultats similaires en utilisant le surnageant de Bifidobacterium breve,

Enterococcus faecium, Lactobacillus casei en méme temps que ’inoculation de E. coli
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entéroagrégative, mais ne déloge pas le E. coli pathogeéne si le surnageant est ajouté apres
I’inoculation. L’ajout du surnageant apres la période d’adhésion arrive quand méme a
réduire la taille et la fréquence des agrégats (Lazar et al. 2009). Lazar et al. théorisent un
dialogue croisé « cross-talk » entre les probiotiques et les bactéries pathogeénes par les

molécules solubles produites par les probiotiques.

Les probiotiques peuvent aussi exprimer des protéines d’adhésion. Les protéines
“Mucus-binding protein” sont exprimées par L. acidophilus et L. reuteri et “Lactobacillus
surface protein A” par Lactobacillus salivarius permettent I’adhésion au mucus présent a
la surface des cellules épithéliales de P’intestin (Buck et al. 2005; van Pijkeren et al.
2006; Roos & Jonsson 2002). Les protéines de la couche S conférent 1’habilité a certaines
souches de probiotiques de se lier aux collagenes et aux lamines présents dans certaines
parties de I’intestin (Antikainen ez al. 2002; Horie et al. 2002). Une protéine provenant de
la couche S de L. helveticus diminue I’adhérence de la souche entérohémorrhagique E.
coli O157:H7 sur des cellules épith¢liales in vitro (Johnson-Henry et al. 2007). La couche
S de certaines bactéries pathogénes est associée a la virulence de ces

bactéries (Sakakibara et al. 2007).

Les protéines de la couche S ne sont pas les seuls facteurs permettant 1’adhérence
aux cellules épithéliales de I’intestin. Lactobacillus acidophilus produit la “Fibronectin-
binding Protein” et Lactobacillus reuteri produit la “Collagen-binding Protein” qui fait
partie des “Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules”, le
méme type de protéines utilisé par Streptococcus et Staphylococcus pour adhérer aux
membranes cellulaires (Buck et al. 2005; Rivera et al. 2007; Roos et al. 1996). Les

probiotiques réduisent donc les sites d’ancrage disponibles aux bactéries pathogenes.

La coagrégation entre les probiotiques et les bactéries pathogeénes est aussi
proposée comme mécanisme (Collado, Meriluoto & Salminen 2007a). Plusieurs souches
de probiotiques coagrégent avec des bactéries pathogeénes et bloquent physiquement les
mécanismes utilisés pour lier la membrane cellulaire (Collado, Meriluoto & Salminen

2007b; Kos et al. 2003).
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Les probiotiques peuvent aussi activement attaquer les autres souches en produisant
des composés contre un grand nombre de bactéries pathogénes comme Salmonella,
Listeria, Campylobacter et Shigella (Gibson & Wang 1994). Ceci se fait principalement
par la production de bactériocines ou par la production d’acides. Les bactériocines sont
des peptides produits par une espece de bactéries pour en inhiber la croissance
(bactériostatique) ou pour combattre (bactéricide) une autre espece (Cotter et al. 2005;
Dykes 1995). Plusieurs espéces de lactobacilles ont aussi la particularité de produire
beaucoup de peroxyde d’hydrogéne (H,O;) qui inhibe la croissance des autres
espéces (Brashears ez al. 1998; Gilliland & Speck 1975; Ross 1981). L. helveticus est une
bonne souche productrice de peroxyde d’hydrogéne (Yuksekdag et al. 2004). Les
bactéries lactiques produisent majoritairement de ’acide lactique, mais aussi de 1’acide
acctique et propionique (Vandenbergh 1993). La consommation de probiotiques
augmente la quantité d’acide acétique et d’acide lactique dans I’intestin et contribue au
contrdle des bactéries pathogenes (Grishina et al. 2011; Lin et al. 2009). L’acide lactique,
plus particuliérement, permet de réduire le pH et de perméabiliser la membrane des
bactéries  Gram  négatif  augmentant ainsi  DPefficacit¢é = des  composés
antibactériens (Alakomi ez al. 2000). Plusieurs produits utilisés pour la consommation
humaine utilisent ces principes comme le fromage et les saucissons (Alegria et al. 2010;

Castro et al. 2011).

Une difficulté importante de la compétitivité est que beaucoup de lactobacilles ne
colonisent pas I’intestin. La présence de bactéries probiotiques disparait quelques
semaines aprés la consommation terminée (Lee et al. 2004; Saito et al. 2004). La
consommation de probiotiques doit donc étre maintenue pour profiter de leurs effets
bénéfiques. Comme nous le verrons dans une prochaine section, il faut le faire de fagcon

cyclique pour profiter au maximum de leurs effets sur le systéme immunitaire.

5.3.2. Amélioration de la barriére intestinale

La barriére intestinale est la capacité physiologique des cellules épithéliales de
I'intestin (IEC) a interdire le passage du contenu intestinal vers Dintérieur de
I’organisme (Baumgart & Dignass 2002). Cette propriété dépend grandement de

I’intégrité de la membrane épithéliale et un dommage cellulaire ou une jonction serrée
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compromise permet aux microorganismes pathogeénes d’envahir ’hote (Marchiando ef al.
2011). La jonction serrée est une relation entre les cellules épithéliales composées de
protéines transmembranaires incluses dans les membranes des deux cellules (Martin et al.
2011). Elle est pratiquement imperméable. Il n’est pas toujours clair comment les
probiotiques protégent la barriére intestinale (Eun et al. 2011). Lactobacillus plantarum
augmente ’expression de protéines utilisées dans la jonction serrée (Anderson et al.
2010). Les lactobacilles stimulent la production de mucus qui protége les IEC des
dommages causés par les produits chimiques et des microorganismes
pathogenes (Caballero-Franco et al. 2007). Un prétraitement de Lactobacillus casei
empéche la perte d’intégrité associée a TNF-a et IFN-y in vitro (Eun et al. 2011).
Plusieurs souches de probiotiques bloquent les dommages causés par des irritants et des

produits toxiques (Mennigen & Bruewer 2009; Ueno et al. 2011; Zhou et al. 2010).

5.3.3. Des cellules épithéliales au systéme immunitaire

Les bactéries présentes dans le systeme digestif peuvent interagir de plusieurs
facons avec le systéme immunitaire. Tout d’abord, les premicres cellules exposées aux
bactéries sont les cellules épithéliales de I’intestin. Les IEC sont polarisées, donc la partie
de la membrane exposée a la lumiere intestinale est tres différente du reste de la
membrane. La partie exposée a la lumiére de ’intestin s’appelle la surface atypique
puisqu’elle présente des microvillosités ce qui est tres différent du reste de la surface
basolatérale qui est lisse. Les microvillosités vont permettre une plus grande surface pour

I’absorption.

Les IEC expriment de TLR-1 a TLR-5 et TLR-9. Pour le moment, seulement TLR-
2, TLR-4 et TLR-9 ont été démontrés sur la surface atypique des IEC (Abreu et al. 2003).
TLR-2 et TLR-4 sont peu exprimés par les IEC de tissus sains pour ne pas induire une
inflammation non nécessaire (Otte et al. 2004). Cela ne les empéche pas de reconnaitre
les pathogénes en utilisant les TLR et de produire des signaux inflammatoires comme IL-
6 (Miller & McGee 2002; Vinderola et al. 2005). Les probiotiques modulent la réponse
des IEC aux bactéries pathogenes. Lactobacillus rhamnosus GG diminue la production
IL-8 produite par les cellules Caco-2 en agissant sur NF-kB (Zhang et al. 2005). L.

helveticus R389 a stimulé la production de I'IL-6 chez des cellules épithéliales extraites
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de D’intestin de souris, mais a un niveau moins élevé qu’une bactérie pathogene. Cette
augmentation légére permet la sensibilisation du syst¢tme immunitaire pour mieux
répondre aux maladies. TLR-4 serait partiellement responsable de cette

modulation (Vinderola et al. 2005).

5.3.4. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques font partie du syst¢éme immunitaire inné. Elles sont
présentes qu’en trés petit nombre dans les tissus, mais leur présence augmente dans les
tissus exposé€s a I’environnement. Elles sont de trés puissantes cellules présentatrices
d’antigéne. Les cellules dendritiques ont été longtemps méconnues et ont ¢t¢ d'abord
définies selon leur forme. Elles possédent, lorsqu’elles sont activées, des projections
nommées dendrites (Turley et al. 2010). Leur fonction générale est d’analyser les
composantes de leur environnement et de moduler la réponse immunitaire selon les
dangers présents. Elles peuvent induire une réponse inflammatoire ou une tolérance. Ce
mécanisme n’est pas encore tres bien défini, mais semble étre régulé par la présence ou le

manque de signaux de danger (Granucci & Ricciardi-Castagnoli 2003).

Chez I’humain, trois familles de cellules dendritiques sont connues. La premicre
famille, les cellules dendritiques myéloides (CDm), ressemble beaucoup aux monocytes
et stimule une réaction Th-2. La deuxiéme famille, les cellules dendritiques
plasmacytoides (CDp), ressemble aux CDm et produit une grande quantité¢ d’IFN-a. La
troisiéme famille, les cellules dendritiques folliculaires, est présente dans les tissus
lymphoides secondaires et interagit avec les cellules B pour stimuler et réguler la

production d’anticorps lors d’une réexposition a un antigene (Liu 2005).

Les cellules dendritiques d’une méme famille peuvent provenir d’un précurseur
lymphoide ou myéloide. Bien que le fonctionnement se ressemble, les CDp provenant de
la lignée myéloide produisent beaucoup plus d’INF-a que celles provenant de la lignée
lymphoide. Une autre grande difficulté est que chez la souris, la réponse de CDp et CDm
semble interchangée. Les CDp induisent donc une réponse Th-1 et les CDm une réponse

Th-2 (Shortman & Liu 2002).
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Elles sont d’abord présentes sous une forme immature qui sont capables
d’endocytoses, mais ne peuvent stimuler que faiblement la prolifération des cellules T.
Ceci s’explique par I’expression faible de CMH de classe 1l et des co-stimulateurs
comme CD40, CD80 et CD86 (Garbi & Hammerling 2011). Les-cellules dendritiques
sont en renouvellement constant, des nouvelles cellules arrivent du sang sous la forme de
cellules souches CD34", de monocytes ou de cellules dendritiques immatures (Randolph
et al. 2008). 11 semble aussi avoir une interaction entre le CCR6 présent sur les cellules
dendritiques et son ligand CCL20, anciennement connu comme MIP-3a, pour expliquer
la localisation constitutive des cellules dendritiques dans les plaques de Peyer (Salazar-

Gonzalez et al. 2006; Zlotnik & Yoshie 2000).

Dans Iintestin, les cellules dendritiques analysent constamment les bactéries
commensales et les pathogenes présents. Selon certaines recherches, différents sous-
groupes utilisent différentes manieres pour capter les antigénes. La reconnaissance des
microorganismes pathogenes s’effectue grace a des “Pattern Recognition Receptors”

comme les “Toll-like Receptors”.

Elles peuvent entrer directement en contact avec les antigénes qui se seraient
infiltrés dans I’organisme. D’autres vont phagocyter des cellules apoptotiques (Lelouard
et al. 2010) et certains sous-groupes vont méme jusqu’a étendre des dendrites a travers
1I’épithélium pour sonder I’'intérieur de I'intestin (Rescigno et al. 2001). Ces derniéres
dépendent du récepteur de la chimiokine CX3;CR1 (Niess et al. 2005). Les cellules
associées avec les cellules M présentent le récepteur CCR6 mais non pas le
CX;CR1 (Foti & Ricciardi-Castagnoli 2005). Les cellules dendritiques CX3CR1 positives
ont ¢été retrouvées dans 1’iléon, mais pas dans le reste de ’intestin et sans eux le systeme
est plus susceptible aux pathogénes. La présence de bactéries dans I’intestin est
nécessaire pour induire les cellules dendritiques a projeter des dendrites dans la lumiére

de I’intestin (Niess & Adler 2010).

Lorsque la cellule dendritique a phagocyté un antigene, elle perd sa capacité
d'endocyter. Elle commence a exprimer des signes de maturité, comme une plus grande
expression de CMH de type Il et ses co-stimulateurs. Elle va aussi augmenter

I’expression de CCR7 (Sallusto et al. 1998). Le ligand pour le CCR7 est exprimé sur
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P’endothélium des canaux lymphatiques et permet ainsi a la cellule de se déplacer pour se
diriger vers les ganglions lymphatiques ou elles vont pouvoir stimuler les NK ou les

cellules T (Sanchez-Sanchez et al. 2006).

Lorsque les cellules dendritiques sont exposées a une pathogéne, toute une série
d’événements se produit. La réponse des cellules dendritiques semble étroitement liée a
I’état du milieu. /n vivo, I’interaction avec les autres cellules du syst¢éme immunitaire ou
les cellules présentes dans les tissus inflammés pourrait changer la réponse des cellules
dendritiques. La réponse est aussi spécifique au pathogene. Lors de tests effectués avec la
levure Candida albicans, les cellules dendritiques de la souris produisaient de I’[L-12 et
induisaient une réponse Th-1. Tandis que, lors de I'exposition a la Candida albicans sous
forme d'hyphe (filament de plusieurs cellules), il y a une production d’IL-4 et une
inhibition de la réponse Th-1 (Romagnoli et al. 2004). Cette réponse différente a chaque
organisme s’explique par le fait que les cellules dendritiques utilisent plusieurs récepteurs
(PRRs) et que dépendamment lesquels de ces récepteurs sont stimulés, la réponse sera
spécifique a ce pathogene. Des recherches plus approfondies sont nécessaires pour établir
si ¢’est seulement les TLR qui dictent la réponse de la cellule et si une stimulation de
certains TLR spécifiques induit toujours une méme réponse, peu importe la provenance

du signal.

Une difficulté d’élucider I’action des probiotiques sur les cellules dendritiques est
qu’elles sont peu nombreuses et entreprennent facilement une différenciation. Les
cellules dendritiques provenant du sang périphérique sont plus faciles a extraire, mais cet
avantage est mitigé par le fait qu’elles ne réagissent pas de méme fagon que les cellules
dendritiques associées a I’intestin (O’Mahony er al. 2006). Les bactéries probiotiques
induisent une production d’IL-10 et d’IL-12 par les cellules dendritiques. La production
d’1L-10 induit un effet anti-inflammatoire global. Elle induit la tolérance a un antigéne et
réduit I'inflammation dans P'intestin grace aux cellules T régulatrices (Asseman et al.
1999). Plusieurs bactéries probiotiques ont démontré une induction de la production d’IL-
10 par les cellules dendritiques (Borchers et al. 2009). Puisque les probiotiques
n’induisent pas beaucoup de signes d’inflammation, les cellules dendritiques sont

désensibilisées par un contact prolongé (Hawiger et al. 2001).
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Les cellules M sont des cellules spécialisées présentes majoritairement dans les
plaques de Peyer, mais peuvent aussi étre observées dans les villosités (Jang et al. 2004).
Leurs surfaces atypiques sont formées de petits replis qui peuvent capter les antigénes et
les transporter a la membrane basale par transcytose (Neutra ef al. 1996). La membrane
basale des cellules M forme une cavité et est associée aux cellules présentatrices
d’antigénes (voir la Figure 2) (Granucci & Ricciardi-Castagnoli 2003). Ceci permet de
réduire le temps de passage et facilite le captage des antigenes par des cellules capables

de moduler la réponse immunitaire en fonction de 1’antigéne.

Leur surface atypique est toute désignée pour 1’adhésion des microorganismes
pathogénes. Elle n’est pas recouverte d’une couche aussi épaisse de glycocalyx que les
cellules épithéliales des villosités (Frey et al. 1996). Elle présente aussi des récepteurs
comme TLR-4 et PAF-R qui permettent une liaison aux bactéries et initialisent la
transcytose (Tyrer et al. 2006). Elle contient beaucoup moins de lysosomes ce qui lui
permet de transmettre le contenu des vacuoles sans détruire les antigénes (Neutra et al.
2001). Dans un état normal, les cellules M exposent que peu d’antigénes et induisent une
réponse cellule T CD4+ suppressive, ces cellules produisent TGF-B qui stimule une
production d’IgA par les cellules B et réduisent la réponse inflammatoire Thl. Les
cellules M seraient donc un deuxiéme moyen d’exposer les cellules dendritiques aux

bactéries probiotiques.

LUMIERE DE L INTESTIN

CELLULE M

CELLULE EPITHELIALE

1

CELLULE PRESENTATRICE
D’ ANTIGENE

Figure 2 : Physiologie de ]a membrane épithéliale des plaques de Peyer.
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5.3.5. Chimioprévention

Les bactéries probiotiques peuvent aussi diminuer la charge de molécules toxiques
et dommageables pour la santé de ’intestin. La prise de yaourt diminue la concentration
des enzymes procancéreuses f-glucuronidase et nitroréductase dans I’intestin et inhibe la
progression du cancer de I’intestin (de Moreno de LeBlanc & Perdigon 2004; de Moreno
de LeBlanc & Perdigén 2005). Les probiotiques L. casei Shirota et L. acidophilus ont eu
le méme effet protecteur, mais pas L. plantarum et L. rhamnosus (Goldin et al. 1980;
Goossens et al. 2003; Spanhaak er al. 1998; Tannock et al. 2000). Les bactéries
probiotiques peuvent aussi prévenir les dommages causés par les mutagenes en les liants

a leurs membranes cellulaires (Rafter 2004).

L’ utilisation de lait fermenté par L. acidophilus, L. casei et Lactococcus lactis
biovar. diacetylactis chez des rats injectés avec la molécule carcinogéne 1,2-
Dimethylhydrazine révéla un effet protecteur (Kumar et al. 2010). Kumar et al. ont

attribué cet effet au pouvoir antioxydant de leur mélange (Singh et al. 2007).

Un troisiéme mécanisme réduisant la charge de produit toxique dans I’intestin serait
simplement une diminution de la production par le microbiote. Une consommation de L.
acidophilus et de prébiotiques permit de réduire la production d’ammoniac toxique dans

I’intestin et dans I'urine chez I’humain (Wutzke et al. 2010).

6. NF-xB

Tel que décrit dans la revue sur les probiotiques, ’activité bénéfique de la
consommation de probiotiques est étroitement liée a son effet sur I’inflammation. Que ce
soit en empéchant I'invasion de bactéries pathogénes, en réduisant les symptomes de
I’IBD, en limitant les dommages causés par les molécules toxiques ou en modulant la
réponse des cellules dendritiques, on peut discerner une tendance a modifier la réponse
inflammatoire. Une voie importante dans la signalisation de I’inflammation est le facteur
de transcription nucléaire kappa B (NF-xB). NF-xB est activé lors de stress, de
dommages oxydatifs, d’irradiations et d’infections. De plus, il est souvent déréglé et
augmente dans les cellules tumorales et les maladies inflammatoires (Bours et al. 1994;

Mukhopadhyay et al. 1995).



24

Lors de son activation, NF-xB induit la production de multiples médiateurs de
I’inflammation; IL-1, IL-6, IL-8 et TNF-a. Il agit aussi sur la prolifération cellulaire en
agissant sur des facteurs de croissance comme par exemple le vascular endothelial growth
factor C (VEGFC) et HIF-1a (Chilov ef al. 1997; van Uden et al. 2008). Son effet sur la
propagation des métastases, quant a elle, est causé par son interaction avec la matrix
métallopeptidase 9 (MMP9) et CXCR4 (Helbig et al. 2003; Yokoo & Kitamura 1996).
Tous ces signaux sont importants pour permettre la survie de I’organisme lors de stress
(Chen et al. 2003), mais 1’activation chronique de NF-kB entraine des dangers. NF-«xB est
un important facteur antiapoptotique (Huang, DeGuzman, et al. 2000) et son inhibition
est un mécanisme prometteur pour le traitement des cancers et des maladies

inflammatoires (Nishimura et a/. 2006; Yamamoto & Gaynor 2001).

NF-xB régularise la prolifération et la survie des cellules en reconnaissant la
séquence d’ADN “ATTTGCAT” présente dans plusieurs promoteurs (Staudt ez al. 1986).
Le terme NF-xB peut étre utilis¢ pour nommer la famille, la sous-famille ou
I’hétérodimere pS0/p65. Le facteur est composé de deux sous-unités appartenant a la
famille NF-xB. 1l existe 5 différentes protéines de la famille NF-kB chez les mammiferes.
Ces derniéres sont divisées en deux classes, la classe 1 et la classe 2. La classe 1 est
d’abord produite sous forme de précurseurs. Les protéines p105 et p100 sont par la suite
ubiquitinées et protéolysées sélectivement pour conserver les protéines NF-kB1 (p50) et

NF-kB2 (p52). La classe 2 est composée de RelA aussi nommée p65, RelB et ¢c-Rel.

NF-kB fait partie des facteurs de transcription a réaction rapide. Cette terminologie
indique que le facteur est déja présent dans la cellule sous forme inactive. Dans le cas de
la voie de signalisation canonique de NF—«B, le facteur est inhibé par [kB. IkB doit étre
d’abord phosphorylé par la kinase d’IxB (IKK). L’IkB est par la suite ubiquitiné et est
reconnu par le protéasome pour étre détruit (Karin & Lin 2002) . Ceci libere le signal de
localisation nucléaire présent sur les sous-unités de la classe 2 (Beg et al. 1992). Le
complexe NF-kB est donc libre de transloquer au noyau et d’induire les genes qu’il
cible (Pahl 1999) (voir Figure 3). Dans la voie non canonique, la kinase induisant NF-
kB (NIK) cause la phosphorylation du précurseur pl00 qui est par la suite réduit en p52

par le protéasome. Le p52 dimérise avec RelB pour former le complexe actif (Hoffmann
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et al. 2006). La voie non canonique ne sert pas a induire une réponse inflammatoire et
antiapoptotique comme la voie canonique, mais sert plutét a la différenciation

cellulaire (de Jong et al. 2010).

Signaux I extracellulaire
cytoplasme

OO N

protéasome

—

inhibiteur

S

NF-kB

S

ADN a

Figure 3 :Résumé du mécanisme d’activation de la voie de signalisation de NF-kB.

6.1. NF-kB de classe 1

La classe 1 est composée des sous-unités p50 et pS2. p105, le précurseur de p50, est
codé par le géne NFKBI situé sur le chromosome 3 de la souris (Ten et al. 1992) et sur la
bande 24 du chromosome 4 chez ’humain (Le Beau et al. 1992). Ce gene code une
protéine de 971 acides aminés chez la souris et 968 acides aminés chez I’humain. Le
p100 est codé par le géne NFKB? situé sur le chromosome 19C3-D2 de la souris (Paxian
et al. 1999) et sur le chromosome 10 q24 de I’humain (Liptay et al. 1992). Les protéines
de la classe 1 sont composées d’un domaine d’homologie de Rel (RHD) a ’extrémité N-
terminale (Bours et al. 1990). Ce domaine peut étre divisé en trois parties, c’est-a-dire, la

partic N-terminale (NTD), la partie responsable de la dimérisation (Dim) et la partie
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responsable de la localisation nucléaire (NLS). Le RHD est donc responsable de la
dimérisation avec les autres protéines de NF-kB, I’interaction avec I’ADN et de la
translocation au noyau. Les protéines de la classe 1 comportent un domaine a répétition
ankyrine dans Il'extrémit¢ C-terminale qui cause leur localisation dans le
cytoplasme (Blank et al. 1991; Bours et al. 1990). Les domaines a répétition ankyrine se
retrouvent dans un grand nombre de protéines et sont souvent liés & une interaction
membranaire ou une interaction protéine-protéine (Sedgwick & Smerdon 1999) (voir

Figure 4).

Le p105 peut étre constitutivement dégradé en pS50 par le protéasome 26S. Dans ce
cas, la région riche en glycine (GGG) servirait a protéger le RHD du protéasome et ainsi
créer la protéine pS0 (Lin e al. 1998; Moorthy et al. 2006). Cette protéolyse partielle
détruit les sept répétitions ankyrines présentes dans la partie C-terminale de p100 et p105.
Ces répétitions s’apparentent a celles retrouvées dans 1’IkBa. Donc, elles serviraient non
seulement a empécher la translocation des précurseurs au noyau, mais aussi a inhiber les
autres sous-unités de NF-xB (Dobrzanski et al. 1995; Liou et al. 1992). Une seconde voie
utilise le “death domain” (DD) pour faciliter la phosphorylation de deux sérines dans la
partic C-terminale par I'IKK activée (Heissmeyer et al. 2001). Ceci permettrait
I’'ubiquitination et, par la suite, la dégradation compléte par le protéasome. Lorsque le
précurseur est détruit, la sous-unité qui lui est liée est libre de servir a la

signalisation (Lin et al. 1998).

NH, RHD répétitions ankyrine COOH
p100/p52 iEa i
p105/p50 IEE HRRRNNE

Figure 4 : Structure caractéristique des protéines de la classe 1.
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6.2. NF-xB de classe 2

La classe 2 contient les protéines RelA (p65), RelB et c-Rel codées respectivement
par les geénes RelA, RelB et Rel (Wilhelmsen ef al. 1984). Les protéines de la classe 2
possédent elles aussi un domaine d’homologie de Rel (Bours ef al. 1992; Nolan et al.
1991). Une différence majeure est qu’elles ne contiennent pas de répétitions ankyrines et
n’ont pas besoin d’étre clivées pour étre actives. Elles contiennent aussi un domaine de
transactivation (TAD) a leur partie C-terminale qui n’est pas présent chez la classe 1 (voir
Figure 5). Ce domaine confére aux protéines de la classe 2 leur capacité a induire leurs
genes cibles (Bull er al. 1990; Schmitz & Bacuerle 1991). Plusieurs sites pouvant étre
phosphorylés sont présents dans le TAD et influencent alors la localisation et la capacité
de NF-xB a moduler ses genes cibles (Perkins 2006). Ces différents motifs de
phosphorylation pourraient expliquer pourquoi NF-kB n’influence pas tous les genes de
la méme facon et comment la réponse est modulée selon le stimulus (Perkins & Gilmore
2006). RelB différe puisqu’elle contient une fermeture a glissiere a leucine (“leucine
zipper”) et une modification de ce motif réduit grandement sa capacité a induire ses génes
cibles (Dobrzanski ef al. 1993). p65 est nécessaire pour la survie des souris puisque les
mutants RelA” ne parviennent pas a atteindre la fin du cycle de gestation et que c—Rel
peut remplacer RelA jusqu’a un certain point (Doi et al. 1997; Grossmann ef al. 1999).
Les cellules du foie se dirigent vers I’apoptose et les souris décédent d’hémorragie (Beg
et al. 1995). Une augmentation de TNF-a cause les dommages au foie puisque des souris
RelA™ et TNF—a survivent, mais sont trés sensibles aux infections bactériennes. Quant a

RelB, elle est nécessaire dans la différenciation des DC (Burkly et al. 1995).
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Figure 5 : Structure caractéristique des protéines de la classe 2.

6.3. Inhibition du NF-xB

L’inhibition du NF-«kB est effectuée par plusieurs protéines. La famille des IkBs
contient des protéines qui inhibent la majorité des diméres du NF-kB, mais les deux
précurseurs pl05 et pl00 sont aussi des inhibiteurs (Blank ef al. 1991). IxBa et IxBf} sont

les inhibiteurs les plus communs.

Les inhibiteurs contiennent tous des répétitions ankyrines nécessaires pour la
liaison entre I’inhibiteur et le complexe NF-«B (voir Figure 6) (Hatada et al. 1993). Cette
liaison se produit dans la région se situant entre les répétitions ankyrine 1 et 2 et une
partie du facteur de localisation nucléaire du p65 (Beg et al. 1992). Les répétitions 3 a 5
couvrant le RHD interagissent avec les deux sous-unités. La répétition 6, quant a elle,
agit sur la partic N-terminale du domaine de dimérisation du p65 seulement (Huxford ez
al. 1998; Jacobs & Harrison 1998). La répétition 6 et la partie C-terminale d’IkBa
composée d’une région PEST serait la cause principale de I’inhibition par IxkBa de la
liaison a PADN par le NF-xB (Emst et al. 1995). La région PEST est une séquence
d’acides aminés riche en proline (P), en acide glutamique (E), en sérine (S), et en
thréonine (T). Elle est associée aux protéines possédant de courtes durées de vie et
servirait a détruire constitutivement IkBa par calpaine (Pando & Verma 2000; Rogers et

al. 1986; Shumway et al. 1999).

Tous les inhibiteurs n’interagissent pas de la méme maniére avec les sous-unités

NF-«B. IxBa cache seulement le NLS de p65 et laisse le NLS de p50 libre, mais IxBp,
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Figure 6 : Structure caractéristique des inhibiteurs de la voie NF-kB.

6.4. Activation du NF-kB

Plusieurs stimuli peuvent induire la voie de signalisation de NF-kB, mais trois
différentes familles de récepteurs sont les mieux caractérisées dans I’induction de la voie
canonique (voir Figure 7). La voie canonique implique I’utilisation du complexe IKK et
plus précisément de la sous-unité kinase d’IkB B (IKKB) pour phosphoryler
IxB (Mercurio ef al. 1997). La voie non canonique, quant a elle, utilise IKKa (Senftleben
et al. 2001). Les TLR et le récepteur de I’interleukine 1 fonctionnent plus ou moins de la
méme fagon pour effectuer ce travail (voir Figure 8) et le récepteur de TNF-a utilise une

voie diftérente (voir Figure 9).
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Figure 7 : Récepteurs activant NF-xB.

6.4.1. La voie induite par la famille des TLR et IL-1R

Les membres de la famille des récepteurs de I’IL-1 et les TLR peuvent induire NF-
kB, mais ne peuvent pas agir directement sur NF-kB. Pour libérer le complexe NF-kB,
les inhibiteurs doivent étre phosphorylés et ubiquitinés, mais ces deux récepteurs ne
possédent pas d’activité de phosphorylation (DiDonato et al. 1996). La partie
cytoplasmique de ces récepteurs présente une structure appelée “Toll/IL-1R homology
domain”(TIR) (Medzhitov et al. 1997, Medzhitov et al. 1998). Lors de I’activation, TIR
recrute, grace a une interaction TIR-TIR, le “Myeloid Differentiation Primary Response
Gene (88)” (MyD88) et le “Toll-Interleukin 1 Receptor Domain Containing Adaptor
Protein” (TIRAP) aussi appelé MyD88-adapter-like (MAL) (Fitzgerald et al. 2001).

Deux “IL-1R Associated Kinase” (IRAK), IRAK1 et IRAK4 sont nécessaires pour
continuer le processus (Cao, Henzel, ef al. 1996; Li et al. 2002; Muzio et al. 1997). “TNF
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Receptor Associated Factor 6” (TRAF6) est par la suite recruté par IRAK (Qian et al.
2001). TRAF6 va alors composer le “TRAF6-Regulated IKK Activator” 1 et 2 (TRIKAI
et TRIKA2). TRIKAT1 est une enzyme de conjugaison d’ubiquitine et est composé de
deux protéines, “Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2 N” (Ubcl3) et“Ubiquitin-
Conjugating Enzyme E2 Variant 1”(UevlA) (Deng et al. 2000). TRIKA2 est formé de
“TGF-beta-Activated Kinase 1 and MAP3K7-Binding Protein 17 (TAB1), “TGF-beta-
Activated Kinase 1 and MAP3K7-Binding Protéine 2” (TAB2) et “TGF-beta Activated
Kinase 1”7 (TAK1) (Ninomiya-Tsuji et al. 1999; Shibuya et al. 1996; Wang, Deng, ef al.
2001). TRIKA1 et 2 nécessitent une ubiquitination pour étre actifs(Deng et al. 2000;
Wang, Deng, et al. 2001). Ceci laisse croire que TRAF6 serait une ubiquitine ligase (E3)
puisqu’elle contient un domaine RING N-terminal retrouvé sur un grand nombre
d’ubiquitine ligase(Cao, Xiong, et al. 1996; Lorick et al. 1999). TAKI1 phosphorylerait
IKKp (Takaesu et al. 2001).

TRAF6 peut aussi recruter le “Evolutionarily Conserved Signaling Intermediate in
Toll Pathways” (ECSIT) qui lui permet de modifier “Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 1”7 (MEKK1) (Kopp et al. 1999; Lee et al. 1997). MEKKI1 va par la suite
phosphoryler IKKa et IKK ou initier la voie AP-1 graice a MKK4 (Dérijard et al. 1995;
Lee et al. 1998; Xia et al. 1998). MEKK3, plus souvent lié a la voie de TNF-q, a aussi €té
démontré a interagir avec TRAF6, mais cette interaction n’est pas encore trés bien définie

(Huang et al. 2004).
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Figure 8 : Mécanisme d’activation de la voieNF-xB par les TLR.

6.4.2. La voie canonique induite par la famille des récepteurs du

facteur de nécrose tumorale.

La famille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNFR) agit différemment
que celle des TLR et de IL-1R. Premic¢rement, certains récepteurs de la famille TNFR
vont agir sur la voie canonique et certains, comme BAFF-R, vont agir & la fois sur les
voies canoniques et non canoniques de NF-xB (Hayden & Ghosh 2008; Mackay &
Schneider 2009). Voici, en premier, le mécanisme d’action pour la voie canonique.
Comme TLR et IL-1R, TNF-a ne posséde pas d’activité enzymatique et elle doit recruter
des adaptateurs pour agir sur NF-xB. Pour se faire, TNFR utilise le “Tumor necrosis
factor receptor type 1-associated DEATH domain protein” (TRADD) (Hsu ef al. 1995;
Jiang et al. 1999). TRADD recrute TRAF2, TRAFS et le “Receptor Interaction Protein 17
(RIP1) (Au & Yeh 2007; Hsu ef al. 1996; Takeuchi et al. 1996). Finalement RIP1 recrute
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MEKKS3 et le complexe TAK1/TAB1/2/3 (Blonska et al. 2005; Yang et al. 2001). TAK1
phosphoryle IKKa et IKKB. MEKK3 phosphoryle IKKy (Yao et al. 2007). 1l aurait
possiblement une interaction entre certains membres de la famille TNFR et TRAF6

(Darnay et al. 2007; Hostager 2007).

MILIEU
EXTRACELLULAIRE

CYTOPLASME

Figure 9 : Mécanisme d’activation de la voie NF-kB par le récepteur de TNF-o.

6.4.3. La voie non canonique induite par certains TNFR.

Comme mentionnés ci-dessus, certains récepteurs membres de la famille TNFR
peuvent induire la voie non canonique. Ceux-ci sont: BAFF-R (Tnfrsfl3c), RANK
(Tnfrsflla), CD40 (Tnfrsf5), Lymphotoxin-beta receptor (Tnfrsf3) (Anderson et al
1997, Ishida et al. 1996; Mackay & Schneider 2009; Nakano ef al. 1996). La voie non
canonique différe de la voie canonique puisqu’elle sert & la prolifération cellulaire, au
fonctionnement des cellules B et elle est reliée aux tissus lymphoides (Droebner et al.
2010; Franzoso et al. 1998; Ishikawa et al. 1997; Mackay et al. 1999). Le précurseur
pl05 est en majorité constitutivement dégradé en p50 (voir section 2.1), mais le
processus doit étre induit dans le cas du p100 (Xiao et al. 2001). Si p5S0/p65 se retrouve
dans presque tous les types cellulaires, il n'en est pas le cas pour p52, bien que son
précurseur p100 soit présent. Une autre différence majeure est que seulement IKKa est

nécessaire pour induire la voie non canonique (Dejardin et al. 2002). Le mécanisme de la
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voie non canonique est encore moins bien connu que la voie canonique, mais il semble
que lorsque le récepteur lie son ligand, TRAF3 serait séquestré, inactivé ou détruit (voir
Figure 10) (Liao et al. 2004). TRAF3 possede un site de liaison pour NIK et le site de
liaison pour TRAF3 se situe sur la partie N-terminale de NIK (Keats ef al. 2007; Liao et
al. 2004). Cette interaction permet 8 TRAF3 de lier et ubiquitiner constitutivement NIK
et causer sa dégradation dans les cellules au repos (Keats et al. 2007; Liao et al. 2004).
Lorsque le TRAF3 est inactivé, NIK s’accumule et peut activer IKKa (Xiao et al. 2001).
IKKa seule ne possede pas une forte affinité pour pl00 et NIK est nécessaire pour une

liaison adéquate (Xiao ef al. 2004).

Figure 10 : Mécanisme d’activation de la voie non canonique de NF-kB par le récepteur
BAFTF. Figure tirée et modifiée sans autorisation de Hacker & Karin, 2006.
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6.4.4. Les autres voies.

Plusieurs autres systemes peuvent induire NF-kB. Les récepteurs des cellules T et B
utilisent des “Protein Kinase C” pour agir sur la “Caspase recruitment domain-containing
protein 10” (CARD10), CARDI11, CARD14, BCL10 et la “Mucosa-associated lymphoid
tissue lymphoma translocation protein 1’ (MALT1) (Bertin et al. 2001; Wang, Guo, et al.
2001).CARD11 serait la plus importante des CARD (Pomerantz et al. 2002). CARDI11
sert d’échafaudage pour batir un complexe composé de BCL10, TRAF6, TAK1, caspase-
8, et IKKy nécessaire a I’activation de IKK (McCully & Pomerantz 2008).

Le mécanisme qui induit la voie NF-kB par le dommage a I’ADN n’est pas encore
trés bien compris, mais certaines étapes ont été définies. Une étape utilise “pS53-inducible
Death-Domain-Containing Protein” (P1IDD) pour agir sur RIP1 et IKKy (Janssens ef al.
2005). IKKy serait modifiée par “Small Ubiquitin-like Modifier” (SUMO) (Huang et al.
2003). L’ autre mécanisme utilise “Ataxia telangicctasia mutated” (ATM) pour amorcer
un mouvement de navette entre le noyau et le cytoplasme de IKKy. Un hétérotrimere
Mrel1/RADS50/NBSI recrute ATM a P’endroit du dommage et le phosphoryle (Falck et
al. 2005). Par la suite, ATM phosphoryle IKKy activant ainsi NF-xB (Huang ef al. 2003;
Wu et al. 2006).

6.5. Le complexe IKK

Au centre de la voie de signalisation NF-xB réside le complexe IKK. Il est
composé de 2 kinases ayant des effets sur les 1kBs et d’une sous-unité régulatrice. Le
nombre de chaque sous-unit€¢ comprise dans le complexe n’a pas encore été résolu
probablement di a une composition différente selon les vois nécessaires a activer (Solt et
al. 2007). La premiere sous-unité régulatrice est nommeée “Inhibitor of nuclear factor
kappa-B kinase subunit alpha” (IKKa) ou “Conserved helix-loop-helix ubiquitous
kinase” (CHUK) (Chen et al. 1996; DiDonato et al. 1997; Mock et al. 1995). La seconde
sous-unité est IKK aussi nommée IKBKB (Mercurio ef al. 1997; Woronicz et al. 1997).
La sous-unité régulatrice est nommée IKKy ou “NF-kappa-B essential modulator”
(NEMO) (Rothwarf et al. 1998; Yamaoka et al. 1998). IKKa et IKKP possédent
beaucoup de similarités (52 % de leurs peptides) et leur kinase possede une similarité

encore plus grande (65 %) (Zandi er al. 1997). Leur partie N-Terminale posse¢de le
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domaine kinase (KD) et une fermeture a glissi¢re a leucine (LZ). La partie C-terminale
possede une structure hélice-boucle-hélice (HLH) et le domaine de liaison a IKKy (NBD)
(Connelly & Marcu 1995; Kuno ef al. 1995; Rothwarf et al. 1998; Zandi et al. 1997). La
région LZ permet aux deux sous-unités de se dimériser (Zandi ef al. 1997). IKKy contient
deux domaines coil-coiled, CC1 et CC2, dans la partie N-terminale, un domaine LZ et un
domaine doigt de zinc (ZF) dans la partie C-terminale(Rothwarf ez al. 1998; Rushe et al.
2008; Yamaoka et al. 1998) . Le site d’interaction entre IKKYy et les sous-unités kinase se
trouve dans la parie N-terminale, mais CC2 et le domaine LZ pourraient permettre des
complexes plus grands en interagissant sur plusieurs protéines (voir Figure 11) (Agou et

al. 2002; May et al. 2000; Rushe et al. 2008; Tegethoff et al. 2003).

NH, COOH

L/ HLH
e N B o I
IKKy HE 10

IKKa

Figure 11 : Structure caractéristique des kinases d’IxB.
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7. Hypotheése de recherche et objectifs

Les probiotiques sont de plus en plus utilisés pour leurs bienfaits sur la santé,
mais les mécanismes d’action sont encore mal compris. Leurs effets sur un grand nombre
de maladies inflammatoires sont liés a I’effet immunomodulateur et plus précisément
leurs effets sur 1’immunosurveilance.Riedel et alont rapporté une absence de
translocation de NF-kB lors de tests utilisant différentes bifidobacteries sur des cellules
HT-29 (Riedel et al. 2006), mais Pagnini et al. ont pu observé, en utilisant des 1EC
fraichement isolées, une translocation de la sous-unité p65 de NF-kB et une diminution
de I'inhibiteur IkBa(Pagnini ef al. 2010). Deux causes peuvent expliquer ces différences.
L’une d’elle est que des lignées cellulaires immortelles ne réagissent pas exactement
comme les lignées primaires. Ceci est particulierement important dans ’intestin ou un
grand nombre d’échanges avec le milieu, le contact avec le microbiote et 1’interaction
avec le systéme immunitaire peuvent changer les voies de signalisation induites par la
présence des probiotiques. Un deuxiéme facteur est que la réponse peut étre spécifique a
la souche. Il est donc important de vérifier 1’effet de notre souche sur la voie de

signalisation inflammatoire NF-kB.

Vinderola et al. grace a leur travail sur les cellules épithéliales de I’intestin ont
¢mis ’hypothése que le probiotique L. helveticus R389 module la réponse immunitaire en
interagissant avec TLR-4 (Vinderola et al. 2005). Puisque TLR-4 influence directement
I’activité de NF-«xB et que NF-kB joue un réle déterminant dans la réponse inflammatoire
lors des carcinomes mammaires ou des infections par E. coli provoqués chez la souris, il
a été opportun de bien clarifier le lien entre I’initiation de la réponse immune au niveau
des IECs et la signalisation par NF-kB. Le but de ce projet était de vérifier si la
consommation de L. helveticus R389 modifie la translocation de NF-xB au noyau des

cellules épithéliales de I’intestin.
Pour confirmer notre hypothese nous avons fixé les objectifs suivants :

1. Etudier I’effet de la consommation de lait fermenté grice a L. helveticus
R389 sur la voie de signalisation de NF-kB dans les cellules intestinales

des souris Balb/cfemelle in vivo.
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Vérifier ex vivo la capacité¢ de L. helveticus R389 de moduler la réponse
inflammatoire des cellules épithéliales intestinales suite a une provocation

par E. coli.

Etablir le profil d'expression des génes induit par la consommation de L.

helveticus R389.
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Abstract

The use of probiotics is a promising approach in the treatment of inflammatory
disecase like Crohn's disease and ulcerative colitis. In this experiment, we verified the
translocation of NF-kB in vivo in Balb/c mice fed for 2, 5 and 7 days with milk fermented
with Lactobacillus helveticus R389. No significant changes were noted independently of
our previous work on the effect of L. helveticus R389 on 1L-6 production by IEC. To
determine how the probiotic L. helveticus R389 modulates the small intestine epithelial
cell response, cells extracted from the small intestine of mice fed for 7 days with the
fermented milk were exposed to E. coli and LPS in an ex vivo cell culture. L. helveticus
R389 successfully prevented the translocation of the p65 and p50 sub-units of NF-xB
returning them to control level. A diminution of the inflammatory signals IL-6 and CCL3
in the supernatant was also observed. These results demonstrate the implication of NF-kB
in the control of the immune response by the consumption of the probiotic L. helveticus
and could serve as a good complementary treatment to prevent abnormal inflammation in

the gastrointestinal tract.



43

Résumé

L utilisation des probiotiques est une approche pleine de promesses dans le
traitement des maladies inflammatoires comme la maladie de Crohn et la recto-colite
hémorragique. Dans cette expérience, nous avons vérifié in vivo la translocation de NF-
kB chez des souris Balb/c nourries pendant 2,5 et 7 jours avec du lait fermenté par
Lactobacillus helveticus R389. Aucun changement significatif n’a été noté contrairement
aux travaux précédents effectués sur la production d’IL-6 par les IEC ex vivo. Pour
déterminer comment le probiotique L. helveticus R389 module la réponse des IEC du
petit intestin, des cellules extraites de souris nourries pendant 7 jours avec le lait fermenté
furent exposé a la bactérie E. coli et a un contrdle positif, LPS, pendant une culture
cellulaire ex vivo. L. helveticus R389 a réussi a prévenir la translocation des sous-unités
p65 et p50 de NF-kB et les conserva au méme niveau que le contrdle. La diminution des
signaux inflammatoires IL-6 et CCL3 dans le surnageant a aussi été observée. Ces
résultats démontrent que la consommation de lait fermenté par le probiotique L.
helveticus R389 peut protéger contre I’inflammation causée par E. coli et pourrait servir
de traitement complémentaire pour prévenir I’inflammation anormale dans le tractus

gastro-intestinal.
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Introduction

Probiotics have known benefits for the host. They prevent and reduce the symptoms
of diarrhea (Cremonini et al. 2002), and lactose intolerance (He et a/. 2008). In addition,
numerous studies demonstrate that probiotics help manage the symptoms caused by
irritable bowel disease (IBD) (Moayyedi ef al. 2010; Nikfar er a/. 2008) and may also
have an impact on inflammatory disease (Hoang et al. 2010; So et al. 2008; Yu et al.
2010), including the prevention of many cancers (Linsalata et al. 2010; Ma et al. 2010;
Rachid et al. 2006). Many mechanisms on how probiotics influence health have been
described. They displace potentially pathogenic microorganisms (Wine ez al. 2009),
enhance the innate immunity, help against infection (Vinderola et al. 2007), protect
against infection by stimulating the production of secretory IgA (Leblanc et al. 2004),
compete for food with pathogens (Sonnenburg ez al. 2006), preserve gut barrier integrity
(Luyer et al. 2005) and modulate the immune response by expressing mediators and pro-

or anti-inflammatory cytokines (de Moreno de LeBlanc et al. 2006).

Many molecular and cellular pathways involved in the immunoprotection by
probiotics have been extensively studied in cellular cultures as well as in animal studies
(van Baarlen et al. 2010; Ng et al. 2009). Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells (NF-kB) is among the pathways that have been targeted in in vitro
studies, illustrating well the impact of probiotics on the prevention of inflammation
(Riedel et al. 2006). Indeed, NF-xB is an important pathway in inflammation and cancer
(Basseres & Baldwin 2006; Mantovani 2010). NF-xB is normally retained in the
cytoplasm and just needs to translocate to the nucleus to induce a response. This property
permits a fast response when cells are facing stress. The translocation of NF-kB is
induced by many signs of inflammation and infection like IL-1, Tumor Necrosis Factor-a
(TNF- «), bacterial and viral antigens through the Toll-like receptors (TLR). TLR are
primitive pattern recognition receptors that can recognize specific microbial molecules
like lipopolysaccharide (LPS) (Poltorak ez al. 1998). LPS, an important constituent of the
cell membrane of Gram-negative bacteria, induced NF-xB and 1L-6 in Intestinal

Epithelial Cells (IEC) (Meyer et al. 1994; de Plaen et al. 2000; Sen & Baltimore 1986).
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NF-kB can be composed of many different subunits from the Rel family containing
class 1 proteins NFKB1 (p50), NFKB2 (p52) and class 2 proteins RelA (p65), RelB and
c-Rel. In the canonical pathway a heterodimer of p50 and p65 is prevented from
translocating to the cytoplasm by one of the IkB family of proteins (Baeuerle &
Baltimore 1988). The IxBs work by masking the nuclear localization sequence present on
the p65 subunit (Beg er al. 1992). Once the cells are stimulated, the IKK phosphorylate
IkB. IxB is then ubiquitinated and degraded by the proteasome. Even if many
heterodimers and homodimers have been observed (Ganchi et al. 1993), many studies use
reporter genes built for the RelA/P50 heterodimer since they are expressed in a large
number of cell types (Li & Verma 2002) and are the most important inducible form
(Bacuerle & Baltimore 1989). NF-xB induced the production of multiple signals
associated with inflammation; 1L-1, IL-6, 1L-8 and TNF-a. It also influences cell
proliferation and transcription factors; vascular endothelial growth factor C (VEGFC),
HIF-1a (Chilov et al. 1997; van Uden et a/. 2008) and metastasis; MMP9 and CXCR4
(Helbig et al. 2003; Yokoo & Kitamura [996). NF-kB indirectly promotes cell
proliferation, angiogenesis, metastasis and inhibits apoptosis using all these signals, and

many others (Huang, DeGuzman, et al. 2000).

For this work, we used a lactobacillus strain whose immunomodulating capacity
had been previously studied in a murine model, Lactobacillus helveticus R389 (Matar et
al. 2001). It was demonstrated before that probiotics can modulate cytokines in vivo in a
tumoral mouse model (de Moreno de LeBlanc, Matar, Thériault, ez al. 2005) and ex vivo
in IEC (Vinderola et al. 2005). They also slow down the progress of mammary tumors
(de Moreno de LeBlanc et al. 2006; Rachid et al. 2006). 1t was postulated that this
phenomenon was initiated and regulated in part by TLR. The translocation of two NF-xB
subunits and the accumulation of two inflammatory cytokines were measured in an ex
vivo mouse intestinal epithelial cells model. We aimed to study the NF-kB response in
IEC of mice fed with L. helveticus R389 and its effect on down regulation inflammatory

of response in IEC challenged with LPS and E. coli.
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Materials and methods

Bacterial cultures

Overnight cultures (37°C; aerobic conditions) of L. helveticus R389, isolated from
Swiss cheese, were obtained in Man-Rogosa-Sharpe (MRS) broth (Difco, Becton
Dickson and Company, Sparks, MD). These inoculums were used to seed (2% v/v)
rehydrated non-fat, dried, low-heat grade milk (12% m/v) without added vitamins A and
D (Dairytown Products Ltd., Sussex, NB, Canada). The process was repeated using the
fermented milk as the inoculums to obtain the milk that was fed to the mice. Escherichia
coli MM294, a nonpathogenic human isolate, was also used in this study. The strain was
isolated, identified, and kindly provided by the Department of Biology of the University
of Moncton. Overnight cultures (37°C; aerobic conditions) of £. coli MM294 were
obtained in Lurta-Bertani broth (Difco). The E. coli was then heat-inactivated before use

(100°C for 10 min.).
Animals and feeding procedures

For this work, 6- to 8-week-old old BALB/c female mice weighing 20 to 25 g from
Charles River (Montreal, Canada) were separated into experimental groups. Each
experimental group consisted of two mice housed together in plastic cages that were kept
in a controlled atmosphere (temperature 22 + 2°C; humidity 55 + 2%) with a 12 h
light/dark cycle. All animal procedures were performed in accordance with the guidelines
of the Canadian Council on Animal Care and the Animal Care and Veterinary Service of

the University of Ottawa.

Animals were given fermented milk ad libitum for 7 consecutive days (in
replacement of water). All groups of mice simultaneously received a conventional
balanced diet ad libitum. At the end of each feeding period, animals were anesthetized
and cuthanized by cervical dislocation to obtain the different tissues for immunological

studies.
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Primary culture of mouse small intestine epithelial cells.

Preparation of primary cultures of small intestine epithelial cells was performed as
described previously (Vinderola et al. 2005). In short, at the end of each period of
feeding, animals were anesthetized and euthanized by cervical dislocation. The small
intestines were collected and kept in Hanks' balanced salt solution (HBSS) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)containing 2% glucose (Sigma-Aldrich), 100 U/ml
penicillin (Sigma-Aldrich), and 0.1 mg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich).The intestines
were flushed six times with 10 ml of the same buffer, opened longitudinally, cut into 2- to
3-mm fragments and digested in 20 ml of HBSS containing 300 U/ml collagenase
(Sigma-Aldrich) and 0.1mg/ml dispase (Gibco, Grand Island, NY, USA) at room
temperature for 40 min with a slow agitation. Digestion was stopped by the addition of 20
ml of Dulbecco's modified Eagle medium without phenol red (Gibco) supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum (ATCC, Manassas, VA, USA), 10 ng/ml
epidermal growth factor(U.S. Biological, Swampscott, Mass.), 2.50 pg/ml insulin, 0.55
pg/ml transferring 1.68 pg/ml selenium-A from a 100x ready-to-use solution (Gibco),

100 U/ml penicillin (Sigma-Aldrich), and 0.1 mg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich).

The solution was left undisturbed for 2 min to let the large fragments settle at the
bottom of the flask. The pellet was washed twice with the culture medium and finally
resuspended in the same culture medium at a concentration of 1 x 10° organoids (single
cells or IEC clusters)/ml. IEC suspensions were then transferred to 96-well cell culture
plates (200 pl/well) and challenged with 0.1 pg/ml LPS or 107cells/ml of E. coli MM294
for 8 h (37°C;5% COy).

An in  vitro toxicology assay kit, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide (MTT) based (Sigma-Aldrich), and trypan blue (0.4%)
exclusion were used to assess cell viability. Supernatants were recovered for cytokine
determination. IL-6 was determined using the corresponding mouselL-6 enzyme-linked
immunosorbent assay set (BD OptEIA; BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA,
USA). CCL3 was determined using the Mouse CCL3/MIP-1 alpha Quantikine ELISA Kit
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Cells were kept on ice and immediately

processed for western blot or snap frozen for RNA extraction.
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Western blot

Nuclear and cytoplasmic proteins were obtained using the NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) following the

manufacturer protocol. Nuclear and cytoplasmic extracts were kept at -80°C until used.

Proteins were quantified using the bicinchoninic acid colorimetric method (Pierce,
Rockford, IL, USA) according to the manufacturer’s instructions. Proteins were separated
on a 12% acrylamide gel by SDS-PAGE and then transferred to a PVDF membrane
(Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Immunodetection was done with anti-p50,
anti-p65 (Delta Biolabs, Gilroy, CA, USA) and anti-TATA binding protein (TBP)
(AbCam, Cambridge, MA, USA). Secondary antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA. Detection was done using
Amersham™ ECL Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare, UK) and

archived using BioRad Versa Doc.
Microarrays

Cells were lysed in the appropriate volume of Trizol (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA. USA). 20% (v/v) of chloroform was added and spun at 12 000g for 15
minutes. The aqueous phase was passed through an RNA Easy Column (Qiagen,
Mississauga, Ontario, Canada) and processed according to the manufacturer’s
instructions. The RNA was used to profile the DNA transcription with the GeneChip
Mouse Gene 1.0 ST Array (Affimatrix, Santa Clara, CA, USA ).

Statistical analysis

Results were expressed as the mean + standard deviation. Western blot data was
analyzed using the Kruskal-Wallis test with Dunn's posttest of SPSS software to
determine difference between groups. ELISA results were analyzed using the one-way
analysis of variance (ANOVA) of SPSS software. The differences among means were
detected by Tukey’s multiple-range test. Data was considered significantly different

when the P value was <0.05.
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Results

Cell viability

To confirm that the change in expression observed in this experiment was not cause
by cell death, the viability of the small intestine cells was quantified after the digestion by
the trypan blue exclusion method. The cell viability was between 80 and 90%. The
viability at the end of the experiments was quantified by MTT test. Viability after 8 hours
was 29% to 35% for all groups (data not shown).

L. helveticus R389 inhibits the translocation of NF-xB.

The translocation of NF-kB was verified by an immunodetection targeting the two
predominant sub-units was carried out on IEC from mice fed L. helveticus R389 and
control. Change in the translocation of p50 to the nucleus was not noticeable between
control and mice fed milk fermented with L. helveticus R389 for 7 days. The challenge
with LPS or E. coli raised the presence of the sub-unit p50 and the feeding with
fermented milk prevented this augmentation (fig 13). Similar results were seen for p65

(fig 14).

L. helveticus R389 inhibits the production of inflammatory cytokines cause by LPS
and E. coli.

To confirm the change made to NF-xB in the nucleus, the production of some
proteins regulated by NF-kB were quantified. Control cells stimulated with LPS and E.
coli significantly produced more CCL3 than the unchallenged cells. 1EC from mice fed
with L. helveticus R389 showed a modulatory effect on CCL3 production (fig.15).

The feeding of L. helveticus R389 alone did not stimulate the production of 1L-6.
The positive control LPS and the challenge with E. coli. caused an accumulation of 1L-6
in the culture supernatant. Prior feeding of mice with L. helveticus R389 exerted a

control effect and reduced IL-6 production by IEC stimulated by F. coli or LPS (fig. 16).
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Discussion

The immune system is known to be modulated by a level of physiological
inflammation (Fiocchi 2008). With a better understanding of the immune system, like the
importance of dendritic cells, the concept of self against non-self could evolve toward a
threat against non-threat system (Matzinger 2007; Vance 2000). This nuance is important
when dealing with bacteria in the intestine. The lamina propria 1s exposed to thousands of
bacteria where it keeps the system at a low level of inflammation below the level induced
by pathogens. This physiological inflammation is necessary to have a mature immune

system (Macpherson & Harris 2004).

The transcription factor NF-kB plays a central role in how the eukaryotic cells react
to many stresses. The translocation of NF-kB is induced by many signs of inflammation
and infection like IL-1, TNF-a and bacterial and viral antigens through the TLR. NF-xB
i1s not only a product of inflammation but also serves to spread the inflammation in
neighboring cells and the entire system (Chen et al. 2003). The homodimer of p50 was
believed to be an inhibitor of NF-«B since it down-regulated kappa B-specific gene
expression (Schmitz & Baeuerle 1991) by competing for the site and not initiating the
transcription once bound since it does not have the transactivation domain present in the
Rel family (Franzoso ef al. 1998). The p50 subunit does not contain a nuclear localization
signal and needs the help of BCL3 to translocate (Franzoso et al. 1998). Even if on some
kappa B-specific genes the p50 subunit is a down regulator, it has been observed to

stimulate the IL-6 production (Mukhopadhyay et al. 1995).

NF-«kB is often misregulated in inflammatory diseases and cancer making it a prime
target for treatments. Test using different bifidobacteria on a HT-29 cell line failed to
induce an activation of NF-kB (Riedel ez al. 2006) but another study using freshly
isolated IECs did see a translocation of p65 and a reduction of 1kBa (Pagnini ez al. 2010).
In a cell culture test with freshly isolated IECs, L. helveticus R389 was capable of
stimulating a moderate immune response though not as potent as LPS. The amplitude of

the response was able to confer a protective effect (Vinderola ef al. 2005).
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In this experiment, we verified the translocation of NF-xB in mice fed for 2, 5 and
7 days. No significant changes were noted independently of our previous work on the
effect of L. helveticus R389 on IL-6 production by IEC. We postulated that in the
presence of a challenge modulatory immune response is enhanced and response
adaptation occurs, distinguishing between pathogens and non-pathogens. The reason why
the immune systems can discriminate between pathogens and probiotics is still not clear
but IECs and dendritic cells could be major players (Foligne et al. 2007; O’Hara et al.
2006).

The microarray analysis did not reveal any significant change in RNA levels from
tissues isolated from the small intestine between mice fed for 7 days with fermented milk
and control mice (data not shown). This could be explained by the small changes the
probiotic caused to a healthy host. van Baarlen et al (2010) noted a large variation

between individuals in response to probiotics m a similar experiment on humans.

LPS is an important constituent of the cell membrane of Gram-negative bacteria
and induced an inflammatory response by binding TLR-4 (Takeuchi & Akira 2010). The
signals stimulated by LPS include IL-IB, IL-6, TNF-a, CXCL1, CCL20 (Heumann ez al.
1994; Sheldon & Roberts 2010). One of the pathways used by TLR-4 is NF-xB through
the adaptor protein MyD88 and TIRAP (Fitzgerald et al. 2001).

We saw in this experiment that prefeeding for 7 days prevented the translocation of
NF-xB to the nucleus in ex vivo LPS and E. coli challenge test. This protective effect is
important as it could partially explain why IBD patients see a diminution of their
symptoms. The intake of L. helveticus R389 could work through two mechanisms, one
relating mainly to the balance between pathogenic and probiotic bacteria in their gut
(O’Hara & Shanahan 2006) and the other by controlling the augmentation of NF-kB
associated with the disease (Atreya et al. 2008).

CCL3 also known as MIPIl-a is a chemotactic cytokine that recruits
polymorphonuclear neutrophils (Wolpe er al. 1988), T cells, B cells, eosinophils and
macrophages (Mithl & Dinarello 1997). It also stimulates the production of TNF-a, 1L-
1B, and IL-6 from macrophages (Fahey et al. 1992). 1L-6 is both an anti- and pro-
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inflammatory cytokine produced by macrophages, lymphocytes, fibroblasts, epithelial
cells and smooth muscle cells. The response to 1L-6 is dependent on the specific tissue
and dose (Atreya & Neurath 2008; Bruunsgaard 2005; Xing et al. 1998). An
overproduction of -IL-6 is associated with inflammation and worst prognostic in disease
(Kniipfer & Preiss 2010). They are both induced by NF-kB (Libermann & Baltimore
1990; Rezzonico et al. 2001). Prefeeding for 7 days of L. helveticus R389 prevented the
induction of these cytokines by LPS and E. coli and correlated with the NF-kB results.

Vinderola et al (2005) reported a partial inhibition of the production of IL-6 when
IECs from the small intestine were cultured with anti-mouse TLR-4 antibodies before
being exposed to L. helveticus R389. This interaction between L. helveticus R389 and the
TLR could be a competition to LPS and E. coli.

This report points out, for the first time, the particular role that L. helveticus plays
in the modulation of immune response at the intestinal level. Once facing a cellular
challenge, as it is expressed by increased inflammatory response by either LPS, or E. coli,
IEC from mice fed L. helveticus showed a decreased inflammatory response when
compared to IEC from non-treated mice. In addition to the modulation of physiological
inflammation as we have shown previously, we also demonstrate that L. helveticus and/or
its metabolites are able to prime the immune response to have a better control of
inflammatory signal pathways as shown by NF-xB control and inflammatory responses

by cytokines.

L. helveticus R389 can inhibit the inflammatory responses to E. coli MM294 and
could serve as a good complementary treatment to prevent abnormal inflammation in the

gastrointestinal tract.

This work was supported by the Atlantic Innovation Fund and the Canadian

Institutes of Health Research.
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Figure 12: Representative result of a western blot for nuclear proteins extracted from cells
from control mice or mice prefed fermented milk with Lactobacillus helveticus R389. Cells were
challenged with 0.1 pg/ml LPS or 107cells/ml of E. coli MM294,
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Figure 13: Relative concentration of the p50 sub-unit of NF-xB. * significantly different from
control (P < 0.05). The error bars indicate standard deviations.
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Figure 14: Relative concentration of the p65 sub-unit of NF-kB. * significantly different from
control (P < 0.05). The error bars indicate standard deviations.
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Figure 15 : Effect of L. helveticus prefeeding on the concentration of CCL3 in small intestine
epithelial cell culture supernatant. * significantly different from control (P < 0.05). The error bars
indicate standard deviations.
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Figure 16: Effect of L. helveticus prefeeding on the concentration of IL-6 in small intestine

epithelial cell culture supernatant. * significantly different from control (P < 0.05). The error bars
indicate standard deviations.



58

Supplément
_ —_r —_— ’
! ' i -_ —_ —_ _ T
: : ' : ' ] v : ' .
] : ' ‘I . : : II I : .
— ] N ' 1 . 1 1 ' | ] 1
) : v N ' 1 i ] f h
i ' ’ . Ll 1 : : t I
: ] : : ; : J ' : :
: : E ! ': ! : | 5 i
= 2 ' , : : . ‘ : 5 ) .
F ' ; : : ! : ! 1 : '
5 ; : : ! ! : ! ! ! E
= : ; : ; : : : : : :
N ! 1 : ; . . : I : !
8) 0 — ] " f
3
[¥e) —
: ! ; ' 7 : S ;
: ! : ! : ; : : : :
- - : —_ - ' i - - -
I I I 1 I I j I I T
1 2 3 4 5 6 7 8 g 13

Array Index

Figure 17 : Analyse qualitatif des échantillons soumis pour analyse par micropuce.

La figure 17 représente I'intensité du signal émis par les échantillons soumis a
I’analyse par micropuce. La distribution de D’intensité des différents échantillons est
comme attendue pour ce type d’expérience. L’intensité est semblable entre chaque

échantillon ce qui signifie une bonne reproduction lors des manipulations.
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Figure 18 : Segmentation des échantillons soumis a ’analyse par micropuce.

La figure 18 démontre I’homogénéité lors de 1’expression des geénes. Plus le lien
entre deux échantillons est rapproché sur la hauteur, plus leur expression est semblable.
Si une grande différence existait entre les souris contrdles (nommé ici ctrl) et les souris
nourries avec du lait fermenté avec L. Helveticus R389 (nommé ici LH), deux grappes
distinctes seraient visibles. Les résultats de notre expérience se divisent plutot en trois
groupes qui contiennent tous des échantillons provenant des deux groupes
expérimentaux. Ceci, avec les résultats présentés dans le tableau 1, indique que L.
helveticus R389 ne change pas I’expression de genes lors d’une consommation de 7 jours

chez la souris.

3933_LH5
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Géne Protéine Différence ( fold) q

I1L6 1IL-6 0.972 0.844
Nfkbib IxBp 1.039 0.846
Nfkbia IxBa 1.195 0.669
Rela po65 1.053 0.835
Ccel3 CCL3 1.123 0.825
Irak4 IRAK4 0.895 0.585
Irakl IRAK1 1.028 0.813
Bel3 BCL3 1.076 0.822
1kbkb IKK 8 1.048 0.762
Chuk IKKa 0.967 0.847
1kbkg IKKy 0.957 0.787
Nfkbl P105 1.052 0.836
Nfkb2 P100 1.128 0.774

Tableau 1 : Sélection de quelques génes analysés par micropuce.
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9. Conclusion

Dans cette recherche, nous avons démontré 1’activité immunoprotectrice du lait
fermenté par le probiotique L. helveticus R389 lors d’une provocation par E. coli MM294
et par LPS. Une diminution significative de la translocation de NF-kB au noyau a
empéché une surproduction des signaux inflammatoires IL-6 et CCL3. Il est clair que la
voie de signalisation de NF-xB constitue I'un des mécanismes cellulaires par lesquels les
probiotiques agissent sur la réponse immune régulatrice. L importance du contréle de la
voie de signalisation de NF-kB dans les processus inflammatoires est bien démontrée.
NF-«B agit au niveau de I’inflammation, la prolifération cellulaire, la survie cellulaire et

la métastase des cellules tumorales.

Lors des tests d’expression génétique en utilisant des micropuces, la variance entre
chaque souris fut plus grande que la différence induite par les probiotiques (voir Figure
18). Ceci est la méme difficulté que nous avons affrontée lors des tests sur la
translocation de NF-xB dans Pintestin in vivo. 11 était impossible d’utiliser des tests de
provocation en culture puisqu’un certain nombre de cellules décedent pendant la culture
et réduisent la qualité de ’ARN a un niveau inutilisable. Il est & noter que recréer in vivo
les conditions utilisées lors des tests par provocation avec £. coli et LPS ex vivo aurait
nécessité des niveaux de biosécurité €levés et des manipulations des animaux tres

invasives et douloureuses excédant la portée de cette these.

Cette étude a permis, pour la premiére fois, de déceler I’implication de la voie de
NF-xB dans le contréle de la réponse immunitaire lors de I’administration de L.
helveticus. Ces résultats prometteurs nous permettent d’envisager des expériences
additionnelles pour quantifier plusieurs autres protéines importantes de la voie de
signalisation NF-xB comme par exemple les [kB totaux, la phosphorilation de IkB et la
quantification de protéines induites par NF-xkB. Ces nouvelles données contribueront a
une meilleure compréhension du mécanisme d’action des probiotiques et permettront de
mieux cibler des actions thérapeutiques et préventives par l’utilisation de ce type
d’aliments fonctionnels. Notre équipe sera en mesure de cibler cette voie de signalisation
lors des études in vivo sur des modé¢les d’infections au niveau du territoire du tissu

lymphoide associ¢ aux muqueuses.
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