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Résumé

La maladie de Crohn (MC) est une affection inflammatoire chronique du tube digestif
dont I’étiologie est multifactorielle. Les lésions iléales des patients atteints de MC sont
anormalement colonisées par des souches pathogenes de Escherichia coli appartenant au
pathovar AIEC pour « Adherent-Invasive E. coli ». Ces souches sont capables d’adhérer et
d’envahir les cellules épithéliales intestinales, et ont la capacité de survivre et de se multiplier
fortement en macrophages en induisant une synthése intense de TNF-a. L’objectif de ce
travail s’inscrit dans la compréhension des mecanismes permettant aux bactéries AIEC de

coloniser la muqueuse intestinale et d’induire les stades précoces de la pathologie.

Une précédente étude menée au laboratoire avait permis de mettre en évidence
I’importance de I’activation de la voie de régulation dépendante du facteur bactérien sigma
alternatif RpoE (ou c%) dans le processus d’adhésion et d’invasion des cellules épithéliales
intestinales par la souche AIEC de référence LF82 via I’expression des pili de type 1 et des
flagelles. En continuité de ces travaux, nous montrons que I’activation de la voie de
signalisation dépendante du facteur ¢ est également primordiale pour la capacité des souches
AIEC a former des biofilms, et une analyse bioinformatique ayant pour but d’identifier les
génes régulés par o= a montré que I’opéron waaWVL, impliqué dans la biosynthése du
lipopolysaccharide, est primordial pour la formation de biofilm par les souches AIEC.

De plus, nous avons mis en évidence que les long polar fimbriae (LPF) sont impliqués
dans le ciblage de I’épithélium associé aux plaques de Peyer par les bactéries AIEC, et ceci en
leur permettant de cibler spécifiqguement les cellules M. L’inactivation du gene Nod2, géne de
susceptibilité a la MC, conduit a une augmentation du nombre de plaques de Peyer ainsi que
des cellules M a leur surface, indiquant que les bactéries AIEC pourraient tirer avantage d’une

susceptibilité génétique pour cibler les plaques de Peyer.
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Figure 1 : Etiologie multifactorielle de la maladie de Crohn (MC). L hypothése étiologique la plus
communément adoptée serait une réponse immunitaire anormale mettant en jeu le microbiote intestinal
chez un malade génétiquement prédispose.



La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de I’intestin
caractérisée par un état d’hyperactivation du systéme immunitaire intestinal et évoluant par
des poussées chroniques et des périodes de rémission. L’étiologie multifactorielle de cette
maladie est encore mal connue et, de ce fait, aucun traitement spécifique n’est disponible. La
MC touche avec prédilection I’adulte jeune et représente un probleme majeur de santé
publique de par ses conséquences invalidantes, sa nature chronique et récidivante, et sa
prévalence croissante. Les données cliniques et expérimentales ont apporté la preuve d’une
étiologie multifactorielle a composante génétique (Figure 1). Une des hypothéses
étiologiques la plus communément adoptée est que la MC serait due a une réponse
immunitaire anormale mettant en jeu le microbiote intestinal chez un malade généetiquement

prédispose.

Parmi les agents infectieux incriminés, plusieurs arguments épidémiologiques,
cliniques et expérimentaux sont en faveur d’un role possible de Escherichia coli dans
I’étiologie de la MC. Les E. coli, bacilles a Gram négatif de la famille des
Enterobacteriaceae, sont des bactéries commensales du tube digestif des mammiferes et
constituent I’espéce dominante de la flore aéro-anaérobie de I’intestin. Cependant, il existe
des souches de E. coli pathogenes qui se distinguent des souches commensales par
I’acquisition de propriétés de virulence a I’égard de I’h6te. Ces propriétés de virulence leur
permettent de s’affranchir des mécanismes de défense de I’hdte afin de s’établir dans de
nouvelles niches écologiques et d’exprimer leur pathogénicité. Selon les facteurs de virulence
acquis et leur tropisme tissulaire, ces souches de E. coli pathogénes (ou pathovars) peuvent
étre a I’origine d’infections du tractus digestif, de I’arbre respiratoire, du tractus urinaire, mais

également de méningites et de septicémies.

Des études menées au laboratoire « Evolution des bactéries pathogenes et
susceptibilité génétique de I’hdte » ont permis de montrer que la muqueuse iléale des patients
atteints de MC est anormalement colonisée par des souches de E. coli ayant la propriété
d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales intestinales en culture. Ces souches sont
également capables de survivre et de se multiplier fortement en macrophages sans induire de
mort cellulaire, et les macrophages infectés sécretent des taux élevés de TNF-a (Tumor
Necrosis Factor alpha). Ainsi, un nouveau pathovar de E. coli, associé a la MC et dénommé
AIEC pour « Adherent-Invasive E. coli » a été defini. La prévalence des AIEC au niveau des

lésions ileales s’éleve a 36,4% chez les patients atteints de MC contre seulement 6,2% chez
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les sujets controles. Suite a une colonisation de I’épithélium intestinal, les souches AIEC
pourraient, de par leur propriété d’invasion des cellules épithéliales intestinales, étre capables
de franchir la barriére intestinale et de se disséminer dans la muqueuse et dans les tissus sous-
jacents. Les souches AIEC pourraient ensuite survivre et se multiplier fortement dans les
macrophages résidents, en induisant une synthese accrue de cytokines pro-inflammatoires

conduisant a I’entretien de I’état inflammatoire.

Le travail qui m’a été proposé était d’étudier des déterminants génétiques impliqués
dans le pouvoir pathogéne des souches AIEC isolées de lésions iléales chroniques de patients
atteints de MC.

Une premiére partie introductive de ce travail décrit la physiologie générale du
systeme digestif, de la barriere intestinale, et le microbiote intestinal qui lui est associé. Une
seconde partie fait le point sur la maladie de Crohn et présente les différents arguments en
faveur d’une piste infectieuse de la MC. Une derniére partie fait le point sur les connaissances
actuelles concernant le rdle des souches de Escherichia coli dans les processus inflammatoires

intestinaux.

Dans une deuxieme partie sont exposes et commentés les travaux effectués au cours de
cette theése. lls concernent tout d’abord I’implication de la voie de signalisation dépendante du
facteur de transcription o dans la virulence des souches AIEC, et notamment dans leur
capacité a former des biofilms. L’étude de I'implication des long polar fimbriae dans le
ciblage des plaques de Peyer par les souches AIEC est par la suite décrite. Sont enfin exposés
des résultats complementaires concernant I’étude de la régulation de I’expression de ces long
polar fimbriae en conditions gastro-intestinales. Enfin, dans une derniére partie, les
principaux résultats font I’objet d’une discussion, et des perspectives a I’ensemble de ce
travail sont proposées.
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Figure 2 : Organisation générale du systeme digestif humain. Le systeme digestif est composé
séquentiellement de la bouche, I’cesophage, I’estomac, le duodénum, le jéjunum, I’iléon, le caecum, le
colon ascendant, le colon transverse, le colon descendant, le colon sigmoide, le rectum et I’anus. De
nombreuses glandes ou organes impliqués dans la digestion lui sont associés (glandes salivaires, foie,
vésicule biliaire et pancréas).



I- Le systéeme digestif

I-1- Physiologie générale du systéeme digestif

L appareil digestif comporte le tube digestif proprement dit et les organes digestifs
accessoires (Sherwood, 2006). Le tube digestif, d’une longueur moyenne de 4,5 m chez
I’homme, est constitué de la bouche, du pharynx, de I’cesophage, de I’estomac, de I’intestin
gréle (successivement duodénum, jéjunum et iléon), du gros intestin (successivement caecum
et appendice, colon ascendant, cblon transverse, colon descendant, c6lon sigmoide et rectum)
et de I’anus. Les organes digestifs accessoires sont les glandes salivaires, le pancréas, le foie
et la vésicule biliaire (Figure 2). Comme le tube digestif est ininterrompu de la bouche a
I’anus, sa lumiére est en continuité avec I’environnement extérieur.

La paroi du tube digestif comporte quatre couches qui sont, de la lumiére intestinale
vers les couches plus profondes, la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse externe et la
séreuse. La fonction majeure de I’appareil digestif est le transfert vers le milieu intérieur des

nutriments, de I’eau et des électrolytes apportés par I’alimentation.

I-2- Fonctions de I’épithélium digestif

L’épithélium digestif forme le revétement interne de I’ensemble du tube digestif et
sont au contact direct de la lumiére digestive (Cadiot et al., 2005). 1l occupe donc une position
clé a I’interface entre le milieu extérieur et le milieu intérieur. Cette position explique son
importance physiologique, puisqu’il participe, directement ou indirectement, a toutes les
fonctions du tube digestif.

Une premiére fonction de I’épithélium digestif est de former une barriere protectrice
entre le milieu extérieur, représenté par le contenu de la lumiére digestive, et le milieu
intérieur (Fenoglio-Preiser, 1997; Sternberg, 1992; Whitehead, 1997). Cette barriere est a la
fois physique, chimique et immunitaire : physique, grdce a la cohésion des cellules
épithéliales et a leurs interactions avec le tissu conjonctif sous-jacent ; chimique, grace a la
sécrétion de mucus et de substances défensives et protectrices; immunitaire, grace a la
participation des cellules épithéliales a I'immunité innée et a leurs interactions avec le

systéeme lymphoide annexé au tube digestif (Cadiot et al., 2005).
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Figure 3 : Mécanismes de defence mis en place au niveau de la barriere intestinale pour limiter les
interactions entre les bactéries de la lumiere et les cellules épithéliales intestinales. Les cellules
caliciformes sécrétent des glycoprotéines permettant la formation de la couche de mucus. Les cellules
épithéliales intestinales et les cellules de Paneth sécretent des peptides antimicrobiens permettant
I’élimination des bactéries ayant pénétré la couche de mucus. Les plasmocytes sécrétent des IgA qui,
suite a leur transcytose a travers la barriére épithéliale intestinale, permettent de limiter le nombre de
bactéries associees a la muqueuse, prévenant ainsi I’invasion bactérienne (modifiée d’aprés Hooper et
al., 2010).



L’épithélium digestif est également impliqué de maniere directe dans le processus de
digestion. Il facilite la progression du bol alimentaire, notamment par la sécrétion de mucus
qui concourt a la lubrification de la paroi digestive. Il participe a la dégradation des aliments
en sécrétant dans la lumiere digestive de nombreuses enzymes. Il joue un réle essentiel dans
I’absorption des nutriments, qu’il capte dans la lumiere digestive puis transporte, de maniere
souvent active et régulée, jusqu’au milieu intérieur. Enfin, il participe a la phase d’élimination
des déchets en controlant les flux hydro-électrolytiques entre le milieu intérieur et la lumiére

digestive.

I-3- Organisation et fonction de la barriere épithéliale intestinale

La structure et la trés grande surface de la muqueuse gastro-intestinale favorisent la
digestion et I’absorption efficaces des nutriments. En contrepartie, celle-ci constitue le
principal site de contact entre I’organisme et les nombreux organismes et subsctances
exogenes présents dans notre environnement (Cadiot et al., 2005). La muqueuse est en effet
exposée quotidiennement a une masse antigénique considérable représentée par les protéines
alimentaires et les bactéries de la flore commensale, des antigénes utiles mais susceptibles
d’induire des reactions allergiques ou inflammatoires. Elle est aussi confrontée réguliérement
a des micro-organismes pathogenes capables, soit d’altérer la muqueuse et de compromettre
sa fonction de digestion, soit de diffuser a distance et de léser les organes vitaux. Des moyens
de défenses non immunologiques, barriére épithéliale, sécrétions digestives (enzymes et
mucus), péristaltisme intestinal, et flore microbienne saprophyte limitent de fagon efficace le
contact et I’entrée des antigenes intraluminaux. Cette premiére ligne de protection est
complétée par un systeme immunitaire complexe composé d’un nombre trés important de
cellules de I’'immunité innée et adaptative qui coopérent pour assurer une fonction de défense
anti-infectieuse mais aussi la régulation de la réponse inflammatoire (Cadiot et al., 2005;
Cerf-Bensussan, 2005).

La protection efficace de I’intestin vis-a-vis des bactéries pathogenes, des virus, des
toxines et des allergénes présents naturellement dans la lumiére intestinale est assurée par
différents mécanismes, tels que la sécrétion de mucus, la synthese de peptides anti-microbiens

et d’IgA, et la cohésion cellulaire au sein de I’épithélium (Figure 3).
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I-3-1- Le mucus

Le mucus est produit de facon continue par des cellules épithéliales spécialisées : les
cellules caliciformes. Il constitue une barriére physique protégeant le tissu sous-jacent des
microorganismes, des toxines qu’ils produisent, et de toutes autres substances potentiellement
nocives présentes dans la lumiére intestinale. Le mucus, tapissant la face luminale de
I’épithélium intestinal, est un gel viscoélastiqgue composé de 95% d’eau et de 5% de mucines
sécrétees ou adhérentes. Le mucus est constitue de deux couches :

- la couche interne, située juste au-dessus de la membrane plasmique, a une épaisseur
moyenne comprise entre 50 et 60 pm, et assure la protection de I’épithélium. Elle contient et
concentre les peptides antimicrobiens et les IgA, établissant ainsi une barriére étanche aux
bacteéries et permettant leur maintien a distance de I’épithélium.

- la couche externe, constamment renouvelée, a une fonction de lubrification et

contient un nombre important de bactéries.

Dans I’intestin, I’érosion mécanique ou protéolytique de la couche de mucus luminal
est due au frottement du chyme en cours de digestion et a I’action d’enzymes. Cette érosion
doit &tre compensée par des sécrétions de mucus en provenance des cellules caliciformes de la
muqueuse afin de garantir I’intégrité de la barriére, premiere ligne de défense contre les
agressions extérieures.

Les principaux composants du mucus, responsables de ses propriétés viscoélastiques
et gélifiantes, sont les mucines. Les différentes mucines rencontrées chez les mammiféres ont
des caractéristiques communes : ce sont des glycoprotéines de tres haut poids moléculaire
(entre 250 et 30000 kDa) formées d’un squelette peptidique (I’apomucine) et de chaines
glucidiques (environ 60 a 80% du poids de la mucine) rattachées majoritairement au peptide
par des liaisons O-glycosidiques sur les résidus sérine et thréonine de I’apomucine, ou de
maniere plus rare par des liaisons N-glycosidiques sur les résidus asparagine
(Andrianifahanana et al., 2006). Ces chaines glucidiques, hérissées de part et d’autre de
I’apoprotéine, donnent aux mucines une forme d’écouvillon, présentant des régions fortement
glycosylées résistantes aux protéases. Cette forte glycosylation confére également aux

mucines leur forte densité et leur grande viscosite.
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Figure 4 : Organisation des jonctions intercellulaires au niveau de I’épithélium intestinal.
L’épithélium intestinal est constitué d’une monocouche de cellules dont la cohésion est assuree par
plusieurs types de jonctions intercellulaires, tel que les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les
desmosomes (modifiée d’aprés Turner, 2009).



I-3-2- Les peptides antimicrobiens et les IgA

Plusieurs molécules anti-microbiennes sécrétées par I’épithélium intestinal participent
a I’intégrité de la barriére intestinale. Elles regroupent les défensines, les cathélicidines et les
lectines de type C qui sont concentrées dans la couche interne de mucus, formant ainsi une
veritable barriere protectrice fortement bactéricide car la plupart de ces molécules a une action
lytique directe sur la paroi bactérienne (Bulet et al., 2004). Les peptides anti-microbiens
peuvent étre sécrétés par tous les types cellulaires de I’épithélium digestif, incluant les
entérocytes, les cellules caliciformes et les cellules de Paneth ; ces derniéres étant les cellules
spécialisées dans ce processus. La régulation de la sécrétion de ces peptides est complexe et
mal connue. Si la sécrétion des a-défensines est constitutive, celle d’autres peptides comme
Regllly est induite par des stimuli microbiens via I’activation des récepteurs extracellulaires
tels que les Toll-like receptors (TLR), ou des récepteurs intracellulaires tels que les NOD
(Nucleotide-binding Oligomerization Domain). A titre d’exemple, NOD2 a été impliqué dans
la régulation de I’expression des a-défensines par les cellules de Paneth (Wehkamp et al.,
2004).

La couche interne du mucus concentre également de nombreuses IgA qui interviennent
dans les réponses immunitaires au niveau de la muqueuse intestinale en empéchant I’adhésion
des microorganismes aux cellules épithéliales, en neutralisant certaines toxines, et en
agglutinant les bactéries et les champignons. Contrairement a la synthése des molécules anti-
microbiennes, le mécanisme mis en place au niveau de la muqueuse intestinale pour la
synthése des IgA fait intervenir le systtme immunitaire adaptatif. Ce mécanisme sera plus

amplement detaillé ultérieurement, dans le paragraphe 1-3-4-2-3.

[-3-3- Les jonctions intercellulaires et la permeabilité intestinale

L’épithélium intestinal est constitué d’une monocouche de cellules dont la cohésion
est assurée par plusieurs types de jonctions intercellulaires (Figure 4). Les jonctions serrées
se situent au p6le apical des cellules épithéliales et sont composées d’un complexe multi-
protéique incluant des proteines transmembranaires de la famille des claudines. A ce niveau,
la claudine et I’occludine (protéines transmembranaires) interagissent avec ZO1 et ZO2 (pour

Zonula Occludens) et I’actine du cytosquelette (Turner, 2009). Ces jonctions serrées jouent un

13



lléon

Lumiére Bactéries
commensales

=i g

FAE

----- Cellule
de Paneth

Peptide
antimicrobien Cellule NS>

Lymphocyte B
= entéro-endocrine
Nodule - @
mésentérique N Macrophage
Lamina propria lymphatique Lamina propria

Figure 5 : Organisation du systéme immunitaire intestinale. L’épithélium intestinal constitue une
barriere physique qui permet de séparer le microbiote intestinal de la lamina propria sous jacente. Il est
constitue d’entérocytes, de cellules caliciformes impliquées dans la production de mucus, de cellules de
Paneth spécialisées dans la production de peptides antimicrobiens et de cellules souches qui assurent le
renouvellement cellulaire. Sous cette monocouche de cellules se trouve la lamina propria, dans laquelle
des lymphocytes B, et plus particulierement des plasmocytes producteurs d’IgA, mais également des
lymphocytes T, des macrophages, et des cellules dendritiques sont retrouvées. Au niveau de I’iléon, des
plaques de Peyer, présentant un épithélium spécial avec la présence de cellules M, sont retrouvées et
permettent I’échantillonnage du contenu luminal. IEL, lymphocyte intra-épithélium. IEL, lymphocyte
intra-épithélial; LT, lymphocyte T; FAE, follicle-associated epithelium (modifiée d’aprés Abreu, 2010).



role majeur dans la perméabilité membranaire en étant un élément de contrdle des flux
paracellulaires.

Sous les jonctions serrées se trouvent les jonctions adhérentes, composées de protéines
de la famille des cadhérines : E-cadhérine, B-caténine, caténine 51 et o.-caténine 1. Outre leur
fonction dans la cohésion intercellulaire, les protéines des jonctions adhérentes sont
également impliquées dans le maintien de la polarisation, dans la différentiation cellulaire,
ainsi que dans la communication intercellulaire.

Enfin, les desmosomes sont formés d’interactions entre la desmogléine, la
desmocolline, la desmoplakine, et les filaments de kératines du cytosquelette. Ce complexe
fonctionnel permet le passage de protéines, de lipopolysaccharide (LPS) bactérien, mais ne
permet pas le passage de bactéries entiéres.

I-3-4- Le tissu lymphoide associé a I’intestin

I-3-4-1- Généralités

Le systeme immunitaire intestinal joue un réle majeur dans la tolérance de la
microflore commensale intestinale (Figure 5), (Abreu, 2010). Les macrophages de la sous-
muqueuse assurent la phagocytose et la bactéricidie de bactéries commensales reussissant a
franchir I’épithélium lorsqu’une perte de son intégrité survient (Kelsall, 2008). A I’inverse des
bactéries pathogenes qui ont acquis des moyens d’évasion ou de résistance aux cellules
phagocytaires, les bactéries commensales y sont tres sensibles.

En situation physiologique, le systéme immunitaire adaptatif permet
I’établissement et le maintien de la tolérance vis-a-vis de la flore commensale, grace
notamment aux lymphocytes T CD4" régulateurs (Treg). Parmi les Treq du tractus digestif on
distingue deux types : les T, CD4" FOXP3" de la lamina propria du c6lon et de I’intestin
gréle, et les T régulateurs 1 (Tr-1) CD4" FOXP3™ IL-10" localisés en position intra-épithéliale
et dans la lamina propria de I’intestin gréle (Barnes and Powrie, 2009; Hooper and
Macpherson, 2010). Ces Trg jouent un role majeur dans I’homéostasie intestinale, en
produisant notamment des cytokines régulatrices telles que le TGF-p (Transforming growth
factor beta) et I’IL-10. Le rble joué par ces Ty et les cytokines qu’ils sécréetent est appuye par

les modeéles animaux invalidés pour I’IL-10 ou pour le TGF-B, qui développent une
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inflammation intestinale exacerbée en réponse a la flore commensale (Kuhn et al., 1993;
Kulkarni et al., 1995). Ces observations expérimentales soulignent le role capital des Ty dans
le controle des réponses immunitaires vis-a-vis de la flore commensale. Il est important de
noter que certains produits bactériens issus de bactéries commensales, comme le
polysaccharide A de Bacteroides fragilis, sont capables d’induire ces populations de T
(Mazmanian et al., 2008).

Les cellules dendritiques intestinales ont un réle majeur dans la coordination de la
réponse immunitaire adaptative et dans I’équilibre entre les différentes populations
lymphocytaires. Plusieurs sous-populations de cellules dendritiques de la lamina propria ont
été decrites. Les cellules dendritiques CX3CR1+ ont la capacité d’émettre des protrusions
transépithéliales afin de réaliser un échantillonnage d’antigéne de la lumiere intestinale
(Rescigno et al., 2001). Les cellules dendritiques CD103+ ont quant a elles la capacité de
migrer aux ganglions mésentériques et d’induire des réponses régulatrices (Rescigno et al.,
2001). Par ailleurs, il existe des cellules dendritiques associées aux plaques de Peyer (CCR6")
qui effectuent également un échantillonnage des éléments de la flore commensale. A I’état
basal, le microenvironnement tissulaire conditionne les cellules dendritiques a induire une
réponse régulatrice, via notamment le TGF-f et I’acide rétinoique.

Les cellules dendritiques, professionnelles dans la présentation d’antigénes, sont
capables d’induire des réponses immunitaires adaptatives par présentation des antigénes aux
lymphocytes T. Méme si de telles réponses sont possibles tout le long de I’épithélium

intestinal, les plaques de Peyer sont des organes spécialisés dans ce mécanisme.

I-3-4-2- Les plaques de Peyer

Découvertes par le Suisse Johan Peyer (1653-1712), les plaques de Peyer sont des
organes lymphoides secondaires associés au tube digestif (Gut Associated Lymphoid Tissue
ou GALT), sous-systeme du MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue ou tissu lymphoide
associé aux mugqueuses). L’intestin contient de trées nombreux follicules lymphoides situés
entre la muqueuse et la sous-muqueuse, parfois agrégés pour former les plaques de Peyer au
niveau de I’iléon. Ces derniéres sont impliquées dans I’échantillonnage d’antigénes présents
dans la lumiere intestinale et leur présentation au systeme immunitaire sous-jacent (Junt et al.,
2008; Kiyono and Fukuyama, 2004).
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Figure 6 : Représentation schématique d’une plaque de Peyer. L’échantillonnage antigénique réalisé
par les cellules M permet, via les cellules présentatrices d’antigénes, la mise en place d’une réponse
immunitaire adaptative mettant en jeu les lymphocytes T et B (modifiée d’apres Junt et al., 2008).
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Figure 7 : Observation par microscopie électronique de I’épithélium associé aux plaques de Peyer.
Observation par microscopie électronique a transmission (A) et a balayage (B-C) de I’épithélium associé
aux plaques de Peyer. Le grossissement observé en C permet de bien observer la disparition des
microvillosités a la surface des cellules M.



I-3-4-2-1- Ontogenese des plaques de Peyer

Les plaques de Peyer se développent au cours de la vie feetale simultanément aux
ganglions lymphoides périphériques, a partir de la 15-16°™ semaine. La formation des
plaques de Peyer nécessite I’intervention coordonnée de nombreuses molécules : I’lL-7, la
chimiokine BLA qui exerce un effet attractif sur les lymphocytes B, et les lymphotoxines
alpha et béta. Apres la naissance, les stimulations intraluminales induisent la prolifération des
lymphocytes B et T, la formation des centres germinatifs et I’augmentation de la taille et du

nombre des plaques de Peyer.

I-3-4-2-2- Description des plaques de Peyer

Les plaques de Peyer sont constituées d’un nombre variable de follicules B (20-300)
contenant un centre germinatif ou s’activent et proliferent les lymphocytes B. Ceux-ci sont
séparés par des zones inter-folliculaires impliquées dans I’activation des lymphocytes T et
sont surmontés par le déme, riche a la fois en lymphocytes B et T et en macrophages (Figure
6). Les plaques de Peyer font directement saillie dans la lumiére intestinale, et I’épithélium
recouvrant le déme est dépourvu de villosité et favorise I’entrée des antigénes (Neutra et al.,
1996b).

L’entrée élective de nombreux antigénes intraluminaux, solubles ou particulaires, a
travers I’épithélium du déme des plaques de Peyer se fait par les cellules M (cellule
« microfold » ou « membranous) (Neutra et al., 1996b). Ces cellules, qui forment 5 a 10% des
cellules épithéliales du déme, sont intercalées entre les entérocytes. Leur différentiation se
ferait a partir des entérocytes sous I’influence des lymphocytes, en particulier des
lymphocytes B des follicules sous-jacents (Kerneis et al., 1997).

Les cellules M ont une morphologie facilement identifiable en microscopie
électronique (Figure 7). Elles sont dépourvues de membranes basale et de bordure en brosse
et forment des replis membranaires qui délimitent une poche intra-épithéliale dans laquelle
viennent se loger des lymphocytes T CD4", des lymphocytes B et des macrophages. Ces
cellules M sont capables d’endocyter de facon efficace les macromolécules et les particules
qui adhérent a leur surface apicale, de les transporter et de les transmettre en 10 a 15 minutes
au niveau de la poche. Il a été montré que I’efficacité et la vitesse de cette capture par les
cellules M était dépendante de la taille de I’antigéne (Awaad et al., 2011). Les cellules M
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Figure 8 : R6le immunitaire joué par les plagues de Peyer. Les antigénes de la lumiére intestinale
sont transportés au sein des plaques de Peyer via les cellules M. Ces antigenes sont alors présentés, via
les cellules présentatrices d’antigénes, aux lymphocytes T et B. Les lymphocytes T CD4* ainsi stimulés
vont préférentiellement induire le développement de lymphocytes B a IgA. Les lymphocytes B vont alors
migrer des plaques de Peyer aux ganglions lymphatiques. Les lymphocytes B IgA* se différencient par la
suite en plasmocytes, permettant la production d’IgA dimériques. Ces IgA dimériques sont par la suite
sécrétées dans la lumiére intestinale. DC, cellules dendritiques (modifiée d’aprés Hooper et al., 2010).



permettent donc essentiellement I’entrée des antigeénes et leur transport au contact des
nombreuses cellules de I'immunité présentes dans le déme (Cadiot et al., 2005; Cerf-
Bensussan, 2005; Neutra et al., 1996a). Il a également été montré que les cellules dendritiques
associées aux plaques de Peyer sont elles aussi capables de réaliser un échantillonnage
antigénique suite a I’émission de protrusions passant a travers les cellules M (Lelouard et al.,
2011).

I-3-4-2-3- Fonction des plaques de Peyer

Les antigénes ayant pénétré au niveau des cellules M sont captés par les cellules
présentatrices d’antigenes. Ceci est I’étape initiatrice des réponses immunitaires adaptatives
dans la muqueuse intestinale (Figure 8). L’activation des cellules présentatrices d’antigénes,
présentes en trés grand nombre au niveau du déme et de la couronne de follicules, se traduit
par une forte augmentation de I’efficacité de présentation de I’antigéne, par la perte du
récepteur CCR6 et par I’acquisition du récepteur CCR7, récepteur aux chimiokines MIP3p et
SLC leur permettant de migrer vers la zone T inter-folliculaire des plaques de Peyer pour
activer les lymphocytes T et B.

Une particularité des lymphocytes B de la muqueuse intestinale est leur différenciation
préférentielle vers la synthese d’IgA. Le role du TGFp et de I’IL-10 dans la commutation de
classe des lymphocytes B vers les lymphocytes sécréteurs d’IgA a été démontré in vitro et in
vivo (Borsutzky et al., 2004; Cazac and Roes, 2000). Ce TGFB est synthétisé par de
nombreuses cellules dans I’intestin : épithélium, macrophages et cellules dendritiques, et

certaines sous-populations de lymphocytes T.

[-3-4-2-4- Migration des lymphocytes T et des plasmocytes a

IgA dans la muqueuse intestinale

Les lymphocytes T et B IgA+ quittent les plaques de Peyer par le réseau lymphatique
sous-séreux pour gagner les ganglions mésentériques (Hooper and Macpherson, 2010). Ces
formations lymphoides, favorisent I’amplification des réponses initiées dans les plaques de

Peyer et la différentiation des lymphocytes sensibilisés. Aprés un bref séjour dans ces
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ganglions, les lymphocytes rejoignent la circulation générale par le canal thoracique. Les
études de la circulation des lymphocytes chez I’animal montrent que les lymphocytes
récemment sensibilisés dans les tissus lymphoides intestinaux retournent se domicilier
preférentiellement dans la muqueuse intestinale. Ce cycle hémolymphatique des plasmocytes
a IgA permet ainsi de redistribuer une réponse anticorps initiée au niveau du duodénum a
I’ensemble de I’intestin gréle et au cdlon ascendant, ainsi que vers les glandes salivaires et la
glande mammaire en lactation.

La présence de lymphocytes T muqueux, en particulier de lymphocytes intra-
épithéliaux, chez des souris dépourvues de plaques de Peyer indique que ces lymphocytes
répondent a un schéma d’activation différent des T conventionnels sans passer par les plaques
de Peyer et le cycle hémolymphatique (Cheroutre, 2004).

Ainsi, le systétme lymphoide associé & I’intestin est étroitement lié a I’épithélium
intestinal par de multiples interactions, tant au niveau du compartiment inductif de la réponse
immunitaire intestinal dans les plaques de Peyer, que dans le compartiment effecteur. Ce
systeme lymphoide exerce une double fonction de protection contre les pathogénes et de
régulation pour éviter I’emballement des réponses inflammatoires sous I’effet des multiples

antigénes intraluminaux.

I-3-4-2-5- Les plaques de Peyer: une porte d’entrée pour des

bactéries pathogenes

Le role des cellules M est donc de realiser un échantillonnage d’antigénes présents
dans la lumiére intestinale et de les délivrer au systeme immunitaire. Ces caractéristiques font
des cellules M une piste de choix en vue de I’élaboration de vaccins innovants administrables
par voie mucosale, mais également une cible de choix pour de nombreuses bactéries
pathogenes voulant accéder a la lamina propria (Kuolee and Chen, 2008; Neutra et al.,
1996a).

Ainsi, les données cliniques et expérimentales indiquent que, au moins lors des phases
précoces de I’infection, les cellules M de I’épithélium associé aux plaques de Peyer pourraient
transporter des bactéries pathogénes (Sansonetti and Phalipon, 1999). Par exemple,
Salmonella enterica serovar Typhimurium est capable de cibler ces cellules M (Jones et al.,
1994) via I’expression de long polar fimbriae (Baumler et al., 1996a). Yersinia utilise quant a

elle ses invasines pour se lier aux intégrines 1, exprimées au niveau de la membrane apicale
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des cellules M (Isberg et al., 1987; Isberg and Leong, 1990). De plus, il a récemment été
démontré que la glycoprotéine GP2, spécifiguement exprimée a la surface des cellules M,
permet I’adhésion d’entérobactéries commensales et pathogénes telles que Salmonella
enterica serovar Typhimurium et Escherichia coli (Hase et al., 2009). Cette étude a

montrer que c’est I’adhésine FimH, composant des pili de type 1, qui permet cette
interaction avec les cellules M et la mise en place d’une réponse immunitaire spécifique au

sein des plaques de Peyer.

[-3-4-2-6- Ciblage des plaques de Peyer et intéréts

thérapeutiques

De nombreuses études ont utilisé comme vaccin des souches bactériennes ou virales
atténuees en virulence et capables de cibler I’épithélium associé aux plaques de Peyer. Par
exemple, la souche de S. typhi Ty21a permet d’immuniser contre la fiévre typhoide (Cryz et
al., 1993).

De plus, le ciblage des cellules M (par exemple via la glycoprotéine GP2) constituerait
un mode de vectorisation innovant pour délivrer au systéme immunitaire des antigenes
hétérologues. Des recherches ont ainsi été conduites sur Shigella spp. (Suzuki et al., 2006),
Helicobacter pylori (Londono-Arcila et al., 2002), et I’infection a VIH (Virus de
I’Immunodéficience Humaine) (Crotty et al., 2001). De nombreuses recherches sont
également en cours dans le but d’utiliser des particules synthétiques, telles que des
microparticules de poly-lactide co-glycolide ou des liposomes, toujours dans le but de cibler
spéecifiqguement les cellules M.

L’ensemble de ces données montre ainsi que tout est mis en ceuvre par la barriere
épithéliale intestinale et le systeme immunitaire sous-jacent pour se prémunir d’une éventuelle
agression par une bactérie pathogene tout en maintenant une relation de tolérance entre flore

commensale et hote.

I-4- La flore microbienne intestinale

Le tube digestif héberge a I’état naturel de nombreux micro-organismes avec lesquels

il forme une symbiose. La microflore exerce de nombreuses fonctions physiologiques,
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notamment la fermentation et I’effet de barriere par lequel elle s’oppose a la colonisation de

I’intestin par des micro-organismes pathogeénes.

Dés la naissance, les microorganismes colonisent le nouveau-né et établissent une
relation mutuelle avec leur hote. L’ensemble des muqueuses en contact avec I’environnement
extérieur présente un écosysteme microbien complexe a leur surface (Figure 9) (Spor et al.,
2011). Le terme microbiote intestinal définit I’ensemble des microorganismes qui peuplent le
tractus digestif d’un individu (Savage, 1977). Ce microbiote constitue une biomasse trés
importante, comprenant notamment des centaines d’espéces bactériennes différentes. Cet
environnement microbien dense est a I’origine d’une intense activité fonctionnelle qui le rend
physiologiquement trés important pour I’Homme. On parle d’un « organe microbien » faisant
partie intégrante de I’hdte (O'Hara and Shanahan, 2006). La densité de cette flore varie le long
du tractus gastro-intestinal (Figure 10). Elle est assez faible, de I’ordre de 10 & 10° bactéries
par gramme de féces au niveau stomacal, duodénal et jéjunal puis augmente au niveau de
Iiléon avec 10 & 10° bactéries par gramme de féces. La flore microbienne est principalement
abondante au niveau colique ou la diversité et la densité de la population bactérienne sont
maximales avec plus de 400 espéces bactériennes présentes et 10™ & 10'? bactéries par
gramme de feces. La caractérisation de la composition du microbiote basée sur la réalisation
de cultures ne peut prendre en compte qu’environ 30 % au maximum des microorganismes
(Finegold et al., 1974; Holdeman et al., 1976; Moore and Holdeman, 1974). Ainsi, la prise en
compte des microorganismes non cultivables grace au séquencage des ARN ribosomiques
16S a affiné cette vision, pour la placer dans un cadre phylogénétique. Le phylum des
Firmicutes est toujours fortement représenté. Il comprend les espéces appartenant aux genres
Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Butyrivibrio (Franks et al., 1998; Jansen et al.,
1999; Rigottier-Gois et al., 2003; Seksik et al., 2003; Sghir et al., 2000). Les Bacteroidetes
sont représentés par des genres liés a Bacteroides. Ils sont toujours présents et partagent la
dominance avec les groupes indiqués ci-dessus (9 a 42 % des bactéries totales en moyenne).
Le phylum des Actinobacteria est moins systématiquement détecté comme dominant, et il
représente un petit pourcentage des bactéries totales. Il comprend les bifidobactéries (0,7 a 10
%) et les bactéries du groupe Collinsella-Atopobium (0,3 a 3,7 % en moyenne) (Harmsen et
al., 2000; Rigottier-Gois et al., 2003). Les entérobactéries sont plus rarement observées (0,4 a
1 %), comme c’est également le cas des lactobacilles et des streptocoques (2 %) (Lay et al.,
2005).
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Trés récemment, deux études ont eu pour but non pas le séquencage des ARN
ribosomique 16S bactériens, mais le séquencage de I’inteégralité du matériel génétique présent
dans le microbiote humain par une approche de métagénomique (Nelson et al., 2010; Qin et
al., 2010). Ces données ont une nouvelle fois affiné la vision du microbiote, car cette base de
données permet désormais une caractérisation fonctionnelle du microbiote intestinal. Cette
base de donnees contient 3,3 millions de génes non redondants, soit 150 fois plus que le
génome humain. Ce contenu correspond a pres de 1000 especes bactériennes, représentant

probablement la grande majorité des espéces de I’intestin humain.

La composition globale de la communauté microbienne intestinale dominante semble
constante entre les individus et dans le temps. En effet, les mémes phylums majeurs sont
présents, et la diversité des espéces dominantes apparait remarquablement stable dans le
temps pour un individu. Il est désormais bien établi que toute modification du nombre et de la
composition de la flore peut impacter fortement sur la physiologie de I’intestin. Ainsi, une
dysbiose est suspectée pour le syndrome de I’intestin irritable (Kassinen et al., 2007), la recto-
colite hémorragique (RCH) (Martinez et al., 2008; Sokol et al., 2008b), I’obésité (Kalliomaki
et al., 2008; Ley et al., 2005), le diabete de type | (Dessein et al., 2009; Wen et al., 2008), le
diabéte de type Il (Cani and Delzenne, 2009), la maladie cceliaque (Collado et al., 2009;
Nadal et al., 2007), I’allergie (Bjorksten, 2009; Kirjavainen et al., 2002), I’autisme (Finegold
et al., 2002; Parracho et al., 2005), les troubles cardiovasculaires (Crawford et al., 2009) et
dans des cas d’infections a Clostridium difficile (Hickson et al., 2007) ou au VIH (Gori et al.,
2008). De nombreuses études incriminent également un rdle majeur joué par le microbiote
intestinal dans la survenue de la maladie de Crohn (Joossens et al., ; Kang et al., 2010;
Marteau and Chaput, ; Qin et al., 2010; Seksik et al., 2005; Sokol et al., 2008a; Walker et al.,
; Willing et al., 2009). De plus, la récente analyse du microbiote intestinal par métagénomique
a confirmé qu’il existe une variation de la flore microbienne entre les patients sains et les
patients atteints de RCH d’une part, et les patients atteints de maladie de Crohn d’autre part
(Qin et al., 2010). Cependant, I’ensemble de ces observations n’indiquent pas un lien de
causalité entre le déséquilibre du microbiote observé et [I’apparition des différentes
pathologies, et il est envisageable pour certaines pathologies que la dysbiose soit en réalité

une conséquence plutét qu’une cause.
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Figure 11 : Premiere page de I’article écrit en 1932 par Crohn et collaborateurs décrivant la
maladie de Crohn (Crohn et al., 2000).



I1- La maladie de Crohn

11-1- Généralités

La maladie de Crohn (MC) fait partie, avec la rectocolite hémorragique (RCH), du
groupe des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI). En 1932, Burill B.
Crohn, médecin américain, donne son nom a la MC en décrivant 14 cas d’une affection
appelée alors « lléite Terminale ou Régionale » et localisée a la moitié terminale de I’iléon
(Figure 11, Crohn et al., 2000). B.B. Crohn et ses collaborateurs ont discerné I’originalité et
la communauté des Iésions tissulaires retrouvées chez ces 14 malades opérés. Par la suite, des
anomalies tissulaires identiques ont également pu étre observées en d’autres sites du tube
digestif.

La MC est caractérisée par un état d’hyperactivation du systéme immunitaire de
I’intestin, évoluant par poussées entrecoupées de périodes de rémission clinique de durées
variables. Bien que tous les segments du tractus gastro-intestinal, de la bouche jusqu'a I’anus,
puissent étre affectés, les siéges préférentiels des lésions de la MC sont I’iléon terminal, le
cblon et I’anus. Cette pathologie touche avec prédilection I’adulte jeune (15-30 ans) et a un
fort retentissement sur la vie personnelle et professionnelle des malades en raison de la
fréquence des poussées, des complications, et du recours parfois itératif a la chirurgie. A ce
jour, il n’existe pas de traitement médical spécifique et susceptible de guérir définitivement la
MC, mais seulement des traitements suspensifs ayant pour but de contrbler les poussées et
d’éviter les récidives. Ses conséquences invalidantes, sa nature chronique et récidivante, et
I’absence de traitement étiologique specifique font de la MC un des problémes majeurs de

I”’hépato-gastro-entérologie de nos jours.

I1-1-1- Epidémiologie : prévalence et incidence

La prévalence des MICI a fortement augmenté au cours du siécle dernier. Cependant,
la répartition des MICI dans le monde est tres inégale: la MC et la RCH sont surtout
fréquentes en Europe et en Amérique du Nord, alors qu’elles sont rares dans I’hémisphére
Sud, a I’exception des populations blanches d’Australie, de Nouvelle-Zélande et d’ Afrique du
Sud (Figure 12A). L’incidence mondiale de la MC est évaluée entre 5 et 7 pour 100 000
habitants et, selon les régions du monde, I’incidence annuelle moyenne de la MC varie de 0,7
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Figure 12 : Incidence et répartition de la maladie de Crohn (MC) dans le monde et en France. A.
L’incidence de la MC est globalement plus élevée en Amérique du Nord et en Europe. Les pays en
blanc correspondent a une absence de données (modifiée d’aprés Economou et al., 2007). B. Le risque
relatif de chaque département est comparé au risque national, défini comme 1 (Source EPIMAD).



a 14,6 pour 100 000 habitants (Binder, 2004; Farrokhyar et al., 2001). Un gradient Nord-Sud
de I’incidence de la MC est décrit aux Etats-Unis et en Europe (Shivananda et al., 1996). En
effet, I’incidence de la MC observée dans les pays situés au Nord de I’Europe (par exemple,
Grande Bretagne : 11,1 et Suéde : 8,9) est plus importante que celle enregistrée dans les pays
du Sud de I’Europe (par exemple, Grece : 0,9 et Italie : 2,3) (Economou et al., 2007). En
France, d’apres les données du registre EPIMAD, I’incidence de la MC était de 5,1 en 1988 et
de 5,9 en 1999 dans la région Nord-Pas-de-Calais, un gradient Nord-Sud étant également
observé (Figure 12B). Le nombre de patients atteints de MC s’éléverait a 1 million de cas aux
Etats-Unis et 1 million en Europe dont 120 000 cas en France.

I1-1-2- Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques de la MC sont principalement d’ordre intestinal. La MC
se manifeste par des douleurs abdominales tres fréquentes au cours de poussees evolutives
variables dans leur siége et leur intensité. La diarrhée constitue le second symptéme majeur de
la MC. Une atteinte de I’anus ou de la région périanale est fréguente, provoquant diverses
complications telles que des fistules, des fissures ou des abces. Les poussées évolutives de la
MC s’accompagnent d’une altération de I’état général des patients se traduisant par une
asthénie, une anorexie, de la fievre et une dénutrition. De plus, des manifestations
inflammatoires extra-intestinales sont également observées au niveau articulaire, cutanéo-
muqueux, oculaire, hépato-biliaire et/ou urinaire chez 30 & 40% des patients atteints de MC
(Juillerat et al., 2005; Su et al., 2002). Les patients atteints de MC, et de pathologie de type
MICI en geénéral, présentent par rapport a la population normale un risque accru de
développer un cancer colorectal, vraisemblablement lié a la chronicité de I’inflammation
intestinale (Averboukh et al., 2011; Rizzo et al., 2011; Ullman and Itzkowitz, 2011).

I1-1-3- Diagnostic clinique

Le diagnostic de la MC repose d’abord sur un faisceau d’arguments cliniques,
radiologiques, endoscopiques et histologiques. Cependant, il n’existe aucun test permettant
d’affirmer a lui seul le diagnostic de la MC. En effet, I’absence d’éléments cliniques,

biologiques, radiologiques, endoscopiques ou méme histologiques spécifiques de la MC et la
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A Maladie de Crohn Rectocolite hémorragique

Esophage !
Estomac Colon entier ':;léfuisuzgfhf Recto-sigmoide
Duodénum 18 % 28 %/0 54 %
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Lésions muqueuses
pseudopolypes granulaires
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Figure 13 : Principales différences entre la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique
(RCH). A. La MC peut toucher la totalité du tube digestif, avec une localisation préférentielle au
niveau de I’iléon terminal, alors que les lésions de la RCH se limitent au c6lon et au rectum. B.
L’endoscopie permet parfois de distinguer les Iésions dites en «emporte-piéce» indiquant une MC, des
Iésions continues et granulaires caractéristiques de la RCH (d’aprés Inflammatory Bowel Disease,
practice manual, 2004).

Figure 14 : Ulcérations aphtoides précoces a la surface des plaques de Peyer observées lors des
stades précoces de la maladie de Crohn. A. Cliché d’endoscopie permettant de visualiser une lésion
aphtoide, stade trés précoce des Iésions intestinales chez les patients atteints de MC. B. L’observation
microscopique des lésions aphtoides montre qu’elles apparaissent a la surface des plaques de Peyer
(Fujimura et al., 1996).



variabilité d’expression de la maladie rendent son diagnostic difficile. L établissement de ce
dernier nécessite d’exclure toutes les autres affections curables donnant un tableau clinique
analogue (Nikolaus and Schreiber, 2007).

Avant la description de la MC par Crohn en 1932, toute maladie inflammatoire de
I’iléon était considérée comme étant d’origine tuberculeuse. De nos jours, la localisation
intestinale de I’agent de la tuberculose est devenue exceptionnelle dans les pays occidentaux.
Certaines bactéries invasives, telles que Yersinia, Shigella, Salmonella ou Campylobacter qui
sont habituellement responsables d’infections intestinales de courte durée, peuvent parfois
entrainer des manifestations cliniques similaires. Aussi, une recherche de ces bactéries
pathogenes est réalisee lorsqu’une premiére poussee de MC est suspectee afin d’écarter la
possibilité d’une colite infectieuse liée a I’un de ces micro-organismes.

La MC et la RCH présentent des symptdmes communs et leur diagnostic différentiel
est important, puisqu’il s’agit de maladies distinctes pour lesquelles les stratégies
thérapeutiques médicales ou chirurgicales seront différentes. La RCH se caractérise par
I’inflammation continue du cdlon évoluant par poussées et rémissions successives. Elle
débute par le bas du rectum, s’étend d’un seul tenant vers le haut et peut toucher I’intégralité
du colon. En revanche, I’intestin gréle et I’anus ne sont jamais atteints (Figure 13). Dans la
majorité des cas, le diagnostic différentiel entre la MC et la RCH nécessite la combinaison des
examens endoscopiques et anatomo-pathologiques (Tableau 1) (Baumgart and Sandborn,
2007; Xavier and Podolsky, 2007). La distinction entre la MC et la RCH ne pose guére de
difficulté, notamment lorsqu’il existe des atteintes ano-périnéales typiques de la MC. En
revanche, la distinction entre RCH et MC a localisation limitée au rectum ou au c6lon peut
étre difficile et le diagnostic peut rester, dans ce cas, indéterminé pendant de nombreuses
années. Ainsi, les colites indéterminées regroupent I’ensemble des MICI ne permettant pas de
faire la distinction entre MC et RCH. Elles représentent environ 10 & 12% des colites.

Les lésions de la MC sont plurisegmentaires, discontinues, respectant des intervalles
de muqueuse saine, et touchent toute I’épaisseur de la paroi intestinale. La lésion la plus
précoce est I’ulcération aphtoide, conséquence d’une nécrose des cellules M localisées au
niveau des plaques de Peyer (Fujimura et al., 1996; Gullberg and Soderholm, 2006; Morson,
1972) (Figure 14). Suite a ces ulcérations aphtoides précoces apparaissent des ulcérations
superficielles ou profondes et étendues. Les ulcérations peuvent également atteindre la sous-
muqueuse, pouvant conduire a la formation de fistules et d’abces. Au niveau microscopique,
la 1ésion élémentaire est le granulome épithélioide et gigantocellulaire, présent dans 30 a 60 %
des cas (Sura et al., 2011). Il s’agit de nodules formés par I’agglomération d’histiocytes
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Tableau 1 : Principaux critéres endoscopiques, anatomo-pathologiques et sérologiques
distinguant rectocolite hémorragique et maladie de Crohn (d'aprés Joossens et al., 2002;
Lodes et al., 2004; Morson, 1990; Mow et al., 2004a; Quinton et al., 1998; Stange et al.,
2005; Stange et al., 2006; Targan et al., 2005).

Endoscopie RCH MC

Nature des lésions muqueuses
Erythéeme Snins +
Effacement des structures vasculaires ++ +/-
Aspect granulaire, friable als +/-
Mugqueuse boursouflée - ++
Pseudo-polypes als als
Ulcérations aphtoides - ++
Ulcérations superficielles +/- als
Ulcérations creusantes - ++
Sténoses + als

Topographie des lésions

Atteinte rectale +++ +
Atteinte continue et symétrique Snins +/-
Anomalie de la muqueuse environnante + -
Intervalles de muqueuse saine - ials
Ulcérations iléales - ++

Anatomo-pathologie

Fistules +/- +
Inflammation séreuse +/- ++
Lésions anales +/- ++
Inflammation muqueuse  transmurale
Epaisseur de la sous-muqueuse diminuée augmentée
Altération de la mucosécrétion +++ +/-
Lymphangiectasie - +++
Hyperplasie neuronale - +++
Meétaplasie des cellules de Paneth +/- Tl
Granulome épithélioide - ++
Hyperplasie lymphoide focale diffuse

Marqueurs sérologiques

pANCA 45-82 % 2-28 %
ASCA 5-15% 48-69 %
Anti-OmpC 2% 55 %
Anti-12 10 % 50 %
Anti-flagelline 6 % 50 %

- . jamais ; +/- : rare ; + : possible ; ++ : fréquent ; +++ : toujours.



Tableau 2 : Caractéristiques cliniques en fonction de la sérologie (d’apres Seow et al., 2009).

Nombre d’anticorps positifs

Phénotype 1 2 3 4 >5 P value
(n=103) (n=130) (n=77) (n=38) (n=30)
Age lors du diagnostic (année) 23,50 19,60 20,20 18,00 19,8  0,0004
MC pénétrante (%) 24,27 2538 31,17 36,84 46,67 <0,0001
Inflammation périanale (%) 21,36 2846 2468 36,84 53,33 0,0005
Inflammation iléocolique (%) 4854 56,15 4156 65,79 73,33 0,0002
Chirurgie abdominale (%) 51,64 5462 6364 5789 76,67 <0,0001
70
B MC (n=517)
60 MC colique (n=49)
B RCH (n301)
50 Sujets contréles (n=97)
40
3°
30
20
IJ 1.
D—I I l_- I I I
gASCA IgG gASCA IgA  ACCA ALCA AMCA Anti-L Anti-C PANCA

Figure 15 : Prévalence des anticorps dirigés contre des résidus glycosylés chez les patients atteints
de maladie de Crohn (MC), de rectocolite hémorragique (RCH), ou chez les patients controles.
(modifiée d’apres Seow et al., 2009). ASCA, anti-Saccharomyces cerevisiae antibody; ACCA , anti-
chitobioside; ALCA, anti-laminaribioside; AMCA, anti-mannobioside; Anti-L, anti-laminarin; Anti-C,
anti-chitin, ANCA, Deoxyribonuclease (DNase I)-sensitive perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic

autoantibody,




associés a quelques cellules géantes. Les granulomes sont le plus souvent localisés dans la

sous-muqueuse ou la sous-séreuse.

I1-1-4- Les marqueurs biologiques

La recherche de marqueurs sériques spécifiques a la MC présente un grand intérét car
ils apportent un bénéfice considérable quant au diagnostic non invasif de la MC (Tableau 2).
De plus, ces marqueurs sériques permettent une amélioration des diagnostics précoces ainsi
que le suivi de la progression de la maladie et de la réponse d’un patient a une thérapie. Une
grande variété de marqueurs sériques ou sanguins ont été étudiés dans le but de définir un
marqueur idéal pouvant permettre de suivre I’évolution de la maladie au cours du temps
(Meuwis et al., 2007). Cependant, aucun n’est spécifique ou assez sensible pour remplacer les
diagnostics cliniques. Outre les marqueurs classiques de I’inflammation (protéine C réactive
(CRP), haptoglobine, orosomucoide, TNF-o et Interleukine-6), plusieurs marqueurs
sérologiques ont été mis en évidence et permettent d’ameéliorer la fiabilité du diagnostic et la
différenciation entre la MC et la RCH (Beaven and Abreu, 2004; Bossuyt, 2006; Joossens et
al., 2002; Nakamura et al., 2003). lls peuvent étre classés en deux groupes : les anticorps

dirigés contre des résidus sucrés et les anticorps dirigés contre un épitope bactérien :

I1-1-4-1 Les anticorps dirigés contre des résidus sucrés

- les pANCA (pour Deoxyribonuclease (DNase I)-sensitive perinuclear anti-neutrophil
cytoplasmic autoantibody) sont des auto-anticorps qui reconnaissent des antigenes préesents
dans le cytoplasme des polynucléaires neutrophiles tels que la protéinase 3 et la
myélopéroxydase (Falk and Jennette, 1988; Jenne et al., 1990). Suivant les études, la
prévalence des pANCA varie entre 50 et 67% chez les patients atteints de RCH et entre 6 et
15% chez ceux atteints de MC, contre moins de 5% dans la population contréle (Figure 15)
(Bossuyt, 2006).

- les ASCA (pour Anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies) sont des anticorps de
type IgA ou IgG dirigés contre un résidu mannose retrouvé a la surface de la levure non
pathogene Saccharomyces cerevisiae (Main et al., 1988; Sendid et al., 1996). La prévalence
des ASCA est comprise entre 39 et 70% chez les patients atteints de MC, entre 5 et 15% chez
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ceux atteints de RCH, et entre 0 et 5% chez les témoins (Bossuyt, 2006). Ces anticorps sont
associes a un phénotype particulier de la MC, notamment a une maladie se déclarant t6t, a
localisation iléale, souvent compliquée par des sténoses ou des fistules (Forcione et al., 2004;
Mow et al., 2004b). En dehors de leur réle diagnostic et de classification phénotypique des
patients, les raisons de I’existence des ASCA chez les patients atteints de MC ne sont pas
clairement identifiées. Leur présence pourrait refléter soit une diminution de la tolérance
immunologique au niveau de la lumiére intestinale vis-a-vis d’antigénes spécifiques de
levures endogénes (Candida albicans) ou alimentaires (S. cerevisiae), soit une réponse
immune spécifique vis-a-vis de pathogénes non identifiés qui possederaient des épitopes
réagissant de facon croisée avec les phosphopeptidomannanes de levures reconnus par les
ASCA (Beaven and Abreu, 2004; Konrad et al., 2004; Standaert-Vitse et al., 2006).

- les autres anticorps anti-glycanes qui sont de la méme famille que les ASCA et dont
la présence est en corrélation avec une forme agressive de la MC. Plusieurs anti-glycanes sont
retrouvés chez les patients : ALCA (anti-laminaribioside), ACCA (antichitobioside), AMCA
(anti-mannobioside), anti-L (anti-laminarine) et anti-C (anti-chitine). La combinaison
ASCA/pANCA/anti-C/anti-L permet un diagnostic plus affiné de la MC (Seow et al., 2009).

11-1-4-2 Les anticorps dirigés contre un epitope bactérien

- les anticorps anti-OmpC de E. coli sont dirigés contre la protéine de membrane
externe C de E. coli. Ces anticorps sont présents chez 37-55% des patients atteints de MC et
sont régulierement associes a une maladie fistulisante et familiale (Landers et al., 2002; Mei
et al., 2006; Mow et al., 2004b).

- les anticorps anti-séquence 12. Cette séquence microbienne 12, associée a
Pseudomonas fluorescens, a été identifiée comme un homologue de la famille des facteurs de
transcription TetR. Des anticorps anti-12 sont retrouvés chez 54% des patients atteints de MC
principalement au niveau des lésions coliques, 10% de RCH, 19% des patients atteints
d’autres pathologies inflammatoires de I’intestin, et chez 4% des individus sains (Sutton et al.,
2000; Wei et al., 2002). Ces anticorps anti-12 sont associés a des maladies sténosantes,
nécessitant un recours précoce a la chirurgie (Mow et al., 2004b; Spivak et al., 2006).

- les anticorps anti-flagelline CBirl qui sont dirigés contre la sous-unité majeure de
structure des flagelles bactériens. La flagelline CBirl a été identifiée comme un antigene
déterminant, capable d’induire des colites chez des souris C3H/HeJBir. Chez I’homme, des
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taux importants d’IgG anti-CBirl ont été retrouvés chez environ 50% des patients atteints de
MC (Lodes et al., 2004). L’expression de ces anticorps semble étre indépendante des autres
marqueurs déja décrits, et correspond a un sous groupe de patients particulier (Papadakis et
al., 2007; Targan et al., 2005).

I1-1-5- Stratégies thérapeutiques

Aucun traitement n’est actuellement en mesure de guerir définitivement la MC. Les
traitements de la MC utilisés actuellement ont pour objectif le contréle rapide des poussées et
la prévention des récidives grace aux anti-inflammatoires non stéroidiens tels que les dérivés
salicylés (salazosulfasalazine (Salazopyrine®), olsalazine (Dipentum®) et mésalazine
(Pentasa®, Rowasa®)), aux corticoides (Cortancyl®, Solupred®) et aux immunosuppresseurs
(azathioprine (Imurel®), méthotrexate). Ces thérapies sont caractérisées par un délai d’action,
des taux de réponses incomplets et un risque substantiel d’effets secondaires.

L’acte chirurgical (résection de tout ou partie de I’intestin ulcéré) est nécessaire en cas
d’évolution défavorable de la maladie ou de survenue de complications (sténoses, fistules).
Quarante-cinq % des patients subissent une opération chirurgicale dans les deux années
suivant le diagnostic de la MC, et les resections chirurgicales sont inévitables dans 90% des
cas. Il est a noter que I’exérese des segments atteints ne met pas a I’abri des récidives.

L’utilisation de thérapies plus ciblées basées sur des anticorps monoclonaux anti-TNF-
a, tels que I’Infliximab (Rémicade®), I’Adalimumab (Humira®), et le certolizumab pegol
(Cymzia®), s’avere une stratégie d’immunomodulation efficace chez les patients ayant une
atteinte tres sévere de MC et ne répondant pas aux traitements cliniques conventionnels
(Keating and Perry, 2002; Sandborn and Hanauer, 2002; Sandborn et al., 2007). Le TNF-a. est
une cytokine pro-inflammatoire qui exerce un role majeur dans le processus inflammatoire en
général et au cours de la MC en particulier (pour revue, (Gross et al., 1991). En effet, les
quantités importantes de cette cytokine retrouvees au niveau de la muqueuse intestinale et des
selles de patients atteints de MC sont associées a la présence de granulomes, et ont un role
central dans la stimulation et I’expansion clonale des lymphocytes T (Breese et al., 1994;
Nicholls et al., 1993). L’utilisation de cet anticorps s’est révélée efficace, permettant un
controle des poussées et un maintien des rémissions de MC (D'Haens et al., 1999; Present,
1999; Rutgeerts and Baert, 1999; Rutgeerts et al., 1999; Sandborn et al., 2002). De plus, ils

peuvent étre utilisés en combinaison avec les immunosuppresseurs tels que I’azathioprine
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Tableau 3

. Stratégies et cibles pour le traitement des maladies inflammatoires

chroniques de I’intestin. Les cibles sont indiquées en italique (d’aprés Kucharzik et al.,

2006).

Effets sur I’organisme

Stratégies ou cibles

Anti-inflammatoires et immunosuppresseurs

Immunomaodulation, inhibition des voies de signalisation

Elimination du processus de présentation de I’antigéne

Inhibition de I’activation des lymphocytes T CD4+ et de
la reconnaissance de I’antigene

Induction de I’apoptose

Geénération de lymphocytes T régulateurs et activation de

lymphocytes T effecteurs

Inhibition du recrutement, de la migration

Inhibition de I’activation du GALT

Réparation et reconstitution de la fonction de barriere

aminosalicylés
corticostéroides

azathioprine,

anti-TNF-a, anti-1IFN-y, IL-10
MAP Kinase/JNK, NF-«B/IKKg, T-
bet, c-maf, EN-RAGE/RAGE
alpha-MSH/MCI1R, lipoxines

antibiotiques

probiotiques (E. coli Nissle, VSL)
helminthes

anti-TLR/TLR

TLRY/IFN de type |

AZA/6MP, CyA, tacrolimus
MTX, anti-CD3, CEACAM1

thalidomide
anti-TNF/TNF murin
11-6/sIL-6, Flip, Rac-1

anti-1L-12, anti-TNF
IL-10

ICAM-1, Intégrine 4,
Intégrine a4b7, CCR9

LTS/récepteur LTS, CCR6

GM-CSF, KGF-2, EGF

facteur trefoil bactérien
hormone humaine de croissance
défensines, cathélicidines

JAM, CAR, IL-13




pour une meilleure réponse thérapeutique (Colombel et al., 2010). Toutefois, ce traitement
présente des limites puisque les patients traités avec I’Infliximab produisent parfois des
anticorps anti-Infliximab, diminuant la durée de réponse au traitement (Baert et al., 2003). De
plus, I'utilisation de I’Infliximab chez les patients atteints de MC est associée a une
augmentation du risque d’infections, notamment au niveau des voies respiratoires et urinaires,
ainsi qu’a une augmentation du risque de réactivation de tuberculose latente (Hommes et al.,
2006).

Des anticorps monoclonaux dirigés contre des protéines de la famille des intégrines,
en particulier I’intégrine a4, donnent également des résultats prometteurs (Natalizumab,
Cottone et al., 2010). lls agiraient en empéchant la transmigration des cellules immunitaires
circulantes a travers I’endothélium vasculaire.

L’ensemble des travaux des dix derniéres années sur la MC et la RCH laisse supposer
que la pathogenése des MICI repose sur la combinaison d’une susceptibilité génétique, d’une
réponse immunitaire anormale, d’un dysfonctionnement de la barriere intestinale et de
I’implication de la flore microbienne intestinale. Ces données ont donc stimulé la recherche et
le développement de stratégies thérapeutiques nouvelles, alternatives a la chirurgie et a la
corticothérapie, telles que I’utilisation d’antibiotiques, de probiotiques ou d’agents modulant
la réponse inflammatoire (Tableau 3, Kucharzik et al., 2006).

La thérapie probiotique est une autre approche thérapeutique alternative dans la
prévention de rechute chez les patients atteints de MC. Plusieurs microorganismes tels que E.
coli Nissle 1917, Lactobacillus GG et Saccharomyces boulardii ont été testés. Cependant, a
I’heure actuelle, aucune étude n’a permis de mettre en évidence que ces préparations
probiotiques apportent des résultats satisfaisants, et I’utilisation de probiotiques dans le
traitement de la MC reste discutée (pour revue, Prantera and Scribano, 2009).

Une thérapie antibiotique peut permettre de diminuer le nombre de bactéries associees
a la muqueuse, voire de supprimer les bactéries qui sont responsables des lésions
histologiques primaires et de réduire le taux de translocation bactérienne. Des antibiotiques a
large spectre sont fréquemment utilisés avec succes dans le traitement de la MC (Khan et al.,
2011). Parmi les antibiotiques utilisés, le métronidazole a été tres étudié. Cet antibiotique est
actif contre les bactéries anaérobies strictes et a été testé en monothérapie, surtout pour les
MC coliques et iléocoliques (Ambrose et al., 1985; Blichfeldt et al., 1978; Colombel et al.,
2001; Ursing et al., 1982). Cependant, ce traitement présente de nombreux effets secondaires
pouvant limiter son utilisation. La ciprofloxacine est également un des traitements potentiels

de MC actives, et est aussi efficace en combinaison avec des traitements standards chez les
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Figure 16 : Etiologie multifactorielle de la maladie de Crohn. La MC résulte de la combinaison de
différents composants : facteurs génétiques, environnementaux (tabac, stress, alimentation) et infectieux
(micro-organismes commensaux ou pathogénes). L implication d’autres facteurs encore non identifiés
(?) n’est pas a exclure. L’ensemble de ces facteurs agirait sur I’age de la survenue de la MC, sa sévérité,
la réponse aux traitements et les récidives de la maladie.



patients présentant une certaine résistance (Arnold et al., 2002; Colombel et al., 1999). La
combinaison de ciprofloxacine avec la métronidazole peut étre un traitement alternatif aux
stéroides dans les phases aigués de MC (Prantera et al., 1996; Steinhart et al., 2002). Cette
combinaison est aussi utilisee pour le traitement des manifestations périanales de la MC
(Schwartz et al., 2001). Il faut noter que la ciprofloxacine est un antibiotique a tropisme
intracellulaire et permet donc de cibler les bactéries invasives (Subramanian et al., 2008).

Des études cliniques ayant pour objectif d’étudier I’impact éventuel de la rifaximine
ont montré que cet antibiotique induisait des rémissions cliniques chez 52% des patients
atteints de maladie de Crohn, contre seulement 33% chez le groupe placebo (Prantera et al.,
2006).

I1-2- Facteurs étiologiques de la maladie de Crohn

L’étiologie précise de la MC, encore mal connue a ce jour, est multifactorielle. Les
études cliniques et épidémiologiques mettent en évidence I’implication de facteurs
environnementaux, de facteurs génétiques et de facteurs infectieux entrainant une
hyperactivation du systeme immunitaire intestinal. Les interactions entre ces multiples
facteurs restent encore mal connues, mais elles aboutissent a une réponse inflammatoire non

contr6lée a I’origine de la survenue, du maintien et/ou de I’aggravation de la MC (Figure 16).

I1-2-1- Facteurs environnementaux

Les arguments en faveur de I’intervention de facteurs environnementaux dans le
développement de la MC sont bases sur plusieurs observations telles que : (i) la trés forte
augmentation de I’incidence de cette maladie dans les pays industrialisés depuis 50 ans et
dans les pays en voie de développement (Lerebours et al., 2003); (ii) la répartition hétérogéne
de la MC dans le monde et les taux d’incidence géographique se déclinant selon un gradient
Nord-Sud (Declercq et al., 2010); (iii) les différences d’incidence constatées dans certaines
populations migrantes, avec par exemple I’augmentation du nombre de MICI pour les
populations asiatiques migrant en Europe et inversement la diminution du risque de MICI
chez les populations européennes migrant en Asie (Yang et al., 2001); (iv) I’absence de
concordance parfaite de MC chez les jumeaux monozygotiques. Selon les études, le
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pourcentage de jumeaux monozygotes ou les 2 individus sont atteints oscille de 20 a 50%
contre seulement 4 a 7 % pour des jumeaux dizygotes (Halfvarson et al., 2003; Orholm et al.,

2000; Thompson et al., 1996), indiquant que le déterminisme n’est pas que génétique.

Depuis 1984, de nombreuses études ont observé une association entre tabagisme actif
et MC, avec une aggravation de I’évolution de la maladie surtout chez les femmes
(Birrenbach and Bocker, 2004; Cosnes, 2004). Le risque de poussée de MC est augmenté de
50% chez les fumeurs, qui développent davantage de complications perforantes sévéres de
type abces ou fistules (Cottone et al., 1994). Les mécanismes des effets du tabagisme restent
obscurs, mais le tabac affecte a la fois I’'immunité des muqueuses et I’immunité systémique,
altérant les fonctions de I’immunité innée et adaptative. Par exemple, des macrophages isolés
de fumeurs présentent une activité bactéricide réduite lors d’infection a Listeria
monocytogenes (King et al., 1988). De plus, le tabac augmente la perméabilité intestinale
ainsi que la production de mucus au niveau du colon (Cosnes, 2004).

D’autres facteurs environnementaux sont également évoqués dans la survenue de la
MC, sans qu’il soit possible d’établir de réels liens de cause a effet. Tout d’abord, des études
épidémiologiques ont suggéré que les fruits et les Iégumes joueraient un rdle protecteur alors
que la consommation d’aliments de type « fast-food » ou de sucres raffinés serait un facteur
de risque de MC (Matsui et al., 1990; Persson et al., 1992; Reif et al., 1997; Russel et al.,
1998; Seibold, 2005; Suzuki et al., 2008). Par ailleurs, les émulsifiants de plus en plus
présents dans nos aliments, ainsi que les traces de détergents (liquide vaisselle) présents sur
nos couverts pourraient contribuer a réduire 1’épaisseur de la couche de mucus intestinal, et
favoriser de ce fait la colonisation de la muqueuse intestinale par des bactéries pouvant
induire une inflammation chronique (Swidsinski et al., 2009). Enfin, I’aluminium, que I’on
trouve fréquemment au contact des aliments et sous forme de microparticules dans
I’environnement, est une autre hypothése attractive (Lerner, 2007). Il pourrait induire une
réponse inflammatoire anormale lors de son adsorption sur des nutriments ou des bactéries de

la lumiére intestinale.
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Figure 17 : Différentiation des lymphocytes T CD4* et profil d’expression de cytokines. A. Au
niveau intestinal, les lymphocytes T CD4* naifs sont situés au niveau des ganglions lymphatiques
mésentériques. Les cellules dendritiques associées a I’épithélium intestinal, en particulier au niveau
des cellules M des plaques de Peyer et des follicules lymphoides, ont une forte activité d’endocytose et
vont permettre la production et la présentation d’antigenes échantillonnés a partir du contenu luminal
(bacteéries par exemple). Elles migrent ensuite au niveau des ganglions lymphatiques mésentériques et
participent a la différenciation des T CD4* naifs. Ces derniers migrent alors dans la lamina propria. B.
Les lymphocytes T CD4* finissent de se différencier en fonction de I’environnement cytokinique.
Chaque sous-population (Thl, Th2, Thl7, Trl et Treg) sécréte un profil de cytokines caractéristique.
(GATA3, GATA-binding protein 3; MAF, macrophage-activating factor; RORyt, retinoic acid
receptor-related orphan receptor-yt; TGFp, transforming growth factor-f) (modifiée d’aprés Cho, 2008
et Hooper et al., 2010).



11-2-2- Facteurs immunitaires

La MC est caractérisée par un état d’hyperactivation du systeme immunitaire qui
pourrait étre la conséquence d’une dérégulation de la réponse immunitaire au niveau de la
muqueuse intestinale de I’hote.

En réponse a une stimulation bactérienne, I’activation de I’immunité innée fait
intervenir différents récepteurs activés par des bactéries ou des produits bactériens. Il s’agit
des récepteurs cytoplasmiques NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain) et des
récepteurs membranaires TLR (Toll-Like Receptor). Les caractéristiques et I’implication de
ces deux types de recepteurs dans le développement de la MC seront développées
ultérieurement dans les chapitres 11-2-3-1 et 11-2-3-5.

L’inflammation intestinale se traduit par un recrutement et une activation des
lymphocytes et des macrophages, mais également par une infiltration de cellules
polynucléaires neutrophiles, d’éosinophiles, de monocytes et de mastocytes. La libération
consécutive de cytokines solubles et d’autres médiateurs de I’inflammation conduit a
I’amplification de la réponse immunitaire locale, responsable des lésions tissulaires. Les
cytokines proinflammatoires telles que I’IL-1, I’IL-6, I’IL-8 et le TNF-a sont libérées en
grande quantité dans la muqueuse intestinale des patients atteints de MC (Desreumaux et al.,
1997; Niessner and Volk, 1995). Cette production accrue de cytokines proinflammatoires est
une conséquence directe de I’activation du facteur de transcription NF-xB (Nucear Factor-
kappa B) chez les patients atteints de MC (Ellis et al., 1998; Schreiber et al., 1998).

Les cytokines inflammatoires joueraient un réle clé dans I’induction et la chronicité de
I’inflammation intestinale chez les patients atteints de MC. En effet, selon I’environnement
cytokinique dans lequel se trouvent les lymphocytes T naifs lors de leur activation, une méme
cellule précurseur peut se polariser vers le phénotype Thl, Th17 ou Th2 (Figure 17A).

L’IL-12 est la cytokine essentielle dans le développement de la réponse Thi,
principalement produite par les macrophages et les cellules dendritiques aprés stimulation par
divers adjuvants ou par des antigénes bactériens tels que le LPS (Figure 17B) (Hsieh et al.,
1993). La signalisation du récepteur a I’IL-12 active la voie STAT-3 et STAT-4 (Signal
Transducers and Activators of Transcription) (Jacobson et al., 1995) aboutissant a
I’expression du facteur de transcription T-bet caractéristique des lymphocytes Thl et a la

production d’IFN-y.
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L’IL-6, le TGF-p et I’IL-23 sont indispensables a la différenciation et au maintien du
phénotype Th17 (Colgan and Rothman, 2006; lvanov et al., 2006; Ilwakura and Ishigame,
2006). Les lymphocytes Th17 produisent des cytokines pro-inflammatoires 11-17A, 1L-17F,
IL-6 et TNF-a (Colgan and Rothman, 2006). 1l a été montré que le récepteur nucléaire ROR-
yT est le facteur de transcription qui orchestre la différenciation vers le lignage Th17 (Colgan
and Rothman, 2006; Ivanov et al., 2006). Chez les patients atteints de MC, I’importance d’une
réponse de type Th17 dans le développement de la maladie a été décrite (Strober and Fuss,
2011). 1l a notamment été observé des taux anormalement élevés d’IL-17 au niveau de la
muqueuse intestinale ainsi que dans le sérum des patients atteints de MC (Fujino et al., 2003;
Kobayashi et al., 2008; Nielsen et al., 2003).

En raison du role averé des cytokines TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-23 durant la
phase chronique de la pathologie, la MC est considérée comme une pathologie de type
Th1/Th17. Cependant, il a été montré que les lésions précoces de la maladie sont associees a
une augmentation de la production d’IL-4 (Desreumaux et al., 1997), cytokine entrainant
I’activation du facteur de transcription GATA-3 (Ouyang et al., 2000) et indispensable a

I’engagement dans la voie de différenciation Th2 (Seder, 1994).

I1-2-3- Facteurs génétiques

L’hypothése d’une prédisposition génétique a la MC repose sur plusieurs arguments
(pour revue, Cho and Brant, 2011). Tout d’abord, des différences d’incidence de la MC sont
observées entre certains groupes ethniques. (Kurata et al., 1992; Roth et al., 1989a; Roth et
al., 1989b). Par ailleurs, les études épidémiologiques indiquent que le risque de développer
une MC lorsqu’un parent du premier degré est atteint est 10 a 21 fois plus élevé que dans la
population générale, et la fréquence de formes familiales de MC peut atteindre 40% (Binder
and Orholm, 1996; Colombel and Hugot, 1996; Monsen et al., 1991; Orholm et al., 1991),
pour revue (Halme et al., 2006). Toutefois, ces agrégations ethniques ou familiales peuvent
aussi étre en rapport avec un facteur de prédisposition environnemental partagé par tous les
membres d’une méme communauté. Il est impossible de trancher formellement entre
I’hypothese d’un facteur environnemental ou I’hypothese d’un facteur génétique (qui ne
s’exclue d’ailleurs nullement) sans analyse faisant appel a I’épidémiologie génétique. Ainsi, le

principal argument en faveur d’une prédisposition génétique est apporté par les études chez
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2010).



les jumeaux montrant que la concordance de la MC est d’environ 40 % chez les jumeaux
monozygotiques alors qu’elle est pratiguement nulle chez les jumeaux dizygotiques
(Halfvarson et al., 2003; Orholm et al., 2000; Tysk et al., 1988), pour revue (Halme et al.,
2006).

La génétique inverse utilisant des marqueurs génétiques de polymorphisme dont la
localisation est connue sur le génome, et puis plus récemment les études d’association a
I’échelle du génome (GWA, Genome-Wide Association), ont permis I’exploration de la
composante génétique des maladies multifactorielles, en particulier la MC, avec
I’identification de plus de 70 loci indépendants (Barrett et al., 2008; Cho and Brant, 2011;
Hampe et al., 2007; Lees et al., 2010; Parkes et al., 2007; Rioux et al., 2007; Wellcome,
2007) (Figure 18).

Ces études ont mettent en évidence des polymorphismes (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism) associés a un risque accru de MC qui peuvent étre situés dans un géne bien
défini ou dans une région inter-génique. Une partie de ces SNP se trouvent dans des
séquences codantes de gene et peuvent conduire a I’expression d’une protéine variante (SNP
non synonyme), certains autres sont des SNP silencieux ne modifiant pas la séquence de la
protéine exprimée (SNP synonyme), d’autres encore peuvent se situer dans les séquences non
codantes des génes (intron, région 3’ et 5’ non traduites des ARN messagers). Les génes de
susceptibilité identifiés ont permis de mettre en lumiére des processus cellulaires qui semblent
jouer un réle clé dans I’étiologie de la MC : I’immunité innée avec la prise en charge de
micro-organismes (autophagie, récepteur NOD et TLR, stress du réticulum endoplasmique
(RE) et I'immunité adaptative avec I’établissement de la réponse lymphocytaire T (Voie
Th17). Les genes les plus étudiés a ce jour sont ceux codant les protéines NOD2, TLR,
ATG16L1, IRGM, et I'IL-23R. Dans le chapitre suivant seront détaillées les susceptibilités
génétiques ayant un rapport avec la tolérance et la prise en charge des bactéries

extracellulaires ou intracellulaires.

11-2-3-1- NOD2/CARD15

En 2001, deux études ont permis d’établir le premier lien entre la MC et la présence de
polymorphismes au niveau du géne NOD2/CARD15 (Nucleotide-binding Oligomerization
Domain 2/Caspase-Activating Recruitment Domain 15) (Hugot et al., 2001; Ogura et al.,
2001). NOD2 code pour un récepteur cytoplasmique de I'immunité innée exprimé
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Figure 19 : Structure du récepteur intra-cytoplasmique NOD2/CARD15. Le récepteur cytoplasmique
NOD2/CARD15 contient deux domaines de recrutement et d’activation des caspases situés en N-terminal
(CARD, Caspase Activating Recruitment Domain), liés a un domaine de liaison aux nucléotides (NBD,
Nucleotide-Binding Domain) et un domaine C-terminal composé de motifs repétés riches en leucines (LRR,
Leucin-Rich Repeats). Les losanges noirs indiquent la localisation des 3 principales polymorphismes de la
protéine associés a la MC. Les losanges blancs indiquent d’autres polymorphismes associes a la MC, mais
moins fréquemment retrouveés (d’apres Borzutzky et al., 2010).
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Figure 20 : Fonction de NOD2/CARD15 dans I'activation de la voie NF-kB. Le MDP, composé
bioactif du peptidoglycane bactérien, interagit directement avec le domaine LRR de NOD2/CARD15.
Cette liaison résulte en I’oligomerisation de NOD2/CARD15 et le recrutement de la kinase RICK/RIP2
via une interaction homotypique CARD-CARD. RIP2/RICK active ensuite le complexe IKK,
conduisant a la phosphorylation de 1xB. 1kB est alors ubiquitiné puis dégradé par le protéasome,
libérant ainsi le facteur de transcription NF-xB qui pourra étre transloqué dans le noyau. Ceci va
conduire a I’activation de la transcription de genes codant notamment des cytokines pro-inflammatoires
par les macrophages et de genes codant des cryptidines et des a-défensines par les cellules de Paneth.



essentiellement dans les cellules de Paneth et les cellules immunitaires telles que les
macrophages. Son expression dans les cellules épithéliales intestinales normales est quasi-
nulle mais elle peut étre induite suite a une stimulation par des composants bactériens, comme
montré in vitro (Begue et al., 2006). Chez les patients atteints de MC, de nombreux
polymorphismes dans le géne NOD2 ont été mis en évidence dont trois principaux qui
représentent plus de 80% des variants rencontrés dans la population caucasienne associée a la
MC, et qui conduisent a la production de protéines NOD2 variantes (R702W, G908R et
L1007fsinsC) (Begue et al., 2006; Borzutzky et al., 2010; Hugot et al., 2001; Ogura et al.,
2001) (Figure 19). Il a été estimé que le risque de développer une MC est 1,5 a 3 fois
supérieur chez les sujets hétérozygotes, et environ 40 fois supérieur chez les sujets
homozygotes pour un allele a risque ou hétérozygotes composites (deux alléles a risque
différents) par rapport a des sujets n’ayant pas ces polymorphismes, ce qui représente le
facteur de risque le plus important de MC connu a ce jour. Ces polymorphismes sont
généralement associés a un développement de MC plus précoce, a localisation iléale et
d’évolution plutot sténosante (Barrett et al., 2008; Bouma and Strober, 2003).

Le récepteur NOD2 est constitué en N-terminal de deux domaines CARD (Figure 20),
d’un domaine central NBD (Nucleotide-binding domain) et d’un domaine C-terminal
composé de motifs répétés riches en leucine (Leucine-reach repeat, LRR). Ce domaine LRR
est impliqué dans la reconnaissance du muramyl di-peptide (MDP) bactérien (Girardin et al.,
2003b). La fixation de ce ligand induit un changement de conformation du récepteur, lui
permettant de recruter la kinase RIP2, conduisant a I’activation des voies de signalisation NF-
kB et des MAP-kinases régulant la transcription de genes cibles qui codent entre autre de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires et des peptides antimicrobiens (Girardin et al.,
2003a; Philpott and Viala, 2004).

Les trois principaux polymorphismes du gene NOD2 associé a la MC sont situés au
niveau du domaine de fixation du ligand LRR, et des études in vitro ont montré une
diminution de I’activation de la voie de signalisation NF-xB par ces 3 protéines NOD2
variantes comparativement a la protéine sauvage suite a une stimulation par du MDP
(Girardin et al., 2003b). Ces données pourraient paraitre paradoxales puisqu’une
augmentation de I’activité NF-kB est mesurée dans les biopsies coliques de patients atteints
de MC (Schreiber et al., 1998). De plus, des souris transgéniques « knock-in » (2939insC),
mimant le variant humain produisant une protéine NOD2 tronquée de ses 33 derniers acides

aminés (L1007fsinsC) présentent une plus grande susceptibilité a I’induction d’une colite
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Figure 21 : Régulation négative de la voie TLR2 par la voie NOD2. A. Le peptidoglycane bactérien
se lie au récepteur transmembranaire TLR2 et active cette voie de signalisation. Paralléelement, le MDP
se fixe au domaine LRR du récepteur intracellulaire NOD2 qui va, une fois activé, exercer un
rétrocontrole négatif sur la voie TLR2. Ainsi, dans les conditions normales, il y a un équilibre entre les
voies NOD2 et TLR2 qui permet de limiter la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-12 et de
contrbler I’inflammation. B. Dans le cas ou un patient exprime une protéine NOD2 mutée, le MDP
n’activera plus la voie de signalisation NOD2 et le contr6le négatif de cette voie sur la voie TLR2 est
levé. Le peptidoglycane active donc la voie TLR2 conduisant a une production accrue de IL-12
pouvant déclencher une réponse inflammatoire et une MC. Cette interaction entre les voies NOD2 et
TLR2 permet de comprendre pourquoi les patients hébergeant des mutations dans le géne NOD2 sont
prédisposes a développer une MC (modifiée d’aprés Watanabe et al., 2004).



induite au sulfate de dextran sodique (DSS) due a une activation exacerbée de la voie NF-xB
en réponse au MDP (Maeda et al., 2005). Ce paradoxe aurait pour explication le fait que la
signalisation issue du récepteur NOD2 sauvage régulerait négativement la réponse
immunitaire innée initiée par les bactéries de la flore via les voies de signalisation TLR2, mais
également TLR4, bloquant ainsi la production accrue de cytokines pro-inflammatoires, ce qui
n’est pas le cas pour le variant NOD2 L1007fsinsC (Netea et al., 2004; Watanabe et al., 2004)
(Figure 21). La perte de ce contrble negatif induirait une perte de tolérance immunitaire et
conduirait a une susceptibilité¢ augmentée a développer une MC (Watanabe et al., 2006;
Watanabe et al., 2008).

Deux études antérieures avaient également montré que le récepteur NOD2 contréle la
multiplication de bactéries intracellulaires telles que Salmonella Typhimurium, Yersinia
pseudotuberculosis et Streptococcus pneumoniae dans des cellules épithéliales intestinales
humaines, alors que la protéine variante NOD2 L1007fsinsC, associée a la MC, n’est plus
capable d’exercer cette fonction (Hisamatsu et al., 2003; Meinzer et al., 2008; Opitz et al.,
2004). Récemment, il a été montré que cette action bactéricide serait due en grande partie a la
capacité de NOD2 a recruter rapidement la machinerie autophagique au niveau du site
d’entrée des bacteéries, en interagissant avec la protéine de I’autophagie ATG16L1 (Travassos
et al., 2010). Une seconde étude, en cellules dendritiques, confirme cette relation et
approfondit celle-ci en montrant que non seulement le variant de NOD2 L1007fsinsC ne
permet pas une autophagie efficace pour éliminer des bactéries intracellulaires AIEC
(adherent-invasive Escherichia coli) associées a la MC, mais qu’il ne permet pas non plus une
présentation correcte des antigénes via le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe Il (Cooney et al., 2010).

Des anomalies de différenciation cellulaire liées a un défaut de NOD2 ont été
rapportées et participeraient fortement au développement de la MC. Les souris invalidées pour
le géne NOD2 présentent un développement anormal des plaques de Peyer, porte d’entrée
pour les bactéries entéro-invasives, ainsi qu’une augmentation de la perméabilité intestinale et
une réponse immunitaire mucosale exagérée, parfaitement en concordance avec la
physiopathologie de la MC (Barreau et al., 2007).

Par ailleurs, chez certains patients présentant une forme iléale de MC et un
polymorphisme a risque au niveau du géne NOD2, un défaut de production de peptides
antimicrobiens, les a-défensines, a été observé au niveau des cellules de Paneth (Wehkamp et
al., 2004; Wehkamp et al., 2005; Wehkamp et al., 2009). Par contre, la diminution de
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Figure 22 : Implication du transporteur PepT1 dans les MICI. Des produits bactériens, tel que le
MDP, sont normalement présents dans la lumiere intestinale. Le transporteur intestinal PepT1, qui est
exprimé uniquement par les cellules épithéliales intestinales des zones inflammés, permet le transport
de ces produits bactériens dans le cytoplasme cellulaire. Cela va aboutir a I’activation d’une réponse
inflammatoire passant notamment par I’activation du récepteur cytosoliqgue NOD2, I’activation de la
voie NF-«B, et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (modifiée d’aprés Charrier et al., 2006).



production de défensines pourrait étre dépendante du contexte inflammatoire et non pas
directement liée au statut NOD2 (Simms et al., 2008).

L’ensemble des effets en relation avec I’expression d’une protéine NOD2 variante,
que sont la perte du contrdle de bactéries intracellulaires par I’autophagie, I’augmentation de
la perméabilité intestinale, et le défaut de production de défensines par les cellules de Paneth,

renforcent I’hypothése de I’implication d’agents bactériens dans I’étiologie de la MC.

11-2-3-2- PepT1

Le transporteur PepT1, codé par le géne SLC15A1, est impliqué dans le transport de
produits bactériens, tel que le MDP, a I’intérieur des cellules épithéliales intestinales et des
cellules immunitaires. Ce transport induit I’activation de la voie de signalisation NF-¢xB et la
mise en place d’une inflammation (Dalmasso et al., 2010). Ainsi, le transporteur PepT1, en
induisant la présence intracellulaire de MDP, est capable d’activer la voie de signalisation
passant par le récepteur intracytoplasmique NOD2 (Figure 22) (Charrier and Merlin, 2006).
De maniére intéressante, il a été montré la présence de polymorphismes au niveau du gene
codant le transporteur PepT1, semblant étre associés a une augmentation de I’activité du
transporteur (Zucchelli et al., 2009). De plus, ce transporteur présente une expression
augmentée chez les patients atteints de maladie de Crohn (Merlin et al., 2001), et il a
récemment était montré que la surexpression de ce transporteur exacerbe les colites induites
en modele murin d’une maniere NOD2 dépendante (Dalmasso et al., 2011). L’ensemble de
ces données suggerent que le transporteur intestinal PepT1 pourrait jouer un réle important
dans la survenue de I’inflammation intestinale chez les patients atteints de maladie de Crohn,

et ceci via un mécanisme passant par la voie de signalisation NOD2.

I1-2-3-3- Génes de I’autophagie

L’autophagie est un processus ubiquitaire dans les cellules eucaryotes qui correspond
a la dégradation d’éléments cytoplasmiques tels que des organites (mitochondrie,
peroxysome) ou des agrégats protéiques par les lysosomes.

Le processus autophagique se décompose schématiquement en 3 étapes : (i) une phase

d’initiation durant laquelle se forme la membrane d’isolation, (ii) une phase d’élongation de la
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Figure 23 : Mécanisme moléculaire général de I’autophagie. 1) L’initiation : en intégrant différents
stimuli, les complexes protéiques de régulation de I’autophagie, mTor et Beclin-1 induisent la formation
d’une membrane d’isolement, ou phagophore. 2) L’élongation : les 2 systémes de conjugaison
Atgl6L1/Atg5/Atgl2 et LC3 permettent I’élongation du phagophore et la séquestration d’éléments
cytoplasmiques (protéines, organites ou bactéries). 3) La maturation : la fermeture de la double
membrane conduit a la formation d’un autophagosome qui fusionne avec les lysosomes conduisant a la
dégradation de la membrane interne et du contenu intravacuolaire (modifiée d’apres Caprilli et al.,
2010).



membrane et (iii) une phase de maturation de I’autophagosome (Figure 23) (Caprilli et al.,
2010). L’autophagosome fusionne alors sequentiellement avec les endosomes precoces, puis
tardifs, et enfin fusionne avec les lysosomes pour former un autophagolysosome (Mizushima,
2007). Ces événements conduisent a I’acidification de la vacuole et a la dégradation du
contenu intraluminal et de la membrane interne par les enzymes lysosomiales telles que les
cathepsines (Eskelinen, 2005).

L’autophagie est un processus biologique nécessaire au maintien de I’homéostasie
cellulaire et au renouvellement des organites cellulaires. De plus, I’autophagie joue un réle
dans la réponse immunitaire innée et adaptative de I’hote vis-a-vis des pathogénes et pourrait
donc avoir un réle clé dans la MC (Amer et al., 2005; Amer and Swanson, 2005; Deretic,
2005; Gutierrez et al., 2004; Levine and Deretic, 2007; Nakagawa et al., 2004; Schmid and
Munz, 2007a, b; Singh et al., 2006). Les récentes études d’analyse du génome ont permis
d’associer 2 genes codant des protéines directement impliquées dans I’autophagie, ATG16L1
et IRGM, comme génes de susceptibilité a la MC.

L’ association du gene ATG16L1 avec un risque accru de MC a été mise en évidence
pour la premiére fois en 2007 par Hampe et collaborateurs (Hampe et al., 2007), et a été
confirmée depuis par au moins 28 études d’association sur des populations de types
caucasiennes (Brest et al., 2010). Une méta-analyse et 5 études ont montré que le géne
ATG16L1 est plus particulierement associé a la forme iléale de la MC (Barrett et al., 2008;
Duerr et al., 2006; Fowler et al., 2008; Parkes et al., 2007; Rioux et al., 2007; Wellcome,
2007). Cette association a une forme iléale de la MC est particulierement intéressante
puisqu’elle oriente une implication d’ATG16L1 dans la forme la plus fréquente de la MC a
laguelle sont associés également les polymorphismes a risque dans le gene NOD2 et la
présence anormale d’Escherichia coli appartenant au pathovar AIEC (détaillé dans le
paragraphe I11-3-4). Le polymorphisme associé a la MC (rs2241880, C1155>G) conduit & une
substitution d’acide aminé lors de la traduction, T300A, suggérant un impact possible sur la
fonction de la protéine. ATG16L1 joue un réle fondamental dans le processus d’autophagie
puisque sa preésence est absolument nécessaire pour I’élongation de la membrane de
I’autophagosome. 1l a par la suite été montré que le processus autophagique est induit en
réponse a I’infection par les E. coli adhérentes et invasives associees a la maladie de Crohn, et
que la survie intracellulaire de la souche AIEC de référence LF82 est sélectivement

augmentée dans un contexte de défaut d’autophagie (Lapaquette et al., 2009). Un défaut
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d’expression du gene de I’autophagie ATG16L1, associés a la MC, conduit a une survie
accrue des AIEC dans les cellules épithéliales humaines (Lapaquette et al., 2009).

Enfin, trois études ont réecemment montré que le variant d’ATG16L1 300A perd sa
capacité a étre recruté a la membrane par le récepteur NOD2 dans des cellules épithéliales,
des macrophages, et des cellules dendritiques lors d’une I’infection par des bactéries (Cooney
et al., 2010; Homer et al., 2010; Travassos et al., 2010), étayant I’hypothése d’une perte de
fonction de ce variant a risque. Ces trois études sont fondamentales dans la compréhension de
la composante génétique de I’étiologie de la MC puisqu’elles soulignent le fait qu’un alléle a
risque du géne NOD2 ou du géne ATG16L1, fortement associés a la MC, conduit a
I’altération de la méme voie cellulaire: la gestion des bactéries intracellulaires par

I’autophagie.

Le second geéne associé a la MC et impliqué dans le processus autophagique code une
guanosine triphosphatase, appelée IRGM (Immunity Related GTPase M). Il a été identifié
dans la méme vague d’études d’analyse du génome que le géne ATG16L1 (Parkes et al.,
2007; Wellcome, 2007) avec, comme pour ATG16L1, une association préférentielle avec les
formes iléales (Parkes et al., 2007; Roberts et al., 2008). Initialement, c’est un SNP «
silencieux » dans la région codante du gene IRGM (C313T, rs10065172) qui a été associé a la
MC, n’entrainant donc pas de changement d’acides aminés lors de la traduction de I’ARNmM
d’IRGM (Parkes et al., 2007). Au cours de I’année suivante, ce polymorphisme a été montré
comme étant associé a 100% avec une délétion de 20 kb en amont du géne IRGM ce qui
pourrait donc altérer I’expression du gene IRGM en interférant avec la fixation de facteurs de
transcription (McCarroll et al., 2008; Prescott et al., 2010). La fonction exacte de la protéine
IRGM chez I’Homme est encore élusive. Les données disponibles pour le moment montrent
que le niveau d’expression de la protéine IRGM est particulierement important pour le ciblage
des bactéries intracellulaires par I’autophagie. Par exemple, une surexpression d’IRGM
augmente la proportion de bactéries Salmonella Typhimurium prises en charge par
I’autophagie en cellules épithéliales humaines. A I’inverse une altération de I’expression
d’IRGM par ARN interférence diminue la prise en charge des bactéries par I’autophagie
(McCarroll et al., 2008). De maniere similaire, suite a I’altération de I’expression de la
protéine IRGM en macrophages humains U937, la survie de Mycobacterium tuberculosis est
augmentée (Singh et al., 2006).

Récemment, une étude ayant pour but de comprendre comment le polymorphisme

silencieux (C313T) localisé dans la séquence codante du gene IRGM pouvait conférer un
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Figure 24 : Signalisation initiée par le récepteur 1L-23R conduisant a la production de cytokines
pro-inflammatoires telles que I’1L-17. Le récepteur IL-23R est composé des deux sous-unités IL-23R
et IL-12RB1 et a pour ligand le dimere des protéines p40 et pl9 composant la cytokine IL-23. La
fixation du ligand entraine le recrutement de la protéine kinase JAK2 qui s’autophosphoryle et
phosphoryle le récepteur 1L23R sur un résidu tyrosine. Le facteur de transcription STAT3 est alors
recruté a ce complexe et phosphorylé, conduisant a son homodimérisation puis sa translocation
nucléaire afin d’activer la transcription de génes cibles. STAT3 active essentiellement la transcription
de genes codant des cytokines pro-inflammatoires (dont I’IL-17) et des protéines anti-apoptotiques. Les
protéines dont les génes sont associés a la MC sont entourées en rouge (modifiée d’apres Cho, 2008 ).




risque accru de MC sans modifier la séquence de la protéine IRGM a révélée qu’une famille
de microARN, miR-196 A et B, était surexprimée au niveau de I’épithélium intestinal (iléal
ou colique) de patients atteints de MC, et ciblait ’ARN messager d’IRGM (Brest et al.,
2011b). Chez les patients porteurs de I’allele a risque 313T d’IRGM, le miR-196 ne peut plus
se fixer, et cela conduit a la perte de la répression de I’expression de la protéine IRGM. Cette
étude a également montré que I’allele a risque 313T d’IRGM conduit & une persistance accrue
des bactéries AIEC intracellulaires (Brest et al., 2011a; Brest et al., 2011b).

11-2-3-4- IL23-R

L’inflammation de la MC implique la cytokine pro-inflammatoire IL-12, cytokine
hétérodimérique comprenant les sous-unités 1L-12p40 et IL-12p35, suggérant que la MC est
en partie une maladie de type Thl (Bouma and Strober, 2003; Strober et al., 2002). La sous-
unité IL-12p40 peut également se combiner avec la sous-unité 1L-23p19 pour former I’1L-23
(Oppmann et al., 2000). Des études cliniques ont mis en évidence plusieurs polymorphismes
dans le géne IL23R, qui code une sous-unité du récepteur a I’lL-23 (Duerr et al., 2006;
Neurath, 2007; Parkes et al., 2007; Wellcome, 2007). La sous-unité p40 et le facteur de
transcription STAT3 (impliqué dans la transduction des signaux en aval de IL-23R)
présentent également des polymorphismes associés a la MC (Barrett et al., 2008) (Figure 24).
De plus, il semble exister un risque encore supplémentaire de développer la MC chez les
personnes cumulant plusieurs alleles a risque dans les génes de cette voie, indiquant des
interactions possibles (ou épistasie) entre ces genes de susceptibilité (McGovern et al., 2009).

Les activités pro-inflammatoires de I’IL-23 sont supportées par la sous-population de
lymphocytes T CD4" Thi17, produisant de I'IL-17, de I'IL-6 et du TNF-o {Bettelli,
2005 #562}. L’IL-17 induit a son tour la production de peptides antimicrobiens et le maintien
de I’intégrité de la barriére intestinale. Ces données suggérent que la MC serait une pathologie
non seulement Thl, mais également Th17. L’ association de plusieurs génes de la voie IL-
23/1L-17 avec la MC est un argument fort en faveur d’un réle clé de ces médiateurs de la
réponse immunitaire dans la géneération de I’inflammation exacerbée observée dans la
maladie. D’ailleurs des essais thérapeutiques basés sur I’utilisation d’un anticorps monoclonal
dirigé contre la sous unité p40 commune & IL-12 et 1L-23 (Ustekinumab®) montrent des
résultats encourageants dans le traitement de la MC (Dryden, 2009; Mannon et al., 2004;
Sandborn et al., 2008).
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Figure 25 : Activation des récepteurs TLR et réponses immunitaire innée. Le récepteur TLR2, en
se dimérisant avec le TLR1 ou le TLR6, va reconnaitre différents constituants bactériens
(peptidoglycane (PG), lipoprotéines et lipopeptides triacylés ou diacylés). Le TLR3 reconnait des
molécules virales d’ARN double brin (db), le TLR4 reconnait le LPS ainsi que les pili de type 1
bactérien, les TLR7/8 meédient la reconnaissance d’imidazoquinolines (IQ) et de molécules d’ARN
simple brin (sb), le TLR9 est activé par des ilots CpG d’ADN bactérien ou viral, le TLR5 reconnait la
flagelline, et le TLR11 murin reconnait des composants de bactéries uropathogénes ou du parasite
Toxoplasma gondii. L’activation des TLR déclenche I’activation de voies de signalisation par
I’intermédiaire des protéines adaptatrices (TIRAP, MyD88, Trif ou TICAM1 et TRAM ou TICAM2)
conduisant a I’activation de la transcription de génes codant des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a,
IL-6, IL-1P et IL-12) et I'IFN a et B (modifiée d’aprés Kawai and Akira, 2006).



[1-2-3-5- Toll-Like Receptor

Les récepteurs TLR, principalement localisés a la surface des monocytes-
macrophages, jouent un réle majeur dans la détection des bactéries et dans I’initiation des
réponses de I'immunité innée (Cario, 2005; Kawai and Akira, 2006). Leur activation par des
bactéries ou des produits bactériens entraine des cascades de voies de signalisation conduisant
a une augmentation de I’expression de genes codant des cytokines pro-inflammatoires
(Figure 25). Une augmentation de I’expression a la surface des cellules épithéliales
intestinales de TLR4, récepteur activé par le LPS (lipopolysaccharide) bactérien, a été
observée lors des MICI (Cario and Podolsky, 2000). Cette observation suggere que certains
patients seraient génétiquement prédisposes a développer une réponse immunitaire anormale
au niveau de la muqueuse intestinale, ou que ces patients, suite a une stimulation des
entérocytes par des cytokines pro-inflammatoires, présenteraient une modification de
I’expression de TLRA4.

Par ailleurs, 2 polymorphismes (D299G et T399I1) de TLR4 ont été mis en évidence,
mais les conclusions des diverses études meneées sur I’association entre polymorphisme TLR4
et MC sont différentes, vraisemblablement a cause des fonds génétiques ethniques différents
entre les populations étudiées, indiquant donc que le polymorphisme de TLR4 ne constituerait
qgu’un facteur de risque mineur pour la MC (Arnott et al., 2004; Brand et al., 2005;
Franchimont et al., 2004; Oostenbrug et al., 2005; Torok et al., 2004b).

Il a également été observé une diminution de I’expression du récepteur TLR3,
récepteur activé par des ARN double brin (Cario and Podolsky, 2000), et la présence d’un
polymorphisme du promoteur du récepteur TLR9, activé par des motifs CpG de I’ADN
bactérien (Torok et al., 2004a).

La multiplicité des genes ou des régions génétiques identifiés a travers les différents
travaux et en particuliers les études d’association a I’échelle du génome renforce I’hypothese
de I’existence de plusieurs loci de prédisposition a la MC. Pour certains d’entre eux, il n’a pas
été possible d’établir une corrélation entre mutation et phénotype, mais il est possible que
certaines mutations dans des génes donnés n’aient pas d’effet majeur et qu’une interaction de
plusieurs susceptibilité génétique soit nécessaire pour que la susceptibilité a la MC soit

augmentée.
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11-2-4- Autres facteurs de I’hote

11-2-4-1- Stress du réticulum endoplasmique

Lorsque les cellules subissent un stress tel qu’une stimulation les obligeant a sécréter
de grandes quantités de protéines, il peut y avoir une accumulation de protéines mal repliées
au niveau du réticulum endoplasmique (RE), due a une saturation des complexes responsables
du repliement et du contréle de la qualité des protéines transitant par le RE, conduisant a un
stress du RE. Une réponse UPR (Unfolded Protein Response, réponse aux protéines
malformées) se met alors en place et se traduit par I’activation de 3 protéines, IRE1, PERK et
ATF6. Celles-ci vont permettre d’inhiber la machinerie traductionnelle via la phosphorylation
de elF-2a et d’induire la translocation nucléaire de facteurs de transcription comme XBP1 et
AP-1 dans le but d’induire la transcription de génes cibles codant des enzymes de dégradation
protéique et des chaperonnes (Wu and Kaufman, 2006). De maniére intéressante, une délétion
du géne Xbpl dans les cellules épithéliales intestinales de souris conduit a des colites
spontanées et une sensibilitt accrue a des colites induites. Cela résulterait d’un
dysfonctionnement des cellules de Paneth et d’un épithelium intestinal trop sensible a des
stimuli inflammatoires tels que la présence de flagelline bactérienne ou de TNF-a (Kaser et
al., 2008). L’absence du facteur de transcription XBP1 empéche une réponse correcte au
stress du RE, et méne a une activation forte de la kinase JNK conduisant & la transcription de
génes pro-inflammatoires et a une mort de la cellule (Kaser et al., 2008). L’absence de ce
facteur a egalement été associée a une activité autophagique accrue, suggérant que XBP1
aurait un effet modérateur sur I’autophagie induite lors d’un stress du RE (Hetz et al., 2009).
De plus, une absence d’expression de XBP1 diminue I’activité bactéricide dans les cryptes
intestinales, et augmente la colonisation et la translocation bactérienne lors de I’infection de
souris par Listeria monocytogenes. Deux polymorphismes dans le géne Xbpl (rs5997391 et
rs35873774 (intron) ont été associeés aux MICI (MC et RCH) et conduiraient a la production
d’une protéine XBP1 avec une activité réduite par rapport a la protéine sauvage (Kaser et al.,
2008). Cependant cette association des variants de XBP1 avec la MC n’a pas été répliquée
lors d’autres études d’association a I’échelle du génome, y compris les méta-analyses (Barrett
et al., 2008; Wellcome, 2007).

Une autre étude a permis d’étayer la piste d’une implication du stress du RE dans
I’étiologie de la MC en montrant une expression anormale d’une protéine de stress du RE,
Gp96, au niveau de I’épithélium iléal de patients atteints de MC (au niveau de muqueuses
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Figure 26 : Implication du récepteur CEACAMG6 dans la colonisation de la muqueuse iléale des
patients atteints de MC. Les bactéries AIEC sont capables d’adhérer aux cellules épithéliales
intestinales suite a la reconnaissance entre le récepteur CEACAMG exprimé a la surface des entérocytes
et les pili de type 1 variant exprimes par les bactéries. Les bactéries AIEC sont par la suite capable
d’envahir ces cellules leur permettant ainsi de traverser I’épithélium intestinal, ainsi que de se multiplier
dans les cellules immunitaires sous-jacentes entrainant de fortes secrétions de TNF-a par les
macrophages infectés. Les bactéries AIEC elles méme, mais également les cytokines pro-
inflammatoires TNF-a et IFN-y, sont capables d’induire I’expression de CEACAMS6 au niveau des
cellules épithéliales intestinales, ce qui amplifierait la colonisation par les bactéries AIEC (modifiée
d’apres Barnich et al., 2007 et Abraham and Cho, 2009).



inflammatoires de 50% de patients atteints de MC, au niveau de muqueuses saines de 34% de
patients atteints de MC, et chez 0% des contréles) (Rolhion et al., 2010). La protéine Gp96 est
décrite dans la littérature comme une “immunochaperonne”. C’est une des glycoprotéines les
plus abondantes du RE, et elle a été decrite comme impliquée dans la maturation de TLRs
(TLR1, 2 et 4) et de certaines intégrines (Randow and Seed, 2001). Gp96 a été caractérisée
comme un facteur important pour I’internalisation des E. coli AIEC associés a la MC,
suggeérant que la présence de bactéries intracellulaires au niveau de la muqueuse intestinale
pourrait étre potentialisée en cas de stress du RE (cf chapitre 111-3-4-7-3) (Rolhion et al.,
2010; Rolhion et al., 2011).

L’ensemble de ces données souligne I’importance d’une altération du stress du RE, en
particulier dans une susceptibilité accrue des patients avec maladie de Crohn a étre colonisés
par des bactéries a tropisme intracellulaire soit en raison de défauts d’autophagie liés au stress

du RE soit en raison d’une internalisation bactérienne facilitée.

11-2-4-2- Le récepteur CEACAM6

Le récepteur CEACAMBG (Carcinoembryonic Antigen—related Cell Adhesion Molecule
6) est anormalement exprimé au niveau de la muqueuse iléale Iésée chez 35% des patients
MC, ce qui n’est pas observé chez des sujets contrdles (Figure 26). Cette expression est
essentiellement localisée a la bordure en brosse des entérocytes (Barnich et al., 2007). Une
expression est observée méme au niveau des zones saines de la muqueuse iléale des patients
atteints de MC, ce qui n’est pas le cas chez les patients controles. CEACAMG6 est exprimé au
niveau de la muqueuse colique mais son expression n’est pas modifiée chez les patients
atteints de MC, suggérant uniquement une association entre expression accrue et formes
iléales de MC.

Ce récepteur est modifie post-traductionnellement et présente d’importantes
glycosylations, en particulier I’ajout de résidus mannoses. L’expression anormale du
récepteur CEACAMG6 permettrait une colonisation de la muqueuse iléale des patients atteints
de MC par les bactéries AIEC, via la reconnaissance entre les résidus mannose du récepteur
CEACAMG et les pili de type 1 variants exprimés par les bactéries AIEC (Barnich et al.,
2007). Cette hypothese a d’ailleurs été validée dans un modele de souris transgéniques
CEABAC10 exprimant le récepteur CEACAMG6 humain. Les bactéries AIEC, mais pas les
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Figure 27 : Biogenése et maturation des microARN. La synthése et la maturation des miARN
s’effectuent en 4 étapes successives : (i) la transcription d’un miARN primaire, (ii) son clivage par
I’endonucléase Drosha pour générer un précurseur de pré-miARN, (iii) I’export du pré-miARN dans le
cytoplasme par un mécanisme dépendant de I’exportine 5, (iv) le clivage du prée-miARN par Dicer et sa
prise en charge dans le complexe RISC. L’activité hélicase du complexe RISC permet de séparer les 2
brins du miARN afin de permettre son appariement a I’ARNm cible. Le miARN peut réguler la
transcription d’'un ARNm cible par plusieurs voies basées soit sur la répression de la traduction, soit sur
la déstabilisation de I’ARNm (modifiée d’apres Lodish et al. 2008).



bactéries E. coli K-12 non pathogenes, sont capables de persister au niveau intestinal et
d’induire une colite sévere chez les souris CEABAC10 (Carvalho et al., 2009).

La cause de la surexpression de CEACAMSG chez les patients n’est pas clairement
définie, mais il a pu étre montré in vitro que le récepteur pouvait étre surexprimé dans des
cellules épithéliales intestinales suite & une stimulation par des cytokines pro-inflammatoires
(IFN-y et TNF-a) mais également lors de I’infection par des bactéries AIEC. Ainsi les
bactéries AIEC seraient capables de promouvoir leur colonisation en induisant une expression
accrue de ce récepteur a la surface des cellules hétes (Abraham and Cho, 2009; Barnich et al.,
2007).

I1-2-4-3- Les microARN régulateurs

Les microARN (miARN) sont des ARN non codants de 21 a 23 nucléotides de long
dont la fonction est de réguler post-transcriptionellement I’expression de génes. La synthése et
la maturation des miARN s’effectuent en 4 étapes successives: (i) la transcription d’un
microARN primaire, (ii) son clivage par I’endonucléase Drosha pour générer un précurseur de
pré-microARN, (iii) I’export du pré-microARN dans le cytoplasme, (iv) le clivage du pré-
microARN par Dicer et RISC (Figure 27) (Bartel, 2004; Lodish et al., 2008). Le microARN
mature interagit ensuite avec la région 3’'UTR des ARN messagers cibles et régule
négativement leur traduction par différentes voies. De nombreuses études montrent que ces
microARN ont un rdle régulateur majeur dans de nombreux processus physiologiques. Des
expressions anormales de certains microARN ont d’ailleurs été associées a des pathologies.
Par exemple, les miARN de la famille let-7 sont des régulateurs négatifs de la protéine

oncogene Ras et sont sous-exprimés dans de nombreux cancers (Roush and Slack, 2008).

Concernant les MICI, une premiére étude a montré une expression modifiée
(positivement ou négativement) de 33 microARN en zone non inflammatoire chez des
patients atteints de MC. Parmi ceux-ci, 10 sont également exprimés différemment chez des
patients atteints de RCH (Fasseu et al., 2010) (Figure 28). Deux autres études montrent une
modification de I’expression de microARN dans le cas de la MC, une sur des biopsies
coliques et iléales (Wu et al., 2010b) et une sur des cellules du sang périphérique (Wu et al.,
2010a). Des travaux récents ont montré I’implication fonctionnelle des miR-196 A et B dans

la régulation de I’expression d’IRGM et du processus autophagique (cf paragraphe 111-3-4-3,
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Figure 28 : Altération de I’expression de microARN (miARN) dans le cadre de la rectocolite
hémorragique (RCH) et de la maladie de Crohn (MC). L’expression des miARN est mesurée dans
des tissus non inflammatoires ou inflammatoires issus de biopsies coliques de patients atteints de MC
ou de RCH, et comparée a celle mesurée chez des sujets contrdles. Sur les deux premiers diagrammes,
le nombre total de miARN sous-exprimés ou surexprimés chez les patients atteints de RCH ou de MC,
en zone non inflammatoire et/ou inflammatoire, est indiqué dans les ovales de couleur. Le troisieme
diagramme compare les miARN dont I’expression est modifiée en zone non inflammatoire chez les
patients atteints de RCH ou de MC. Le chiffre a I’intersection des deux ovales indiquent le nombre de
miARN dont I’expression est modifiée dans les deux pathologies. Les noms des miARN sont indiqués
sous les diagrammes, les miARN sous-exprimés sont soulignés, les miARNs dont I’expression présente
une différence d’expression significative (P<0,05) sont en gras (d’aprés Fasseu et al., 2010).

Figure 29 : Pourcentage de patients
atteints de MC dépistés positifs pour la
recherche d’anticorps dirigés contre 3
antigénes microbiens. Les anticorps
recherchés étaient : les anticorps anti-12
dirigés contre la séquence 12 associée a
Pseudomonas fluorescens, les anticorps
_ anti-OmpC (Outer membrane protein C)
Négatif dirigés contre une protéine de membrane
20,1 % externe de Escherichia coli, et les
anticorps ASCA (Anti-Saccharomyces
cerevisiae Antibodies) dirigés contre
Saccharomyces cerevisiae (Mow et al.,
2004).
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(Brest et al., 2011b). Ainsi, I’étude de I’expression anormale de microARN dans la
physiopathologie de la MC et de leurs impacts fonctionnels, notamment dans la régulation de

genes de susceptibilité, semblent tres prometteuse.

11-2-5- Réle du microbiote intestinal et facteurs infectieux

Les données épidémiologiques montrent une évolution de la composition de la flore
digestive due a I’hygiéne et aux habitudes alimentaires au cours des 60 derniéres années, ainsi
gu’a I’augmentation de I’utilisation d’antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire (Gent
et al., 1994). Ces changements pourraient étre a I’origine d’un déséquilibre entre especes

bactériennes intestinales potentiellement « protectrices » au profit d’espéces « néfastes ».

Les données clinicopathologiques montrent que les manifestations cliniques
associees a la MC, incluant les manifestations extra-intestinales, peuvent étre partiellement
mimeées par des infections avec des bactéries pathogenes a tropisme intestinal telles que
Campylobacter, Shigella et Yersinia. Les lésions de la MC surviennent préférentiellement au
niveau de I’iléon terminal et du cdlon qui sont les régions de I’intestin présentant les
concentrations les plus élevées en bactéries. Ces lésions présentent des caractéristiques
anatomo-pathologiques similaires a celles qui sont associées a des infections microbiennes
intestinales (ulcérations, micro-abces, fissures, fistules, granulomes) (Sartor, 1995). Par
ailleurs, des concentrations tres élevées de bactéries ont été retrouvées au niveau de la
muqueuse de patients atteints de MICI comparativement a des sujets contréles. Cette forte
colonisation est accompagnée de la présence de bactéries internalisées dans les biopsies de
patients (Swidsinski et al., 2002). L hypotheése de I’implication de micro-organismes dans la
MC est renforcée par le fait que I’utilisation d’antibiotiques s’avére parfois efficace dans le
traitement de la MC (Khan et al., 2011). De plus, la mise en évidence de taux éleveés
d’anticorps dirigés contre 4 antigénes microbiens (anticorps anti-ASCA, anti-OmpC de E.
coli, anti-12 et anti-flagelline) chez les patients atteints de MC conforte I’hypothése de
I’implication d’agents microbiens dans I’étiologie de cette pathologie (Figure 29) (Landers et
al., 2002; Quinton et al., 1998; Sendid et al., 1996; Sutton et al., 2000; Targan et al., 2005). I
est a noter qu’environ 80 % des patients atteints de MC développent des anticorps dirigés

contre au moins un de ces antigenes (Landers et al., 2002; Mow et al., 2004a).
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Les études d’associations généetiques, comme cela a été developpées dans le chapitre
I1-2-3, ont permis d’identifier des mutations dans de nombreux génes, en particulier des génes
codant des récepteurs de I’immunité innée et adaptative, impliqués dans la reconnaissance de
produits bactériens et dans la voie de [I’autophagie permettant I’élimination de
microorganismes (Khor et al., 2011). Ces susceptibilités génétiques peuvent ainsi entrainer
une augmentation de la quantité de bactéries au niveau intestinal, responsable d’une

importante stimulation de la réponse immunitaire.

Les observations expérimentales montrent I’importance de la flore bactérienne dans
I’induction d’un état inflammatoire dans les modéles animaux mimant une inflammation
intestinale (Elson et al., 2005) (Tableau 4). Par exemple, des souris transgéniques invalidées
pour le géene codant la cytokine IL-10 développent des colites spontanées, sauf si elles sont
élevées en condition axénique (Germ-free) (Kuhn et al., 1993; Sellon et al., 1998). Cela
suggere bien un réle important des bactéries dans I’étiologie de I’inflammation chronique.
Chez I’Homme, le réle de la flore bactérienne endogene dans la MC a été bien défini a I’aide
du modele de récidive endoscopique aprés chirurgie (Tableau 5) (Rutgeerts et al., 1991).
Apres résection chirurgicale iléocolique droite suivie d’une anastomose entre I’intestin gréle
et le colon, une récidive endoscopique survient dans 73% des cas lors de la premiere année.
Cette recidive survient trés peu de temps apres le rétablissement du circuit normal permettant
au flux fécal de baigner a nouveau la région anastomotique. Par contre, I’anastomose reste
indemne de lésions si elle est protégée du flux fécal par une stomie en amont (Rutgeerts et al.,
1991). De plus, linstillation du fluide fécal autologue dans I’iléon exclu de patients en
rémission déclenche une réponse inflammatoire de la muqueuse et I’apparition de lésions
aigués présentant des caracteres histologiques et immunohistochimiques caractéristiques
d’une récidive de MC (D'Haens et al., 1998).

Differentes théories, qui ne s’excluent pas mutuellement, ont été élaborées quant au

rble de la microflore intestinale dans la maladie de Crohn, notamment la théorie de la

dysbiose et la théorie d’un agent infectieux pathogéne persistant au niveau intestinal.
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Figure 30 : Comparaison du microbiote intestinal chez des patients atteints de maladie de Crohn
(MC), de rectocolite hemorragique (RCH), et chez des sujets contréles. Analyse en composante
principale du microbiote intestinal chez 14 individus sains, 21 patients atteints de RCH et chez 4
patients atteints de MC (Qin et al., 2010).



11-2-5-1- Translocation bactérienne excessive

La translocation bactérienne (passage de bactéries viables de la lumiere du tractus
gastro-intestinal vers les nodules mésentériques et les autres organes internes, principalement
le foie et la rate) est augmentée chez les patients atteints de MC. En effet, chez ces patients,
certaines bactéries ou antigénes bactériens présents dans la lumiere intestinale, telles que E.
coli, Enterococcus spp., Clostridium perfringens, Proteus spp. et Bacteroides fragilis, sont
retrouvées au niveau des ganglions mésentériques indiquant un franchissement de la barriere
épithéliale (Ambrose et al., 1984; Takesue et al., 2002). De plus, les Iésions précoces de MC
sont retrouvées au niveau des follicules lymphoides de I’intestin, des plaques de Peyer de
I’intestin gréle chez les sujets jeunes, et des follicules du c6lon a tout age (Fujimura et al.,
1996; Gullberg and Soderholm, 2006; Morson, 1972). Une augmentation du passage de E.
coli a travers la muqueuse iléale au niveau des follicules lymphoides et des plaques de Peyer
chez les patients atteints de MC a été rapportée (Keita et al., 2008; Salim et al., 2009; Salim
and Soderholm, 2011). Par ailleurs, des souches de E. coli sont plus fréquemment isolées a
partir de séreuses intestinales et de ganglions mésentériques prélevés lors d'actes chirurgicaux
chez les patients atteints de MC que chez les contrdles, indiquant qu’une translocation
bactérienne pourrait étre impliquée dans la formation des fistules et des abces, lésions
observées dans la MC (Laffineur et al., 1992).

11-2-5-2- La dyshiose

L’étude de la microflore intestinale des patients atteints de MC, par technique de
culture ou par analyse moléculaire, a permis de mettre en évidence une dysbiose généralisée
ou localisée, correspondant & la diminution du nombre de bactéries habituelles, a
I’augmentation du nombre de bactéries inhabituelles et quelquefois a la réduction de la
biodiversité des especes bactériennes. L’analyse taxonomique de la population bactérienne de
la microflore intestinale des patients atteints de MC a ainsi révélé que cette derniére differe de
la microflore intestinale des patients atteints de RCH et des patients controles (Qin et al.,
2010) (Figure 30).

La composition de la flore fécale differe entre patients atteints de MICI et sujets sains
et la concentration des entérobactéries est bien plus importante chez les personnes atteintes de
MICI, pouvant méme représenter la flore intestinale dominante (Dickinson et al., 1980;
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Keighley et al., 1978; Ruseler-van Embden and Both-Patoir, 1983; Seksik et al., 2003;
Swidsinski et al., 2009; Willing et al., 2009). Il a aussi été montré qu’au moins 30% de la
flore dominante chez les patients atteints de MICI appartient a des groupes phylogéniques non
retrouvés dans la flore des sujets contrdles (Seksik et al., 2003). Ces changements de
composition de flore fécale semblent étre différents entre patients atteints de MC, de RCH
et/ou d’infection colique, indiquant que ces modifications de flore ne sont pas uniquement
dues a des changements de conditions du tractus gastro-intestinal, tel qu’un environnement
inflammatoire (Joossens et al., 2011). Une diminution des Firmicutes caractérise également
les MICI, avec notamment une diminution significative du groupe Clostridium cocoides chez
les patients atteints de RCH et de Clostridium leptum chez les patients atteints de MC (Sokol
et al., 2008b). Il a également été observée une augmentation des bactéries mucolitiques telles
gque Ruminococcus gnavus et Ruminococcus torques, bactéries capables de dégrader le mucus
recouvrant les cellules épithéliales intestinales, chez les patients atteints de MC (Joossens et
al., 2011; Martinez-Medina et al., 2006; Png et al., 2010; Willing et al., 2009). Enfin, la
composition de la flore fécale semble instable au cours du temps chez les patients atteints de
MC, alors qu’elle est constante chez des sujets sains (Seksik et al., 2003).

La flore associée a la muqueuse est généralement différente de la flore fécale (Lepage
et al., 2005). Plusieurs études ont montré que la population bactérienne mucosale totale est
plus importante en quantité chez les patients atteints d’une MICI comparativement a des
sujets sains, que ce soit au niveau du mucus ou a la surface de I’épithélium intestinal
(Kleessen et al., 2002; Schultsz et al., 1997; Swidsinski et al., 2002; Swidsinski et al., 2005).
Une diminution des genres bactériens bénéfiques tels que Bifidobacterium et Lactobacillus, et
une augmentation des bactéries a potentiel pathogene, telles que Bacteroides ou E. coli,
associees a la muqueuse intestinale, ont été observées chez les patients atteints de MC
(Darfeuille-Michaud et al., 1998; Giaffer et al., 1991, 1992; Keighley et al., 1978; Manichanh
et al., 2006; Neut et al., 2002; Sokol et al., 2006; Sokol et al., 2008b; Swidsinski et al., 2002;
Swidsinski et al., 2005; Tamboli et al., 2004). En parallele, des analyses de flore iléale de
patients atteints de MC ont montré une diminution significative de la concentration de
Faecalibacterium prausnitzii, bactérie a potentiel immunomodulateur et anti-inflammatoire
(Sokol et al., 2008b).

L’ensemble de ces résultats conforte I’hypothese d’une perturbation de la balance
entre les bactéries potentiellement bénéfiques et les bactéries potentiellement pathogenes qui

pourrait contribuer a I’initiation et/ou a la chronicité des MICI.
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11-2-5-3- Implication d’un agent infectieux

Les similitudes entre la MC et certaines formes d’entérocolites infectieuses suggerent
que plusieurs agents infectieux a tropisme intestinal pourraient participer a I’étiologie de la
MC. Les différentes études menées se sont orientées vers I’étude de I’implication de virus
comme par exemple le virus de la rougeole, de levures telles que Saccharomyces cerevisiaie
et Candida albicans, ou de bactéries non commensales du tube digestif pouvant engendrer des
altérations physiopathologiques présentant des similitudes avec celles retrouvées dans la MC
(Chiba et al., 1998a; Chiba et al., 1998b; Kallinowski et al., 1998). Cependant, en
conséquence de résultats controversés ou non reproductibles, ces études n’ont pas pu definir
clairement le role de ces agents infectieux dans la MC. En revanche, les études menées sur
Mycobacterium avium spp. Paratuberculosis (MAP). et sur E. coli permettent de suspecter un
role de ces microorganismes dans I’étiologie de la MC.

I11- Microorganismes et maladie de Crohn

[11-1- Implication d’un agent viral

Pendant des décennies, I’apparition de la MC et d’inflammations aigués ont été
associées avec des infections virales, notamment a cause de I’age des personnes malades (15-
25 ans), personnes les plus souvent exposées aux infections virales. La principale hypothése
est le developpement d’une vasculite au niveau de la muqueuse intestinale par une infection
virale persistante de I’endothélium mésentérique. Pour valider cette théorie, la présence
d’agents viraux par différentes techniques dans les tissus des patients atteints de MC a été
recherchée, mais les résultats n’ont pas permis de démontrer le réle exact des virus dans la
MC. Des recherches moléculaires par PCR ou RT-PCR ont par exemple été réalisées pour de
nombreux ADN ou ARN viraux dans les tissus de patients atteints de MC (Van Kruiningen et
al., 2007). Seul le virus d’Epstein Barr (EBV) a été détecté chez 15% des patients et aucun
entérovirus n’a été détecté dans les tissus intestinaux. L’implication du virus de la rougeole
dans I’étiologie et/ou la pathogenese de la MC a egalement été suggérée (Daszak et al., 1997;
Miyamoto et al., 1995; Wakefield et al., 1993). Cependant, ces résultats sont controversés. En
effet, la détection de virus de la rougeole chez les patients atteints de MC par des techniques
de PCR et de RT-PCR s’est révélée étre négative (Afzal et al., 1998; lizuka et al., 1995).
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Une étude récente a mis en evidence le réle possible et discret d’un agent viral dans
I’étiologie de la MC. Lors d’une étude antérieure, ils avaient observé chez les souris
ATG16L1™, présentant un défaut d’expression d’ATG16L1, qu’il existait des anomalies des
cellules de Paneth (Cadwell et al., 2008). Des anomalies identiques sont retrouvées chez des
patients atteints de MC présentant le polymorphisme a risque du gene ATG16L1. Chez les
souris ATG16L1™, ces anomalies apparaissent seulement chez celles ayant été en contact
avec une souche de norovirus particuliere (CR6) (Cadwell et al., 2010). Cela suggere que des
infections virales pourraient conduire a révéler un phénotype cryptique associé a un
polymorphisme a risque de la MC. Ainsi, il pourrait exister des interactions complexes entre
genes de susceptibilite, virus et autres facteurs infectieux ou environnementaux menant a la
survenue de la MC.

Enfin, la théorie de I'implication des bactériophages pourrait expliquer la dysbiose
chez les patients atteints de MICI. Les bactériophages peuvent étre présents en nombre
jusqu’a 10 fois plus important que les bactéries dans certains écosystémes, et peuvent alors
exercer une forte influence sur la diversité et la composition de la population bactérienne, et
sont probablement impliqués dans une dysbiose en déstabilisant les communautés
bactériennes (Riley, 2004). lls peuvent étre impliqués indirectement en favorisant le transfert
de géne et une réorganisation du génome au sein de la population bactérienne, ou directement
en tant qu’agent immunomodulateur ou encore par compétition stérique pour une structure de
surface bactérienne (Gorski et al., 2006). Cependant, le r6le des bactériophages dans la
microflore intestinale est souvent négligé. Une étude a déterminé la communauté phagique
totale associée a la muqueuse intestinale et a comparé I’abondance de bactériophages entre
des sujets sains et patients atteints de MC, que ce soit au niveau des zones lésées ou saines
(Lepage et al., 2008). Les résultats montrent que chaque individu présente une colonisation
différente par une famille phagique dominante. Cependant, au niveau mucosal, les patients
atteints de MC présentent significativement plus de VLP (Virus-Like Particules) que les
contréles. De plus, une diminution des VLP est observée au niveau des muqueuses ulcérées.
Deux hypotheses ont été proposees : (i) soit il y a plus de phages produits, (ii) soit ils
survivent plus longtemps au niveau des zones non ulcérées. Bien que la variation de
composition et de I’abondance bactérienne entre zones lésées et non lésées ne soient pas
encore totalement admise, le cycle du bactériophage (lytique ou lysogénique) pourrait étre

responsable de certaines de ces différences.
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I11-2- Implication de Candida albicans

De nombreuses études montrant que les ASCA sont un bon marqueur de la MC, mais
le facteur immunogéne induisant leur production est encore discuté. Il a été proposé que
Candida albicans pouvait agir comme pathogéne intestinal, entrainant la formation d’ASCA
(Standaert-Vitse et al., 2006). Bien qu’étant un pathogene fongique, C. albicans peut étre
porté sans symptémes par une grande partie de la population en colonisant la surface
mucosale du tube digestif. C. albicans exprime I’épitope majeur d’ASCA sur de nombreuses
molécules de surface et notamment lors de la phase pathogénique. De plus, il a été montré que
C. albicans est capable d’aggraver une colite induite au DSS dans un modéle murin Balb/cJ,
en induisant notamment une augmentation de la production de TNF-a (Jawhara and Poulain,
2007).

Il a été identifié un sous-groupe de patients de MC caractérisé par des ASCA positifs
et une mutation dans le géne MBL (Mannan binding lectin) (Seibold et al., 2004; Seibold et
al., 2007). MBL est un composé du systeme immunitaire inné qui joue un role important dans
la défense contre les antigenes contenant du mannose, incluant les résidus mannoses repétés
présents sur les levures. Les variations de la protéine MBL entraineraient une accumulation
persistante d’antigenes dans la muqueuse intestinale, stimulant ainsi une réponse immunitaire
specifique.

Les patients atteints de MC et les membres de leurs familles (non atteints) présentent
une colonisation du tube digestif par C. albicans plus importante que la population générale
(respectivement 44% et 38% contre 22% pour la population générale) (Standaert-Vitse et al.,
2009). Cette colonisation pourrait étre influencée par les habitudes alimentaires et I’hygiéne
de vie, décrites pour influer sur la colonisation des muqueuses par C. albicans (Grimoud et
al., 2003; Samaranayake et al., 1986). De plus, la voie de différenciation lymphocytaire Th17,
qui est un élément important dans la physiopathologie de la MC, est activee lors d’une
infection par C. albicans, et elle est cruciale pour contrdler la colonisation par cette levure,
que ce soit en modele murin ou chez I’Homme (Kisand et al., 2010; Lin et al., 2009).
L’implication de cette levure dans certaines formes de MC reste donc a définir, mais des
facteurs environnementaux agissant sur un hote génétiquement prédisposé pourraient
favoriser la persistance de C. albicans et ainsi mener & une réponse immunitaire anormale de
type Th17.
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I11-3- Implication d’une bactérie pathogéne

Parmi les agents infectieux bactériens, les genres Mycobacterium et Escherichia coli
sont fortement étudiés suite aux nombreuses études montrant une forte corrélation entre la
présence de ces bactéries et le développement d’une MC. L’implication de souches de
Helicobacter est aussi recherchée suite notamment aux observations faites en modéle
inflammatoire murin. Enfin, I’hypothése de la chaine du froid permettrait de mettre en
corrélation I’émergence de la MC avec un facteur environnemental qui serait I’équipement
des foyers occidentaux modernes par des réfrigérateurs, ou des bactéries psychotropes telles
que Yersinia spp. ou Listeria spp. pourraient se développer et présenteraient des propriétés de

stimulation de la réponse immunitaire d’un héte génétiqguement prédisposé.

111-3-1- Helicobacter

Depuis la découverte de I’association entre Helicobacter pylori et le systeme mucosal
gastrique humain, entrainant la formation d’ulceres, une implication des bactéries du genre
Helicobacter dans la MC a été suspectée. Depuis, 59 especes de Helicobacter ont été
identifiées chez I’animal et I’Homme. Plusieurs especes ont été isolées au niveau intestinal
humain. Helicobacter serait ainsi capable de coloniser le tractus digestif de I’Homme et
d’induire des pathologies. Cependant, aucun rdle spécifique de ces pathogénes intestinaux
dans les MICI n’a pu encore étre démontré.

Les études réalisees au cours de ces dix dernieres années en modele murin ont montré
une implication directe de Helicobacter dans une inflammation intestinale. Helicobacter
hepaticus est un pathogeéne murin proche du pathogene humain H. pylori. Il est impliqué dans
des hépatites chez la souris et certaines souches seraient associées au développement de
cancers hépatiques. Dans certains modéles murins présentant des altérations génétiques, il a
été identifié comme pathogene intestinal capable d’induire une inflammation séveére,
accompagnée d’une réponse immunitaire semblable a ce qui peut étre observé chez des
patients atteints de MC (Chin et al., 2000; Jiang et al., 2002; Shomer et al., 1997). Cependant,
plusieurs études montrent que la présence d’une flore endogéne est tres importante pour
gu’une inflammation intestinale se développe aprés une infection par H. hepaticus (Burich et
al., 2001; Kullberg et al., 1998). Helicobacter bilis s’est aussi avéré capable d’induire une
colite chez des souris immunodéficientes C3h/HeN en conditions gnotobiotiques (Jergens et
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al., 2007). La colonisation de ces souris par H. bilis entraine une perturbation de la réponse
immunitaire de I’h6te a sa flore commensale, induit progressivement une réponse immunitaire
aux bactéries commensales, ce qui contribue au développement d’une inflammation
intestinale, avec I’apparition d’une iléocolite. A I’heure actuelle, toutes ces études
expérimentales sur modéle murin indiquent qu’il est indispensable de penser a une telle piste

infectieuse chez les patients atteints de MC.

I11-3-2- Les bactéries psychotropes : Yersinia et Listeria

L’hypothése de la chaine du froid pourrait suggérer I’implication de facteurs infectieux
qui seraient les bactéries psychotropes telles que Yersinia ou Listeria (Hugot et al., 2003). Ces
bactéries sont fréquemment retrouveées dans une grande variété d’aliments, y compris la
viande et les légumes, et ont éte isolées au niveau de lésions chez des patients atteints de MC.

Il'y a de nombreux aspects de la Yersiniose communs avec la MC, notamment la
présence de granulomes (Abe et al., 1997). Yersinia enterolitica peut penétrer via les plaques
de Peyer, causant ainsi des micro-abces et des ulcérations le long de I’épithélium iléal
(Grutzkau et al., 1990). Cette bactérie a un fort tropisme pour les tissus lymphatiques et est
notamment retrouvee au niveau des nodules mésentériques, suggerant qu’une stimulation des
lymphocytes T joue un rdle central dans la pathogenese des infections a Yersinia. L’infection
de cellules épithéliales intestinales par Yersinia spp. entraine une activation de la voie NF-xB
et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Abe et al., 1997; Grutzkau et al., 1990).
Plusieurs études ont montré la présence de Y. enterolitica et de Y. pseudotuberculosis au
niveau intestinal de patients atteints de MC (Kallinowski et al., 1998; Lamps et al., 2003). Il a
été rapporté par deux groupes indépendants, un en Grande-Bretagne et un autre en Italie, deux
cas d’un jeune homme et d’une jeune femme avec des iléites terminales impliquant Yersinia
paratubercolosis, chez qui une MC a été par la suite diagnostiquée (Homewood et al., 2003;
Zippi et al., 2006). Ces résultats indiquent une implication possible de Yersinia chez certains
patients atteints de MC, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer si
cette observation est un épiphénomene ou si une infection a Yersinia est bien un facteur
déclenchant de la MC.

La bactérie psychotrope Listeria fait I’objet de nombreuses recherches concernant son
implication dans la pathogenése de la MC (Chen et al., 2000; Huijsdens et al., 2003). Listeria

monocytogenes pourrait représenter un bon candidat impliqué dans I’étiologie de la MC car de
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Tableau 6 : Arguments pour ou contre I’'implication de Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis (MAP) dans la maladie de Crohn (d’aprés Pineton de Chambrun et al.,
2008; Sartor, 2005).

Pour

- Similitudes cliniques et pathologiques avec la maladie de Johnes

- Présence dans la chaine alimentaire (lait, viande) et dans I’eau

- Plus forte détection par culture, PCR et FISH de MAP dans les tissus isolés de patients atteints de MC
- Culture de sang positive pour MAP chez les patients atteints de MC

- Réponse sérologique augmentée chez les patients atteints de MC

- Détection de MAP dans le lait humain par culture et PCR

- Progression d’une lymphoadénopathie en iléite distal chez les patients atteints d’infection a MAP

- Réponse thérapeutique a une thérapie combinant des antibiotiques et des antituberculeux

- Identification de LT activés par des épitopes de MAP chez patients atteints de MC

Contre

- Différences cliniques et pathologiques avec la maladie de Johnes

- Manque de données épidémiologiques concernant une infection qui serait alors transmissible

- Pas de transmission d’animaux contaminés avec MAP a des humains

- Pas de similitudes entre le génotype des MAP lié a la MC et isolé de bovin

- Variabilité des resultats pour I’identification de MAP par PCR et les tests sérologiques chez les patients
- Pas d’aggravation de la MC chez des patients immunodéprimés

- Pas de réponse thérapeutique a I’ utilisation d’antibiotique anti-mycobactériens classiques

- Pas de données histologiques




I’ADN de L. monocytogenes a déja été détecté au niveau intestinal, que ce soit chez les
patients présentant ou non une MC. L. monocytogenes a été identifié au niveau de lésions de
patients atteints de MC par analyses immunohistochimiques (Chen et al., 2000; Chiba et al.,
1998a; Liu et al., 1995). Un autre point en faveur de cette hypothése est que des souris
déficientes pour NOD2, géne de susceptibilité associé a la MC, ont montré une susceptibilité
accrue a une infection orale a Listeria monocytogenes, mais sont resistantes a une infection
systémique (Kobayashi et al., 2005). Cette observation est associée a une diminution des taux
d’ARNmM de cryptidines spécifiques, homologues aux o-défensines humaines, au niveau des
cellules de Paneth. Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ou

infirmer I’hypothese d’une implication de Listeria dans la MC.

I11-3-3- Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

L’hypothese d’une mycobactérie a I’origine de la MC a été suspectée dés la
description  anatomopathologique des lésions granulomateuses (Dalziel, 1989).
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) est I’agent causal de la maladie de
Johne, une iléite granulomateuse chronique des ruminants qui partage des similitudes avec la
MC (Chiodini, 1989; Greenstein, 2003).

MAP est capable de survivre en macrophages en créant une niche de réplication qui
met cette bactérie a I’abri des agents bactéricides du phagocyte. Cette propriété de résistance
en macrophages fait de ce pathogéne un candidat potentiel qui pourrait étre impliqué dans la
formation de granulomes, caractéristique histologique de certaines formes de MC. D’ailleurs,
de ’ADN de MAP a été détecté par PCR dans des tissus de certains patients atteints de MC,
notamment dans les granulomes. Cependant, I’ADN d’autres types de bactéries a également
été retrouvé au niveau de ces granulomes, dont notamment E. coli (Ryan et al., 2004). De
plus, la présence d’ADN bactérien dans les granulomes n’indique pas forcément une relation
de cause a effet. Cela pourrait influencer la progression de la maladie étant donné que I’ADN
bactérien peut avoir un effet d’immunomodulation.

Les résultats sont contradictoires en ce qui concerne I’isolement de cette bactérie chez
les patients atteints de MC (Tableau 6) (Pineton de Chambrun et al., 2008; Sartor, 2005).
Certaines études ayant pour but d’isoler des MAP ou d’amplifier des séquences d’ADN
spécifiques de MAP indiquent la présence de MAP dans des biopsies intestinales de patients
atteints de MC (Autschbach et al., 2005; Naser et al., 2004; Romero et al., 2005; Ryan et al.,
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2002; Sechi et al., 2005b) alors que d’autres études, n’ont pas permis de mettre en évidence la
présence de cette bactérie (Ellingson et al., 2003; Freeman and Noble, 2005; Parrish et al.,
2009; Shanahan and O'Mahony, 2005). Toutefois, une méta-analyse prenant en compte les
tests PCR ou ELISA afin de compiler tous les résultats d’études recherchant la présence de
MAP chez les patients atteints de MC démontre une association entre la détection de MAP et
la MC (Feller et al., 2007).

Certains genes de susceptibilité a la MC identifiés (TNFSF15, NOD2, IRGM) sont
également des genes de susceptibilité a des maladies causées par les mycobactéries, suggérant
un défaut de prise en charge des mycobactéries dans I’étiologie de la MC (Che et al., 2010;
Intemann et al., 2009; Sechi et al., 2005a; Zhang et al., 2009). De plus, il a été montré que des
lymphocytes T CD4" avec un phénotype Thl ou Th1/Th17, isolés de biopsies intestinales de
patients atteints de MC sont activés par des épitopes de MAP, suggérant un réle de MAP dans
I’inflammation associée a la MC (Olsen et al., 2009).

Plusieurs études cliniques ont rapporté que I’administration d’une combinaison de
trois ou quatre antibiotiques présentant de fortes activités contre les mycobactéries permet
d’obtenir des rémissions chez environ deux tiers a trois quarts des patients avec des formes
actives de MC (Borody et al., 2002; Borody et al., 2007; Gui et al., 1997). Toutefois, il est &
noter que ces antibiotiques visant a éliminer les mycobactéries sont également actifs sur de
trées nombreuses espéces bactériennes. Lors d’une étude clinique testant [I’efficacité
d’antibiotiques anti-mycobactériens tels que la clarithromycine, rifabutine et clofazimine,
dans le traitement de patients présentant une MC active (Selby et al., 2007), il a été observe,
apres 2 ans de traitement, aucune différence entre le groupe thérapeutique et le groupe
placebo concernant la récidives de MC. Ainsi, MAP ne jouerait pas un role primordial dans la
MC. Cependant, cette étude montre aussi qu’au bout de 6 mois, 66% des patients ayant recu le
traitement étaient en compléte rémission, ce qui est le meilleur résultat obtenu a ce jour
quelque soit la thérapie utilisée, Infliximab compris (Selby et al., 2007).

La presence d’anticorps dirigés contre MAP a été mise en évidence chez 90% des
patients atteints de MC pour lesquels la recherche d’ ASCA était négative (Naser et al., 2000),
ce qui suggérerait I’existence de différentes formes de MC : une forme iléale avec présence
d’ASCA, et au moins une autre forme pouvant étre liée a la présence de MAP.
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Tableau 7 : Etudes mettant en évidence I’augmentation de souches de Escherichia coli
associées a la muqueuse de patients atteints de maladie de Crohn.

Auteurs (Pays) Années Résultats majeurs
Swidsinski et al. 2002 E. coli dans les biopsies d’environ 20% des patients atteints de
(Allemagne) MC (n=54) et de 5% des contrdles (n=40).
Neut et al. 2002 Augmentation de 100 a 1000 fois du nombre de E. coli totaux
(France) isolés de la muqueuse des patients atteints de MC.
E. coli associées a la muqueuse chez 43% des patients atteints
Martin et al. 2004 de MC (n=14) et 17% des contréles (n=24).
(Grande-Bretagne) E. coli intra-mucosales chez 29% des patients atteints de MC et
9% des controles.
Darfeuille-Michaud et al E. coli adheérentes et invasives au niveau de 36,4% des lésions
(France) " 2004  précoces de la muqueuse iléale de patients atteints de MC
(n=63) par rapport a 6,2% chez les contrdles (n=16).
Mvlonaki et al Nombre de E. coli associées a I’épithélium rectal chez des
(Gra¥1de-Breta ﬁe) 2005 patients atteints de MC (n=6) significativement supérieur a
g celui observé chez des controles (n=14)
Conte et al ADN de E. coli au niveau de la muqueuse iléale chez 75%

(Italie) ' 2006  d’enfants atteints de MC (n=12) et chez 25% des témoins
(n=7).

Augmentation de 1000 a 10000 fois du nombre de E. coli
totaux isolés de la muqueuse des patients atteints de MC (n=13)
. par rapport aux contréles (n=15).

Kotg\évsgég; il 2007  Détection de 61,5% de souches de E. coli des groupes
phylogénétiques B2 et D (groupes « pathogenes ») parmi les
souches de E. coli identifiées dans les biopsies de patients
atteints de MC, contre seulement 26,7% chez les contréles.
24,6% et 13,8% de souches bactériennes invasives chez les
patients atteints de MC (n=15) et les contréles (n=12),

Sasaki et al respectivement.

(USA) ' 2007  Les souches de E. coli invasives représentent 98,9% de toutes
les souches bactériennes invasives isolées de la muqueuse de
patients atteints de MC contre seulement 2,1% chez les
controles.

E. coli adhérentes et invasives au niveau de 38,5% des lésions

Baumgart et al. 2007 de la muqueuse iléale de patients atteints de MC (n=13) et de

5 % des lésions coliques (n=8) par rapport a 14% chez les

USA 37,5 % des lési li 8 t a 14% chez |
contréles (n=7).

E. coli adhérentes et invasives associées a la muqueuse chez
Martinez-Medina et al. 2009 51,9% des patients atteints de MC (n=20) et 16,7% des

(Espagne)

contrbles (n=28). Prévalence importante du
phylogénétique B2 parmi ces AIEC (64%).

groupe




111-3-4- Escherichia coli

L’ implication de E. coli dans la MC est envisagée depuis longtemps, basée notamment
sur des études sérologiques (Landers et al., 2002; Macpherson et al., 1996; Mei et al., 2006;
Mow et al., 2004a; Mow et al., 2004b; Tabaqchali et al., 1978). Par ailleurs, de nombreuses
études sur des biopsies intestinales de patients atteints de MC ont mis en évidence la présence
d’antigénes spécifiques de E. coli, notamment au niveau des macrophages et des cellules
géantes a la base des ulcéres, le long des fissures, dans les granulomes et la lamina propria
(Cartun et al., 1993; Fujita et al., 2002; Liu et al., 1995; Swidsinski et al., 2002). Un nombre
plus important de E. coli pathogénes des groupes B2 et D est retrouvé chez les patients
atteints de MICI par rapport a des contrdles (Kotlowski et al., 2007). De plus, des souches de
E. coli ont été isolées plus fréquemment a partir de séreuses intestinales et de ganglions
mésentériques prélevés lors d’actes chirurgicaux chez les patients atteints de MC que chez les
controles (Ambrose et al., 1984; Laffineur et al., 1992). E. coli colonise anormalement les
lesions iléales aigués et chroniques des patients atteints de MC (représentant jusqu’a 100% de
la flore totale aéro-anaérobie) comparativement aux témoins (Darfeuille-Michaud et al.,
1998). Plusieurs études indépendantes ont rapporté une augmentation du nombre de E. coli
associés a la muqueuse intestinale chez les patients atteints de MC (Tableau 7) (Baumgart et
al., 2007; Conte et al., 2006; Darfeuille-Michaud et al., 1998; Kotlowski et al., 2007; Martin
et al., 2004; Martinez-Medina et al., 2009a; Neut et al., 2002; Sasaki et al., 2007; Swidsinski
et al., 2002).

I11-3-4-1- Propriétés d’adhésion des souches de Escherichia coli

associées a la maladie de Crohn

Les souches de E. coli retrouvées au niveau de la muqueuse intestinale ou dans des
selles de patients atteints de MC sont capables d’adhérer in vitro aux cellules eucaryotes. En
effet, des souches de E. coli présentant des propriétés d'adhésion aux cellules buccales ont été
isolées des selles de 62% et 53% de patients atteints de MC, contre respectivement 6% et 5%
de sujets contréles (Burke and Axon, 1988; Giaffer et al., 1992). De plus, des souches de E.
coli possédant des génes codant des adhésines responsables chez E. coli d’une adhésion

uniforme des bactéries a la surface des cellules (adhésion diffuse) ont été retrouvées au niveau
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de 39,3% des biopsies rectales de patients avec MC, comparativement a 22,2% des biopsies
provenant de sujets contrdles (Schultsz et al., 1997).

Il existe une relation entre le pouvoir d’adhésion et le taux de colonisation de la
muqueuse intestinale par ces souches de E. coli. En effet, le pourcentage de souches
adhérentes est d’autant plus élevé que le taux de colonisation est important. Ce résultat est
illustré par le fait que 84,6% des patients atteints de MC et 78,9% des patients présentant une
récidive de MC hébergent des souches de E. coli adhérant aux cellules épithéliales intestinales

Caco-2, contre seulement 33,3% des contrdles (Darfeuille-Michaud et al., 1998).

I11-3-4-2- Propriétés d’invasion des souches de Escherichia coli

associées a la maladie de Crohn

Plusieurs études indépendantes ont rapporté chez les patients atteints de MC la
présence de E. coli internalisés dans la muqueuse ou la capacité des E. coli associés a la
muqueuse d’envahir les cellules épithéliales intestinales (Conte et al., 2006; Darfeuille-
Michaud et al., 2004; Kotlowski et al., 2007; Martin et al., 2004; Sasaki et al., 2007)

La souche de E. coli LF82, isolée au niveau d’une lésion iléale chronique chez un
patient atteint de MC (Darfeuille-Michaud et al., 1998; Darfeuille-Michaud et al., 2004), a
plus particulierement été étudiée au laboratoire. Cette souche est capable d’envahir in vitro les
cellules épithéliales intestinales Intestine-407, Caco-2 et HCT-8, ainsi que les cellules
épithéliales de larynx HEp-2, et ceci avec un niveau d’internalisation comparable a celui des
E. coli entéroinvasifs (EIEC), pathovar de référence de E. coli pour le phénotype invasif et
trés proche de Shigella spp. (Boudeau et al., 1999).

L’interaction entre la souche LF82 et les cellules épithéliales est caractérisée par
I’émission d’élongations membranaires a la surface des cellules cibles qui englobent les
bactéries adhérentes. Ces élongations, localisées au site de contact intime avec les bactéries,
semblent étre sous-tendues par une accumulation d’éléments du cytosquelette cellulaire,
comme en témoignent les zones cytoplasmiques denses observées au niveau des sites
d’interaction (Figure 31). Ce phénomeéne d’internalisation de la souche LF82 dans les cellules
HEp-2 necessite une polymérisation active d’actine, ainsi qu’un recrutement des
microtubules, comme ont pu le montrer les inhibitions d’invasion en utilisant la cytochalasine
D et la colchicine, inhibiteurs spécifiques de ces deux mécanismes. De telles modifications
morphologiques ont également été observees lors des phénoménes de macropinocytose
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Figure 31 : Clichés de microscopie
électronique a transmission de cellules
épithéliales HEp-2 infectées par la souche de
E. coli LF82. A. Adhésion et invasion des
bactéries LF82 a la cellule héte (x 6 200). B.
Formation d’extensions membranaires par la
cellule hote infectée qui englobent les bactéries
___| adhérentes en vue de leur internalisation (x 21
"5 600). C. Lyse de la vacuole d’endocytose
.| contenant les bactéries LF82 (x 28 800)
(Boudeau et al., 1999).

wt MEF Atg5 -/- MEHR

Figure 32 : Autophagie et controle intracellulaire de la bactérie LF82. Une altération du
mécanisme de I’autophagie suite a la délétion du géne Atg5 (B) conduit a un défaut de prise en charge
des bactéries intracellulaires, avec une augmentation de leur réplication intracellulaire
comparativement aux fibroblastes sauvages (A) (Lapaquette et al., 2009).



induits par Shigella spp. ou Salmonella spp. (Adam et al., 1995; Finlay and Falkow, 1988;
Francis et al., 1993). Cependant, aucun des déterminants génétiques d'invasion connus chez
Shigella spp., Salmonella spp. ou chez les E. coli pathogénes n'a été retrouvé chez la souche
LF82 (Boudeau et al., 1999).

Comme d’autres souches invasives du type EIEC, Shigella spp. ou Salmonella spp., la
souche LF82 est capable de survivre mais aussi de se multiplier dans les cellules intestinales.
L’analyse en microscopie électronique a transmission a montré que la souche LF82 avait la
capacité, comme Shigella spp., de lyser la membrane de la vacuole d’endocytose (Figure 31)
et de se retrouver libre dans le cytoplasme, environnement favorable a une multiplication

bactérienne (Boudeau et al., 1999).

I11-3-4-3- Survie et multiplication en cellules épithéliales

La colonisation iléale par des souches de E. coli adhérentes et invasives et
I’association a la MC des polymorphismes ATG16L1 et IRGM suggerent qu’une altération de
I’autophagie pourrait jouer un réle important dans I’immunopathogenese de la MC. Dans des
fibroblastes murins déficients pour I’autophagie, la souche de référence LF82 se multiplie
plus intensément que dans des fibroblastes normaux (Figure 32) (Lapaquette et al., 2009). Ce
comportement intracellulaire n’est pas retrouvé pour les souches d’E. coli commensaux ou
entéropathogénes, semblant indiquer une prise en charge spécifique par I’autophagie des
souches de E. coli associées a la MC. Par ailleurs ce processus cellulaire est induit par les
cellules en réponse a I’infection et une partie des bactéries internalisées est retrouvée dans des
autophagosomes ou leur multiplication est contrdlée. Une extinction de I’expression des génes
ATG16L1 et IRGM permet a la souche LF82 une réplication intracellulaire importante
(Lapaquette et al., 2009). De plus il a récemment été montré que des cellules présentant le
polymorphisme silencieux (C313T) localisé dans la séquence codante du géne IRGM
perdaient la régulation de I’expression de ce géne via les microARN miR-196 A et B,
engendrant une persistance accrue des souches de E. coli associées a la MC intracellulaires
(Brest et al., 2011b).

Ces données suggerent qu’un dysfonctionnement de I’autophagie chez des patients
serait favorable a la persistance de bactéries, pouvant conduire a une réponse immunitaire

exacerbée caractéristique de la pathologie (Brest et al., 2011b; Lapaquette et al., 2009).
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Figure 33 : Clichés de microscopie électronique a transmission de macrophages J774-Al
infectés par la souche de E. coli LF82. A. Aprés 1 h d’infection, les bactéries LF82 sont
internalisées dans un phagosome. B. Les bactéries LF82 sont capables de se multiplier, et a 8 h post-
infection des vacuoles contenant plusieurs bactéries sont observées. C. A 24 h post-infection, les
bactéries LF82 se retrouvent dans une large et unique vacuole (x7 200) (Glasser et al., 2001).



I11-3-4-4- Survie et multiplication des souches de Escherichia coli

associees a la maladie de Crohn en macrophages

Le comportement des souches de E. coli associées a la MC, ainsi que le devenir de la
cellule héte, ont été étudiés dans différentes cellules macrophagiques murines et humaines
(Glasser et al., 2001). Les résultats obtenus montrent que 100% des souches de E. coli isolées
de patients atteints de MC sont capables, aprés phagocytose par les macrophages murins J774,
de survivre et de se multiplier fortement jusqu’a 48 h post-infection, avec un nombre de
bactéries intracellulaires a 48 h post-infection pouvant atteindre 72 fois le nombre de bactéries
internalisées a 1 h. De plus, la souche LF82 est capable de résister a I’activité bactéricide des
cellules macrophagiques J774 pendant au moins 5 jours (Glasser et al., 2001).

Les clichés obtenus en microscopie électronique a transmission montrent que les
bactéries LF82 induisent la formation d’une large vacuole a 24 h post-infection, par fusion de
vacuoles précoces tout en préservant I’intégrité de la cellule héte (Figure 33). Aucune
bactérie libre dans le cytoplasme n’a été observée. La détermination du taux de lactate
déshydrogénase (enzyme cytoplasmique), un marquage par de I’annexine V ainsi que
I’analyse de la fragmentation de I’ADN montrent que, contrairement a Shigella spp. ou
Salmonella spp., la souche LF82 n’induit aucune mort cellulaire des macrophages infectés,
par apoptose ou par nécrose. Les macrophages infectés par la souche LF82 sécretent des taux
élevés de TNF-a (Glasser et al., 2001).

L’analyse du trafic intracellulaire des phagosomes contenant les bactéries LF82 en
macrophages a montré que ceux-ci transitent normalement le long de la voie endocytaire
(Bringer et al., 2006). En effet, contrairement & de nombreuses bactéries pathogenes qui
échappent a la maturation phagosomale normale (Meresse et al., 1999), les bactéries LF82
sont internalisées dans des phagosomes qui évoluent vers un compartiment de type
phagolysosomal acide et contenant de la cathepsine D active. Les mécanismes par lesquels les
bactéries LF82 résistent a I’activité hydrolytique de la cathepsine D sont encore inconnus. La
neutralisation du pH intravacuolaire des phagosomes contenant les bactéries LF82 avec des
agents lysomotropiques alcalinisants, tels que la chloroguine ou le chlorure d’ammonium,
inhibe la réplication intracellulaire des bactéries indiquant que le pH vacuolaire acide
constitue un signal clé impliqué dans la régulation de génes de virulence nécessaires a la
survie/multiplication des bactéries LF82 en macrophages (Bringer et al., 2006).

Le criblage d’une banque de mutants d’insertion Tn5phoA en macrophages murins

J774-A1 a permis d’identifier le r6le de la protéine de stress HtrA dans la réplication de la
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souche LF82 en macrophages (Bringer et al., 2005) et de I’oxydoréductase périplasmique
DsbA dans le processus de survie de la souche LF82 en macrophages (Bringer et al., 2007).La
croissance du mutant isogénique LF82-AhtrA est significativement diminuée dans un milieu
reproduisant en partie le contenu d’une vacuole de phagocytose de par un pH acide (pH 5,5)
et un appauvrissement en nutriments, et ce mutant isogénique est fortement affecté dans son
pouvoir de réplication intramacrophagiques (Bringer et al., 2005). La délétion du gene dsbA
chez la souche LF82 conduit quant-a elle a I’absence de synthese de flagelles et de pili de type
1 fonctionnels a la surface de la bactérie (Bringer et al., 2007). La protéine DsbA joue
également un role indispensable dans le processus de survie et de multiplication en
macrophages, probablement via la maturation de facteur(s) de virulence qui restent a étre
identifiés.

Il a récemment était montré que la forte sécrétion de TNF-a induite par la réplication
intramacrophagique de la souche LF82 était nécessaire pour que cette réplication
intramacrophagique soit maximale (Bringer et al., 2011). Il semble ainsi exister une boucle
d’amplification au cours de laquelle les bactéries LF82, en induisant la sécrétion de TNF-a,
entrainent une augmentation de leur pouvoir réplicatif. Enfin, il a pu étre montré que la
machinerie autophagique était recrutée au site d’entrée des bactéries lors de I’infection de
macrophages, et que ce processus autophagique était nécessaire pour limiter la réplication
intramacrophagiques des souches de E. coli adhérentes et invasives, mais également pour la

mise en place de la réponse inflammatoire (Lapaquette et al., 2011).

111-3-4-5- Souches de Escherichia coli associées a la maladie de Crohn

et formation de granulomes

La presence de granulomes épithélioides constitue I’une des caractéristiques
histologiques de la MC. Plusieurs études viennent appuyer I’hypothése de I’implication de E.
coli dans la formation des granulomes. En effet, des antigenes et de I’ADN de E. coli ont été
retrouveés dans les granulomes de patients atteints de MC (Cartun et al., 1993; Liu et al., 1995;
Ryan et al., 2004) et il a de plus été mis en évidence la présence systématique de E. coli ou
d’antigénes de E. coli dans les granulomes des chiens Boxer atteints de colites
granulomateuses (Van Kruiningen et al., 2005). Ces souches de E. coli ont la capacité

d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales en culture et la capacité de survivre et de se
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Figure 34 : Cliché de microscopie électronique a balayage d’une
structure granulomateuse induite in vitro par la souche AIEC
LF82. Les agrégats contiennent a la fois des lymphocytes (indiqués
par la fleche) et des macrophages (Meconi et al., 2007).
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Figure 35 : Les 6 classes de E. coli responsables de diarrhées. A. Les EPEC adhérent aux cellules
épithéliales intestinales et détruisent I’architecture des microvillosités en entrainant des lésions
d’attachement-effacement caractéristiques. La perturbation du cytosquelette est accompagnée d’une
réponse inflammatoire et de diarrhées. La bactérie adhére initialement grace aux BFP (Bundle-Forming
Pilus) puis il y a translocation d’effecteurs par le systeme de sécrétion de type Il qui induisent la
formation d’un piédestal. B. Les EHEC entrainent également la formation de lésions d’attachement-
effacement. Les EHEC produisent des Shiga-like toxines (Stx) se disseminant dans I’organisme par la
circulation sanguine. C. Les ETEC adherent aux cellules épithéliales intestinales grace aux facteurs CFA
(Colonization Factor Antigen) et provoquent des diarrhées aqueuses suite a la sécrétion d’entérotoxines
thermolabile (LT) et thermostable (ST). D. Les EAEC adhérent aux cellules sous forme d’un fin biofilm
grace aux facteurs AAF (Aggregative Adherence Fimbriae) et sécrétent des entérotoxines et des
cytotoxines. E. Les EIEC envahissent les cellules, lysent leur vacuole d’internalisation et se déplacent a
I’intérieur de la cellule infectée et peuvent pénétrer dans les cellules adjacentes en utilisant les
microfilaments d’actine. F. Les DAEC adhérent aux cellules suite & une interaction notamment entre
I’adhésine F1845 et le récepteur DAF (Decay-Accelerating Factor) induisant un signal de transduction
conduisant a un allongement des microvillosités suite & une désorganisation massive du cytosquelette
(Kaper et al., 2005).
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multiplier dans les macrophages de fagon similaire aux souches de E. coli associées a la MC
(Simpson et al., 2006).

La souche LF82 induit la formation de granulomes in vitro (Meconi et al., 2007),
comme montré par I’induction d’agrégations de macrophages humains infectés puis le
recrutement de lymphocytes « circulants » et la formation de cellules géantes multinuclées au
sein de ces agrégats. Les agrégats ainsi formés ressemblent fortement aux granulomes
associés a la MC, dont la plupart sont constitués de macrophages, de lymphocytes et de
cellules géantes multinuclées (Figure 34). Des extraits totaux de bactéries LF82 seuls sont
également capables d’induire la formation de ces granulomes, alors que ni des souches
vivantes de E. coli non pathogénes ni des extraits totaux de ces souches n’induisent la
formation d’agrégats, indiquant donc la présence chez la souche LF82 d’antigénes spécifiques

impliqués dans la formation des granulomes.

I11-3-4-6- Deéfinition du pathovar AIEC et prévalence

Jusqu’a présent, six groupes pathogenes ou pathovars de E. coli responsables de
syndromes diarrhéiques ont été distingués sur la base de la nature de leurs facteurs de
virulence et des manifestations qu’ils engendrent. Il s’agit des E. coli entérotoxinogénes
(ETEC), des E. coli entérohémorragiques (EHEC), des E. coli entéro-agrégatifs (EAEC), des
E. coli a adhésion diffuse (DAEC), des E. coli entéropathogéenes (EPEC) et des E. coli
entéroinvasifs (EIEC) (Figure 35, pour revue, Kaper, 2005). Ces souches pathogenes de E.
coli codent des facteurs d’adhésion spécifiques leur permettant de coloniser le tractus
intestinal ainsi que des toxines ou des protéines secrétées capables d’affecter un certain
nombre de fonctions eucaryotes.

Les recherches par amplification génique et par hybridation moléculaire de différents
déterminants génétiques d’adhésion connus chez les E. coli responsables de diarrhées et
d’infections urinaires ont montré que 73% des souches de E. coli adhérentes et invasives
associées a la MC ne possedent aucun des facteurs d’adhésion et d’invasion déja décrits chez
les souches de E. coli pathogénes responsables d’infections intestinales (Boudeau et al., 1999;
Darfeuille-Michaud et al., 1998). Sur la base des caractéristiques pathogéniques des souches
de E. coli associées a la MC, un nouveau groupe de E. coli pathogenes associé a la MC a été
dénommé AIEC pour Adherent-Invasive E. coli (Boudeau et al., 1999). Les criteres
d’inclusion dans ce groupe sont : (i) la capacité a adhérer et envahir les cellules épithéliales
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Figure 36 : Les E. coli invasifs isolés de patients atteints de MC induisent une rupture de la
barriére intestinale. L’infection de cellules Caco-2 différenciées par des AIEC induit (A) une
diminution de la résistance trans-épithéliale et (B) une déstabilisation des jonctions serrées visualisée
par la redistribution des protéines ZO-1 et E-cadhérine (Sasaki et al., 2007). C. La souche AIEC de
référence LF82 est capable d’induire I’expression de la pore-forming claudin 2 (Denizot et al., 2011)

Tableau 8 : Prévalence des souches AIEC associées aux muqueuses iléale et colique de patients
atteints de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin et de sujets contr6les (d’aprés
Darfeuille-Michaud et al., 2004). RCH, Rectocolite hémorragique.

Nombre de Nombre de patients
patients hébergeant des AIEC (%)

Biopsies iléales

Crohn « chronique » 23 5(21,7) 0,196

Crohn « aigu » 22 8 (36,4) 0,034

Crohn muqueuse saine 18 4(22,2) 0,206

Controles 16 1(6,2) -
Biopsies coliques

Crohn 27 1(3,7) 0,5

RCH 8 0 (0) 0,85

Controles 102 2(1,9) -




intestinales selon un processus dépendant du recrutement des microtubules et des
microfilaments, (ii) la capacité a survivre et se multiplier fortement au sein de larges vacuoles
dans les macrophages sans induire de mort cellulaire et (iii) la capacité a induire la libération
de taux élevés de TNF-a par les macrophages infectés. De plus, les souches AIEC ont pour
caractéristiques de pouvoir déstabiliser I’épithélium intestinal en induisant notamment
I’expression de la pore-forming claudin 2 (Denizot et al., 2011; Sasaki et al., 2007) (Figure
36), de former des biofilms (Martinez-Medina et al., 2009b), et d’induire la formation de

granulomes (Meconi et al., 2007).

Une étude de la prévalence des souches AIEC associées a la muqueuse intestinale des
patients atteints de MC a indiqué que des souches AIEC sont retrouvées au niveau de la
portion néoterminale de I’iléon chez 36,4% des patients atteints de MC contre seulement 6,2%
chez les controles (Tableau 8) (Darfeuille-Michaud et al., 2004).

Récemment, plusieurs génomes de souches AIEC ont été séquencés, et une étude
génomique comparative de souches de E. coli isolées de patients atteints de MC ou de RCH a
permis de révéler que ces souches représentent une population hétérogéne avec un profil
génomique semblable aux souches de E. coli pathogenes extra-intestinales (EXPEC, Extra-
intestinal Pathogenic E. coli) (Clarke et al., 2011; Krause et al., 2010; Miquel et al., 2010;
Nash et al., 2010; Vejborg et al., 2011). L ensemble de ces résultats montre clairement qu’une
souche unique n’est pas retrouvée chez les patients atteints de MC, mais que quelques
génotypes particuliers sont plus fréquemment associés aux lésions iléales de MC (Baumgart et
al., 2007; Masseret et al., 2001).

De maniére intéressante, la majorit¢ de ces souches appartient au groupe
phylogénétique B2, groupe au sein duquel se retrouve la majorité des E. coli pathogenes. Pour
la souche LF82, ce séquencage montre que son génome a évolué a partir de souches EXPEC
du groupe phylogénétique B2 avec I’acquisition de génes ou de groupes de genes de
Salmonella et de Yersinia (Figure 37). Sur la base de I’étude des genes dit « flexibles »
(génes ne faisant pas partie du squelette génomique commun a tous les génomes séquencés de
E. coli) et des SNP présents, la souche LF82 est phylogénétiquement proche de E. coli
pathogéne aviaire (Avian Pathogenic E. coli souche 01, APEC-01), de E. coli associé aux
méningites (Meningitis-Associated E. coli souche S88, MNEC S88), mais aussi de E. coli
uropathogénes (Uropathogenic E. coli souche UTI89, UPEC UTI89) (Miquel et al., 2010).
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Figure 37 : Représentation circulaire du génome de la souche AIEC de référence LF82 et
comparaison de la synthénie entre les plasmides pLF82, pHCM2 et pMT1. A. Représentation
circulaire du génome de la souche AIEC de référence LF82. Les différents cercles représentent, de
I’intérieur a I’extérieur : (1) le pourcentage en GC, (2) la localisation des ARNt (vert), des ARNr (bleu)
et des séquences d’insertion (gris), (3) I’écart a la moyenne du pourcentage de GC (les zones rouges
indiquent que I’écart a la moyenne est supérieur a 2 déviation standard), (4-6) les génes spécifiques a la
souche LF82 comparativement a la souche de E. coli non pathogene K12 (bleu), et comparativement aux
souches de E. coli B2 (vert) et de E. coli commensales (rouge). Les génes présentant au moins un
homologue dans une autre souche de E. coli et ayant plus de 85% d’identité sur au moins 80% de la
longueur sont considérés comme non spécifiques B. Représentation schématique de la synthénie
existante entre la séquence nucléotidique du plasmide de la souche AIEC de référence LF82 (pLF82) et
celui de Salmonella enterica serovar Typhi (P HCMZ2) et de Yersinia pestis Pestoides (pMT1) (Miquel et
al., 2010).
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Figure 38 : Structure de la sous-unite FimH, adhésine des pili de type 1. Cette sous-unité est
constituée d’un domaine piline, qui permet I’ancrage dans le pilus, un domaine lectine, responsable de
la reconnaissance des résidus mannose, et un bras flexible qui relie les deux domaines. En rouge sont
signalées les mutations présentes chez la souche AIEC LF82 : V27A, N70S, S78N et T158P (modifiée
d’aprés Schembri et al., 2000).



I11-3-4-7- Facteurs de virulence des AIEC impliqués dans la
colonisation de la muqueuse intestinale et I’invasion des cellules

épithéliales intestinales

Etant donné [I’absence de déterminants génétiques d’invasion connus ou
génétiquement similaires a ceux de souches invasives de E. coli, une stratégie de recherche
des déterminants génétiques impliqués dans le pouvoir d’invasion de la souche AIEC de
référence LF82 a été réalisée par mutagenese aléatoire par insertion du transposon Tn5phoA.
Le criblage de la banque de mutants d’insertion Tn5phoA en cellules épithéliales intestinales
Intestine-407 a permis d’identifier les pili de type 1, les flagelles et la protéine de membrane
externe YfgL comme jouant un réle dans la capacité de la souche AIEC LF82 a adhérer et a

envahir les cellules épithéliales intestinales.

I11-3-4-7-1- Les pili de type 1

Les pili de type 1, synthétisés par la majorité des Enterobacteriaceae, sont impliqués
dans la pathogénicité bactérienne de par leur réle dans I’adhésion bactérienne a différents
types de cellules eucaryotes via la reconnaissance de résidus mannosides (Giampapa et al.,
1988; Ofek et al., 1977; Sokurenko et al., 1994; Tewari et al., 1993; Wold et al., 1990) et par
leur implication dans I’invasion de souches de E. coli uropathogénes ou de Salmonella
enterica serovar Typhimurium (Baumler et al., 1996b; Bower et al., 2005; Horiuchi et al.,
1992; Martinez et al., 2000; Mulvey et al., 1998). Les pili de type 1 jouent un réle clé dans
I’invasion des cellules épithéliales par la souche AIEC LF82 en induisant la formation
d’élongations membranaires a la surface des cellules cibles contribuant a leur internalisation
(Boudeau et al., 2001). Le séquencage des genes de I’opéron fim de la souche AIEC LF82 a
mis en évidence des variations structurales au sein de plusieurs sous-unités, et notamment au
sein de I’adhésine FimH (Figure 38), comparativement a celles d’une souche de E. coli K-12
non pathogeéne, indiquant que la souche AIEC LF82 synthétise des pili de type 1 variants
(Boudeau et al., 2001). Les pili de type 1 de la souche LF82 exprimés par une souche de E.
coli de laboratoire non invasive ne lui conférent pas de propriétés d’invasion, indiquant que
les pili de type 1 sont nécessaires mais pas suffisants pour finaliser I’internalisation

bactérienne (Boudeau et al., 2001).

62






I11-3-4-7-2- Les flagelles

Les flagelles, synthétisés par un grand nombre d’especes bactériennes, sont
responsables de la mobilité des bactéries qui les synthétisent, permettant a ces dernieres de se
mouvoir dans un liquide et de changer de direction. lls sont également impliqués dans la
virulence de certaines bactéries pathogenes. En effet, la mobilité conférée par les flagelles est
indispensable au pouvoir invasif de certains micro-organismes, tels que les E. coli
entéropathogénes (Giron et al., 2002), Salmonella enterica serovars Typhimurium et
Enteritidis (Dibb-Fuller et al., 1999; Schmitt et al., 2001), Campylobacter jejuni (Yao et al.,
1994) ou Vibrio anguillarum (Ormonde et al., 2000). Cependant, le réle des flagelles dans
I’invasion n’est pas toujours restreint a la mobilité qu’ils conferent aux bactéries. En effet, une
étape de centrifugation, permettant d’établir un contact étroit entre la bactérie et les cellules
épithéliales, ne permet pas a un mutant non flagellé de Pseudomonas aeruginosa de pénétrer
dans les cellules épithéliales en culture (Fleiszig et al., 2001). Les flagelles peuvent également
jouer le réle d’appareil de sécrétion de type Il comme cela a pu étre montré chez Yersinia
spp. pour la sécrétion de la phospholipase YIpA (Young and Young, 2002; Young et al.,
1999).

Chez la souche AIEC LF82, il a été montré qu’un mutant isogénique LF82 délété du
gene fliC codant la flagelline FIiC n’est plus capable ni d’adhérer ni d’envahir les cellules
épithéliales intestinales en culture (Barnich et al., 2003). D’autre part, ce mutant ne synthétise
plus de pili de type 1. L’absence de production de pili de type 1 par le mutant LF82-AfliC est
consécutive a I’orientation préférentielle en phase OFF de la séquence inversible localisée en
amont de I’opéron fim et comportant la séquence promotrice de celui-ci. Ceci est la premiére
description d’une telle co-régulation de la synthese des pili de type 1 et des flagelles. L étude
du mécanisme moléculaire de co-régulation chez la souche AIEC LF82 a montré que le
facteur sigma FliA est le composant régulateur clé contrdlant a la fois I’expression des génes
de classe Il du régulon flagellaire, dont le géne fliC, mais également I’expression de génes
impliqués dans la voie dépendante du di-guanosine monophosphate cyclique (c-di-GMP). La
concentration en c-di-GMP, un second messager bactérien, permet la modulation de
I’expression des pili de type 1 chez la souche AIEC LF82 (Claret et al., 2007), tout comme il
permet la modulation de I’expression de genes de virulence chez d’autres bactéries
pathogénes (Hisert et al., 2005; Kader et al., 2006; Kulasakara et al., 2006; Lim et al., 2006;
Tamayo et al., 2005). Une expression induite des pili de type 1 chez le mutant isogénique

LF82-AfliC par transformation de ce mutant avec un plasmide recombinant codant I’opéron
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Figure 39 : Vésicules de membrane externe (OMV). A. Clichés de microscopie électronique a
transmission d’OMV purifiées a partir de surnageant de culture de Pseudomonas aeruginosa et colorées
négativement, échelle : 250nm. B. Coupe fine d’une bactérie a Gram négatif isolée au sein d’un biofilm
de riviere et produisant des quantités importantes d’OMV, échelle : 1 um. C. Coupe fine de P.
aeruginosa montrant le bourgeonnement de la membrane externe précédant la libération d’OMYV dans
le milieu extracellulaire, échelle : 250nm (Beveridge, 1999).



fim ne restaure pas totalement les niveaux d’adhésion et d’invasion (Barnich et al., 2003). Une
étape de centrifugation permet de restaurer totalement I’adhésion, mais pas I’invasion, du
mutant isogénique délété du gene fliC chez lequel une expression de pili de type 1 a été
induite. L absence de mobilité ne permet donc pas d’expliquer a elle seule la diminution du
pouvoir d’invasion observée. Les flagelles joueraient donc un réle par eux-mémes chez la
souche AIEC LF82 dans le processus d’invasion, soit directement comme appareil de
sécrétion pour des facteurs de virulence intervenant dans I’invasion, comme déja rapporté
chez Campylobacter spp. (Guerry, 2007), soit indirectement en controlant I’expression de
facteurs de virulence autres que les pili de type 1.

111-3-4-7-3- Les vésicules de membrane externe

Les vesicules de membrane externe (OMV, pour Outer Membrane Vesicles) ont pour la
premiére fois étaient observees dans les années 1960. Cependant, leurs mécanismes de
formation et leurs roles biologiques sont actuellement mal connus. Les OMV sont produites
par de trés nombreuses bactéries a Gram négatif pathogenes ou non, avec entre autre E. coli
(Gankema et al., 1980; Hoekstra et al., 1976), Shigella spp. (Dutta et al., 2004,
Kadurugamuwa and Beveridge, 1999), Bacteroides spp. (dont Porphyromonas) (Grenier and
Mayrand, 1987; Zhou et al., 1998) ou Helicobacter pylori (Fiocca et al., 1999). La formation
d’OMV est un processus ubiquiste des bactéries a Gram négatif observé dans différentes
conditions de culture (pour revue, Beveridge, 1999), mais également lorsque les bactéries sont
organisées en biofilms (Schooling and Beveridge, 2006). Ces vésicules résultent d’un
bourgeonnement de la membrane externe (ME) a la surface des bactéries et sont donc
constituées de LPS, de protéines de ME et de phospholipides (Figure 39). De plus, des
protéines périplasmiques peuvent étre emprisonnées dans ces vésicules lors de leur formation
de maniére passive mais aussi active (Kato et al., 2002; Wai et al., 2003; Wensink and
Witholt, 1981). D’une fagon générale, les vésicules constituent un moyen pour les bactéries
d’interagir avec des cellules eucaryotes ou d’autres cellules procaryotes. Elles peuvent
véhiculer des adhésines, des toxines, et des composés immunomodulateurs qui peuvent
médier I’adhésion, causer la cytotoxicité et moduler les reponses immunes de I’hdte (pour
revue, Kuehn and Kesty, 2005).

L’étude de la production d’OMV chez la souche AIEC LF82 a montré pour la premiére
fois I’implication des OMV dans un processus d’invasion de cellules hotes par des bactéries
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Figure 40 : Implication du récepteur Gp96 dans le processus invasif des souches AIEC associées a
la muqueuse iléale des patients atteints de MC. Les bactéries AIEC sont capables d’adhérer aux
cellules épithéliales intestinales exprimant le récepteur CEACAMBG via les pili de type 1 variant. Des
vésicules de membranes externes (OMV), riches en protéine OmpA, sont relachées et vont interagir
avec la protéine Gp96 anormalement exprimée a la surface des cellules épithéliales intestinales chez les
patients atteints de MC. Cette interaction permet de promouvoir I’invasion bactérienne via le relargage
d’effecteurs. MI, membrane interne; ME, membrane externe; OMV, vésicules de membrane externe

(modifiée d’aprés Rolhion et al., 2011).
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pathogénes (Rolhion et al., 2005). Comme la plupart des bactéries pathogénes (Horstman and
Kuehn, 2002; Wai et al., 1995), la souche AIEC LF82 produit des quantités plus importantes
d’OMV qu’une souche de E. coli K-12 non pathogene. De plus, la délétion du géne codant la
protéine de membrane externe YfgL entraine une incapacité de la bactérie AIEC LF82 a
produire des OMV (Rolhion et al., 2005). Cette lipoprotéine YfgL régule positivement des
transglycosylases lytiques et serait donc impliquee dans le renouvellement du peptidoglycane
de la paroi. Ainsi, en I’absence du produit du géne yfgL, I’activité des transglycosylases serait
diminuée, entrainant une diminution de I’accumulation des produits de dégradation du
peptidoglycane dans le périplasme, une diminution de la pression de turgescence exercée sur
la membrane externe par ces produits de dégradation, et donc une diminution de la libération
d’OMV. Cette délétion entraine aussi une perte du pouvoir d’invasion du mutant. De maniére
intéressante, le pouvoir d’invasion d’un tel mutant est restauré lorsque les cellules hotes sont
prétraitées par des OMV de la souche sauvage. Cette interaction des OMVs avec la cellule
hote se fait par la reconnaissance entre la protéine bactérienne de membrane externe OmpA
présente sur les OMV et le récepteur Gp96 anormalement surexprimé au niveau de la
muqueuse iléale de patients MC (Figure 40) (Rolhion et al., 2010). Ainsi, les OMV de la
souche AIEC LF82 représenteraient un systeme de transport permettant de délivrer a la cellule
hote des effecteurs bactériens impliqués dans les réarrangements du cytosquelette cellulaire et
favorisant I’internalisation des bactéries (Rolhion et al., 2005). On peut également spéculer
que ces OMV pourraient participer a la survie des bactéries AIEC dans des compartiments
endocytaires en délivrant des protéines bactériennes interférant avec la signalisation de la

cellule hote, mais si de tels effecteurs existent, ils restent a étre caractérisés.

I11-3-4-7-4 Systéme d’osmorégulation EnvZ/OmpR et activation

de la voie o&

Les systéemes a deux composants sont des mécanismes de régulation transcriptionnelle
permettant une adaptation rapide de la bactérie a son environnement. lls sont communément
retrouvés chez les procaryotes, mais quelques systémes existent également chez des
eucaryotes, tels que les levures et les plantes. Plus de 250 systéemes différents ont pu étre
identifiés dans le monde bactérien, dont une trentaine chez E. coli (Mizuno, 1997). Les
systemes de régulation a deux composants répondent a un stimulus spécifique et font

intervenir deux protéines : un senseur enchassé dans la membrane interne et un régulateur de
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Figure 41 : Schéma général du fonctionnement des systémes de régulation a deux composants. La
détection d’un signal au niveau du domaine extracellulaire active le domaine histidine kinase du
senseur, induisant la phosphorylation d’un résidu histidine. Le groupement phosphate est ensuite
transféreé sur un résidu aspartate du domaine d’activation du régulateur transcriptionnel, conduisant a
I’activation du domaine de liaison a I’ADN. Le régulateur transcriptionnel activé peut ensuite se fixer
sur des régions promotrices spécifiques pour activer ou inhiber la transcription de génes cibles
(modifiée d’aprés Rodrigue et al., 2000).




transcription a localisation cytosolique (Figure 41) (Rodrigue et al., 2000). L’activation de
ces systemes repose sur des réactions de phosphorylation et de déphosphorylation. Le
domaine N-terminal du senseur forme une boucle extracellulaire a localisation périplasmique
et constitue le domaine de reconnaissance d’un signal particulier. La reconnaissance du signal
par la protéine senseur induit en général lI'autophosphorylation d’un résidu histidine localisé
dans le domaine histidine kinase intracytoplasmique en C-terminal de la protéine senseur. La
molécule donneuse du groupement phosphate lors de cette autophosphorylation est I’ATP.
Gréace a I’activité phosphotransférase de la protéine senseur, le groupement phosphate est
ensuite transféré sur un résidu aspartate localisé au niveau du domaine d’activation du
régulateur transcriptionnel correspondant. Le régulateur transcriptionnel ainsi activé peut se
fixer, via son domaine de liaison a I’ADN, sur des régions promotrices spécifiques pour
activer ou réprimer la transcription de génes cibles. Afin de limiter I’activation ou la
répression de la transcription des génes concernés, le régulateur transcriptionnel phosphorylé
est rapidement inactivé grace a une activité phosphatase qui, dans la majorité des systéemes a
deux composants, se trouve au niveau de la protéine senseur (Mizuno, 1997).

Selon les conditions environnementales, la pression osmotique cytoplasmique des
bactéries est variable. Afin de résister a une entrée d’eau, la bactérie doit mettre en place des
mécanismes de transport pour maintenir la différence d’osmolarité entre le cytoplasme
bactérien et le milieu extérieur. Par exemple, les entérobactéries doivent s’adapter aux
changements rapides d’osmolarité rencontrés le long du tractus intestinal, et pour cela elles
possedent le systeme a deux composants EnvZ/OmpR qui régule la transcription notamment
des geénes codant les porines OmpC et OmpF permettant de modifier la perméabilité
membranaire. OmpC et OmpF sont présentes sous forme de trimeres au sein de la membrane
externe et sont fortement associées a la couche de peptidoglycane par des liaisons non
covalentes (Basle et al., 2006; Cowan et al., 1992). L’expression des genes codant les porines
OmpC et OmpF est régulée différemment en réponse a plusieurs facteurs environnementaux.
Ainsi le rapport OmpC/OmpF varie en fonction de I’osmolarité du milieu, mais aussi en
fonction du pH et de la disponibilité en nutriments (Heyde and Portalier, 1987; Liu and
Ferenci, 2001; Pratt et al., 1996). Lorsque les conditions environnementales, telles que
I’osmolarité, favorisent une forte expression des OMP, leur accumulation périplasmique et/ou
leur mauvais repliement active la voie . La voie o -dépendante fait appel & la sous-unité de
I”’ARN polymérase o, aux protéines RseA et RseB, ainsi qu'a des protéases périplasmiques
ou membranaires telles que DegS et RseP (Hayden and Ades, 2008; Young and Hartl, 2003).
La protéine RseA comprend un domaine C-terminal cytoplasmique interagissant avec le
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Figure 42 : Activation de la voie de signalisation c. Suite a une accumulation anormale de protéines
dans le périplasme, les protéases DegS et RseP, toutes deux ancrées a la membrane interne, permettent
de libérer le facteur of dans le cytoplasme. Aprés action de I’adaptateur SspB et de la protéase
cytoplasmique ClpXP, le facteur o* libre joue alors son role d’activateur transcriptionnel sur le régulon
oF. LPS, lipopolysaccharide; OMP, outer membrane protein; IMP, Inner membrane protein,(modifiée

d’aprés Hayden et al., 2008).
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facteur o=, permettant ainsi sa séquestration a proximité de la membrane interne et empéchant
sa fonctionnalité (Figure 42). En cas de stress, le mauvais repliement de certaines protéines
permet I’exposition d’un motif C-terminal de type YQF, normalement masqué au sein de ces
protéines, qui active DegS en interagissant avec son domaine PDZ. La protéase DegS clive le
domaine périplasmique de RseA. Ce clivage est favorisé par RseP qui dégrade a son tour la
région membranaire de RseA. Le facteur o est alors libéré et fonctionnel et il peut moduler
I’expression de I’ensemble des génes du régulon oF (Hayden and Ades, 2008; Young and
Hartl, 2003).

Depuis la premiére mise en évidence du réle du systeme a deux composants
EnvZ/OmpR dans la régulation de la virulence de Shigella flexneri (Bernardini et al., 1990),
de nombreuses études ont montré I’importance de ces systemes dans la virulence d'autres
especes bactériennes. Chez la souche AIEC de référence LF82, la forte osmolarité de la
lumiére intestinale est percue par le systtme a deux composants EnvZ/OmpR, ce qui
provoque une augmentation de synthése de la porine OmpC (Rolhion et al., 2007). La
surexpression d’OmpC engendre une accumulation anormale de protéines dans le périplasme
bactérien, entrainant alors I’activation de la voie de signalisation ot qui active I’expression
des geénes codant les pili de type 1, les flagelles, mais aussi des facteurs de virulence non
identifiés et impliqués dans I’interaction bactérie/cellule hote (Figure 43) (Rolhion et al.,
2007).
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Présentation des résultats

L’ensemble des travaux présentés dans ce meémoire avait pour objectif d’identifier et
de caractériser des déterminants génétiques impliqués dans le pouvoir pathogene des souches

AIEC isolées de lésions iléales chroniques de patients atteint de MC.

» Une premiere étude présente le role de la voie de signalisation RpoE dans la
capacité des souches AIEC a former des biofilms bactériens. Elle démontre que cette voie de
signalisation est impliquée, via I’activation de I’expression de facteurs bactériens, dans la
formation de biofilms in vitro mais également in vivo, ce qui permettrait aux bactéries de

coloniser efficacement et durablement la muqueuse intestinale.

» Une seconde étude présente le pouvoir d’interaction des souches AIEC avec les
plaques de Peyer. Ces données montre I’implication des long polar fimbriae dans le ciblage

des plaques de Peyer par les souches AIEC, et ceci via un ciblage spécifique des cellules M.
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I- Implication de la voie de signalisation ot dans la capacité des

souches AIEC a former des biofilms

Publication n°1

RpoE pathway is involved in biofilm formation by Crohn’s disease-associated adherent-

invasive Escherichia coli
Chassaing B., Bonnet R., Darfeuille-Michaud A.

En préparation pour Environmental Microbiology
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Introduction de la publication n°1

Les souches de E. coli adhérentes et invasives (AIEC), anormalement présentes au
niveau des lésions iléales des patients atteints de maladie de Crohn, expriment des pili de type
1 variants impliqués dans le processus d’adhésion, et produisent des vésicules de membranes
externes impliquées dans le processus d’invasion. Il a également pu étre mis en évidence
I’implication des facteurs bactériens HtrA et DsbA dans le pouvoir de survie et de
multiplication de la souche AIEC de référence LF82 en macrophages.

L’analyse de la souche AIEC de référence LF82 a permis de montrer que la forte
osmolarité de la lumiére intestinale conduit & une surexpression d’OmpC (Outer membrane
protein C) et a une accumulation anormale de protéines dans le périplasme bactérien,
entrainant alors I’activation de la voie de signalisation c". Il a pu étre montré que cette voie de
signalisation dépendante du facteur o= active I’expression des génes codant les pili de type 1,
les flagelles, mais aussi des facteurs de virulence non identifiés et impliqués dans I’interaction
bactérie/cellule (Rolhion et al., 2007).

De maniere intéressante, chez une souche MG1655, la régulation passant par le facteur
- conduit & une diminution de I’expression des flagelles et des pili de type 1. Ainsi, le milieu
intestinal pourrait constituer un signal clé dans le déclenchement de I’expression de génes de
virulence chez les souches AIEC associées a la MC. La différence de régulation de ces génes
chez les E. coli non-pathogenes et les AIEC pourrait représenter pour ces derniéres un

avantage adaptatif favorisant la colonisation de la muqueuse intestinale (Rolhion et al., 2007).

Le but de cette premiere étude a été d’identifier I’ensemble du régulon dépendant du
facteur o© chez les souches AIEC de référence LF82 et K-12 de référence MG1655, et de
caracteriser I’implication éventuelle de ces facteurs dans le pouvoir d’interaction des souches
AIEC avec les cellules épithéliales intestinales. Notre hypothese était qu’un ou plusieurs

E

facteurs appartenant au régulon o~ chez la souche AIEC de référence LF82 pourraient

expliquer sa capacité d’interaction avec les cellules épithéliales de I’héte.
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Summary

Ileal lesions of patients with Crohn’s disease (CD) are colonized by adherent-invasive
Escherichia coli (AIEC), able to adhere to and to invade intestinal epithelial cells (IEC), to
replicate within macrophages and to form biofilm. Previous analyses indicated putative
involvement of o= pathway in AIEC interaction with IEC. The aim of this study was to
characterize c"-regulated genes involved in AIEC interaction with IEC. Inhibition of o©
pathway in AIEC LF82 led to impaired ability to colonize intestinal mucosa and to form
biofilm. Comparative in silico analysis of o= regulon in strain LF82 and E. coli K-12 strain
MG1655 indicated that 12 genes were putatively controlled by c© only in strain LF82. Among
them, mRNA quantification after o= inhibition revealed that only ORF1 specific of LF82,
waaWVL operon mostly present in AIEC strains and ychH gene were under o© control.
Phenotype analysis of LF82 construct with impaired waaWVL expression indicated that this
operon involved in LPS formation played an essential role in biofilm production and intestinal
mucosa colonization. This indicated that targeting o© transcriptional factor or waaWVL
operon could be very potent therapeutic strategies to interfere with the ability of AIEC to form

biofilm and to colonize gut mucosa.
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Introduction

Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel disease occurring in individuals with a
genetic predisposition in whom an environmental or infectious trigger causes an abnormal
immune response (Kaser et al., 2010; Strober et al., 2007; Xavier and Podolsky, 2007).
Several lines of evidence suggest that bacteria play a role in the onset and perpetuation of
inflammatory bowel disease (IBD) (Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2011). Escherichia
coli has been assigned a putative role in CD. These bacteria are abnormally predominant in
early and chronic ileal lesions of CD, and most E. coli strains isolated from the ileal mucosa
of CD patients adhere to intestinal epithelial cells (Darfeuille-Michaud et al., 1998; Martin et
al., 2004; Swidsinski et al., 2002). In addition to their ability to adhere, E. coli cells are able
to invade intestinal epithelial cells, and belong to the pathogenic group of adherent-invasive
E. coli (AIEC) (Boudeau et al., 1999). Many independent studies have reported the abnormal
presence of AIEC bacteria associated with the ileal mucosa of CD patients (Baumgart et al.,
2007; Darfeuille-Michaud et al., 2004; Eaves-Pyles et al., 2007; Martin et al., 2004;
Martinez-Medina et al., 2009a; Sasaki et al., 2007) owing to increased ileal expression of
CEACAMG6 (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6), which acts as a
receptor for AIEC binding to the intestinal mucosa (Barnich et al., 2007; Carvalho et al.,
2009). The adhesion and invasion process of reference AIEC strain LF82 involves, in addition
to type 1 pili, flagella, outer membrane proteins and outer membrane vesicles (Barnich et al.,
2003; Boudeau et al., 2001; Rolhion et al., 2005; Rolhion et al., 2007; Rolhion et al., 2010).
The LF82 invasion process occurs via the interaction between the endoplasmic reticulum
(ER)-localized stress response chaperone Gp96 and the outer membrane protein OmpA
expressed at the surface of outer membrane vesicles (OMV), allowing OMVs to fuse with
intestinal epithelial cells and to deliver vesicle components and virulence factors to or into
host cells (Rolhion et al., 2010).

Previous studies reported that Sigma E (c%) pathway plays a crucial role in AIEC
strain LF82, but not in non pathogenic E. coli K-12 MG1655, by regulating the expression of
type 1 pili and flagella. o= factor, also called RpoE, is activated by stresses that interfere with
the folding of outer membrane proteins (OMPs) such as heat shock, overexpression of OMP
genes, and mutations in genes encoding chaperones required for OMP folding (Mecsas et al.,
1995; Missiakas et al., 1996; Rouviere et al., 1995). As expected from its role in the stress

E

response, the o regulon includes genes encoding periplasmic foldases, proteases, and
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chaperones that aid in OMP folding. In addition, o= transcribes an array of biosynthetic
enzymes that are involved in phospholipid, fatty acid, LPS, and membrane-derived
oligosaccharide synthesis and transport, and a number of other cell envelope proteins
including lipoproteins, inner membrane proteins, and envelope proteins of unknown function
(Dartigalongue et al., 2001; Rezuchova et al., 2003; Rhodius et al., 2006). In AIEC strains, a
model proposed by Rolhion and collaborators indicated that, at high osmolarity similar to that
of the gastrointestinal tract, increased expression of OmpC in AIEC LF82 bacteria led to the
activation of the c" regulatory pathway (Rolhion et al., 2007). The authors reported that o©
pathway modulates flagella and/or type 1 pili encoding gene expression, but also the
expression of genes encoding other yet unidentified virulence factors also involved in AIEC
interactions with host cells.

The aim of the present study was to characterize AIEC virulence factor encoding
genes whose transcription is regulated by o. We report here the involvement of the o*-
mediated pathway in the ability of AIEC strains to form biofilm and to colonize intestinal
mucosa. Furthermore, with the recent access to the AIEC reference strain LF82 genome
sequence (Miquel et al., 2010a), analysis of its specific o regulon revealed the presence of a
waaWVL operon and experimental data demonstrated the involvement of waaWVL in the
ability of AIEC strain LF82 to form biofilm.

74






97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

Results

o" pathway activation during adhesion process of AIEC strain LF82

o° pathway was previously reported to be involved in the pathogenesis of AIEC strain
LF82 compared to E. coli K-12 strain MG1655 by inducing expression of flagella, type 1 pili,
and of still uncharacterized factors involved in the interaction of AIEC bacteria with host cells
(Rolhion et al., 2007). Our aim in the present study was to search in strain LF82 for these
unknown factors whose expression is dependent on the c=-mediated pathway. o= pathway
activation was analyzed by quantification of rpoE mRNA, since it is well established that =
upregulates its own transcription (Rhodius et al., 2006). After growth of AIEC strain LF82 or
E. coli K-12 strain in an acid culture medium or in the presence of 2% bile salts, the rpoE
MRNA levels were similar to those observed in bacteria grown in cell culture medium. In
contrast, 2.7- and 2.3-fold increases in the rpoE mRNA levels were observed after growth of
LF82 and MG1655 bacteria at high osmolarity, respectively (Figure 1A and B).
Interestingly, when we analyzed o= pathway activation during the adhesion process, we also
observed a high, 1.9-fold, increase in rpoE mRNA level in AIEC LF82 bacteria associated
with intestinal epithelial cells (IEC). No increase was observed for MG1655 bacteria
associated with IEC, even if similar adhesion levels to 1-407 cells for AIEC strain LF82 and
E. coli K-12 strain MG1655 were observed (Figure 1C). Altogether, these findings show that
when high osmolarity activates = pathway in both LF82 and MG1655 strains, the adhesion
process activates o= pathway in AIEC strain LF82 but not in E. coli K-12 strain MG1655.

Identification of ™ regulon in AIEC strain LF82 and in E. coli K-12 strain MG1655

To identify specific genes whose transcription is putatively regulated by o in strains
LF82 and MG1655, HMMER software program (http://hmmer.janelia.org/, version 3.0) was
used to define o=-binding consensus motifs using 28 DNA sequences previously reported to
bind = (Rhodius et al., 2006) (greA, yaeT, ygiM, rpoH, fkpA, rpoE, bacA, yggN, yfeY, clpX,
yhjJ, yfeK, ybfG, ddg, yfgM, plsB, mdoG, yhbG, yfjO, rseA, yeaY, htrA, sixA, dsbC, sbmA,
yieE, yraP, yfgC, see Materials and Methods and table 5). The o"-binding consensus
sequence obtained is presented in figure 2A and was used to perform genome-wide
predictions of c"-binding consensus sites within the genomes of AIEC strain LF82 and K-12
strain MG1655. This method allowed the identification of 53 and 52 genes, whose
transcription is putatively regulated by o= in MG1655 strain (Sup. Table 1) and AIEC strain

LF82 (Sup. Table 2), respectively. Comparison of the two gene sets with a transcription
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under control of o= identified 40 genes in common in the two strains, 13 genes specific to K-
12 strain MG1655 (Table 1) and 12 genes specific to AIEC strain LF82 (Table 2).

To confirm this in silico analysis, we decided to determine mRNA levels of the 12
genes identified in a mutant of AIEC strain LF82 deleted for the o" encoding gene. We
obtained no mutant, which suggest that such a mutation is probably lethal in this strain. To
counteract this methodology problem, we generated strain LF82 transformed with plasmid
pBAD24-rseAB, that allow the expression of the anti-sigma factors RseA and RseB, which
prevent o= interaction with RNA polymerase (De Las Penas et al., 1997; Missiakas et al.,
1997). As control, quantification of rpoE mRNA levels showed that overexpression of RseAB
led to a decreased expression in rpoE mMRNA level in LF82-pBAD24-rseAB construct (0.63 +
0.12 fold decrease, P = 0.045), thereby validating the model (Figure 2B). Analysis of the
expression of the 12 genes identified in silico with transcription putatively under the control
of o& in LF82 bacteria but not in MG1655 bacteria, ie yjiW, IpfABCDE, ORF1, ORF2, yliF,
ygcU, waaWVL, ORF3, gnd, uidC, yafT and ychH, showed that only three of them presented
decreased mMRNA expression after inhibition of the ¢© pathway. This concerned open reading
frame 1 specific to LF82, encoding a hypothetical protein with unknown function, gene ychH,
encoding a hypothetical inner membrane protein, and gene waaW from the waaWVL operon,
encoding three enzymes involved in LPS biosynthesis, with 0.78 + 0.12, 0.61 + 0.04 and 0.59
+ 0.20 relative levels compared to wild-type strain, respectively. However, only transcription

of waaW was significantly decreased (P=0.039).

Involvement of the ™ pathway in the ability of LF82 to interact with host cells and to
form biofilm

AIEC LF82 bacteria over-expressing the oF inhibitory complex RseAB had
significantly decreased ability to adhere and to invade IEC (Figure 3A and B), with 19.6 % +
5.9 % and 11.4 % + 5.0 % residual adhesion and invasion, respectively, compared to LF82
wild type strain, taken as 100%. These findings demonstrate for the first time that the oF
pathway is directly involved in the adhesion and invasion process of AIEC strain LF82. Our
investigations showed that the expression of type 1 pili and flagella in the AIEC LF82 strain
harboring cloned rseAB was greatly decreased, which could explain its decreased adhesion

and invasion abilities (Data not shown).
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While we demonstrated that o=-mediated pathway was involved in the interaction of
AIEC strain LF82 with host cells, we investigated the involvement of the three genes
identified in strain LF82 as putatively under the control of o& (ORF1, waaW and ychH) by
generating isogenic mutants. Of note, we failed to obtain any mutant deleted for waaWVL
operon, which indicates that deletion of waaWVL could be lethal in AIEC strain LF82. To
overcome this lethality, strain LF82-AwaaW + pBAD24-waaWVL was constructed and the
phenotype of the resulting construct was analyzed in the absence of arabinose. This model
allowed only a very basal expression of waaWVL operon which counteracted lethality. Before
studying the ability of AORF1, AwaaW and AychH mutants to adhere to and to invade IEC,
we checked that their growth and viability in cell culture medium were not affected
(Supplemental figure 1). None of the three isogenic mutants generated presented any
decrease in their ability to interact with IEC (Figure 3A and B), unsurprisingly, since type 1
pili and flagella expression was unchanged (data not shown).

Martinez-Medina et al. recently reported that biofilm formation capacity is a novel
pathogenic feature of the AIEC pathovar. To elucidate whether o"-mediated pathway is
involved in AIEC biofilm formation we compared biofilm production on the plastic surface of
wild-type strain LF82 and of strain LF82 overexpressing RseA and B. Inhibition of the o©
pathway led to a significant decrease in the ability of strain LF82 to form biofilm, since LF82
+ pBAD24-rseAB strain had a mean specific biofilm formation (SBF) index of 0.79 + 0.14
compared to 3.23 = 0.14 for wild type strain LF82 (P=0.00013) (Figure 4A). Interestingly,
inhibition of the o® pathway in E. coli K-12 strain MG1655 had no effect on its ability to
form biofilm even if overexpression of the o pathway inhibitory complex RseAB led to
similar decreased expression of rpoE mRNA in both AIEC strain LF82 and E. coli K-12
strain MG1655 (Supplemental figure 2). In addition, we observed that strain MG1655 had a
similar SBF index (1.14 £ 0.11) to that of strain LF82 overexpressing RseAB (0.79 £ 0.14).
These data suggest that the o= pathway is involved in the ability of AIEC strain LF82 to form
biofilm, and that specific o=-regulated gene(s) in AIEC strain LF82 could be the cause of the

greater ability of this strain to form biofilm compared to MG1655 strain.

The ability of strain LF82 and strain LF82 overexpressing RseAB to form biofilm
were also analyzed using an original method that we developed with PFA-fixed intestinal

epithelial cells on glass coverslips. Results presented in figure 4B show that strain LF82 was
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able to form biofilm at the surface of fixed intestinal epithelial cells, as observed in z-sections.
In contrast, with strain LF82 + pBAD24-rseAB and the K-12 strain MG1655, only a few
diffusely adhering bacteria were observed at the surface of the intestinal epithelial cells.
Finally, the phenotype of strain LF82 + pBAD24-rseAB was analyzed in another approach
using intestinal ileal loop assay as an in vivo model to assess the interaction of bacteria with
intestinal mucosa. The intestinal ileal loops were inoculated with a mixed inoculum
comprising equivalent numbers of wild-type LF82 and LF82 + pBAD24-rseAB bacteria, and
their presence was compared after 24h by competitive index (CI) analysis, which provided a
sensitive measurement of the relative degree of attenuation (Beuzon and Holden, 2001). The
LF82 strain overexpressing RseAB had a mean Cl of 0.27 £ 0.033, indicating that its ability
to interact with the surface of intestinal ileal biopsy was greatly impaired compared to that of
wild-type strain (P<0.001) (Figure 4C).

The oF-regulated waaWVL operon is involved in biofilm formation

As described above, we identified ORF1, WaaW and YchH encoding genes as
predicted to be regulated by o in strain LF82. We therefore investigated their role in the
ability of AIEC strain LF82 to produce biofilm. The analysis of the corresponding isogenic
mutants revealed that mutants deleted for ORF1 and ychH were not modified in their ability
to form biofilm. In contrast, mutant LF82-AwaaW had greatly decreased biofilm formation
(SBF = 0.55 + 0.09, P = 0.00016) compared to that of wild type strain LF82 (SBF = 3.62 +
0.14) (Figure 5A). Of note, the biofilm formation index of the LF82-AwaaW mutant was
similar to that of LF82 overexpressing RseAB complex (SBF = 0.55 £ 0.09 and 0.72 £ 0.27,

respectively).

The biofilm formation ability of strain LF82 and mutant LF82-AwaaW + pBAD24-
waaWVL was also analyzed at the surface of PFA-fixed intestinal epithelial cells. Strain LF82
formed biofilm at the surface of the intestinal epithelial cells, as observed in z-section, but not
mutant LF82-AwaaW + pBAD24-waaWVL (Figure 5B). Intestinal ileal loop assays with
wild-type LF82 bacteria and LF82-AwaaW showed that the LF82 mutant with inhibition of
waaWVL expression had a mean CI of 0.38 + 0.05, indicating that in the absence of WaaWVL
expression the presence of bacteria at the surface of intestinal mucosa was greatly impaired
compared to that of wild-type strain (P < 0.0001) (Figure 5C). Interestingly, figures 4C and

5C show that a similar phenotype was observed for the mutant LF82-AwaaW and strain LF82
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overexpressing RseAB, which suggests that waaWVL in AIEC strain LF82 could be the major
factor involved in ot-mediated biofilm formation and increased interaction with intestinal

mucosa.

Involvement of waaWVL operon in biofilm formation abilities of various E. coli strains
belonging to the B2 phylogroup

BLAST analysis (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) showed that waaWVL operon was also
present in two other sequenced AIEC strains (NRG 857C (Nash et al., 2010) and UM146
(Krause et al., 2010)), as well as in urinary pathogenic E. coli strains CFT073 (Welch et al.,
2002), UTI89 (Chen et al., 2006) and 536 (Hochhut et al., 2006) responsible for urinary tract
infection and in avian pathogenic strain APEC strain 01 (Johnson et al., 2007) (Supplemental
figure 4). Interestingly, all these strains including AIEC LF82 belong to phylogenetic group
B2, and analysis of AIEC strain LF82 genome sequence showed that it is close to that of
UPEC and APEC strains on the basis of flexible genome and single nucleotide

polymorphisms in various virulence factors (Miquel et al., 2010b).

Comparison of nucleotide sequences showed that waaWVL operons shared 99 to 100%
homology between these strains (Supplemental figure 4B), suggesting that it could be
involved in biofilm formation in UPEC and APEC strains. We therefore generated mutants
deleted for waaW in UPEC strains CFT073, UTI89 and 536 and APEC strain 01, and
observed that the ability of the four wild type strains to form biofilm was significantly lower
than that of AIEC strain LF82 (SBF LF82 = 3.62 + 0.14; SBF CFT073 = 0.80 + 0.14; SBF
UTI89 = 0.96 £+ 0.10; SBF 536 = 1.67 = 0.10; SBF APEC-01 = 2.42 + 0.18; Figure 5C).
Unexpectedly, none of the UPEC or APEC strains were affected in their biofilm formation
after waaW deletion, suggesting that the involvement of waaWVL operon in mediating
biofilm formation could be specific to AIEC.
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Discussion

Clinical observations showed that bacterial biofilms were associated with the mucosa
of IBD patients, since the mean density of the mucosal biofilm was 2-fold higher in IBD
patients than in patients with IBS or controls, and that the bacteria were mostly adherent
(Swidsinski et al., 2005). Among bacteria highly adherent to the ileal mucosa of CD patients
adherent-invasive E. coli has been observed (Darfeuille-Michaud et al., 2004), in which we
have identified type 1 pili and flagella as important virulence factors mediating the interaction
of the bacteria with intestinal epithelial cells (Barnich et al., 2003; Boudeau et al., 2001). In
AIEC strain LF82, a model elaborated by Rolhion et al. proposed that, at high osmolarity

similar to that of the gastrointestinal tract, the activation of the oF

regulatory pathway
modulates the genes expression of flagella and/or type 1 pili encoding, and also the
expression of genes encoding other yet unidentified virulence factors involved in AIEC
interactions with host cells (Rolhion et al., 2007). Such involvement of the 6= pathway has
been reported in various pathogens. For example, it is involved in the virulence of Salmonella
enterica serovar Typhimurium, since after o© inactivation, Salmonella were no longer able to
survive inside macrophages and were highly attenuated in their virulence in mice (Humphreys
et al., 1999). In Vibrio cholerae, a ArpoE mutant was highly attenuated in its ability to

colonize the intestine and in its lethal effect on mice (Kovacikova and Skorupski, 2002).

The role of ot pathway in the ability of E. coli to interact with intestinal epithelial
cells was observed for AIEC strain LF82 but not for the non pathogenic E. coli K-12
MG1655. In the present study, comparison of o=-mediated activation in AIEC strain LF82
and in non pathogenic E. coli K-12 strain MG1655 showed that, when the bacteria interact
with intestinal epithelial cells, s~ MRNA level increased in AIEC strain LF82, but not in
strain K-12. Since it is well established that o= upregulates its own transcription, (Rhodius et
al., 2006), this indicates that AIEC adhesion to host cells leads to activation of the oF
pathway. This is the first report indicating such an activation of o= pathway in bacteria
interacting with host cells and is in contrast with a previous report concerning Neisseria
gonorrhoeae in which the analysis of global gene expression during the interaction of the
bacteria with intestinal epithelial cells showed that there was no activation of the o= pathway

during the adhesion process (Du et al., 2005).
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Analysis of the relationship between AIEC phenotype and activation of the oF-

mediated pathway indicated that = plays a crucial role in AIEC LF82 since inhibition of this
pathway greatly decreased the adhesion and invasion process. This direct role of the oF
pathway in the adhesion and invasion phenotype of AIEC strains is probably linked to the
highly decreased expression of flagella and type 1 pili observed after =-pathway inhibition.
In addition, when we analyzed another phenotypic characteristic of AIEC strains, i.e. the
ability to form bacterial biofilm, as described by Martinez-Medina et al (Martinez-Medina et
al., 2009b), we observed that inhibition of the ot pathway led to greatly decreased ability of
AIEC strain LF82 to form biofilm on plastic surfaces and on fixed intestinal epithelial cells.
These findings suggest that any gene whose transcription is under the control of o= could be
involved in biofilm formation by AIEC strain LF82 and that this factor or its o=-dependent
expression is absent in K-12 strain MG1655. In addition, we developped an in vivo intestinal
ileal loop assay model to performed competitive index analyze between wild-type strain LF82
and LF82 overexpressing RseAB. A similar competitive index, previously used for the
identification of virulence factors in Salmonella spp. strains (Beuzon and Holden, 2001) and
Listeria monocytogenes (Auerbuch et al., 2001), provided a sensitive measurement of the
relative degree of attenuation of wild-type strains and corresponding mutants. Results
revealed that, after inhibition of the = pathway, the presence of AIEC LF82 bacteria at the
surface of murine intestinal mucosa was highly impaired. Such a phenotype was not observed
with K-12 strain MG1655.

The identification of gene(s) whose transcription could be under the control of " and
putatively involved in biofilm formation in AIEC strain LF82 was based on a previous study
performed by Rhodius and collaborators (Rhodius et al., 2006), aimed to identify the o=
régulon in E. coli K-12 strain MG1655 using a defined o™ consensus fixation domain and in
silico genome screening. In the present study, we specified more precisely a o= consensus
fixation domain based on the analysis of 28 E. coli genes known to be o®-regulated. This
screening method allowed the identification of 53 and 52 genes, whose transcription is
putatively regulated by o in MG1655 strain and in AIEC strain LF82, respectively.
Comparison of the two gene sets with a transcription under control of c© identified 12 genes
specific to AIEC strain LF82. Analysis of the LF82 c™ dependent regulon failed to identify o©
consensus fixation domain upstream of fim and fli operons, encoding type 1 pili and flagella,

respectively. It also failed to identify intermediate factor involved in the transcriptional
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activation of fim and fli operons. Based on this data, additional experiments are needed in the
aim to identify molecular mechanisms that could explain the absence of type 1 pili and
flagella expression when " pathway is inactivated. Interestingly, a recent study showed that
the o= pathway promotes flagella expression in Salmonella enterica serovar Typhi under
hyperosmotic stress (Du et al., 2011). However, the mechanism of the transcriptional
regulation of flagella by the 6= pathway has not yet been identified. Of note, among genes
predicted to have a transcription under o= control, we identified the Ipf operon, encoding long
polar fimbriae, which were reported to allow AIEC bacteria, via the interaction with M cells,
to interact with Peyer’s patches (Chassaing et al., 2011). However mRNA quantification
when o pathway was inhibited in AIEC strain LF82 provided no evidence of such a

regulation.

Analysis of phenotypes associated with deletion of the 12 AIEC strain LF82 specific
o° regulon members showed that none were involved in the adhesion and invasion process,
but that 1 of them, waaWVL, plays a crucial role in biofilm formation. Interestingly, the
decrease in biofilm formation after waaW deletion was similar to that observed after o=
pathway inhibition. Of note, flagella and type 1 pili expression were unchanged in AwaawW
isogenic mutant, demonstrating that these two factors were not involved in the drastic

decrease in biofilm formation observed.

BLAST analysis (http://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi) and Interproscan analysis
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/) revealed that the three enzymes encoded by the
waaWVL operon were WaaW, a LPS alphal,2-galactosyl transferase, WaaV, a betal,3-
glucosyltransferase, and Waal., a lipid A-core surface polymerligase with an O-antigen ligase
related domain. These three enzymes are predicted to be involved in LPS biosynthesis, and
more specifically in lipid A and O antigen biosynthesis. Similar enzymes were described to
affect the structure, the composition, and the length of bacterial LPS (Kaniuk et al., 2004;
Leipold et al., 2007). Interestingly, it is well established that modification of LPS composition
and/or length can affect the virulence of pathogenic bacteria, as shown in a study of Shigella
flexneri using an in vivo model (Sandlin et al., 1996). Relevant to the study presented here,
changes in LPS composition or length can also affect biofilm formation as reported for

Pseudomonas aeruginosa (Ciornei et al., 2010) and Escherichia coli (Beloin et al., 2006).
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BLAST analysis indicated that waaWVL operon is present in various E. coli strains
belonging to B2 phylogroup, including CD-associated AIEC strains NRG857C and UM146,
APEC strain 01 and UPEC strains 536, UTI89 and CFT073. Compared to the wild-type
UPEC strain UTI89, a ArpoE-rseAB mutant was less able to form biofilms (Kulesus et al.,
2008). However, in this study, we failed to demonstrate involvement of WaaWVL factors in
the ability of APEC and UPEC strains to form biofilm, since deletion of waaWVL operon in
APEC and UPEC strains did not modify their production. There are two possible explanations
of these findings. One is that the waaWVL operon could not be expressed in these strains;
which would explain why they are less able to form biofilm than AIEC strain LF82. However,
when additional biofilm experiments were conducted with over-expression of cloned
waaWVL operon in these strains, we failed to identify any increased biofilm production.
Another explanation is that modification of LPS by WaaWVL putative enzymes is dependent
on LPS serogroup, since AIEC strain LF82 is of O83 serogroup and none of the APEC and
UPEC strains tested belong to this O serogroup. In addition, WaaWVL expression in K-12
strain MG1655 is not sufficient to increase biofilm formation to a similar level as that
observed in AIEC strain LF82. Overall, these findings suggest that WaaWVL expression is
necessary but not sufficient for the high biofilm formation ability of AIEC strain LF82.

In conclusion, our findings demonstrate a specific activation of the o"-mediated
pathway during the adhesion process of AIEC strain LF82, that results in an increased ability
of bacteria to adhere to and to invade intestinal epithelial cells and to form biofilm. The
results bring into light an original waaWVL operon, whose transcription which is dependent
on o" factor is activated when bacteria interact with intestinal epithelial cells, and possibly

involved in AIEC strains colonization of the intestinal mucosa of CD patients.
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Experimental procedures

Reference bacterial strains, plasmids, and cell lines

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in table 3. Bacteria
were grown routinely in LB broth overnight at 37°C and without shaking. Antibiotics were
added to media at the following concentrations: ampicillin (50 mg.mL™), kanamycin (50

mg.mL™) and chloramphenicol (25 mg.mL™).

Intestine-407 cells (derived from human intestinal embryonic jejunum and ileum) were
purchased from Flow Laboratories, Inc., McLean, VA. Cultured cells were maintained in an
atmosphere containing 5% CO2 at 37°C in modified Eagle medium (Seromed; Biochrom KG,
Berlin, Germany) supplemented with 10% (vol/vol) fetal bovine serum (Lonza), 1%
nonessential amino acids (Lonza), 1% L-glutamine (Lonza), 200 U of penicillin, 50 mg of
streptomycin, and 0.25 mg of amphotericin B per liter and with 1% of minimal essential
medium (MEM) vitamin mix X-100 (Lonza).

Adhesion and invasion assay

The bacterial adhesion assay was performed as described previously (Boudeau et al.,
1999). Briefly, Intestine-407 cells were seeded in 24-well tissue culture plates with 4 x 10°
cells per well. Monolayers were then infected at a multiplicity of infection of 10 bacteria per
cell in 1 ml of the cell culture medium without antibiotics and with heat-inactivated fetal calf
serum (FCS, PAA). After a 3 h incubation period at 37°C, monolayers were washed three
times in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2). The epithelial cells were then lysed with
1% Triton X-100 (Euromedex) in deionized water. Samples were diluted and plated onto
Muller-Hinton agar plates to determine the number of colony-forming units (cfu)
corresponding to the total number of cell-associated bacteria (adherent and intracellular
bacteria). To determine the number of intracellular bacteria, fresh cell culture medium
containing 100 mg.ml™ gentamicin was added for 1 h to kill extracellular bacteria.
Monolayers were then lysed with 1% Triton X-100, and bacteria were quantified as described
above.

Construction of isogenic mutants and transcomplementation assays
Isogenic mutants were generated with a PCR product using the method described by
Datsenko et al. (Datsenko and Wanner, 2000) and modified by Chaveroche et al. (Chaveroche

et al., 2000). Primers used are listed in table 4. For transcomplementation assays, a PCR
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product containing the entire 1,614 bp rseAB operon, the entire 575 bp rpoE gene, or the
entire 3,389 bp waaWVL operon were cloned into the pBAD24 vector (Guzman et al., 1995)
(Table 3 and 4).

o"-binding consensus elaboration, and determination of =-regulated genes in AIEC
reference strain LF82 and E. coli K-12 strain MG1655.

The HMMER (http://hmmer.janelia.org/) software program (version 3.0) was used for
the identification of o=-binding motifs within 28 sequences previously reported to bind o*
protein (Rhodius et al., 2006) (Table 5). HMMER uses probabilistic models called profile
hidden Markov models to identify likely motifs within the input set of sequences. It produces
a consensus sequence and a position specific probability matrix, which has probabilities
associated with each base at each position. The aligned o= promoter sequences were
visualized using sequence logo ((Crooks et al., 2004); http://weblogo.berkeley.edu/). We then
applied the HMMER program, using the motif matrix previously determined, to search for the
motif in the whole genome of E. coli K-12 strain MG1655 and AIEC reference strain LF82
(Blattner et al., 1997; Miquel et al., 2010b). The algorithm in HMMER calculates position z-
scores for the motif at each possible position within a sequence. Only the motif hits with a
HMMER-score higher than 1 and located at less than 1100bp from the translation start point

were considered to be putative o=-binding sites (Rhodius et al., 2006).

RNA manipulations, reverse transcription and RT-PCR

Cultures were grown at 37°C in LB with or without NaCl, in Eagle medium
supplemented with 10% (vol/vol) of heat inactivated fetal bovine serum at normal pH (pH =
7.0 - 7.5), at pH = 6, or with 2% bile salts (Sodium choleate, Sigma Aldrich). At OD 0.2 at
620 nm and when needed, L-arabinose was added to induce the overexpression of RseAB.
Total RNAs were extracted from overnight-cultured bacteria and treated with DNase (Roche
Diagnostics) to remove any contaminating genomic DNA. For RNA isolation from bacteria
associated with epithelial Intestine-407 cells and from bacteria grown in MEM a protocol

adapted from Lucchini et al. ((Lucchini et al., 2005)) was used.

The RNAs were reverse transcribed and amplified using specific primers to rpokE,
yjiw, IpfA, ORF1, ORF2, yliF, ygcU, waaWVL, ORF3, gnd, uidC, yafT, ychH mRNAs or 16S
rRNA (Table 4). Amplification of a single expected PCR product was confirmed by
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electrophoresis on a 2% agarose gel. RT-PCR was performed using an Eppendorf Realplex
and the RNA levels were quantified using RNA master SYBR Green | (Roche Diagnostic)
with 0.25 mg of total RNA.

Biofilm formation assays

Biofilm formation assays were performed using a previously described method
(Martinez-Medina et al., 2009b). Strains were grown overnight in Luria-Bertani broth with 5
g.L™ of glucose (Euromedex) at 35.5°C, after which 1/100 dilutions were made in M63
minimal medium (US Biological) supplemented with 8 g.L™* (0.8%) glucose. 130-pl aliquots
were then placed in wells of non-cell-treated polystyrene microtiter plates and incubated
overnight at 30°C without shaking. Afterwards, growth optical densities (OD) were read at
630 nm. The wells were washed once, and adhered bacteria were stained with 1% crystal
violet solubilised in ethanol, and ODs read at 570 nm. Biofilm measurements were calculated
using the formula SBF = (AB-CW)/G, in which SBF is the specific biofilm formation, AB is
the OD570nm of the attached and stained bacteria, CW is the OD570nm of the stained control
wells containing only bacteria-free medium (to eliminate unspecific or abiotic OD values),
and G is the OD630nm of cell growth in broth (Naves et al., 2008; Niu and Gilbert, 2004).

Assays were performed in triplicate.

Biofilm formation assays were also performed using PFA-fixed intestinal epithelial
cells 1-407 monolayers. Briefly, confluent 1-407 monolayers were fixed for 15 min in 4%
PFA, and, after washing, bacterial strains expressing GFP (Valdivia et al., 1996) were applied
in M63 minimal medium as previously described and incubated overnight at 30°C without
shaking. For visualization, infected epithelial monolayers were fixed for 15 min in 4% PFA,
phalloidin-TRITC were used to visualize actin and Hoechst strains were used to visualize

nuclei. The slides were examined with a Zeiss LSM 510 Meta confocal microscope.

Mouse ileal loop experiments

Six-week-old FVB wild-type male mice were starved for 24 before surgery, with
water available ad libitum. They were anesthetized, and their intestines exteriorized through a
midline incision (Hitotsubashi et al., 1992). Two or three intestinal segments (about 1 cm)
without PP were ligated and inoculated by mixed inoculums comprising equivalent numbers
(5.10" CFU) of two bacterial strains (LF82 / LF82, LF82 / LF82 + pBAD24-rseAB, and LF82

| LF82-AwaaWVL + pBAD24-waaWVL), and their presence was compared after 24h by
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competitive index (CI) analysis, which provides a sensitive measurement of the relative

degree of attenuation (Beuzon and Holden, 2001).

Statistical analysis

Numerical values were expressed as means with SEM. Statistical comparisons were

performed using 2-tailed student t test, unless the variables required a 2-tailed Fisher exact

test. A P value less than 0.05 was considered statistically significant. *P < 0.05, **P < 0.01,

***p < 0.001.

87






487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520

References

Auerbuch, V., Lenz, L.L., and Portnoy, D.A. (2001) Development of a competitive index
assay to evaluate the virulence of Listeria monocytogenes actA mutants during
primary and secondary infection of mice. Infect Immun 69: 5953-5957.

Barnich, N., Boudeau, J., Claret, L., and Darfeuille-Michaud, A. (2003) Regulatory and
functional co-operation of flagella and type 1 pili in adhesive and invasive abilities of
AIEC strain LF82 isolated from a patient with Crohn's disease. Mol Microbiol 48:
781-794.

Barnich, N., Carvalho, F.A., Glasser, A.L., Darcha, C., Jantscheff, P., Allez, M., Peeters, H.,
Bommelaer, G., Desreumaux, P., Colombel, J.F., and Darfeuille-Michaud, A. (2007)
CEACAMG acts as a receptor for adherent-invasive E. coli, supporting ileal mucosa
colonization in Crohn disease. J Clin Invest 117: 1566-1574.

Baumgart, M., Dogan, B., Rishniw, M., Weitzman, G., Bosworth, B., Yantiss, R., Orsi, R.H.,
Wiedmann, M., McDonough, P., Kim, S.G., Berg, D., Schukken, Y., Scherl, E., and
Simpson, K.W. (2007) Culture independent analysis of ileal mucosa reveals a
selective increase in invasive Escherichia coli of novel phylogeny relative to depletion
of Clostridiales in Crohn's disease involving the ileum. Isme J 1: 403-418.

Beloin, C., Michaelis, K., Lindner, K., Landini, P., Hacker, J., Ghigo, J.M., and Dobrindt, U.
(2006) The transcriptional antiterminator RfaH represses biofilm formation in
Escherichia coli. J Bacteriol 188: 1316-1331.

Beuzon, C.R., and Holden, D.W. (2001) Use of mixed infections with Salmonella strains to
study virulence genes and their interactions in vivo. Microbes Infect 3: 1345-1352.

Blattner, F.R., Plunkett, G., 3rd, Bloch, C.A., Perna, N.T., Burland, V., Riley, M., Collado-
Vides, J., Glasner, J.D., Rode, C.K., Mayhew, G.F., Gregor, J., Davis, NW.,
Kirkpatrick, H.A., Goeden, M.A., Rose, D.J., Mau, B., and Shao, Y. (1997) The
complete genome sequence of Escherichia coli K-12. Science 277: 1453-1462.

Boudeau, J., Glasser, A.L., Masseret, E., Joly, B., and Darfeuille-Michaud, A. (1999) Invasive
ability of an Escherichia coli strain isolated from the ileal mucosa of a patient with
Crohn's disease. Infect Immun 67: 4499-4509.

Boudeau, J., Barnich, N., and Darfeuille-Michaud, A. (2001) Type 1 pili-mediated adherence
of Escherichia coli strain LF82 isolated from Crohn's disease is involved in bacterial
invasion of intestinal epithelial cells. Mol Microbiol 39: 1272-1284.

Carvalho, F.A., Barnich, N., Sivignon, A., Darcha, C., Chan, C.H., Stanners, C.P., and

Darfeuille-Michaud, A. (2009) Crohn's disease adherent-invasive Escherichia coli
88






521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553

colonize and induce strong gut inflammation in transgenic mice expressing human
CEACAM. J Exp Med 206: 2179-2189.

Chassaing, B., and Darfeuille-Michaud, A. (2011) The commensal microbiota and
enteropathogens in the pathogenesis of inflammatory bowel diseases.
Gastroenterology 140: 1720-1728 e1723.

Chassaing, B., Rolhion, N., Vallee, A., Salim, S.Y., Prorok-Hamon, M., Neut, C., Campbell,
B.J., Soderholm, J.D., Hugot, J.P., Colombel, J.F., and Darfeuille-Michaud, A. (2011)
Crohn disease-associated adherent-invasive E. coli bacteria target mouse and human
Peyer's patches via long polar fimbriae. J Clin Invest 121: 966-975.

Chaveroche, M.K., Ghigo, J.M., and d'Enfert, C. (2000) A rapid method for efficient gene
replacement in the filamentous fungus Aspergillus nidulans. Nucleic Acids Res 28:
E97.

Chen, S.L., Hung, C.S., Xu, J., Reigstad, C.S., Magrini, V., Sabo, A., Blasiar, D., Bieri, T.,
Meyer, R.R., Ozersky, P., Armstrong, J.R., Fulton, R.S., Latreille, J.P., Spieth, J.,
Hooton, T.M., Mardis, E.R., Hultgren, S.J., and Gordon, J.I. (2006) Identification of
genes subject to positive selection in uropathogenic strains of Escherichia coli: a
comparative genomics approach. Proc Natl Acad Sci U S A 103: 5977-5982.

Ciornei, C.D., Novikov, A., Beloin, C., Fitting, C., Caroff, M., Ghigo, J.M., Cavaillon, J.M.,
and Adib-Conquy, M. (2010) Biofilm-forming Pseudomonas aeruginosa bacteria
undergo lipopolysaccharide structural modifications and induce enhanced
inflammatory cytokine response in human monocytes. Innate Immun 16: 288-301.

Crooks, G.E., Hon, G., Chandonia, J.M., and Brenner, S.E. (2004) WebLogo: a sequence logo
generator. Genome Res 14: 1188-1190.

Darfeuille-Michaud, A., Neut, C., Barnich, N., Lederman, E., Di Martino, P., Desreumaux, P.,
Gambiez, L., Joly, B., Cortot, A., and Colombel, J.F. (1998) Presence of adherent
Escherichia coli strains in ileal mucosa of patients with Crohn's disease.
Gastroenterology 115: 1405-1413.

Darfeuille-Michaud, A., Boudeau, J., Bulois, P., Neut, C., Glasser, A.L., Barnich, N., Bringer,
M.A., Swidsinski, A., Beaugerie, L., and Colombel, J.F. (2004) High prevalence of
adherent-invasive Escherichia coli associated with ileal mucosa in Crohn's disease.
Gastroenterology 127: 412-421.

Dartigalongue, C., Missiakas, D., and Raina, S. (2001) Characterization of the Escherichia
coli sigma E regulon. J Biol Chem 276: 20866-20875.

89






554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587

Datsenko, K.A., and Wanner, B.L. (2000) One-step inactivation of chromosomal genes in
Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc Natl Acad Sci U S A 97: 6640-6645.

De Las Penas, A., Connolly, L., and Gross, C.A. (1997) The sigmaE-mediated response to
extracytoplasmic stress in Escherichia coli is transduced by RseA and RseB, two
negative regulators of sigmaE. Mol Microbiol 24: 373-385.

Du, H., Sheng, X., Zhang, H., Zou, X., Ni, B., Xu, S., Zhu, X., Xu, H., and Huang, X. (2011)
RpoE may promote flagellar gene expression in Salmonella enterica serovar typhi
under hyperosmotic stress. Curr Microbiol 62: 492-500.

Du, Y., Lenz, J., and Arvidson, C.G. (2005) Global gene expression and the role of sigma
factors in Neisseria gonorrhoeae in interactions with epithelial cells. Infect Immun 73:
4834-4845.

Eaves-Pyles, T., Allen, C.A., Taormina, J., Swidsinski, A., Tutt, C.B., Eric Jezek, G., Islas-
Islas, M., and Torres, A.G. (2007) Escherichia coli isolated from a Crohn's disease
patient adheres, invades, and induces inflammatory responses in polarized intestinal
epithelial cells. Int J Med Microbiol.

Guzman, L.M., Belin, D., Carson, M.J., and Beckwith, J. (1995) Tight regulation, modulation,
and high-level expression by vectors containing the arabinose PBAD promoter. J
Bacteriol 177: 4121-4130.

Hitotsubashi, S., Fujii, Y., Yamanaka, H., and Okamoto, K. (1992) Some properties of
purified Escherichia coli heat-stable enterotoxin Il. Infect Immun 60: 4468-4474.
Hochhut, B., Wilde, C., Balling, G., Middendorf, B., Dobrindt, U., Brzuszkiewicz, E.,
Gottschalk, G., Carniel, E., and Hacker, J. (2006) Role of pathogenicity island-
associated integrases in the genome plasticity of uropathogenic Escherichia coli strain

536. Mol Microbiol 61: 584-595.

Humphreys, S., Stevenson, A., Bacon, A., Weinhardt, A.B., and Roberts, M. (1999) The
alternative sigma factor, sigmak, is critically important for the virulence of Salmonella
Typhimurium. Infect Immun 67: 1560-1568.

Johnson, T.J., Kariyawasam, S., Wannemuehler, Y., Mangiamele, P., Johnson, S.J., Doetkott,
C., Skyberg, J.A., Lynne, A.M., Johnson, J.R., and Nolan, L.K. (2007) The genome
sequence of avian pathogenic Escherichia coli strain O1:K1:H7 shares strong
similarities with human extraintestinal pathogenic E. coli genomes. J Bacteriol 189:
3228-3236.

Kaniuk, N.A., Vinogradov, E., Li, J., Monteiro, M.A., and Whitfield, C. (2004) Chromosomal

and plasmid-encoded enzymes are required for assembly of the R3-type core
90






588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621

oligosaccharide in the lipopolysaccharide of Escherichia coli O157:H7. J Biol Chem
279: 31237-31250.

Kaser, A., Zeissig, S., and Blumberg, R.S. (2010) Inflammatory bowel disease. Annu Rev
Immunol 28: 573-621.

Kovacikova, G., and Skorupski, K. (2002) The alternative sigma factor sigma(E) plays an
important role in intestinal survival and virulence in Vibrio cholerae. Infect Immun 70:
5355-5362.

Krause, D.O., Little, A.C., Dowd, S.E., and Bernstein, C.N. (2010) Complete genome
sequence of adherent invasive Escherichia coli UM146 isolated from lleal Crohn's
disease biopsy tissue. J Bacteriol 193: 583.

Kulesus, R.R., Diaz-Perez, K., Slechta, E.S., Eto, D.S., and Mulvey, M.A. (2008) Impact of
the RNA chaperone Hfg on the fitness and virulence potential of uropathogenic
Escherichia coli. Infect Immun 76: 3019-3026.

Leipold, M.D., Vinogradov, E., and Whitfield, C. (2007) Glycosyltransferases involved in
biosynthesis of the outer core region of Escherichia coli lipopolysaccharides exhibit
broader substrate specificities than is predicted from lipopolysaccharide structures. J
Biol Chem 282: 26786-26792.

Lucchini, S., Liu, H., Jin, Q., Hinton, J.C., and Yu, J. (2005) Transcriptional adaptation of
Shigella flexneri during infection of macrophages and epithelial cells: insights into the
strategies of a cytosolic bacterial pathogen. Infect Immun 73: 88-102.

Martin, H.M., Campbell, B.J., Hart, C.A., Mpofu, C., Nayar, M., Singh, R., Englyst, H.,
Williams, H.F., and Rhodes, J.M. (2004) Enhanced Escherichia coli adherence and
invasion in Crohn's disease and colon cancer. Gastroenterology 127: 80-93.

Martinez-Medina, M., Aldeguer, X., Lopez-Siles, M., Gonzalez-Huix, F., Lopez-Oliu, C.,
Dahbi, G., Blanco, J.E., Blanco, J., Garcia-Gil, L.J., and Darfeuille-Michaud, A.
(2009a) Molecular diversity of Escherichia coli in the human gut: New ecological
evidence supporting the role of adherent-invasive E. coli (AIEC) in Crohn's disease.
Inflamm Bowel Dis.

Martinez-Medina, M., Naves, P., Blanco, J., Aldeguer, X., Blanco, J.E., Blanco, M., Ponte,
C., Soriano, F., Darfeuille-Michaud, A., and Garcia-Gil, L.J. (2009b) Biofilm
formation as a novel phenotypic feature of adherent-invasive Escherichia coli (AIEC).
BMC Microbiol 9: 202.

Mecsas, J., Welch, R., Erickson, JW., and Gross, C.A. (1995) Identification and

characterization of an outer membrane protein, OmpX, in Escherichia coli that is
91






622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655

homologous to a family of outer membrane proteins including Ail of Yersinia
enterocolitica. J Bacteriol 177: 799-804.

Miquel, S., Claret, L., Bonnet, R., Dorboz, I., Barnich, N., and Darfeuille-Michaud, A.
(2010a) Role of decreased levels of Fis histone-like protein in Crohn's disease-
associated adherent invasive Escherichia coli LF82 bacteria interacting with intestinal
epithelial cells. J Bacteriol 192: 1832-1843.

Miquel, S., Peyretaillade, E., Claret, L., de Vallee, A., Dossat, C., Vacherie, B., Zineb el, H.,
Segurens, B., Barbe, V., Sauvanet, P., Neut, C., Colombel, J.F., Medigue, C., Mojica,
F.J., Peyret, P., Bonnet, R., and Darfeuille-Michaud, A. (2010b) Complete genome
sequence of Crohn's disease-associated adherent-invasive E. coli strain LF82. PL0S
One 5.

Missiakas, D., Betton, J.M., and Raina, S. (1996) New components of protein folding in
extracytoplasmic compartments of Escherichia coli SurA, FkpA and Skp/OmpH. Mol
Microbiol 21: 871-884.

Missiakas, D., Mayer, M.P., Lemaire, M., Georgopoulos, C., and Raina, S. (1997) Modulation
of the Escherichia coli sigmaE (RpoE) heat-shock transcription-factor activity by the
RseA, RseB and RseC proteins. Mol Microbiol 24: 355-371.

Nash, J.H., Villegas, A., Kropinski, A.M., Aguilar-Valenzuela, R., Konczy, P., Mascarenhas,
M., Ziebell, K., Torres, A.G., Karmali, M.A., and Coombes, B.K. (2010) Genome
sequence of adherent-invasive Escherichia coli and comparative genomic analysis
with other E. coli pathotypes. BMC Genomics 11: 667.

Naves, P., del Prado, G., Huelves, L., Gracia, M., Ruiz, V., Blanco, J., Rodriguez-Cerrato, V.,
Ponte, M.C., and Soriano, F. (2008) Measurement of biofilm formation by clinical
isolates of Escherichia coli is method-dependent. J Appl Microbiol 105: 585-590.

Niu, C., and Gilbert, E.S. (2004) Colorimetric method for identifying plant essential oil
components that affect biofilm formation and structure. Appl Environ Microbiol 70:
6951-6956.

Rezuchova, B., Miticka, H., Homerova, D., Roberts, M., and Kormanec, J. (2003) New
members of the Escherichia coli sigmaE regulon identified by a two-plasmid system.
FEMS Microbiol Lett 225: 1-7.

Rhodius, V.A., Suh, W.C., Nonaka, G., West, J., and Gross, C.A. (2006) Conserved and
variable functions of the sigmaE stress response in related genomes. PLoS Biol 4: e2.

Rolhion, N., Barnich, N., Claret, L., and Darfeuille-Michaud, A. (2005) Strong decrease in

invasive ability and outer membrane vesicle release in Crohn's disease-associated
92






656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689

adherent-invasive Escherichia coli strain LF82 with the yfgL gene deleted. J Bacteriol
187: 2286-2296.

Rolhion, N., Carvalho, F.A., and Darfeuille-Michaud, A. (2007) OmpC and the sigma(E)
regulatory pathway are involved in adhesion and invasion of the Crohn's disease-
associated Escherichia coli strain LF82. Mol Microbiol 63: 1684-1700.

Rolhion, N., Barnich, N., Bringer, M.A., Glasser, A.L., Ranc, J., Hebuterne, X., Hofman, P.,
and Darfeuille-Michaud, A. (2010) Abnormally expressed ER stress response
chaperone Gp96 in CD favours adherent-invasive Escherichia coli invasion. Gut.

Rouviere, P.E., De Las Penas, A., Mecsas, J., Lu, C.Z., Rudd, K.E., and Gross, C.A. (1995)
rpokE, the gene encoding the second heat-shock sigma factor, sigma E, in Escherichia
coli. Embo J 14: 1032-1042.

Sandlin, R.C., Goldberg, M.B., and Maurelli, A.T. (1996) Effect of O side-chain length and
composition on the virulence of Shigella flexneri 2a. Mol Microbiol 22: 63-73.

Sasaki, M., Sitaraman, S.V., Babbin, B.A., Gerner-Smidt, P., Ribot, E.M., Garrett, N., Alpern,
J.A., Akyildiz, A., Theiss, A.L., Nusrat, A., and Klapproth, J.M. (2007) Invasive
Escherichia coli are a feature of Crohn's disease. Lab Invest 87: 1042-1054.

Strober, W., Fuss, I., and Mannon, P. (2007) The fundamental basis of inflammatory bowel
disease. J Clin Invest 117: 514-521.

Swidsinski, A., Ladhoff, A., Pernthaler, A., Swidsinski, S., Loening-Baucke, V., Ortner, M.,
Weber, J., Hoffmann, U., Schreiber, S., Dietel, M., and Lochs, H. (2002) Mucosal
flora in inflammatory bowel disease. Gastroenterology 122: 44-54.

Swidsinski, A., Weber, J., Loening-Baucke, V., Hale, L.P., and Lochs, H. (2005) Spatial
organization and composition of the mucosal flora in patients with inflammatory
bowel disease. J Clin Microbiol 43: 3380-3389.

Valdivia, R.H., Hromockyj, A.E., Monack, D., Ramakrishnan, L., and Falkow, S. (1996)
Applications for green fluorescent protein (GFP) in the study of host-pathogen
interactions. Gene 173: 47-52.

Welch, R.A., Burland, V., Plunkett, G., 3rd, Redford, P., Roesch, P., Rasko, D., Buckles,
E.L., Liou, S.R., Boutin, A., Hackett, J., Stroud, D., Mayhew, G.F., Rose, D.J., Zhou,
S., Schwartz, D.C., Perna, N.T., Mobley, H.L., Donnenberg, M.S., and Blattner, F.R.
(2002) Extensive mosaic structure revealed by the complete genome sequence of
uropathogenic Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci U S A 99: 17020-17024.

Xavier, R.J., and Podolsky, D.K. (2007) Unravelling the pathogenesis of inflammatory bowel

disease. Nature 448: 427-434.
93






690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722

Figures legends

Figure 1: Activation of o= pathway in AIEC strain LF82 and non pathogenic E. coli
strain MG1655. Fold variation of rpoE mRNA levels in wild-type strains LF82 (A) and
MG1655 (B) grown in media at pH = 6, in media with 2% of bile salts, in media with 20 g.L™
of NaCl, or adherent to 1-407 epithelial cells, relative to that of wild-type strains grown in
classic media. 16S rRNA levels were measured as controls. Data are mean + SEM of three
separate experiments. * P < 0.05. C. Adhesion of AIEC strain LF82 and non pathogenic E.
coli K-12 strain MG1655 to Intestine-407 cells. Cell-associated bacteria were quantified after
a 3 h infection period. Each value is the mean number of CFU + SEM of at least four separate

experiments.

Figure 2: Identification of AIEC strain LF82 o specific regulon. A. Sequence logos
of o& promoter motifs. Motifs were identified upstream of the 28 mapped transcription starts
in E. coli K-12 strain MG1655, and sequence logos (http://weblogo.berkeley.edu/; (Crooks et
al., 2004)) of the -35, -10, and +1 start site motifs and the A/T rich UP sequences were
indicated. B. mMRNA levels of genes belonging to the in silico predict o= specific regulon in
AIEC strain LF82. Results are expressed as fold variations in LF82 strain overexpressing the
inhibitory complex RseA-RseB of the = pathway, relative to that of wild-type strain. 16S
rRNA levels were measured as controls. Data are mean + SEM of three separate experiments.
*P < 0.05.

Figure 3: Involvement of the o=-mediated pathway in the ability of LF82 to interact
with host cells and to form biofilm. Adhesion (A) and invasion (B) abilities of LF82, LF82 +
pBAD24-rseAB and LF82-AORF1, LF82-AwaaW + pBAD24-waaWVL and LF82-AychH
mutants with intestinal epithelial cells 1-407. Each value is the mean £ SEM of at least four

separate experiments. *P < 0.05.

Figure 4: A. Specific biofilm formation (SBF) index of AIEC strain LF82 and non
pathogenic MG1655 E. coli strain, with or without RseAB overexpression. Data are mean +
SEM of three separate experiments. *** P<0.001. B. Confocal analysis of LF82, LF82 +
pBAD24-rseAB and MG1655 biofilm formation at the surface of PFA-fixed monolayer of
intestinal epithelial cells 1-407. Bacteria expressing GFP were used, actin is labeled in red

with phalloidin-TRITC and nuclei are labeled with Hoescht in blue. Representative z-sections
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were visualized under each confocal slice. Bar, 50 um. C. Competitive index of LF82 +
pBAD24-rseAB strain compared to that of LF82 wild type strain. Intestinal ileal loops were
inoculated by mixed inoculums comprising equivalent numbers of wild-type and LF82
pBAD24-rseAB strain, and their presence was compared after 24h by competitive index (Cl)

analysis, which provides a sensitive measurement of the relative degree of attenuation.

Figure 5: Involvement of the waaWVL operon in biofilm formation A. Specific
biofilm formation (SBF) index of AIEC strain LF82, LF82 + pBAD24-rseAB and LF82-
AORF1, LF82-AwaaW + pBAD24-waaWVL and LF82-AychH mutants. Data are mean +
SEM of three separate experiments. ** P < 0.01. B. Confocal analysis of LF82 and LF82-
AwaaWVL + pBAD24-waaWVL biofilm formation at the surface of PFA-fixed monolayer of
intestinal epithelial cells 1-407. Bacteria expressing GFP were used, actin is labeled in red
with phalloidin-TRITC and nuclei are labeled with Hoescht in blue. Bar, 50 um. C.
Competitive index of LF82-AwaaWVL + pBAD24-waaWVL strain compared to LF82 wild
type strain. Intestinal ileal loops were inoculated by mixed inoculums comprising equivalent
numbers of wild-type and LF82-AwaaWVL + pBAD24-waaWVL strain, and their presence
was compared after 24h by competitive index (CI) analysis, which provides a sensitive

measurement of the relative degree of attenuation. *** P < 0.001.

Figure 6: Involvement of the waaWVL operon in biofilm formation of UPEC and
APEC strains. Specific biofilm formation (SBF) index of UPEC strains CFT073, 536, UTI89
and APEC strain 01, and of the AwaaW + pBAD24-waaWVL constructions. Data are mean +

SEM of four separate experiments. *P < 0.05.
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Supplemental figures legends

Figure S1: Growth (A) and viability (B) of the wild-type strain LF82 and of LF82-
AORF1, LF82-AwaaW + pBAD24-waaWVL, and LF82-AORF1 isogenic mutants in cell
culture medium (MEM supplemented with 10% heat-inactivated FCS). Data are mean + SEM
of three separate experiments.

Figure S2: Fold variation of rpoE mRNA levels in LF82 and MG1655 strains
overexpressing the o= inhibitory complex RseA-RseB, relative to that of wild-type strains,
using RT-PCR. 16S rRNA levels were measured as controls. Data are mean + SEM of three

separate experiments. * P<0.05.

Figure S3: Specific biofilm formation (SBF) index of K-12 strain MG1655, MG1655
+ pBAD24 and MG1655 + pBAD24- waaWVL. Data are mean + SEM of four separate

experiments.

Figure S4: A. Genetic organization of the waa genomic region of AIEC strain LF82,
and comparison with waa region of AIEC strains NRG 857C and UM146, UPEC strains
CFTO073, UTI89 and 536, and APEC strains 01. Genes are shown as arrows with patterns
representing their putative function: waaW: LPS alphal,2-galactosyl transferase, waaV : beta
1,3-glucosyltransferase, and waal: lipid A-core surface polymerligase. Red arrow represents
location of the o fixation site. B. The proteins encoded by the AIEC LF82 waaWVL operon,

some of their features and nucleotide comparison are listed in the table.
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Table 1. Specific RpoE regulon of E. coli K12 strain MG1655 compared to
Adherent-Invasive E. coli strain LF82.

N° Tr_anscri_p- Localization HMMER- Protein function RpoE promoter sequence

tion unit score
1 o 2764666/2764732 546  Hypothetical pg;f'g; rom prophage 1 AACTACGCACCATTGAAGGTGTCTTAAAAAGTAA
2 ybfG 715860/715926 4.73 Hypothetical protein AAGGAACTTAATATTTAAAAAATGTTCCATACAATTCC
3 bacA 3202193/3202259 4.44 Phosphatase GTTAAACCAAACGGTTATAACCTGGTCATACGCAGTAG
4 insH 3651409/3651474 3.96 Transposase GTATGAAAGATTGGTTATCCTGGCCTCTAAAAATTTAA
5 arakE 2980372/2980437 3.69 Arabinose transporter TAATGAACTTTATGAATTTTATCTGCTGTAAAATTAGG
6 ygeJ 2879889/2879955 3.22 Hypothetical protein TGGTGAACGTTTTGACCAAAAAATCATCGATAAGACAT
7 yraH 3285300/3285365 242 Hypothetical adhesin ATCTTAAAGTTCAGTCTATTTAATGTTCAATGAAATAT
8 matA 310641/310706 1.34 Hypothetical regulatory protein ATCGAAAATAATTAAACTTAATCTCGTTTAACCTTTAT
9 livk 3595759/3595824 1.30 Periplasmique protein AAAGGCACTTTTTTCTGTTTATCTATCAATAAATTCAG
10 rutR 1073295/1073360 1.14 Transcriptionnal regulator ATCTAAAATATCTGGTAAAAAGTGGACTAAACGGTCAA
11 puwA  1359058/1359123 112 P’OtEiggﬂj"m"L‘fg J[‘ptlﬂ‘t‘i:g’c?;:e“s o AAATGACCTTTATGTTCAATATTTTTTCAATCTAGCAG
12 yfeN 2522140/2522206 112 Outer membrane protein CTTAAACCTTCCGCCATATTGGTAATCGCAGAGACCGC
13 ydiY 1804272/1804336 1.04 Hypothetical membrane protein TATTTAAAATTTTGCAGATAAATATATATAAATAAAAA







Table 2. Specific RpoE regulon of Adherent-Invasive E. coli strain LF82 compared to
E. coli K12 strain MG1655.

Presence in

° Tlfanscrl_p- Localization K12 strain HMMER- Protein function RpoE promoter sequence
tion unit score
MG1655
1 yjiw 4707553/4707620 + 5.05 Hypothetical endonuclease TGAAATTATGGATTATTTTATAACTCTAAAGAGTCA
2 IpfABCDE  3761291/3761358 - 3.55 Long Polar Fimbrae encoding operon  TCAACTTATTGCAAAAATTAATATTCAGTAAAAATAA
Hypothetical protein, function
3 ORF 1 1494961/1495026 - 3.00 unknowed, with a putative DNA ~ CGAAAACTTAAAAAAATAATGCGTCAGATCTGATAAA
binding homeodomain
Hypothetical protein with unknowed
4 ORF 2 2127613/2127679 - 2.40  function, and with signal peptide and 5 TTAAAAAATTAGTCCCTTCGATTGTCTCTACAGGTGTT
transmembranaire domains
5 yliF 826377/826442 + 1.74 Hypothetical diguanylate cyclase =~ GGAAATTGGCGAACTATTCCTGGTCTATCAACCGATTG
6 ygcU 2876616/2876679 + 1.54 Hypothetical deshydrogenase GGAAATGATTGAAAAACAGGGGGTCGAAGTTGAT
7  waaWVL  3845291/3845359 + 1.53 Involved in LPS biosynthesis TGAAATACTGGCCTATAATTTTAAAACAGTAAAAGTAT
Hypothetical protein with unknowed
8 ORF 3 3121782/3121848 - 151  function, and with signal peptide and 2 CGAATTATGCAACAACATTAATATCAAAAAAAATAAATTT
transmembranaire domains
9 gnd 2123143/2123209 + 1.30 Gluconate-6-phosphate AGAAACATTATCAAAATTAAATTTACAAAAAATATAGG
deshydrogenase
Hypothetical protein with unknowed
10 uidC 1670175/1670241 + 1.24  function, and with signal peptide anda TCAACGATATCACTAGTTAATATTCAATAAAAATAAT
transmembranaire domains
11 yafT 241096/241161 + 1.20 Hypothetical aminopeptidase TGCACGTTATGATTTTCATTTTTCTATTGATTTAATG
12 ychH 1269466/1269531 + 1.15 Hypothetical inner membrane protein  TGAAATAAGGGTTGTAATTGTGATCACACCCGCACATA







Table 3. Bacterial strains and plasmids used in this study.

Straing or Relevant characteristic(s) Source or reference
plasmids
Strains
LF82 E. coli isolated from an ileal biopsy sample of a patient with CD, Ery? Darfeuille-Michaud et al., 1998
LF82-AORF1 LF82 isogenic mutant with ORF1 gene deleted This study
LF82-AwaaW LF82 isogenic mutant with waaW gene deleted This study
LF82-AychH LF82 isogenic mutant with ychH gene deleted This study
MG1655 E. coli K-12 serotype OR:H48:K- Laboratory stock
CFTO073 UPEC serotype 06:H1:K2 Laboratory stock
CFTO073-AwaaW CFT073 isogenic mutant with waaW gene deleted This study
536 UPEC serotype 06:H31:K15 Laboratory stock
536-AwaaW 536 isogenic mutant with waaW gene deleted This study
UTI189 UPEC serotype O18:H7:K1 Laboratory stock
UTI189-AwaaW UTI89 isogenic mutant with waaW gene deleted This study
APEC-01 UPEC serotype 045 Laboratory stock
APEC-01-AwaaW  APEC-01 isogenic mutant with waaW gene deleted This study

Plasmids
pKOBEG
pBAD24
pBAD24-rseAB
pBAD24-waaWVL
pFPV25.1

pBAD cloning vector harboring A phage redypo. operon; CmR
E. coli cloning vector, Amp®
pBAD24 harboring the 1614-bp Xbal-HindIll fragment containing the entire rseAB operon of LF82

pBAD24 harboring the 3389-bp Xbal-HindIll fragment containing the entire waaWVL operon of LF82

Plasmid constituvely expressing GFP

Chaveroche et al., 2000

Guzman et al., 1995
This study

This study
Valdivia et al., 1996







Table 4. Oligonucleotides used and PCR product sizes.

PCR product

Primer name Oligonucleotide sequence (5’-3’) size (bp) Use
yjiw-1 TCACCCCAATAAACTCCTGC . e .
Viiw-2 AACCGTGAGTTATGCGAGTC 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
IpfA-1 GGCCTTCTTTCAGACGGTA . A
IpfA-2 CTGGAAAACTGCGATATCTCC 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
ORF1-1 TTATCGGATAACTGGCTGATG . S
ORF1.2 TCCTATTAAAGCCATTCTTCTG 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
ORF2-1 GCTAAACCGTGAAGATAGAGT . A
ORF2-2 GTCGAATTATGTCGCAATACG 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
yliF-1 CTATCCGGTAACTCACAATC . A :
VIiE-2 AATAGCAGAAGTGCTCCATTG 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
ygcU-1 GGTAAAGCCCATGTTGCCG . I :
ygeu-2 TGAAGATGGCACCCAACACT 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
waaw -1 AATGGCTTTATTCATAAAATCATTTTT . I
waaW-2 AGGCTCATTAGCTGGATTGE 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
ORF3-1 CCATATCTTTTATCTATAAACCG . S
ORF3-2 CCTAAAAAGACAAAAATTATATATAA 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
gnd-1 CATCCAGGATCACATCAACC . A :
gnd-2 GGTGATATGCAGCTGATTGE 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
uidC-1 CTGGTATTACGACTTAAACCTT 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
uidC-2 CATCGCGCACGTTCTTTTTTA
yafT-1 TTCTCCTGTAATACTTGTTCAG 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
yafT-2 TGGCCTTTTGCTGCAACAAAA
ychH-1 AATGGTGGTCGGCGTGGG 200 Isogenic mutant verification, RT-PCR
ychH-2 TACGGCGGCAACGTTTGTC
TCGATTAGAGAAAATTTTCCTTCAACATTATCTACTAAAAT
IM ORF2-1 AATAAAATCCATATGAATATCCTCCTTAG . . .
IM ORF2-2  GCTTTAGATGCAATATATAGAGCAAGCGTCAGCACCATTA 1495 LF82-AORF2 isogenic mutant construction
AAAAATATACGTAGGCTGGAGCTGCTTC
GTACTCATCCTTAATTATTATTGTAACTCAGACATCCATGA
IMwaaWw-1 TTTTTATTAGTAGGCTGGAGCTGCTTC 1495 LF82-AwaaW isogenic mutant construction
IM waaW-2 TAAAAAATTAAAAGGCAAAGCGTAAACCACACAGTCAAA
ACGGAACCAACCATATGAATATCCTCCTTAG
ATAAGGAAGAGGGGTATTCCCTGTTACAACCCAGAAAGTT
IM ychH-1 CCGGAGGTGACATCATATGAATATCCTCCTTAG 1495 LF82-AychH isogenic mutant construction
IM ychH-2 ATTGACCAGTCAGCGCAAACTGACTGGTCAGCAAACTGCA Y
TTATTTGTTAGTAGGCTGGAGCTGCTTC
16S-1 ATGACCAGCCACACTGGAAC
165-2 CTTCCTCCCCGCTGAAAGTA 157 RT-PCR
K1 CAGTCATAGCCGAATACCCT
K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC Kanamycin resistance cassette amplification
Kt CGGCCACAGTCGATGAATCC
Xbal-rseAB GCTCTAGAGCTAGGCATGCAGAAAGAACAACTT 1614 Overexpression of RseA and RseB
Hindlll-rseAB CCCAAGCTTGGGGATCATTGCGCTGTCCCGAA P
Xbal-waaWVL GCTCTAGAGCATGGATTTATTAGCTGAGAGTATTA 3389 Transcomplementation of LF82-AwaaWVL
Hindlll-waaWVL CCCAAGCTTGGGCTTATCTAATAAACATTGGTCCGA isogenic mutant







Table 5. The 28 sequences selected to define the motif corresponding to the RpoE binding site.

Localisation of the RpoE

Seq,l\Jlfnce Tranzzriitption promoter sequence H'\SC'XER' +1 RpoE promoter sequence
within MG1655 genome

1 greA 3326872/3326937 9.96 138 GGAACTTCAGGGTAAAATGACTATCAAAATGTGa
2 yaeT 196963/197029 6.55 902 GGAACTAAAAGCCGTAGATGGTATCGAAACGCCTY
3 ygiM 3199002/3199067 5.00 165 CGAACTTAATGCGATCTTTTTTGTCAGTAGATAg
4 rpoH 3598890/3598956 4.96 -87  TGAACTTGTGGATAAAATCACGGTCTGATAAAACa
5 fkpA 3475545/3475610 458 -107  GAAACTAATTTAAACAAAAAGAGTCTGAAAATAQ
6 rpoE 2708107/2708173 4.49 76  GGAACTTTACAAAAACGAGACACTCTAACCCTTTY
7 bacA 3202193/3202259 4.44 -43  TAAACCAAACGGTTATAACCTGGTCATACGCAGTa
8 yggN 3099819/3099885 4.25 179  CGAACTTTTCGACGTTTGGTGGGACTAAGAAAY
9 yfey 2549261/2549326 4.14 26 GGCACTTTTTGGTGAATTTGCACTCCAAGCAACY
10 clpX 456364/456429 4.09 224  TGAACTTATGGCGCTTCATACGGGTCAATCATTAg
11 yhjJ 3680036/3680100 4.06 76 TGACATTTTCATGTTCTTGCGGTCTAACACGAa
12 yfeK 2535274/2535340 3.97 27 GAAACTTTACCTGATTCTGGCAGTCAAATCGGCTa
13 ybiG 715860/715926 3.93 -44  GGAACTTAATATTTAAAAAATGTTCCATACAATt
14 ddg 2493540/2493606 3.69 64 GGAACCATTGTCGTACATGATGGCCCAACCAATTY
15 yfgM 2636994/2637059 3.54 323 GGAACTTGCGCAGCAATTTGTTGACAAAAATGAa
16 plsB 4254618/4254684 3.41 -132  AGAACCTTTTTACATTATGAGCGTCAATATCAGTY
17 mdoG 1108415/1108481 3.17 -80 TGAACGATACCGGGATTCTGTTGTCGGAATGGCTY
18 yhobG 3341354/3341423 3.16 546 GAAAAGGTTAGAACATCCTATGAAATTCAAAACAAa
19 yfjo 2764666/2764732 2.94 -186 GGAACATTTCGGCCAAAGCCTGATCTAAGCGTTY
20 rseA 2707651/2707717 2.91 228 CGAACCCTGAGAACTTAATGTTGTCAGAAGAACTY
21 yeay 1888581/1888646 2.83 28 GAAACTTCCGGGCAAAGAATGAATCTTAAGAGTa
22 htrA 180782/180847 2.72 -40  GGAACTTCAGGCTATAAAACGAATCTGAAGAACa
23 SixA 2455018/2455082 2.58 -187 GCAACTGACCTGCAATAAGAAGGTCAAAGCTATa
24 dsbC 3037652/3037718 2.50 811 TGAACGCTTACCGTCGCGATCTGTCAATGATGGTY
25 sbmA 395715/395781 2.43 -85 CGAACTAAGCGCCTTGCTATGGGTCACAATGGGCy
26 yieE 3891788/3891855 2.38 -40 CGAACTTTTAGCCGCTTTAGTCTGTCCATCATTCCa
27 yraP 3294032/3294097 2.36 337 TGCACTAAATACTGATAATGTTGTCTTAACGGCy
28 yfgC 2614028/2614093 2.35 26 GGAACGATATTTCACAGTATCGGTCAAATGACTa







Supplemental Table 1. RpoE-binding sites identified within the K12 strain MG1655 genome using
HMMER software program.

Sequence N° Transcription unit Localisation of the RpoE promoter sequence within HMMER- RpoE-regulation in AIEC

K12 strain MG1655 genome score strain LF82

1 greA 3326872/3326937 9.96 +
2 yaeT 196963/197029 6.55 +
3 yiaK 3740681/3740746 6.35 +
4 ydhl 1718959/1719025 5.89 +
5 yfjo 2764666/2764732 5.46 -
6 htrG 3199002/3199067 5.0 +
7 rpoH 3598890/3598956 4.96 +
8 ybfG 715860/715926 4.73 -
9 fkpA 3475545/3475610 4.58 +
10 rpoE 2708107/2708173 4.49 +
11 bacA 3202193/3202259 4.44

12 yggN 3099819/3099885 4.25 +
13 yfeY 2549261/2549326 4,14 +
14 clpX 456364/456429 4.09 +
15 yhjJ 3680036/3680100 4,06 +
16 wzb 2135214/2135280 4.02 +
17 yfeK 2535274/2535340 3.97 +
18 insH 3651409/3651474 3.96 -
19 rhtA 849576/849642 3.95

20 IpxP 2493540/2493606 3.69

21 arakE 2980372/2980437 3.69 -
22 yfgl 2636994/2637059 3.54 +
23 plsB 4254618/4254684 3.41 +
24 yged 2879889/2879955 3.22 -
25 focA 954044/954109 3.21 +
26 mdoG 1108415/1108481 3.17 +
27 IptB 3341354/3341423 3.16 +
28 yiiS 4110831/4110897 2.97 +
29 yfio 2733920/2733985 2.94 +
30 rseA 2707651/2707717 2.91 +
31 yeaY 1888581/1888646 2.83 +
32 htrA 180782/180847 2.72 +
33 cspl 1637050/1637115 2.63 +
34 SiXA 2455018/2455082 2.58 +
35 dsbC 3037652/3037718 2.5 +
36 sbmA 395715/395781 2.43 +
37 yraH 3285300/3285365 2.42 -
38 gspA 3453653/3453718 2.39 +
39 yieE 3891788/3891855 2.38 +
40 yraP 3294032/3294097 2.36 +
41 yfgC 2614028/2614093 2.35 +
42 ccmA 2296241/2296307 1.82 +
43 yadH 142764/142830 1.81 +
44 matA 310641/310706 1.34 -
45 ftsZ 104477/104542 1.33 +
46 livk 3595759/3595824 1.3 -
a7 rutR 1073295/1073360 1.14 -
48 PUuuA 1359058/1359123 1.12 -
49 yfeN 2522140/2522206 1.12 -
50 creB 4633516/4633582 1.08 +
51 yfdC 2462835/2462901 1.07 +
52 ydiY 1804272/1804336 1.04 -
53 ygfK 3013237/3013301 1.00 +







Supplemental Table 2. RpoE-binding sites identified within the AIEC strain LF82 genome using
HMMER software program.

Sequence N° Transcription unit Localisation of the RpoE promoter sequence within HMMER- RpoE-regulation in K12

AIEC strain LF82 genome score strain MG1655

1 greA 3372668/3372733 7.95 +
2 yaeT 200735/200801 6.55 +
3 ydhi 1698352/1698418 5.89 +
4 yiaK 3791902/3791966 5.76 +
5 rhtA 803618/803684 5.33 +
6 yjiw 4707553/4707620 5.05 -
7 htrG 3251751/3251816 5.00 +
8 rpoH 3645978/3646044 4,78 +
9 yggN 3101610/3101676 468 +
10 fkpA 3520641/3520706 4.58 +
11 rpoE 2687777/2687843 4.49 +
12 clpX 460441/460506 4.09 +
13 yhjJ 3727218/3727282 4.06 +
14 wzb 2153427/2153493 4.02 +
15 IpxP 2492804/2492870 3.79 +
16 yiiS 4177373/4177439 3.57 +
17 yfeK 2533047/2533113 3.56 +
18 IpfA 3761291/3761358 3.55 -
19 yfgL 2622427/2622492 3.54 +
20 yfeY 2543689/254375 3.52 +
21 plsB 4333541/4333607 341 +
22 IptB 3387011/3387080 3.16 +
23 ORF 1 1494961/1495026 3.00 -
24 yfio 2716042/2716107 2.94 +
25 rseA 2687321/2687387 291 +
26 yeaY 1854523/1854588 2.83 +
27 mdoG 1085849/1085914 2.66 +
28 yraP 3340435/3340500 2.66 +
29 cspl 1611621/1611686 2.63 +
30 focA 913829/913894 2.55 +
31 dshC 3040635/3040701 2.50 +
32 sbmA 400038/400104 243 +
33 ORF 2 2127613/2127679 2.40

34 creB 4766608/4766674 2.36 +
35 yfgC 2587799/2587864 2.35 +
36 yieE 3940498/3940565 2.04 +
37 ccmA 2313122/2313188 1.82 +
38 yadH 147757/147823 1.81 +
39 yliF 826377/826442 1.74 -
40 ygeU 2876616/2876679 1.54 -
41 waaWVvL 3845291/3845359 1.53 -
42 ORF 3 3121782/3121848 1.51 -
43 yofK 3016221/3016285 1.48 +
44 htrA 185564/185629 1.34 +
45 ftsz 105685/105750 1.33 +
46 gnd 2123143/2123209 1.30 -
47 SiXA 2466041/2466105 1.29 +
48 uidC 1670175/1670241 1.24 -
49 yafT 241096/241161 1.20 -
50 ychH 1269466/1269531 1.15 -
51 yfdC 2472315/2472381 1.07 +
52 gspA 3498740/3498805 1.00







Commentaires de la publication n°1

v La voie de signalisation dépendante du facteur de transcription 6= est activée lors
du processus d’adhésion de la souche AIEC de référence LF82 aux cellules épithéliales

intestinales.

Les observations cliniques révélent la présence de biofilms bactériens au niveau de la
muqueuse intestinale des patients atteints de maladie inflammatoire chronique de I’intestin
(Swidsinski et al., 2005). En paralléle, les souches de AIEC sont fortement associées a la
mugqueuse iléale des patients atteints de MC (Darfeuille-Michaud et al., 2004). Chez la souche
AIEC de référence LF82, la forte osmolarité de la lumiére intestinale conduit a une
surexpression d’OmpC et a une accumulation anormale de protéines dans le périplasme
bactérien, entrainant alors I’activation de la voie de signalisation = (Rolhion et al., 2007).
Lactivation de cette voie de signalisation dépendante du facteur o entraine I’expression des
genes codant les pili de type 1, les flagelles, mais aussi de facteurs de virulence non identifiés
et impliqués dans I’interaction bactérie/cellule (Rolhion et al., 2007). L’ implication de la voie
de signalisation dépendante du facteur " dans la virulence bactérienne a précédemment était
rapportée, notamment pour les bactéries pathogénes Salmonella enterica serovar
Typhimurium (Humphreys et al., 1999) et Vibrio cholerae (Kovacikova and Skorupski,
2002). L’objectif de ce travail était de caractériser I’implication de la voie o dans le
phénotype des souches AIEC, et notamment dans leur pouvoir d’interaction avec les cellules
épithéliales de I’hote. L’étude de I’activation de la voie o© a été étudié en milieux de culture
mimant les conditions gastro-intestinales, ainsi que lors du processus d’adhésion bactérienne,
et nous avons pu montrer qu’une forte osmolarité active la voie de signalisation dépendante
du facteur de transcription o= chez les souches AIEC LF82 et K-12 MG1655, et ce a un
niveau similaire. De maniere intéressante, lors du processus d’adhésion, seule la souche AIEC
LF82 présente une activation de la voie de signalisation dépendante du facteur de
transcription o=, et ceci malgré un pouvoir d’adhésion similaire entre les souches AIEC LF82
et K-12 MG1655. Ainsi, il existerait chez la souche AIEC de référence LF82 un mécanisme

E

original d’activation de la voie de transcription impliquant le facteur ¢~ en réponse au

processus d’adhésion.
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v La voie de signalisation dépendante du facteur de transcription o- est impliquée
dans la capacité de la souche AIEC LF82 a adhérer et a envahir les cellules épithéliales

intestinales, ainsi que dans sa capacité a former des biofilms

Nous avons pu montrer que la voie o° est fortement impliquée dans I’interaction des
bactéries AIEC avec les cellules epithéliales intestinales, car I’inhibition de cette voie conduit
a une forte diminution du pouvoir d’adhésion et d’invasion de la souche LF82, ce qui n’est
pas observé pour la souche de E. coli non pathogéne K-12 MG1655. Cette diminution
drastique du pouvoir d’adhésion et d’invasion est a corréler avec la forte diminution de
I’expression des pili de type 1 et des flagelles suite & I’inhibition de la voie oF, ces deux

facteurs jouant un réle majeur dans ce phénotype (Barnich et al., 2003; Boudeau et al., 2001).

Cette étude s’est par la suite intéressée a un nouveau caractére phénotypique
récemment décrit pour les souches AIEC. En effet, Martinez-Medina et coll. ont récemment
démontré que les souches AIEC avaient une capacité augmentée a former des biofilms
comparativement aux souches non-AIEC (Martinez-Medina et al., 2009b). Nous avons voulu
déterminer si la voie de signalisation ¢= pouvait étre impliquée dans la capacité & former des
biofilms par la souche AIEC de référence LF82, et nous avons pu montrer que I’inhibition de
cette voie de signalisation via la surexpression du complexe d’inhibition RseA-RseB aboutit a
une diminution drastique de la formation de biofilm par la souche AIEC LF82. Une méme
inhibition chez la souche K-12 MG1655 ne conduit a aucune diminution de sa capacité a
former des biofilms, et ceci n’est pas surprenant puisque la souche MG1655 présente un
pouvoir de formation de biofilm faible et similaire a celui observé pour la souche LF82

présentant une inhibition de la voie ¢

Lors de cette etude, nous avons mis au point un modeéle original d’étude de la
formation de biofilm bactérien, montrant que I’inhibition de la voie de signalisation o°
conduit a une diminution drastique de la formation de biofilms par la souche AIEC de
référence LF82 a la surface des cellules épithéliales intestinales. De plus, I’étude de la
colonisation de la muqueuse intestinale en modele d’anses ligaturées iléales chez la souris
montre que I’inhibition de la voie de signalisation ¢~ entraine une trés forte diminution de la

colonisation de la muqueuse par les bactéries LF82.
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v L’analyse in silico du régulon ¢ permet I'identification de facteurs
spécifiquement régulés chez la souche AIEC de référence LF82 comparativement a la
souche de E. coli non pathogéne K-12 MG1655

Dans le but d’étudier si I’activation de cette voie de transcription pouvait aboutir a
I’expression de facteurs bactériens impliqués dans les caractéristiques phénotypiques des
souches AIEC, le génome de la souche AIEC de réference LF82 (Miquel et al., 2010) a été
criblé in silico dans le but d’identifier I’ensemble du régulon o= de cette souche. Pour cela,
une séquence consensus de fixation du facteur o= & I’ADN a été élaborée grace aux séquences
promotrices de 28 genes connus pour étre sous la dépendance d’une régulation
transcriptionnelle par le facteur o= (Rhodius et al., 2006). Le criblage bioinformatique réalisé
par la suite a permis d’identifier 52 génes potentiellement sous la dépendance d’une
régulation par le facteur 6= chez la souche AIEC de référence LF82, 12 d’entre eux ne
semblant pas appartenir au régulon c° de la souche K12 MG1655. Parmi ces 12 génes ou

cadres ouverts de lecture appartenant potentiellement au régulon o

uniquement chez la
souche AIEC de référence LF82, les analyses expérimentales ont montrées que seuls 3
d’entres eux seraient régulés par ce facteur de transcription : le cadre ouvert de lecture ORF1,
I’opéron waaWVL et le gene ychH. Suite a la création des mutants isogéniques délétés pour
ces geénes, les analyses phénotypiques ont montré qu’aucun de ces trois mutants isogéniques
n’étaient diminué dans leur capacité d’adhésion et d’invasion. Il est a noter qu’une expression

normale des pili de type 1 et des flagelles chez ces trois mutants isogéniques.

L’analyse in silico réalisée n’a pas permis d’identifier un site de fixation consensus
pour le facteur o= en amont des opérons fim et du régulon flagellaire, codant respectivement
les pili de type 1 et les flagelles. Ainsi, le mécanisme moléculaire a I’origine de la régulation
des pili de type 1 et des flagelles par le facteur " reste & élucider. De maniére intéressante, il
a récemment été mis en évidence chez Salmonella enterica serovar Typhi que la voie de
signalisation o était impliqué dans I’expression des flagelles en condition d’hyperosmolarité,
mais le mécanisme moléculaire a I’origine d’une telle régulation n’est a ce jour pas connu (Du
etal., 2011).
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v L’opéron waaWVL est fortement impliqué dans la formation de biofilms par les
souches AIEC.

Suite & I’observation montrant I’importance de la voie oF dans la formation de
biofilms par la souche AIEC LF82, I’implication dans ce processus de ces trois facteurs
précedemment identifiés comme présentant une régulation par ce facteur de transcription
uniquement chez la souche LF82 a été étudiée. Les résultats montrent que I’opéron waaWVL,
codant trois enzymes impliqués dans la biosynthése du LPS bactérien, est fortement impliqué
dans la formation de biofilm et dans la colonisation de la muqueuse intestinale par la souche
LF82. De maniére intéressante, la diminution de I’expression de I’opéron waaWVL conduit a
un phénotype identique a celui observé chez la souche MG1655 sauvage et chez la souche
LF82 présentant une inhibition de la voie de signalisation =. L’expression des pili de type 1
et des flagelles restent inchangée suite a I’inhibition de I’expression de I’opéron waaWVL,
montrant que ces deux facteurs ne sont pas impliqués dans la trés forte diminution de
formation de biofilm observée. De plus, la diminution de la colonisation de la muqueuse
intestinale observée suite a I’inhibition de I’expression de I’opéron waaWVL pourrait étre liée
a la diminution de la formation de biofilm précédemment observée, puisque I’expression des

pili de type 1 est normale chez cette souche.

L’opéron waaWVL code trois enzymes potentiellement impliquées dans la biosyntheése
du lipopolysaccharide bactérien, et notamment dans la synthése du lipide A et de I’antigene O
du LPS. De maniére intéressante, de telles enzymes ont précedemment été décrites pour jouer
un réle important dans la structure, la composition, ainsi que dans la longueur du LPS
bactérien (Kaniuk et al., 2004; Leipold et al., 2007), ces trois caractéristiques du LPS étant
connues pour affecter la virulence de bactéries pathogénes, comme montré pour Shigella
flexneri (Sandlin et al., 1996). De plus, il a pu étre montré que des modifications de la
composition ou de la longueur du LPS affecte la formation de biofilm chez Pseudomonas

aeruginosa (Ciornei et al., 2010) et Escherichia coli (Beloin et al., 2006).

Dans cette étude, une analyse par BLAST a indiqué que I’opéron waaWVL est
retrouvé chez plusieurs souches de E. coli appartenant au phylogroupe B2, telles que les
souches AIEC de réference NRG857C et UM146, les souches de E. coli responsables
d’infections urinaires (UPEC) CFT073, UTI89 et 536 ainsi que la souche de E. coli aviaire

APEC-01. Ainsi, la présence de cet opéron waaWVL chez les souches de références des
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pathovars UPEC et APEC laisse supposer que I’opéron waaWVL pourrait étre impliqué dans
leurs capacités de formation de biofilm, mais les analyses expérimentales conduites ont
cependant montré que I’opéron waaWVL n’est pas impliqué dans un tel processus. Ceci
pourrait étre expliqué par la non expression de I’opéron waaWVL chez ces souches, mais des
expériences complémentaires ayant pour but d’étudier la formation de biofilm suite a la
surexpression de cet opéron n’ont pas permis de montrer une modification de la formation de
biofilm chez les souches APEC et UPEC. Ainsi, on peut supposer que les modifications
réalisées par les enzymes WaaW, WaaV et Waal dépendent du sérogroupe du LPS, la souche
AIEC LF82 présentant un sérogroupe différent de celui des souches de UPEC et de APEC
étudiées. Enfin, I’opéron waaWVL est absent chez la souche K-12 MG1655, et I’expression
forcée de cet opéron chez cette souche ne suffit pas a augmenter sa capacité a former des
biofilms a un niveau similaire a celui observée pour la souche AIEC LF82. D’autres facteurs
semblent ainsi étre requis, en plus de WaaW-WaaV-Waal, pour la formation de biofilms.

En conclusion, cette premiére étude a permis pour la premiére fois de montrer que le
processus d’adhésion était initiateur d’une activation de la voie de signalisation dépendante du
facteur de transcription oF. 1l a également pu étre montré, grace a I’utilisation de modeéles
expérimentaux originaux, que I’activation de cette voie de signalisation était primordiale pour
la formation de biofilms et la colonisation de la muqueuse intestinale par la souche AIEC de
référence LF82, et ceci via I’activation de I’expression de I’opéron waaWVL. Suite a cette
étude, il peut étre envisagé que la forte osmolarité retrouvée en conditions gastro-intestinales,
mais également le processus d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales observé pour les
souches AIEC, conduisent & une forte activation de la voie de signalisation c©. L activation de
cette voie de signalisation contribuerait alors, comme montré dans cette étude, au pouvoir
d’adhésion et d’invasion des souches AIEC, et a leur pouvoir de colonisation de la muqueuse
intestinale impliquant leur capacité a former des biofilms a la surface de la muqueuse

intestinale.

Afin de compléter ce travail, des perspectives a court terme sont envisagées. Tout
d’abord, I’étude de la composition et de I’organisation de la flore bactérienne associée a la
muqueuse intestinale des patients atteints de maladie de Crohn a indiqué une augmentation
significative de la présence de biofilm bactérien, d’environ 2 fois, chez les patients atteints de
MICI comparativement aux patients controles (Swidsinski et al., 2002). Il serait ainsi

intéressant d’étudier la composition de ces biofilms bactériens associés a la muqueuse des
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Figure 44 : Mesure de la formation de biofilms par des souches non-AIEC (n=36) et des souches
AIEC (n=16) isolées de muqueuse iléale.



patients atteints de MC, et d’étudier notamment la présence de souches de E. coli possédant
I’opéron waaWVL au sein de ces biofilms, ainsi que le niveau d’expression de cet opéron. Des
études en cours au laboratoire ont permis de montrer que les souches AIEC présentent une
capacité de formation de biofilm significativement augmentée comparativement aux souches
non AIEC, confirmant ainsi les précédentes observations rapportées par Martinez-Medina et
coll. (Figure 44) (Martinez-Medina et al., 2009b).

A plus long terme, des expériences en modéle murin peuvent-étre envisagées afin de
confirmer I’implication de cet opéron waaWVL dans le pouvoir de formation de biofilm par
les souches AIEC. Pour cela, le modele de souris transgéniques CEABAC10, exprimant le
facteur CEACAMEG servant de récepteur aux pili de type 1, pourrait étre adopté (Carvalho et
al., 2009). Ce modéle permettrait tout d’abord, via un systéme rapporteur d’activité
transcriptionnel de type B-galactosidase cloné au sein du génome des bactéries AIEC, de
confirmer que suite a I’adhésion des bactéries AIEC aux récepteur CEACAMBS, la voie de
signalisation dépendante du facteur de transcription o- est activée. Ce modéle permettrait
également d’élucider I’implication de la formation de biofilm bactérien impliquant les
facteurs WaaW WaaV et Waal dans la persistance bactérienne, la colonisation de la
muqueuse intestinale, et la survenue des lésions iléales observées dans le modéle de souris
transgénique CEABAC10 (Carvalho et al., 2009).
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plaques de Peyer par les souches AIEC
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Crohn disease—associated adherent-invasive E. coli bacteria target mouse and human Peyer’s

patches via long polar fimbriae
Chassaing B., Rolhion N., de Vallée A., Salim S.Y., Prorok-Hamon M., Neut C., Campbell

B.J., Séderholm J.D., Hugot J.-P., Colombel J.-P., Darfeuille-Michaud A.
Journal of Clinical Investigation, 2011;121:966-975.
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Introduction de la publication n°2

Les plaques de Peyer, organes lymphoides secondaires associés a la muqueuse
intestinale, possédent un épithélium particulier présentant des cellules M. Le réle de ces
dernieres est de realiser un échantillonnage d’antigenes présent dans la lumiére intestinale et
de les présenter au systeme immunitaire. Les cellules M, ayant une forte capacité de
transcytose, représentent une porte d’entrée privilégiée pour de nombreuses bactéries
pathogénes, leur permettant d’accéder a la lamina propria (Kuolee and Chen, 2008; Neutra et
al., 1996a). Ainsi, les données cliniques et expérimentales indiquent que les cellules M de
I’épithélium associé aux plaques de Peyer sont impliquées, au moins lors des phases précoces

de I’infection, dans la translocation de bactéries pathogenes (Sansonetti and Phalipon, 1999).

Les lésions les plus précoces observées lors de la MC sont des ulcérations aphtoides,
conséquence d’une nécrose des cellules M localisées au niveau des plaques de Peyer
(Fujimura et al., 1996; Gullberg and Soderholm, 2006; Morson, 1972). Ce serait suite a ces
ulcérations aphtoides précoces qu’apparaitraient des ulcérations plus profondes et étendues.

Malgré les nombreuses études rapportant une augmentation du nombre de E. coli
associés a la muqueuse intestinale chez les patients atteints de MC (Baumgart et al., 2007,
Conte et al., 2006; Darfeuille-Michaud et al., 1998; Kotlowski et al., 2007; Martin et al.,
2004; Martinez-Medina et al., 2009a; Neut et al., 2002; Sasaki et al., 2007; Swidsinski et al.,
2002), I’implication des souches de E. coli dans I’apparition des phases précoces de la MC
restent a étudier. Le but de ce travail était d’analyser la capacité des souches AIEC a cibler les
plaques de Peyer, et d’identifier les facteurs bactériens impliqués dans ce processus.
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Crohn disease—associated adherent-invasive

E. coli bacteria target mouse and human
Peyer’s patches via long polar fimbriae

Benoit Chassaing,?2 Nathalie Rolhion,! Amélie de Vallée,! Sa’ad Y. Salim,2 Maelle Prorok-Hamon,*

Christel Neut,5 Barry J. Campbell,4 Johan D. Séderholm,2 Jean-Pierre Hugot,®
Jean-Frédéric Colombel,5 and Arlette Darfeuille-Michaud?.2

Clermont Université, Université Auvergne, JE2526, USC INRA 2018, Clermont-Ferrand, Auvergne, France. 2Institut Universitaire de Technologie,
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University of Liverpool, Crown Street, Liverpool, United Kingdom. 5INSERM U 995, Université Lille I, Hopital Claude Huriez, Lille, France.
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Crohn disease (CD) is a multifactorial disease in which an abnormal immune response in the gastrointesti-
nal (GI) tract leads to chronic inflammation. The small intestine, particularly the ileum, of patients with CD
is colonized by adherent-invasive E. coli (AIEC) — a pathogenic group of E. coli able to adhere to and invade
intestinal epithelial cells. As the earliest inflammatory lesions are microscopic erosions of the epithelium
lining the Peyer’s patches (PPs), we investigated the ability of AIEC bacteria to interact with PPs and the viru-
lence factors involved. We found that ATEC bacteria could interact with mouse and human PPs via long polar
fimbriae (LPF). An LPF-negative AIEC mutant was highly impaired in its ability to interact with mouse and
human PPs and to translocate across monolayers of M cells, specialized epithelial cells at the surface of PPs.
The prevalence of AIEC strains harboring the Ipfoperon was markedly higher in CD patients compared with
controls. In addition, increased numbers of AIEC, but not LPF-deficient AIEC, bacteria were found interact-
ing with PPs from Nod2~/~ mice compared with WT mice. In conclusion, we have identified LPF as a key factor
for AIEC to target PPs. This could be the missing link between AIEC colonization and the presence of early

lesions in the PPs of CD patients.

Introduction

Crohn disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are multifactorial
diseases, occurring in individuals with genetic predisposition in
whom an environmental or infectious trigger causes an abnor-
mal immune response (1-3). Several lines of evidence suggest
that bacteria play a role in the onset and perpetuation of IBD
(4). E. coli bacteria have been assigned a putative role in CD. They
are abnormally predominant in early and chronic ileal lesions
of CD, and most E. coli strains isolated from the ileal mucosa
of CD patients adhere to intestinal epithelial cells (IECs) (5-7).
In addition to their ability to adhere, these E. coli bacteria are
able to invade IECs and belong to a new pathogenic group of
E. coli, designated adherent-invasive E. coli (AIEC) (8). Several
independent studies have reported the abnormal presence of
AIEC associated with ileal mucosa of CD patients (7, 9-13) owing
to increased ileal expression of CEACAMG6, which acts as a recep-
tor for AIEC binding via type 1 pili to the intestinal mucosa (14,
15). The adhesion and invasion process of reference AIEC strain
LF82 involves, in addition to type 1 pili, flagella, outer mem-
brane proteins, and outer membrane vesicles (OMVs) (16-18).
In particular, the LF82 invasion process occurs via the interac-
tion between the ER-localized stress response chaperone Gp96
and the outer membrane protein OmpA expressed at the surface
of OMVs, allowing OMVs to fuse with IECs (19). In addition,
analysis of the genome sequence of AIEC strain LF82 revealed
the presence of several known virulence genes and 4 putative
pathogenic islands carrying virulence-related genes (20).
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Clinical observations suggest that the sites of initial inflammation
in ileal CD are the lymphoid follicles (21), since microscopic ero-
sions are observable at the specialized follicle-associated epithelium
(FAE), which lines Peyer’s patches (PPs) (22). The most prominent
feature of FAE is the presence of specialized membranous/micro-
fold cells (M cells), which are optimized for antigen adherence and
transport and for immunological sampling of microorganisms (23).
Several microorganisms, particularly invasive bacteria, take advan-
tage of the transcytotic characteristics of M cells to use them to cross
the intestinal barrier. For example, Yersinia enterocolitica and Yersinia
pseudotuberculosis cross the intestinal epithelial barrier through M
cells of the FAE (24), as does rabbit enteroadherent E. coli (25). The
mechanism responsible for Y. pseudotuberculosis targeting M cells
is essentially mediated by invasion (26). Salmonella Typhimurium
bacteria selectively interact ex vivo with PPs (27), and a recent study
reported that glycoprotein 2 (GP2), specifically expressed on the
apical plasma membrane of M cells among enterocytes (28), is rec-
ognized by FimH, the adhesin of type 1 pili on bacteria (29). These
observations demonstrate that the entry of type 1 piliated bacteria,
such as E. coli and Salmonella Typhimurium, into M cells could occur
by means of the GP2-FimH recognition. In addition, the long polar
fimbriae (LPF), encoded by the Ipf operon, were equally responsible
for Salmonella Typhimurium specific adherence to M cells of the
murine FAE (30). In the case of Shigella flexneri, bacteria entry occurs
essentially through the M cell monolayer of the FAE, as shown in
a rabbit ligated intestinal loop assay of infection, with the involve-
ment of IpaB and IpaC effectors (31).

As the earliest observable lesions of CD are microscopic ero-
sions of the FAE lining the PPs and as AIEC bacteria colonize the
ileal mucosa of CD patients, we aimed in the present study to
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Volume 121 Number 3






search for the presence of virulence factors in AIEC that could
be involved in the targeting of PPs by these invasive bacteria.
We report here, in addition of the involvement of type 1 pili, the
presence of a functional Ipf operon, encoding LPF in AIEC, that
allows AIEC bacteria to interact with murine and human PPs and
to translocate across M cells.

Results

Analysis of the AIEC bacteria intevaction with PPs. With the aim of iden-
tifying AIEC bacterial factors putatively involved in the targeting
of PPs, we studied the interaction between AIEC LF82 bacteria and
isolated PPs in Ussing chambers. As E. coli bacteria were previously
reported to interact with PPs via the recognition of GP2 specifically
expressed on apical plasma membrane of M cells by type 1 pili (28, 29),
we studied the interaction of LF82 bacteria with murine PPs in the
presence of antibodies raised against GP2. The addition of anti-GP2
antibodies during AIEC LF82 infection statistically decreased the
number of LF82 bacteria interacting with PPs, from 31.89 x 106 +
8.73 x 10° CFU in the absence of antibodies to 6.75 x 10° + 2.38 x 10°
CFU in the presence of anti-GP2 (Figure 1A). Immunostaining
experiments using anti-GP2 antibodies to visualize M cells and anti-
083 antibodies to visualize LF82 bacteria confirmed that numer-
ous LF82 wild-type bacteria colocalized with GP2 (Figure 1B). We
also observed decreased numbers of AIEC bacteria interacting with
murine PPs for the type 1 pili-negative mutant LF82-AfimA. Howev-
er, we still observed type 1 pili-negative LF82 mutant associated with
GP2-positive cells. In addition, we also still observed LF82 bacteria
interacting with PPs when 0.5% methyl o-D-mannopyranoside was
added in order to block the binding of type 1 pili to GP2. Together
these results indicated that LF82 should express additional factor(s)
targeting PPs in a mannose-independent manner.

Identification of Ipf operon in CD-associated E.coli strains. We analyzed
the genome sequence of AIEC strain LF82 (Genoscope, ColiScope
Project, NC_011993 890) with the aim of identifying AIEC puta-
tive virulence factors involved in PP targeting other than type 1 pili
expressed in the entire family of Enterobacteriaceae and by about
60% of fecal isolates (32). This screening indicated the presence
of a putative functional Ipf operon encoding LPF (Supplemental
Figure 1; supplemental material available online with this article;
doi:10.1172/JC144632DS1).

The AIEC LF82-AlpfA mutant was impaired in its ability to interact with
murine and human isolated PPs. To identify the involvement of LPF in
the ability of AIEC strain LF82 to target PPs, we generated the LF82-
AlpfA isogenic mutant. After 3 hours infection of murine PPs in the
presence of 0.5% methyl o-D-mannopyranoside to better assess the
role of LPF, a significant (P < 0.01), 6.7-fold decrease in the number
of associated AIEC LF82 bacteria was observed for the LF82-AlpfA
isogenic mutant compared with wild-type AIEC strain LF82 (Fig-
ure 1C). This was not due to differences in bacterial growth, since
growth curves for the wild-type strain LF82 and the LF82-AlpfA
mutant were similar (Supplemental Figure 2). Nor was this due to
lack of expression of type 1 pili, since the LPF-negative mutant still
expressed these pili at a level similar to that in LF82 wild-type bac-
teria (Supplemental Figure 3). The transcomplementation of the
mutant with the cloned Ipf operon restored the interaction with
murine PPs. FISH experiments using probe EUB338 to visualize
bacteria indicated numerous bacteria inside PPs for the wild-type
strain LF82 (Figure 1D), and very few PP-associated bacteria for the
LF82-AlpfA mutant. The number of PP-associated bacteria was fully
restored when the LF82-AlpfA mutant was transcomplemented
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with cloned Ipf operon, indicating that LPF are essential for AIEC
LF82 bacteria to interact with murine PPs. To confirm these ex vivo
data with murine intestinal tissues, we performed in vivo experi-
ments using mouse ileal loop containing one PP. We observed a
significant (P < 0.01), 6.5-fold decrease in the number of PP-associ-
ated bacteria for the LF82-AlpfA isogenic mutant compared with
wild-type AIEC strain LF82, and the wild-type phenotype was fully
restored for the LPF-negative mutant expressing cloned LPF (Figure
1E). To identify whether LPF also mediate AIEC adhesion to IECs,
we performed additional experiments in Ussing chambers using
small intestine without PPs. Results interestingly showed that the
ability of the LF82-AlpfA isogenic mutant to adhere to intestinal
epithelium was similar to that of the wild-type strain LF82 (Fig-
ure 1F). Thus, this indicated that the difference in the ability of
LF82 bacteria and LPF-negative mutant to bind PPs was related to
a specific adhesion of LPF to FAE. In addition, the interaction of
bacteria with PPs was studied in competition experiments between
LF82 and nonpathogenic E. coli MG1655 expressing or not express-
ing LPF. A slight, 1.6-fold-decreased adhesion of LF82 to PPs was
observed during coinfection with the nonpathogenic MG1655
E. coli strain, probably due to competition of type 1 pili binding to
the glycoprotein GP2; and a 4.5-fold-decreased LF82 adhesion to
PPs was observed during coinfection with MG165S strain express-
ing LPF, confirming that the adhesion of LF82 bacteria to PPs is
related to the presence of LPF (Figure 1G).

To analyze the involvement of LPF expressed by AIEC bacteria
to target PPs in humans, we performed similar experiments using
human isolated PPs. Confocal microscopy analyzing the uptake of
bacteria across the FAE and into the subepithelial dome (SED) of
human PPs using Ussing chamber indicated that, compared with
wild-type strain LF82, LF82-AlpfA mutant showed 4.9-fold-decreased
transepithelial uptake (P < 0.01 vs. LF82) (Figure 2, A and B). Trans-
complementation of the mutant with the cloned Ipfoperon restored
its ability to interact with human PPs, indicating that LPF are also
essential for AIEC LF82 bacteria to interact with human PPs.

The AIEC LF82-AlpfA isogenic mutant was impaired in its ability to
translocate across M-like cell monolayer and to interact with murine
M cells in vivo. We used the in vitro model of the specialized M cells,
in which polarized enterocyte-like Caco-2-cl1 cells were cocultured
with the Raji B cell line (33). To analyze whether these M-like cells
express only a few developed microvilli as previously described
(34), we performed F-actin phalloidin-TRITC labeling, and results
were consistent with the presence of cells displaying morphologi-
cal characteristics of M cells (Supplemental Figure 4A).

We investigated the interaction of AIEC strain LF82 with Caco-2-cl1
monocultures compared with M-like cells in the presence of
0.5% methyl a-p-mannopyranoside. Confocal analysis showed
numerous AIEC LF82 bacteria interacting with the monolayer
of M-like cells compared with the Caco-2-cl1 monolayer (Fig-
ure 3, A and B). This was also observed in the absence of methyl
o-D-mannopyranoside and related to an absence of CEACAM6
expression by Caco-2-cl1 monolayers (Supplemental Figure 4B).
Analysis of translocation across these monolayers indicated that
only low numbers of LF82 bacteria translocated across Caco-2-cl1
monolayers even after 4 hours of infection, whereas high numbers
of LF82 bacteria translocated across M cell monolayers (Figure
3D). As transepithelial electrical resistance (TEER) stayed constant
during the 4 hours of infection (data not shown), this indicated
that the large increase in the number of translocated bacteria was
not the result of a loss of monolayer integrity.
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Figure 1

Interaction of AIEC bacteria with PPs. (A) Interaction of bacteria with murine PPs placed in Ussing chambers after a 4-hour infection period,
with or without anti-GP2 antibody (1 ug/ml) and with or without 0.5% methyl a-D-mannopyranoside (mann). When needed, PPs were preincu-
bated with anti-GP2 antibody. (B) Confocal analysis of PP sections after labeling of AIEC LF82 with LPS O83 antibody (green), of M cells with
anti-GP2 antibody (red), and DNA with Hoechst (blue). Scale bars: 20 um. Arrowheads show clear colocalization of bacteria and M cells. (C)
Interaction of wild-type LF82 and /pf mutant with murine PPs placed in Ussing chambers after a 4-hour infection period. (D) HES staining and
confocal analysis of indicated areas after Cy3-EUB228 FISH staining to detect bacteria (red) and Hoechst to identify DNA (blue). Scale bars:
100 um for HES staining and 20 um for confocal analysis. Images in the bottom row correspond to the boxed regions in the top row. (E) In vivo
interaction of wild-type LF82 and /pf mutant with murine PPs using ileal loop assay after a 4-hour infection period in the presence of 0.5% methyl
a-D-mannopyranoside. (F) Interaction of wild-type LF82 and /pf mutant with murine small intestine mucosa without PPs after a 4-hour infection
period in Ussing chambers. All results are expressed as numbers of mucosa-associated bacteria; each value is the mean + SEM of at least 5
separate experiments. (G) Interaction of wild-type LF82 bacteria with murine PPs placed in Ussing chambers and coincubated with nonpatho-
genic MG1655 E. coli K-12 strain expressing or not expressing LPF ,,. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Involvement of LPF to promote interaction between AIEC LF82 bacteria and PPs. (A) Quantification of intra-human PP-associated bacteria by
confocal microscopy. Each value is the mean + SEM of 2—4 separate experiments, with 3-5 sections studied for each experiment. **P < 0.01.
(B) Representative confocal photomicrographs of uptake of bacteria across human FAE. Scale bars: 100 um for HES staining and 50 um for
confocal analysis. Images in the bottom row correspond to the boxed regions in the top row. See the Figure 1D legend for staining.

Decreased interaction of the LF82-AlpfA mutant compared with
the wild-type strain was observed with M-like cells (Figure 3, Band C),
and after 4 hours of infection, significantly decreased transloca-
tion was observed for the LF82-AlpfA mutant compared with the
wild-type strain (Figure 3E). Transcomplementation of LE82-AlpfA
mutant with cloned Ipf fully restored the phenotype, indicating
that LPF play a key role in targeting M cells. The observation that
LPF expression is crucial for AIEC interaction with M cells was con-
firmed ex vivo using PPs isolated from mice and confocal analysis
to search for colocalization of bacteria with M cells stained with
TRITC-labeled Ulex europaeus agglutinin 1 at the surface of whole
PPs. Results showed that the number of bacteria associated with
M cells was significantly higher (P < 0.001) for wild-type strain
LF82 than for the LF82-AlpfA mutant (Figure 3, F and G).

Prevalence of Ipf-positive adberent-invasive E. coli strains in CD patients
and controls. Various Ipf operons are observed among bacteria
belonging to the Enterobacteriaceae family, including Shigella
spp., Salmonella spp., Citrobacter rodentium, enterohemorrhagic
E. coli (EHEC), and rabbit enteropathogenic E. coli (REPEC).
BLAST analysis (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) indi-
cated that LpfA protein from AIEC strain LF82 (CU651637) was
most closely similar to that of Salmonella Typhimurium strain
LT2 (NC_003197), with 86% similarity, and to that of EHEC
strain EDL-933 encoded by Ipfl (NC_002655), with 82% similar-
ity (Supplemental Figure 1 and Supplemental Figure SA). DNA
sequencing of the LpfA-encoding genes of all the CD-associated
E. coli strains positive in hybridization showed that, among ileal-
associated E. coli strains isolated from 55 CD patients, none har-
bored the IpfA gene of Salmonella Typhimurium. [pfA;rs; -positive
E. coli strains were found in 8 (14.5%) patients, and [pfAspigi-posi-
tive E. coli strains were found in 23 (41.8%) patients (Supplemental
Figure 5). We only observed E. coli strains positive for [pfAlgnec or
IpfA2guEc in 4 patients, in 2 of whom the E. coli strains associated
with the ileal mucosa also harbored the IpfAgyigin. gene.
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As a high prevalence of putatively functional IpfAgygi.-posi-
tive AIEC strains was observed in CD patients, we compared
LPFspigens and LPFpgs; in their ability to mediate bacterial inter-
action with PPs. Thus, experiments were performed with CD-
associated AIEC strain LF110 harboring an IpfA gene similar
to that of S. flexneri 2a strain 301 (with 99% similarity, Supple-
mental Figure 5B) and the corresponding [pfA-negative mutant.
The comparison of the ability of AIEC strain LF110 and strain
LF82 to interact with murine PPs revealed similar numbers
of PP-associated bacteria for the two AIEC strains (Figure 4).
Like the LF82-AlpfA mutant, the LF110-AlpfA mutant showed
a significantly decreased ability to interact with murine PPs
compared with the wild-type strain. Therefore, the analysis of
the presence of any Ipf operon in ileal-associated E. coli strains
indicated a statistically significant difference (P = 0.006) in the
prevalence of IpfA-positive E. coli strains associated with ileal
specimens between CD patients and controls (Table 1). Of the
55 CD patients, 26 (47.3%) harbored IpfA-positive E. coli strains,
in contrast to only 5 (17.2%) of the 29 controls without IBD.
When we analyzed the presence of the IpfA gene in AIEC and
non-AIEC strains, we observed that 12 CD patients harbored
IpfA-positive AIEC strains. Fourteen CD patients harbored IpfA-
positive E. coli strains that were not initially classified as AIEC
on the basis of the expression of AIEC-specific virulence prop-
erties. Even without considering a possible underestimation of
the AIEC phenotype, the prevalence of subjects harboring Ipf-
positive AIEC strains was significantly (P = 0.027) higher in CD
patients than in controls (21.8% versus 3.5%). Of note, most of
the E. coli strains associated with the ileal mucosa of controls
were non-AIEC and did not harbor the IpfA gene, which was
highly significant compared with CD patients (P = 0.00006).

LPF-dependent increased interaction of AIEC LF82 bacteria with Nod2~/~
PPs. Confocal quantification of M cells on PPs using TRITC-
labeled UEAL1 indicated a 2.9-fold-higher number in Nod2~~ mice
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LPF are involved in the ability of AIEC strain LF82 to target M cells. Interaction of AIEC bacteria LF82 (A and B) and LF82-AlpfA isogenic mutant
(C) with Caco-2-cl1 (A) or M-like cell (B and C) monolayers in the presence of 0.5% methyl a-D-mannopyranoside. Phalloidin-TRITC labeling of
F-actin (red), anti-O83 antibody labeling of LF82 bacteria (green), and Hoechst labeling of DNA (blue) were used. Confocal photomicrographs
of interaction of bacteria with in vitro M cells are representative of 3 separate experiments. Scale bars: 25 um. (D) Translocation across Caco-
2-cl1 or M-like cell monolayers. Results are expressed as CFU of translocated bacteria. Each value is the mean + SEM of at least 5 separate
experiments. (E) Translocation of LF82 bacteria and LF82-AlpfA isogenic mutant across M-like cell monolayers after 4 hours infection. Results
are expressed as translocated bacteria relative to those obtained for strain LF82, taken as 1. (F) Confocal analysis of murine PP sections after
labeling of AIEC LF82 with LPS O83 antibody (green), of M cell with UEA-1 TRITC (red), and DNA with Hoechst (blue). Scale bars: 20 um.
Arrowheads indicate UEA-1—positive cells. (G) Quantification of murine M cell-associated bacteria by confocal microscopy analysis. Bars rep-

resent the mean. **P < 0.01, ***P < 0.001.

compared with wild-type mice (Figure 5, A-C), confirming previ-
ous findings by Barreau et al. (35). In addition, quantification of
GP2-positive cells using anti-GP2 antibody indicated a 2.8-fold-
higher number of GP2-positive cells in Nod27~ mice compared
with wild-type mice (Figure 5, D-F). As GP2 expression is restrict-
ed to M cells in FAE (29), this confirmed an increased number of
M cells in PPs of Nod27~ mice compared with wild-type mice.

We investigated the ability of AIEC LF82 bacteria and LF82-
AlpfA mutant to interact with murine PPs isolated from wild-type
and Nod27/- mice. Results presented in Figure 5G show that the
number of PP-associated LF82 bacteria was significantly higher
for PPs from Nod2~~ mice than from wild-type mice (P < 0.05).
In contrast, the number of LPF-negative LF82 mutant interact-
ing with PPs was similar regardless of the Nod2 genotype, indicat-
ing that the increased number of LF82 bacteria observed with PPs
from Nod2~/~ mice was linked to the expression of LPF.
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Discussion
Clinical observations suggest that the sites of initial inflamma-
tion in ileal CD are the lymphoid follicles (21, 22). A correlation
exists between peak of CD case frequency (between 15 and 25
years old) and peak representing the number of PPs according
to age, suggesting that CD develops as an inflammatory process
specifically targeting these important lymphoid structures (36).
Moreover, recent studies reported a defect in the intestinal bar-
rier to control bacterial translocation across PPs of CD (37, 38).
It is well documented that several enteroinvasive pathogens,
such as Yersinia, Shigella, and Salmonella, invade the intestinal
mucosa via the M cells of the FAE (24, 27, 31). The molecu-
lar mechanism of the specific interaction between the invasive
pathogens and M cells involve the Inv invasin for Yersinia (26),
the IpaB and IpaC effectors for Shigella (31), and LPF for Salmo-
nella (30). It is also known that enteropathogenic E. coli (EPEC)
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Comparison of ability of LPFspigeia
and LPF_gg> bacteria to interact
with murine PPs. (A) Quantification
of murine PP-associated bacteria
for AIEC strains LF82 and LF110
and corresponding AlpfA mutants.
See the legend to Figure 1C. Each
value is the mean = SEM of at
least 5 separate experiments. (B)
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1
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Visualization of bacteria interact-
ing with murine isolated PPs. Scale
bars: 100 um for HES staining and
50 um for confocal analysis. Imag-
es in the right column correspond
to the boxed regions in the left
row. See the legend to Figure 1D.
*P <0.05, **P < 0.01.

LF82 ' LF110 ' LF110
AlpfA AlpfA

LFg2 '
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are able to translocate across an in vitro M cell model and that
this translocation is regulated by the type III secretion system,
but the bacterial effector involved is not yet known (34).

Here we show that AIEC bacteria are able to interact with PPs
involving at least one virulence factor in addition to type 1 pili.
The analysis of the genome sequence of AIEC reference strain LF82
indicates the presence of an [pf operon encoding LPF. Such Ipfoper-
ons were reported in Salmonella Typhimurium, Shigella boydii, and
S. flexneri and in EHEC EDL933 (30, 39), but this is the first report
to our knowledge of the presence of an Ipfoperon in CD-associated
AIEC bacteria. In Salmonella Typhimurium, LPF promote bacterial
interaction to murine PPs (30), and ex vivo assays performed with

Table 1

amurine intestinal organ culture model showed that their interac-
tion with PPs leads to full expression of LPF (40). No role has been
yet reported for LPF in Shigella. For EHEC, experiments in pigs and
sheep with O157:H7 strain 86-24 indicated that LPF contribute
to intestinal colonization (41). To study the involvement of LPF
in AIEC LF82 interaction with PPs, we performed in vitro experi-
ments with M cells, and ex vivo assays with murine and human
PPs. We observed that LPF have a crucial and type 1 pili-indepen-
dent role in mediating the interaction between AIEC LF82 bacteria
and PPs. Numerous AIEC LF82 bacteria were observed within PPs,
as shown by ex vivo assays using murine and human PPs for wild-
type strain, but not for the LPF-negative LF82 mutant.

Prevalence of adherent-invasive E. coli positive for [ofA gene in ileal specimens from CD patients and controls

Origin of the strains Total no. of subjects

Total no. of subjects harboring

No. of subjects (%)

IpfA-positive E. coli (%)

lleal CD patients 55
lleal controls 29

26 (47.3)
5 (17.2)A

P values for controls versus CD patients: AP = 0.006; BP = 0.027; °P > 0.05; PP = 0.0002.
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AIEC+ IpfA+  AIEC* IpfA-  Non-AIEC IpfA* Non-AIEC IpfA-
12(218)  6(10.9) 14 (25.4) 22 (40.0)
1(3.5)8 0(0.0)C 4(13.8) 24 (82.7)0
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M cells can serve as an entry portal for many enteroinvasive
pathogens. We observed here that AIEC LF82 bacteria translocat-
ed at a very high level through M cell monolayers, but not as the
result of the loss of monolayer integrity, since we observed that the
TEER of M cell monolayers was not modified after infection with
strain LF82. A decreased ability to translocate was observed for
the LPF-negative mutant, and confocal analysis showed that AIEC
LF82 bacteria interacted with M cells at the surface of murine
PPs only when LPF were expressed. Together, these experiments
demonstrate a functional role for the LPF of AIEC strain LF82
in targeting M cells on the surface of PPs. Of note, the enteric
pathogens crossing the FAE need to survive phagocytosis and bac-
terial killing by resident and recruited macrophages in the dome
of the lymphoid follicle. This is not really a problem for AIEC
bacteria, since one of the characteristics of AIEC is their ability
to survive and replicate at a high rate in phagolysosomes within
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Figure 5

LPF-dependent increased interaction of AIEC LF82 bacteria with
Nod2™ PPs. Visualization (A, B, D, and E) and quantification (C and
F) of UEA-1 TRITC—stained M cells (red) (A—C) and GP2-positive cells
(red) (D-F) present in FAE of wild-type (A and D) and Nod2™" (B and
E) mice after cryostat section. Scale bars: 20 um. Arrowheads indicate
UEA-1- or GP2-positive cells. In C and F, results are expressed as
number of M cells present in 100 um of FAE. Each value is the mean
+ SEM of 6 separate experiments, with 5-6 sections studied for each
experiment. (G) Ability of wild-type LF82 bacteria and LPF-negative
mutant to interact with murine PPs from wild-type and Nod2™ mice.
See the legend to Figure 1C. Each value is the mean + SEM of at least
5 separate experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

macrophage (42, 43). Thus, the expression of LPF in AIEC bacteria
is not deleterious for these invasive bacteria crossing the FAE.

Mutations in the CARDIS/NOD2 gene are associated with
abnormal development and function of PPs, since Nod2-knock-
out mice exhibit an increased number of PPs also characterized
by an excess of M cells and CD4* T cells (35). In the present
study, probably owing to the increased numbers of M cells, we
observed LPF-dependent increases in numbers of AIEC LF82
bacteria interacting with PPs from Nod2~~ compared with WT
mice. Interestingly, AIEC bacteria are more frequently isolated
during early recurrence of ileal CD (9), and Nod2 mutations are
mostly associated with ileal involvement, structuring complica-
tions, and a slightly earlier age of onset (44). In this context, the
analysis of a large cohort of CD patients is necessary to search
for a possible correlation between NOD2 polymorphisms and
the presence of adherent-invasive E. coli expressing LPF. Of
note, NOD2-deficient mice do not develop macroscopically or
clinically evident colitis in response to their own microbiota or
when challenged with AIEC bacteria (N. Barnich, unpublished
observations), indicating that some other genetic or environ-
mental factors are required to create the necessary conditions
for increasing host susceptibility to invasion by LPF-expressing
bacteria. Perhaps the generation of humanized transgenic mice
expressing CEACAMG in the small bowel using a villin promot-
er and knockout for Nod2 could indicate whether ileal bacte-
rial colonization involving abnormal CEACAMG6 expression is a
missing host susceptibility factor.

Two major Ipf operons were identified in CD-associated E. coli
strains, similar to those found in strain LF82 and Shigella. Interest-
ingly, we show here that the roles of the LPFgjjg, and LPFgs; in
their ability to interact with PPs are similar, and that there was a
statistically significant increase in the prevalence of [pfA-positive
E. coli strains, whatever the I[pfA origin, in ileal specimens from CD
patients compared with controls. We therefore suggest that [pfA
probes are very useful and sensitive molecular tools for investigat-
ing the presence of fully pathogenic AIEC in CD patients, since
we observed some IpfA-positive CD-associated E. coli strains that
were not initially classified as AIEC on the basis of all AIEC-spe-
cific virulence properties.

In conclusion, our findings, in addition to the suspected major
role of PPs in CD as observed by histological and functional
examination of the gut mucosa, show that CD-associated AIEC
bacteria by expressing LPF can use PPs as an open gate to induce
early stages of the disease. This observation could be very rele-
vant, since there is a potential role of gastrointestinal infections
in the onset of IBD as reported by two studies, including a recent
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Danish population-based cohort long-term follow-up study that
showed that gastroenteritis caused by nontyphoid Salmonella or
thermophilic Campylobacter increases the risk of developing IBD
(45,46). LPF are expressed by Salmonella, giving weight to the idea
that PPs are major players in IBD. Further analyses are therefore
needed to investigate the presence of LPF-expressing pathogens
in CD tissues. In particular, such studies should address whether
the Gram-negative intramucosal bacteria observed in 73% of CD
patients express LPF, since 58% of these intramucosal bacteria
were not identified as E. coli (7). Taken together, our data rein-
force the idea that underlying genetic components in hosts affect-
ed by IBD might create the necessary conditions for increasing
host susceptibility to invasion by LPF-expressing bacteria, which
aggravates the disease. This is another example of co-evolution
between pathogens and the host, as we previously reported that
AIEC bacteria express type 1 pili variant to better bind to abnor-
mally expressed CEACAMG by ileal enterocytes of CD patients (14,
15). From the data presented here, the co-evolution could involve,
on the host side, increased numbers of PPs and M cells in patients
and, on the pathogen side, the presence of virulence genes encod-
ing LPF. We previously reported that CEACAMG6 expression by
IECs is positively regulated by AIEC adhesion and also by proin-
flammatory cytokine stimulation, and so we can speculate that
more bacteria will reach the FAE underlying macrophages, and
that more proinflammatory cytokines will be synthesized, leading
to an amplification loop of colonization and inflammation.

Methods

Reference bacterial strains, plasmids, and culture conditions. The bacterial strains
and plasmids used in this study are listed in Supplemental Table 1. Bacteria
were grown routinely in LB broth or in cell culture medium (EMEM medium
supplemented with 10% fetal bovine serum [PAA]), with 2% wt/vol bile salts
(sodium cholate, Sigma-Aldrich), overnight at 37°C and without shaking.

Construction of isogenic mutants and transcomplementation assays. Isogenic
mutants were generated with a PCR product using the method described
by Datsenko et al. (47). Primers used are listed in Supplemental Table 2.
For transcomplementation assays, a PCR product containing the entire
5,454-bp Ipf operon was cloned into the pPBAD24 vector (48) (Supplemental
Tables 1 and 2).

Interaction of bacteria with murine PPs using Ussing chamber and mouse ileal loop
experiments. Biopsy samples from ileum containing PPs or without PPs of
6-week-old FVB wild-type or Nod27~ male mice were placed in a 0.196-cm?
chamber with 1.6 ml of circulating oxygenated Ringer solution at 37°C
with or without 0.5% methyl a-D-mannopyranoside. Bacterial interactions
were studied using viable bacteria at a final concentration of 8 x 107 CFU/
ml in the mucosal reservoir. Four hours after infection, biopsy samples
were washed and crushed with an Ultra-Turrax in the presence of 0.1%
Triton X-100, and bacteria numbers were determined by plating. When
needed, anti-GP2 antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc.) was added ata
final concentration of 1 ug/ml in the circulating mucosal Ringer solution
during 30 minutes of preinfection and during the 4 hours of infection.
For coincubation experiments, 8 x 107 CFU/ml of LF82 strain were mixed
with 8 x 107 CFU/ml of nonpathogenic E. coli strain MG1655, MG1655 +
pBAD24, or MG1655 + pBAD24-Ipf. After 4 hours of infection, the number
of LF82 bacteria was determined by plating on erythromycin-containing
agar medium to select for AIEC LF82.

For visualization of the interaction, 3-um sections of paraffin-embed-
ded PPs were stained with hematoxylin/eosin/safranin (HES) or subjected
to FISH using Cy3-labeled probe EUB338 (49). To search for a colocaliza-
tion between bacteria and M cells, TRITC-labeled U. exropaeus agglutinin 1
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(Sigma-Aldrich) or anti-GP2 antibody was used to label M cells and anti-
bodies raised against E. coli LPS O83 were used to label LF82 bacteria. The
slides were examined with a Zeiss LSM 510 Meta confocal microscope.

Interactions of bacteria with PPs were also studied using mouse ileal loops,
as previously described (50). Briefly, mice were starved for 24 hours before
operation, with water available ad libitcum. Mice were anesthetized, and their
intestines exteriorized through a midline incision. Two or 3 intestinal seg-
ments (about 1 cm) containing 1 PP were ligated, and 5 x 107 CFU were
injected into the loop. Four hours after injection, the animals were killed, the
loops were excised, and the number of PP-associated bacteria was determined
as previously described. Animal protocols were approved by the Committee
for Ethical Issues, CEMEA Auvergne (Clermont-Ferrand, France).

Interaction of bacteria with human isolated PPs. PPs were isolated from human
ileum using dissection microscopy as previously described in detail (38). PPs
from CD patients were obtained from macroscopically normal ileum of 10
patients undergoing surgery for recurrence at a previous ileocolonic anas-
tomosis (6 men, 4 women; median age, 30 years, range, 21-59; 5 on mainte-
nance with mesalamine, 3 on azathioprine, 2 no medication). Routine histol-
ogy showed no inflammation to mild inflammation in the sampled part of
the ileum. PPs from controls were obtained from macro- and microscopically
normal ileal specimens of patients who had undergone surgery for right-
sided colon cancer. The control patients had no signs of generalized disease,
and none had received preoperative chemo- or radiotherapy. The study was
approved by the Regional Human Ethics Committee in Linkdping, Sweden,
and all subjects had given informed consent. Bacterial uptake across FAE was
performed in Ussing chambers, as previously described (38). Experiments
were performed in the presence of 0.5% methyl a-D-mannopyranoside.

Translocation across M cell monolayers. The coculture conditions were as fol-
lows: 5 x 10° Raji B cells were resuspended in complete DMEM (PAA) and
added to the basolateral chamber of 14-day-old Caco-2-cl1 cell monolayers
grown on 12-mm Transwell cell culture inserts (Millipore), and the cocul-
tures were maintained for 4-6 days (33, 51, 52). The corresponding mono-
cultures of Caco-2-cl1 cells on matched filter supports were used as con-
trols. The integrity of cell monolayers was measured by monitoring TEER
with an Millicell-ERS (Millipore).

For translocation assay, the apical surface of M cell monolayers was infect-
ed in the presence of 0.5% methyl o-D-mannopyranoside with 10 ul bacterial
suspension containing 1 x 107 bacteria. Basolateral medium was removed 4
hours after infection, and samples were diluted and plated onto Miiller-Hin-
ton agar plates to determine the number of CFU of translocated bacteria.

For visualization of the monolayers, Caco-2 cells cultured alone or with
Raji B cells, with or without infection, were washed thoroughly in PBS
and fixed in 2% paraformaldehyde at 4°C for at least 45 minutes. After
permeabilization of cells with Triton X-100 (0.3% in PBS for 20 minutes),
Transwells were incubated with rabbit anti-O83 antibody (1:200 in PBS)
for 45 minutes at room temperature and, after washing with PBS, with
FITC-conjugated anti-rabbit antibodies (1:100 in PBS). F-actin was simul-
taneously localized by inclusion of phalloidin-TRITC with the secondary
antibody. Transwells were then washed thoroughly in PBS and mounted
in Vectashield containing DAPI (Vector Laboratories). Transwells were
examined with a Zeiss LSM 510 Meta confocal microscope.

E. coli strains isolated from IBD patients and controls, and DNA dot blot hybridiza-
tion and sequencing. A total of 249 E. coli strains were isolated from ileal spec-
imens from 55 of 63 CD patients tested who had undergone ileocolectomy
with end-to-end ileocolonic anastomosis and from ileal specimens from
29 of 36 controls with right-sided colon cancer who had undergone right
hemicolectomy. None of the patients received antibiotics in the 4 weeks
before sampling. All patients and controls gave informed consent, and
approval from the local ethics committee (CCPPRB, Lille) was obtained.
None of the controls developed IBD at follow-up evaluation.
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Hybridizations were performed on extracted DNA from E. coli strains with
PCR fragments as DNA probes corresponding to [pfA from AIEC strain LF82,
Salmonella Typhimurium, Shigella boydii, and EHEC O157:H7 IpfA; and IpfA;
(Supplemental Table 2). Single-stranded DNA was sequenced, translated, and
analyzed using ExPASy (http://expasy.org/tools/dna.html) and EBI-Clustal W
software (http://www.ebi.ac.uk/ clustalw/) using the default options.

Statistics. Numerical values are expressed as means with SEM. Statistical
comparisons were performed using 2-tailed Student’s ¢ test or Mann-Whit-
ney U test when appropriate, unless the variables required a 2-tailed Fisher
exact test. For experiments with multiple treatment groups, ANOVA was
performed, followed by pairwise comparisons using Bonferroni’s multiple
comparison tests. All tests were 2 sided. A P value less than 0.05 was con-
sidered statistically significant.
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Major
LpfA . 174 18.16 69 (86) 69 (82) 34 (48) 37 (51) 37 (50)
subunit
LpfB Chaperone 228 25.41 69 (80) 64 (78) 36 (58) 29 (56)
LpfC Usher 843 92.75 73 (84) 68 (82) 40 (60) 30 (46) 39 (59)
Minor LpfD 25 (44)
LpfD Subunit 359 38.88 45 (61) 37 (53) Lpf D'25 (42) 30 (45) 30 (47)
Minor
LpfE subunit 174 18.39 54 (75) 48 (66) -

Figure S1: Genetic organization of the Ipf region of AIEC strain LF82, and comparison with
Ipf of enteric bacteria belonging to the Enterobacteriaceae family.

Genes are shown as arrows with patterns representing their putative function: IpfA: major fimbrial
subunit; IpfB: chaperone; IpfC: outer membrane usher chaperone; IpfD and IpfE: minor fimbrial
subunit. The proteins encoded by the AIEC LF82 Ipf region and some of their features are listed.
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Figure S3: Visualization (A) and quantification (B) of fimbriated LF82 bacteria (a) and LF82-AlpfA
mutant (b). Bacteria were grown overnight in cell culture medium at 37<C without shaking, placed
for 1 min on carbon-Formvar copper grids, gold immunolabelled using polyclonal antibodies raised
against purified type 1 pili, and negatively stained for 1 min with acid phosphotungstic, pH 6.0.
Grids were examined with a Hitachi H-7650 transmission electron microscope. Bars, 0.5 pym. In
panel B, results are expressed as percentage of fimbriated bacteria. Each value is the mean £ SD
of three separate experiments, with approximatly 100 observed bacteria.
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Figure S4: A- Confocal microscopy analysis comparing Caco-2 (a) monocultures and Caco-2/Raji
cocultures (b). Phalloidin-TRITC labelling of F-actin reveal appearance of dark cells with little apical
actin following coculture. Bar, 25 pum. B- Immunoblot analysis using antibodies raised against
CEACAMG6 (clone 9A6, Genovac, Switzerland) and actin to analyze the CEACAMG6 expression by
M-cells.
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Figure S5: Multiple alignment of LpfA proteins from AIEC strains. Comparaison of LpfA
between AIEC strain LF82, S. Typhimurium strain LT2, and EHEC O157:H7 strain EDL933 Ipfl
(A), and between AIEC strain LF110 and S. flexneri 2a strain 301 (B) with EBI-ClustalW softwares
using the default options. C and D: Analyses of LpfA sequences of CD-associated E. coli strains.
The residues listed are for the amino acids in the LF82 LpfA sequence (C) or S. flexneri LpfA
sequence (D). Only polymorphic residues are shown. #, stop codon.
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Figure 45 : Observation par microscopie électronique a transmission de la souche de E. coli
ORN172 exprimant I’opéron IpfABCDE cloné de Salmonella enterica serovar Typhimurium.
(Baumler and Heffron, 1995).
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Commentaires de la publication n°2

Basé sur les observations cliniques ayant rapportées que les plaques de Peyer sont le
siege des lésions aphtoides tres précoces de la maladie de Crohn, le but de cette étude était de
caractériser le pouvoir d’interaction des souches AIEC avec les plaques de Peyer (Fujimura et
al., 1996; Gullberg and Soderholm, 2006; Morson, 1972). Une étude récente réalisée au Japon
avait permis de montrer que la glycoprotéine GP2, spécifiquement exprimée a la surface des
cellules M présentes dans I’épithélium recouvrant les plaques de Peyer, permettait la liaison
d’entérobactéries commensales et pathogenes, tels que Salmonella enterica serovar
Typhimurium et Escherichia coli (Hase et al., 2009). Ce mécanisme d’interaction avec les
cellules M, ainsi que la mise en place de la réponse immunitaire qui en découle, implique
I’adhésine FimH, localisée a I’extrémité des pili de type 1 bactériens. Dans un premier temps,
nous avons étudié si la souche AIEC de référence LF82 était capable de cibler les plaques de
Peyer associées a I’épithélium intestinal. Les résultats obtenus montrent une forte interaction
de la souche AIEC LF82 avec I’épithélium associé aux plaques de Peyer murines qui dépend
en partie de I’expression des pili de type 1 et de la présence de la glycoprotéine GP2.
Cependant, les études d’interactions réalisées avec un mutant isogénique LF82-AfimA ou en
présence d’anticorps bloquant anti-GP2 montrent qu’il existe, en parallele, un autre
mécanisme mis en jeu, puisque la souche LF82 interagit toujours avec I’épithélium associé
aux plaques de Peyer lorsque les pili de type 1 ne sont pas exprimés ou que le récepteur est

bloqué.

v Les long polar fimbriae sont impliqués dans le ciblage de I’épithélium associé aux

plaques de Peyer.

Un criblage du génome de la souche AIEC de référence LF82 a alors été réalisé et a
indiqué la présence d’un opéron Ipf, codant les long polar fimbriae (LPF) (Miquel et al.,
2010). L analyse de la bibliographie révele que les LPF, décrits pour la premiere fois en 1995
(Baumler and Heffron, 1995), seraient impliqués dans le ciblage des plaques de Peyer par
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Baumler et al., 1996a). L’ analyse de la structure
des LPF a révélé, suite au clonage de I’opéron IpfABCDE de Salmonella et son expression

chez la souche de E. coli ORN172 (Figure 45), qu’il s’agissait de structures filamenteuses
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Figure 46 : Analyse de I’activation du promoteur de I’opéron Ipf. Mesure de I’activité B-
galactosidase suite au clonage de la séquence ADN précédant I’opéron Ipf en amont du géne lacZ dans le
plasmide pRS550 (Simons et al., 1987). Les bactéries AIEC LF82 transformées avec cette construction
ont été cultivées en milieu de culture cellulaire (EMEM + 10% sérum de veau décomplémenté), en
milieu de culture cellulaire a pH = 6, en milieu de culture cellulaire + 20g/L* de NaCl, ou en milieu de
culture cellulaire + 2% de sels biliaires, et I’activité B-galactosidase a été déterminée aprés 2h, 6h et 24h
de culture bactérienne. Les résultats sont exprimés en activité f-galactosidase mesurée aprés 6h ou 24h
de culture comparativement a I’activité B-galactosidase mesurée aprés 2h de culture, définie comme 1.
*P <0.05, **P < 0.01.
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Figure 47 : Observation par microscopie électronique a transmission de I’expression de structures
filamenteuses par la souche AIEC LF82, et par les mutants isogeniques LF82-AfimA et LF82-
AfimA-AlpfA cultivés en présence ou en absence de sels biliaires. Les souches LF82 (A), LF82-AfimA
(B-C) et LF82-AfimA-AlpfA (D) ont été cultivés en absence (A-B) ou en présence de 2% de sels biliaires
(C-D) puis déposees sur grille de cuivre carbonée et colorée négativement a I’acide phosphotungstique
10%, pH 6,8. Les grilles ont été observées avec un microscope électronique Hitachi H-7650, sous une
tension d’accélération de 80 kV, échelle : 500nm. E. Cent bactéries ont été observées, et le pourcentage
de bactéries présentant a leur surface des structures filamenteuses a été déterminé.
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longues et présentes aux pdles de la bactérie. De par ces deux caractéristiques, les auteurs les

ont dénommeés long polar fimbriae, ou LPF (Baumler and Heffron, 1995).

Avant d’étudier I’implication éventuelle des LPF dans la virulence de la souche AIEC
LF82, des études complémentaires non présentées dans cette publication ont été conduites
afin de déterminer les conditions de culture permettant une expression maximale des LPF.
Pour cela, la séquence ADN située en amont de I’opéron Ipf a été clonée dans un plasmide
possédant le gene rapporteur lacZ codant pour une p-galactosidase. Les résultats obtenus,
montrés en figure 46, indiguent que, contrairement a une forte osmolarité ou a un pH acide
qui n’induisent pas I’activation de I’expression de I’opéron Ipf, la présence de 2% de sels
biliaires conduit & une tres forte activation transcriptionnelle de I’opéron Ipf. L’observation
experimentale montrant qu’une forte osmolarité, connue pour induire I’activation de la voie
de signalisation dépendante du facteur %, n’active pas la transcription de I’opéron Ipf, est en
accord avec les résultats précedemment observés qui montraient que I’opéron Ipf ne

semblerait pas étre sous la dépendance d’une régulation par le facteur o".

Dans le but de visualiser les LPF chez la souche AIEC LF82, des analyses
complémentaires de microscopie électronique a transmission ont été réalisees, et révelent que
le mutant isogénique LF82-AfimA, incapable de produire des pili de type 1, présente quand
méme a sa surface des structures filamenteuses lorsque les bactéries ont été cultivées en
présence de 2% de sels biliaires, et ce chez 35% des bactéries (Figure 47). De telles structures
filamenteuses ne sont observées que chez 1,5% des bactéries LF82-AfimA cultivées en
absence de sels biliaires, et ne sont pas du tout retrouvées chez le double mutant isogénique
LF82-AfimA-AlpfA (Figure 47). Toutefois, il reste a confirmer que les structures
filamenteuses observées sont bien des LPF gréce a I’utilisation d’un anticorps anti-LPF
spéecifique. Nos différents essais d’obtention d’anticorps anti-LPF n’ont pas abouti au cours de
cette thése, méme les anticorps dirigés contre un peptide synthétique prédit pour étre exposé a
la surface de la sous-unité majeure LpfA. Ces résultats préliminaires sembleraient indiquer
que, chez la souche AIEC de référence LF82, les LPF seraient exprimés uniformément a la
surface des bactéries, et qu’il s’agirait de structures moins longues que celles précédemment
observées chez Salmonella et trés similaires a des pili de type 1 (Figure 47). D’ailleurs ce
résultat est a mettre en relation avec les homologies de séquences observées pour les protéines

codant les pili de type 1 et les LPF, comme le montre le tableau 9.
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Tableau 9 : Tableau comparatif de la sous-unité majeure, de la chaperonne et de la
proteine d’ancrage des pili de type 1 et des long polar fimbriae.

Protéines comparées et Nombre d’acides aminés identiques / Pourcentage
fonctions Nombre d’acides aminés total (%) d’homologie
FimA / LpfA, sous-unité majeure 60/175 (34 %) 51 %
FimC / LpfB, chaperonne 88/229 (38 %) 60 %

FimD / LpfC, protéine d’ancrage 380/880 (43 %) 61 %
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Figure 48 : Analyse de I’interaction de la souche AIEC de référence LF82 sauvage et du mutant
isogénique LF82-AlpfA, cultivés en présence ou en absence de 2% de sels biliaires, avec les plaques
de Peyer murines (A-B), les plaques de Peyer humaines (C-D), et les cellules M (E-F). A-B.
Quantification (A) et visualisation (B) de I’interaction de la souche LF82 et du mutant isogénique
LF82-AlpfA avec les plaques de Peyer murines. C-D. Quantification (C) et visualisation (D) de
I’interaction de la souche LF82 et du mutant isogénique LF82-AlpfA avec les plaques de Peyer
humaines. FAE, « Follicle-associated epithelium », SED, « Sub-epithelium domain », . E-F. Mesure de
la translocation (E) et visualisation de I’interaction (F) de la souche LF82 et du mutant isogénique
LF82-AlpfA avec le modéle de cellules M in vitro. Les méthodologies utilisées sont les mémes que
celles utilisées dans la publication N°2. NS, non significatif, *P < 0.05, ***P < 0.001.



A la suite des ces résultats, I’ensemble des études phénotypiques réalisées a été réalisé
en utilisant des bactéries ayant cultivées en présence de 2% de sels biliaires. L implication des
LPF dans la virulence de la souche LF82 a été étudiée, et révele que ce facteur est primordial
pour I’interaction des bactéries AIEC avec les plaques de Peyer murines, mais aussi
humaines. L analyse au niveau cellulaire de cette interaction AIEC-plaque de Peyer a montré,
gréce a I’utilisation de modeéle in vitro et in vivo, que les LPF sont impliqués dans le ciblage
spéecifique des cellules M a la surface de I’épithélium des plaques de Peyer. Des résultats
complémentaires indiquent également qu’en présence de 2% de sels biliaires, la souche AIEC
de référence LF82 présente un pouvoir d’interaction avec les plaques de Peyer et de
translocation a travers une monocouche de cellules M fortement augmenté, et ceci de maniére
LPF-dépendante (Figure 48). L analyse par indice de compétitivité confirme que la souche
LF82 est fortement augmentée dans son pouvoir d’interaction avec les plagues de Peyer suite
a une culture en présence de sels biliaires (Figure 49). Ces résultats montrent également que
I’augmentation de I’interaction est liée a la présence de I’opéron Ipf chez la bactérie, ainsi
gu’a la présence de plaques de Peyer au niveau de la muqueuse intestinale (Figure 48). De
plus, les phénotypes d’interaction avec les plaques de Peyer et de translocation a travers une
monocouche de cellules M sont identiques entre la souche LF82 sauvage cultivée en absence
de sels biliaire et le mutant isogénique LF82-AlpfA. Ces résultats tendent & montrer qu’en
absence de sels biliaires, I’expression des LPF est quasi nulle, expliquant que les phénotypes
associes aux LPF ne soient observables que lorsque les bactéries ont été cultivées en présence

de sels biliaires.

v La prévalence de I’opéron Ipf est augmentée chez les patients atteints de maladie

de Crohn comparativement aux patients controles.

Une banque de souches de E. coli isolées de patients atteints de maladie de Crohn ou
de patients contréles a été utilisée pour I’étude de la prévalence de I’opéron Ipf en fonction du
phénotype AIEC ou non-AIEC souches. L’opéron Ipf a été retrouvé avec une prévalence
significativement augmentée chez les patients atteints de MC (47,3 %) comparativement aux
patients contréles (17,2 %). Ainsi, contrairement aux pili de type 1 qui sont exprimés par
toute les bactéries de la famille des Enterobacteriaceae (Johnson, 1991), I’expression des LPF

semblent étre une caractéristique spécifique aux souches AIEC.
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Figure 49 : Effet de la présence de sels biliaires sur I’interaction des bactéries avec la muqueuse
intestinale. A. Interaction des bactéries LF82, LF82-AlpfA et MG1655 cultivées en présence ou en
absence de 2% de sels biliaires avec des plaques de Peyer murines Les résultats sont exprimés en indice
condition 2). Brievement, une anse ligaturée contenant une plaques de Peyer a été réalisée en modele
murin, puis infectée par un mélange de deux bactéries. 5h aprés I’infection, les plaques de Peyer ont été
récupérées et les deux bactéries simultanément injectées ont été quantifiées. B. Mesure de I’interaction
des bacteries LF82, LF82-AlpfA et MG1655 cultivées en présence ou en absence de 2% de sels biliaires
avec la muqueuse intestinale en absence de plaques de Peyer. Les résultats sont exprimés en indice de
compétitivité. **P < 0.01.



L’analyse de la prévalence de I’opéron Ipf a également indiqué que certaines souches
AIEC expriment un opéron Ipf variant comparé a celui observé chez la souche AIEC de
référence LF82. Néanmoins, les analyses phénotypiques réalisées dans cette étude montrent
que ce variant joue exactement le méme réle, en permettant également une forte interaction

des bactéries avec les plaques de Peyer.

v L’inactivation du géne Nod2 conduit a une augmentation de I’interaction des

bactéries AIEC avec ces plaques de Peyer de maniére LPF-dépendante.

Une précedente étude avait montré que le nombre de plaques de Peyer et de follicules
lymphoides est augmenté chez des souris invalidées pour le géne Nod2 comparativement a
des souris sauvages (Barreau et al., 2007). 1l a également été rapporté une augmentation du
nombre de cellules M ainsi qu’une augmentation de translocation de levures ou de bactéries
au niveau des plaques de Peyer de souris invalidees pour le géne Nod2 comparativement a des
souris sauvages (Barreau et al., 2007; Barreau et al., 2010). Ces études indiquent qu’une
déficience de NOD2 induit des anormalités au niveau des plaques de Peyer. Le modéle de
souris invalidées pour le gene Nod2 étant disponible au laboratoire, nous avons voulu savoir si
I’augmentation du nombre de cellules M pouvait jouer un réle dans I’interaction des bactéries
AIEC avec les plaques de Peyer. Les résultats obtenus confirment une augmentation du
nombre de cellules M au niveau de I’épithélium associé aux plaques de Peyer, et indiquent
que cette augmentation du nombre de cellules M serait & I’origine d’une augmentation de
I’interaction des bactéries AIEC avec les plaques de Peyer de ces animaux. En effet, cette
augmentation de I’interaction n’est pas retrouvee lors de I’utilisation du mutant isogénique
LF82-AlpfA incapable de produire les LPF. Ces données indiquent que les bactéries AIEC

pourraient tirer avantage d’une susceptibilité génétique pour cibler les plaques de Peyer.

En conclusion, cette deuxieme étude a permis I’identification des LPF comme facteur
bactérien essentiel pour le ciblage des plaques de Peyer par les bactéries AIEC. Ces résultats
laissent ainsi supposer que, de part leurs capacités a cibler les plaques de Peyer, les bactéries
AIEC associées a la maladie de Crohn pourraient jouer un réle dans I’établissement des
Iésions précoces de la pathologie. Cette étude est une nouvelle avancée dans la
compréhension des mécanismes de pathogénicité des bactéries AIEC, et identifie I’existence

d’une potentielle coévolution entre des bactéries AIEC produisant des LPF et I’hbte
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Figure 50 : Mesure de la translocation de la souche AIEC de référence LF82 a travers une
monocouche de cellules M. La translocation de la souche LF82 & travers une monocouche de cellules
M n’ayant pas subit de prétraitement, définie comme 1, a été comparée a la translocation observée suite
a un prétraitement des cellules M avec des anticorps anti-CD9, anti-Bl-intégrine, anti-ICAM
(Intercellular adhesion molecule) ou suite a un prétraitement avec de I’agglutinine de germes de blé
(Wheat Germ Agglutinin, WGA).



présentant, de par les mutations dans le géne Nod2, un nombre plus important de plaques de

Peyer et de cellules M.

Des perspectives sont envisagées au laboratoire afin d’approfondir ce travail. Il serait
tout d’abord intéressant d’identifier le récepteur aux LPF exprimé a la surface des cellules M.
Les études réalisées dans ce travail montrent que I’addition d’a-D-mannopyranoside ne
bloque pas I’implication des LPF dans I’interaction des bactéries AIEC aux plaques de Peyer,
montrant ainsi que les LPF ne semblent pas étre de type lectines a mannose. De plus, des
expériences supplémentaires ayant pour but d’étudier la translocation des bactéries AIEC a
travers une monocouche de cellules M obtenue in vitro et traitée avec différents anticorps
reconnaissant des molécules spécifiquement exprimées a la surface des cellules M (wheat
germ agglutinin (WGA) (Jepson et al., 1995), Bl-intégrine (Clark et al., 1998), CD9
(Gullberg et al., 2006) et intercellular adhesion molecule (ICAM) (Gullberg et al., 2000)) ont
indiqué qu’aucune de ces molécules ne serait impliquée dans la reconnaissance des cellules M
par les LPF (Figure 50). L’identification du récepteur aux LPF devra de plus prendre en
compte la complexité de I’expression des marqueurs spécifiques aux cellules M, variant entre

les espéces, et notamment entre la souris et I’THomme.

Cette étude souleve également la question de I’implication potentielle d’autres
bactéries pathogénes exprimant les LPF dans la pathogenéese de la maladie de Crohn. Cette
idée est confortée par I’observation montrant que les infections gastro-intestinales, comme par
exemple les gastroentérites causees par des souches de Salmonella non-typhoide ou par des
souches de Campylobacter, augmentent le risque de développement de MICI (Gradel et al.,
2009; Porter et al., 2008). Ces données montrent I’importance de réaliser de nouvelles études
épidémiologiques dans le but de rechercher des bactéries pathogenes, notamment entéro-
invasives et exprimant les LPF, au niveau des biopsies de patients atteints de maladie de
Crohn. Cette approche pourra permettre d’élucider si les bactéries a Gram négatif intra-
mucosales observées chez 73% des patients atteints de maladie de Crohn expriment les LPF,
car 58% de ces bactéries internalisées n’ont pas été identifiées en tant que E. coli (Martin et
al., 2004).

Enfin, I’élaboration d’un modele animal pouvant permettre de mimer les lésions
précoces observées chez les patients atteints de maladie de Crohn est envisagé au laboratoire.

De précédentes observations ont permis de montrer que les souris Nod2”, disponible au
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laboratoire, ne développent aucune colite en réponse a une infection par des bactéries AIEC
(N. Barnich, données non publiées), indiquant que d’autres facteurs environnementaux ou
génétiques sont nécessaires. Dans ce but, la création de souris Nod2” et exprimant le
récepteur CEACAMG6 au niveau iléal, via le promoteur de la villine, est en cours au
laboratoire. L’utilisation d’un tel modele animal, combinant a la fois I’inactivation du
récepteur intracytoplasmique NOD2 connue pour entrainer une augmentation du nombre de
plagues de Peyer et du nombre de cellules M et I’expression du récepteur CEACAM®6
nécessaire a la colonisation de la muqueuse iléale par les bactéries AIEC, pourrait élucider
I’importance in vivo de I’entrée des bactéries AIEC par les plaques de Peyer via I’expression

des long polar fimbriae.
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Figure 51 : Analyse de I’impact d’une culture des bactéries AIEC en présence de sels biliaires sur
leur interaction avec les plaques de Peyer (A) et I’expression de I’opéron Ipf (B). A. Indice de
compétitivité de I’interaction des bactéries AIEC LF43, LF47, LF57, LF63 et LF73 cultivées en
présence ou en absence de 2% de sels biliaires avec des plaques de Peyer murines. B. Les séquences en
ADN amont de I’opéron Ipf des souches LF43, LF47, LF57, LF63, LF73, LF82 ont été clonées en
amont du géne lacZ dans le plasmide pRS550 (Simons et al., 1987) et I’activité B-galactosidase a été
mesurée. Les résultats sont exprimés en unité miller de B-galactosidase aprés 2h, 6h et 24h de culture
bactérienne. *P < 0.05, **P < 0.01.



L’ensemble des experiences de la publication N°2 a été réalise avec des bactéries
cultivées en présence d’acides biliaires, puisque nos données préliminaires suggeraient que de
telles conditions étaient nécessaires pour I’observation d’un phénotype lié a I’expression des
LPF. Il est de plus bien établi que la présence de sels biliaires intestinaux est un facteur
environnemental important pour la virulence de nombreuses bactéries pathogénes, telles que
Shigella spp. (Pope et al., 1995), Salmonella spp. (Wang et al.,, 2010), Vibrio
parahaemolyticus (Hsieh et al., 2003) and Campylobacter jejuni (Dolg et al., 1996). Ainsi,
dans le but de confirmer les résultats obtenus avec la souche AIEC de référence LF82,
d’autres souches AIEC possédant I’opéron Ipf ont été testées pour leurs capacités d’interaction
avec les plaques de Peyer aprés culture des bactéries en présence ou en absence de sels
biliaires, et par mesure de I’indice de compétitivité (Figure 51A). De maniére intéressante, les
résultats obtenus permettent d’identifier deux groupes de bactéries AIEC. Un groupe,
comprenant les souches LF43 et LF63, ne présente pas un pouvoir d’interaction avec les
plaques de Peyer augmenté suite a la culture des bactéries en présence de sels biliaires.
Inversement, un deuxieme groupe, comprenant les souches LF47, LF57 et LF73, présente un
pouvoir d’interaction avec les plaques de Peyer augmenté suite a la culture des bactéries en
présence de sels biliaires, et présente ainsi un phénotype trés similaire a celui observé pour la
souche de référence LF82.

Ces résultats nous ont donc conduits a analyser I’activation du promoteur de I’opéron
Ipf en présence de sels biliaires pour ces différentes souches AIEC. Les mesures d’activités -
galactosidase réalisées révelent deux groupes de souches, en accord avec les résultats
d’interaction précédemment observés (Figure 51B). Ainsi, les souches LF43 et LF63,
connues pour ne pas avoir une capacité d’interaction avec les plaques de Peyer augmentée
suite a la culture en présence de sels biliaires, ne présentent qu’une faible activation du
promoteur de I’opéron Ipf lorsque les bactéries sont cultivées en présence de sels biliaires.
Inversement, les souches LF47, LF57 et LF73, connues pour avoir une capacité d’interaction
avec les plaques de Peyer fortement augmentée suite a la culture en présence de sels biliaires,
présentent une forte activation du promoteur de I’opéron Ipf en présence de sels biliaires,

similaire a celle observée pour la souche AIEC de référence LF82.

L’analyse des séquences nucléotidiques précédant I’opéron Ipf chez ces 6 souches
AIEC (LF43, LF47, LF57, LF63, LF73 et LF82) révele que les deux groupes précédemment

observés sur les caractéristiques phénotypiques sont retrouvés (Figure 52). Ainsi, les souches
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Position

Souches -327/326/325 -327-326-325-312-296-295-283-267-262-261-256-242-241 -240-237-234-232-231 -229-228-222-218-217-213-211-210-207-206-205
LF82 TAG T AGGTGGTTTS GGG GT CT CAAATSGTT CGAACTTCT
LF47 - S - - - - e e e e e e e e e e e e

LF57 - S - .- - e e e e e e e e e e e e

LF73 - - - - - - e e e e

LF43 - - - - AGTA # ACAAATTTT CTCTC CAATAGTTATA
LF63 - - - - AGTA # ACAAATTTT CTCT CAATAGTTATA
Souches Position

-186-182-174-173-172-169-168-165-164-162-161-160-159-158-153-151-148-143-129-116-109 -96 -82 -74 -72 -53 -25 -24 -23 +1/2/3

LF82 T T A C G A A A # T T G C G AGTGCAAGAAGATTT ATG

LF47 - - - - - # T T T -
LF57 - - - - - - - - # S e e e

LF73 - - - - - - - - # e e e e e e e e e

LF44 A C # T C C G G G A CCTTGACATG GG GTTCGASTC

LF63 A C # T C C G G G A CCTTGACATGGTTCGATC - AT

Figure 52 : Comparaison des séquences d’ADN précédant I’opéron Ipf des souches LF43, LF47,
LF57, LF63, LF73 et LF82. Seuls les polymorphismes sont représentés. # représente les
insertions/délétions. Le codon ATG de la protéine LpfA est représenté aux positions +1/2/3, et le codon
stop TAG de la protéine YhjX est représenté aux positions -327/326/325.



LF43 et LF63 présentent une région d’ADN en amont de I’opéron Ipf identique a 100%, les
souches LF47, LF57, LF73 et LF82 présentent elles aussi une séquence ADN en amont de Ipf
identique a 100%, mais ces deux sequences ADN ne présentent que 84% d’identité en raison

de 52 substitutions et 3 délétions-insertions.

Dans la littérature, plusieurs études se sont intéressees a la régulation de I’expression
de I’opéron Ipf. Par exemple, la souche de EHEC de référence 8624 possede deux opérons Ipf,
et il a pu étre montré que la protéine de type histone H-NS (histone-like nucleoid-structuring
protein) se liée a la séquence régulatrice de I’opéron Ipfl pour en inhiber sa transcription,
tandis que la proteine régulatrice Ler inhibe I’action de H-NS et permet ainsi a I’opéron Ipfl
d’étre exprimé (Rojas-Lopez et al., 2011; Torres et al., 2007a; Torres et al., 2008). Il a
également été montré que I’expression de I’opéron Ipfl était régulé différentiellement en
fonction de la phase de croissance bactérienne, et en réponse a I’osmolarité et au pH, et que
I’expression de I’opéron Ipf2 était induite lors de la fin de phase exponentielle de croissance,
et suite a une carence en fer (Torres et al., 2007b). Toutefois, ces différentes études n’avaient
pas abordé I’expression des opérons Ipf en réponse aux sels biliaires, et il serait intéressant

d’étudier si une telle régulation est retrouvée chez les souches EHEC.

De maniére intéressante, le tropisme préférentiel des bactéries AIEC pour I’iléon
pourrait &tre mis en relation avec la notion de présence de sels biliaires au niveau iléal. En
effet, les acides biliaires sont soumis a la circulation entéro-hépatique, qui les libére au niveau
du duodénum et les réabsorbe au niveau de I’iléon distal, expliquant la faible concentration en
acide biliaire observée au niveau colique (Hofmann, 1999). Ainsi, les données décrites dans
ce travail montrant que la présence de sels biliaires serait importante pour la virulence des
bactéries AIEC pourraient expliquer pourquoi une plus forte prévalence des souches AIEC est
observée au niveau iléal des patients atteints de MC (Darfeuille-Michaud et al., 2004).

Il serait important d’identifier, au sein du promoteur de I’opéron Ipf, la ou les
séquences nucléotidiques impliquées dans la régulation de I’opéron par les sels biliaires. 1l a
été rapporte, chez E. coli K-12, une activation de la transcription en réponse a la présence de
sels biliaires pour les génes micF, osmY, et dinD impliqués dans la réponse au stress oxydant
et aux dommages de I’ADN (Bernstein et al., 1999), et pour le géne codant I’adhésine non-
fimbriale LDA de souches d’EPEC (Torres et al., 2007c), mais le mécanisme moléculaire de

cette activation de transcription reste pour le moment inconnue.
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Enfin, des études cliniques ont permis de mettre en évidence des modifications de la
composition de la bile chez les patients atteints de MC (Lapidus et al., 2006; Marks et al.,
1977; Pereira et al., 2003), avec notamment une augmentation de la concentration en
ursodeoxycholate (Rutgeerts et al., 1986) et une diminution de la concentration en acide
deoxycholic (Lapidus and Einarsson, 1998). L’ensemble de ces données indique qu’il serait
important de tester I’implication des variations de sels biliaires sur le microbiote intestinal en

général et plus particulierement sur les AIEC.
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Discussion - Perspectives

Les lésions iléales des patients atteints de MC sont anormalement colonisées par des
souches de Escherichia coli appartenant au pathovar AIEC (Darfeuille-Michaud et al., 2004).
Cette colonisation met en jeu plusieurs propriétés de virulence, telles que le pouvoir
d’adhésion et d’invasion des cellules épithéliales intestinales (Boudeau et al., 1999;
Darfeuille-Michaud et al., 2004) ainsi que le pouvoir de colonisation de la muqueuse
intestinale (Barnich et al., 2007; Carvalho et al., 2009) et la formation de biofilm (Martinez-
Medina et al., 2009b).

1- Interaction des bactéries AIEC avec la muqueuse intestinale :

L’ensemble des travaux réalisé sur la souche AIEC de référence LF82, isolée d’une
biopsie iléale d’un patient atteint de MC, montre que la virulence des souches AIEC est
multifactorielle et repose sur une régulation complexe de I’expression de facteurs de
virulence. Différents facteurs bactériens de surface sont impliqués dans le phénotype
d’adhésion et d’invasion des AIEC en cellules épithéliales intestinales en culture. Parmi eux,
les pili de type 1, les vésicules de membrane externe et la protéine de membrane externe
OmpC jouent un role majeur dans la virulence des AIEC (pour revue, Chassaing and
Darfeuille-Michaud, 2011).

. Il a notamment été mis en évidence que I’adhésion des AIEC aux cellules épithéliales
intestinales met en jeu des pili de type 1 variants et le récepteur CEACAMG6
(CarcinoEmbryonic Antigen related Cell Adhesion Molecule 6) exprimé a la surface des

cellules épithéliales iléales (Barnich et al., 2007; Carvalho et al., 2009).

Il également été montré que chez la souche AIEC LF82, la protéine OmpC joue un
role indirect dans la virulence en activant la voie de régulation dépendante du facteur sigma
alternatif o= en conditions de forte osmolarité (Rolhion et al., 2007). En effet, cette étude
indique qu’un mutant isogénique LF82-AompC est fortement affecté dans son pouvoir
d’adhésion et d’invasion de cellules épithéliales intestinales, et de maniere intéressante ce
phénotype serait li¢ & I’absence d’activation de la voie o& chez ce mutant. Chez la souche
AIEC LF82, ce facteur oF intervient dans la régulation de I’expression des flagelles, des pili

148






de type 1 et vraisemblablement de divers facteurs impliqués dans la virulence des bactéries
AIEC, contrairement aux souches de E. coli non pathogénes pour lesquelles I’activation de
cette voie entraine la répression de I’expression des flagelles (Oshima et al., 2002; Shin and
Park, 1995). Cependant, I’ensemble des génes régulé par la voie c© restaient a étre identifié.
Dans ce cadre, il m’a été proposé d’étudier le rble des genes présentant une régulation
dépendante du facteur sigma alternatif o= dans la virulence des souches AIEC associées a la

maladie de Crohn.

- Choix de la méthode expérimentale :

Dans le but de confirmer I’implication de la voie " dans la virulence de la souche
AIEC LF82, une stratégie visant a créer le mutant isogénique LF82-ArpoE et a étudier son
phénotype a été envisagée. Néanmoins, un tel mutant isogénique n’a pas pu étre obtenu au
laboratoire, probablement du a une létalité engendrée par cette délétion. De maniere
intéressante, la délétion du gene rpoE a précédemment été obtenue chez certaines souches
bactériennes, en particulier chez Salmonella enterica et Vibrio cholerae (Humphreys et al.,
1999; Kovacikova and Skorupski, 2002). Ainsi, la létalité de la délétion du géne rpoE ne
semble pas étre commune chez toutes les bactéries a tropisme intestinal. Dans le but d’étudier
le role joué par la voie o- chez la souche LF82, la stratégie employée a été de surexprimer,
chez la souche LF82 sauvage, les protéines RseA et RseB qui sont les deux principaux
régulateurs négatifs de la voie ot en séquestrant la protéine RpoE & la membrane (De Las
Penas et al., 1997; Missiakas et al., 1997). Base sur le fait que le géne rpoE appartient lui-

E

méme au régulon o, cette stratégie a été validée par I’observation d’une diminution

significative du taux de transcrits rpoE suite a la surexpression de ces deux inhibiteurs.

L utilisation de cette stratégie a permis de montrer I’importance de la voie oF chez la
souche AIEC LF82 dans son pouvoir d’adhésion et d’invasion des cellules épithéliales
intestinales, de formation de biofilm, et dans sa capacité a coloniser la muqueuse intestinale.
De plus, I'importance de cette voie ¢ est confortée par I’observation montrant que cette voie
est spécifiquement activée chez la souche AIEC de référence LF82 lors du processus
d’adhésion. Il est a noter qu’une telle activation n’est pas retrouvée chez la souche de E. coli
K-12 non pathogéne MG1655.
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- Identification des génes appartenant au régulon ¢©

Une étude publiée par Rhodius et collaborateurs et visant & identifier le régulon = par
analyse bioinformatique avait permis d’identifier 89 cadres ouverts de lecture (ORF) dont la

E chez une souche de E. coli K-12 non

transcription est potentiellement contr6lée par o
pathogene, mais également chez 8 souches pathogenes (Rhodius et al., 2006). Parmi les génes
ou ORF dont I’expression est régulée par c-, les auteurs ont trouvé qu’ils codaient des
protéines chaperonnes, des proteases (localisées dans I’espace périplasmique et assurant la
dégradation de protéines mal repliées), des protéines intervenant dans la synthese et
I’assemblage du LPS et des OMP (Dartigalongue et al., 2001; Rezuchova et al., 2003;
Rhodius et al., 2006), mais également des protéines qui pourraient jouer un réle dans la
virulence (Bang et al., 2005; Cano et al., 2001; Humphreys et al., 1999; Kovacikova and
Skorupski, 2002; Manganelli et al., 2001; Rhodius et al., 2006; Testerman et al., 2002). Nous
avons realisé une méme stratégie de criblage in silico pour la souche AIEC LF82 a partir des
données de séquence de son génome (Miquel et al., 2010). En paralléle, un criblage utilisant
cette méme séquence consensus de fixation de o= & I’ADN a également été réalisé pour le
génome de la souche de E. coli K-12 MG1655, dans le but d’identifier de potentielles
variations de régulon entre ces deux souches. Cette analyse a permis d’identifier 40 génes

E chez ces deux souches bactériennes. Comme

potentiellement régulés par la voie o©
précedemment identifié, ces genes ou ORF codent pour des facteurs impliqués dans la
réponse a un stress périplasmique, tel que des protéases et des chaperonnes, mais aussi pour
des enzymes impliquées dans la biosynthése de la membrane bactérienne et du

lipopolysaccharide.

De maniére intéressante, la comparaison entre les membres du régulon ¢© de la souche
MG1655 et de la souche LF82 a permis d’identifier 13 génes potentiellement régulés par o©
seulement chez la souche MG1655 et 12 génes ou ORF potentiellement régulés par ot que
chez la souche LF82. Pour la suite de notre étude, nous nous sommes focaliseés sur les
genes/ORF spécifiques a la souche LF82 soit car non retrouvés chez la souche MG1655, soit
car seulement activés par o chez la souche LF82 ; le but étant de caractériser des facteurs
dont la transcription serait activée par la voie oF et qui seraient impliqués dans la virulence de
la souche LF82. Néanmoins, une perspective intéressante a ce travail serait d’étudier le réle
joué par les facteurs potentiellement régulés par o chez la souche MG1655 mais pas chez la

souche LF82. En effet, il peut étre envisagé que certains de ces facteurs jouent un réle dans la

150






différence phénotypique observee entre les souches MG1655 et LF82. Ainsi, si certains
facteurs potentiellement régulés par o chez la souche LF82 semblent pouvoir &tre impliqué
dans son phénotype AIEC, il est probable des facteurs régulés par o que chez la souche
MG1655 puissent jouer un role dans I’absence du phénotype AIEC. Par exemple, le géne

£ chez la souche MG1655, code un régulateur

rutR, potentiellement régulé par o
transcriptionnel, et pourrait donc jouer a son tour un réle dans la régulation de genes chez la
souche MG1655, genes pouvant potentiellement étre liés a la différence de virulence observéee

entre les souches LF82 et MG1655.

- Réle de I’opéron waaWVL dans la virulence de la souche AIEC LF82

Les résultats obtenus in silico pour les génes potentiellement régulés par o= seulement
chez la souche LF82 ont été validés expérimentalement, permettant de montrer que parmi les
12 génes identifiés, trois présentaient une régulation dépendante du facteur o-. La suite de
I’étude s’est alors focalisée sur I’opéron waaWVL, mais I’étude du réle joué par les facteurs
codés par le cadre ouvert de lecture 1 (ORF1) et le géne ychH restent des perspectives trés
intéressantes. Par exemple, I’ORF1 n’est retrouvé que chez la souche UPEC CFT073, et
I’analyse bioinformatique de sa séquence révele la présence putative d’un domaine de liaison
a I’ADN. La protéine YchH est quant a elle retrouvée chez de nombreuses souches EHEC
O157:H7 et chez Shigella flexneri, mais est absente chez les souches de E. coli non
pathogénes séquencées. Cette protéine possede des domaines transmembranaires ainsi qu’un
peptide signal, et elle pourrait étre ainsi localisée au niveau de la membrane interne. Ces
données révelent donc I’importance que pourrait jouer ces deux facteurs chez la souche AIEC

de référence LF82, et I’intérét d’étudier leur réle dans la virulence.

Dans notre étude, nous avons pu montrer que I’activation de I’expression de I’opéron

waaWVL, dépendante de la voie o°

, est primordiale pour la formation de biofilm et la
colonisation de la muqueuse intestinale par la souche AIEC de référence LF82. La forte
osmolarité retrouvée en conditions gastro-intestinales, ainsi que le processus d’adhésion aux
cellules épithéliales intestinales observé pour les souches AIEC, conduiraient a I’activation,
via la voie oF, de I’expression de I’opéron waaWVL. Cet opéron code trois enzymes
potentiellement impliquées dans la biosynthese du lipopolysaccharide bactérien, et

notamment dans la synthése du lipide A et de I’antigéne O du LPS. De maniére intéressante,
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de telles enzymes ont précédemment été décrites pour jouer un réle important dans la
structure, la composition, ainsi que dans la longueur du LPS bactérien (Kaniuk et al., 2004;
Leipold et al., 2007), ces trois caractéristiques du LPS étant connus pour affecter la virulence
de bactéries pathogenes, comme montré pour Shigella flexneri (Sandlin et al., 1996). De plus,
des modifications de composition ou de longueur du LPS affecte la formation de biofilm
comme rapporté chez Pseudomonas aeruginosa (Ciornei et al., 2010) et Escherichia coli
(Beloin et al., 2006).

Des études préliminaires réalisées au laboratoire ont permis de montrer que, sur 60
souches de E. coli isolées de patients atteints de MC et présentant I’opéron Ipf, 57 d’entre
elles possédent I’opéron waaWVL, soit 88,3%. Ainsi, il semblerait exister une corrélation
entre la présence de ces deux facteurs chez les souches de E. coli associées a la MC. On peut
émettre I’hypothése que la formation de biofilm par les bactéries exprimant I’opéron waaWVL
et I’opéron Ipf soit un pré-requis pour la colonisation de la muqueuse digestive et I’apparition

des lésions précoces observées au niveau des plagues de Peyer.

- Perspectives concernant I’'implication de I’opéron waaWVL dans la
virulence de la souche AIEC LF82

Plusieurs perspectives sont envisagées dans le but de confirmer et de mieux
caractériser I’implication des facteurs WaaW, WaaV et Waal dans le pouvoir pathogene des
souches AIEC. Il serait tout d’abord nécessaire de mieux caractériser la régulation de
I’expression de I’opéron waaWVL chez les bactéries AIEC en conditions gastro-intestinales.
Par exemple, nous avons observé une activation in vitro de la voie o lors du processus
d’adhésion des bactéries AIEC, et il serait tres intéressant d’étudier si une telle activation est
également observée in vivo lors de la colonisation de la muqueuse intestinale par les bactéries
AIEC.

De plus, nos travaux montrant que la formation de biofilm est potentiellement une
étape tres importante de la colonisation de la muqueuse intestinale, il serait tres intéressant
d’étudier si un quorum sensing existe au niveau des bactéries AIEC organisées en biofilm,
ainsi que le réle joué par ce dernier. En effet, ce mécanisme permet une régulation

coordonnée de I’expression de certains genes bactériens au sein d'une méme population
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bactérienne via la production de signaux moléculaires appelés « auto-inducteurs ». Il est
désormais bien décrit que le processus de quorum sensing joue un réle important dans
I’établissement de biofilm par de nombreuses especes bactériennes, telle que Streptococcus
pneumoniae (Vidal et al., 2011), Listeria monocytohenes (Riedel et al., 2009), Vibrio
cholerae (Waters et al., 2008), E. coli et Salmonella enterica (Ahmer, 2004; Surette et al.,
1999). Ainsi, le quorum sensing pourrait également jouer un réle important dans la formation
de biofilm par les souches AIEC. Dans ce but, il pourrait étre envisagé d’analyser le role joué
par des acteurs clefs du quorum sensing, tel que LuxS et QseC, dans la virulence de la souche
AIEC de référence LF82. De telles études pourraient s’avérer tres prometteuses pour le
développement de nouvelles molécules thérapeutiques qui viseraient inhiber le quorum
sensing bactérien et de ce fait la formation de biofilm (Sintim et al., 2010). Une telle stratégie
existe pour inhiber la formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa, en utilisant par

exemple du p-bromophenyl-acylhomoserine lactone (Geske et al., 2005).

2- Bactéries AIEC et lésions précoces de la maladie de Crohn

Depuis la description du pathovar AIEC en 1999 (Boudeau et al., 1999), de
nombreuses études indépendantes ont rapporté une présence anormalement élevee de tels E.
coli associés a la muqueuse intestinale chez les patients atteints de MC (Baumgart et al.,
2007; Conte et al., 2006; Darfeuille-Michaud et al., 1998; Kotlowski et al., 2007; Martin et
al., 2004; Martinez-Medina et al., 2009a; Neut et al., 2002; Sasaki et al., 2007; Swidsinski et
al., 2002). Néanmoins, I’hypothése d’une implication causale de ces AIEC dans la maladie de
Crohn n’est pour I’heure pas prouvée, méme si les essais animaux d’infection a AIEC dans le
modele murin CEABAC10 exprimant le récepteur CEACAM6 humain indiquent que les
AIEC peuvent étre responsables de colites chez un héte prédisposé (Carvalho et al., 2009).
Toutefois, il peut également étre envisage que, chez les patients atteints de MC, la forte
prévalence de souches AIEC soit une conséquence de I’activité de la maladie, un contexte
inflammatoire pouvant par exemple étre a I’origine d’une dysbiose et favoriser la présence de
certaines bactéries au détriment d’autres populations (Chassaing and Darfeuille-Michaud,
2011; Joossens et al., 2011; Kang et al., 2010).

Les lésions les plus précoces observées lors de la MC seraient des ulcérations
aphtoides, conséquence d’une nécrose des cellules M localisées au niveau des plaques de
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Peyer (Fujimura et al., 1996; Gullberg and Soderholm, 2006; Morson, 1972). Ces cellules M,
ayant une forte capacité de transcytose, sont également une cible de choix pour de
nombreuses bactéries pathogenes voulant accéder a la lamina propria (Kuolee and Chen,
2008; Neutra et al., 1996a).

- AIEC et ciblage des plaques de Peyer

L’implication des souches de E. coli observées chez les patients atteints de MC dans
I’apparition des phases précoces de la maladie n’était jusqu’a présent pas étudiee, et il m’a
ainsi été confié d’étudier la capacité des AIEC a cibler les plaques de Peyer, et d’identifier les
facteurs impliqués dans ce processus. Notre travail s’est basé sur une étude récente qui avait
montré que la glycoprotéine GP2, specifiquement exprimée a la surface des cellules M,
permet la fixation d’entérobactéries commensales et pathogeénes, tels que Salmonella enterica
serovar Typhimurium et Escherichia coli (Hase et al., 2009). Ce mecanisme d’interaction
avec les cellules M implique I’adhésine FimH, composant des pili de type 1 bactérien, et
aboutit a la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative avec une synthese d’IgA et
d’lgG. L’étude de I’interaction de la souche AIEC LF82 avec I’épithélium associé aux
plaques de Peyer murines nous a permis de montrer que cette interaction dépend en partie de
I’expression des pili de type 1 et de la présence de la glycoprotéine GP2. Cependant, suite au
blocage de I’interaction GP2-FimH, une interaction résiduelle non négligeable de la souche
LF82 avec I’épithélium associé aux plaques de Peyer est toujours observée, indiquant qu’un

autre mécanisme semble étre mis en jeu.

- Implication des long polar fimbriae dans le ciblage des plaques de Peyer

et des cellules M

Un criblage du génome de la souche AIEC de référence LF82 a alors été realisé et a
montré la présence d’un opéron Ipf, codant les long polar fimbriae (Miquel et al., 2010), et
impliqué dans le ciblage des plaques de Peyer par Salmonella enterica serovar Typhimurium
(Baumler et al., 1996a). La recherche de I’opéron Ipf a permis de montrer qu’il était présent
avec une plus forte prévalence chez les patients atteints de MC comparativement aux patients
contréles. De plus, chez la souche AIEC LF82, nous avons pu montrer que les LPF sont
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essentiels pour I’interaction des bactéries AIEC avec les plaques de Peyer murines ou
humaines. L’analyse au niveau cellulaire de cette interaction AIEC-plaques de Peyer a
montré, grace a I’utilisation de modeéles in vitro et in vivo, que les LPF sont impliqués dans le

ciblage spécifique des cellules M a la surface de I’épithélium des plaques de Peyer.

De maniére intéressante, nous avons également montré dans cette étude I’existence
d’une potentielle coévolution entre les bactéries AIEC et I’hdte développant une maladie de
Crohn. En effet, il a été rapporté une augmentation du nombre de cellules M suite a
I’inactivation du récepteur intracytoplasmique NOD2 (Barreau et al., 2007), qui est chez
I’homme le principal facteur de susceptibilité génétique associe a la maladie de Crohn (Hugot
et al., 2001). Dans notre étude, nous avons pu montrer qu’une telle augmentation du nombre
de cellules M a la surface des plaques de Peyer permettait un ciblage et une interaction
augmentée de la souche AIEC LF82. Ainsi, les bactéries AIEC exprimant les long polar
fimbriae pourraient avoir une virulence potentiellement augmentée chez un hote

génetiquement prédispose.

- Perspectives concernant I’implication des long polar fimbriae dans la
virulence de la souche AIEC LF82

Cette étude souléve tout d’abord la question de I'implication potentielle d’autres
bactéries pathogenes exprimant des LPF dans la pathogenése de la maladie de Crohn. Cette
idée est confortée par I’observation montrant que certaines infections gastro-intestinales
pourraient jouer un réle dans la survenue et dans I’initiation des MICI, montrant que des
gastroentérites causées par des souches de Salmonella non-typhoides ou par des souches de
Campylobacter augmentent le risque de développement de MICI (Gradel et al., 2009; Porter
et al.,, 2008). Ces données montrent I’importance de realiser de nouvelles études
épidémiologiques dans le but de rechercher des bactéries pathogénes, notamment entéro-
invasives, et exprimant les LPF, au niveau des biopsies de patients atteints de maladie de
Crohn iléale.

Suite a ce travail, et dans le but de confirmer I’importance du ciblage des plaques de
Peyer par les bactéries AIEC dans I’apparition de I’inflammation intestinale, il pourrait étre

envisagé d’utiliser certains modeles animaux caractérisés par une absence de plaques de Peyer
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et/ou de follicules lymphoides isolés, comme par exemple le modéle murin délété pour le
géne codant la lymphotoxine-beta (LT-B”) (Eugster et al., 1996). Des études
complémentaires sont également nécessaires dans le but d’étudier quel est le devenir des
bactéries AIEC suite au ciblage des plaques de Peyer, ainsi que les consequences d’un tel
processus sur la mise en place d’une réponse immunitaire mucosale. De maniere intéressante,
I’analyse du génome de la souche AIEC de référence LF82 a révélé la présence du géne gipA
(growth in Peyer’s patches), précédemment montré chez Salmonella enterica serovar
Tiphymurium comme permettant la survie des bactéries au sein des plaques de Peyer (Stanley
et al., 2000). Des études préliminaires au laboratoire indiquent qu’un mutant isogénique
LF82-AgipA est fortement affecté dans sa capacité de survie in vivo au sein des plagues Peyer,
mais des études complémentaires sont nécessaires afin d’étudier plus précisément le r6le de ce
facteur chez les souches AIEC. De plus, I’étude de la prévalence de gipA, ainsi que I’étude de
la corrélation entre la présence de I’opéron Ipf et du géne gipA au sein d’une collection de
souches AIEC pourraient s’avérer tres informatives dans le but de développer des outils de

diagnostic.

Concernant I’étude de la mise en place d’une réponse immunitaire induite par le
ciblage des plaques de Peyer par les bactéries AIEC, des expérimentations sur des souris
axéniques, en collaboration avec le groupe d’Andrew J. Macpherson de I’université de Bern,
ont été initiées. Les premiéeres données indiquent que la souche sauvage LF82 induit une forte
réponse immunitaire adaptative chez les souris axéniques, avec de fort taux seriques d’IgM et
d’lgG. De maniere intéressante, cette réponse immunitaire apparait bien moins importante
lorsque les souris axéniques sont infectées par une souche de E. coli K-12 non pathogene ou
par le mutant isogénique LF82-AlpfA. Ces études vont étre poursuivies dans le but de
confirmer que le ciblage des plaques de Peyer par les bactéries AIEC est bien a I’origine
d’une telle réponse immunitaire, mais aussi dans le but d’identifier le(s) antigene(s)

bactérien(s) responsable(s) de la réponse adaptative observée.

L’élaboration d’un modele animal pouvant permettre de mimer les lésions précoces
observées chez les patients atteints de maladie de Crohn est également envisagé. Dans ce but,
la création de souris Nod2” exprimant le récepteur CEACAMS au niveau iléal, sous contrdle
d’un promoteur villine, pourrait étre pertinent. L’utilisation d’un tel modele animal,

combinant a la fois I’expression du récepteur CEACAMG6 nécessaire a la colonisation de la
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mugqueuse iléale par les bactéries AIEC et I’inactivation du récepteur intracytoplasmique
NOD2 connue pour entrainer une augmentation du nombre de plaques de Peyer et du nombre
de cellules M, pourrait permettre d’étudier I’importance in vivo de I’entrée des bactéries AIEC
par les plaques de Peyer via I’expression des long polar fimbriae. De plus, plusieurs études
ont montré I’importance jouée par le processus autophagique dans le pouvoir de survie
intracellulaire des souches AIEC, notamment en modele de cellules épithéliales intestinales
(Brest et al., 2011b; Lapaquette et al., 2009), en modéle de cellules macrophagiques
(Lapaquette et al., 2011), et en modele de cellules dendritiques (Cooney et al., 2010). Il a
ainsi été reporté qu’une altération du processus autophagique, comme observé chez les
patients atteints de maladie de Crohn, favorise la réplication intracellulaire des bacteries
AIEC. Ainsi il serait tres intéressant d’étudier le role joué par une perturbation du processus
autophagique dans la survie des souches AIEC internalisées au sein des plaques de Peyer.
Pour cela, on pourrait réaliser des expériences avec la souche LF82 sauvage comparativement
au mutant délété du géne IpfA dans le modele murin invalidé pour Atgl16-L1 au niveau du
tissu épithélial intestinal, obtenu par croisement entre des souris Villin-Cre, et des souris
Atg16-L 1flox/flox.

Une autre perspective concernerait I’identification du récepteur aux LPF exprimé a la
surface des cellules M, ce qui pourrait étre d’un grand intérét a visée thérapeutique. D’un
point de vue technique, une biotinylation des protéines exprimées a la surface des cellules M,
suivie d’une concentration en protéines biotinylées puis séparation sur gel SDS-PAGE et
transfert sur membrane de nitrocellulose pourrait étre envisagée. L’incubation de la
membrane avec des LPF purifiés puis avec un anticorps anti-LPF pourrait révéler des
interactions protéines eucaryotes-LPF, et I’analyse en spectrométrie de masse permettrait
d’identifier le(s) récepteur(s). Avec I’identification de ce récepteur, I’analyse de I’expression
de celui-ci a la surface de cellules M de patients atteints de MC comparativement a des sujets

contréles serait tres intéressante.

3- Bactéries AIEC et tropisme iléal

En derniere partie de ce travail, I’analyse de la régulation de I’expression de I’opéron
Ipf nous a permis de mettre en évidence une régulation originale de cet opéron en présence de

sels biliaires. Ce facteur environnemental de I’intestin était déja connu pour jouer un role
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important dans la virulence de bactéries pathogénes a tropisme intestinal. Ainsi, il a par
exemple pu étre montré que la présence de sels biliaires augmente 1’adhésion de Shigella spp.
aux cellules HelLa (Pope et al., 1995), et est nécessaire pour la mise en place d’un systéeme de
sécrétion de type 111 fonctionnelle chez Shigella flexneri (Olive et al., 2007; Stensrud et al.,
2008) et Salmonella enterica serovar Typhimurium (Wang et al., 2010).

Chez la souche AIEC de référence LF82, nous avons montré que la présence d’acides
biliaires active fortement le promoteur de I’opéron Ipf, et que de telles conditions de culture
augmentent fortement le pouvoir d’interaction de la souche AIEC de référence LF82 avec les
plaques de Peyer, ainsi que son pouvoir de translocation a travers une monocouche de cellules
M. De tels résultats n’ont pas été observés pour le mutant isogénique LF82-AlpfA ne
produisant pas de LPF, montrant ainsi que I’action des sels biliaires sur I’interaction de la
souche AIEC LF82 avec les plaques de Peyer était dépendante des LPF. Le mécanisme
moléculaire a I’origine de I’expression des LPF dépendante de la présence de sels biliaires est
envisage, avec notamment la recherche des séquences consensus de fixation a I’ADN pour de

nombreux facteurs de transcription et de régulateurs transcriptionnels connus chez E. coli.

L’ensemble de ces données semble pouvoir apporter une explication quant au tropisme
iléal observé pour les souches AIEC chez les patients atteints de MC (Darfeuille-Michaud et
al., 2004). En effet, les sels biliaires libérés au niveau du duodénum par le canal provenant de
la vésicule biliaire sont par la suite réabsorbés au niveau de I’iléon terminal, conduisant ainsi
a une tres faible concentration en acide biliaire au niveau colique (Hofmann, 1999). Ainsi, les
acides biliaires retrouvés au niveau iléal, et impliqués dans I’activation de I’expression des
LPF chez les bacteries AIEC, pourraient étre un facteur environnemental clef pour I’activation
de la virulence des bactéries AIEC, ainsi que pour leur tropisme iléal. Il est a noter que
plusieurs études ont mis en évidence des modifications de la composition en acide biliaire
chez les patients atteints de MC (Lapidus et al., 2006; Marks et al., 1977; Pereira et al., 2003),
avec notamment une augmentation de la concentration en ursodeoxycholate (Rutgeerts et al.,
1986) et une diminution de la concentration en acide deoxycholic (Lapidus and Einarsson,
1998). L’implication de telles modifications sur la régulation de I’expression des LPF chez les
bactéries AIEC nécessiterait d’étre étudiée.

Dans le but de mieux comprendre I’importance de la régulation de I’expression des

LPF chez les souches AIEC en conditions gastro-intestinales, des expériences de ligation du
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canal biliaire (Huang et al., 2011) pourraient étre réalisées dans le modele animal Villin-
CEACAMS6, Nod2™ précédemment décrit. Cette opération chirurgicale conduit & une absence
compléte de sécrétion biliaire au niveau iléal. Ainsi, suite a I’infection de tels modéles murins
par des bactéries AIEC, I’importance de la présence de sels biliaires dans I’expression des
LPF et dans la virulence de ces bactéries pourrait étre étudiée. Il peut également étre envisagé
d’utiliser le modéle Amacr™, modéle murin invalidé pour le géne codant I’enzyme alpha
methylacyl coenzyme A racemase essentielle pour la biosynthese des acides biliaires
(Savolainen et al., 2004). Si ces modeles murins se révelent concluants, des stratégies
thérapeutiques innovantes visant a bloquer I’expression des LPF au niveau iléal pourraient
étre étudiees. On pourrait, par exemple, utiliser des molécules pouvant bloquer I’assemblage
des LPF, comme préconisé pour les pili de type 1 chez les E. coli uropathogénes par
I’utilisation des pilicides (Hedenstrom et al., 2005; Svensson et al., 2001). Ces molécules tres
prometteuses agissent en bloquant I’export des protéines fimbriales de I’intérieur de la
bactérie a I’extérieur, et I’utilisation de telles molécules blogue toute interaction impliquant

les pili de type 1 avec les cellules de I’hote.

L’ensemble des données obtenues permet d’affiner le mécanisme de colonisation de la
mugqueuse iléale des patients atteints de maladie de Crohn par les bactéries AIEC. Ce
mécanisme est complexe et fait intervenir plusieurs facteurs. L expression de pili de type 1
variants par les bactéries AIEC permettrait une forte colonisation de I’épithélium iléal grace a
leur liaison au récepteur CEACAMG6 surexprimé chez les patients atteints de maladie de
Crohn. Cette colonisation pourrait étre renforcée par la formation de biofilms bactériens et
I’expression des long polar fimbriae permettant aux bactéries AIEC de cibler les plaques de
Peyer au niveau iléal. Une telle infection pourrait induire un stade précoce de la maladie de
Crohn, sans oublier que les bactéries AIEC intracellulaires auraient également un pouvoir de
survie favorisé dans les cellules épithéliales intestinales et les macrophages en contexte

d’autophagie déficiente.
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Intestinal inflammation arises from abnormal host-
microbe interactions. The perturbations of homeo-
static coexistence involve host genetic factors, barrier
function, innate and adaptive immunity, as well as
qualitative and quantitative changes in the composi-
tion of the microbiota. Dysbiosis toward selected
micro-organisms and decreased complexity of com-
mensal bacteria have been observed in patients with
Crohn’s disease and ulcerative colitis, but it is not
clear whether the dysbiosis contributes to develop-
ment of inflammatory bowel disease or is instead a
consequence of the disease. Pathogens with virulence
factors that allow them to breach the intestinal bar-
rier and induce chronic inflammation might mediate
the pathogenesis of these diseases. To identify new
therapeutic approaches for inflammatory bowel dis-
ease, it is important to identify host susceptibility
factors involved in the control of microbial infection,
characterize potential pathogens, and eliminate them
or block the expression of their virulence factors.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease; Microbiota; Com-
mensal; Enteropathogens; Adherent-Invasive Escherichia
coli.

Evidence from immunologic, microbiologic, and ge-
netic studies implicates abnormal host-microbial in-
teractions in the pathogenesis of inflammatory bowel
diseases (IBD) (for reviews, see Xavier et al' and Kaser et
al?). The human gastrointestinal (GI) tract contains as
many as 10'* individual bacteria, comprising over 500
different species. In close contact with the human micro-
biome, synthesizing about 100 times more proteins than
the whole cells of the host,3> is the intestinal mucosa
that plays a central role in host-commensal flora interac-
tions, serving as a primary barrier between the immune

system and the external environment. To accommodate
colonization by very complex symbiotic bacterial com-
munities and to retain the capacity to fight pathogens,
the immune system has evolved, and any perturbation of
homeostatic coexistence between microbiota and the
host is likely to be involved in exacerbated inflamma-
tion.®

Development of culture-independent methods to de-
fine the composition of the intestinal microbiota revealed
the role of the microbiota in the pathogenesis of IBD—
the bacterial flora differs between patients with IBD and
healthy individuals. In parallel, studies of animal models
demonstrated the role of intestinal microbiota regarding
its qualitative and/or quantitative composition in the
onset of intestinal inflammation. We have advanced our
understanding of the genetics of IBD, identifying genes
associated with susceptibility to Crohn’s disease (CD)
that regulate the innate immune response, the mucosal
barrier, and the bacterial killing of intracellular pathogens.

The Intestinal Microbiota in the
Pathogenesis of IBD

Studies of experimental models have shown that
the intestinal microbiota can play a major role in the

Abbreviations used in this paper: AIEC, adherent-invasive Esche-
richia coli; Ang4, angiogenin 4; ASCA, Anti-Saccharomyces cerevisiae
antibodies; ATG16L1, autophagy related protein 16-like 1; CEACAM6,
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6; ER, endo-
plasmic reticulum; IFN, interferon; IL, interleukin; IRGM, immunity-
related GTPase family M; MAP, Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis; NOD2, Nucleotide oligomerization domain 2; PCR,
polymerase chain reaction; SFB, segmented filamentous bacteria;
Th, T helper cells; TNF, tumor necrosis factor; XBP-1, X-box binding
protein 1.
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Table 1. Arguments in Favor of the Involvement of Intestinal Microbiota in the Etiopathogenesis of Inflammatory Bowel

Diseases in Humans

Data highlighting the involvement of intestinal microbiota in IBD Disease References
Fecal stream diversion prevents recurrence of Crohn’s disease in the neoterminal ileum CD 8
Reinfusion of luminal contents into bypassed colonic segments rapidly results in CcD 7
recurrent disease
Antibiotic therapy with metronidazole, ciprofloxacin, or rifaximin were associated with CD (including perianal or 76, 107-109
clinical improvement in patients with IBD fistulous disease),
UC, and pouchitis
Higher level of serum reactivity toward microbial antigens CD 9,12
Mucosal barrier defects CcD 43-45
Increased bacterial translocation CcD 46
Altered intestinal mucus barrier uc 48
Increased number of colon-associated mucolytic bacteria (Ruminococcus gnavus and CD and UC 26,29,38
torques)
Higher concentrations of mucus- or mucosal-associated bacteria (y-proteobacteria, CD and UC 21,25,37
actinobacteria, and bifidobacteria)
Higher concentrations of mucosal- and intraepithelial-associated bacteria CD 17,18,24,31-37
Decrease in microbiota biodiversity observable in mucosa-assosiated microbiota and/or CD and UC 19-24,26
in feces
Decrease in Feacalibacteria (Feacalibacterium prausnitzii) in mucosa-assosiated CD and UC 20,21,26,28,32

microbiota or fecal samples

Decreased antimicrobial peptides secretion leading to overgrowth, increased mucosal UC and CD 52,53
adherence, and translocation of commensal bacteria.

Polymorphisms of CD-susceptibility genes involved in the killing of intracellular bacteria CD 62,63,66-69
and/or antimicrobial peptide secretion by Paneth cells (NOD2, ATG16L1, IRGM)

Polymorphism of the IBD-susceptibility gene Xbp1 involved in ER stress and CD and UC 19

antimicrobial peptides secretion by Paneth cells

development of chronic inflammation (see Supplemen-
tary Table 1). In humans, the first demonstrations of the
involvement of intestinal microbiota in IBD came from
clinical experiments showing that diversion of the fecal
stream improved symptoms of CD and that postopera-
tive exposure of the terminal ileum to luminal contents
increased inflammation”# (Table 1). Patients with IBD
(particularly those with CD) have antibodies against mi-
crobial antigens such as Saccharomyces cerevisiae oligoman-
nan (anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies [ASCAY), Esch-
erichia coli outer membrane porin C (OmpC), and
Pseudomonas fluorescens 12 sequence; patients with the
highest levels of serum reactivity toward larger numbers
of microbial antigens have the greatest frequency of stric-
tures, internal perforations, and small bowel surgery.®
ASCAs are present in 50%-60% of patients with CD,
although it is not clear how production of these antibod-
ies is induced because they could originate from epitopes
on the surface of other micro-organisms, such as Candida
albicans.1©

Inflammation might arise from lack of tolerance to
antigens present in autologous microflora; cells derived
from inflamed intestinal tissues of patients with IBD are
activated by exposure to sonicated samples of autologous
or heterologous GI microflora, whereas cells from normal
individuals respond only to sonicates of heterologous
microflora.!’ An overly aggressive T cell-mediated re-
sponse might be induced by specific micro-organisms.
Bacterial flagellin that is a dominant antigen in CD, but
not in ulcerative colitis (UC), activates innate immunity

via Toll-like receptor (TLR) S, and flagellin-specific
CD4+ T cells induced severe colitis upon adoptive trans-
fer to naive SCID mice.'? Differentiation of T helper (Th)
17 cells—Th17 and Th1 cells being important mediators
of inflammation— correlated with the presence of Cy-
tophaga-Flavobacter-Bacteroidetes bacteria in the intes-
tine of mice, independently of TLR, interleukin (IL)-21,
or IL-23 signaling.’> Monocolonization of the small in-
testine of mice with segmented filamentous bacterium
(SFB), a commensal microbe, is sufficient to induce the
appearance of Th17 cells in the lamina propria,'*'S and
Th17 cell differentiation was inhibited in mice given
selective antibiotics. In addition, mice that lacked Th17
cells acquired them after introduction of gut bacteria
from Th17 cell-sufficient mice. Although SFB appear to
help shape the GI immune system, their role in inflam-
mation in patients with IBD is not clear. Few studies have
reported the presence of SFB in humans, and there are no
data concerning IBD patients. Although it is clear that
Th17 cells induce tissue inflammation in autoimmune
disease, their role in host defense reactions and clearing
pathogens require further studies.'®

Dysbiosis in Patients With IBD

Culture-dependent and -independent analyses of
mucosal-associated and fecal bacteria revealed that pa-
tients with IBD have less complex profiles of commensal
bacteria and higher numbers of mucosa-associated bac-
teria!7-2¢ than healthy individuals. The microbiota is re-
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Figure 1. The microbiota and host genetic and environmental factors contribute to pathogenesis of Crohn’s disease. (Left panel) In healthy
individuals, commensal and anti-inflammatory bacteria interact with the GI mucosa to maintain homeostasis. This involves recognition of pathogen-
associated molecular pattern (PAMPs) derived from microbes by intestinal mucosa and a physiologic host response involving IgA and IgG and «- and
B-defensins. The microbial community prevents the proinflammatory effects of harmful bacteria that are present and mediate tolerance. (Right panel)
In patients with IBD, abnormal interaction between host cells and microbes perturb homeostasis, leading to intestinal inflammation. Inflammation
could arise from host genetic factors that affect barrier functions, innate and adaptative immunity, and qualitative and/or quantitative changes in the

composition of the microbiota.

modelled during the active phase of CD, with the equi-
librium leaning toward dominant phylogenetic groups,
perhaps as a consequence of inflammation.?” Patients
with IBD, compared with healthy controls, have fewer
bacteria with anti-inflammatory properties and/or more
bacteria with proinflammatory properties (Figure 1). Sev-
eral metagenomic-based studies reported that members
of the phyla Bacteroidetes and Firmicutes were reduced
in patients with CD or UC.2021:282% Reduced numbers of
Bacteroides fragilis might contribute to inflammation be-
cause this prominent human symbiont has protective
effects: it protects mice from colitis induction by Helico-
bacter hepaticus, a murine commensal bacterium with
pathogenic properties.3® Among Firmicutes, Faecalibacte-
rium prausnitzii has anti-inflammatory properties; its
numbers are reduced in patients with CD and associated
with risk of postresection recurrence of ileal CD.?8

In contrast, a greater relative abundance in Enterobac-
teriaceae, mostly Escherichia coli, was observed in CD pa-
tients, more notably on mucosa-associated microbiota
than in fecal samples.17:182431-35 Intestinal colonization
by E coli correlates with bacterial adhesion of CD-associ-
ated E coli strains to intestinal epithelial cells.3!-*¢ Micro-
bial analyses of CD specimens could indicate that the

ratio of F Prausnitzii/E coli should be used to evaluate the
level of the dysbiosis in IBD patients and identify those at
high risk for recurrence of CD. In addition, fluorescent in
situ hybridization analyses showed the presence of bac-
teria that penetrate the mucus layer in 30% of mucosal
biopsy specimens from patients with IBD, compared with
3% of mucosal biopsies from healthy controls,?” indicat-
ing that the microbiota might have closer contact with
the mucosa of IBD patients. This might result from the
increased numbers of some mucolytic bacteria, such as
Ruminococcus gnavus and Ruminococcus torques, observed in
macroscopically and histologically normal colonic epi-
thelium from patients with colonic CD and UC.38
There might be multiple origins of the dysbiosis ob-
served in patients with IBD. Dysregulation of adaptive
and innate immunity can induce dysbiosis. In mice, loss
of the transcription factor T-bet, which initiates lineage
development of Th1 cells, causes bacterial populations to
become colitogenic; this selected community of bacteria
promotes intestinal inflammation upon transfer into im-
munosufficient mice that express T-bet. Colitis can there-
fore be induced in wild-type mice by a selected popula-
tion of bacteria.3® Dysbiosis can also arise from dense
bacteriophage communities specifically associated with
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the GI mucosa, as observed in CD patients.*? Bacterio-
phage can directly destabilize bacterial communities or
interfere with microbe-associated molecular patterns on
bacterial surfaces by steric competition.

The dysbiosis observed in IBD patients, with subse-
quent disruption of the intestinal microbiota commu-
nity, might arise from colonization by an enteric patho-
gen, from host-mediated inflammatory responses, or
from a combination of these. Pathogens could subvert
the inflammatory response and then take advantage of
inflammation to breach the barrier effect imposed by the
resident microbiota and the intestinal mucosa itself. In-
flammatory host responses induced by Salmonella Typhi-
murium in mice change the composition of the micro-
biota and promote its own growth.*! In addition,
comparison of Citrobacter jejuni infection and dextran
sulfate sodium-induced colitis in mice revealed that the
total number of colonic bacteria decreased slightly dur-
ing noninflammatory infection with C jejuni, but that
dextran sulfate sodium-induced inflammation promoted
overgrowth of Enterobacteriacae and that both conditions
were necessary to reach maximal dysbiosis.*?

Host Factors That Affect Commensal
Bacteria in IBD

Patients with CD and their relatives have in-
creased intestinal permeability, which could reflect mu-
cosal barrier defects that promote bacterial translocation
through the intestinal mucosa. The intestinal defect was
first reported in studies showing that the intestinal mu-
cosa of patients with CD had a decreased ability to
exclude large molecules.** The barrier dysfunctions ob-
served in patients with mild to moderately active CD
result mostly from up-regulation of claudin 2 (which
forms pores) and down-regulation and redistribution of
claudins S and 8 (which seal the barrier), leading to
discontinuous tight junctions.*+*> However, the associa-
tion between reduced expression of junction molecules
and the inflammatory process is not clear. Patients with
ileal CD were reported to have defects of the follicle-
associated epithelium barrier that overlies the Peyer’s
patches, leading to an increased load of commensal bac-
teria at the inductive sites of mucosal immunity.*¢47 The
intestinal mucus barrier is significantly altered in UC
patients, particularly in mucus composition and concen-
tration in phospholipids.#® Aberrant mucin assembly
causes endoplasmic reticulum stress and spontaneous
inflammation that resembles UC in mice**-59; defects in
the mucus layer could also influence the pattern of mi-
crobial colonization and the maintenance of microbial
community structure and function.

Altered function of defensins—antimicrobial peptides
with bactericidal activities—might also be involved in
IBD. Decreased defensin levels can lead to a weakened
intestinal barrier function to intestinal microbes and
might mediate the pathophysiology of chronic inflam-
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mation. Ileal CD is associated with reduced expression of
a-defensin in Paneth cells; colonic CD is associated with
reduced expression of P-defensin by enterocytes.’!-53
Changes of intestinal microbiota were observed in mice
that express the human a-defensin S and also in mice
that do not produce functional a-defensins.>* Other se-
creted proteins, such as Regllly (a C-type lectin) and
angiogenin 4 (Ang4), have potent antimicrobial activity,
and their expression is induced in the mucosa in response
to contact with commensal bacteria.>>*¢ By inhibiting the
access of microbes to the GI epithelium, Ang4 limits
activation of inflammatory responses, and members of
the normal microflora, such as Bacteroides thetaiotaomicron,
are able to up-regulate expression of Ang4.5> An efficient
mucosal barrier therefore depends on the commensal
microbiota.

The immunoglobulin (Ig) A response establishes and
maintains the noninflammatory relationship between
host cells and microbes and is required for local and
systemic immune homeostasis.’’° All members of the
intestinal microbiota are not equally efficient in inducing
secretion of IgA. Gram-negative bacteria, such as Bacte-
roides, are more efficient in inducing secretory IgA than
gram-positive bacteria such as Lactobacilli.®® The absence
of intestinal IgA can result in overgrowth of commensal
microbes, such as SFB, as shown in mice. Induction of
IgA might therefore affect competition between various
members of the microbiota®’—modifications of IgA-in-
duced secretion could select specific micro-organisms
from the commensal microbiota and promote commen-
sal bacteria-induced inflammation.

Genetic studies, in particular genome-wide association
studies, have identified mutations that are reproducibly
associated with IBD (for reviews, see Kaser et al? and
Cho®!). UC and CD have some genetic risk factors in
common, but UC is not as heritable as CD. The genetic
variants that confer risk to CD indicate the importance
of innate immunity, autophagy, and phagocytosis in
pathogenesis of CD.%2-¢7 Polymorphisms in the genes
Nucleotide oligomerization domain 2 (NOD2) and autophagy
related protein 16-like 1 (ATG16L1) interfere with secretion
of antimicrobial peptides by Paneth cells.%%° Variants of
X-box binding protein 1 (XBPI) have been observed in
CD and UC patients and associated with the endoplas-
mic reticulum stress response and defects in Paneth cell
function.*® Patients with mutations in NOD2, ATGI16L1,
immunity-related GTPase family M (IRGM), and XBPI
could therefore have altered microbiota compositions
that result from defects in expression of defensins. Au-
tophagy is an innate defense mechanism that acts as a
cell-autonomous system to eliminate intracellular patho-
gens. Polymorphisms in ATG16L1 and IRGM involved in
autophagy could alter this process and promote multi-
plication of intracellular bacteria and lead to chronic,
uncontrolled inflammation in the intestine (for a review,
see Stappenbeck et al”?). The observation that NOD2 and
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ATGI16L1 form a complex at the cytoplasm membrane
supports the hypothesis that patients with IBD have
defects in autophagy; mutations in NOD2 or autophagy-
related proteins result in reduced and ineffective au-
tophagic responses to intracellular pathogens.”!”?

Gl Enteropathogens in IBD

Searches for organisms that cause IBD, based on
Koch’s postulate, have not led to the identification of a
single pathogen. Consistent with the concept that IBDs
are multifactorial diseases, a modified Koch’s postulate
should be applied to IBD, to take into account the
genetic susceptibility of the host. Accumulating data sup-
port the notion that, in some IBD patients, it will exist a
dysfunctional innate immune response to persistent in-
fection by intracellular bacteria—possibly opportunistic
pathogens.

Mycobacterium avium Subspecies
paratuberculosis

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
(MAP) causes spontaneous granulomatous enterocolitis
(Johne’s disease) with diarrhea and wasting in ruminants,
making this intracellular pathogen a credible etiologic
agent of CD.”® After considerable investigation, the link
between MAP and CD remains neither substantiated nor
invalidated. Many investigators have measured the MAP-
specific insertion element IS900 DNA in the tissue
and/or blood of IBD patients using polymerase chain
reaction (PCR) analyses with contradictory results (for a
review, see Sartor’?), and 2 recent studies showed no
association between MAP and NOD2 mutations.”*”> A
2-year prospective trial of triple antimycobacterial ther-
apy (clarithromycin, rifabutin, and ethambutol) failed to
show sustained clinical response in CD patients.”® How-
ever, the presence of MAP-reactive cells of a Thl or
Th1/Th17 phenotype indicates a role for mycobacteria in
the inflammation that develops during CD.”” MAP was
reported to induce experimental colitis in gnotobiotic
IL-10~/~ mice.”® MAP is not likely to cause most cases of
CD, but some cases might arise from MAP infections in
individuals that have defects in intracellular killing of
bacteria, caused by variants in ATG16L1, IGRM, or NOD2.
This hypothesis deserves further investigation because
functional autophagy limits the growth of intracellular
mycobacteria, as shown with Mycobacterium tuberculosis.”®

Enteric Pathogens With Intracellular
Lifestyle

Analyses of histories of patients with Yersinia en-
terolitica infection, based on antibody responses, showed
that they have a statistically higher prevalence of CD com-
pared with controls.®® Searches for pathogenic Yersinia (Yer-
sinia enterolitica and Yersinia pseudotuberculosis) using PCR
analyses led to the identification of Yersinia DNA in 31% of
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resection specimens from patients with CD; a few also had
Yersinia DNA in their mesenteric lymph nodes.! However, a
similar study failed to detect any Yersinia DNA in CD spec-
imens.®? The role of Yersinia in pathogenesis of CD is un-
clear. NOD2 mutations mediate in vivo susceptibility to
Yersinia pseudotuberculosis in mice,® indicating that the rela-
tionship between exposure to Yersinia and intestinal inflam-
mation should be further investigated.

Food-borne bacterial infections might be the origin of
some cases of IBD. Immunocytochemical analyses re-
vealed the presence of Listeria monocytogenes in tissue sam-
ples from patients with CD, but, as previously described
for Yersinia, contradictive analysis using PCR or antigen
analyses did not support the etiologic significance of L
monocytogenes in CD.8285 A Danish, population-based co-
hort, long-term follow-up study showed that gastroen-
teritis caused by nontyphoid Salmonella or thermophilic
Campylobacter increased the risk of developing IBD.8¢
Moreover, the prevalence of Campylobacter was higher
among patients with CD than controls, so further inves-
tigations should be performed.5788

Several independent studies have reported increased
numbers of mucosa-associated E coli with invasive prop-
erties or the presence of intramucosal E coli in IBD
patients.31,3289-92 These pathogenic E coli, compared with
commensal E coli, have acquired specific virulence factors
that increase their ability to adapt to new niches and
allow them to cause disease. E coli strains associated with
the intestinal mucosa from CD patients are highly ad-
herent to intestinal epithelial cells®® and are also inva-
sive.? On the basis of the pathogenic traits of CD-
associated E coli, a new, potentially pathogenic group of E
coli was designated AIEC, for adherent-invasive Escherichia
coli.>> They were isolated from ileal specimens of 36.4% of
CD patients vs 6% of controls.”® The higher prevalence of
AIEC bacteria in CD patients might arise from an inabil-
ity of the intestinal mucosa to control this infection, such
as from defects in Paneth cell function and subsequent
decreased secretion of antimicrobial peptides.535* A loss
of control of AIEC infection could also be related directly
to autophagy deficiencies because of mutations in the
genes NOD2, ATG16L1, or IRGM; functional autophagy
restricts the replication of AIEC intracellular bacteria.?*%
Another host factor that facilitates AIEC colonization
could be abnormal ileal expression of carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule 6 (CEACAMSG),
which has been observed in patients with ileal CD?¢; AIEC
adhere to the brush border of primary ileal enterocytes
isolated from CD patients but not from individuals with-
out IBD, related to abnormal expression of CEACAMG.
Most AIEC strains associated with CD ileal mucosa ex-
press type 1 pili variants that increase the interaction
between AIEC and ileal epithelial cells. Increased expres-
sion of CEACAMG6 can result from interferon (IFN)-vy or
tumor necrosis factor (TNF)-a stimulation and also from
infection with AIEC bacteria, indicating that AIEC could
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Figure 2. AIEC infection and loop of colonization and inflammation. In the early phase of CD development (left panel), extracellular AIEC (in
green) adhere to the healthy ileal mucosa via type 1 pili recognizing CEACAM®6 abnormally expressed by intestinal cells in CD patients. AIEC
are able to invade intestinal epithelial cells and breach the intestinal barrier, allowing them to gain access to the lamina propria. By having
access to the basolateral membrane, AIEC bacteria can induce IL-8 and CCL20 secretion by intestinal epithelial cells through the interaction
between flagellin and Toll-like receptor 5, leading to the recruitment of neutrophils and dendritic cells. After phagocytosis by macrophages/
dendritic cells, intracellular AIEC (in orange) replicate in a large vacuole, inducing production of TNF-« and IL-12, which activates Th1 cells to
produce IFN-y. In inflamed ileal mucosa (right panel) expression of CEACAME is increased in response to TNF-a and IFN-vy stimulation and
AIEC infection of intestinal epithelial cells, creating loop of colonization and inflammation that leads to chronic disease with the secretion of

proinflammatory cytokines IL-6, IL-12, IL-23, and IL-17.

promote their own colonization in CD patients (Figure
2). The presence of AIEC bacteria and their ability to
induce the secretion of proinflammatory cytokines by
infected macrophages could lead to an amplification
loop of colonization and inflammation.”® This was con-
firmed in vivo: AIEC LF82 pathogenic bacteria, but not
nonpathogenic E coli K-12, persist in the gut of trans-
genic CEABAC10 mice that express human CEACAMs

and can induce severe colitis.”” It was also observed that
the endoplasmic reticulum (ER) stress response glycopro-
tein Gp96, which is overexpressed on the apical surface of
ileal epithelial cells in patients with CD, acts as a host cell
receptor for outer membrane vesicles, promoting inva-
sion by AIEC.”® Therefore, AIEC bacteria could take ad-
vantage of the ER stress occuring in patients with IBD
(Figure 3). Because microbiota have an important role in
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host-cell receptor for outer membrane vesicles released by AIEC, promoting AIEC invasion of the mucosa. (C) Intracellular AIEC bacteria replicate
uncontrollably in host cells with autophagy defects caused by variants of ATG16L1, IRGM, or NOD2. (D) In patients with CD, variants in NOD2
increase the numbers of membranous/microfold cells. AIEC express long polar fimbriae, which allows the bacteria to interact with Peyer’s patches

and to translocate across monolayers of membranous/microfold cells.

the establishment of the ER stress response,” AIEC, as
opportunistic pathogens, might take advantage of such
changes in the host innate immune response. In addition,
recurrent ileal CD originates with small erosions in the
follicle-associated epithelium that lies over Peyer’s patch-
es; an analysis of the ability of AIEC strains to interact
with Peyer’s patches indicated that AIEC express long
polar fimbriae that allow the bacteria to interact with
mouse and human Peyer’s patches and to translocate
across membranous/microfold cells monolayers.!% Inter-

estingly, it can be speculated that, in the presence of
NOD?2 variants as observed in CD, higher numbers of
AIEC bacteria could interact with Peyer’s patches because
an increased number of membranous/microfold cells
have been observed in NOD2 knock-out mice.!0!

The interaction between AIEC and intestinal epithelial
cultured cells induces inflammatory responses such as up-
regulated expression of IL-8 and CCL20, leading to trans-
migration of polymorphonuclear leukocytes and dendritic
cells in coculture models.®* AIEC can also disrupt the integ-
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rity of the polarized epithelial cell monolayer, allowing bac-
teria to breach the intestinal barrier and to penetrate into
the GI epithelium. These observations provide important
links among microbes related to CD, the intestinal epithe-
lial cell barrier, and IBD pathogenesis.”12 ATEC are also
able to survive and to replicate extensively within a large,
phagolysosome-like vacuole in macrophages.!%1% Macro-
phages infected with AIEC release large amounts of TNF-,
and, in an in vitro model of human granuloma, AIEC-
infected macrophages aggregate, fuse to form multinucle-
ated giant cells, and subsequently recruit lymphocytes.103105
Interestingly, diseases with granulomatous response to E.
coli have been reported in animals, and AIEC were isolated
from Boxer dogs with granulomatous colitis.!

Future Directions

Several lines of evidence indicate that dysbiosis or
the presence of pathogenic agent mediate pathogenesis of
IBD. It is not clear whether dysbiosis can cause IBD or is a
consequence of the disease. Searches for a single pathogen
that induces CD or UC have failed. However, CD-associated
microbes could promote disease in genetically susceptible
hosts with defects in innate immune system-mediated kill-
ing of microbes, mucosal barrier functions, or immuno-
regulation. Therefore, in addition to identifying host sus-
ceptibility factors, it will be necessary to identify and
eliminate IBD-associated pathogens, block expression of
their virulence factors, or alter their metabolism to treat
IBD. Studies to identify changes in microbiota composition,
gene expression, and metabolic profiles of IBD patients will
provide important insights into the pathogenesis of IBD
and new approaches for treatment.

The use of antibiotics as primary or adjuvant treatments
for active luminal CD and UC is controversial. Data from
many clinical trials are promising (reviewed in Sartor!%”),
but only a few, large-scale, rigorously controlled clinical
trials that analyzed the effect of antibiotic treatment have
been performed. Patients with CD did not have a sustained
response to combination antibiotic therapy with clarithro-
mycin, rifabutin, and clofazimine for up to 2 years; short-
term improvements were observed when these antibiotics
were given with corticosteroids, most likely because of non-
specific antibacterial effects.”® In contrast, a recent meta-
analysis reported that long-term treatment with nitroimid-
azoles or clofazimine was effective in preventing relapse or
decreasing disease activity index in CD patients.!% Different
results observed among studies could arise from variations
in the etiology of CD: specific subgroups might respond to
different treatments. For example, a pilot study in patients
with CD and actively draining perianal fistulas showed that
remission and response occurred more frequently after
treatment with ciprofloxacin than metronidazole or pla-
cebo.!% Because the intestinal microbiota are likely to have
a role in development of IBD, approaches to modulate GI
flora might be effective, such as with antibiotics against
specific proinflammatory bacteria or with selective probiot-
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ics that can balance gut dysbiosis; these might be used as
first-line therapies instead of immunosuppressive agents.
The use of probiotics and prebiotics to increase concentra-
tions of beneficial species looks promising, even though
clinical trials have lacked the statistical power to demon-
strate these effects because of small numbers of patients.
Successful IBD therapies are likely to require individualized
strategies, based on the specific features of each patient.

Supplementary Material

Note: The first 50 references associated with this
article are available below in print. The remaining references
accompanying this article are available online only with the
electronic version of the article. To access the remaining
references, as well as additional online-only data, visit the
online version of Gastroenterology at www.gastrojournal.org,
and at doi:10.1053/j.gastro.2011.01.054.
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Supplementary Table 1. Experimental Models Highlighting the Role of Intestinal Microbiota in the Pathogenesis of
Inflammatory Bowel Diseases

Involvement of intestinal microbiota in

Animal model Phenotype the development of inflammation References
HLA-B27 /human 3, Spontaneous gastroduodenitis, colitis, Transgenic germ-free rats had no colitis, 1,2
microglobulin transgenic arthritis, and spondylitis, with and, when colonized with a defined
rats increased proinflammatory cytokines bacterial cocktails, they redevelop
production colitis and gastritis
Mice with null mutations in Spontaneous inflammatory bowel Intestinal inflammation is initiated by a 3-5
T-cell receptor disease with cytokines imbalance specific organism or group of
and autoantibody production organisms normally present in the gut
flora
Interleukin 10-deficient Uncontrolled immune responses Germ-free conditions prevent colitis 6-9
mice stimulated by enteric antigens Therapeutic effects of antibiotics
C3H/HelBir mice Spontaneous colitis with high titer Adoptive transfer of bacterial-antigen- 10, 11
serum IgG antibodies to a selected activated CD4+ T cells from colitic
subset of antigens of the enteric C3H/HelJBir mice into C3H/HeSnJ
bacterial flora scid/scid recipients induced colitis
Senescence accelerated Spontaneous enteric inflammation Reduced ileitis in germ-free SAMP1/ 12, 13
mouse P1/Yit train associated with decreased YitFc mice compared with specific
intestinal barrier resistance due to pathogen-free mice
altered ileal expression of claudin-2
and occludin
Interleukin 2-deficient mice Spontaneous intestinal inflammation Germ-free mice only developed mild, 14

when raised under specific
pathogen-free conditions
Spontaneous ulcerative colitis in the
absence of adaptive immunity and
increased susceptibility to colitis in
immunologically intact hosts

focal, and nonlethal intestinal
inflammation with delayed onset
Loss of T-bet influences bacterial 15
populations to become colitogenic,
and colitis is communicable to
genetically intact hosts

T-bet-deficient mice

Mouse double-KO with Uncontrolled production of Disease process completely inhibited by 16
defects in both TGF-8 proinflammatory cytokines a combination of broad-spectrum
and IL-10 signaling antibiotics

KO, knockout.
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dans la maladie de Crohn :

le role des long polar fimbriae
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Implication de bactéries invasives
dans la maladie de Crohn

La maladie de Crohn est une maladie
inflammatoire chronique de I’intestin
qui affecte environ 1 personne sur1 000
dans les pays occidentaux, soit environ
2 millions de personnes dans le monde,
et qui est caractérisée par un état d’hy-
peractivité du systeme immunitaire
intestinal. Des études cliniques et épi-
démiologiques ont permis d’impliquer
des facteurs environnementaux, géné-
tiques et infectieux dans la survenue de
cette maladie. €n ce qui concerne les
facteurs infectieux, il a été montré que
la muqueuse iléale de patients atteints
de la maladie de Crohn est anorma-
lement colonisée par des souches de
Escherichia coli appartenant @ un groupe
de bactéries pathogenes dénommées

adherent-invasive E. coli (AIEC), capa-
bles d’adhérer et d’envahir les cellules
de la muqueuse intestinale et également
de se multiplier dans les cellules épithé-
liales et les macrophages de I’hdte. La
prévalence de souches AIEC au niveau
iléal est de 36,4 % chez les patients
atteints de MC contre seulement 6,2 %
chez les sujets indemnes de pathologie
inflammatoire intestinale [1]. La forte
colonisation de la muqueuse iléale par
des bactéries AIEC est en relation avec
une expression anormale de molécules
CEACAMé (carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 6) chez
les patients [2, 3]. Uexpression accrue
de CEACAMS, récepteur impliqué dans
I’adhésion des AIEC, serait consécutive
a la stimulation des cellules épithé-
liales intestinales par des cytokines
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J€2526 Université d’Auvergne,
USC-INRA 2018, CBRVY,
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28, place Henri Dunant, BP 38,
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pro-inflammatoires mais également a
I’infection par ces bactéries qui sont
ainsi capables de promouvoir leur propre
colonisation.

Cellules M des plaques de Peyer

Les plaques de Peyer sont des acteurs
majeurs du tissu lymphoide asso-
cié a la muqueuse intestinale (MALT,
mucosa associated lymphoid tissue).
Il s’agit d’agrégats de follicules lym-
phoides principalement retrouvés dans
I’iléon et le colon. Les plaques de Peyer
sont impliquées dans I’échantillonnage
d’antigénes présents dans la lumiere
intestinale et dans leur présentation
au systeme immunitaire sous-jacent
[4]. Cette fonction est rendue possible
par la présence, au niveau de I’épithé-
lium recouvrant les plaques de Peyer,
de cellules spécialisées appe-
lées cellules M (Figure 1). Les
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Figure 1. Organisation schématique
des plaques de Peyer associées a la
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Figure 2. Interaction des bactéries AIEC avec une plaque de Peyer. A. Visualisation d’une plaque

de Peyer murine apres coloration a I’hématoxyline-éosine. B. Visualisation des bactéries AIEC (en

rouge) par hybridation a I'aide d’une sonde fluorescente. Les noyaux des cellules sont colorés en

bleu par le Hoechst.

a Iactivation de lymphocytes Tet B et a
la mise en place d’une réponse immuni-
taire adaptative.

Plusieurs études cliniques ont montré
que les plaques de Peyer jouent un rdle
important dans I'initiation de la mala-
die de Crohn. €n effet, les observations
cliniques suggerent que les sites initiaux
de I'inflammation chez les patients
apparaissent au niveau des follicules
lymphoides, avec des Iésions aphtoides'
tres précoces au niveau de I’épithélium
recouvrant les plaques de Peyer [5, 6].

Implication des long polar fimbriae
dans le ciblage des plaques de Peyer
par les bactéries AIEC

Sur la base des données bibliographi-
ques, une étude européenne collabo-
rative a été menée afin de détermi-
ner si les bactéries AIEC associées a
la maladie de Crohn pourraient étre a
I'origine des |ésions précoces au niveau
des plaques de Peyer chez les patients
atteints de maladie de Crohn [7]. Lana-
lyse de la séquence du génome de la
souche AIEC de référence LF82 a permis
de mettre en évidence la présence d’un
groupe de génes composant I'opéron
Ipf, codant les long polar fimbriae (LPF).
Les LPF sont des appendices filamen-

1 Un ulcére aphtoide est constitué d’une petite érosion sur-
plombant des follicules lymphoides hypertrophiés.

m/s n® 6-7, vol. 27, juin-juillet 2011

teux exprimés a la surface des bactéries
et susceptibles de permettre I"adhé-
sion des bactéries a des cellules hotes.
De maniére intéressante, I'inactivation
de I'opéron Ipf par mutagenese dirigée
conduit a une diminution drastique du
pouvoir d’interaction de la souche AIEC
LF82 avec des plaques de Peyer murines
ou humaines. U'analyse a I'échelle cel-
lulaire de I'interaction entre bactéries
AIEC et plaques de Peyer a montré que
les LPF permettent I’adhésion des bac-
téries aux cellules M présentes au niveau
de I’épithélium recouvrant les plaques
de Peyer (Figure 2).

Une interaction augmentée entre
bactéries AIEC et plaques de Peyer
pourrait exister chez les patients pré-
sentant des mutations du géene NOD2
(nucleotide-binding oligomerization
domain containing 2). Ce géne, pre-
mier gene de susceptibilité mis en
évidence chez les patients atteints de
maladie de Crohn [8], code pour le
récepteur intracytoplasmique NOD?2
capable d’initier une réponse innée
des cellules hotes en réponse @ une
stimulation par le muramyl dipeptide
bactérien. Une étude antérieure uti-
lisant un modele murin invalidé pour
le récepteur Nod2 avait montré que les
plaques de Peyer de ces animaux pré-
sentaient a leur surface un nombre de
cellules M trois fois plus important que

celui des animaux sauvages [9]. Nous
avons montré qu’'une telle augmenta-
tion du nombre de cellules M permet a
un plus grand nombre de bactéries AIEC
exprimant les LPF d’interagir avec les
plaques de Peyer d’animaux invalidés
pour le gene nod2. ¢

The interaction of Crohn’s disease-
associated Escherichia coli to Peyer’s
patches of the intestinal mucosa
involves long polar fimbriae
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Abstract

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are food-borne pathogens that can cause serious infections ranging from
diarrhea to hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic-uremic syndrome (HUS). Translocation of Shiga-toxins (Stx) from the gut
lumen to underlying tissues is a decisive step in the development of the infection, but the mechanisms involved remain
unclear. Many bacterial pathogens target the follicle-associated epithelium, which overlies Peyer's patches (PPs), cross the
intestinal barrier through M cells and are captured by mucosal macrophages. Here, translocation across M cells, as well as
survival and proliferation of EHEC strains within THP-1 macrophages were investigated using EHEC O157:H7 reference
strains, isogenic mutants, and 15 EHEC strains isolated from HC/HUS patients. We showed for the first time that E. coli
0157:H7 strains are able to interact in vivo with murine PPs, to translocate ex vivo through murine ileal mucosa with PPs and
across an in vitro human M cell model. EHEC strains are also able to survive and to produce Stx in macrophages, which
induce cell apoptosis and Stx release. In conclusion, our results suggest that the uptake of EHEC by M cells and underlying
macrophages in the PP may be a critical step in Stx translocation and release in vivo. A new model for EHEC infection in
humans is proposed that could help in a fuller understanding of EHEC-associated diseases.
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Introduction

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC), a subset of Shiga
toxin-producing . coli (STEC), have been associated with human
diseases, ranging from uncomplicated diarrhea to hemorrhagic
colitis (HC) and hemolytic-uremic syndrome (HUS). A recent
major outbreak in Germany, with thousands cases of foodborne
illness (and approximately 25% of them progressing to HUS) has
shed light on EHEC [1,2]. The gastrointestinal tract of cattle and
other ruminants appears to be the main reservoir of STEC strains
[3,4]. Several studies have reported a high prevalence of STEC
belonging to a wide range of serotypes in animals and food
products [3,4,5]. However, only a limited number of serotypes
have been associated with human disease, among which O157:H7
is predominant [3,6]. The association of serotypes with disease of
varying severity in humans and with outbreaks or sporadic disease
has led to the proposal that STEC be classified into 5
seropathotypes, from A (most virulent) to E (serotypes that have
not been involved in disease in humans) [7].

PLoS ONE | www.plosone.org

EHEC colonize the digestive tract of humans and produce
Shiga toxins (Stx1 and/or Stx2), also known as Verotoxins, which
are essential for virulence. Epidemiological studies, together with
in vitro and m vivo experiments, have shown that Stx2 is the most
common virulence factor associated with severe human disease
[3]. Stx are composed of an enzymatically active A subunit and a
pentameric B subunit. The B subunits form a doughnut-shaped
structure with a central pore and bind to the glycosphingolipid
globotriaosylceramide (Gb3, also known as CD77), which is
expressed at the surface of endothelial cells, leading to subsequent
internalization of the toxin [8]. The A subunit is able to inhibit
elongation of the peptide chain during protein synthesis, resulting
in eukaryotic cell death, tissue damage and organ failure [3,8].
EHEC, together with enteropathogenic E. coli (EPEC), belong to
the attaching and effacing (A/E) bacterial pathogens. They induce
histopathological lesions characterized by localized effacement of
the brush border microvilli and intimate attachment of the
bacteria to the apical membrane of epithelial cells, through the
formation of cytoskeletal actin pedestals [9,10]. All the genes
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mvolved in A/E lesions map to a pathogenicity island, the Locus
for Enterocyte Effacement (LEE) that encodes a type III secretion
system (T'TSS) involved in the injection of several proteins and
effectors [11]. The first gene associated with A/E lesions is the eae
gene encoding intimin, an outer membrane protein. Intimin
binding to Tir, a receptor translocated from the bacteria to the
host cell, mediates intimate adherence of the bacterium to
epithelial cells. Several intimin types have been identified that
may determine the host tropism [12]. Many other factors have
been suggested to be associated with EHEC virulence. These
include enterohemolysin, a pore-forming cytolysin, an extracellu-
lar serine-protease, and a catalase-peroxidase [3,13]. Flagella are
also thought to play a role in adherence to epithelial cells. H7
flagella have been shown to act as an adhesin to bovine intestinal
epithelium [14] and H7 flagellin (encoded by the fiC gene)
induced proinflammatory signals in human colon epithelial cells
through activation of the MAP kinase and NF-kB pathways [15].

Experiments using i vitro organ culture (IVOC) of human
intestinal mucosa revealed a preferential tropism of EHEC
O157:H7 for the follicle-associated epithelium (FAE) overlying
the distal ileal Peyer’s patches (PPs), where it causes A/E lesions
[12,16,17]. The FAE is characterized by the presence of
specialized “membranous” or “microfold” cells (M cells), which
are specialized in the translocation of microorganisms and
antigens from the intestinal lumen to the basolateral side of the
epithelium, where they are delivered to the underlying macro-
phages [18,19]. While M cells are primarly involved in sampling
intestinal antigens, many invasive FEnterobacteriaceae, such as
Salmonella enterica serovar Typhimurium [20], rabbit enteroadher-
ent E. coli [21] or Adherent-Invasive E. coli (AIEC) isolated from
patients with Crohn’s disease [22,23], take advantage of the
transcytotic characteristics of M cells to use them as an entry site to
translocate across the intestinal barrier.

Systemic complications associated with EHEC diseases such as
HUS require the expression and translocation of Stx, which are
produced by colonizing bacteria, from the gut lumen to underlying
tissues and the bloodstream. However, the mechanism of Stx
translocation across the epithelial barrier remains unclear as
human intestinal cells lack Gb3, the Stx receptor. Since EHEC
O157:H7 was found to interact initially with FAE in both humans
and cattle [12,16,24], we hypothesized that the uptake of bacteria
by M cells and underlying macrophages may be the first stage in
Stx translocation, and may represent an important step in the
pathogenesis of EHEC infections. We report here the interactions
of EHEC strains i vivo and ex vivo with murine PPs, and i vitro
using a human M cell model. Binding to the FAE and
translocation through M cells may result in the rapid contact of
bacteria with underlying human macrophages. However, little
information is known about the interactions between EHEC
strains and these cells. We decided, therefore, to investigate entry,
survival and proliferation of EHEC strains belonging to sero-
pathotypes A to C in human THP-1 macrophages. EHEC were
found to survive and to produce Stx within macrophages, leading
to host cell apoptosis and Stx release.

Materials and Methods

Bacterial strains

Bacterial strains and plasmids used in this study are given in
Table 1. The green fluorescent protein (GFP)-expressing strains
were obtained by electroporation of a high-copy plasmid
pFPV25.1. Before use, each strain was streaked onto LB agar
plates (BD Bioscience, USA) and grown overnight at 37°C in LB
broth, unless otherwise stated. When necessary, kanamycin or
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ampicillin was added to the medium at 50 pg/ml. For ex vivo
experiments, a non pathogenic E. coli strain MG1655 (RifY) was
used and plated on LB medium containing rifampicin (300 pg/
ml).

Ethics statement

Animal protocols were approved by the committee for ethical
issues, CEMEA Auvergne (Agreement to Nicolas Barnich,
CEMEA CE16-09, Clermont-Ferrand, France). Mice were killed
by cervical dislocation according to animal care procedure.

Ex vivo interactions with murine Peyer’s patches

Eight- to ten-week old FVB/N wild-type male mice were bread
and reared in the animal care facility at the Université d’Auvergne
(Clermont-Ferrand, France) under specific pathogen free (SPF)
conditions.

Biopsies from ileum with or without PP were immediately
removed from mouse intestine and used for Ussing chamber
experiments. Briefly, 1 cm of ileal samples was opened along the
mesenteric border, splatted and mounted in an Ussing chamber
with an opening area of 0.96 mm?®. Tissues were bathed in 37°C-
oxygenated Ringer solution for 5 h. A total of 1.6 ml of 1x
10’ CFU/ml (colony forming units) of EHEC or non pathogenic E.
colt was added to the mucosal compartment and 1.6 ml of Ringer
buffer was placed into the serosal side. To quantify the bacteria
translocated across mucosa, medium from the serosal compartment
was collected every hour, diluted, and plated onto LB agar plates.
The integrity of ileal mucosa was monitored throughout Ussing
chamber experiments using Fluorescein isothiocyanate (FITC)
(Sigma, St. Louis, MO). FITC diffusion was assessed by fluorescence
measurement in a microplate fluorescent reader (Fluoroskan Ascent
FL, Thermo) at an excitation wavelength of 485 nm and an
emission wavelength of 522 nm.

Mice ileal loop assay

Interactions of EHEC bacteria with PPs were studied using
mouse ileal loops, as previously described by Hitotsubashi ez al. [25].
FVB/N wild-type male mice were starved for 24 h before operation
but provided with water ad lbitum. The animals were anesthetized
and their intestine exteriorized through a midline incision. Two or
three intestinal segments (about 1 cm), each containing one PP,
were ligated, and 5x10® CFU of bacteria (EHEC 86-24 WT and
86-24 Astxy, a non-pathogenic E. coli strain K-12 C600, and a
control AIEC: strain LF82) were injected into the ileal loop. Two
hours after injection, the animals were killed and the loops were
excised. To find a colocalization of 86-24 W'T" bacteria with M cells,
4 um sections of paraffin-embedded PPs were stained with
Tetramethyl Rhodamine Isocyanate (TRITC)-labeled Ulex europaceus
agglutinin 1 (UEA 1, Sigma-Aldrich, France) to label M cells.
Hoechst was used for nuclear staining and a monoclonal mouse
antibody raised against F. coli LPS O157 (Abcam, France) was used
to label EHEC bacteria. The slides were then analyzed with a Zeiss
LSM 510 Meta confocal microscope.

Cell lines and cell culture

The in vitro M cell co-culture model was first developped by
Kerneis et al. and later adapted by Gullberg et al. [26,27]. The
human colorectal adenocarcinoma cell-line Caco-2 clone 1 [27]
was grown in complete DMEM (PAA, Austria), supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Lonza,
Switzerland), 4 mM L-glutamine (PAA), 100 U/ml penicillin
(PAA) and 100 pg/ml streptomycin (PAA). The human Burkitt’s
lymphoma cell-line Raji B (ECACC 85011429) was grown in
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complete RPMI-1640 medium (PAA), supplemented with 10%
heat-inactivated FBS, 8 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin
and 100 pg/ml streptomycin.

The human (macrophage-like) monocyte cell line THP-1
(ATCC TIB202) was maintained in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% heat-inactivated FBS and 4 mM L-

PLoS ONE | www.plosone.org

Table 1. Bacterial strains and plasmid used in this study.
Strains or Source or
plasmids Serotype Seropathotype Characteristics stx genotype reference
Strains
86-24 WT 0157:H7 A Enterohemorragic E. coli O157:H7 stx1— stx2+ [44]
reference strain
86-24 Astx2 0157:H7 NA 86-24 isogenic mutant with stx2 stx1— stx2— [15]
gene deleted
86-24 Aeae 0157:H7 NA 86-24 isogenic mutant with eae stx1— stx2+ [15]
gene deleted
86-24 AfliC 0157:H7 NA 86-24 isogenic mutant with fliC stx1— stx2+ [15]
gene deleted
EDL933 0157:H7 A Enterohemorragic E. coli O157:H7 stx1+ stx2+ ATCC 43895
reference strain
CHVi-1 0157:H7 A E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
CH1898 0157:H7 A E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
CHO75 0157:H7 A E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
CH087 0103:H2 B E. coli isolated from a clinical case stxT1+ stx2— [13]
with HUS
CHO089 0103:H2 B E. coli isolated from a clinical case stx1+ stx2— [13]
with HC
NV-10 026:H11 B E. coli isolated from a clinical case stx1+ stx2— [4]
with diarrhea
CHO071 0157:H26 C E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
CHO013 091:H10 C E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
CHO085 091:H10 C E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
CHO14 091:H21 C E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
VTH13 091:H21 C E. coli isolated from a clinical case stx1+ stx2+ Blanco J*
with HC
CHO16 0174H— C E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
CH123 O5:H— ND E. coli isolated from a clinical case Stx1+ stx2— [13]
with HC
CHO17 O+H— ND E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
CHO023 O+H— ND E. coli isolated from a clinical case stx1— stx2+ [13]
with HUS
LF82 083:H1 NA Adherent-Invasive E. coli isolated NA [45]
from a patient with Crohn’s disease
MG1655 OR:H48/K— NA Non pathogenic E. coli NA Laboratory stock
C600 K-12 NA Non pathogenic E. coli NA Laboratory stock
Plasmid
pFPV25.1 Plasmid constitutively expressing [46]
GFP
NA, not applicable; ND, not determined; HUS, Hemolytic-uremic syndrome; HC, Hemorrhagic colitis; WT, wild-type.
Laboratorio de Referencia de E. coli, Universidade de Santiago de Compostela, Lugo, Spain.
doi:10.1371/journal.pone.0023594.t001

glutamine. THP-1 cells were activated using 20 ng/ml phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich), seeded in 24-well
tissue culture plates (BD Falcon, USA) at a density of 5x10° cells
per cm?, and grown for 18 h.

Vero cells (African green monkey kidney cells, ATCC CRL
1587) were grown at 37°C in Eagle basal medium (Seromed,
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Germany) supplemented with 10% IFBS, 8 mM I-glutamine, medium was added for 3 h, before testing Stx in supernatants. The
100 U/ml penicillin,100 pg/ml streptomycin and 1% vitamin Stx titre was expressed as the reciprocal of the highest filtrate
solution, and seeded in 96-well tissue culture plates at a density of dilution that caused 50% cell detachment after 24 h of incubation,

10° cells per ml. as judged by the dye intensity and by microscopic observation (the
All the cell lines were grown at 37°C under 5% CO; in a breakpoint for a positive result was a titer of 4). Known
humidified atmosphere. concentrations of purified Stx2 (Toxin Technology, USA) were

used to estimate the range of Stx2 release within macrophages.
Vero toxin assay Each experiment was performed at least 3 times.
To quantify Stx production, bacterial culture supernatants and
infected THP-1 supernatants were tested for cytotoxicity in the Bacterial translocation across M cells
Vero cell assay, as previously described [4]. THP-1 cells were A total of 1x10° Caco-2-cll cells per ml were seeded onto the
infected for 2 h, extra-cellular bacteria were removed and fresh apical aspect of Transwell '™ filters (Millipore Ltd, UK) previously
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Figure 1. Ex vivo transmucosal uptake of EHEC bacteria by murine Peyer’s patches, and /n vivo interactions with murine M cells in
ileal loop assays. (A) Ex vivo interaction of E. coli 0157:H7 (strain 86-24 WT) with murine mucosa isolated from the ileum with (n=70) or without
(n=7) Peyer's patches (PPs) in Ussing chambers. Each point represents the number of translocated bacteria (CFU/mm?) for one experiment at the
time of infection (0 h) and after 3 h, 4 h and 5 h of contact. Lines represent the median values of the group. Comparisons were made with the Mann-
Whitney test. *, lleum with PP significantly different from ileal mucosa (P<<0.05). (B) Ex vivo interaction of non pathogenic E. coli MG1655 with murine
ileal mucosa isolated from the ileum with (n = 5) or without (n=6) PPs in Ussing chambers. Each point represents the number of translocated bacteria
(CFU/mm?) for one experiment at the time of infection (0 h) and after 3 h, 4 h and 5 h of contact. (C) Macroscopic analysis of murine PP sections after
a two-hour contact with EHEC 86-24 WT, 86-24 Astx2, AIEC strain LF82 and non pathogenic E. coli K-12 strain C600 in ileal loop assays. Dashed circles
indicate PP. Scale bar=1 mm. (D) Confocal analysis of murine PP sections after labeling of EHEC 86-24 WT with anti LPS O157 antibody (green), of M
cell with UEA-1 TRITC (red) and DNA with Hoechst (blue). Scale bar=20 um. Arrowheads, bacteria associated with UEA-1-positive cells.
doi:10.1371/journal.pone.0023594.9001
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coated with BD Matrigel ™ (USA). Cells were carefully cultured For translocation assay, apical surface of M-cells were infected
for 17 days until they reached a fully differentiated phenotype. with 1x107 bacteria per transwell. Samples from basolateral
5x10° Raji-B cells were added to the basolateral compartment of media were collected every hour for 5 h, and 10-fold dilutions
Caco-2 monolayers and co-culture was maintained for 4-6 days. were plated onto LB agar. The integrity of cell monolayers was
Monocultures of Caco-2 cells on matched filter supports were used tested by monitoring trans-epithelial electrical resistance (TEER)
as control. with a Millicell®-ERS (Millipore).
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Figure 2. /n vitro translocation of EHEC strains across human M cell monolayers. The number of translocated bacteria (CFU/ml) at 1 to 5 h
post infection was determined in M cell monolayers versus control Caco-2 monolayers, for EHEC 86-24 Astx2 (0157:H7) (A) and compared with 86-24
WT and 86-24 Aeae (B) and with EDL 933 (O157:H7) and CH087 (O103:H2) (C). Results are means * standard error of mean (SEM) for replicate
experiments. Translocation through M cell monolayers significantly different from that of Caco-2 monolayers (* P<0.05 or ** P<<0.01).
doi:10.1371/journal.pone.0023594.g002
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Bacterial uptake, survival and replication in human
macrophages

Bacterial uptake, survival and replication were measured by the
gentamicin protection assay. Bacterial strains were grown for 2 h
at 37°C in LB. Before infection, cell monolayers were washed
twice with PBS and the medium was replaced with 1 ml of RPMI-
1640 supplemented with 10% heat-inactivated FBS for 2 h. THP-
1 cells were infected with a multiplicity of infection (MOI) of 10
bacteria per macrophage. After a 2-h incubation, infected
macrophages were washed twice with PBS, and fresh cell culture
medium containing 20 ug/ml of gentamicin was added to kill
extracellular bacteria. After incubation for 1, 4, 24 or 48 h, the
medium was removed, cells were washed once with PBS, and a
5 min treatment with 500 pul 1X-triton was used to lyse the
eukaryotic cells. This concentration of Triton X-100 had no effect
on bacterial viability for at least 30 min. Samples were collected,
diluted, and plated onto Mueller-Hinton agar plates to determine
the number of bacteria surviving gentamicin killing assay. Survival
was expressed either as CFU/well or as the mean percentage of
the number of bacteria recovered at 4, 24 and 48 h post-infection,
compared to that at 1 h post-infection, defined as 100%. Each
experiment was performed at least five times.

Lactate dehydrogenase activity (LDH)

Supernatants of infected macrophages were sampled at 1, 4, 8
and 24 h of gentamicin treatment, and assayed for LDH activity
using reduced nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) as a
substrate (LDH kit, Boehringer Mannheim, France).

Hoechst Staining of THP-1 macrophages

Coverslips with adherent infected THP-1 cells were collected at
specified time points, fixed with 4% paraformaldehyde, washed
twice with PBS, and stained with Hoechst (5 mg/ml) for 30 min at
room temperature. Coverslips were washed three times with
saponin, twice with PBS, and mounted on glass slides. Apoptotic
nuclei were quantified by fluorescence microscopy. Each exper-
iment was performed four times. Five random fields were counted
on each slide.

Interactions of EHEC with M Cells and Macrophages

Transmission electron microscopy (TEM)

Cross sections of THP-1 cells were prepared as follows. After
infection, cells were fixed with 3% glutaraldehyde in 0.2 M
cacodylate buffer at 4°C for 2 h and post fixed in 1% OsOy in
cacodylate buffer at 4°C for 1 h. After dehydratation in ethanol,
cultures were embedded in a 2-mm-thick Epon coating and
polymerized for 3 days at 60°C. Suitable areas were oriented
parallel to the cell layer surface on Epon blocks with an Epon
mixture. Ultrathin sections were contrasted with uranyl acetate
and lead citrate. Grids were examined with Hitachi H7650 TEM.

Confocal microscopy of infected THP-1 macrophages
After infection with GIFP-expressing bacteria, as described
above, THP-1 cells were washed with PBS to eliminate extra-
cellular bacteria and fixed with 3% paraformaldehyde for 10 min.
Fixed-cells were washed with PBS, incubated for 5 min with
0.1 M glycine, washed with PBS, and permeabilized with 0.1%
Triton X-100 for 20 min. After PBS-washing, slides were
incubated twice for 10 min, each time with PBS-0.2% gelatin.
Actin cytoskeleton was stained for 15 min using TRITC-
phalloidin (Sigma-Aldrich, France). Monolayers were then washed
with PBS and distilled water, stained with 49,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) and mounted on glass slides with a Mowiol
solution (Calbiochem, Darmstadt, Germany). The slides were
examined with a Zeiss LSM 510 Meta confocal microscope.

Statistical analysis

The Student -test was used for unpaired data with a 5% level of
significance for the comparison of values. For Ussing chamber
experiments, comparisons were made with the unpaired Mann
Whitney test.

Results

EHEC strains interact ex vivo with murine Peyer’s patches
and in vivo with murine M cells

EHEC mucosal translocation across murine ileal mucosa was
studied in Ussing chambers. Transmucosal uptake of EHEC 86-24
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Figure 3. Survival and replication of EHEC strains within human THP-1 macrophages at 24 h post-infection. Results are expressed as
the number of intracellular bacteria at 24 h relative to that obtained at 1 h after gentamicin exposure, taken as 100%. A, seropathotype A; B,
seropathotype B; C, seropathotype C; ND, seropathotype not determined. All assays were performed independently at least five times. Results are

means * Standard Deviation (SD) for the replicate experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0023594.g003
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WT bacteria through murine ileal mucosa without PP was very
low, even after 5 h of infection (Figure 1A). In contrast, bacterial
translocation was observed for ileal biopsies containing PP,
reaching a median number of translocating bacteria of
1.1x10° CFU/mm? at 5 h, versus no translocating bacteria for
6 out of 7 ileal mucosa without PP (P<<0.05) (Figure 1A). As a
control, a non pathogenic E. coli strain was not able to translocate
across ileal mucosa either with or without PP (Figure 1B). The
integrity of ileal mucosa was monitored throughout Ussing
chamber experiments: FITC diffusion was limited and there was
no difference between Stx-producing bacteria and non pathogenic
E. coli (Figure S1). To confirm ex vivo data, in vivo experiments using
mouse ileal loop containing one PP were performed. Interestingly,

A

120

% of intracellular bacteria at 1 h post-infection
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bloodshot PPs were observed macroscopically in ileal mucosa after
a two-hour contact with wild type EHEC. This was not the case
with a Stx-negative E. coli strain 86-24 Astx,, nor with the AIEC
strain LF82, an invasive F. coli pathovar known to target PPs, nor
with a non pathogenic E. coli strain K-12 C600 (Figure 1C).
Confocal analysis revealed that 86-24 WT EHEC bacteria interact
with murine M cells (Figure 1D).

EHEC strains are able to translocate across M cells

Since 86-24 W'T' EHEC interact i vivo with murine M cells, we
used an  vitro model in which human intestinal epithelial cells
acquire M cell-like characteristics after being co-cultured with Raji
B cells to study bacterial translocation. Experiments were first
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Figure 4. Entry and survival of EHEC strains within THP-1 macrophages. Percentage of intracellular bacteria at 1 h relative to 86-24 WT
taken as 100% (A), and percentage of intracellular bacteria at 24 h/1 h and 48 h/1 h post-infection (B) for EHEC 86-24 WT, and 86-24 Astx2, 86-24
Aeae, and 86-24 AfliC isogenic mutants. All assays were performed independently at least four times. Results are means * SD for the replicate
experiments. Panel A) * 86-24 AfliC significantly different from 86-24 WT (P<<0.05). Panel B) * 86-24 Astx2 significantly different from 86-24 WT at 24 h

post-infection (P<<0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0023594.g004
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performed using an E. coli 86-24 Astx; mutant to avoid possible cell
death induced by Stx. Translocation of E. coli 86-24 Astx,
remained at low levels with the control Caco-2 monolayer [27]
(4.6x10°+1x10° CFU/ml), but increased with time in the i vitro
M cell model, reaching 5.1x107+1.7x107 CFU/ml at 5 h post
infection (P<<0.01) (Figure 2A). The behavior of 86-24 WT and
86-24 Aeae mutant was then analyzed and was similar to that of
86-24 Astx, (Figure 2B), indicating that (i) Stx does not interfere
with the co-culture model and (ii) intimin (product of the eae gene)
is not directly involved in translocation in this model. An
additional O157:H7 reference strain (EDL933) and a non-O157
EHEC of serotype O103:H2 (CHO087) were also able to translocate
across M cells (Figure 2C), supporting the hypothesis that this
mechanism could be extended to all EHEC strains. In contrast,
the non pathogenic F. coli strain K-12 C600 was not able to
translocate at levels similar to that of EHEC strains, since only
7.4x10" CFU/ml were recovered after a 5 h contact with M cells.
The translocation of EHEC bacteria was not the result of a loss of
the monolayer integrity, since TEER stayed constant during the
5 h of infection (Figure S2).

EHEC strains can replicate within THP-1 macrophages

The study was performed with 15 EHEC strains isolated from
HC/HUS patients and two O157:H7 reference strains (86-24 W'T
and EDL933). Bacterial uptake, survival and replication in THP-1
cells were measured by the gentamicin protection assay. The non
pathogenic E. coli strain K-12 C600 was used as a negative control
and AIEC strain LF82 (isolated from a patient with Crohn’s
disease and able to highly replicate within macrophages) as a
positive control [28,29]. The number of intracellular bacteria was
determined 1 h, 24 h and 48 h post-infection in the presence of
gentamicin. The ability of EHEC strains to enter macrophages
varied widely from one strain to another. The amount of
intracellular bacteria at 1 h post-infection ranged from
1.7x10* CFU/well for CHO16, to 5.8x10° CFU/well for
CHO15 (data not shown). The ability to enter macrophages was
not related to serotype or belonging to a seropathotype.

Survival or replication of EHEC strains at 24 h post-infection was
expressed as a percentage compared to the number of bacteria at
1 h, defined as 100%. The nonpathogenic £. coli K-12 C600 control
strain was slowly but efficiently killed following phagocytosis by
THP-1 cells: only 7% of the bacteria initially internalized were
recovered at 24 h post-infection, evidence of the bactericidal activity
of the THP-1 macrophages (Figure 3). All EHEC strains were able
to survive within macrophages after 24 h. Compared to those of the
negative control (E. coli K-12 C600), the percentages of survival
were higher, ranging from 23% for CHVi-1 to 155% for CHO71.
However, in contrast with what was observed for the positive
control (AIEC strain LF82), the number of intracellular bacteria at
24 h post-infection was smaller than at 1 h post-infection (less than
100%) in all but two strains (CHO13 and CHO71). No link was
found between the ability of strains to survive/replicate and their
serotype. After investigating the ability of strains to express Stx, we
observed that the strains able to replicate within macrophages no
longer expressed Stx (Stx titers<<4, see Figure 3).

To confirm that Stx play a role in the ability of EHEC strains to
survive and/or replicate within macrophages, stx isogenic mutants
of the O157:H7 reference strains 86-24 WT and EDL933 were
used. For 86-24 W'T', the number of bacteria internalized after 1 h,
defined as 100%, was 2.1x10°> CFU/well (Figure 4A), and the
survival rate was 51%, indicating that the level of intracellular
bacteria was two-fold lower after 24 h than after 1 h (Figure 4B).
The entry of the 86-24 Astxy mutant was slightly less than that of
the wild type (81%, Figure 4A), but the percentage of survival was
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186% (Figure 4B), indicating that the number of intracellular
bacteria had almost doubled compared to time 1 h. The behavior
of the isogenic Aeae mutant did not differ from that of the 86-24
WT strain. Interestingly, the percentage of survival at 48 h post-
infection was low for all the strains tested, around 5% for Stx-
producing strains and 35% for Asixy mutants and non-Stx-
producing bacteria. Identical results were obtained with EDL933
and its isogenic Astx and Aeae mutants (data not shown).

Cytotoxic effects of EHEC infection on THP-1
macrophages

To check if EHEC were able to produce Stx within
macrophages, supernatants of infected THP-1 cells were tested
using a Vero toxin assay. High amounts of Stx were recovered
from THP-1 macrophages infected with EHEC 86-24 WT and
EDIL933: the cytotoxic titer was 1/256 (1/2% and the average
amount of toxin was estimated to be 8.2+1.8 ng/ml. As expected,
no cytotoxic effect was observed in the supernatants of THP-1
infected with a non pathogenic E. coli strain or the 86-24 Asix2
mutant (Table 2).

Culture supernatants of infected macrophages were assayed for
the presence of the cytoplasmic LDH to estimate the membrane
integrity of the cells and the cytotoxic effect of EHEC strains. The
amounts of LDH released were expressed as LDH activity
recovered in the supernatant relative to LDH activity of total cell
lysis defined as 100%. Infection of THP-1 cells with wild type 86-
24 EHEC strain resulted in high release of LDH, which reached
20% at 24 h post-infection (Figure 5A). In contrast, the amounts of
LDH released from Astxo-infected macrophages were significantly
lower than those of cells infected with the 86-24 WT strain
(P<<0.05). Since Stx have been shown to induce apoptosis in
epithelial, endothelial and monocytic cells [30,31], we decided to
perform fluorescence microscopy analysis of THP-1 nucleus
stained with Hoechst. Unlike the 86-24 Asix, mutant, macro-
phages infected with 86-24 WT for 24 h had fragmented nuclei,
characteristic of apoptotic cells (Figure 5B). Quantifications of
apoptotic cells are shown in Figure 5C. After a 4-h to 24-h
infection, 86-24 WT increased the percentage of apoptotic cells,
compared with cells infected with the Astxo mutant or non infected
(NI) cells (P<0.05). At 24 h, the percentage of apoptotic cells
reached 5% of the remaining cells, compared to 0.3% and 0.1%
with the Astxy mutant and non infected cells, respectively
(P<0.05).

Morphological data to confirm the cytotoxic effects and survival
of EHEC wild type strain and the Astxo mutant within THP-1 cells
were obtained with confocal microscopy and TEM. One hour

Table 2. Quantification of Stx released after THP-1 infections.

Stx concentration®

Strains Cytotoxic titer® (ng/ml)
86-24 WT 1/256 82*+18
86-24 Astx2 B 0
86-24 Aeae E 0
EDL933 1/256 82*18
K-12 C600 E 0

*The verotoxin titer was expressed as the reciprocal of the highest sample
dilution which caused 50% cell detachment after 24 h of incubation.
bStx concentration in the supernatant of infected THP-1 macrophages.
The results of 3 independent sets of data are presented.

-, no cytotoxic effect.

doi:10.1371/journal.pone.0023594.t002
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Figure 5. Induction of apoptosis in THP-1 macrophages infected by EHEC strains. Percentage of lactate dehydrogenase (LDH) activity at
1 h, 4 h, and 24 h post-infection (A). Fluorescence microscopy analysis of 86-24 WT and 86-24 Astx2 infected THP-1 macrophages stained with
Hoechst at 24 h post-infection. Arrowheads indicate the fragmented nuclei of apoptotic cells (B). Quantification of apoptosis in infected THP-1
stained with Hoechst (C). Results are expressed as percentage of apoptotic cells numbered by microscopy observation. Results are mean + SEM of
four independent experiments. NI, non infected. Panel A) * 86-24 Astx2 significantly different from 86-24 WT at 24 h (P<<0.05). Panel C) 86-24 Astx2
and NI significantly different from 86-24 WT at 4 h and 24 h (*) (P<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0023594.g005

after infection, whatever the strain, many macrophages were layers were damaged and very few bacteria were found within
infected with only a few bacteria present in small vacuoles macrophages (Figure 6D), suggesting that Stx production had
(Figure 6A and C). At 24 h post-infection with 86-24 WT, cell driven the cells to apoptosis and release of intracellular bacteria
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into the antibiotic containing media. In contrast, THP-1
macrophages infected with the 86-24 Asix, mutant contained
many bacterial clusters (Figure 6B and E), indicating that non-Stx-
producing bacteria were able to replicate within macrophages; no
morphological evidence of cytotoxicity was observed, confirming
LDH release results.

Discussion

EHEC O157:H7 are one of the most common pathogens
involved in large outbreaks of severe gastrointestinal illnesses
around the world [2,6]. EHEC: are implicated in a wide spectrum
of clinical outcomes ranging from nonbloody diarrhea to HC and
HUS. Stx, one of the major virulence factors produced by EHEC,
plays an important role in the development of complications such
as HUS [3]. To cause human illness, orally ingested EHEC must
survive the acidic environment of the stomach [3]. However,
recent studies evaluating the survival of an E. coli O157:H7 strain
in a simulated  vitro model of human digestive tract, revealed a
bacterial mortality in the stomach and duodenum. A bacterial
growth was observed in the distal parts of the small intestine,
suggesting that high levels of bacteria could be present in the ileum
and in the colon [32]. EHEC are thought to colonize the colonic
mucosa but do not invade deeper layers of the mucosa or spread
systemically. Studies conducted using human intestinal IVOC
have revealed a preferential tropism of EHEC for the FAE
overlying ileal PPs, which is associated with a lack of colonic
adhesion [12,16,17]. EHEC can induce A/E lesions on IVOC
prepared from bovine ileum [16], but the principal site of
colonization of EHEC O157:H7 is the lymphoid follicle-dense

Interactions of EHEC with M Cells and Macrophages

mucosa at the terminal rectum in the bovine host [24]. If EHEC
target FAE, we hypothesized that the uptake of bacteria by M cells
and underlying macrophages, which 1s observed for some
pathogenic bacteria, may be the first step in EHEC translocation
and subsequent toxin transport across the intestinal barrier.

It is now well documented that invasive members of the
Enterobacteriaceae family, such as Salmonella, Shigella or AIEC, use M
cells as the initial point of interaction with the host mucosa
[18,20,22,23,33]. M cells transcytosis has been studied in vitro using
a procedure to differentiate human intestinal epithelial cells (Caco-
2) into M cells by co-culture with Raji B lymphocytes. This model
exhibits morphological and functional characteristics of M cells,
such as loss of microvilli, downregulation of brush-border enzy-
mes, upregulation of particle transport, and enhanced transloca-
tion of pathogens [26,27]. Salmonella translocation across this co-
culture model was greater than in Caco-2 control monolayers,
while translocation of EPEC, Listeria monocytogenes or Clostridium
difficile was not enhanced in M cells compared to Caco-2 [18,34].
We show here for the first time that EHEC strains, including
O157:H7 and non-O157 serotypes, are able to significantly
translocate through M cell monolayers compared to Caco-2
monolayers. A non pathogenic E. coli strain was not able to
translocate at levels similar to that of EHEC strains. The high level
of EHEC translocation through M cells is not a result of the loss of
monolayer integrity, since the transepithelial electrical resistance of
M cell monolayers was not modified after infection neither with
EHEC strains 86-24 WT and EDL 933, nor with a non
pathogenic E. coli. The Ussing chamber system is also a useful
model of ex wviwo intact organ culture to study mechanisms of
bacterial translocation and the pathogenesis of enteric infections.

Figure 6. Survival and cytotoxic effects of EHEC strains within THP-1 macrophages. Confocal microscopy (A and B) and Transmission
Electron Microscopy (TEM) (C, D, and E) analysis of THP-1 macrophages infected with EHEC strains. THP-1 macrophages were infected with the 86-24
WT strain (A, C and D) and with the 86-24 Astx2 isogenic mutant (B and E) at 1 h post-infection (A and C) and at 24 h post-infection (B, D and E). For
confocal micrographs, THP-1 macrophages were infected with GFP-positive 86-24 WT and 86-24 Astx2 isogenic mutant (green color). The actin
cytoskeleton of cells was stained with TRITC phalloidin (red), and DNA was stained with DAPI (blue). Arrowheads indicate bacteria within THP-1

macrophages. Scale bar=10 um (A and B). Scale bar=1 um (C, D and E).

doi:10.1371/journal.pone.0023594.9g006
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Transmucosal uptake of EHEC strain 86-24 WT was confirmed crossed the ileal mucosa in the absence of PP. In vivo ileal loop
and we observed high levels of bacterial translocation through assays confirmed a specific targeting of EHEC to FAE overlying
murine ileal mucosa containing PP, whereas very few bacteria PP regions. Taken together, our i wvitro, ex wvivo and in wvivo
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Figure 7. New working model for EHEC infection in humans. The diagram shows a monolayer of intestinal epithelial cells with EHEC infection
in the lumen. Stx production occurs in the intestine. The bacteria cross the intestinal barrier through M cells. In the lamina propria, bacteria enter,
survive, and produce Stx within resident macrophages. Following replication of bacteria in macrophages, extensive Stx production induces host cell
death. Subsequently, released Stx could cross the downstream blood vessels to reach the kidneys, intestine, and brain. Damage to these organs
results in serious life-threatening complications in humans.

doi:10.1371/journal.pone.0023594.g007
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experiments demonstrate that EHEC strains target M cells on the
surface of PPs in order to translocate across the epithelial barrier.
Moreover, we describe for the first time that a two-hour contact
with wild type EHEC induces hemorrhagic lesions in PPs in ileal
loop assays, whereas such phenomenon is not found for AIEC
strain LF82, an invasive E. coli pathovar known to target PPs [23].
A Stx-negative mutant is not able to induce bloodshot in ileal loop,
which confirms the well known role of Stx in hemorrhagic lesions.

The molecular mechanisms that mediate the transport of bacteria
across M cells remain unclear, and the bacterial effectors involved
have not yet been totally identified. Intimin types might play a role in
determining the pattern of colonisation and tissue tropism in the host,
and intimin y appears to restrict colonization of O157:H7 strains to
human FAE [16]. Moreover, intimin y binds B1-integrins, which are
expressed on the apical surface of M cells [35]. Contrary to
expectations, deletion of the eae gene in strain 86-24 did not alter
translocation rates in our M cell model (Figure 2B) whereas the
mutant was impaired in its capacity to adhere to epithelial intestinal
cells (data not shown). Our results indicate that the LEE encoded
genes may not promote translocation across M cells in EHEC. The
long polar fimbriae (LPF), encoded by the {pf operon, play a key role
in Salmonella enterica serovar Typhimurium [36] and in AIEC [23] to
mediate bacterial interactions with M cells. The /{f operon was
detected in an O91:H21 HUS associated strain, using a genomic
subtractive hybridization procedure to identify virulence DNA
sequences [37], and the complete genome sequence of O157:H7
strains revealed the presence of two {pf operons [38,39]. Their
expression is tightly regulated, and LPIF were reported to be
associated with adherence in EHEC O157:H7 to cultured epithelial
cells [40]. However, deletion of one or both of the {pf operons in
0O157:H7 did not reduce FAE adhesion but enhanced colonization to
small intestine, suggesting that LPF do not promote the targeting of
PP in EHEC O157:H7 [41].

The enteric pathogens crossing the FAE are captured by
resident macrophages and subepithelial dendritic cells in the dome
of the lymphoid follicle [19]. In this study, we analyzed the entry,
survival and proliferation of 17 EHEC strains and isogenic
mutants in human THP-1 macrophages. We showed that EHEC
were able to survive within macrophages for 24 h and to produce
Stx, thereby inducing cell apoptosis of THP-1 macrophages and
toxin release. Studies using human epithelial, endothelial and
monocytic cell lines have shown that purified Stx induce apoptotic
cell death n vitro [31]. The mechanism of Stx-induced apoptosis in
the human myeloid leukaemia cell line THP-1 involves the
increased expression of DR5 and TRAIL and activation of
caspase-8 via a calpain-dependent mechanism through endoplas-
mic reticulum stress response [30,31]. Furthermore, Stx encoding
genes were seen to be up-regulated in intracellular bacteria [42].

Stx1 and Stx2 are able to cross polarized intestinal epithelial
cells via a transcellular process and to remain biologically active
after translocation, and it was shown that neutrophil transmigra-
tion enhanced the translocation of Stx, probably by opening a
non-specific paracellular pathway across a polarized monolayer of
T84 epithelial cells [43]. Here we propose an alternative pathway
for Stx translocation via bacterial uptake by M cells and underlying
macrophages. After bacterial uptake by M cells, Stx induce
apoptosis in underlying infected macrophages, which leads to
EHEC and toxin release in the lamina propria. In our experimental
conditions, the average survival rate for the 86-24 wild type strain
was only 51% because bacteria released into the antibiotic
containing media were killed. In contrast i viwo, EHEC strains
could be released in the lamina propria. We found that EHEC were
able to replicate within THP-1 macrophages after 24 h but were
killed after 48 h, unlike AIEC LF82 strain, which was still able to
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replicate within macrophages [28,29]. More and more bacterial
pathogens are observed to be able to translocate across the FAE via
M cells, but their fate varies greatly depending on the pathogen.
Salmonella, which are able to survive within macrophage, can
spread throughout the organism, leading to bacteraemia and to
systemic diseases. In contrast, infections due to Shigella or AIEC are
restricted to the digestive tract. In vivo, EHEC could be eventually
killed and therefore would not invade deeper layers of the mucosa,
but the toxins released could gain access to the systemic circu-
lation. The amount of toxin that translocates across intestinal
epithelia is probably one of the most important factors in
determining the development of systemic complications.

As observed with Shigella, the infectious dose for E. coli O157:H7
estimated from outbreak data is considered to be as low as 1 to 100
organisms [3]. The targeting of bacteria to M cells and subsequent
capture by macrophages could explain why only a small amount of
bacteria would be sufficient to trigger disease, which determines, in
part, the efficiency of the infection and the low infectious dose. We
propose a new model for EHEC infection in humans (Figure 7)
and suggest that bacteria cross the intestinal barrier through M
cells overlying PPs. In the lamina propria, bacteria could enter,
survive, and produce Stx within resident macrophages, inducing
host cell apoptosis. In this case, however, bacteria would be
eventually killed without causing bacteraemia. Subsequently,
released Stx would cross the downstream blood vessels to reach
the kidneys, intestine, and brain leading to severe disease in
humans. The study of the relationships between interactions with
M cells and the development of disease could help in designing
novel therapeutic approaches to EHEC infection.

Supporting Information

Figure S1 Integrity of murine ileal mucosa determined
by monitoring of FITC diffusion. The mucosal integrity was
monitored ex vizo in Ussing chambers by following FITC diffusion
after infection with EHEC strain 86-24 WT and non pathogenic E.
coli strain MG 1655. Murine mucosa was isolated from the ileum,
with Peyer’s Patches (PP) (86-24 WT M and MG1655 [J ) or without
PP (86-24 WT @ and MG 1655 O) placed in Ussing chambers during
a 5-hour contact. One representative set of data is presented.

(TIF)

Figure S2 Integrity of cell monolayers determined by
trans-epithelial resistance (TEER) measurement. TEER
was monitored during a 5-hour infection in Caco-2 (A) and M cell
monolayers (B), infected with EHEC strains 86-24 WT (Caco-2 A
and M cells A), and EDL 933 (Caco-2 @ and M cells O) or with a
non pathogenic E. coli K-12 C600 (Caco-2 B and M cells ).
(TIF)
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Figure S1 : Integrity of murine ileal mucosa determined by monitoring of FITC diffusion. The
mucosal integrity was monitored ex vivo in Ussing chambers by following FITC diffusion after
infection with EHEC strain 86-24 WT and non pathogenic E. coli strain MG1655. Murine mucosa was
isolated from the ileum, with Peyer's Patches (PP) (86-24 WT = and MG1655 o ) or without PP (86-24
WT « and MG1655 o) placed in Ussing chambers during a 5-hour contact. One representative set of
data is presented.
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Figure S1 : Integrity of cell monolayers determined by trans-epithelial resistance (TEER)
measurement. TEER was monitored during a 5-hour infection in Caco-2 (A) and M cell monolayers
(B), infected with EHEC strains 86-24 WT (Caco-2 4 and M cells 2), and EDL 933 (Caco-2 » and M
cells o) or with a non pathogenic E. coli K-12 C600 (Caco-2 = and M cells ).









Résumé

La maladie de Crohn (MC) est une affection inflammatoire chronique du tube digestif
dont I’étiologie est multifactorielle. Les lésions iléales des patients atteints de MC sont
anormalement colonisées par des souches pathogenes de Escherichia coli appartenant au
pathovar AIEC pour « Adherent-Invasive E. coli ». Ces souches sont capables d’adhérer et
d’envahir les cellules épithéliales intestinales, et ont la capacité de survivre et de se multiplier
fortement en macrophages en induisant une synthése intense de TNF-a. L’objectif de ce
travail s’inscrit dans la compréhension des mecanismes permettant aux bactéries AIEC de

coloniser la muqueuse intestinale et d’induire les stades précoces de la pathologie.

Une précédente étude menée au laboratoire avait permis de mettre en évidence
I’importance de I’activation de la voie de régulation dépendante du facteur bactérien sigma
alternatif RpoE (ou c%) dans le processus d’adhésion et d’invasion des cellules épithéliales
intestinales par la souche AIEC de référence LF82 via I’expression des pili de type 1 et des
flagelles. En continuité de ces travaux, nous montrons que I’activation de la voie de
signalisation dépendante du facteur ¢ est également primordiale pour la capacité des souches
AIEC a former des biofilms, et une analyse bioinformatique ayant pour but d’identifier les
génes régulés par o= a montré que I’opéron waaWVL, impliqué dans la biosynthése du
lipopolysaccharide, est primordial pour la formation de biofilm par les souches AIEC.

De plus, nous avons mis en évidence que les long polar fimbriae (LPF) sont impliqués
dans le ciblage de I’épithélium associé aux plaques de Peyer par les bactéries AIEC, et ceci en
leur permettant de cibler spécifiqguement les cellules M. L’inactivation du gene Nod2, géne de
susceptibilité a la MC, conduit a une augmentation du nombre de plaques de Peyer ainsi que
des cellules M a leur surface, indiquant que les bactéries AIEC pourraient tirer avantage d’une

susceptibilité génétique pour cibler les plaques de Peyer.
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