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ABBREVIATIONS

ACP : acyl -acyl carrier protein

ADN : acide desoxyribonucléique

Al : auto-inducteur

AIEC : : adherent invasive Escherichia coli

AHL : N-acyl homosérine lactone

ARN: acide ribonucléique

BSA : bovin serum albumin

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
DHMF : 2,4-dihydroxy-2methylhydrofuran-3-one
DMDS : dimethyl disulfure

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO : diméthylsulfoxyde

DPD : 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione

DSS : dextrane sodic sulfate

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

FITC : fluorescein isothiocyanate

FTICR : Fourrier-transform ion cyclotron resonance
GC-MS/MS : gas chromatography coupled with tandem mass spectrometry
HK : histidine kinase

HPLC : high performance liquid chromatography

2HQ : 2-hydroxyquinolinelFN : interféron

IKK : kB kinase

IL : interleukine

IQGAP1 : IQ-motif containing GTPase-activating protein
KO : knock out

LPS : lipopolysaccharide

MC : maladie de Crohn

MICI : maladies inflammatoires chroniques intestinales



NFkB: nuclear factor kappa B

NOD2: nucleotide-binding oligomerization domain 2
PAIl : peptides auto-inducteurs

PBMC : peripheral blood mononuclear cell

PBS : phosphate buffered saline

PCR : polymerase chain reaction

PFA : paraformaldéhyde

PON : paraoxonase

PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor
QQ : quorum quenching

QS : quorum sensing

RCH : rectocolite hémorragique

RR : régulateur de réponse

SAH : S-adenosyl homocysteine

SAM : S-adenosyl-methionine

SRH : S-ribosyl homocysteine

SVF : sérum de veau fétal

TLR : toll like receptor

TNBS : acide 2,4,6 trinitrobenzéne sulfonique

THMF : 2-methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofuran

TNF : tumor necrosis factor

WGA : wheat germ agglutinin
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Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont caractérisées par une inflammation
chronique de la muqueuse intestinale conduisant a des dommages anatomiques et une
augmentation du risque néoplasique[1,2]. Elles constituent un enjeu socio-économique car elles
touchent des sujets jeunes et leur incidence est relativement élevée dans les pays industrialisés (8-15
par 100000 habitants/an)[3,4]. La dysbiose ou déséquilibre entre les populations bactériennes
constituant le microbiote intestinal est un élément fondamental de la physiopathologie complexe
des MICI[5,6]. Elle se caractérise par une instabilité du microbiote, une perte de sa biodiversité
(diversité alpha ou richesse spécifique) particulierement au sein des Firmicutes et I'expansion de
gamma-protéobactéries. L'étude du dialogue entre les bactéries du microbiote intestinal et les
cellules de I’héte (cellules épithéliales, cellules immunes) participant au développement et/ou a la
persistance de linflammation de la muqueuse intestinale, constitue une part importante et

dynamique de la recherche fondamentale dans le domaine des MICI.

Ce travail de these s’inscrit dans la continuité des travaux déja effectués par notre équipe sur ce
sujet. En effet, nous avons montré que la dysbiose avait un impact sur les voies de I'inflammation
intestinale par la perte d'une bactérie aux propriétés anti-inflammatoires, Faecalibacterium
prausnitzii[7]. Plus récemment, nous avons également observé que la dysbiose associée aux MICI
était un facteur prédictif de rechute apres arrét de I'Infliximab[8] . Ainsi, la sévérité de la dysbiose
semble étre associée a différents profils évolutifs de MICI. Il parait donc crucial d’étudier les

conséquences de la dysbiose sur les voies de I'inflammation intestinale.

Dans ce cadre, notre intérét s’est porté sur I'’étude de certains métabolites du microbiote. En effet,
leur utilisation comme biomarqueurs de la dysbiose associée aux MICI est intéressante. Mais par
ailleurs, ces molécules bioactives peuvent avoir un impact sur la régulation des populations
bactériennes au sein du microbiote d’'une part et d’autre part sur les voies de l'inflammation

intestinales chez I’'h6te[9,10].

Ce travail de thése s’intéresse a un sujet jusque-la inexploré, I'’étude des molécules de dialogue inter-
bactérien ou molécules du quorum sensing (QS). En effet, si ces molécules sont en jeu dans
I’écosysteme intestinal, il parait raisonnable qu’elles participent a la I'’équilibre des populations
bactériennes puisqu’elles exercent leur effet en fonction de la densité des populations bactériennes
(effet de quorum). D’autre part, elles peuvent également étre impliquées dans I'interaction hote-
bactéries participant ainsi a un dialogue ‘inter-kingdom’. Ce sujet innovant fait donc I'objet d’un
interét particulier lors de I'étude des conséquences de la dysbiose sur les voies de I'inflammation

intestinale.
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Cette étude exploratoire a la recherche de molécules du QS dans I'écosystéeme intestinal est
translationnelle, s’appuyant sur une cohorte clinique de patients atteints de MICI, sur I'expertise de
notre équipe de recherche concernant la détection des métabolites bactériens par spectrométrie de
masse et I'analyse du microbiote intestinal. Elle fait I'objet d’un article princeps que I'on peut
qualifier de preuve de concept qui fait état des résultats translationnels et de I'effet in vitro de ces
molécules du QS sur des cellules épithéliales intestinales. Les résultats complémentaires in vitro et in
vivo décrits ensuite ouvrent de nombreuses perspectives quant au role de ces molécules au sein de

I’écosystéme intestinal et plus particulierement au cours des MICI.
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I. LE MICROBIOTE INTESTINAL HUMAIN

I.A. Description du microbiote intestinal humain

Le microbiote intestinal constitue un écosystéeme complexe dont I'impact sur la santé de 'Homme
est aujourd’hui reconnu. Le tube digestif héberge des étres unicellulaires comme des bactéries mais
aussi des virus, des champignons et des micro-organismes trés particuliers appelés les archaea qui se
différencient des bactéries et du regne animal. Parmi tous ces micro-organismes, les bactéries
forment le groupe le plus représenté. On considérera donc que les données se référant au
microbiote intestinal concernent les bactéries qui colonisent notre tube digestif. Ce compartiment
devient un élément important de la physiologie humaine a mesure que I'on reconnait plusieurs
fonctions physiologiques portées par ce microbiote. Méme si son étude reste encore du domaine de
la recherche, une bonne connaissance de cette entité apparait nécessaire pour appréhender les

avancées en cours visant a manipuler ce microbiote dans un but thérapeutique.
I.A.1.Biodiversité et mise en place

Le microbiote intestinal humain contient environ 103 bactéries[11] réparties en 4 phyla bactériens:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, et Proteobacteria et représente 'un des écosystémes les
plus complexes présents a la surface de la terre. Le microbiote intestinal d’un individu adulte est
représenté par plusieurs centaines d’espéeces bactériennes différentes et il est stable au cours du
temps[12,13]. Plus de 80% des espéces bactériennes appartenant a cet écosystéme ne sont pas
cultivables. La plus grande partie des informations concernant cet écosystéme a donc été générée
grace a des méthodes moléculaires basées sur le séquencage du gene bactérien codant I’ARN
ribosomal 16S. La majorité des études ont été réalisées sur des échantillons de selles. La combinaison
de méthodes culture-dépendantes et culture-indépendantes a permis de déterminer que les genres
Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Bifidobacterium et Fusobacterium dominaient
le microbiote fécal. A la naissance, le tube digestif du nouveau-né est dépourvu de bactérie. La
colonisation microbienne débute dés les premiers instants de vie. En I'absence des mécanismes
immunitaires sophistiqués de I'adulte, le tube digestif du nouveau-né est un environnement
particulierement permissif et les niveaux de population y atteignent rapidement 10! bactéries par
gramme de contenu. La colonisation suit néanmoins un schéma relativement organisé, sous la
dépendance de facteurs exogenes (d’origine maternelle, alimentaire) et endogenes tels que les
secrétions du tube digestif mais aussi les produits des premiers micro-organismes colonisateurs qui
globalement conditionnent la physico-chimie du biotope[14]. Les bactéries anaérobies qui dominent

le microbiote intestinal de I'adulte font partie des premiers micro-organismes rencontrés lors d’une
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naissance par voie basse. La mise en place successive d’espéces bactériennes conduit vers I'age de
deux ans a un microbiote stable au plan fonctionnel. Ces bactéries se répartissent tout le long du
tube digestif selon des concentrations croissantes depuis des parties hautes jusqu’au colon distal. Il
existe quelques bactéries dans l'estomac et les parties supérieures de [lintestin gréle. Les
concentrations vont croissantes jusqu’a atteindre 10% bactéries par gramme de contenu dans I'iléon
terminal. Les bactéries anaérobies facultatives dominent dans I'intestin gréle alors que les bactéries
anaérobies strictes dominent les bactéries anaérobies facultatives dans le c6lon distal et les selles par
un facteur de 1000 environ. La densité bactérienne atteint son maximum dans le c6lon distal avec
10! bactéries par gramme de contenu[15]. L'utilisation d’outils moléculaires a montré que la plus
grande partie (deux tiers environ) des especes dominantes observées dans le microbiote fécal d’un

individu lui est propre[15].

I.A.2. Stabilité —Résilience

Une fois le microbiote adulte mis en place, et si les conditions environnementales ne changent pas, la
composition en grands groupes bactériens et en espéces dominantes est stable dans le temps. Ainsi,
si on réalise une électrophorése particuliere de I’ADN bactérien a partir d’une selle d’un individu, on
observe pour chaque individu un « code barre» unique hautement stable dans le temps[13]. Cette
notion de stabilité dans le temps du microbiote est nouvelle et fondamentale, rapprochant le

microbiote d’une entité structurée et fonctionnelle qui en fait un véritable « organe caché ».

En revanche, les populations sous dominantes, minoritaires, peuvent varier [16]. Des facteurs
environnementaux peuvent induire des changements majeurs. C'est le cas de prises d’antibiotiques,
de changement dans le régime alimentaire ou encore au décours d’une infection intestinale[17].
Aprés une perturbation de cet écosysteme, le retour a I'équilibre antérieur ou a un nouvel équilibre
est une caractéristique importante a connaitre. Ce phénomeéne est appelé résilience du microbiote
intestinal. Il s’agit de la mise en route de phénomeénes dynamiques écologiques peu connus qui
restorent le microbiote apres perturbation. Ceci est bien évidemment a prendre en compte lorsque
I’'on envisage de moduler le microbiote dans un but thérapeutique. La vitesse de retour a I'état
antérieur ou vers un nouvel état stable est un élément mal connu et évalué a quelques semaines ou
mois aprés une prise d’antibiotique[17]. La résilience du microbiote intestinal reste un sujet de
recherche majeur, notamment étudié lors des approches de transplantation de microbiote fécale qui

commencent a étre pratiquées.
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L.A.3.Structure et description classique et moléculaire

Le microbiote intestinal est composé de 10 micro-organismes répartis en 160 espéces bactériennes
chez un individu parmi le millier d’especes identifiées dans les cohortes humaines étudiées. Comme il
I'a été mentionné précédemment, ces 10'® bactéries sont majoritairement réparties en 4 phyla
bactériens: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, et Proteobacteria. Les Firmicutes et les
Bacteroidetes constituent les deux phyla dominants du microbiote avec une représentativité
respective de 60-75% et 30-40%. Vivant dans la plupart des cas en absence d’oxygene, dans un
environnement dont les propriétés physico-chimiques sont souvent difficiles a caractériser et a
reproduire, ces bactéries intestinales ne peuvent pas étre cultivées en laboratoire. Des approches
culture-indépendantes basées sur le séquencage du géne codant I’ARN ribosomal 16S, par exemple,
ont été développées afin d’appréhender la grande diversité du microbiote intestinal. Deux types
d’échantillons peuvent étre analysés afin d’accéder aux especes bactériennes composant
I’écosystéme intestinal. Plus précisément, les populations bactériennes liées a la muqueuse et celles
contenues dans la lumiére intestinale doivent étre distinguées. Elles présentent des fonctions et une
composition bien différentes. Le biofilm composant le microbiote muqueux a la surface de
I’épithelium intestinal possede des fonctions métaboliques particulieres de transformation des
aliments et d’échange de nutriments ainsi qu’une fonction d’induction et d’éducation du systeme
immunitaire de I’h6te. Le microbiote issu d’échantillons fécaux est le plus souvent étudié en raison
de la facilité de collecte des échantillons. Méme si I'importance des différences dans la composition
et le réle du microbiote fécal vs le microbiote muqueux est reconnue, elle demeure a ce jour mal

évaluée.

Une étude publiée en 2005 dans la revue Science par une équipe américaine de I’Université de
Stanford décrit le microbiote intestinal muqueux et fécal d’individus sains[12]. Ces auteurs ont
obtenu 11831 séquences codant I’ARNr 16S bactérien et 1524 séquences codant le gene du 16S
présent chez les Archées. L'analyse phylogénétique de I'ensemble de ces séquences a permis
I'identification de 395 phylotypes bactériens et d’'un seul phylotype d’archaea correspondant a
Methanobrevibacter smithii. Sur les 395 phylotypes, 301 correspondent a des Firmicutes et 95% de
ces séquences appartiennent a des bactéries du groupe Clostridia. Certaines de ces séquences (42),
correspondent a des bactéries produisant du butyrate et appartenant aux clusters IV, XIVa et XVI de
ce groupe Clostridia. Parmi les 65 séquences correspondant a des Bacteroidetes, de plus grandes
variations ont été observées entre les individus. Dans ce phylum, Bacteroides thetaiotaomicron a été
retrouvé chez tous les individus. Ensuite, quelques séquences seulement correspondant aux

Proteobacteria, aux Actinobacteria, aux Fusobacteria et aux Verrucomicrobia ont été identifiées.
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En raison d’une diminution des colts du séquencage haut-débit de I’ADN et de I’'amélioration des
outils d’analyse bio-informatique, il est aujourd’hui possible de comparer la composition des
communautés bactériennes du tractus digestif d’'un grand nombre de sujets: enfant, adulte,
personne agée, patients obéses, patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin, etc.... L'analyse de I'ensemble des génomes bactériens présent dans un écosystéme donné
est appelée analyse métagénomique. De grands programmes d’analyse du métagénome intestinal
humain ont été entrepris ces dernieres années (MetaHIT)[18]. Dans ce programme MetaHIT,
I'analyse de 396 échantillons de selles a permis d’obtenir un catalogue de 3,9 millions de génes
répartis dans 7381 groupes de co-abondance de génes. Environ 10% de ces groupes correspondent a
des bactéries (plus des % de ces bactéries n’ayant jamais été référencées dans les bases de données).
Les 90% restants correspondent a des groupes de virus bactériens (bactériophages), de plasmides
(fragments d’ADN bactériens circulaires) ou encore des genes qui protéegent les bactéries d’attaques

virales (connus sous le nom de séquences CRISPR)[19].

Selon un ségquencage du métagénome, c’est-a-dire de I'ensemble des génes appartenant a ces
bactéries, réalisé a partir de selles collectées auprés de 124 européens en 2009, il y aurait de 1000 a
1150 espéces bactériennes différentes dans le microbiote intestinal. Chaque individu hébergerait
environ 160 de ces espéces[19]. Comme attendu, parmi les espéces prédominantes du microbiote,
les auteurs ont trouvé des représentants des phyla Firmicutes (Faecalibacterium prausnitzii,
Clostridium leptum, Enterococcus faecalis, Roseburia intestinalis...) et Bacteroidetes (Bacteroides
thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus...), des groupes Dorea/Eubacterium/Ruminococcus (Dorea
longicatena, Ruminococcus torque, Eubacterium hallii...). Ont également été identifiées, des espéces
de Bifidobacteria, Proteobacteria et des représentants du groupe Streptococci/Lactobacilli
(Streptococcus thermophilus...). Au-dela de I'identification des espéces bactériennes présentes dans
I’écosysteme intestinal en condition de normobiose, ces analyses métagénomiques permettent
également de caractériser les modifications de la composition et les modifications fonctionnelles du
microbiote intestinal. Les rbles qu’exerce cette entité sont majeurs pour la physiologie et doivent
étre portés a notre connaissance afin de pouvoir moduler certaines fonctions physiologiques en
modulant le microbiote et/ou appréhender les conséquences fonctionnelles de modifications du

microbiote.
I.B. Fonctions du microbiote

La présence permanente d’'une importante biomasse bactérienne dans l'intestin exerce des effets
physiologiques, pour la plupart bénéfiques pour I’'hGte. Le microbiote intestinal peut méme étre

considéré comme un véritable organe a part entiére.
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1.B.1. Effet barriére et fonctions immunitaires

Il existe dans la lumiére intestinale une compétition pour les nutriments et les sites d’adhérence
épithéliaux entre pathogenes et bactéries commensales. Par ailleurs le microbiote produit des
bactériocines et il est capable de stimuler la production de peptides antimicrobiens par les cellules
épithéliales. Il induit également la production des IgA sécrétoires et favorise le bon fonctionnement
des jonctions serrées entre les cellules épithéliales[20], ce qui diminue I'invasion par des bactéries

pathogenes.

Outre ses propriétés de barriere, le microbiote intestinal joue un réle fondamental dans le
développement et la maturation du systeme immunitaire. La découverte de cette fonction
essentielle vient de I'observation des différences entre souris axéniques (élevés en milieu stériles et
donc dépourvues de microbiote) et souris conventionnelles (élevées en animalerie classique)[21]. Les
souris axéniques présentaient de nombreuses anomalies au niveau du systéme immunitaire
intestinal : hypoplasie des plaques de Peyer, diminution des lymphocytes intra épithéliaux, déficit en
certaines populations lymphocytaires T, diminution de la sécrétion intestinale d’IgA, de la
concentration d’'immunoglobulines sériques et de la production de cytokines. Mais le plus intéressant
est que ces anomalies ne se cantonnaient pas au systéeme immunitaire intestinal, puisqu’on observait
dans la rate et les ganglions lymphatiques des zones lymphocytaires atrophiées. Par ailleurs,
quelques semaines aprés l'inoculation du microbiote de souris conventionnelles a ces souris

axéniques, I'ensemble des ces anomalies disparaissaient.

Au-dela de ces observations sur les fonctions globales du microbiote, il semble que certaines espéeces
bactériennes aient des propriétés spécifiques. L’homéostasie intestinale est notamment sous la
dépendance d’un équilibre entre les lymphocytes T effecteurs (Th1l7 principalement) et les
lymphocytes T régulateurs (Treg). Il a récemment été montré que certaines bactéries stimulent
particulierement les populations Th17 intestinales [22] alors que d’autres stimulent les Treg [23] par
I'intermédiaire des acides gras a chaines courtes qu’elles produisent [24]. Elles participent ainsi au

maintien de I’homéostasie intestinale.

1.B.2. Fonctions métaboliques

Les principales sources d’énergie du microbiote intestinal sont les glucides et les protéines contenues
dans les fibres alimentaires non digérées par I'h6te dans le tractus digestif supérieur et qui
parviennent dans le cOlon. La nature et la quantité des substrats disponibles dépendent donc des
individus et de leur régime alimentaire qui constitue un facteur environnemental susceptible

d’influencer I'équilibre du microbiote. La biotransformation de ces différents substrats par le
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microbiote colique permet aux bactéries d’obtenir I'énergie nécessaire a leur croissance. D’autre
part, elle génére la production d’une diversité de métabolites qui sont pour la plupart absorbés et

utilisés par I’hote.

1.B.2.a.Métabolisme des glucides

Selon les individus et leur régime alimentaire, 10 a 60 g de glucides fermentescibles par jour
parviennent au coélon. Différents groupes bactériens du microbiote colique avec des activités
complémentaires forment une chaine trophique de dégradation anaérobie des polymeres
glucidiques en métabolites fermentaires. La premiére étape est la dégradation des différents
polymeres en fragments plus petits (oligosides, oses...) qui fait intervenir une grande variété
d’hydrolases (polysaccaridase, glycosidases...). Ces enzymes sont produites par les bactéries du
microbiote colique dites « fibrolytiques », appartenant principalement aux genres Bacteroides,
Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia. Les bactéries glycolytiques transforment les glucides
ainsi produits en pyruvate en utilisant la voie de la glycolyse. Par la suite, le pyruvate est lui-méme
transformé via différentes voies métaboliques en acides gras a chaines courtes, produits finaux de la
fermentation. |l s’agit de l'acétate produit par la majorité des especes prédominantes du colon
(Bacteroides, Clostridium...), du propionate synthétisé principalement par les especes du genre
Bacteroides et également par Propionibacterium et Veillonella et enfin du butyrate produit par les

especes des genres Eubacterium, Coprococcus, Roseburia, Faecalibacterium[25].

1.B.2.b.Métabolisme des gaz

L'hydrogéne est le gaz majoritairement produit lors des processus fermentaires, et ce en grande
guantité de facon quotidienne dans le colon. Son élimination, essentielle a I'efficacité du processus
fermentaire, est possible de plusieurs maniéres. Il peut étre excrété par I'émission de gaz rectaux ou
par voie pulmonaire, mais la plus grande partie de I'hydrogéne est transformée in situ par des
bactéries du microbiote colique dites hydogénotrophes[26]. Les trois types de transformation
principaux sont : en méthane par les archées méthanogenes (présents dans le microbiote colique de
30 a 50% des adultes), en acétate par les bactéries acétogenes, et enfin en sulfures au potentiel
délétere pour le cOlonocyte par les bactéries sulfato-réductrices (dont le genre prédominant est

Desulfovibrio).

1.B.2.c.Métabolisme des protéines

La biodégradation des protéines est quantitativement moins importante que celle des glucides mais

elle est fondamentale car les protéines représentent la principale source azotée des bactéries
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coliques. Chez certaines especes (des genres Veillonella, Fusibacterium, Clostridium...) ne fermentant
pas les glucides, les acides aminés sont méme utilisés comme principale source d’énergie. Le
métabolisme des protéines fait intervenir plusieurs espéces ayant des activités complémentaires. Les
bactéries dites « protéolytiques », appartenant aux genres Bacteroides, Clostridium,
Propionibacterium, Fusobacterium, Streptoccoccus et Lactobacillus, sont capables par leur activité
protéasique d’hydrolyser les protéines en petits peptides. Certaines especes bactériennes peuvent
assimiler ces peptides, ce qui s’accompagne fréquemment de la libération d’acides aminés libres qui
seront utilisés par d’autres bactéries incapables d’assimiler directement des peptides. La
fermentation des acides aminés utilise plusieurs réactions d’oxydation et de réduction dont la
principale est la voie réductrice de désamination et aboutit comme la fermentation des glucides a la
formation d’acides gras a chaines courtes (acétate, propionate, butyrate) mais aussi d’'ammoniac.
Néanmoins, de nombreux autres composés comme des phénols, des acides di-carboxyliques et des
acides gras ramifiés (isobutyrate, isovalerate ...) sont également produits. Les composés phénoliques
et indoliques, issus de la dégradation des acides aminés aromatiques et qui sont potentiellement
toxiques pour I’'héte sont absorbés et détoxifiés dans la muqueuse colique, puis excrétés dans les
urines. L'ammoniac est également absorbé dans le colon, il rejoint le foie par la circulation portale ou
il est converti en urée qui sera éliminée par voie urinaire. L'ammoniac est aussi une source majeure
d’azote pour un grand nombre de bactéries du microbiote colique qui I'utilise pour la synthese

d’acides aminés grace a leur activité amino-transférase.

1.B.2.d.Métabolisme des lipides

Les lipides de la lumiere colique comprennent les lipides non absorbés dans l'intestin gréle, ceux
provenant de la désquamation des colonocytes et les lipides bactériens. Ces acides gras sont
transformés (hydrolyse, oxydation, réduction, hydroxylation...) par les bactéries du microbiote
colique. Le cholestérol colique provient pour la majorité de la bile (70%) et pour le reste de
I’alimentation (20%) et de la désquamation des cellules épithéliales intestinales (10%). Il est converti
par le microbiote en coprostanol qui n’est pas absorbé et donc est éliminé dans les féces[27]. Cette
efficacité est tres variable d’un sujet a I'autre et le taux fécal de coprostanol pourrait étre impliqué
dans la réduction du risque cardio-vasculaire et la cancérogénése colique. Les acides biliaires, produit
de transformation du cholestérol par le foie, sont conjugués a la glycine ou a la taurine, ce qui a pour
conséquence une amphiphilie accrue. Quatre-vingt quinze pour cent des acides biliaires suivent le
cycle entéro-hépatique : sécrétion biliaire, réabsorption au niveau de I'iléon terminal, retour au foie
via le systéme porte, avant d’étre a nouveau sécrété dans la bile. Seuls 5% des acides biliaires

secrétés dans la bile parviennent donc au cblon ou ils sont métabolisés (déconjugaison, oxydation,
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épimérisation, 7 alpha-déshydroxylation, désulfatation...) par les bactéries du microbiote en acides
biliaires dits secondaires[28]. La déconjugaison (espéces des genres Bacteroides, Bifidobacterium,
Clostridium...) rend les acides biliaires plus hydrophobes et favorise leur absorption passive. Les
acides cholique et chénodésoxycholique, acides biliaires primaires principaux chez ’lhomme, sont
transformés par 7 alpha-déshydroxylation par les espéces du genre Clostridium en acides
desoxycholique et lithocholique (acides biliaires secondaires) qui pourraient avoir un effet
carcinogene sur la muqueuse colique. Les hormones stéroides et des xénobiotiques suivent
également un cycle entéro-hépatique et les mémes voies métaboliques avec conjugaison hépatique

et déconjugaison par le microbiote colique.

En considérant le role fondamental que le microbiote intestinal joue dans la réponse immunitaire
ainsi que dans différentes voies métaboliques essentielles de I’'héte, on peut facilement imaginer
I'impact fonctionnel d’un déséquilibre de ce microbiote sur le développement de différentes

pathologies immunitaires et métaboliques.

I.C. Concept de dysbiose et implication du microbiote en pathologie humaine

I.C.1. Définition de la dysbiose

Le microbiote intestinal humain est exposé quotidiennement a des perturbations variées, parmi
lesquelles certaines peuvent conduire a une dysbiose, c’est-a-dire une perturbation de I'équilibre de
I’écosysteme. Cet état de déséquilibre est caractérisé par une perte globale de la biodiversité et une
expansion de certaines bactéries maintenues habituellement a un niveau bas dans l'intestin a I'état
sain. Les conséquences fonctionnelles de cette modification du microbiote peuvent étre a I'origine

du développement de nombreuses pathologies ou au moins y participer.

I.C.2. Microbiote intestinal et pathologies humaines

Il est aujourd’hui clairement établi que le microbiote intestinal joue un réle dans certaines
pathologies du systeme digestif au cours desquelles on peut observer une dysbiose (cancer
colorectal, maladies inflammatoires chroniques de I'intestin), mais également dans les cas d’obésité

et d’autisme.

L'augmentation de la prévalence de I'obésité ces dernieres années est telle qu’elle ne peut étre
uniquement due a des facteurs génétiques. Le role du microbiote intestinal dans le stockage des
graisses et I'obésité a été récemment investigué. Des résultats parus dans Nature en 2006 suggérent
gue le microbiote intestinal contribue a I'absorption par I’h6te de glucides et de lipides et régule le

stockage des graisses[29]. Ces effets seraient liés a I'induction par le microbiote de la lipogenése
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hépatique et du stockage des triglycérides dans les adipocytes. D’autre part, la méme équipe a
montré que le microbiote de souris obéses (ob/ob), invalidées pour le géne de la leptine, comportait
une proportion anormalement élevée de Firmicutes et anormalement basse de Bacteroidetes. De
plus, le transfert du microbiote de ces souris obéses a des souris axéniques induisait une
augmentation de I'extraction énergétique des aliments ingérés supérieure a celle induite par le
transfert d’un microbiote de souris minces. Chez I’'homme obése, il existe, dans le microbiote fécal,
une proportion augmentée de Firmicutes et diminuée de Bacteroidetes, comparativement aux sujets
minces. De surcroit, la perte de poids semble corrélée avec I'augmentation de la proportion de
Bacteroidetes. Ces données récentes suggerent donc un lien entre le microbiote intestinal et

I'obésité[29,30].

En outre, il existe une dysbiose, c’est-a-dire une modification de la composition du microbiote
intestinal, chez les sujets souffrant d’un cancer colorectal [31][15]. Dans cette étude, les auteurs ont
établi une carte de la dysbiose associée au cancer colorectal en s’intéressant aux espéces
bactériennes colonisant les tumeurs versus celles retrouvées dans les zones de muqueuses saines
adjacentes. Ils ont ainsi montré que les zones du colon touchées par les tumeurs présentaient moins
de Firmicutes et plus de Bacteroidetes que les zones saines et représentaient une niche pour les

Coriobacteria (Actinobacteria).

L'implication de toxines bactériennes dans la survenue du cancer colorectal a également été
montrée. Par exemple, la génotoxicité de souches d’Escherichia coli produisant la colibactine, une
toxine capable d’induire des cassures double-brin de ’ADN et une instabilité génétique au sein de
cellules épithéliales intestinales en culture a été largement démontrée [32]. La colibactine a été

montrée comme promotrice de tumeurs colorectales [33].

Enfin, des études préliminaires ont montré qu’il existait une forme de dysbiose chez les enfants
autistes avec une diminution de Akkermansia muciniphila et de Bifidobacterium spp. dans les selles
de ces patients [34]. Une autre étude récente a montré, sur des biopsies réalisées chez des enfants
présentant un trouble autistique et souffrant de troubles gastro-intestinaux, une augmentation des
phylotypes appartenant a la famille Alcaligenaceae et au genre Sutterella, particulierement les

especes S. wadsworthensis et S. stercoricanis[35].

Pour témoigner de l'influence des bactéries intestinales sur le comportement, I'administration de
certains probiotiques a été étudiée. En 2013, un groupe de chercheurs américains a montré que,
chez des souris avec des troubles autistiques, I'intestin contenait moins de bactéries de I'espece

Bacteroides fragilis que chez les souris témoins. L'administration de cette souche bactérienne a
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permis une amélioration des troubles psychomoteurs liés a I'anxiété et une amélioration de la

communication entre individus[36].

Une dysbiose a donc été mise en évidence dans plusieurs pathologies digestives mais aussi extra-
intestinales, mais c’est dans les maladies inflammatoires chroniques intestinales qu’elle a été a ce

jour la mieux caractérisée.

Il.LES MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES INTESTINALES

Il.A. Maladie de Crohn et rectocolite hémorragique

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont caractérisées par une inflammation
chronique de la muqueuse intestinale conduisant a des dommages anatomiques et une
augmentation du risque néoplasique[2]. Elles évoluent par poussées entrecoupées de périodes de
rémission. Elles constituent un enjeu socio-économique car elles touchent des sujets jeunes et leur
incidence est relativement élevée dans les pays industrialisés (8-15 par 100000 habitants/an). Cette
incidence est en gobale augmentation[37]. Elles ne menacent pas le pronostic vital (effet faible sur la
mortalité) mais pénalisent de fagon importante la qualité de vie. On peut distinguer 2 types de MICI :

la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC).

La RCH débute le plus souvent vers I'age de 25-30 ans. Elle revét des formes particuliéres chez le
jeune enfant et aussi chez le sujet 4gé, surtout masculin, apparaissant notamment apres l'arrét d'une
intoxication tabagique. La RCH se présente par une inflammation chronique touchant le rectum et
une partie plus ou moins étendue du colon. L’atteinte est continue rétrograde et reste en regle
générale superficielle. Les symptémes classiques sont une diarrhée glairo-sanglante et/ou un
syndrome rectal, ce qui fait que le délai diagnostique est en général court. La classification de
Montréal distingue 3 formes de RCH selon I'extension de la maladie (tableau 1)[38]. Trente pourcents
des patients ont une atteinte rectale (E1) au diagnostic, 40% une atteinte distale (E2) et 30% une
atteinte étendue (E3). Mais I'atteinte s’étend chez 20% des patients environ au cours de I'évolution
de la maladie[39]. Par ailleurs, des RCH authentiques développent secondairement des lésions ano-
périnéales ou de l'intestin gréle conduisant au diagnostic secondaire de maladie de Crohn. Cette

éventualité a été chiffrée de I'ordre de 10% apres 25 ans d'évolution[40].

La maladie de Crohn est habituellement découverte entre 25 et 30 ans a l'occasion d'une poussée
inaugurale ou d'une complication, mais elle n'est pas exceptionnelle chez I'enfant ni chez le sujet agé.
Elle peut atteindre n’importe quel segment du tube digestif mais principalement I'intestin gréle et le

colon. Les symptomes sont variables, les plus fréquents sont des douleurs abdominales, une diarrhée
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et un amaigrissement. Contrairement a la RCH, I'atteinte de la maladie de Crohn est en générale
discontinue et transmurale. L'inflammation persistante peut conduire a une destruction intestinale
qui se manifeste par des complications a type de fistules, d’abcés et de sténoses qui peuvent
nécessiter un recours a une chirurgie de résection intestinale. La classification de Montréal permet
de classer la maladie de Crohn selon 3 critéres : I’age au diagnostic, la localisation et le phénotype
inflammatoire (B1), sténosant (B2) ou perforant (B3) (tableau 1)[38]. Au diagnostic, environ un tiers
des patients ont une atteinte iléale pure (L1), un tiers une atteinte colique pure (L2) et un tiers une
atteinte iléocolique (L3). L'atteinte anopérinéale, plus fréquente en cas d’atteinte colique, est
observée initialement chez moins d'un quart des patients, et a un moment ou un autre de I'évolution
chez environ 50% d'entre eux[41]. Chez un méme individu le phénotype est tres lié au siege initial

des lésions et change au cours de |'évolution de la maladie.

RCH Maladie de Crohn

Age au diagnostic Al:<16ans
A2 :17-40 ans
A3 :240ans

Localisation E1 : rectum uniquement L1 :iléale

E2 : colon gauche (distale) L2 : colique

E3: étendue (au-dela de [I'angle | L3 :iléocolique

colique gauche) L4 : atteinte digestive haute

Phénotype B1 : non sténosant non perforant
B2 : sténosant

B3 : perforant

p : atteinte périnéale

Tableau 1. Classification de Montréal de la RCH et de la MC [38]
11.B. Histoire naturelle et impact des traitements

Les MICI évoluent habituellement par poussées entrecoupées de rémissions, de fagon peu prévisible,
enfin de gravité trés variable d'un malade a l'autre, et chez le méme malade d'une phase évolutive a
I'autre. Les données des grandes études de cohorte, notamment danoises ont permis de mieux

comprendre leur histoire naturelle[40,42].
11.B.1. Rectocolite hémorragique

La RCH évolue habituellement sous forme de poussées de durée bréve sous l'effet du traitement,
entrecoupées de rémissions parfois trés longues. L'intensité des poussées et leur sensibilité au
traitement médical sont trés variables et peu prévisibles, méme si des poussées rapprochées
annoncent souvent une mauvaise réponse au traitement. Dans environ 10% des cas, la maladie

évolue d'emblée selon un mode continu, chronique actif, sans rémission. Une autre possibilité
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évolutive imprévisible est le développement d’'une poussée grave, observée au total chez un patient
sur 5, et cause principale de colectomie dans les premieres années de la maladie. Le risque cumulé
de colectomie dans la RCH est trés variable selon les études, le plus souvent de I'ordre de 20-30%
apres 25 ans. L'extension et la sévérité de la RCH au moment du diagnostic sont les meilleurs facteurs

prédictifs du risque de colectomie.

La survie des patients ayant une RCH ne parait pas globalement différente de celle de la population
générale, avec quelques nuances. Il semble en effet exister un petit « décrochage » initial, dans
I'année suivant le diagnostic, décrochage en rapport avec les formes graves et fulminantes et les
déceés péri-opératoires; cette surmortalité initiale a considérablement diminué avec la
standardisation de la prise en charge thérapeutique des formes graves. La deuxiéme nuance par
rapport a la population générale porte sur les causes de déces a long terme, on note en effet une
augmentation des cancers digestifs et des affections hépatobiliaires. Au contraire, on note une

diminution des affections cardiovasculaires et respiratoires liées au tabac du fait de la faible

proportion de fumeurs dans la population RCH[4].

Les poussées de RCH sont en régle générale sensibles au traitement médical, proportionné a la

gravité clinique et avec une voie d’administration modulée en fonction de I'étendue des lésions. La
corticothérapie orale entraine une rémission compléte a partielle chez 55 a 85% des patients, avec
un taux de corticodépendance a 1 an de l'ordre de 20%[43]. Le traitement médical intraveineux
intensif selon le protocole de Truelove a transformé le pronostic des formes aigués sévéres autrefois
mortelles jusque dans un tiers des cas. Ce traitement permet de contrbler environ 2 tiers des
poussées séveres. L'infliximab a double dose et plus rarement la ciclosporine sont utilisés chez les
non-répondeurs au traitement intensif[44]. Le point notable est que le traitement médical peut
permettre a un certain nombre de patients d'échapper a la colectomie et d'avoir ensuite une
évolution bénigne. L'azathioprine ou la 6-mercaptopurine, et aussi les anti-TNF et les anti-intégrines
en entretien, sont prescrits dans la RCH, soit dans les formes graves en relais du traitement
d'attaque, soit dans les formes corticodépendantes et dans les formes distales réfractaires. Les

immunosuppresseurs ont clairement un fort effet d'épargne corticoide. Le recours a la colectomie en

raison de I'échec du traitement médical semble devenir moins fréquent a I’ére des antiTNF.

Les patients coloproctectomisés avec anastomose iléo-anale sont exposés au développement d'une
pochite, ou inflammation du réservoir iléal. La pochite aigué est tres fréquente (50% des opérés a 5
ans) mais en régle contrdlée par l'antibiothérapie. La pochite chronique est une éventualité rare (5 a

10%) mais de traitement difficile, et peut étre interprétée comme une récidive de la MICI au niveau

26



du réservoir iléal. L'apparition de lésions iléales en amont du réservoir et de lésions anopérinéales de

type Crohn est une autre éventualité[45].

11.B.2. Maladie de Crohn

L'évolution anatomique globale de la maladie de Crohn est mieux connue depuis la description du
modele de la récidive post-chirurgicale[46,47]. L'évolution naturelle de la maladie de Crohn non

opérée semble tres proche de celle du modele de la récidive post-chirurgicale.

Si la localisation initiale des lésions, au moment de la premiére poussée, est déterminante des
localisations ultérieures, le phénotype, lui, évolue chez un méme individu au cours de I'évolution de
la maladie. En regle générale, la maladie progresse sur le plan anatomique, avec des lésions de plus
en plus séveres au fil du temps. L'imagerie (endoscopie, scanner, IRM) permet de suivre cette
progression, mesurable par un index, I'index de Lémann[1] (figure 1). Les études de population telles
que celle de I'Olmsted County indiquent un risque cumulé de complication intestinale, perforante ou

sténosante, de 50% aprés 20 ans d’évolution.

Au cours de I'évolution, environ un tiers des patients développent a un moment ou un autre des
manifestations extra-digestives, les plus fréquentes étant les manifestations articulaires, cutanées

(érythéme noueux, pyoderma), buccales (aphtose) et oculaires.

Il est quasi-impossible lors de la premiére poussée de prédire quelle sera I'évolution ultérieure. Les
moins mauvais critéres prédictifs de gravité sont I'age jeune, I'existence de lésions anopérinéales et
la nécessité initiale d'un traitement corticoide, indicateur rétrospectif de la gravité clinique de la

premiere poussée[4].

La progression des lésions anatomiques, mesurable par le « Léman index » (figure 1), finit tot ou tard
par conduire au développement de complications qui ne sont pas accessibles au traitement médical
et doivent étre opérées. Il arrive aussi, méme si cela est plus rare, que la maladie échappe au
traitement médical. Dans la cohorte danoise, le risque cumulé de chirurgie d'exérése intestinale est
de 82% a 20 ans[42]. De plus, il est fréquent d’étre réopéré et environ 30% des sujets doivent étre
réopérés 10 ans apres une premiere chirurgie. Chaque année 2 a 3% des patients doivent subir une

résection intestinale.
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Figure 1. Progression de I'activité inflammatoire et de la destruction intestinale

D’apreés Pariente et al[1]

La mortalité est |égérement augmentée par rapport a une population normale dans la plupart des
études de population avec un taux de mortalité standardisé (rapporté a la population générale) de
1,50 (1,32-1,70)[48]. La majorité de la mortalité n’est pas imputable directement a la maladie de
Crohn et a ses complications. Le tabagisme, plus fréquent dans une population de malades de Crohn

qgue dans la population générale, explique probablement une partie de I'exces de mortalité[45].

Si les poussées de maladie de Crohn peuvent avoir une évolution spontanément favorable (25 a
40%), leur symptomatologie bruyante nécessite habituellement un traitement rapide. Les corticoides
entrainent une rémission compléte a partielle chez 60 a 90% des patients, mais un tiers d'entre eux
deviennent cortico-dépendants et la corticothérapie n'influence pas I'évolution a long terme de la
maladie[43]. Les formes corticodépendantes et chroniques actives justifient un traitement
immunosuppresseur. L'efficacité a long terme des immunosuppresseurs dans la maladie de Crohn,
notamment leur effet d'épargne corticoide, est incontestable. Cette efficacité clinique est souvent
associée a une efficacité endoscopique et histologique. Par exemple, |'azathioprine permet de
controler durablement l'activité de la maladie prés d’une fois sur 2, mais cet effet est seulement
suspensif, I'arrét du traitement exposant le malade a un risque accru de reprise évolutive au cours
des mois suivants, quelle que soit la durée du traitement immunosuppresseur[49]. Les anti-TNF sont

capables d'entrainer une réponse clinique et anatomique rapide et complete. L'effet sur les fistules
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(une sur 2 se ferme) est particulierement notable car on pouvait penser ces lésions inaccessibles au
traitement médical. Mais si le traitement anti-TNF est interrompu, la maladie reprend son cours, une
récidive clinique survient et la fistule se rouvre de facon quasi-inéluctable. Chez quelques malades, le
traitement itératif doit étre arrété en raison de |'apparition de manifestations d’intolérance ou d’une
perte d’efficacité. Mais I’évolutivité de la maladie et le dégat anatomique qui I'accompagne peuvent
étre controlés pendant plusieurs années chez les sujets répondeurs durables[50]. Méme si les
données sont contradictoires, il parait raisonnable d’attribuer au progrés du traitement médical la
diminution continue du recours a la chirurgie intestinale ; ainsi, alors que dans les années 90, prés de
30% des patients devaient étre opérés dans les 5 ans suivant le diagnostic, ce taux diminue
régulierement et est plus proche de 20% aujourd’hui. La chirurgie de résection intestinale pour
enlever les lésions macroscopiques de maladie de Crohn peut conduire a un intervalle libre de
symptomes mais ne guérit pas la maladie, qui récidive quasi-inéluctablement. Moins de 5% des
patients opérés sont indemnes de lésions endoscopiques 10 ans aprés la chirurgie. Il faut donc
concevoir la chirurgie comme le traitement électif des complications ou une aide au traitement

médical.

I.C. Physiopathologie

La physiopathologie des MICI est multifactorielle et encore mal comprise. Différentes études ont
montré l'influence de facteurs de prédisposition génétique, de I'environnement et enfin du
microbiote intestinal. Ces différents facteurs entrainent une dysrégulation de la réponse immunitaire
épithéliale qui conduit au développement et a la persistance de I'inflammation de la muqueuse

intestinale.

II.C.1. Facteurs génétiques

En premier lieu, I'existence d’une prédisposition génétique dans les MICI est connue depuis
longtemps par la présence d’agrégations familiales. Par ailleurs des études réalisées chez des
jumeaux (monozygotes vs dizygotes) illustrent son importance, qui est plus marquée dans la maladie
de Crohn que dans la RCH. Le taux de concordance chez les jumeaux monozygotes est de 20 a 50 %
pour la maladie de Crohn et de 13 a 19 % pour la RCH alors que chez les jumeaux dizygotes il baisse a

10 % pour la maladie de Crohn et seulement de 0 a 5% pour la RCH[51,52].

La mise en évidence de génes de susceptibilité a commencé avec l'identification des mutations de
NOD?2 dans la maladie de Crohn[53]. Ce géne code pour une protéine qui est un récepteur a certains
produits de dégradation bactériens comme le muramyldipeptide du peptidoglycane et qui joue un

role dans I'immunité innée. Par la suite, avec les avancées en génétique, plus de 160 genes de
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susceptibilité ont été identifiés. Ces génes sont pour la majorité partagés par la maladie de Crohn et
la RCH et pour certains par d’autres pathologies inflammatoires. A I'exception des génes NOD2 et
IL23R, chacune des variations génétiques, prises individuellement, n’a qu’un effet faible avec risque
relatif de développer une MICI de I'ordre d’1,2 (1,5 au plus). Par ailleurs, malgré le grand nombre de
genes identifiés, on estime que leur ensemble n’explique que 20% de la prédisposition génétique aux
MICI[54]. Pour ces raisons, la connaissance de ces génes de susceptibilité a pour l'instant peu
d’impact en pratique clinique. En revanche, I'étude de la fonction biologique de ces genes a permis

des avancées dans les mécanismes physiopathologiques des MICI[55].
1I.C.2. Facteurs environnementaux

L'absence de concordance parfaite entre les jumeaux monozygotes suggere que des facteurs non
génétiques jouent un rble important, notamment dans la RCH. Plusieurs éléments surtout
épidémiologiques témoignent du réle de I'environnement dans le développement des MICI. D’abord
la répartition géographique de l'incidence des MICI et sa forte augmentation est paralléle a
I’adoption du mode de vie occidental moderne. De plus, I'incidence des MICI chez les migrants
originaires d’une zone de faible incidence vers une zone de forte incidence atteint celle du pays
d’accueil aprés une génération [56]. L'étude des facteurs environnementaux repose sur
I’épidémiologie et présente deux limites majeures. Premierement, il est difficile de déterminer quels
sont les facteurs les plus importants, parceque la plupart des facteurs sont liés entre eux.
Deuxiémement, les études mettent en évidence une association sans que |I'on puisse explorer de lien

de causalité.

Les deux facteurs environnementaux clairement identifiés sont le tabac et I'appendicectomie. lls ont
tous les deux un réle inverse selon le type de MICI. Le tabac a un effet protecteur dans la RCH mais
aggrave |'évolutivité de la MC en augmentant le risque de récidive et le recours a la chirurgie[57-59].
Des études ont montré qu’une appendicectomie pour une appendicite aigué avant I'age de 20 ans
avait un effet protecteur vis-a-vis de la RCH en réduisant d’environ 70 % le risque d’apparition de
cette pathologie [60]. En revanche dans le cas de la MC, méme si son effet direct reste difficile a

prouver, il pourrait augmenter le risque de survenue de la maladie [61].

De nombreux autres facteurs environnementaux, tels que les médicaments et notamment les
antibiotiques, les infections digestives, la chaine du froid, I'alimentation, ont été envisagés pour
expliquer I'émergence des MICI dans les pays développés mais leur réelle implication reste

controversée.
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11.C.3. Anomalies épithéliales et facteurs immunologiques

Des anomalies épithéliales ont été investiguées dans la physiopathologie des MICI et notamment de
la RCH. Il a été décrit une dysfonction des cellules caliciformes qui produisent le mucus et qui sont
aussi capables de présenter des antigenes alimentaires aux cellules dendritiques, et donc
d’influencer les réponses immunitaires[62](figure 2). Des données chez les patients atteints de RCH
et dans des modeles murins ont permis de mettre en évidence que des anomalies du stress du
réticulum endoplasmique expliquaient en grande partie cette dysfonction des cellules caliciformes.
En effet, Treton et al ont mis en évidence un défaut du stress du réticulum endoplasmique dans la
mugqueuse colique des patients atteints de RCH[63]. Par ailleurs, ils ont développé un modele murin
double KO IL10 (dysfonction immune) et Nox1 (anomalies épithéliales) conduisant au développement
d’une colite RCH like avec les mémes complications (cancer colorectal notamment). Ce modéle murin

présente des anomalies importantes du stress du réticulum endoplasmique[64].

Au niveau épithélial, I'altération de la barriere intestinale avec une augmentation de la perméabilité
joue un réle important, notamment dans la maladie de Crohn[65] (figure 2). Ce phénomene appelé
« leaky gut » semble étre tres précoce dans la physiopathologie de la maladie de Crohn[66]. En effet,
il a été décrit chez des apparentés au 1° degré de patients atteints de maladie de Crohn sans
symptomes cliniques[67]. Enfin, les mutations du géne NOD2 ont été associées a une augmentation
de la perméabilité épithéliale. Cette altération laisse passer les antigenes et produits bactériens qui
activent en retour la réponse immune. Par ailleurs, certaines cytokines inflammatoires augmentent
en retour la perméabilité intestinale entrainant un cercle vicieux entre inflammation et altération de

la fonction de barriére.

En lien étroit avec I'altération de la perméabilité intestinale, il a été observé une dysfonction des
cellules de Paneth impliquées dans I'immunité innée et une diminution de la production des
défensines par ces cellules [68] (figure 2). La cause de ces anomalies est mal connue et probablement
multifactorielle. En effet, plusieurs mutations génétiques identifiées dans la maladie de Crohn, et
touchant des fonctions biologiques différentes (NOD2, autophagie, stress du réticulum

endoplasmique, etc.), sont toutes capables d’induire ces dysfonctions des cellules de Paneth[69,70].

La régulation de I'autophagie est une des fonctions clés de I'immunité innée dont I'altération est
suggérée par les études génétiques[71] (figure 2). L'autophagie est une fonction quasi-ubiquitaire,
qui permet aux cellules de recycler ou dégrader des composants intracellulaires, en générant des
vacuoles intracellulaires les conduisant vers une dégradation par les lysosomes. Elle permet

notamment la dégradation des pathogenes intracellulaires et la présentation des antigénes au
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systeme immunitaire adaptatif. Sur des modeles animaux chez lesquels I'autophagie était altérée
génétiquement, on a pu constater qu’il existe une moindre résistance aux infections digestives, un
exceés des réponses inflammatoires intestinales et des anomalies fonctionnelles des cellules de

Paneth[72].

Des anomalies plus tardives que celles de I'immunité innée, du profil immunologique ont été bien
décrites au cours des MICI et ont été a l'origine de ['utilisation des différents traitements par
corticoides, immunosuppresseurs et biologiques dont les anti-TNF. La dynamique des réponses
immunes est complexe cependant les éléments suivants ont été mis en évidence : production de
médiateurs inflammatoires de type cytokines et chimiokines (IL1B, IL6, TNFa, IL12, IFNy...),
déséquilibre entre cellules effectrices (voie Th17) et régulatrices (T reg)[73] et recrutement de
nouvelles cellules inflammatoires sanguines via la surexpression de molécules d’adhésion (figure 2).
Cette derniere constatation a conduit a I'utilisation avec efficacité des anti-intégrines notamment

dans la RCH[74].
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Figure 2. Schéma des facteurs épithéliaux et immuns impliqués dans la physiopathologie des MICI
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11.C.4. Réle du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal joue un réle central dans la physiopathologie des MICI. En effet, sous
I'influence de facteurs génétiques et environnementaux, le microbiote intestinal interagit

étroitement avec le systeme immunitaire.

La topographie des lésions constitue lI'un des premiers éléments évoqués pour impliquer le
microbiote dans la pathogénie des MICI. En effet, les zones a forte concentration en
microorganismes (10 to 10 bactéries par gramme), liléon distal et le colon sont
préférentiellement atteintes[75]. Dans les années 80, une équipe d’Oxford a observé que la
dérivation du flux luminal permettait une cicatrisation des lésions sous-jacentes chez les patients
atteints de maladie de Crohn [76]. La réintroduction de I'effluent provenant de l'intestin gréle dans le
cOlon de patients atteints de MC traités par chirurgie avec iléostomie et colostomie induisait une
inflammation dans le colon. Inversement, I'ultrafiltrat de ce chyme, ne contenant pas de bactéries
n’avait pas cet effet pro-inflammatoire. Dans la méme idée, I'équipe de Rutgeerts a montré qu’apres
résection de l'iléon terminal, la récidive survenait chez 70 % des patients dans les six mois aprés
rétablissement de la continuité digestive et ne s’observait pas chez les malades ayant une iléostomie
(63). Cette récidive survient préférentiellement au niveau de I'anastomose ou du segment intestinal

d’amont.

De plus, les données issues des modeéles murins confirment le role indispensable du microbiote
intestinal. La présence du microbiote est indispensable dans les différents modeles murins de colite,
spontanée (IL10 ou IL12 KO)[75,77] ou chimique[77]. En effet, les souris axéniques (sans microbiote)
ne développent pas de colite. Par ailleurs, sur un autre modele de colite, Garrett et al ont montré
gue le microbiote d’'un autre modéle murin de colite spontanée pouvait transmettre la colite a des

souris sauvages, introduisant le concept de microbiote colitogéne[78].

Les études génétiques ont mis en évidence I'importance de I'immunité innée et donc de I'interaction

entre le microbiote intestinal et le systeme immunitaire[79], en commengant par NOD 2.

En outre, plusieurs facteurs environnementaux impliqués dans le développement des MICI peuvent
influencer le microbiote intestinal. Il a bien été décrit que les antibiotiques modifiaient le microbiote
intestinal[17] et l'intrication entre alimentation et microbiote parait intuitive[80]. De facon plus

originale, il a été mis en évidence que le statut tabagique modifiait le microbiote[81].

Si I'on revient aux jumeaux monozygotes et dizygotes, il existe des paires concordantes ou

discordantes concernant le diagnostic de MICI. Cette constatation met en évidence que la

33



prédisposition génétique n’est pas suffisante pour expliquer le développement d’'une MICI. Plusieurs
études se sont intéressées au microbiote fécal et associé aux muqgueuses des jumeaux notamment
discordants, ceci permettant de « séparer » la part génétique et environnementale[82—-84]. Ces
études montrent que l'effet du phénotype (MICI ou adulte sain) est plus fort sur le microbiote

intestinal que la part génétique[84].

Ainsi, chez un sujet génétiquement prédisposé et sous I'influence de facteurs environnementaux, les
MICI résultent d’'une réponse inflammatoire inappropriée provoquée par un déséquilibre du

microbiote intestinal ou dysbiose.

11l. DYSBIOSE AU COURS DES MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES INTESTINALES

IIlLA. Description de la dysbiose

Des études moléculaires, indépendantes de la culture, basées pour la plupart sur le séquencage du
géne codant pour 'ARN ribosomal 16S, ont permis de caractériser les anomalies du microbiote
intestinal au cours des MICI. Ces anomalies sont (i) une forte instabilité du microbiote au cours du
temps, (ii) la présence d’environ 30 % de bactéries inhabituelles, (iii) une restriction de la biodiversité
généralement aux dépens du phylum des Firmicutes, et (iv) une augmentation de la concentration
bactérienne dans la muqueuse[85,86]. Cette dysbiose existe dans la RCH mais elle est plus marquée
chez les patients atteints de maladie de Crohn[87] (figure 3). Le déficit en Firmicutes concerne
principalement le groupe Clostridium leptum qui comprend plusieurs bactéries productrices de
butyrate. Parmi elles, la bactérie Faecalibacterium prausnitzii est spécifiquement diminuée[88] ainsi
que Roseburia, Lachnospiraceae... Au contraire, il y a une augmentation des protéobactéries, ainsi
que de Fusobacterium et Ruminococcus gnavus[6]. De plus, une augmentation de certains
pathogénes tels que Escherichia coli adhérent-invasif (AIEC) [89] ou Mycobacterium avium
paratuberculosis a été bien décrite[90,91]. Des études le plus souvent pédiatriques ont mis en

évidence que ces altérations du microbiote intestinal sont précoces[92].

En comparant le profil du microbiote intestinal obtenu par gPCR sur les selles de patients atteints de
MICI la dysbiose, et particulierement le déficit en Faecalibacterium prausnitzii, semble plus marquée
chez les patients en poussée par rapport a ceux en rémission. Cette observation nous incite a penser
gu’une dysbiose plus marquée pourrait étre prédictive de rechute. Récemment, une étude
microbiologique, insérée dans la cohorte STORI du GETAID, a permis de mettre en évidence la
dysbiose comme facteur prédictif de récidive clinique apres arrét du traitement par infliximab au
cours d’'une maladie de Crohn bien contrélée. Ces travaux mettent en évidence une dysbiose au plus

marquée chez les futurs rechuteurs avant méme I'arrét du traitement par infliximab. La quantité de
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bactéries appartenant aux groupes Clostridium coccoides et Bacteroides (et apparentés) ainsi que la
prévalence de I'espece F. prausnitzii dans les selles permet de discriminer les patients qui resteront
en rémission des futurs rechuteurs[8]. Cette étude confirme les résultats obtenu dans un contexte

post-opératoire[7].

De nombreuses études décrivent de facon précise la dysbiose associée aux MICI. L'intérét a ensuite
été porté sur les conséquences de cette dysbiose au niveau fonctionnel et sur les voies de

I'inflammation.
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Figure 3. Dysbiose dans la maladie de Crohn par rapport aux volontaires sains

D’apres Manichanh et al [5]
111.B. Interactions hote-bactéries
111.B.1. Réle de certaines bactéries commensales sur I'inflammation intestinale

Le microbiote intestinal est indispensable a la maturation du systéme immunitaire et joue un réle de
barriére contre I'infection par des micro-organismes pathogénes. Le microbiote commensal peut
dans ce cadre influencer le systeme immunitaire de I'hote. En manipulant le microbiote intestinal de

souris, Atarashi et al ont mis en évidence que la présence de lymphocytes Treg exprimant Foxp3
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(forkhead box P3) dans le colon était dépendante et inductible par le microbiote intestinal. lls ont
identifié les bactéries du groupe Clostridium comme étant capable d’induire ces Treg coliques
producteurs d’IL10[23]. Toujours sur un modéle murin, a partir d’un échantillon fécal humain ont été
identifiées 17 souches, des clusters IV, XIVa et XVIII des Clostridia, capables d’induire les Treg
coliques chez la souris. De plus, I'administration de ces souches diminuait l'intensité des colites
induites chimiquement (TNBS) et allergiques[93]. Finalement, ce sont les acides gras a chaines
courtes, produit par les Clostridia qui ont été identifiés comme responsables de I'augmentation des

Treg coliques et exercant un effet protecteur vis-a-vis de I'inflammation intestinale in vivo[24].

Dans un modele de récidive post opératoire, une proportion faible de Faecalibacterium prausnitzii
sur la muqueuse iléale réséquée est associée a la récidive endoscopique a 6 mois. Il a été alors
montré que le surnageant de Faecalibacterium prausnitzii diminuait la réponse inflammatoire in vitro
des cellules Caco-2 transfectées avec un gene rapporteur NFkB. Cette unique espéce bactérienne
diminuait aussi la réponse inflammatoire sur des PBMC (peripheral blood mononuclear cell). In vivo,
a la fois Faecalibacterium prausnitzii vivant ou son surnageant réduit la sévérité de la colite au TNBS
en tendant a corriger la dysbiose[7]. Par ailleurs, dans une autre étude Faecalibacterium prausnitzii
est capable d’induire un sous-type de lymphocytes Treg CD4CD8aa aux fonctions régulatrices[94].
Une autre bactérie commensale intestinale Bacteroides fragilis a également été décrite comme

capable d’induire les lymphocytes Treg[95].

De fagon opposée, les bactéries commensales considérées comme des pathobiontes, et parmi elles
Escherichia coli AIEC induisent la sécrétion d’IFNy et de Th17[96]. Par ailleurs, AIEC est également

capable d’inhiber le processus d’autophagie dans les cellules épitheliales[97].

Pour aller plus loin dans la compréhension du dialogue héte-bactéries commensales intestinales, le
role des métabolites bactériens ou des molécules de I’'h6te modifiées par les bactéries, dans la

régulation de la réponse inflammatoire et donc dans les MICI, a été investigué.

1l1.B.2. Réle des métabolites bactériens

Duboc et al ont montré que la dysbiose associée aux MICI conduisait a un défaut du métabolisme des
acides biliaires[9]. Ces travaux ont mis en évidence des anomalies du pool d'acides biliaires fécal et
sérique chez des patients atteints de MICI coliques (comparé a des témoins), correspondant a un
déficit de la déconjugaison et de la transformation des acides biliaires par le microbiote intestinal. Il a
été montré par ailleurs une augmentation des acides biliaires sulfatés au cours des MICI. Des

expériences conduites sur le modele de cellule épithéliale Caco-2 ont permis de mettre en évidence

36



I’effet anti-inflammatoire des acides biliaires secondaires (figure 4). En revanche, ces propriétés anti-

inflammatoires étaient abolies par la sulfatation de ces acides biliaires secondaires[9].
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Figure 4. Dysmétabolisme des acides biliaires au cours des MICI

D’apres Duboc et al[9]

Dans une stratégie inverse d’identification des métabolites responsables de ['activité anti-
inflammatoires des bactéries commensales, les acides gras a chaine courte ont été identifiés, comme
décrit précédemment. Concernant Faecalibacterium prausnitzii, |'identification des composés
bactériens responsables de son activité anti-inflammatoire a fait I'objet de recherches approfondies.
Un fractionnement bioguidé du surnageant de Faecalibacterium prausnitzii a permis d’attribuer
I'activité anti-inflammatoire a une protéine bactérienne de 15 kDa, la protéine MAM, et a 7 peptides
issus de cette protéine[10]. En effet, la transfection dans du gene codant la protéine MAM dans des
cellules épithéliales et rénales, également transfectées avec un géne rapporteur NFkB, a permis de
mettre en évidence son effet anti-inflammatoire in vitro. In vivo, sa délivrance via Lactococcus lactis
dans un modéle murin de colite chimique au TNBS a confirmé cet effet. La protéine MAM a ensuite

été mise en évidence in vivo dans des échantillons de selles[98].

Des stratégies ciblées motivées par des observations lors d’études translationnelles mais également
des études métabolomiques plus larges, permettront d’identifier d’autres métabolites bactériens
impliqués dans la modulation de [linflammation chez I'hGte et par conséquent dans la

physiopathologie des MICI.
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I11.C. Pistes de traitement impliquant la manipulation du microbiote intestinal

1ll.C.1. Transplantation de microbiote fécal

La transplantation de microbiote fécal a montré des résultats frappants en cas d’infections
récurrentes par Clostridium difficile avec une efficacité de 90%[99]. Dans le cas de la rectocolite
hémorragique (RCH), plusieurs essais randomisés controlés ont montré des résultats prometteurs
avec un effet donneur[100,101]. Dans le cas de la maladie de Crohn, les études sont encore trop
limitées en terme de nombre de patients pour livrer des résultats interprétables[102,103] mais une

étude randomisée contrblée francaise devrait prochainement apporter de nouveaux éléments.

1II.C.2. L’utilisation des antibiotiques et des probiotiques

Les antibiotiques ont montré leur efficacité majoritairement dans le traitement des complications
des MICI et dans quelques situations cliniques particulieres, comme la prévention de la récurrence
post-opératoire mais surtout dans les pochites. Cependant, des considérations écologiques ont limité

leur usage a long terme[104].

Par définition, les probiotiques sont des micro-organismes vivants, non pathogénes, qui lorsqu’ils
sont administrés en quantité suffisante, impactent positivement sur la santé de I'héte. Les effets
bénéfiques apportés par les probiotiques peuvent étre: une normalisation de la perméabilité
membranaire, un retour a un état de normobiose ou encore une régulation négative de la réponse
intestinale pro-inflammatoire. Plusieurs études ont déja montré I'efficacité des probiotiques dans le
cadre des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin : ainsi par exemple, la souche E. coli
Nissle 1917 présente une efficacité similaire a celle d’anti-inflammatoires de synthése tels que la
mesalazine dans le maintien en rémission de la RCH[105]. Mais les résultats les plus probants ont été
obtenus au cours de la pochite. Le probiotique VSL#3, contenant un mélange de plusieurs souches a
prouvé son efficacité dans la prévention de la rechute au cours de plusieurs études[106]. Néanmoins,
a ce jour, les preuves de l'efficacité des probiotiques dans le maintien en rémission et de la
prévention des rechutes en post opératoire dans les cas de MC, restent peu nombreuses et surtout

contradictoires.

Ces stratégies thérapeutiques de manipulation du microbiote intestinale restent encore peu ciblées.
Les avancées en recherche fondamentale visent a identifier les métabolites bactériens impliqués
dans la modulation de l'inflammation et le dialogue hoéte-bactéries commensales, et ceci dans

I'optique d’utiliser a terme ces métabolites comme thérapeutiques au cours des MICI.
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IV. LE QUORUM SENSING

IV.A. Définition du quorum sensing

Le quorum sensing (QS) est un mode de communication inter bactérienne qui repose sur la
production, la sécrétion et la détection de petites molécules diffusibles dites auto-inductrices (Al) en
réponse a un changement de densité bactérienne. Ces molécules « signal » s"accumulent pendant la
croissance bactérienne. A partir d’'une certaine densité bactérienne que I'on nomme le quorum, une
concentration seuil de molécules « signal » est atteinte. Elles jouent alors le réle de régulateur
transcriptionnel. Cela induit I'expression de certains genes impliqués par exemple dans 'accés aux
nutriments, la croissance bactérienne (biofilms, surfactant...), la virulence et la défense contre
d’autres micro-organismes (production de peptides antimicrobiens) (figure 5). Ces changements
phénotypiques permettent une adaptation a I'environnement et/ou une coordination entre cellules
bactériennes dans une population conduisant a un comportement collectif. Colteux et improductifs
a I'échelle individuelle, ils deviennent rentables a I'échelle du groupe. La transcription des génes
impliqués dans la synthése et la reconnaissance des molécules « signal » est également activée,
permettant un rétrocontrole positif.
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Figure 5 : Le quorum sensing

La découverte de cette capacité des bactéries a percevoir la densité bactérienne et a moduler son
phénotype en conséquence a changé notre vision des procaryotes. Considérés auparavant comme

des organismes unicellulaires indépendants, il a été mis en évidence il y a une trentaine d’années que
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les bactéries pouvaient avoir des interactions « sociales » et des comportements proches des
organismes multicellulaires. Cette découverte a été faite chez Vibrio fischeri par Hastings en 1970
[107]. Cette bactérie marine ne produit pas de lumiére lorsqu’elle est dans I'océan. Elle participe en
revanche a une relation symbiotique avec plusieurs organismes eucaryotes marins. Dans ce cas,
I’h6te fournit un milieu riche en nutriments et Vibrio fischeri devient bioluminescent, permettant par
exemple a I’h6te d’échapper aux prédateurs. Hastings et al ont observé que ces bactéries devenaient
bioluminescentes seulement lorsque la densité bactérienne était élevée (comme dans |'organe
lumineux de I’héte). La bioluminescence était également induite par I'ajout du surnageant de culture.
Cette substance extracellulaire qui induit I'expression de la luciférase et par conséquent la
bioluminescence a été ensuite identifiée comme une N-acyl-homosérine lactone (AHL), plus
précisément 3-oxo-C6-HSL[108]. Ce n’est qu’en 1994 que Fuqua et al ont introduit le terme
« quorum sensing » pour décrire ce phénomene[109]. Depuis, le nombre de publications sur le QS a
augmenté de facon exponentielle et plusieurs systemes de communication ont été décrits en

fonction du type de molécule signal et de systeme de détection.
IV.B. Quorum sensing impliquant les N-acyl homosérine lactones

Le premier type de QS décrit et le mieux étudié a ce jour est celui utilisé majoritairement par les

bactéries Gram négatif et dont la molécule signal est une N-acyl-homosérine lactone.
IV.B.1. Les N-acyl homosérine lactones

Les N-acyl-homosérine lactones (AHLs) sont des molécules amphiphiles composée d’'un noyau
lactone (hydrophile) et d’'une chaine carbonée (hydrophobe). Les différentes AHLs produites sont
variables en termes de longueur de la chaine carbonée (4-18 carbones), de substitution en position 8
(non substitué, groupement hydroxyl : OH ou groupement carboxyl : oxo) et de degré de saturation
de la chaine carbonée (figure 6). Leur caractére amphiphile leur permet de diffuser librement a

travers les membranes cellulaires et dans le milieu extracellulaire.

Noyau lactone

Substitution B

A,

Figure 6: Structure chimique des AHLs R= aucune substitution, OH ou oxo

D’apres Fuqua et al [110]
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IV.B.2. Systémes de type Luxl/LuxR

Le fonctionnement du QS impliquant les AHLs peut étre expliqué en utilisant comme exemple le
systéme Luxl/LuxR de la bactérie marine bioluminescente Vibrio fischeri qui a été le premier décrit.
La protéine Luxl (synthase) est une enzyme qui permet la biosynthése de I'AHL, a partir de la S-
adénosyl-méthionine (SAM) et d’une protéine porteuse d’acide gras (acyl-acyl carrier protein ou
ACP). Les AHLs diffusent librement et s’accumulent dans le milieu extracellulaire. Lorsque le quorum
est atteint, la concentration d’AHLs dépasse un seuil. Les AHLs se fixent alors sur leur récepteur intra-
bactérien LuxR conduisant a la dimérisation de ce dernier qui agit alors comme régulateur
transcriptionnel (figure 7). Il active la transcription des genes de la bioluminescence en se fixant sur
I'opéron luxICDABE mais également la transcription des genes de Luxl et LuxR effectuant ainsi un

rétrocontréle positif ou auto-induction[111].
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Figure 7 : Quorum sensing implicant les AHLs, exemple du systéme Luxl/LuxR de Vibrio fischeri

Depuis la description du systéme Luxl/LuxR, de nombreuses études ont décrit la production d’AHLs
chez différentes bactéries Gram négatif avec un ou plusieurs couples synthase de la famille Luxl
(notée Xxxl)/récepteur de la famille LuxR (noté XxxR) et leur(s) AHL(s) correspondante(s)[111-113].

Le tableau 2 répertorie ces études de fagon non exhaustive.

Organisme AHL(s) Systeme  type | Phénotype controlé Ref
LuxI/LuxR

Acidovorax radicis N35 3-OH-C10-HSL Aral/AraR colonisation des racines [114]

Aeromonas hydrophila C4-HSL Ahyl/AhyR biofilms, exoprotéases [115]

Aeromonas salmonicida C4-HSL Asal/AsaR exoprotéase [116]

Agrobacterium tumefaciens 3-ox0-C8-HSL Tral/TraR conjugaison [117]

Burkholderia cenocepacia C6-HSL, C8-HSL Cepl/CepR, exoenzymes, biofilm, mobilité, | [118]
Ccil/CciR siderophore, virulence
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Burkholderia pseudomallei C8-HSL, C10-HSL, 3-OH-C8- | PmlI1/ PmlIR1, virulence, exoprotease [119]
HSL, 3-OH-C10-HSL, PmlI2/ BpmR2,
3-OH-C14-HSL PmlI3/ BpmR3
Burkholderia mallei C8-HSL, C10-HSL Bmall/BmaR1, virulence [120]
Bmal3/BmaR3,
BmaR4, BmaR5
Burkholderia  vietnamiensis | C6-HSL, C8-HSL; C10-HSL; | Cepl/CepR inconnu [121]
G4 C12-HSL; 3-oxo0-C10-HSL Bvil/BviR
Chromobacterium violaceum C6-HSL Cvil /CviR exoenzymes, cyanide, pigment [122]
Cedecea neteri C4-HSL Cnel/CneR inconnu [123]
Erwinia  carotovora  ssp. | 3-oxo-C6-HSL (Expl)/ExpR, carbapénéeme, exoenzymes, [124]
carotovora Carl/CarR virulence
Erwinia chrysanthemi 3-0x0-C6-HSL Expl/ExpR pectinase [125]
Nitrobacter winogradskyi C10-HSL, C10:1-HSL Nwil/NwiR inconnu [126]
Pandoraea pnomenusa RB38 | C8-HSL Ppnl/PpnR1, R2 | inconnu [127]
Pantoea (Erwinia) stewartii 3-ox0-C6-HSL Esal/EsaR exopolysaccharide [128]
Pseudomonas aeruginosa C4-HSL, 3-oxo0-C12-HSL Lasl/LasR, exoenzymes, sécrétion, HCN, [129]
RhlI/RhIR, QscR, | biofilms
VgsR
Pseudomonas aureofaciens C6-HSL Phzl/PhzR, phenazines, protease, agrégation... [130]
Csal/CsaR
Pseudomonas fuscovaginae C10-HSL, C12-HSL; 3-oxo- | Pfsl/PfsR, inconnu [131]
HSLs a longue chaine Pfvl/PfvR
Pseudomonas putida 3-0x0-C10-HSL, 3-oxo-C12- | Ppul/PpuR biofilm [132]
HSL
Ralstonia solanacearum C6-HSL, C8-HSL Soll/SolR inconnu [133]
Rhizobium etli CNPAF512 AHLs courtes chaines, 3-OH | Rail/RaiR, Nodulation, inhibition de la | [134]
AHL a longue chaine Cinl/CinR croissance, fixation N2
Rhizobium leguminosarum bv | 7-cis-C14-HSL/C6-HSL/ Cinl/CinR, symbiose, transfert de plasmide, | [135—
viciae C7-HSL/C8-HSL, 3-oxo-C8- | Rhil/RhiR, inhibition de la croissance ... 137]
HSL, 3-OH-C8-HSL Rail/RaiR, TraR,
BisR, TriR
Rhodobacter sphaeroides 7-cis-C14-HSL Cerl/CerR agrégation [138]
Serratia liquefaciens MG1 C4-HSL Swrl/SwrR mobilité, exoprotease, [139]
biofilm, biosurfactant
Serratia marcescens SS-1 C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL Spnl/SpnR mobilité, surfactant, pigment... [140]
Sinorhizobium meliloti C8-HSL, C12-HSL, 3-oxo- | Sinl/SinR, ExpR, | nodulation/symbiose [141-
C14-HSL, 3-ox0-C16:1-HSL, | TraR 143]
C16:1-HSL, C18-HSL
Vibrio anguillarum 3-ox0-C10-HSL Vanl/VanR inconnu [144]
Vibrio fischeri 3-ox0-C6-HSL Lux!/LuxR bioluminescence [145]
Yersinia enterocolitica C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL, Yenl/YenR, mobilité [146]
3-0x0-C10-HSL, 3-oxo0-C12- | YenR2
HSL, 3-oxo0-C14-HSL
Yersinia pestis KIM61 30x0-C6-HSL; 3ox0-C8-HSL Yspl/YspR, inconnu [147]
Ypel/YpeR
Yersinia pseudotuberculosis C6-HSL, 3-o0x0-C6-HSL, C8- | Ypsl/YpsR, mobilité, agrégation [148]
HSL Ytbl/YtbR

Tableau 2. Les différentes bactéries productrices d’AHLs
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IV.B.3. Méthodes de détection des AHLs

La découverte de nouvelles bactéries productrices d’AHLs repose sur la mise en évidence de ces

molécules (majoritairement a partir d’'un milieu de culture). Les 2 méthodes majeures de détection

qui ont été utilisées sont les biosenseurs ou systemes rapporteurs bactériens et la spectrométrie de

masse.

IV.B.3.a. Les biosenseurs ou systéemes rapporteurs bactériens :

Les biosenseurs reposent sur la détection de I'activité biologique AHL sur un récepteur de type LuxR.

Plusieurs systémes rapporteurs bactériens différents ont été construits, chacun présente les

caractéristiques communes suivantes[149] permettant in fine de détecter la présence d’AHLs

exogenes :

Il s’agit d’une bactérie qui ne produit pas d’AHL pour éviter I'auto-activation. Soit une
bactérie sans analogue de Luxl est choisie (Escherichia coli par exemple), soit la bactérie
choisie posséde un systeme Luxl/LuxR (Chromobacterium violaceum ou Agrobacterium
tumefasciens par exemple) et le géne Luxl est alors désactivé.

Elle posséde un récepteur de type LuxR, soit naturellement, soit via un plasmide (biosenseurs
Escherichia coli).

Elle possede un promoteur qui est la cible de LuxR couplé a 'AHL en amont d’un géne
rapporteur colorimétrique ou bioluminescent. Encore une fois plusieurs cas de figure sont
possibles. Chromobacterium violaceum posséde naturellement un promoteur (cible de CvR)
couplé au gene de la violacéine (réponse colorimétrique). Agrobacterium tumefasciens
posséde un récepteur type LuxR (TraR) mais le promoteur cible de TraR n’induit pas de
changement colorimétrique, il a donc été fusionné avec le géne de la B-galactosidase qui
induit une coloration bleutée en présence de X-gal (figure 8) (souche NTL4). Enfin, plusieurs
biosenseurs ont été construits en utilisant un Escherichia coli dans lequel un plasmide
senseur construit en fusionnant un promoteur cible de I'analogue LuxR avec un gene

rapporteur le plus souvent induisant la bioluminescence (luxCDABE).

Les concentrations et le type d’AHLs détectés dépendent de la sensibilité du récepteur de type

LuxR et de I’éventail d’AHLs qu’il reconnait.
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Figure 8. Construction des systémes rapporteurs

D’apres Steindler et al, 2007 [149]

L'avantage des systémes rapporteurs bactériens est qu’ils sont relativement sensibles et spécifiques
puisqu’ils détectent I'activité biologique des AHLs. Mais ils ont plusieurs inconvénients. lls ne
permettent pas d’identifier précisément la ou les AHLs détectées, au mieux peut-on savoir s’il s’agit
d’une AHL a courte ou longue chaine (10-18 carbones). La réponse est semi-quantitative mais
dépend de I'affinité entre I’AHL et le récepteur et ne permet donc en aucun cas d’évaluer la

concentration de ou des AHL(s) détectée(s).

IV.B.3.b. La spectrométrie de masse :

L'utilisation de la spectrométrie de masse s’est rapidement développée pour la détection des AHLs.
Méme si I'électrophorése capillaire ou la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse ont d’abord été utilisées[150,151], c’est la spectrométrie de masse couplée a I'HPLC (high
performance liquid chromatography) qui s’est avéré étre la plus fiable et la plus utilisée[152]. L'HPLC
en phase inverse permet une séparation des AHLs en fonction de leur degré d’hydrophobicité. Le
temps de rétention dépend donc de la longueur de la chaine carbonée, de la substitution et de la
présence ou non d’insaturations[153,154]. L’AHL est ensuite fragmentée dans la cellule de collision
du spectrometre de masse. Le mécanisme de fragmentation a été bien décrit dans plusieurs études
portant a la fois sur des molécules standards et des AHLs identifiées dans des surnageants

bactérien[154-157]. Cette fragmentation spécifique de I'ion parent [M+H]* au niveau de la liaison
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amine peut se faire de deux maniéres: soit la charge est portée par le noyau lactone avec un
fragment m/z 102, soit la chaine carbonée est chargée avec un fragment [M+H-101]* appelé perte de
neutre (figure 9). L’AHL peut étre ainsi détectée en spectrométrie de masse couplée a I'HPLC par la

présence des 2 ions produits possibles (m/z 102 et [M+H-101]*) a un temps de rétention compatible.

Le développement de techniques de spectrométrie de masse haute résolution comme les
spectrometres FTICR (Fourier-transform ion cyclotron resonance) permettent méme de connaitre la

masse précise des AHLs et donc leur formule brute [154,158,159].

La spectrométrie de masse est donc une méthode sensible et précise permettant de détecter et

méme d’identifier une grande variété d’AHL en fonction de leur structure chimique.
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Figure 9. Mécanisme de fragmentation en spectrométrie de masse d’une AHL

D’apres Morin et al[153]
IV.C. Les autres types de quorum sensing
IV.C.1. Oligopeptides chez les bactéries Gram positif

Les bactéries Gram positif utilisent classiquement comme mode de communication des
oligopeptides, linéaires ou cycliques, appelés peptides auto-inducteurs (PAl). lls sont synthétisés sous
la forme de propeptides et subissent des modifications post-transcriptionnelles avant |’exportation
du PAI actif hors de la cellule bactérienne. Les PAIl sont reconnus par un systeme a 2 composants : le
récepteur transmembranaire histidine kinase (HK) (ou senseur) qui reconnait le signal et qui active le
régulateur de réponse (RR) (ou effecteur) intracytoplasmique. Ce dernier joue alors le rdle de
régulateur transcriptionnel induisant la transcription des génes du PAI, des enzymes impliquées dans
la modification post-transcriptionnelle et le transport du PAI, de I'HK et du RR (autoinduction) ainsi
que d’autres génes conduisant a un changement phénotypique (virulence par exemple)[160,161].
L'exemple du systéeme agr décrit chez les staphylocoques illustre ce type de quorum sensing (figure

10).

45



Figure 10. Quorum sensing impliquant les PAI, exemple d’agr

D’apres Lyon et Novick[161]
1: synthese du propeptide, 2 : modifications post-transcriptionnelles, 3 : sécrétion du PAI, 4 : le PAI

est reconnu par son récepteur HK, 5 : activation du RR, 6 : régulation transcriptionnelle

La structure primaire des PAIl et leurs modifications post-transcriptionnelles sont trés diverses, ce qui
implique que ce mode de communication est d’une haute spécificité (souvent a I'échelle de la souche

bactérienne comme pour Staphylocoque aureus).
IV.C.2. Auto-inducteur 2 (Al-2), le langage universel

Aprées la découverte du quorum sensing impliquant les AHLs chez Vibrio fischeri, c’est chez une autre
bactérie bioluminescente, Vibrio harveyi que le second type de quorum sensing a été découvert. En
effet, en 1979 Greenberg et al ont observé que Vibrio harveyi devenait bioluminescente apres I'ajout
d’un surnageant de culture d’autres espéces [162]. Il a ensuite été démontré que des mutants de
Vibrio harveyi ne produisant pas d’AHLs étaient capables d’activer des génes dépendants du quorum
sensing [163], mettant en évidence I'existence d’un 2°™ type de quorum sensing. La molécule
« signal » correspondante, dont la structure chimique était alors inconnue a été nommée Al-2. LuxS,
le gene responsable de I'activité Al-2 a ensuite été identifié. Il en existe de nombreux homologues
(retrouvés chez 537 des 1402 génomes bactériens séquencés)[164]. Finalement, le 4,5-dihydroxy-2,3-

pentanedione (DPD), une molécule instable, produit dérivé du métabolisme de la S-adénosyl-
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méthionine (SAM) (figure 11A) a été reconnu comme responsable de l'activité Al-2. Par des
méthodes de cristallisation du couple récepteur-ligand, plusieurs formes de DPD ayant une activité

Al-2 ont été décrites selon le récepteur qui le reconnait [164](figure 11B).
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Figure 11. A : synthése du DPD dans le cycle du métabolisme de la SAM. B : différentes formes d’Al-2
et leur reconnaissance par les récepteur LuxP de Vibrio harveyi et LsrB de Salmonella tiphimurium

D’aprés Federle [165]

DPD:  4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione; SAH: S-adenosyl homocysteine; SAM: S-
adenosylmethionine ; SRH : S-ribosyl homocysteine ; S-DHMF : S-2,4-dihydroxy-2methylhydrofuran-
3-one  R-DHMF: R-2,4-dihydroxy-2methylhydrofuran-3-one; S-THMF: S-2-methyl-2,3,3,4-

tetrahydroxytetrahydrofuran R-THMF : R-2-methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofuran

Al-2 apres synthése est transporté activement a travers la membrane et est reconnu par son
récepteur qui fait partie d’un systéme a 2 composants. Si I'on prend I'exemple de Vibrio harveyi, Al-2
se fixe au récepteur LuxP qui interagit avec LuxQ. Lux Q agit comme une HK lorsque la concentration
d’Al-2 est basse, entrainant une cascade de phosphorylation intracellulaire (LuxU, LuxO) ce qui inhibe
LuxR via l'interaction de sRNA avec la protéine chaperon Hfq ce qui déstabilise LuxR. AphA est alors
favorisé. Lorsque la concentration d’Al-2 est élevée, LuxQ agit comme une phosphatase, la cascade
de phosphorylation est inversée et LuxR est favorisé au dépend d’AphA, induisant par exemple la

bioluminescence (figure 12)[164].
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Figure 12. Quorum sensing impliquant Al-2 chez Vibrio harveyi

D’apres Pereira et al [164]

Al-2, méme s’il existe sous plusieurs formes est donc un mode de communication trés répandu dans
le monde bactérien, commun aux bactéries Gram positif et Gram négatif. Favorisant la
communication inter-espéces il peut étre considéré comme un langage universel, une sorte
d’« Esperanto » bactérien[166]. || permet aux bactéries de percevoir leur environnement en
détectant la présence de bactéries d’especes différentes. Ce type de quorum sensing est également
la cible de manipulations a la fois par certaines bactéries comme Escherichia coli et Salmonella
typhimurium qui peuvent activer une enzyme d’import intracellulaire d’Al-2[167] et par I'hote

capable de fabriquer un mimique d’Al-2[168].
IV.D. Quorum sensing impliquant les AHLs et communication inter-espéces ou « crosstalk »

De nombreuses études ont révélé que le quorum sensing impliquant les AHLs, initialement considéré
comme un mode de communication intra-espéce uniquement, paradigme des bactéries Gram

négatif, s’avere beaucoup plus complexe que la premiére description du systéme Luxl/LuxR[169].
IV.D.1. Quorum quenching

Le quorum quenching (QQ) est la capacité d’interférer avec le QS en bloquant le signal a différentes
étapes. Concernant le QS impliquant les AHLs, cela peut intervenir de la maniére suivante : inhibition
de Luxl et donc de la synthése des AHLs, inhibition de LuxR et donc de I’activation de la transcription,
ou dégradation de la molécule signal. Ce dernier type de QQ a bien été étudié et il existe 3 types
d’enzymes capables de dégrader les AHLs : les acylases qui clivent la liaison amine des AHLs, les

lactonases qui hydrolysent le noyau lactone et enfin dans une moindre mesure les oxydoreductases
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qui oxydent ou réduisent la chaine carbonée sur le 3*™ ou le dernier carbone[170]. L’action des
acylases est irréversible alors que celle des lactonases peut étre inversée a pH bas. Plusieurs
lactonases ont été décrites chez Bacillus[171]. Plusieurs familles d’acylases produites par des
bactéries qu’elles posseédent ou non un QS impliquant les AHLs ont été identifiées[170]. Par exemple,
I"acylase nommée PvdQ de Pseudomonas aeruginosa est capable entre autres d’hydrolyser les AHLs a
longue chaine dont la 3-oxo-C12-HSL produite par la méme bactérie. L’activité acylase permet donc
une adaptation fine de la concentration d’AHL et donc du signal. Grace au renouvellement des AHLs,
la densité bactérienne peut étre monitorée en temps réel. Mais si I'on considére une bactérie sans
systeme de QS impliquant les AHLs, la production d’une acylase permet de moduler le signal produit
par d’autres bactéries environnantes ou de se protéger contre la potentielle toxicité des AHLs.
Effectivement, la 3-oxo-C12-HSL par exemple, en se transformant en acide tétramique a une activité

antibactérienne notamment contre les bactéries Gram positif[172].

L’activité QQ a été décrite dans plusieurs situations de communications inter-espéces ou elle joue un

role important : co-culture, biofilms, rhizosphere[170] et écosysteme marin[173].
IV.D.2. Spécificité variable des systémes Luxl/LuxR

Méme si le QS impliquant I'Al-2 est considéré comme le mode de communication universel du
monde bactérien, plusieurs éléments démontrent que le QS impliquant les AHLs sert également dans

le dialogue inter-especes comme cela a été décrit dans les biofilms mixtes[174].

D’abord certaines bactéries produisent différentes AHLs comme on peut le voir dans le tableau 2.
Pseudomonas aeruginosa par exemple possédent 2 couples d’homologues de Luxl/LuxR, organisés de
maniére hiérarchique : Lasl/LasR impliquant la 3-oxo-C12-HSL qui exerce un contrdle transcriptionnel
sur le systeme RhlI/RhIR impliquant la C4-HSL[129]. D’autres bactéries possédent un couple
synthase/récepteur capable de synthétiser et de reconnaitre différentes AHLs ; par exemple Yersinia
pseudotuberculosis peut synthétiser jusqu’a 24 AHLs différentes grace a la synthase Ytbl et dans une
moindre mesure YpsI[155]. Par ailleurs, la méme AHL peut étre synthétisée et donc reconnue par

plusieurs espéces bactériennes différentes (tableau 2).

Si I'on considére plus précisément les récepteurs de type LuxR, la découverte de la structure de
plusieurs d’entre eux a permis de mettre en évidence que la spécificité entre récepteur et AHL était
variable selon la conformation et la flexibilité du site de fixation du ligand[175]. Les récepteurs
peuvent donc reconnaitre un éventail plus ou moins large d’AHLs différentes. Par ailleurs, de

nombreux récepteurs de type LuxR orphelins, c’est-a-dire sans synthase type Luxl correspondante,
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ont été identifiés[176]. Un exemple est celui du récepteur QscR de Pseudomonas aeruginosa qui est

sensible et peu spécifique, pouvant reconnaitre des AHLs de structures tres différentes.

Parmi ces récepteurs LuxR orphelins, SdiA présente un intérét particulier puisqu’il est produit par des
bactéries qui n’ont pas de systéme de quorum sensing impliquant les AHLs. Il s’agit principalement
d’Escherichia, Salmonella, mais aussi de Klebsiella, Enterobacter, et Citrobacter[177]. Grace a SdiA,
ces bactéries peuvent détecter un large éventail d’AHLs. Méme si cela n’a pas été observé
directement in vivo, SdiA permettrait une stratégie d’interception du signal produit par d’autres

especes bactériennes ou d’espionnage.

IV.E. Quorum sensing impliquant les AHLs et communication « interkingdom »

IV.E.1. Quorum quenching par les paraoxonases eucaryotes

Plusieurs eucaryotes expriment des enzymes ayant une fonction de QQ, mais les mieux étudiées sont
les paraoxonases. La famille des paraoxonases (PON) comprend 3 représentants : PON-1, PON-2 et
PON-3. Il s’agit d’enzymes trés conservées chez les mammiféres qui sont capables d’hydrolyser
différents substrats dont les AHLs[178]. PON-1 et PON-3 sont exprimées majoritairement dans le foie
et le rein et excrétées dans le sérum tandis que PON-2 est exprimée dans divers tissus. PON-2 est
parmi les PON celle qui a I'activité lactonase la plus efficace pour hydrolyser les AHLs. Cela pourrait
d’ailleurs étre un des réle majeur de PON-2 puisque son activité concernant les autres substrats est
faible comparée a celles de PON-1 et 3[179]. Appuyant cette hypothése, la reconstruction
phylogénétique a suggéré que l'ancétre des PON est une lactonase bactérienne avec une forte
activité de QQ qui aurait été acquise par transfert horizontal[180]. Par son activité de QQ, PON-2
pourrait étre fortement impliquée dans la défense vis-a-vis des microorganismes et son expression
est d’ailleurs augmentée en situation de stress oxydatif. De plus, dans un modele de souris PON-2 KO
la clairance de Pseudomonas aeruginosa est diminuée[181]. La diminution de dégradation de I’AHL 3-

ox0-C12 favorise la virulence et diminue le controle de I'infection.

IV.E.2. Effets des AHLs sur les cellules eucaryotes

Méme si les effets des AHLs sur les cellules eucaryotes végétales dans les rhizospheres ont été
étudiés, la majorité des données concerne les effets de I’AHL 3-oxo-C12 produite par Pseudomonas
aeruginosa sur les cellules eucaryotes humaines[182]. Cette bactérie, pathogéne opportuniste, est
responsable d’infections chroniques difficiles a traiter par les antibiotiques, chez les patients atteints
de mucoviscidose. C’est donc en s’intéressant au mécanisme permettant la chronicité de I'infection a

Pseudomonas aeruginosa que les effets cellulaires des AHLs ont été décrit. Dés 1995, DiMango et al
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ont montré que la 3-oxo-C12 a forte concentration avait un effet immunomodulateur en perpétuant
la réponse inflammatoire[183]. Depuis, de nombreuses capacités de la 3-oxo-C12 a interagir avec les

cellules eucaryotes ont été développées.

IV.E.2.a. Entrée dans les cellules eucaryotes

Grace a leurs propriétés amphiphiles, les AHLs peuvent diffuser a travers la membrane des cellules
eucaryotes comme elles le font pour pénétrer a I'intérieur des cellules bactériennes et se fixer a leur
récepteur de type LuxR. Pour le démontrer, plusieurs méthodes expérimentales ont été utilisées.
Williams et al, ont transfecté des cellules de rein de singe (COS-1) avec un plasmide contenant les
genes de LasR ou RhIR sous le contréle d’'un promoteur eucaryote pour qu’elles expriment des
protéines chimériques des récepteurs aux AHLs produites par Pseudomonas aeruginosa. Les cellules
ont également été transfectées avec un plasmide rapporteur possédant la séquence reconnue par
LasR couplée au gene luciférase. Les AHLs 3-ox0-C12 et C4 rajoutées au milieu de culture ont pu
induire la bioluminescence, montrant ainsi qu’elles pouvaient pénétrer dans la cellule de mammiféere
pour atteindre leur cible[184]. En utilisant une 3-oxo-C12 radioactive (3H-3-ox0-C12) pour la localiser
dans des cellules T (Jurkat), Ritchie et al ont montré que cette AHL entrait tres rapidement dans les
cellules, avec une concentration maximale atteinte également rapidement et proportionnelle a celle
du milieu de culture[185]. Ces données suggérant un transport passif ont été confirmées par Bryan et
al avec la méme technique sur des cellules épithéliales pulmonaires, mais ces derniers ont montré
gu’il existait en revanche un mécanisme actif d’efflux pour expulser 'AHL hors de la cellule[186].
Enfin, dans I'’étude de Karlsson et al, une AHL 3-oxo-C12 fluorescente entrait rapidement dans des
cellules épithéliales intestinales Caco-2 et se localisait dans la cellule en partie au niveau du noyau.
L’AHL 3-ox0-C12 est donc capable d’entrer passivement dans plusieurs types cellulaires, méme s'il
n’est pas exclu que certains effets cellulaires soient médiés par I'interaction avec la membrane ou

avec un récepteur membranaire[187].

IV.E.2.b. Effet immunomodulateur

Au premier abord, dresser un tableau de I'ensemble des études sur |'effet immunomodulateur des
AHLs et particulierement de la 3-oxo0-C12 peut étre déconcertant puisque des effets aussi bien pro-
inflammatoires qu’anti-inflammatoires de cette molécule du QS y sont décrits. En réalité, ces effets
opposés dépendent essentiellement du type cellulaire et de la concentration de la 3-oxo-C12
étudiés[182] mais aussi de l'utilisation ou non d’'un stimulus pro-inflammatoire. Sur les cellules
épithéliales pulmonaires et les fibroblastes, a une concentration supérieure a 100 uM, la 3-oxo-C12 a

un effet pro-inflammatoire[188,189]. Par ailleurs, certains autres effets cellulaires par exemple
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I'induction de I'apoptose[190] ou de la phagocytose[191] peuvent avoir des effets pro-
inflammatoires indirects. En revanche, sur des cellules majoritairement immunes (lymphocytes,
peripheral blood mononuclear cell (PBMC), cellules spléniques, mastocytes, macrophages) stimulées,

a une concentration inférieure a 100 uM, la 3-ox0-C12 a un effet anti-inflammatoire[192-198].

L'exploration des mécanismes et des partenaires cellulaires de I'action immunomodaulatrice de la 3-
ox0-C12 ont révélé que cette AHL interfére avec la voie NFkB en inhibant la phosphorylation d’IkB
médiée par le LPS[196] via l'interaction avec le récepteur PPARy (peroxisome proliferator activated

receptor) [189,199] (figure 13).

Il est également intéressant de noter que la structure de I'AHL est importante pour son effet
cellulaire. En effet, ’'AHL C4 produite également par Pseudomonas aeruginosa, bien gu’elle soit
capable d’entrer dans la cellule eucaryote n’a pas de propriété immunomodulatrice. Chhabra et al en
testant des AHLs de structures différentes ont montré que celles qui avaient un effet
immunomodulateur comparable a la 3-oxo-C12 remplissaient les critéres suivants : longue chaine
carbonée (8 a 14 C) saturée ou non, substitution hydroxyl ou carboxyl, configuration L du noyau

lactone (AHLs bactériennes naturelles), intégrité du noyau lactone[193].
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Figure 13. Schéma de I'effet anti-inflammatoire de I’AHL 3-ox0-C12

D’apres Teplitski et a/ [182]

IKK (IkB kinase) phosphoryle IkB qui est alors ubiquitinée et dégradée. NFkB est alors libéré et joue
son réle de régulateur transcriptionnel en induisant la transcription de génes immunomodulateurs.
La 3-ox0-C12 inhibe IKK et donc la voie NFkB, probablement en interagissant avec le récepteur PPAR.
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IV.E.2.c. Effet sur la perméabilité

Mais les capacités de la 3-oxo-C12 a modifier les voies de signalisation des cellules eucaryotes ne se
limitent pas aux effets immunomodulateurs. Les différents travaux de Vikstrém et al ont mis en
évidence sur des cellules Caco-2 que la 3-oxo-C12 est capable d’altérer la barriere épithéliale. En
effet sur des cellules polarisées, la 3-oxo-C12 a concentration relativement élevée (100-300 uM)
diminuait la résistance électrique transépithéliale et augmentait le flux paracellulaire de dextrans de
différentes tailles[200]. Cette augmentation réversible de la perméabilité paracellulaire est le résultat
de la modulation des jonctions serrées et des jonctions adhérentes. Les mécanismes impliqués sont
les suivants : diminution de I'expression de certaines protéines de jonction, altération de la structure
des complexes jonctionnels par la modification de I’état de phosphorylation de certaines protéines et
enfin I'augmentation du calcium intracellulaire[200-203] (figure 14). La méme équipe a également
montré que la 3-oxo-C12 diminuait la motilité des cellules épithéliales intestinales en inhibant le
remodelage des filaments d’actine. L’AHL semble interagir avec IQGAP1 (IQ-motif containing GTPase-
activating protein), une protéine impliquée dans I'organisation de I'actine et des microtubules dans
des processus de motilité cellulaire [204] (figure 14). Cet effet supplémentaire géne a la réparation

de I'épithélium et contribue donc a I'altération de la barriere épithéliale intestinale.

Cellules épithéliales intestinales ? P.aeruginosa ‘Z

' > = =

i '
= .
Réorganisation du 'Y
cytosquelette d’actine
~
Ca2+
w
IP3R |
Augmentation du
I == Ca2+ intracellulaire
1 Désunion des - Ca2+
< RVR jonctions serrées
\ ER : Y i et des jonctions \ ER Y RyR
/ | adhérentes o s
SN BN NN BN BN SN SN S l A s 1 - -
\ ‘ )
Diminution de I'expression et altération de la
phosphorylation des protéines des jonctions:

Serrées : occludine, JAM, ZO-1, ZO-3
Adhérentes : E-cadhérine, B-caténine

Figure 14. Schéma de I'effet de I’AHL 3-ox0-C12 sur la perméabilité intestinale

D’apres Holm et Vikstrom[205]
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IV.E.2.d. Autres effets cellulaires

D’autres effets cellulaires des AHLs ont été largement étudiés. C'est le cas notamment de I'induction
de l'apoptose, un effet toujours relativement spécifique de la 3-oxo-C12, a des concentrations
élevées et sur plusieurs types cellulaires différents: macrophages et polynucléaires
neutrophiles[206], fibroblastes et cellules endothéliales[190], lymphocytes et monocytes[207]... Les
études sur la voie de I'apoptose activée sont contradictoires: certaines suggérent qu’il s’agit de la
voie extrinseéque via les caspases[206], d’autres qu’il s’agit de la voie intrinseque ou mitochondriale

de I'apoptose qui est activée[207,208]. Les 2 mécanismes sont probablement impliqués[209].

En outre, méme si certains de ces mécanismes ont déja été évoqués précédemment, I’AHL 3-oxo0-C12
est capable de modifier la distribution intracellulaire du calcium[190,202], d’altérer le réticulum
endoplasmique[208], d’induire la migration des neutrophiles par chimiotactisme[204,210], et de

modifier I'expression des TLR (toll like receptors) sur différentes cellules immunes[211,212].

Enfin, la 3-ox0-C12 est capable d’exercer un rétrocontrole négatif sur I'expression de PON 2[213],

contrecarrant ainsi I'action des cellules eucaryotes pour l'inactiver.

V. QUORUM SENSING ET ECOSYSTEME INTESTINAL

Le microbiote intestinal est un écosystéme complexe avec un nombre et une diversité importante de
micro-organismes et notamment de bactéries qui cohabitent. Par ailleurs, ouvert au milieu extérieur
I’écosysteme intestinal est aussi le lieu de passage de bactéries pathogenes. Dans ce contexte,

I'implication du QS y parait cohérente.

Tout d’abord Al-2, parce qu’il est considéré comme un langage bactérien universel et parce qu’il est
présent chez plusieurs pathogenes intestinaux, a été considéré comme un excellent candidat pour la
communication interbactérienne au sein de I'écosystéme intestinal. En effet Al-2 a été trés étudié
chez Vibrio cholerae, les Escherichia coli pathogénes, Salmonella, Yersinia, Shigella flexneri et
Campylobacter jejuni[214]. Il a également été décrit chez des bactéries intestinales commensales :
Bacteroides, Clostridium, Lachnospira, Ruminococcus, Roseburia...[215-217]. L’élément le plus
frappant provient d’une étude récente dans laquelle Thompson et al ont montré sur un modeéle
murin présentant une dysbiose post-antibiothérapie, que des niveaux élevés d’Al-2 dans l'intestin
permettaient d’augmenter le ratio Firmicutes/Bacteroidetes, favorisant ainsi la restauration d’une

normobiose[218].

Mais, comme décrit précédemment, le QS impliquant les AHLs est aussi mis en jeu dans la

communication inter-espéces bactériennes et dans la relation hote-bactérie également et pourrait

54



par conséquent jouer un role important au sein du microbiote intestinal. Il a été décrit dans des
écosystemes marins et différentes rhizosphéres[113,219,220] mais les données sur les AHLs dans
I’écosysteme complexe que représente le microbiote intestinal humain sont peu nombreuses. La
majorité de ces données provient de I'étude de pathogenes intestinaux. En effet les bactéries
pathogenes Yersinia enterocolitica et pseudotuberculosis produisent plusieurs AHLs avec 2 systémes
de type Luxl/LuxR chacune organisés de facon hiérarchique[146,148,214]. Par ailleurs, Pseudomonas
aeruginosa dont le quorum sensing a été largement étudié peut étre présente dans I’écosysteme
intestinal. Enfin la mise en évidence chez de nombreuses entérobactéries (Escherichia, Salmonella,
mais aussi de Klebsiella, Enterobacter, et Citrobacter) du récepteur orphelin SdiA capable d’écouter le
signal émis par d’autres bactéries en reconnaissant les AHLs qu’elle produisent [177] suggére que les
bactéries de I'’écosystéme intestinal pourrait utiliser les AHLs pour communiquer. Mais le quorum
sensing impliquant les AHLs n’a pas été mis en évidence chez des bactéries commensales intestinales
et les études in vivo sont peu nombreuses. Utilisant des systemes rapporteurs bactériens avec leurs
limites, des AHLs ont été retrouvées dans le rumen de vaches[221] et dans les selles de nouveau-nés
[222]. Devant ce manque de données, Swearingen et al ont publié une revue en 2013 ou ils posaient
la question : y-a-t-il des AHLs dans les intestins des mammiféres ?[223] L’hypothése qu’ils émettent
est que les AHLs sont produites par la communauté microbienne complexe du tractus intestinal

humain bien qu’elles n’aient jamais été détectées jusqu’a maintenant.
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL EXPERIMENTAL
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|. DECOUVERTE DE LA N-ACYL HOMOSERINE LACTONE 3-OXO-C12:2, MOLECULE DU QUORUM

SENSING MAJEURE DU MICROBIOTE INTESTINAL ET SON EFFET SUR LES CELLULES EPITHELIALES

INTESTINALES

I.A. Introduction a I'article

Le QS impliguant les AHLs a été décrit dans de nombreux écosystemes mais n’avait jamais été mis en
évidence jusqu’a présent dans I’écosysteme intestinal humain. Par ailleurs, des éléments indirects
provenant d’études concernant les PON suggéerent qu’il pourrait étre impliqué dans la dysbiose au
cours des MICI. Ces travaux ont montré que l'activité de la PON-1 était significativement diminuée
chez les patients présentant une MICI active par rapport a des sujets sains[224] et que le
polymorphisme de PON-1 (allele 192R) conduisant a une plus forte activité paraoxonase est associé a

une diminution du risque de survenue de MICI[225].

Les données récentes mettent en exergue le role de linteraction hote-microbiote dans la
phyiospathologie complexe des MICI[6,226]. Pour aller plus loin dans la compréhension de la
dysbiose associée aux MICI, il est indispensable d’étudier ses conséquences fonctionnelles et son
impact sur les voies de l'inflammation. Pour cela, la recherche de métabolites du microbiote

intestinal impliqués dans le dialogue avec I'h6te est particulierement d’actualité[9,10,24].

C’est aussi dans cette optique et en considérant que les données sur les PON indiquent que les AHLs
participent tres probablement au dialogue hote-microbiote dans le cadre des MICI, que nous avons

étudié le QS impliquant les AHLs.

Ce premier article soumis rapporte la découverte d’AHLs et plus particulierement d’une nouvelle
AHL, la 3-0x0-C12 :2 dans I"’écosystéme intestinal humain grace a une méthode d’extraction originale
et a 'utilisation de la spectrométrie de masse. Cette méthode d’extraction telle qu’elle est décrite
dans l'article est le fruit d’'un long travail de mise au point pour réussir a déterminer un protocole,
robuste, faisable, reproductible et adapté a la détection de la plus grande diversité d’AHLs possible

dans un milieu extremement complexe.

Par ailleurs, le caractere translationnel de cette étude a permis en couplant le profil d’AHL par
spectrométrie de masse a I'analyse classique du microbiote fécal par gPCR et par séquencage des
génes de I'ARN 16S, de mettre en évidence que cette nouvelle AHL 3-ox0-C12 :2 était diminuée au

cours des MICI et corrélée a un état de normobiose.

Aprés les difficultés concernant la mise au point du protocole d’extraction, nos efforts ont été

concentrés a identifier par spectrométrie haute résolution puis a synthétiser I’AHL d’intérét. Cette
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étape cruciale nous a permis d’aller plus loin en étudiant I'effet de la 3-ox0-C12 :2 in vitro sur les
cellules épithéliales intestinales Caco-2. Nous avons comparé ses effets a ceux de la 3-oxo-C12 de
structure proche. Les effets cellulaires de cette AHL, produite par Pseudomonas aeruginosa, ont été
largement décrit dans la littérature, posant ainsi les jalons de la place des AHLs dans la
communication hote-bactéries. Les résultats obtenus sont particulierement interessants puisqu’ils
montrent que la 3-oxo-C12 :2 a des propriétés anti-inflammatoires comparables a celles de la 3-oxo-

C12 sans augmentation de la perméabilité intestinale.

Cette molécule est donc a la fois associée a un microbiote normobiotique et possede un effet que
nous avons qualifiée de « protecteur » sur les cellules épithéliales intestinales. Cela suggéere que la
’AHL 3-ox0-C12:2 pourrait jouer un rble important dans linteraction microbiote-épithélium

intestinal et par conséquent dans la physiopathologie des MICI.

Cet article preuve de concept ouvre la voie de I'étude du quorum sensing impliquant les AHLs dans

I’écosystéme intestinal humain en général et de la 3-ox0-C12 :2 au cours des MICI en particulier.
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Abstract

Objective: Auto-inducer quorum sensing molecules N-acyl-homoserine lactones (AHLs) involved in
bacterial communication network are also able to interact with eukaryotic cells. Searching for these
molecules in the context of inflammatory bowel diseases (IBD) is appealing. The aims of our study
were to look for AHLs molecules in fecal samples from healthy subjects (HS) and IBD patients, to
correlate AHLs profiles to microbiome and to investigate the effect of AHL of interest on epithelial
cells. Design: using mass spectrometry, we characterized AHLs profiles in fecal samples from HS
(n=26) and IBD patients in remission (n= 24), and in flare (n=25) and correlated presence of AHL of
interest with gut microbiota composition obtained by real-time gPCR and 16S sequencing. We
synthesized AHL of interest in order to test inflammatory response after IL1B stimulation and
paracellular permeability on Caco-2 cells. Results: We observed 14 different AHLs among which one
was prominent. This AHL corresponded to 3-ox0-C12:2 and was significantly less found in IBD
patients in flare (16%) and IBD patients in remission (37.5%) versus HS (65.4%) (p=0.001). Presence of
3-ox0-C12:2 was associated with significantly higher counts of Firmicutes especially F. prausnitzii and
lower counts of E. coli. In vitro, 3-oxo0-C12:2 exerted anti-inflammatory effect on Caco-2 cells.
Interestingly, although 3-oxo-C12, the well-known AHL from Pseudomonas aeruginosa, increased
paracellular permeability, 3-oxo0-C12:2 did not. Conclusion: We identified AHLs in human gut
microbiota and discovered a new and prominent AHL 3-oxo0-C12:2 that correlates with normobiosis
and exerts protective effect on gut epithelial cells.

Summary box:
1. What is already known about this subject?

e Quorum sensing involving N-acyl homoserine lactones (AHLs) is a interbacterial
communication network
e AHLs also proved to be involved in an inter-kingdom communication i.e. host-
bacteria interactions.
e Quorum sensing has been described in many bacterial ecosystems and in some
intestinal pathogens but has never been studied in the human intestinal microbiota.
2. What are the new findings?

e We identified for the first time AHLs in human gut microbiota.
e We discovered a new AHL, namely AHL 3-ox0-C12:2 which was prominent in human
gut ecosystem.
e This AHL correlates with healthy state normobiosis and is lost in inflammatory bowel
disease (IBD) associated dysbiosis.
e AHL 3-ox0-C12:2 exerts protective effect on gut epithelial cells.
3. How might it impact on clinical practice in the foreseeable future?

e QOur results pave the way for potential effects of the loss of 3-oxo-C12:2 in IBD.

e Inthe field of ecological therapeutic approach in IBD, our results should be
considered as a cornerstone for a new concept to control gut inflammation and to
manipulate gut microbiota.
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INTRODUCTION

Inflammatory bowel diseases (IBD) represented by two main diseases, namely Crohn's disease (CD)
and Ulcerative Colitis (UC) are characterized by a chronic inflammatory of gut mucosa leading to
bowel damages and increased intestinal cancer risk[1,2]. The socio-economic issues are important
because they affect young subjects and the incidence is relatively high in industrialized countries (8-
15 per 100 000 inhabitants/year)[3,4]. The exact physiopathogeny of IBD remains unknown but
involves a dysregulated immune response to the gut microbiota in genetically predisposed host[5-8].

The intestinal microbiota is composed of trillions of bacteria (10** bacteria)[9] belonging to 2 major
phyla (Firmicutes and Bacteroidetes)[10]. It has been shown to play major roles in human physiology
and it is notably involved in intestinal barrier and immune system maturation[11]. Several
convergent studies have shown that IBD patients exhibit dysbiosis (i.e. a disruption of the gut
ecosystem equilibrium) characterized by restricted biodiversity, temporal instability and a
guantitative decrease of bacteria belonging to the Firmicutes phylum, especially Faecalibacterium
prausnitzii [12—-15].

Recent data highlighted the role of the host-microbiota interactions within IBD puzzling
physiopathology[8,16]. To go further, it is worthwhile to explore the functional consequences of IBD
associated dysbiosis on gut inflammation by looking for molecules from gut microbiota implicated in
the dialog with host[17—-19]. In this setting, we decided to focus on quorum sensing (QS) molecules.
Indeed, bacterial cell-cell communication, also known as quorum sensing (QS), relies in the ability of
a bacteria to monitor and respond to microbial density, via diffusible signal molecules called auto-
inducers. This process allows bacterial populations to coordinate gene expression and behavior such
as bioluminescence, secretion of virulence factors or biofilm formation. First described and most
studied type of QS is mediated by small amphiphilic molecules with a homoserine lactone ring moiety
and an acyl side chain with variable length and substitution, called N-acyl-homoserine lactones
(AHLs). Mostly found in Gram-negative bacteria, they are biosynthesized by a Luxl-type
synthase[20,21]. Then, AHLs diffuse freely in and out of the cell and in the extracellular medium.
Once the bacterial density reaches the quorum, a threshold concentration of AHLs is also reached
and they are recognized by their cognate intracellular LuxR-type receptors, triggering a signal
transduction cascade that results in population-wide changes in gene expression[22,23].

First considered as a bacterial communication network only, QS driven by AHLs also proved to be
involved in an inter-kingdom communication i.e. host-bacteria interactions[24]. Importantly,
paraoxonases (PON) are enzymes expressed in eukaryotic cells, able to exert a “quorum quenching”
activity while hydrolyzing AHLs lactone ring moiety[25]. Conversely, it has been shown that
pathogens can use AHLs as a virulence factor per se to modulate host immune responses, as it has
been well described with 3-oxo-C12-AHL from Pseudomonas aeruginosa[26].

QS has been described in many bacterial ecosystems, but had never been studied in the human
intestinal microbiota[27] and could be involved in IBD related dysbiosis since recent studies
concerning PON-1 suggest that AHLs mediated QS could play a role in IBD. They have shown that
PON-1 activity is significantly decreased in patients with active IBD versus healthy subjects [28].
Moreover, PON-1 192R allele carriage, which leads to a more active enzyme, is associated with
reduced risk of IBD[29].

Eventually, small molecules from QS appear to be a new trail in IBD physiopathology as they could be
involved in the regulation of the shape of the gut microbiota but also in host-microbiota interactions.
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Thanks to the development of an original extraction and detection method, the aim of our study was
to describe fecal AHL profile in IBD patients compared to healthy subjects in parallel with gut
microbiota composition. Furthermore, we investigated the effect on epithelial cells of a novel AHL
identified from human gut microbiota.

METHODS
Patients and samples

We collected fecal samples from IBD patients and from healthy volunteers who provided informed
consent. None of the patients had a history of bowel resection. None of the patients or healthy
volunteers had taken antibiotics within 3 months before the sampling. Fecal samples were frozen
within one hour and stored at -80°C until analysis.

Demographic data, disease characteristics, disease activity and biological features at the time of
sampling were extracted from MICISTA registry and patient files.

AHL detection and characterization
Sample pretreatment and optimized protocole for AHL extraction

Each fecal sample was lyophilized for 72 hours. AHL were extracted from one gram of lyophilized
feces with an original optimized method associating solid-liquid extraction using a Soxhlet apparatus
and solid phase extraction using a reverse phase C18 cartridge (Sep-Pak Waters 12cc 2g) (see online
supplementary materials and methods for details).

AHL detection by High pressure liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS)

The chromatographic separation of AHL was carried out on a Zorbax eclipse XDB-C18 (Agilent
Technology, Garches, 92380, France) fitted on an Agilent 1100 HPLC system (91745 Massy, France)
(see online supplementary materials and methods). AHLs were separated according to their
hydrophobicity depending on the length of the acyl side chain, the nature of the substitution on the
third carbon and the presence of unsaturations [30].

Mass spectra were obtained using an API® 2000 Q-Trap (AB-Sciex, Concord,Ontario, Canada)
equipped with a Turbolon electrospray (ESI). Data were acquired by the Analyst® software (version
1.4.2, AB-Sciex) in the Multiple Reaction Monitoring (MRM) mode (see online supplementary
materials and methods). Identification of an AHL (designated by m/z of the precursor ion) was
defined by the presence at the same retention time of the precursor ion and the two possible
product ions ([M+H -101]* and 102)[31] (figure S1).
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Figure S1: MS-MS fragmentation of an AHL with the two product ions ([M+H -101]+ and 102) obtained from the
precursor ion [M+H]+

The AHL quantification was expressed in nmol per gram of feces after calibration of the method, with
weighed mixtures of commercially available AHL (C4-HSL, C7-HSL, 3-OH-C10-HSL, 3-OH-C12-HSL, 3-
0x0-C12-HSL, C14-HSL and 3-ox0-C14 :1-HSL) and normalization relative to the internal standard (C6-
d3-HSL).

AHL characterization
High resolution mass spectrometry

Fractions containing AHL of interest were sampled using a pool of HPLC fractions according to
observed retention time and analyzed by High resolution mass spectrometry using LTQ-Orbitrap XL
(ThermoFisher Scientific) with infusion flow of 3uL/min. Full scan analysis allowed to obtain the
precise mass of the relevant molecule. Then, predicted formula was deducted.

AHL biosensor

The bacterial biosensor strain Agrobacterium tumefasciens NTL4, kindly provided by Dr P.
Williams’lab (University of Nottingham) was used to assess the quorum sensing activity of the
identified AHLs[32] (see online supplementary materials and methods).

Microbiota analysis

DNA was extracted as described previously[12] from 200mg of faeces using the GNOME DNA Kit (MP
Biomedicals, Santa Ana, CA) according to the manufacturers' instructions. A step of disruption was
achieved by the addition of a volume (750ul) of 0.1 mm diametra silica beads and agitation in a Bead-
Beater for 10 minutes. Real time qPCR (quantitative polymerase chain reaction) was performed as
described previously[33], using an ABI 7000 Sequence Detection System apparatus with 7000 system
software v. 1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) (see online supplementary materials and
methods). We used real-time gPCR to quantify in gut microbiota the total bacteria, the dominant
bacterial groups (Bacteroides/Prevotella, Coccoides, leptum, Bifidobacterium), the subdominant
group Lactobacillus/Leuconostoc/Pediococcus and specific species Faecalibacterium prausnitzii and
Escherichia coli. Group and species-specific 16S rRNA-targeted primers used in this study were
purchased from Eurogentec, their sequences are shown in (table S1).

Due to the quality of DNA extraction, among all samples (n=75), 67 (from 25 HS, 21 IBD in remission
and 21 IBD in flare) were analyzed through 16S gene sequencing as described previously[34].
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Synthesis of AHL 3-0x0-C12 :2

The AHL 3-ox0-C12:2 was synthesized from commercially available 4-pentyn-1-ol (Fluorochem UK,
Derbyshire). The alcohol was first protected with chloromethyl methyl ester. The acyl chain was
elongated and the desired double bonds installed by organometal coupling with 1-bromo-2-pentyne,
and alkynes reduction to alkenes. The alcohol was then deprotected and oxidized into carboxylic
acid, which was further coupled to Meldrum's acid to afford the active derivative. This derivative was
finally reacted with homoserine lactone to afford the desired molecule (figure S2).

Step 1 Step 2 Step 3
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Figure S2: Steps of 3-oxo0-C12:2 synthesis from 4-pentyn-1-ol

Caco-2 cells experiments
Caco-2/TC7 cell cultures

The human colon cancer cell line Caco-2/TC7 was cultured in 6-well culture plates in high-glucose
Dulbecco’s modified Eagle medium Glutamax | (GIBCO), supplemented with 20% heat-inactivated
foetal calf serum (FCS) (GE Healthcare/ PAA), 1% non-essential amino acids (GIBCO) and 1%
penicillin/streptomycin (PAA company), at 37°C in a 10% carbon dioxide/air atmosphere. The culture
media were changed every day.

Inflammatory response

After 14 days, culture media was changed for a « starvation » media without FCS for 24 hours. Before
stimulation, selective PON inhibitor 2-hydroxyquinoline (2HQ) at the concentration of 100uM (to
disrupt Caco-2 PON activity) was added, and the following conditions were tested: with 0,1% DMSO
alone or increasing concentrations of 3-oxo-C12 (Sigma-Aldrich®) and 3-oxo0-C12:2 in 0,1% DMSO.
Caco-2/TC7 cells were then stimulated by Interleukin 1 beta (IL-1B) (Sigma-Aldrich®) at 25 ng/mL.
After 18 hours, cell supernatants were removed for Interleukin 8 (IL-8) assay and cells were washed
and scraped into 200uL Triton 1X for the protein assay. IL-8 concentrations were determined using an
ELISA assay (DuoSET Human CxCL8/IL-8, R and D Systems®) and delivered to the total cell-protein
content. All experiments were done in duplicate.
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Permeability assay

Caco-2/TC7 cells were cultured in the same conditions as described above in 6-well Costar Transwell
(3 um pore size; Sigma-Aldrich®). From confluency, they were switched to asymmetric conditions, i.e.
with medium containing 20% FCS in the basal compartment and serum-free medium in the apical
compartment. At day 18, the apical medium was supplemented with 100uM of PON inhibitor 2HQ
and with DMSO 0,1%, 3-0x0-C12 or 3-ox0-C12:2 (200uM) during 4 or 20 hours. To assess paracellular
permeability, Fluorescein isothiocyanate-labeled Dextran 4 kDa (FD4) tracer (TdB consultancy,
Uppsala, Sweden®) was added to the apical surface of the cell monolayers to a final concentration of
250uM. Four hours later, samples of basal medium were collected and fluorescence was determined
with a FLUOSTAR Omega (BMG Labtech®) calibrated for excitation at 485 nm and emission at 520
nm.

Statistical analysis

Statistical analyses for significant differences were performed with the Student t test for unpaired
data, and by Wilcoxon’s non-parametric test when appropriate. Qualitative data were compared
within groups using the x2 test (Jump software, JMP SAS). For searching association between AHL of
interest and gut microbiota, differential analysis of bacteria quantity between stool samples were
performed using relative quantification (2A-DDCT) data. For each sample, individual bacteria
guantification values were normalized into relative proportion so the sum per sample across all
bacteria is 100. Correlation test was applied using Pearson coefficient.

For microbiota sequencing analysis GraphPad Prism V.6.0 (San Diego, California, USA) was used for all
analyses and graph preparation. Results are expressed as meantSEM, and statistical analyses were
performed using the two-tailed non-parametric Mann—Whitney U test or Kruskal-Wallis test with
Dunn’s multiple comparison test. The number of observed species as well as the Shannon and Chaol
diversity indexes were calculated using rarefied data (depth=2000 sequences/sample) and used to
characterize species diversity in a community. Statistical significance of sample grouping for beta
diversity analysis was performed using Permanova method (9999 permutations). Differences with a p
value <0.05 were considered significant. Principal component analyses of the Bray Curtis distance
with each sample were built and used to assess the variation between experimental groups (beta
diversity). Differential analysis was performed using the linear discriminant analysis effect size (LEfSe)
pipeline[35]. MaAsLin, a multivariate statistical framework, was used to find associations between
clinical metadata, AHL 3-oxoC12:2, and microbial community abundance. Correlation within
microbial taxa abundance data was measured by Spearman correlation test.

RESULTS
Detection of AHLs in human gut microbiota from IBD patients and healthy controls
Patients

We collected 75 fecal samples from 49 IBD patients (22 CD and 27 UC) during flares (n=24) and
remission (n=25) and from 26 healthy subjects (HS). The demographic, clinical, biological and
therapeutic data of IBD patients and HS are represented in table 1.
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HS IBD in remission Active IBD
n=26 n=24 n=25
Sex (male) 11 (42.3%) 15 (62.5%) 11 (44%)
Age (years old) 35.4+/-2.8 41.5 +/-2.5 35.6 +/- 2.5
(mean+/-SEM)
Smokers 2* (7.7%) 8 (32%) 6 (24%)
Type of IBD — 12 UC (50%)/12 CD 15 UC (60%)/10 CD

Disease duration (years)
(mean+/-SEM)

11.0+/-2.2

4.3+/-1.0*

Disease location

CD: L1 (n=3), L2 (n=2), L3 (n=7)

CD: L1 (n=2), L2 (n=6), L3 (n=2)

Montreal classification p (n=5) p (n=6)
UC: E1 (n=1), E2 (n=6) E3 (n=5) UC: E1 (n=1), E2 (n=7), E3 (n=7)
Disease activity scores — HBI: 1.7 +/-0.3 HBI : 9.2 +/-1.9**
(mean+/-SEM) Mayo : 0.8+/-0.2 Mayo :6.7+/-0.3***
CRP (mg/L) — 4.5+/-1.2 49.1 +/-8.7***
(mean+/-SEM)
Hemoglobin (g/dl) — 13.7+/-0.4 11.8+/-0.4*

(mean+/-SEM)

Treatment

CS (2), 5ASA(14), IS (9), Biologic (18)

CS (5), 5ASA(12), IS (5), Biologic** (7)

Table 1- Patients and controls characteristics
* p<0.05 **p<0.005 ***p<0.001: p values from difference vs the IBD group in remission

HS: healthy subject, IBD : inflammatory bowel diseases, SEM : standard error of the mean, UC : ulcerative colitis,
CD : Crohn’s disease, HBI : Harvey Bradshaw index, CRP : C-reactive protein, CS : corticosteroids, 5ASA : 5-
aminosalicylates, IS : immunosuppressive agent.

Identification of N-acyl-homoserine lactones in human gut microbiota

We identify 14 different AHLs from human fecal samples using HPLC-MS/MS. Each AHL is designated
by its m/z value. AHLs distribution among samples is represented on a heat map (figure 1). Among
these identified AHL, one at m/z 294.2 is prominent (30/75, 40% of the samples). All other AHLs were
found in less than 10 fecal samples.

HS

m/z 340.3
m/z300.2 [J
m/z 296.2
m/z 294.2
m/z 284.2
m/z 272.2
m/z 270.1
m/z 256.1
m/z 244.1
m/z 230.1
m/z 228.1
m/z212.1
m/z 202.1
m/z 200.1

Figure 1. Heatmap of the results of AHL profile in IBD patients and healthy controls. AHL are designated by their
m/z. Grey color bar indicates AHL m/z concentrations from no (white)to highest concentration (black)

HS : healthy subject, R-IBD : inflammatory bowel disease patients in remission, A-IBD : inflammatory bowel
disease patients in flare, UC : ulcerative colitis, CD : Crohn’s disease
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Identification of the major AHL from gut microbiota: 3-oxo-C12:2

Using HPLC, we harvested fractions containing AHL at m/z 294.2 to obtain its precise mass. Using
high resolution mass spectrometry (LTQ-Orbitrap XL) (figure 2), we determined the accurate m/z of
this protonated AHL ([M+H]*): 294.1700. We deducted its formula: Ci6H2404N, that corresponds to
unsaturated N-3-oxo-dodecanoyl homoserine lactone with two double bonds (3-oxo-C12:2).
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Figure 2. Full scan (80-100) of the fraction containing AHL at m/z 294.2 using high resolution mass spectrometry
(LTQ-Orbitrap XL) in infusion mode with its precise mass and deducted formula.

We then tested the pooled fractions containing 3-oxo0-C12:2 on NTL4 biosensor. Concentrated
fraction (X5) tested positive (figure S3) confirming quorum sensing activity of an AHL.
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Figure S3: Results of NTL4 biosensor with AHL at m/z 294.2
1: control (water) 2: C7 5uM 3: 3-oxo-C12 5uM, HPLC fraction with AHL at m/z 294.2 with different
concentrations : 4 : X1/10, 5 :X1/2, 6 : X1, 7 :X2.5, 8 : X5.
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Distribution of 3-ox0-C12 :2 in IBD patients

AHL 3-ox0-C12 :2 was significantly less found in IBD patients in flare (4/25, 16%) and IBD patients in
remission (9/24, 37.5%) versus healthy subjects (17/26, 65.4%) (p=0.001) (figure 3A). Furthermore 3-
ox0-C12:2 fecal concentrations were significantly higher in healthy subjects (2.62 +/- 0.80 nmol/g of
feces) compared to IBD patients in remission (0.58 +/- 0.18 nmol/g of feces, p=0.014) and in flare
(0.25 +/- 0.15 nmol/g of feces, p=0.0002) (figure 3B).
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Figure 3. Bar graph of AHL 3-oxo-C12:2 distribution and concentration among healthy subjects (HS) and IBD in
remission (R-IBD) and in flare (A-IBD). A : proportion of samples with AHL 3-oxo-C12:2. B: mean 3-0x0-C12:2
fecal concentration. * p<0.05 **p<0.005***p<0.0005

3-0x0-C12 :2 is associated with gut microbiota profile
Fecal microbiota composition in IBD patients

As expected we observed a loss in alpha-diversity of gut microbiota in IBD patients compared to HS
(figure 4A, 4B). Beside a loss in biodiversity, changes in bacterial composition in IBD during remission
and flare were comparable with previously described dysbiosis (figure 4C, 4D). They were
characterized by a loss in Firmicutes (especially Lachnospiraceae and Ruminococcaceae) and an
expansion in Proteobacteria. Moreover, principal component analysis of microbiota sequencing data
showed a different repartition in HS compared to IBD patients in remission and in flare (figure 5).

Real time gPCR analysis confirmed 16S sequencing data showing dysbiosis among IBD patients
especially in flare (Table S2). There was significantly lower counts of Clostridium coccoides and
Faecalibacterium prausnitzii and significantly higher concentrations of Bacteroidetes and Escherichia
coli in IBD patients in flare compared to HS. Clostridium leptum group was significantly less
represented in IBD patients in flare and also in remission compared to HS.
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3-0x0-C12:2 correlates with normobiosis

We analyzed fecal microbiota composition in fecal samples in which 3-0x0-C12:2 was present
compared to those in which it was not detected. Principal component analysis of microbiota
sequencing data showed a different distribution according to 3-oxo-C12 :2 status as shown in figure
6A. As shown on Lefse analysis, main contributors to discriminate bacterial group where 30x0C12:2 is
seen were increase in Erysipelotrichaceae, Ruminococcaceae, Roseburia, Blautia, Lachnospiraceae
and Faecalibacterium prausnitzii (Figure 6B). Altogether, our results suggest that 3-oxo-C12:2
correlates positively with normobiosis. To validate this hypothesis, we performed correlation tests
using first 16S sequencing and then gPCR data. From sequencing data, 3-oxoC12:2 correlates
positively with Lachnospiraceae (such as Anaerostipes, Roseburia and Blautia), Coriobacteriaceae and
Ruminococcaceae (such as Faecalibacterium prausnitzii). It correlates negatively with
Fusobacteriaceae and Veillonellaceae (table S3).
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Figure 6. Bacterial composition among fecal samples according to AHL 3-oxo-C12:2 detection (3-oxo-C12:2 (+)
group) or absence AHL 3-oxo-C12:2 (3-oxo-C12:2 (-) group). A : Beta diversity according to Bray Curtis index
between the two groups. B: Bacterial taxa that were differentially represented in 3-oxo-C12:2 (+) group, with
statistical level of significance according to linear discriminant analysis (LDA score >2). Taxa were identified at
the order, family, gender or species level and colour-coded according to their phylum.

In a targeted and more quantitative manner, presence of 3-oxo-C12:2 was associated with
significantly higher counts of Firmicutes (C. coccoides and C. leptum group and especially F.
prausnitzii) and lower counts of E. coli as shown in figure 7.
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3-0x0-C12:2 exerts protective effect on gut epithelial Caco-2 cells
Effect of 3-ox0-C12 :2 on inflammatory response in Caco-2 cells

We observed an anti-inflammatory effect of 3-oxo-C12:2 at 10, 25 and 50 uM as well as 3-oxo-C12 at
5 UM compared to control (figure 8).
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concentrations of AHLs 3-oxo-C12 and 3-ox0-C12:2 compared to control (DMSO 0,1%). * p<0.05 ***p<0.001
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Effect of 3-ox0-C12:2 on paracellular permeability in Caco-2 cells

There was an increase of paracellular permeability after 4 hours exposure (X2, non significant) and 20
hours exposure (X15, p<0.01) to 3-oxo-C12 compared to control (figure 9). Interestingly, 3-oxo-C12:2
showed no modification of paracellular permeability in the same conditions.
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Figure 9. Proportion of FD4-FITC in the basal medium after 4 hours on Caco-2 cells cultured on transwell. Cells
were pre-exposed with AHLs 3-oxo-C12 and 3-ox0-C12:2 at 200uM for 4 and 20 hours. * p<0.05 **p<0.01
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DISCUSSION

In this study, we succeeded in identifying for the first time AHLs in human gut microbiota. Moreover,
we discovered a new AHL, namely AHL 3-ox0-C12:2 which was prominent in gut ecosystem. This AHL
correlates with healthy state normobiosis and was lost in IBD patients especially in flare. Finally, we
were able to show that this molecule exerts protective effect on gut epithelial cells through anti-
inflammatory effect without increasing paracellular permeability.

In fact, QS involving AHLs had been described in various ecosystems[36,37] and also in gut
pathogens[38] but never in intestinal microbiota. In 2013, Swearingen et al addressed the question:
Are There Acyl-Homoserine Lactones within Mammalian Intestines?[27] They ventured the
hypothesis that AHLs were produced within the complex microbial communities of the human
intestinal tract even though it had never been detected. After developing an original extraction
method specifically for complex feces samples, the sensitivity of mass spectrometry enabled us to
confirm this hypothesis. Actually, the first and most challenging step of this work was to determine
the best extraction method with two major concerns: first to catch the largest rank of AHLs that
exhibit variable hydrophobicity, second to extract a small molecule in a complex and solid sample
with tremendous number of molecules. After many experiments, we eventually defined a two steps
extraction beginning with solid-liquid extraction using a soxhlet followed by solid phase extraction
taking into consideration the amphiphilic properties of AHL. We thus identified a prominent AHL in
human gut microbiota and high-resolution mass spectrometry allowed us to determine its precise
mass and therefore its chemical formula: 3-oxo0-C12:2. We discovered a never identified before AHL
3-0x0-C12:2 which is prominent in human gut microbiota using an innovative technic. Still some
limitations can be raised about other AHL which could have not been detected because of a lower
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extraction yield with our technic. Also, some uncertainty persists about the molecule 3-oxo0-C12:2 as
we could not determine the position and the isomer (cis or trans) of the two double bounds. To go
further, we need to display larger quantity of 3-oxo-C12:2 and go beyond technological lock. For
example, one can determine by GC-MS/MS after derivation the position of the double bound in the
acyl side chain by DMDS (dimethyl disulfure) method[39]. These kind of experiments remains
challenging. Even though some other AHL may have been missed by our extraction technic, the
detection of 3-ox0-C12:2 in gut microbiota from human samples is relevant. Indeed, its concentration
in a cohort of IBD patients and healthy controls was associated with healthy state and normobiosis.
Thanks to a translational strategy built on a well phenotyped IBD cohort and expertise of gut
microbiota analysis, we bring an original result on gut ecosystem. Moreover considering that AHLs
production is linked to the quorum state of microbial communities, we believe that this type of
molecules is informative when studying the functional consequences of microbiota imbalance.

Our exploratory study raises some fundamental questions about the place of AHL 3-ox0-C12:2 in
human gut microbiota: which bacterial species or family can synthetize it? Which ones recognize it?
Could it influence the balance of gut microbiota and in which way? Analysis of microbiota sequencing
data began to address these questions. It showed a correlation between 3-oxo0-C12:2 and some
bacterial species or family (mostly Firmicutes) but none of them was strong enough to identify a
bacterial candidate for 3-oxo-C12:2 synthesis nor a bacterial target. A possible explanation is that
AHL 3-0x0-C12:2 is a final product of a trophic chain involving several different bacterial species from
gut microbiota. A simple Luxl/LuxR type of quorum sensing as described in a single bacterial species
population is unlikely to happen as is in a complex ecosystem such as gut microbiota. Besides, the
relative complexity of AHL 3-ox0-C12:2 (long acyl side chain, two double bonds) is compatible with a
several step synthesis. A thorough bioinformatic analysis of AHL synthase, AHL receptor and
desaturase genes in gut microbiota genome could be used as a strategy to identify bacterial
candidates. This experimental plan has been used in marine ecosystem[37]. Furthermore,
administration of 3-ox0-C12:2 in a murine model could help figure out the potential role of this AHL
on regulation of microbial communities. Our hypothesis is that quorum sensing and more precisely
the lack of 3-0x0-C12:2 could be a factor influencing the persistence of dysbiosis in IBD.

Beyond these ecological considerations, discovery of 3-ox0-C12:2 as a prominent AHL of the gut
ecosystem invited us to test biological role on host showing a protective effect of 3-oxo-C12:2 on gut
epithelial cells. Pragmatically, we decided to synthetize a 3-ox0-C12:2 with the most likely position of
double bounds. We felt confident to show an anti-inflammatory effect of 3-oxo-C12:2. In fact,
structurally close AHL 3-oxo-C12 produced by Pseudomonas aeruginosa has been previously
described to be anti-inflammatory on several cell types different from epithelial cells[40-42].
Furthermore, it has also been shown that AHLs with a chemical structure close to 3-oxo-C12-AHL
(long acyl chain, oxo substitution, intact lactone ring moiety...) present a similar anti-inflammatory
effect[43]. We found an anti-inflammatory effect of both 3-ox0-C12 and 3-ox0-C12:2 on Caco-2 cells
without visible cytotoxicity. We took into account PON expression in this cell type and therefore we
use a selective PON inhibitor to assess anti-inflammatory effect and thus preserved the lactone ring
moiety. To note integrity of lactone ring moiety is fundamental for AHL anti-inflammatory effect. 3-
ox0-C12:2 exerts anti-inflammatory effect at a higher concentration than 3-oxo-C12 but in a wider
range of concentrations. This suggests that the two double bonds by favouring folding contribute to
an increase stability of this AHL. If immunomodulatory effect of 3-oxo-C12 has been well described,
AHL receptor and molecular partners in host cells still needs to be precised. It has been suggested
that this effect results from the interaction of AHLs with PPAR within host cell[44].
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Exploring other potential effects of AHLs on Caco-2 cells, we confirmed that 3-oxo-C12 increases
paracellular permeability [45,46]. Indeed, this AHL secreted by a pathogen is a part of the invasion
strategy of the host. The most stricking result is that structurally close but unsaturated 3-oxo-C12:2
does not modify paracellular permeability. Increased epithelial permeability also called “leaky
gut”[47] is a very early phenomenon in IBD pathophysiology. It has been described in first degree
relatives without clinical symptoms[48], it could be very appealing to explore if 3-oxo-C12:2 could
partly restore intestinal epithelial barrier.

These results pave the way to use 3-oxo0-C12:2 as an ecological immunomodulator. One can
speculate that this prominent AHL in case of IBD associated dysbiosis could both restore normobiosis
and have an anti-inflammatory effect without increasing permeability. Manipulation of gut
microbiota in order to control inflammation in IBD has been strongly investigated in the past few
years. This has led to use with success fecal microbiota transplantation in IBD especially in UC
[49,50]. This drastic method is not completely satisfactory and exposes patients to potential long
term risks[51]. Besides, antibiotics have been showed to be efficient in IBD in specific situations
(post-operative recurrence, pochitis, perianal lesions). However it raises concerns about antibiotics
resistance and should not be use in long lasting diseases such as IBD. Probiotics have failed to reach
significant efficacy to be use in IBD[52,53]. In this setting, future developments will probably come
from natural products from gut microbiota to control gut inflammation. In this therapeutic
perspective, 3-oxo0-C12:2 through its dual effect on host and microbiota appears as a good candidate.
Our results as a proof of concept constitute the first step towards ecological therapeutic approach in
IBD.

CONCLUSION

In conclusion, using state of the art mass spectrometry in a targeted strategy, we were able for the
first time to investigate quorum sensing molecules such as AHLs from human gut microbiota. We
discovered a new and prominent AHL, 3-oxo0-C12:2, in gut microbiota that exhibits protective effect
on gut epithelial cells. These innovative results contribute to improve our knowledge in human gut
host-microbiota interactions. Through a translational approach, we explored the potential effects of
the loss of 3-oxo-C12:2 in IBD-associated dysbiosis and in gut epithelial inflammation. In the field of
ecological therapeutic approach in IBD, our results should be considered as a cornerstone for a new
concept to control gut inflammation and to manipulate gut microbiota.
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SUPPLEMENTARY METHODS
AHL detection and characterization
Sample pretreatment and optimized protocole for AHL extraction

Each fecal sample was lyophilized for 72 hours and AHL were extracted from one gram of lyophilized
feces according to the following steps:

- Solid-liquid extraction using a Soxhlet apparatus with 100 mL of HPLC-grade ethyl acetate
(Carlo Erba) with 0.1% formic acid in which 2 uL of the internal standard N-hexanoyl-L-
homoserine lactone-d3 (C6d3-HSL, Cayman Chemical) at 20mM was added. The process was
left to run for 4 hours after the first cycle.

- Evaporation to dryness of the extraction product using a rotatory evaporator and
resuspended in 5 mL of HPLC-grade acetonitrile (Carlo Erba) with 0.1% formic acid. 45 mL of
water with 0.1% formic acid was added to obtain a solution of 90% water/10% acetonitrile.

- Solid phase extraction: the sample was loaded onto a reverse phase C18 cartridge (Sep-Pak
Waters 12cc 2g) after pre-conditioning with 15 mL of methanol with 0.1% formic acid and 30
mL of water with 0.1% formic acid. The cartridge was rinsed successively with 50 mL of water
90%/acetonitrile10% with 0.1% formic acid and with 10 mL of hexane. The AHL were then
eluted with 20mL methanol with 0.1% formic acid.

- Evaporation to dryness of the elution product under a nitrogen stream at 50°C. The residue
was dissolved in 200 pL of acetonitrile with 0.1% formic acid.

AHL detection by High pressure liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS)

The column was thermostated at 45 °C. Five uL of the final extraction product was injected into the
HPLC-MS/MS. The mobile phases consisted of (A) (water with 0.1% formic acid) and (B) (acetonitrile
with 0.1% formic acid) 80:20 (v/v). The linear gradient for AHL elution was programmed as follow:
increasing B in A from 20 to 35 for 5 minutes and from 35 to 95 for 15 minutes, gradient remained
then constant over 10 minutes. Separation was achieved at a flow rate of 0.4 mL/min. Prior to the
next injection, the column was equilibrated for 15 minutes.

ESI interface set in the positive mode with nitrogen as the nebulizer gas. The ion source temperature
was set at 350 °C. Declustering and entrance potentials were set at 60 V and 5000 V, respectively.

As described by Cataldi et al [31], precursor ions were all different AHL [M+H]* and product ions were
according to the 2 different fragmentation reactions : neutral loss [M+H -101]" and the lactone
moiety at m/z 102.

AHL characterization
AHL biosensor

A preculture of the bacterial strain Agrobacterium tumefasciens NTL4, kindly provided by Dr P.
Williams’lab (University of Nottingham), was grown overnight in Luria Bertani (LB) medium
supplemented with gentamycin (30pg/ml) with shaking (70 rpm) at 30°C. AB medium supplemented
with 0.5% glucose and thiamine (1mg/l) was inoculated with 1/50 volume of the overnight
preculture, and grown to late exponential phase to obtain an ODggo of 0.6 (after 14 to 15 hours). The
culture was then centrifuged (at 1700g for 15min, at 4°C) and the bacterial pellet was resuspended in
AB medium with a 20-fold concentration. This bacterial suspension was diluted (1/100) in melted soft
agar (0.7%) AB medium with X-gal (final concentration 50ug/ml) [32]. The agar-culture solution was
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immediately poured into a petri dish containing solid LB agar. Twenty microliters of sample, negative
(water) and positive controls (standard AHLs) were pipette into different wells punched into the
solidified agar. The plates were incubated in the dark at 30°C for 24-48h before visualization of the
blue coloration around the wells.

Microbiota analysis
Real time qPCR

Amplification and detection were carried out in 96-well plates with SYBR Green PCR Master Mix (2X).
Each reaction was performed in duplicate. Amplifications were performed at 95°C for 10 min to
denature DNA and activate AmpliTaq Gold Polymerase followed by 40 cycles at 95°C for 30 s and
60°C for 1 min (61°C for 1 min to quantify total bacteria). A dissociation step was added, and the
dissociation curves were analyzed to confirm the identity and fidelity of amplification of the SYBR
Green products.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Target Primer Sequence 5’-3’
All bacteria F_Bact 1369 CGG TGA ATA CGT TCC CGG

R_Prok 1492 TACGGCTACCTTGTTACGACTT
Bacteroides Bacter 11 CCT WCG ATG GAT AGG GGTT

Bacter 08 CAC GCT ACTTGG CTG GTT CAG
Coccoides Ccoc 07 GACGCCGCGTGAAGGA

Ccoc 14 AGCCCCAGCCTTTCACATC
Clostridium leptum Clept 09 CCT TCC GTG CCG SAG TTA

Clept 08 GAATTA AACCACATACTCCACTGCTT
Bifidobacterium F_bifid 09c CGG GTGAGT AAT GCG TGA CC

R_bifid 06 TGA TAG GAC GCG ACC CCA
Lactobacillus Lacto 04 CGCCACTGG TGT TCY TCC ATA

Lacto 05 AGC AGT AGG GAATCTTCCA
Faealibacterium prausnitzii F.Prau 07 CCATGA ATT GCCTTC AAA ACT GTT

F.Prau 02 GAG CCT CAG CGT CAG TTG GT
Escherichia coli E. Coli F CAT GCC GCG TGT ATG AAG AA

E. ColiR CGG GTA ACG TCA ATG ATG AGC AAA

Table S1. Group and species-specific 16S rRNA-targeted primers and their sequences

HS (n=26) | R-IBD (n=24) | A-IBD (n=25) p-value
HS vs R-IBD HSvs A-IBD | R-IBD vs A-IBD
All bacteria 11.91 11.72 11.68 ns ns ns
(log/g of feces) +/-0.09 +/-0.10 +/-0.09
Bacteroidetes 0.92 1.45 3.22 ns 0.042 ns
+/-0.20 +/-0.60 +/-0.79
Bifidobacterium 1.06 4.87 6.73 ns ns 0.029
+/-0.25 +/-1.92 +/-5.77
C. coccoides 0.99 2.77 0.91 0.038 0.015 0.0003
+/-0.15 +/-0.94 +/-0.42
C. leptum 1.02 0.98 0.55 ns 0.0005 ns
+/-0.11 +/-0.24 +/-0.14
Lactobacillus 1.06 13.34 26.38 ns ns ns
+/-0.42 +/-9.76 +/-23.26
E. coli 1.05 1.67 13.92 ns <0.0001 <0.0001
+/-0.41 +/-0.81 +/-4.11
F. prausnitzii 1.00 1.55 0.47 ns 0.005 ns
+/-0.20 +/-0.46 +/-0.15

Table S2. Quantification of dominant and subdominant bacteria in the fecal microbiota (Log10 CFU
Equivalent/g of feces) from IBD patients in remission (R-IBD) and flare (A-IBD) and healthy controls
(HS). P-value of comparisons between each group are shown in the last three columns.
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Taxa Spearmanp | pvalue
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__Anaerostipes;s__ 0,48927007 | 0.001
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__Roseburia;Other 0,42245372 | 0.005
p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__;s 0,3882074 0.01
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__;s__ 0,3751996 0.01
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Roseburia;s__faecis 0,3720511 0.01
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f __Ruminococcaceae;g__ Faecalibacterium;s__praus | 0,35554197 | 0.02
nitzii

p__Fusobacteria;c__Fusobacteriia;o__Fusobacteriales;f__Fusobacteriaceae;g__Fusobacterium;s_ | -0,3554251 0.02
;_Firmicutes;c_CIostridia;o_CIostridiaIes;f_[Mogibacteriaceae];g_;s_ 0,35476241 | 0.02
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__Blautia;s__ 0,35101284 | 0.02
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f __Ruminococcaceae;Other;Other 0,34656497 | 0.02
p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__Dorea;s__formicigenerans 0,34594418 | 0.02
p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f__Corynebacteriaceae;g__Corynebact | 0,33126643 | 0.03
erium;s__durum

p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f __Veillonellaceae;g__Veillonella;s__dispar -0,3278163 0.03
p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g_ ;s 0,31502506 | 0.04

Table S3. Significant correlations (non-parametric Spearman’s test) between 3-oxo0-C12:2
concentration and bacterial taxa from 16S sequencing. In the first column, taxa were identified at the
order, family, gender or species level. Spearman coefficient is shown in the second column and p-

value in the third column.
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Il. RESULTATS COMPLEMENTAIRES IN VITRO ET IN VIVO SUR L’EFFET DES AHLS 3-OX0-C12 ET 3-OXO-
C12:2

Les résultats supplémentaires présentés ci apres ne font pas seuls I'objet d’'une publication mais font
suite a I'article princeps qui précede. Ces résultats seront intégrés a une prochaine publication en

association a d’autres expérimentations en cours. lls concernent les effets in vitro et in vivo des AHLS

3-0x0-C12 et 3-ox0-C12 :2.
Il.A. Résultats préliminaires avec la 3-0x0-C12 sur les cellules immunitaires
ILA.1. Matériel et méthodes

Les cellules Raw 264.7 ont été cultivées dans des plaques 6 puits (Falcon®), dans du DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) glutaMAX 1X (Gibco®), avec 10% de sérum de veau foetal
(SVF) (GE Healthcare®) décomplémenté, a 37°C avec 10% de CO2. Le milieu de culture a été
changé toutes les 48h jusqu’a atteindre 70 a 80% de confluence. Le milieu de culture a été
ensuite changé pour du DMEM sans SVF 1h avant le début de I'expérimentation. Puis le contréle
(DMSO 0,1%) ou des concentrations croissantes 3-oxo-C12 (1, 5 ou10uM) dans du DMSO 0,1% a été
ajouté, avec 0,1% de BSA (bovin serum albumin) délipidée. Chaque condition était réalisée avec et
sans 2-hydroxyquinoline (2HQ), inhibiteur sélectif des PON, a la concentration de 100uM. Les cellules
étaient dans le méme temps stimulées par I'adjonction de LPS a la concentration de 50ng/ml et

d’IFNy a la concentration de 20Ul/ml. Chaque condition était réalisée en duplicat.

Aprés 6 heures d’incubation a 37°C avec 10% de CO2, les surnageants étaient récupérés pour
dosage de I'lL-6 et du TNF alpha par méthode ELISA et le culot cellulaire était récupéré pour dosage
de protéines. La réponse des cellules Raw264.7 était donc évaluée par les taux de TNF-a et I'IL-6 dans

le surnageant aprés 6h et exprimés en pg/mg protéines.
1I.A.2. Résultats

Nous avons mis en évidence une diminution significative de I'lL-6 en présence de 3-oxo-C12 a la
concentration de 5uM et de 2HQ par rapport au témoin négatif (DMSO + 2HQ) : 23208 +/- 4639 vs
95373 +/-12875 pg/mg de protéines, p = 0,03 (figure 15). On observait également une diminution du
TNF-a dans les mémes conditions sans que cela atteigne la significativité. Néanmoins, ces résultats
étaient peu reproductibles du fait de la faible adhérence des cellules Raw264.7. Par ailleurs I'effet

anti-inflammatoire significatif était limité a la concentration de 5uM.
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Figure 15. Effet anti-inflammatoire de la 3-ox0-C12 sur les cellules Raw 264.7
11.B. Imagerie cellulaire : localisation de I’AHL 3-ox0-C12 dans les cellules intestinales Caco-2
1I.B.1. Matériel et méthodes

Les cellules Caco-2 ont été cultivées sur des lamelles déposées au fond des puits de plaques 6 puits
(Falcon®), dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) glutaMAX 1X (Gibco®), avec 20%
de sérum de veau foetal (SVF) (GE Healthcare®) décomplémenté, 1% d’acides aminés non
essentiels 100X (Gibco®) et 1% de pénicilline/streptomycine 100X (PAA company®), a 37°C avec
10% de CO2. Le milieu de culture a été changé toutes les 24h jusqu’a atteindre 70 a 80% de

confluence.

Le milieu de culture a été ensuite changé pour du DMEM sans SVF 15 minutes avant le début de

I'incubation. Puis il était ajouté :

- Soit la 3-0x0-C12 couplée a la fluorescéine ou N-dodecanoyl-L-homoserine lactone-3-
hydrazone-fluoresceine (3012-FITC) (Cayman chemicals®) a la concentration finale d’1uM

dans du DMSO (0,1%) avec 0,1% de BSA (bovin serum albumin)
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- Soit la 3012-FITC a 1uM et la 3-oxo-C12 (Sigma-Aldrich®) a 5 ou 20 uM dans du DMSO (0,1%)
avec 0,1% de BSA

- Soit le contrdle : la 5(6)-carboxyfluoresceine (Sigma-Aldrich®) a 1uM dans du DMSO 0,1%
avec 0,1% de BSA

Chaque condition était réalisée en duplicat.

Aprés 30 minutes d’incubation a 37°C avec 10% de CO2, les lamelles étaient récupérées et les

cellules étaient fixées. Un marquage en 2 temps était effectué. Selon les conditions, il y avait :

- Un marquage des membranes: la lectine Wheat Germ agglutinin (WGA) marquée a la
rhodamine (Life Technologies©) était ajoutée a la concentration de 20 ng/ml pendant 15
minutes. Aprés 3 lavages au PBS 1X, la lamelle était recouverte de paraformaldéhyde (PFA)
2% pendant 15 minutes pour fixation.

- Un marquage des noyaux : apres rincage au PBS 1X, la lamelle était recouverte de 150uL de
DRAQS5 (5uM) pendant 10 minutes. Puis la lamelle était rincée au PBS 1X.

- Un immunomarquage de lI'euchromatine : perméabilisation par une solution Triton 1X
saponine 0,075% pendant 10 minutes, rincage au PBS 1X puis blocage par PBS1X/BSA 1%
pendant 30 minutes, ajout de I'anticorps primaire anti-histone H3 (Abcam®©) a la dose de
9ug/ml, puis aprés 2 ringages (PBS 1X 5 minutes puis PBS1X/BSA 1% 5 minutes, ajout de

I’anticorps secondaire Alexa Fluor 647 anti-lapin (Life Technologies©) au 1/400¢®.

Aprés ajout de 20uL de DABCO, les lamelles étaient montées sur lames et visualisées au microscope
confocal Leica TCS spectral (SP2) aprés 1h minimum a 4°C. Un laser mixte krypton-argon était utilisé
pour I'excitation des lames avec les longueurs d’ondes suivantes : 488 nm pour le FITC (vert), 543 nm
pour la lectine WGA marquée a la rhodamine (rouge), et 633 nm pour le DRAQ 5 et
I'immunomarquage de I'euchromatine (bleu). Les images obtenues étaient fusionnées puis corrigées

a I'aide du logiciel Gimp.

11.B.2. Résultats

Nous avons pu observer que I'’AHL était présente en intracellulaire aprés 30 minutes, a la fois au
niveau cytoplasmique mais aussi au niveau nucléaire plus particulierement au niveau de certaines
zones du noyau (figure 16A). Aprés immunomarquage avec |'anticorps anti-histone H3, on observait
une co-localisation avec I'euchromatine (figure 16B). Cela suggére que la 3012-FITC se localise au
niveau des zones de transcription. On n'observait pas de fluorescence intracellulaire avec la 5(6)-

carboxyfluoresceine (témoin négatif) (figure 16 C), ce qui confirme que ce n’est pas la fluorescéine
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qui permet a la 3012-FITC de rentrer dans la cellule et de se localiser dans le noyau. La fluorescence
diminuait surtout au niveau nucléaire apres addition dans le milieu de 3-ox0-C12 non fluorescente en
excés a 5 mais surtout a 20 uM (figure 16D). Cela montre que I’AHL 3-0x0-C12 rentre en compétition
avec la 3012-FITC, notamment par rapport a un potentiel récepteur nucléaire. L’ajout de la

fluorescéine, bien que volumineuse, ne semble pas modifier de maniére significative la localisation

de I’AHL dans la cellule.

Ces résultats suggérent que la 3-oxo-C12 joue un réle de facteur transcriptionnel chez I'hote.

Lectin WGA

DRAQ S
3012-FITC

v
Lectin WGA
Euchromatin
3012-FITC

Lectin WGA

Lectin WGA
DRAQ 5
3012-FITC

FITC

Figure 16. Localisation cellulaire de I’AHL 3-oxo-C12-FITC

A : 3012-FITC (vert) avec marquage par la lectine WGA (rouge) et le DRAQ5 (bleu)

B : 3012-FITC (vert) avec marquage par la lectine WGA (rouge) et immunomarquage anti-histone H3
(bleu)

C : carboxyfluoresceinte (FITC) (vert) avec marquage par la lectine WGA (rouge) et le DRAQS5 (bleu)

D : 3012-FITC (vert) et 3-ox0-C12 a 20uM avec marquage par la lectine WGA (rouge) et le DRAQ5
(bleu)
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I1.C. Influence de la 3-0x0-C12 et de la 3-0x0-C12 :2 sur le microbiote in vivo

11.C.1. Matériel et méthodes

1.C.1.0. Animaux

Des souris males C57BL/6JRj (agés de 6 a 8 semaines ; Janvier, Le Genest Saint Isle, France) ont été
hébergées au sein de l'unité « Infectiologie Expérimentale des Rongeurs et Poissons » (IERP) de
I'Insitut National pour la Recherche Agronomique (INRA) de Jouy en Josas en conditions specific
pathogen-free (SPF). Elles ont été laissées en acclimatation pendant une semaine avant le début de
I’expérimentation. L'ensemble de I'essai s’est déroulé en conditions standard (cycle jour/nuit de
12h/12h, température de 21°C). Les expérimentations se sont déroulées conformément a la
|égislation avec I'accord d’un comité éthique local et approuvé par le ministére de la recherche

(numéro d’autorisation de projet 3445-2016010615159974).

Pendant 3 semaines, des groupes de 4 animaux ont recu quotidiennement par voie orale des doses
de 200ul d’AHL 3-0x0-C12 ou 3-0x0-C12 :2 solubilisées dans du DMSO 0.1% correspondant a 10, 5, 1
ou 0 mg d’AHL/kg de poids vif. Des fécés ont été collectés, pesés puis congelés a -80°C tous les deux
jours. Pour chaque groupe, les selles ont été regroupées pour I'analyse a JO, J7, J14 et J21 pour
chaque condition. Les deux expériences se sont déroulées a 2 périodes différentes avec la 3-oxo-C12

ou avec la 3-oxo-C12 :2.

1I.C.1.b. Extraction d’ADN bactérien

Sur les selles de souris congelées, 250uL de guanidine thiocyanate (GT) 4M Tris-HCI pH7.5, 0.1M et
40uL de N-Laurosyl Sarcosine (LS) 10% ont été ajoutés avant décongélation 10 minutes a
température ambiante. Puis 500uL de LS-5% Tampon Posphate pH8, 0.1M ont été ajoutés au
mélange avant incubation 1h30 a 70°C. Apres addition de 500 mg de billes de verre, le mélange a été
agité au FastPrep® (vitesse 6,5 m/s, 3 x 30s, S5Sminutes dans glace entre chaque run). Aprés ajout de
15mg de PolyVinylPolyPyrrolidone (PVPP) et mélange au vortex, les tubes ont été centrifugés 5
minutes a 20000g. Le surnageant a été réservé et le culot restant lavé trois fois avec 500uL de TENP.
A chaque fois, le surnageant a été récupéré apres centrifugation. Tous les surnageants ont été poolés

et centrifugés une derniére fois pour éliminer les dernieres suspensions.

L'ADN a été précipité avec 1mL d’isopropanol. Apres avoir mélangé par retournements successifs et
laissé reposer 10 minutes a température ambiante, le mélange a été centrifugé 10 minutes a 20000g.
Le culot a été récupéré et resuspendu dans 450uL de tampon Posphate pH8 0.1M 0.1M et 50uL

d’acétate de potassium 5M. Le mélange a été laissé la nuit a 4°C pour laisser précipiter les impuretés.
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Aprés centrifugation 30 minutes (20000g, 4°C), le surnageant contenant I’ADN purifié a été récupéré.
Deux microlitres de Rnase 10mg/mL ont été ajoutés puis le mélange a été incubé 30 minutes a 37°C.
Apres addition d’1 mL d’éthanol absolu et de 50uL d’acétate de sodium 3M, et mélange délicat par
retournements successifs, les tubes ont été centrifugés (10 minutes a 20 000g). Le culot a ensuite été
lavé avec 1mL d’éthanol 70% a 3 reprises puis a chaque fois centrifugé (1Iminute a 15000g). Apres

avoir séché le culot, il a été repris dans 100 pl de TE 1X avant d’étre congelé a -20°C.

1.C.1.C. Séquencage et analyse statistique

Le séquencage a ensuite été effectué apres amplification des génes codant pour ’ARN 16S comme
décrit précédemment[227]. Pour I'analyse du séquencage, Qiime a été utilisé pour I'alignement des
séquences, I'assignation des taxons, les diversités alpha (richesse au sein d’un échantillon) et beta
(variabilité inter échantillon). Le logiciel R a été utilisé pour comparer les échantillons entre eux. Les
tests Anova et Mann-Whitney Wilcoxon ont été utilisé, avec une valeur p= 0,1. Le logiciel R a été

également utilisé pour I'Analyse en Composantes Principales (ACP) et la visualisation des graphes.
1I.C.2. Résultats

Les analyses intermédiaires n’ont pas mis en évidence de différences en fonction du temps, peut-étre
du fait d’'un manque de puissance. Nous avons choisi empiriquement d’étudier les modifications du

microbiote aprés une semaine soit J>8 en poolant J14 et J21.

Il n’y avait pas de modification de I'alpha diversité aprés administration de 3-oxo-C12 ou de 3-oxo-

C12 :2 (figure 17).
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Figure 17. Alpha diversité (indice de Shannon) en fonction des groupes (0, 1, 5 ou 10 mg d’AHL/kg de

poids vif) : A : administration de 3-oxo0-C12, B : administration de 3-oxo0-C12 :2
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En revanche, si I'on regarde la composition taxonomique en fonction de I’AHL admistrée et de sa
concentration aprés J7, on observe des modifications (figure 18). La 3-oxo-C12 aux concentrations de
5 et 10 mg/kg entraine une augmentation des Bacteroidetes aux dépens des Firmicutes (figure 18A).
Au contraire, la 3-oxo0-C12 :2 aux concentrations de 5 et 10 mg/kg entraine une augmentation des
Firmicutes (figure 18B). L’analyse plus précise du rapport Firmicutes/Bacteroidetes confirme ces
résultats (figure 19). Notamment, AHL 3-ox0-C12:2 a la concentration de 5 mg/kg augmentait
significativement le rapport Firmicutes/Bacteroidetes par rapport au groupe 1 mg/kg (3,7 vs 2,4;

p=0,02) et par rapport au groupe contrdle Omg/kg (3,7 vs 2,2 ; p= 0,03) (figure 19B).
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Figure 18. Composition taxonomique du microbiote de souris en fonction de I’AHL administrée et des

doses.
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Figure 19. Rapport Firmicutes/Bacteroidetes en fonction de I’AHL administrée et des doses.

* : p<0,05

La 3-ox0-C12:2 administrée par voie orale était donc capable de modifier le microbiote intestinal de

souris en augmentant apres 1 semaine le taux de Firmicutes. Ces résultats n’étaient pas observés
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avec la 3-oxo-C12 qui a plutét tendance a diminuer le taux de Firmicutes aux dépends des

Bacteroidetes.

L'ensemble de ces résultats seront discutés dans la partie « Discussion générale et perspectives » qui

suit.
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DISCUSSION

Cette these avait pour but d’étudier I'implication d’un type de molécules du QS, les AHL, dans
I’écosysteme intestinal normobiotique et dans la dysbiose associée aux MICI. La premiére étape a été
de mettre en évidence ces molécules de communication interbactérienne dans des échantillons de
selles donc dans un milieu complexe, grace a une méthode d’extraction originale et a I'utilisation de
la spectrométrie de masse. C'est la premiere fois que les AHLs ont été identifiées dans I'écosystéme
intestinal humain. En utilisant une cohorte de patients bien phénotypés comparés a des sujets sains,
dans le cadre d’une étude translationnelle, nous avons été plus loin en identifiant une nouvelle AHL
prédominante dans I'écosysteme intestinal, I’AHL 3-ox0-C12 :2. Cette AHL qui était diminuée chez les
patients atteints de MICI était corrélée a un état de normobiose. La deuxieme partie de ce travail de
thése a été centré sur les effets cellulaires de cette nouvelle AHL, proche de la 3-oxo-C12 de
Pseudomonas aeruginosa qui a été largement étudiée notamment pour son effet sur les voies de
I'inflammation. Cette stratégie est cohérente avec |'orientation actuelle de la recherche sur le
microbiote intestinal au cours des MICI, centrée sur les conséquences fonctionnelles de la dysbiose
et I'identification de métabolites bactériens ayant un réle potentiel sur la régulation de la réponse
inflammatoire de I’'h6te. Dans ce cadre, nous avons exploré I'activité de la 3-oxo-C12 :2 sur des
cellules épithéliales intestinales. Nous avons mis en évidence un effet de cette AHL que nous avons
qualifié de « protecteur », a travers la diminution de la réponse inflammatoire sans augmentation de
la perméabilité. Par ailleurs, les premiéres expériences in vivo montrent que I'administration d’AHLs
est capable de modifier la composition du microbiote. En effet la 3-ox0-C12 :2 augmente le rapport

Firmicutes/Bacteroidetes chez les souris.

Découverte d’AHLs dans I’écosysteme intestinal par spectrométrie de masse

Aprés la découverte d’AHLs dans plusieurs écosystémes et les données croissantes dans la littérature
associant Al-2{216,218], une autre molécule du QS, a I'écosystéme intestinal, la question de
I'implication des AHLs dans cet écosystéme complexe se posait d’autant plus. D’ailleurs, en 2013
Swearingen et al posaient clairement cette question: y-a-t-il des AHLs dans les intestins des
mammiféres ?[223] Dans cette revue, les auteurs émettent I’hypothéese que les AHLs sont produites
dans le tractus intestinal bien qu’elles n’aient jamais été détectées jusqu’a présent. Leur conclusion
est que la spectrométrie de masse, une méthode plus sensible et moins biaisée que les systémes
rapporteurs devrait étre appliquée a la recherche d’AHL dans I'écosysteme intestinal. C'est grace a
cette méthode que nous avons pu apporter un début de réponse. En effet, la spectrométrie de
masse, en prenant en compte la structure moléculaire des AHLs, permet leur détection dans un

milieu riche et complexe. Néanmoins, un travail préliminaire important a été réalisé pour adapter les
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méthodes d’extraction précédemment utilisées pour la détection des AHLs dans des surnageants
bactériens majoritairement, a des échantillons de selles. Les freins majeurs étaient I'adaptation a la
nature solide de I'échantillon, a sa variabilité selon les sujets (sains ou MICI) et surtout a sa
complexité. C'est pour ces raisons que nous avons utilisé une extraction originale en plusieurs
étapes. L’étape de lyophilisation précédant I'extraction en elle-méme a permis de s’affranchir au
maximum de la variabilité de la consistance des selles pour uniformiser le plus possible la méthode
d’extraction. Par ailleurs, nous avons rapporté la concentration d’AHLs au poids sec ce qui nous
semble indispensable. En effet, sans cela, il était impossible de savoir si I'absence de détection d’AHL
était due a leur faible quantité dans les selles ou a leur dilution en période de poussée. La premiere
étape d’extraction solide-liquide utilisant un soxhlet a été déterminante pour pouvoir adapter
I’extraction habituelle des surnageants bactériens par I'acétate d’éthyle a un échantillon solide de
selles lyophilisées. Dans un compromis pour détecter la plus grande diversité d’AHLs, qui ont une
hydrophobicité variable, sans extraire trop de molécules « polluants », nous avons exploité le
caractéere amphiphile des AHLs. Nous avons pour cela testé plusieurs protocoles d’extraction en
comparant a la fois les concentrations de I’AHL « naturelle » prédominante (3-oxo-C12 :2) qui avait
été mise en évidence dés les résultats préliminaires et les concentrations d’AHLs standards de
structures chimiques variables ajoutées dans les selles avant congélation. Nous avons pu ainsi
confirmer que la congélation et la lyophilisation n’altérait pas la détection des AHLs. Apres avoir testé
différents solvants et colonnes SPE, nous avons déterminé un protocole en examinant plusieurs
critéres. Le rendement d’extraction des AHLs supplémentées a bien évidemment été considéré avec
attention mais le rendement d’extraction de I’AHL 3-oxo0-C12 :2 a été décisif. Nous avons ainsi choisi
un protocole d’extraction permettant de détecter le plus d’AHLs différentes avec le meilleur
rendement global mais nous avons pris en compte également sa faisabilité et sa reproductibilité.
Notre objectif était de pouvoir utiliser ce protocole en plusieurs étapes déja contraignant a un
nombre d’échantillons suffisant pour pouvoir comparer les profils d’AHL chez les patients atteints de
MICI aux témoins. Malgré cela, le rendement d’extraction reste variable selon le type d’AHLs. Il est
donc possible que nous soyons passés a coté d’autres AHLs dont la concentration n’a pas atteint le
seuil de détection du fait d’'un rendement d’extraction plus faible. Par ailleurs, la détection elle-
méme par spectrométrie de masse est plus sensible selon la structure chimique des AHLs,
notamment la substitution et la longueur de la chaine carbonée, qui modifie I'efficacité d’ionisation
de la molécule[154,155]. Néanmoins, I’AHL 3-ox0-C12 :2 qui a été mise en évidence comme I’AHL
prédominante de I'écosystéme intestinal humain avec notre technique, est présente en quantité

moindre chez les patients atteints de MICI. Par la suite cette AHL a été corrélée a un état de
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normobiose. Ces 2 éléments mettent en exergue I'importance de la 3-ox0-C12 :2 dans le microbiote

intestinal.
Place de I’AHL 3-0x0-C12 :2 dans I’écosystéme intestinal humain

Cette étude exploratoire souléve de nombreuses questions pour I'instant non résolues : au sein du
microbiote intestinal, qui produit la 3-ox0-C12:2? Qui est capable de la reconnaitre ? Est-elle
capable d’influencer I'équilibre du microbiote intestinal et dans quel sens ? Nos résultats ne nous
permettent pas de répondre aux 2 premieres questions. En effet, I'analyse des données du
microbiote et de la concentration de la 3-oxo-C12 a montré qu’il existait une corrélation entre I’AHL
3-0x0-C12 :2 et certains groupes ou especes bactériens notamment du phylum des Firmicutes. Mais
aucune corrélation n’était assez forte pour identifier un candidat bactérien ni pour la synthése ni
pour la cible de la 3-ox0-C12 :2. Par ailleurs, aucune des expériences réalisées dans le laboratoire sur
des souches bactériennes commensales n’a mis en évidence la production d’AHLs. Cette stratégie
cependant ne parait pas adaptée pour identifier les bactéries commensales capables de produire des
AHLs en raison de nombreux biais: I'existence de bactéries commensales non cultivables, de
bactéries commensales non identifiées et enfin les différences majeures entre le milieu de culture et
les conditions au sein du microbiote intestinal qui peuvent influencer le métabolisme bactérien et
notamment le QS. Une étude récente a mis en évidence que différentes cellules eucaryotes
épithéliales étaient capables de produire un mime d’Al-2, pour activer le quorum sensing
bactérien[168]. Mais cette étude a également montré que ces cellules épithéliales n’étaient pas
capables de produire une imitation d’AHL. Notre hypothéese concernant la production de I’AHL 3-oxo-
C12:2 est qu’elle serait le produit final d’une chaine trophique impliquant différents groupes
bactériens du microbiote intestinal. Un systéme simple de type Luxl/LuxR est peu plausible dans un
écosystéme aussi complexe que I'écosysteme intestinal. Par ailleurs, la structure chimique de la 3-
0x0-C12 :2 avec une longue chaine et 2 insaturations est compatible avec une synthése en plusieurs

étapes.

Quant a savoir si I’AHL 3-o0x0-C12 :2 est capable d’influencer I'équilibre du microbiote intestinal, nous
avons pu apporter un début de réponse. En effet, cette AHL est associée a une normobiose sur les
données de corrélation avec le microbiote et sa concentration est diminuée dans les selles de
patients atteints de MICI, notamment en poussée, par rapport aux sujets sains. En outre, sur un

modele murin, son administration favorise les Firmicutes aux dépends des Bacteroidetes.
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Identification de la 3-0x0-C12 :2 et effets in vitro

Pour pouvoir aller plus loin sur le role potentiel de cette AHL, une étape limitante a été de pouvoir
I'identifier. En effet, la méthode de spectrométrie de masse utilisée pour la détection des AHLs, bien
qgue sensible, n’avait pas la résolution nécessaire pour déterminer la masse précise de cette AHL.
Nous avons donc utilisé 'HPLC pour obtenir la fraction contenant I’AHL d’intérét afin d’obtenir sa
masse précise en spectrométrie haute résolution (Orbitrap). Cela a été possible malgré une faible
guantité de cette molécule et sans que les efforts pour augmenter la quantité extraite et la purifier
n’aient été fructueux. Si la masse précise nous a permis d’identifier cette AHL comme la 3-ox0-C12 :2,
une incertitude persiste sur la position des doubles liaisons ainsi que sur leur caractere cis ou trans.
Nous avons tenté apres dérivation par la méthode DMDS (dimethyl disulfure), de déterminer par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS/MS) la position des doubles
liaisons sur la chalne carbonée[228] mais la concentration de la molécule dans I'extrait restait trop

faible.

Aprés identification de la 3-oxo0-C12 :2 par spectrométrie haute résolution, cette derniére a donc été
synthétisée. N’ayant jamais été détectée auparavant, le gene de synthase de cette AHL n’était pas
connu et il n’était donc pas possible d’envisager une biosynthése bactérienne. Nous avons donc
collaboré avec I'équipe de chimistes qui ont pu la synthétiser. Comme la position des doubles liaisons
ainsi que leur caractére cis ou trans n‘ont pas été élucidés, nous avons déterminé de facon
pragmatique le cas de figure le plus probable. Nous avons comparé I'effet cellulaire de la 3-oxo-
C12 :2 a celui bien décrit de la 3-oxo-C12 de Pseudomonas aeruginosa. En prenant en considération
les PON de I’h6te qui ont été inhibées, nous avons retrouvé I'effet anti-inflammatoire de la 3-oxo-C12
a des concentrations relativement faibles (5uM) sur des cellules épithéliales intestinales Caco-2. Cet
effet avait été montré sur de nombreux types cellulaires mais pas sur les cellules Caco-2[182]. Par
ailleurs, nous avons confirmé les constations de Vikstrom et al qui ont mis en évidence que la 3-oxo-
C12 augmentait la perméabilité intestinale[200]. L’AHL 3-ox0-C12 :2 exerce elle aussi un effet anti-
inflammatoire. La présence des doubles liaisons ne modifient donc pas I'effet anti-inflammatoire de
la 3-0x0-C12, comme cela a déja été décrit[193] mais permettent probablement une plus grande
stabilité, un acces plus facile a sa cible, ce qui expliquerait la plus grande amplitude de
concentrations (10 a 50uM). En revanche, la 3-oxo-C12 :2 ne modifie pas la perméabilité intestinale.
Cette donnée est cohérente avec le fait que la 3-oxo-C12 soit produite par un pathogene dont le but
est I'invasion alors que la 3-oxo-C12 :2 est le produit du microbiote intestinal dont le but putatif est
de protéger la barriere intestinale. Cette discordance entre I'effet anti-inflammatoire et Ia

modification de la perméabilité pourrait étre expliqué par le fait que ces effets sont médiés par 2
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récepteurs différents comme cela a été déja suggéré[229]. Il semblerait que I'effet anti-
inflammatoire soit médié par peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), un récepteur
nucléaire, et |'effet sur la perméabilité par une interaction avec la membrane. Ceci ouvre un champ
de recherche sur la caractérisation des récepteurs cellulaire eucaryotes de la 3-oxoC12 :2. Si Al-2 a
ouvert la voie de I'étude du QS dans la relation symbiotique entre I’'h6te et I'écosysteme intestinal,
I’effet potentiellement double de I’AHL 3-o0x0-C12 :2 a la fois sur le microbiote et sur les cellules
épithéliales intestinales souligne l'intérét de la prendre en considération comme un métabolite
bactérien important. Par ailleurs au cours des MICI, la diminution de la 3-oxo-C12 :2 pourrait étre
utilisée comme un marqueur de la dysbiose. De plus, sa diminution pourrait contribuer a activer les
voies de I'inflammation et a augmenter la perméabilité. La 3-oxo-C12 :2 pourrait donc étre impliquée
dans la physiopathologie des MICI et plus particulierement dans l'interaction entre microbiote et

cellules épithéliales.
PERSPECTIVES

Ce travail exploratoire qui peut étre considéré comme une preuve de concept ouvre de nombreuses

perspectives en fonction du point de vue que I'on choisit.
Identification d’AHLs

Du point de vue moléculaire, des efforts supplémentaires pourraient évidemment étre faits pour
identifier d’autres AHLs dans les selles et/ou caractériser les positions des doubles liaisons de la 3-
oxoC12 :2. Par exemple, on pourrait coupler des méthodes d’extractions complémentaires et des
techniques de spectrométrie de masse plus sensibles et plus précises. Ou encore, pour extraire
spécifiqguement la 3-oxo-C12 :2, il est possible d’utiliser des résines comme la résine hydrazine,
réagissant avec le groupement oxo et permettant de capturer puis de libérer les AHLs oxo[230,231].
En réussissant ainsi a obtenir une large quantité de 3-oxo-C12 :2, nous pourrions réussir a identifier
apres dérivation par la méthode DMDS (dimethyl disulfure), par chromatographie gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse (GC-MS/MS) la position des doubles liaisons sur la chaine carbonée grace

a une analyse attentive des profils de fragmentation[228].
AHL 3-0x0-C12 :2 et bactéries commensales

Du point microbiologique et dans I'objectif de mieux connaitre le microbiote et ses métabolites,
identifier la ou les bactéries impliquées dans la synthese de la 3-oxo-C12 :2 ainsi que celles qui la
reconnaissent est essentiel. Par des techniques de bioinformatique, il est possible de rechercher les

analogues de Luxl et de LuxR dans les génomes des bactéries commensales séquencés ou des bases
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de données métagénomiques (MetaHIT) comme cela a été fait dans I’écosysteme marin[220].
Cependant, devant le caractére doublement insaturé de la 3-oxo-C12 :2, il faudrait également
rechercher des genes de désaturases, dans I’hypothése probable d’une synthéese en plusieurs étapes
impliquant différents acteurs du microbiote. Par ailleurs, a la fois les genes de synthase mais surtout
ceux des récepteurs comme cela a été mis en évidence avec l'identification de LuxR orphelins[176],
peuvent étre tres différents des analogues Luxl ou LuxR déja identifiés. De facon plus intéressante,
on pourrait imaginer identifier les bactéries qui reconnaissent I’AHL 3-ox0-C12 :2 en utilisant une 3-
ox0-C12 :2 fluorescente couplée a des techniques de tri cellulaire adaptées au microbiote comme I'a

fait Maurice et al[232].

Role de I’AHL 3-0x0-C12 :2 sur le microbiote

Du point de vue écologique plus global et dans la continuité des premiers résultats obtenu sur la
modification du microbiote chez des souris a I'état basal, il est logique de rechercher un effet
dynamique de la 3-ox0-C12 :2 sur la résilience du microbiote. Par ses propriétés d’auto-induction, la
3-0x0-C12 :2 exerce une sorte d’effet « loupe » sur certaines bactéries commensales associées a la
normobiose. Comme cela a été fait avec Al-2, la 3-ox0-C12 :2 pourrait étre administrée chez des
souris apres antibiothérapie pour voir son effet sur la correction de la dysbiose[218]. Par ailleurs,
pour étudier I'effet de la 3-ox0-C12 :2 de fagon plus fine sur le microbiote intestinal humain, des
souris a flore controlée ou a flore humanisée pourraient étre utilisées[93]. Ainsi, les effets de la 3-
0x0-C12 :2 in vivo seraient étudiés de facon dynamique comme nous I'avons fait avec des souris a
I’état basal mais en s’intéressant successivement a différents groupes bactériens. Enfin, en
retournant a la cohorte de patients atteints de MICI, nous pourrions étudier la présence d’AHLs en
général et de la 3-oxo0-C12 :2 en particulier sur les pieéces opératoires de patients ayant une résection
iléo-caecale pour une maladie de Crohn en paralléle de I'analyse du microbiote associé a la
mugqueuse. Une comparaison avec les biopsies de la coloscopie faite a 6 mois post-opératoire comme
cela est prévu dans I'étude REMIND [233] nous donnerait une évolution de ces données chez le

méme patient en fonction de la récidive endoscopique dans une situation clinique bien codifiée.

Effets in vitro de I’AHL 3-ox0-C12 :2

Du point de vue biologique et pour approfondir la description des effets cellulaires de I’AHL 3-oxo-
C12 :2, il parait tres intéressant a la fois de préciser les partenaires cellulaires de cette AHL et de
modifier les conditions expérimentales afin de rechercher d’autres effets cellulaires potentiels. En
utilisant toujours une AHL modifiée (fluorescente ou couplée a la biotine), il serait possible de

localiser I’AHL dans la cellule eucaryote comme nous I'avons fait avec la 3-ox0-C12-FITC et méme de
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tenter d’identifier son/ses récepteur(s) et partenaires cellulaires. Par ailleurs, ’AHL 3-ox0-C12 ne
modifiant pas la perméabilité intercellulaire sur les cellules Caco-2 a I’état basal, des expériences
sont en cours dans le laboratoire pour savoir si cette molécule serait au contraire capable d’atténuer
les modifications de la perméabilité apres un stimulus par cytokines pro-inflammatoires. Si ¢’était le
cas, l'intérét de cette AHL serait d’autant plus grand dans les MICI puisque I'altération de la
perméabilité intestinale semble étre un phénomene précoce dans la physiopathologie de la maladie
de Crohn[67]. Comme cela a été décrit avec la 3-oxo0-C12, la 3-oxo0-C12 :2 pourrait avoir des effets
potentiels sur d’autres types cellulaires notamment des cellules immunitaires (lymphocytes, PBMC...)
et dautres effets cellulaires comme [linduction de I'apoptose, la modification du calcium
intracellulaire et linteraction avec le stress du réticulum endoplasmique. Ce dernier effet est
particulierement intéressant depuis qu’il a été montré qu’il jouait un role important dans la
physiopathologie de la RCH[63]. Enfin, les effets cellulaires de I'acide tétramique qui est un produit
de transformation des AHLs 3-oxo pourrait également étre étudiés. Par son effet chélateur du fer
précédemment décrit[234,235], cette molécule potentialiserait alors I'effet anti-inflammatoire de

I’AHL 3-ox0-C12 :2.
Effets in vivo de I’AHL 3-ox0-C12 :2

Enfin, considérant la possibilité que la 3-oxo-C12 :2 pourrait a la fois aider a restaurer la normobiose,
avoir un effet anti-inflammatoire et atténuer les modifications de la perméabilité intestinale, celle-ci
pourrait constituer une piste thérapeutique dans les MICI. En effet, a I’heure ou les traitements
disponibles interagissent de fagon tardive avec les voies de linflammation, la recherche de
traitements permettant de manipuler le microbiote et d’intervenir sur les modifications précoces au
niveau épithélial est particulierement d’actualité. Par ailleurs, aprés le manque d’efficacité des
probiotiques au cours des MICI et le caractére ‘non calibré’ de la transplantation de microbiote fécal,
il est particulierement séduisant d’utiliser un métabolite bactérien comme traitement potentiel. Dans
cette optique, nous projetons de tester in vivo I’AHL 3-0x0-C12 :2 sur un modele de colite chimique
(TNBS ou DSS) pour savoir si elle peut, dans ce cadre, accélérer la restauration d’une normobiose,
diminuer les modifications inflammatoires et de la perméabilité intestinale et ainsi prévenir la colite
et/ou accélérer la récupération. Les doses de 5 et 10 mg d’AHL/kg de poids vif solubilisées dans du
DMSO 0,1% et administrées dans I'’eau de boisson qui ont été testés a I'état basal seraient utilisées
puisqu’elles sont capables de modifier la composition du microbiote. En plus de la voie
d’administration orale, I'administration intrapéritonéale de cette AHL pourrait permettre de
distinguer les effets médiés par la modification du microbiote des effets sur les voies de

I'inflammation. L’AHL 3-o0x0-C12 :2 serait comparée a I’AHL 3-oxo0-C12 et au DMSO 0,1% comme
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controle négatif. Par ailleurs, il existe des antagonistes naturels ou de synthése des récepteurs
LuxR[178]. Il peut s’agir d’'une AHL modifiée qui se fixe au récepteur sans l'activer et inhibe le QS en
rentrant en compétition avec I’AHL. Pour tester la spécificité de I'effet de la 3-oxo0-C12 :2, nous
pourrions co-administrer ’AHL et des concentrations croissantes d’une AHL modifiée antagoniste.
Des critéres cliniques, histologiques ainsi que la composition du microbiote et le profil d’AHL dans les
selles seraient étudiés. En outre, la perméabilité intestinale pourrait étre mesurée in vivo a I'état
basal et apres induction d’une colite, en présence ou non d’AHL, par la mesure du flux du Dextran
FITC 4kDa dans le sérum([236]. Par ailleurs, cette AHL pourrait également étre testée sur d’autres
modeéles murins de MIClI et notamment sur le modéele double KO IL10/Nox1 conduisant au
développement d’'une colite RCH like et qui présente des anomalies importantes du stress du
réticulum endoplasmique[64]. Une des limites des expériences in vivo avec la 3-oxo-C12 :2 est que
nous ne prenons pas en compte I'action des PON comme nous I'avons fait en les inhibant in vitro.
Aprés les possibilités de synthese d’AHLs modifiées comme moyen de comprendre I'action cellulaire
des AHLs, notre collaboration avec I'équipe de chimistes nous offre la possibilité d’utiliser des AHLs
modifiées comme thérapeutique. La synthése d’une 3-oxo0-C12 :2 résistante aux PON, en changeant
'oxygéne du noyau lactone, lieu de clivage des lactonases, pour un azote ou un carbone par
exemple, nous affranchirait d’inhiber les PON. D’autres modifications chimiques de la 3-oxo0-C12 :2
pour vectoriser I'AHL afin de I'enrober chimiquement ou de la transporter dans une bactérie
probiotique pour qu’elle soit délivrée dans le colon et non modifiée par les variations de pH nous
permettrait d’optimiser son mode d’administration. En effet, en plus des modifications enzymatiques
par les PON, le milieu et notamment le pH basique entraine une dégradation des AHLs. Evidemment
ces AHLs modifiées seront préalablement testées pour savoir si elles conservent leur activité anti-

inflammatoire.
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CONCLUSION

Cette étude translationnelle exploratoire, en utilisant la spectrométrie de masse de facon ciblée,
ouvre la voie de I'étude du QS impliquant les AHLs dans I’écosyteme intestinal humain. Le caractere
innovant a donc été de rechercher a priori ces petites molécules dans un milieu particulierement
complexe. Cette approche nous a conduit a identifier une nouvelle AHL 3-0x0-C12 :2 qui semble étre
produite par le microbiote normobiotique et qui est perdue au cours des MICI. Notre préoccupation
a été d’explorer les conséquences potentielles de cette perte. De fagon intéressante, nous avons mis
en évidence que ce métabolite bactérien a un effet « protecteur » sur les cellules épithéliales
intestinales in vitro. En outre, cette AHL est capable de modifier le microbiote intestinal de souris in
vivo. Ces résultats originaux suggérent que la 3-oxo-C12 :2 pourrait a la fois jouer un réle dans le
maintien de I’équilibre du microbiote intestinal comme molécule de communication inter especes et

dans la relation hote-bactéries.

Tout en m’appuyant sur les compétences techniques du laboratoire en spéctrométrie de masse et
dans I'étude du microbiote intestinal ainsi que sur les compétences de nos collaborateurs chimistes,
j'ai été personnellement investie des les débuts de ce travail exploratoire dans le cadre de ma thése.
Poser les premiéres pierres de ce large sujet d’étude avec la seule conviction d’une idée cohérente
sur le plan biologique et physiopathologique a demandé toute mon énergie. Mais cela m’a offert la
possibilité de développer des connaissances approfondies sur le sujet et des compétences
techniques variées allant de la spectrométrie de masse a la culture cellulaire en passant par I'analyse
du microbiote. Malgré les difficultés rencontrées et le risque pris, notre stratégie nous a permis
d’obtenir des résultats cohérents. Le caractére nouveau de ces résultats ne nous permet pas de les
confronter a la littérature sur le sujet. En revanche, étant partis des patients atteints de MICI, notre
objectif est de revenir vers les patients avec une nouvelle piste physiopathologique et thérapeutique.
C’est pourquoi de larges efforts ont été fait dans le laboratoire pour développer ce sujet qui nous
apparait comme prometteur. Plus précisément, deux étudiantes en these sont investies pour l'une
dans la construction de différents analogues chimiques de la 3-oxo0-C12 :2 et pour l'autre dans

I’étude du role de cette AHL sur la perméabilité intestinale.

Plusieurs questions restent évidemment non résolues apres cette premiere étude qui fait office de
preuve de concept. Mais située a la croisée des chemins entre la médecine, la chimie, la biologie
cellulaire et la microbiologie, elle ouvre de nombreuses perspectives différentes en fonction du point

de vue que I'on choisit. Enfin, dans la recherche de traitements écologiques au cours des MICI, cette
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AHL 3-o0x0-C12 :2 s’inscrit dans un nouveau concept pour contrdler I'inflammation et manipuler le

microbiote intestinal.
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Le microbiote intestinal humain est composé de 10'4 bactéries ainsi que d’autres micro-organismes
comme les virus, les champignons et les archées. L'étude du microbiote intestinal a dévoilé le role fonda-
mental qu'il joue dans la physiologie intestinale mais aussi dans la santé humaine de fagon plus générale,
comme un véritable« organe caché ». Dans cette revue, nous exposons la structure et le réle du microbiote
intestinal ainsi que son implication en pathologie humaine. Aprés la colonisation bactérienne du tube
digestif chez le nourrisson, la composition du microbiote intestinal est unique a chaque individu bien
que plus de 95% des bactéries le composant puissent étre réparties en 4 phyla majeurs. Des approches
culture-indépendantes et, plus récemment, I'avénement du séquencage haut débit ont permis de décrire
précisément la structure et la diversité du microbiote intestinal ainsi que son altération en pathologie. Le
microbiote intestinal est impliqué dans la maturation du systéme immunitaire et dans de nombreuses
voies métaboliques fondamentales comme la fermentation des sucres et des protéines ainsi que le méta-
bolisme des acides biliaires et des xénobiotiques. Le déséquilibre des populations du microbiote intestinal
ou dysbiose a des conséquences fonctionnelles importantes et est impliqué dans de nombreuses patholo-
gies digestives (maladies inflammatoires chroniques intestinales, cancer colorectal, etc.) mais aussi dans
I'obésité et I'autisme. Ces observations ont conduit a I'émergence de nombreuses études sur les traite-
ments visant a restaurer I'équilibre du microbiote intestinal comme les probiotiques ou la transplantation
du microbiote fécal. Mais des travaux récents sur l'activité de métabolites issus du microbiote pourraient
conduire a des perspectives thérapeutiques prometteuses.
© 2015 Société Nationale Frangaise de Médecine Interne (SNFMI). Publié par Elsevier Masson SAS.
Tous droits réserves.
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The human gut contains 10'4 bacteria and many other micro-organisms such as Archaea, viruses and
fungi. Studying the gut microbiota showed how this entity participates to gut physiology and beyond
this to human health, as a real “hidden organ”. In this review, we aimed to bring information about gut
microbiota, its structure, its roles and its implication in human pathology. After bacterial colonization
in infant, intestinal microbial composition is unique for each individual although more than 95% can be
assigned to four major phyla. The use of culture independent methods and more recently the development
of high throughput sequencing allowed to depict precisely gut microbiota structure and diversity as well
asits alteration in diseases. Gut microbiota is implicated in the maturation of the host immune system and
in many fundamental metabolic pathways including sugars and proteins fermentation and metabolism of
bile acids and xenobiotics. Imbalance of gut microbial populations or dysbiosis has important functional
consequences and is implicated in many digestive diseases (inflammatory bowel diseases, colorectal
cancer, etc.) but also in obesity and autism. These observations have led to a surge of studies exploring
therapeutics which aims to restore gut microbiota equilibrium such as probiotics or fecal microbiota
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transplantation. But recent research also investigates biological activity of microbial products which could
lead to interesting therapeutics leads.
© 2015 Société Nationale Frangaise de Médecine Interne (SNFMI). Published by Elsevier Masson SAS. All

rights reserved.

Le microbiote intestinal est un écosystéme complexe qui com-
prend I'ensemble des étres unicellulaires hébergés dans le tube
digestif, principalement des bactéries mais aussi des virus, des
champignons et des archées. Aprés la colonisation du tube digestif
de la naissance a I'dge de 2ans environ, le microbiote intesti-
nal est propre a chaque individu et stable dans le temps. Par
ailleurs, il existe un phénomene de résilience, c'est-a-dire le retour
a I'équilibre aprés un événement perturbateur (comme la prise
d’antibiotiques par exemple).

Si la composition en termes d'espéces est propre a chaque
individu, les caractéristiques sont trés conservées en termes
de composition au niveau des phyla et grands groupes phy-
logénétiques. Et les caractéristiques en termes de fonctions
physiologiques sont trés proches d'un individu a I'autre. Toutes
ces propriétés font du microbiote intestinal un véritable «organe
caché». L'objet de cette revue est d’en décrire la composition et les
fonctions tout en présentant les différentes méthodes d’étude du
microbiote intestinal et ses implications en santé humaine.

1. Description du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est composé de 10'* micro-organismes
réparti en 160 espéces bactériennes chez un individu donné parmi
le millier d’espéces qui ont pu étre identifiées dans différentes
cohortes humaines. Ces 104 bactéries sont réparties en 4 phyla
bactériens : firmicutes, bacteroidetes, actinobacteria, et proteobac-
teria. Les firmicutes et les bacteroidetes constituent les deux phyla
dominants du microbiote avec une représentativité respective de
60-75% et 30-40%.

Comme dans tout écosystéme bactérien, plus de 90% des
espéces du microbiote intestinal ne sont pas cultivables. Vivant
dans la plupart des cas en absence d'oxygene, dans un envi-
ronnement dont les propriétés physicochimiques sont souvent
difficiles a caractériser et a reproduire, ces bactéries intesti-
nales ne peuvent pas étre cultivées en laboratoire. Des approches
culture-indépendantes basées sur le séquencage du géne codant
I'ARN ribosomal 16S, par exemple, ont été développées afin
d’appréhender la grande diversité du microbiote intestinal. Deux
types d'échantillons peuvent étre analysés afin d’accéder aux
espéces bactériennes composant I'écosystéme intestinal : en effet,
les populations bactériennes liées a la muqueuse et celles
contenues dans la lumiére intestinale doivent étre distinguées.
Elles présentent des fonctions et une composition bien différentes.
Le biofilm composant le microbiote muqueux a la surface de
I'épithélium intestinal posséde des fonctions métaboliques parti-
culieres de transformation des aliments et d’échange de nutriments
ainsi qu'une fonction d’induction et d’éducation du systéme immu-
nitaire de I'hote. Le microbiote issu d’échantillons fécaux est le plus
souvent étudié en raison de la facilité de collecte des échantillons.
Méme si I'importance des différences dans la composition et le role
du microbiote fécal versus le microbiote muqueux est reconnue,
elle demeure a ce jour mal évaluée.

Une étude publiée en 2005 dans la revue Science par une équipe
américaine de I'université de Stanford décrit le microbiote intes-
tinal muqueux et fécal d'individus sains [1]. Ces auteurs ont
obtenu 11831 séquences codant I’ARN ribosomal 16S bactériens et
1524 séquences codant le gene du 16S présent chez les Archées.

L'analyse phylogénétique de I'ensemble de ces séquences a permis
I'identification de 395 phylotypes bactériens et d'un seul phylo-
type d’archée correspondant a Methanobrevibacter smithii. Sur les
395 phylotypes, 301 correspondent a des firmicutes et 95% de
ces séquences appartiennent a des bactéries du groupe Clostridia.
Certaines de ces séquences (42) correspondent a des bactéries pro-
duisant du butyrate et appartenant aux clustersIV, XIVa et XVI
de ce groupe Clostridia. Parmi les 65 séquences correspondant a
des bacteroidetes, de plus grandes variations ont été observées
entre les individus. Dans ce phylum, Bacteroidetes thetaiotaomicron
a été retrouvé chez tous les individus. Ensuite, quelques séquences
seulement correspondant aux proteobacteria, aux actinobacteria,
aux fusobacteria et aux verrucomicrobia ont été identifiées.

En raison d’une diminution des cotits du séquenc¢age haut-débit
de '’ADN et de I'amélioration des outils d’analyse bio-informatique,
il est aujourd’hui possible de comparer la composition des
communautés bactériennes du tractus digestif d'un grand nombre
de personnes (enfant/adulte/personne agée, patients atteints
d’obésité, patients atteints de maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin, etc.). L'analyse de I'’ensemble des génomes bactériens
présent dans un écosystéme donné est appelée analyse métagéno-
mique. De grands programmes d’'analyse du métagénome intestinal
humain ont été entrepris ces derniéres années (MetaHIT).

Dans ce programme MetaHIT, I'analyse de 396 échantillons de
selles a permis d'obtenir un catalogue de 3,9 millions de génes
répartis dans 7381 groupes de co-abondance de génes. Environ 10 %
de ces groupes correspondent a des bactéries (plus des 3/4de ces
bactéries n’ayant jamais été référencées dans les bases de données).
Les 90 % restants correspondent a des groupes de virus bactériens
(bactériophages), de plasmides (fragments d’ADN bactériens circu-
laires) ou encore des génes qui protégent les bactéries d’attaques
virales (connus sous le nom de séquences CRISPR) [2].

Selon un séquengage du métagénome d'échantillons de selles
collectés auprés de 124Européens en 2009, il y aurait de
1000a 1150especes bactériennes différentes dans le micro-
biote intestinal. Chaque individu hébergerait environ 160de
ces espéces [3]. Comme attendu, parmi les espéces prédomi-
nantes du microbiote, les auteurs ont trouvé des représentants
des phyla firmicutes (Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium
leptum, Enterococcus faecalis, Roseburia intestinalis, etc.) et bacte-
roidetes (Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus, etc.),
des groupes Dorea/Eubacterium/Ruminococcus (Dorea longicatena,
Ruminococcus torque, Eubacterium hallii, etc.). Ont également été
identifiés des espéces de bifidobacteria, proteobacteria et des
représentants du groupe Streptococci/Lactobacilli (Streptococcus
thermophilus, etc.).

Au-dela de I'identification des espéces bactériennes présentes
dans I'écosystéme intestinal en condition de normobiose, ces ana-
lyses métagénomiques permettent également de caractériser les
modifications de la composition et les modifications fonctionnelles
du microbiote intestinal.

2. Fonctions du microbiote intestinal

La présence permanente d'une importante biomasse bacté-
rienne dans l'intestin exerce des effets physiologiques, pour la
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plupart bénéfiques pour I'hote. Le microbiote intestinal peut méme
étre considéré comme un véritable organe a part entiére.

2.1. Effet barriére et fonctions immunitaires

Il existe dans la lumiére intestinale une compétition pour les
nutriments et les sites d’adhérence épithéliaux entre pathogénes
et bactéries commensales. Par ailleurs, le microbiote produit des
bactériocines et il est capable de stimuler la production de peptides
antimicrobiens par les cellules épithéliales. Il induit également la
production des IgA sécrétoires et favorise le bon fonctionnement
des jonctions serrées entre les cellules épithéliales [4], ce qui dimi-
nue I'invasion par des bactéries pathogénes.

Outre ses propriétés de barriére, le microbiote intestinal joue
un role fondamental dans le développement et la maturation du
systéme immunitaire. La découverte de cette fonction essentielle
vient de I'observation des différences entre souris axéniques (éle-
vés en milieu stériles et donc dépourvues de microbiote) et souris
conventionnelles (élevées en animalerie classique) [5]. Les souris
axéniques présentaient de nombreuses anomalies au niveau du
systéme immunitaire intestinal : hypoplasie des plaques de Peyer,
diminution des lymphocytes intra-épithéliaux, déficit en certaines
populations lymphocytaires T, diminution de la sécrétion intesti-
nale d’IgA, de la concentration d'immunoglobulines sériques et de
la production de cytokines. Mais le plus intéressant est que ces ano-
malies ne se cantonnaient pas au systéme immunitaire intestinal,
puisqu’on observait dans la rate et les ganglions lymphatiques des
zones lymphocytaires atrophiées. Par ailleurs, quelques semaines
aprés l'inoculation du microbiote de souris conventionnelles a ces
souris axéniques, I'ensemble des ces anomalies disparaissaient. Au-
dela de ces observations sur les fonctions globales du microbiote,
il semble que certaines espéces bactériennes aient des proprié-
tés spécifiques. L'homéostasie intestinale est notamment sous
la dépendance d'un équilibre entre les lymphocytesT effecteurs
(Th17 principalement) et les lymphocytesT régulateurs (Treg). Il
a récemment été montré que certaines bactéries stimulent parti-
culierement les populations Th17 intestinales [6] alors que d’autres
stimulent les Treg 7] par I'intermédiaire des acides gras a chaines
courtes qu’elles produisent [8]. Elles participent ainsi au maintien
de I'homéostasie intestinale.

2.2. Fonctions métaboliques

Les principales sources d'énergie du microbiote intestinal sont
les glucides et les protéines contenues dans les fibres alimentaires
non digérées par I'hote dans le tractus digestif supérieur et qui
parviennent dans le colon. La nature et la quantité des substrats
disponibles dépendent donc des individus et de leur régime ali-
mentaire qui constitue un facteur environnemental susceptible
d'influencer I'équilibre du microbiote. La biotransformation de ces
différents substrats par le microbiote colique, d'une part, permet
aux bactéries d’obtenir I'énergie nécessaire a leur croissance et,
d'autre part, génére la production d’'une diversité de métabolites
qui sont pour la plupart absorbés et utilisés par I'hote.

2.2.1. Métabolisme des glucides

Selon les individus et leur régime alimentaire, 10a 60g de
glucides fermentescibles par jour parviennent au colon. Diffé-
rents groupes bactériens du microbiote colique avec des activités
complémentaires forment une chaine trophique de dégradation
anaérobie des polymeéres glucidiques en métabolites fermentaires.
La premiére étape est la dégradation des différents polyméres en
fragments plus petits (oligosides, oses, etc.) qui fait intervenir une
grande variété d’hydrolases (polysaccaridase, glycosidases, etc.).
Ces enzymes sont produites par les bactéries du microbiote colique
dites «fibrolytiques», appartenant principalement aux genres

Bacteroides, Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia. Les bac-
téries glycolytiques transforment les glucides ainsi produits en
pyruvate en utilisant la voie de la glycolyse. Par la suite, le pyru-
vate est lui-méme transformé via différentes voies métaboliques
en acides gras a chaines courtes, produits finaux de la fermen-
tation. Il s'agit de l'acétate produit par la majorité des espéeces
prédominantes du colon (Bacteroides, Clostridium...), du propio-
nate synthétisé principalement par les espéces du genre Bacteroides
et également par Propionibacterium et Veillonella et enfin du buty-
rate produit par les espéces des genres Eubacterium, Coprococcus,
Roseburia, Faecalibacterium [9].

2.2.2. Métabolisme des gaz

L’hydrogéne est le gaz majoritairement produit lors des proces-
sus fermentaires, et ce, en grande quantité de facon quotidienne
dans le colon. Son élimination, essentielle a I'efficacité du proces-
sus fermentaire, est possible de plusieurs maniéres. Il peut étre
excrété par I'émission de gaz rectaux ou par voie pulmonaire, mais
la plus grande partie de I'hydrogéne est transformée in situ par des
bactéries du microbiote colique dites hydogénotrophes [10]. Les
trois types de transformation principaux sont : en méthane par les
archées méthanogénes (présents dans le microbiote colique de 30 a
50% des adultes), en acétate par les bactéries acétogenes, et enfin,
ensulfures au potentiel délétére pour le colonocyte par les bactéries
sulfatoréductrices (dont le genre prédominant est Desulfovibrio).

2.2.3. Métabolisme des protéines

La biodégradation des protéines est quantitativement moins
importante que celle des glucides mais elle est fondamentale car
les protéines représentent la principale source azotée des bac-
téries coliques. Chez certaines espéeces (des genres Veillonella,
Fusibacterium, Clostridium, etc.) ne fermentant pas les glucides,
les acides aminées sont méme utilisés comme source principale
d’énergie. Le métabolisme des protéines fait intervenir plusieurs
especes ayant des activités complémentaires. Les bactéries dites
« protéolytiques », appartenant aux genres Bacteroides, Clostridium,
Propionibacterium, Fusobacterium, Streptoccoccus et Lactobacillus,
sont capables par leur activité protéasique d’hydrolyser les pro-
téines en petits peptides. Certaines espéces bactériennes peuvent
assimiler ces peptides, ce qui s'accompagne fréquemment de la
libération d’acides aminés libres qui seront utilisés par d'autres
bactéries incapables d’'assimiler directement des peptides. La fer-
mentation des acides aminés utilise plusieurs réactions d’oxydation
et de réduction dont la principale est la voie réductrice de désami-
nation et aboutit comme la fermentation des glucides a la formation
d'acides gras a chaines courtes (acétate, propionate, butyrate)
mais aussi d'ammoniac. Néanmoins, de nombreux autres composés
comme des phénols, des acides dicarboxyliques et des acides gras
ramifiés (isobutyrate, isovalerate, etc.) sont également produits. Les
composés phénoliques et indoliques, issus de la dégradation des
acides aminés aromatiques et qui sont potentiellement toxiques
pour I'hdte, sont absorbés et détoxifiés dans la muqueuse colique,
puis excrétés dans les urines. L'ammoniac est également absorbé
dans le colon, il rejoint le foie par la circulation portale ou il est
converti en urée qui sera éliminée par voie urinaire. L'ammoniac
est aussi une source majeure d'azote pour un grand nombre de bac-
téries du microbiote colique qui l'utilise pour la synthése d’acides
aminés grace a leur activité aminotransférase.

2.2.4. Métabolisme des lipides

Les lipides de la lumiére colique comprennent les lipides non
absorbés dans l'intestin gréle, ceux provenant de la desquama-
tion des colonocytes et les lipides bactériens. Ces acides gras sont
transformés (hydrolyse, oxydation, réduction, hydroxylation...)
par les bactéries du microbiote colique. Le cholestérol colique
provient pour la majorité de la bile (70%) et pour le reste de
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I'alimentation (20 %) et de la desquamation des cellules épithéliales
intestinales (10%). Il est converti par le microbiote en copros-
tanol qui n'est pas absorbé et donc est éliminé dans les féces
[11]. Cette efficacité est trés variable d'un sujet a I'autre et le
taux fécal de coprostanol pourrait étre impliqué dans la réduc-
tion du risque cardiovasculaire et la cancérogénése colique. Les
acides biliaires, produit de transformation du cholestérol par le foie,
sont conjugués a la glycine ou a la taurine, ce qui a pour consé-
quence une amphiphilie accrue. Quatre-vingt quinze pourcent
des acides biliaires suivent le cycle entéro-hépatique : sécrétion
biliaire, réabsorption au niveau de I'iléon terminal, retour au foie
via le systéme porte, avant d'étre a nouveau sécrété dans la bile.
Seuls 5% des acides biliaires secrétés dans la bile parviennent donc
au colon ou ils sont métabolisés (déconjugaison, oxydation, épi-
mérisation, 7-alpha-déshydroxylation, désulfatation, etc.) par les
bactéries du microbiote en acides biliaires dits secondaires [12].
La déconjugaison (espéces des genres Bacteroides, Bifidobacterium,
Clostridium, etc.) rend les acides biliaires plus hydrophobes et
favorise leur absorption passive. Les acides cholique et chénodé-
soxycholique, acides biliaires primaires principaux chez 'homme,
sont transformés par 7-alpha-déshydroxylation par les espéces du
genre Clostridium en acides desoxycholique et lithocholique (acides
biliaires secondaires) qui pourraient avoir un effet carcinogéne sur
la muqueuse colique. Les hormones stéroides et des xénobiotiques
suivent également un cycle entéro-hépatique et les mémes voies
métaboliques avec conjugaison hépatique et déconjugaison par le
microbiote colique.

En considérant le role fondamental que le microbiote intesti-
nal joue dans la réponse immunitaire ainsi que dans différentes
voies métaboliques essentielles de I'hote, on peut facilement ima-
giner I'impact fonctionnel d'un déséquilibre de ce microbiote sur le
développement de différentes pathologies immunitaires et méta-
boliques.

3. Implication du microbiote en pathologie humaine

Il est aujourd’hui clairement établi que le microbiote intestinal
joue un role dans certaines pathologies du systéme digestif (cancer
colorectal, maladies inflammatoires chroniques de l'intestin) mais
également dans les cas d'obésité et d'autisme.

3.1. Microbiote intestinal et obésité

L'augmentation de la prévalence de I'obésité ces derniéres
années est telle qu'elle ne peut étre uniquement due a des facteurs
génétiques. Les chercheurs se sont intéressés au microbiote intes-
tinal comme pouvant étre un facteur environnemental influengant
I'obésité. Son role dans le stockage des graisses et I'obésité a donc
été récemment investigué. Des résultats parus dans le journal
Nature en 2006 suggérent que le microbiote intestinal contribue a
I'absorption par I'hote de glucides et de lipides et régule le stockage
des graisses [ 13]. Ces effets seraient liés a I'induction par le micro-
biote de la lipogenése hépatique et du stockage des triglycérides
dans les adipocytes. D'autre part, la méme équipe a montré que le
microbiote de souris obéses (ob/ob), invalidées pour le géne de la
leptine, comportait une proportion anormalement élevée de firmi-
cutes et anormalement basse de bacteroidetes. De plus, le transfert
du microbiote de ces souris obéses a des souris axéniques induisait
une augmentation de I'extraction énergétique des aliments ingérés
supérieure a celle induite par le transfert d'un microbiote de souris
minces. Chez 'homme obese, il existe, dans le microbiote fécal, une
proportion augmentée de firmicutes et diminuée de bacteroidetes,
comparativement aux sujets minces et la perte de poids semble
corrélée avec I'augmentation de la proportion de bacteroidetes.

Ces données récentes suggéerent donc un lien entre le microbiote
intestinal et I'obésité [13,14].

3.2. Microbiote intestinal et cancer

La prise en compte de la composition du microbiote intestinal
s'annonce comme étant une nouvelle avancée dans la lutte contre
le cancer du colon. En effet, plusieurs travaux s'accordent a dire que
certaines des bactéries présentes au niveau du colon pourraient en
favoriser le développement.

Il existe une dysbiose, c'est-a-dire une modification de la
composition du microbiote intestinal, chez les sujets souffrant d'un
cancer colorectal [15]. Dans cette étude, les auteurs ont établi une
carte de la dysbiose associée au cancer colorectal en s'intéressant
aux espéces bactériennes colonisant les tumeurs versus celles
retrouvées dans les zones de muqueuses saines adjacentes. IIs ont
ainsi montré que les zones du colon touchées par les tumeurs pré-
sentaient moins de firmicutes et plus de bacteroidetes que les zones
saines et représentaient une niche pour les coriobacteria (actino-
bacteria).

Il a également été montré I'implication de toxines bactériennes
dans la survenue du cancer colorectal. Par exemple, la génotoxi-
cité de souches d’Escherichia coli produisant la colibactine, une
toxine capable d'induire des cassures double-brin de I'ADN et une
instabilité génétique au sein de cellules épithéliales intestinales en
culture a été largement démontrée [16]. La colibactine a été mon-
trée comme promotrice de tumeurs colorectales [17].

3.3. Microbiote intestinal et autisme

Des études préliminaires ont montré qu'il existait une forme
de dysbiose chez les enfants autistes avec une diminution de
Akkermansia muciniphila et de Bifidobacterium spp. dans les selles
de ces patients [18]. Une autre étude récente a montré, sur des
biopsies réalisées chez des enfants présentant un trouble autis-
tique et souffrant de troubles gastro-intestinaux, une augmentation
des phylotypes appartenant a la famille Alcaligenaceae et au
genre Sutterella, particuliérement les espéces S. wadsworthensis et
S.stercoricanis [19].

Pour témoigner de l'influence des bactéries intestinales sur le
comportement, I'administration de certains probiotiques a été étu-
diée. Par exemple, la consommation pendant 2 mois du probiotique
Lactobacillus casei conduisait a une diminution de I'anxiété chez
des patients atteints du syndrome de fatigue chronique [20]. En
2013, un groupe de chercheurs américains a montré que, chez
des souris avec des troubles autistiques, I'intestin contenait moins
de bactéries de I'espéce Bacteroides fragilis que chez les souris
témoins. L'administration de cette souche bactérienne a permis
une amélioration des troubles psychomoteurs liés a I'anxiété et une
amélioration de la communication entre individus [21].

3.4. Microbiote intestinal et maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin (MICI)

Des études moléculaires, indépendantes de la culture, basées
pour la plupart sur le séquencage du géne codant pour I'’ARN ribo-
somal 16S, ont permis de mettre en évidence certaines anomalies
du microbiote intestinal au cours des MICI. Ces anomalies sont:

¢ une forte instabilité du microbiote au cours du temps ;

e la présence d’environ 30 % de bactéries inhabituelles ;

e une restriction de la biodiversité généralement aux dépens du
phylum des firmicutes;

e une augmentation de la concentration bactérienne muqueuse
[22].
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Cette dysbiose est caractérisée par un déficit en certaines bac-
téries, telles que F. prausnitzii, du groupe C. leptum, mais aussi par
une augmentation de certains pathogénes tels que E. coli AIEC ou
Mpycobacterium avium paratuberculosis [23,24]. La dysbiose est donc
un élément clé dans la physiopathologie des MICL. En comparant
le profil du microbiote intestinal obtenu par qPCR sur les selles
de patients atteints de MICI la dysbiose, et particuliérement le
déficit en F. prausnitzii, semble plus marquée chez les patients en
poussée par rapport a ceux en rémission. Cette observation nous
incite a penser qu’'une dysbiose plus marquée pourrait étre prédic-
tive de rechute. Récemment, une étude microbiologique, insérée
dans la cohorte STORI du GETAID, a permis de mettre en évidence
la dysbiose associée a la maladie de Crohn (MC) comme facteur
prédictif de récidive clinique apreés arrét du traitement par inflixi-
mab au cours d’'une MC bien contrélée. Ces travaux mettent en
évidence une dysbiose au cours de la MC plus marquée chez les
futurs rechuteurs avant méme l'arrét du traitement par inflixi-
mab. La quantité de bactéries appartenant aux groupes Clostridium
coccoides et Bacteroides (et apparentés) ainsi que la prévalence
de I'espéce F. prausnitzii dans les selles permet de discriminer les
patients qui resteront en rémission des futurs rechuteurs [25].

3.5. Les pistes de traitement utilisant le microbiote pour le
traitement des pathologies intestinales

3.5.1. Le transfert de flore

Cette technique a montré des résultats encourageants en cas
d'infections récurrentes par Clostridium difficile ou dans le traite-
ment de troubles intestinaux aprés un traitement antibiotique [26].
Cependant, I'Agence nationale de sécurité du médicament et des
produits de santé préconise la limitation de la transplantation de
flore fécale aux cas graves et pour lesquels, les traitements conven-
tionnels n'ont pas d'effet.

Récemment, des médecins néerlandais ont recensé les essais
de transplantation de microbiote fécal dans différentes pathologies
digestives. Il a été montré que dans les cas d'infections récidivantes
a C. difficile, 1a transplantation de microbiote avait une efficacité de
90%. Dans le cas de la rectocolite hémorragique (RCH), les résul-
tats sont prometteurs puisqu'on observe jusqu'a 68 % de rémission
aprés la transplantation. Dans le cas de la MC, de la constipation
chronique et du syndrome de l'intestin irritable, les études sont
encore trop limitées en termes de nombre de patients pour livrer
des résultats interprétables [27].

3.5.2. L'utilisation des probiotiques

Par définition, les probiotiques sont des micro-organismes
vivants, non pathogénes, qui lorsqu'ils sont administrés en quan-
tité suffisante, impactent positivement sur la santé de I'hdte. Les
effets bénéfiques apportés par les probiotiques peuvent étre: une
normalisation de la perméabilité membranaire, un retour a un état
de normobiose ou encore une régulation négative de la réponse
intestinale pro-inflammatoire. Plusieurs études ont déja montré
I'efficacité des probiotiques dans le cadre des maladies inflamma-
toires chroniques de l'intestin: ainsi par exemple, la souche E. coli
Nissle 1917 (dénomination commerciale Mutaflor®) présente une
efficacité similaire a celle d’anti-inflammatoires de synthése tels
que la mésalazine dans le maintien en rémission de la RCH. A ce
jour, les preuves de I'efficacité des probiotiques dans le maintien en
rémission et de la prévention des rechutes en postopératoire dans
les cas de MC, restent peu nombreuses et surtout contradictoires.

3.5.3. Larecherche et l'utilisation de molécules d'origine
bactérienne

Dans la course a larecherche de traitement pour soulager et soi-
gner les patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques

de l'intestin, les chercheurs s'intéressent aux métabolites issus des
bactéries composant le microbiote intestinal.

Par exemple, la perte de F.prausnitzii associée au développe-
ment de la MC a suggéré un rdle anti-inflammatoire de cette
bactérie. Cela a pu étre vérifié in vitro sur des modéles cellulaires
épithéliaux intestinaux et in vivo sur un modéle de colite murine
[28]. L'identification des composés bactériens responsables de cette
activité anti-inflammatoire a fait I'objet de recherches approfon-
dies. Un fractionnement bioguidé du surnageant de F. prausnitzii
a permis d'attribuer I'activité anti-inflammatoire a une protéine
bactérienne de 15kDa, la protéine MAM et a 7 peptides issus de
cette protéine [29]. L'utilisation de cette protéine pourrait étre envi-
sagée comme traitement de I'inflammation intestinale ou comme
marqueur de la dysbiose associée a la MC.

4. Conclusion

Le microbiote intestinal humain contient, entre autres micro-
organismes, environ 10'4 bactéries et représente un écosystéme
extrémement complexe. Plus de 90% des espéces du microbiote
intestinal ne sont pas cultivables en laboratoire et il a fallu attendre
I'avénement de méthodes indépendantes de la culture pour défi-
nir précisément la structure a I'échelle des phyla et des grands
groupes phylogénétiques et mieux caractériser la diversité du
microbiote intestinal. Au-dela de I'étude de sa composition, il a été
mis en évidence que le microbiote intestinal exerce des fonctions
majeures pour la physiologie de I'hdte a la fois métaboliques mais
aussi d'effet barriére et de maturation du systéme immunitaire.
Des modifications structurales et, par conséquent, fonctionnelles
du microbiote sont impliquées dans de nombreuses pathologies
humaines, notamment digestives et métaboliques. Outre les traite-
ments modulant le microbiote (transfert de flore, probiotiques. . .)
qui permettent ainsi de moduler certaines fonctions physiolo-
giques, larecherche surles métabolites issus du microbiote pourrait
conduire a terme a de nouvelles perspectives thérapeutiques pro-
metteuses.
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1. Le microbiote dans I’écosysteme. Biodiversite, stabilité, résilience

Le microbiote intestinal constitue un écosystéme complexe dont 1I’impact sur la santé de
I’Homme est aujourd’hui reconnu. Le tube digestif héberge des étres unicellulaires comme
des bactéries mais aussi des virus, des champignons et des micro-organismes tres particuliers
appelés les archaea qui se différencient des bactéries et du regne animal. Parmi tous ces
micro-organismes, les bactéries forment le groupe le plus représenté et 1’on considérera donc
dans le présent ouvrage que les données se référant au microbiote intestinal concernent les
bactéries qui colonisent notre tube digestif. Ce compartiment devient un élément important de
la physiologie humaine a mesure que ’on reconnait plusieurs fonctions physiologiques
portées par ce microbiote. Méme si son étude et son impact restent encore du domaine de la
recherche, une bonne connaissance de cette entité apparait nécessaire pour appréhender les

avanceées en cours visant a manipuler ce microbiote dans un but thérapeutique.
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1.1.Biodiversité et mise en place :

Le microbiote intestinal humain contient environ 10* bactéries réparties en 4 phyla
bactériens: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, et Proteobacteria et représente 1’un des
¢cosystemes les plus complexes présents a la surface de la terre. Le microbiote intestinal d’un
individu adulte est représenté par plusieurs centaines d’espéces bactériennes différentes et est
stable au cours du temps (1, 2). Plus de 80% des espéces bactériennes appartenant a cet
écosysteme ne sont pas cultivables. La plus grande partie des informations concernant cet
écosysteme a donc été générée grace a des méthodes moléculaires basées sur le séquencage
du gene bactérien codant ’ARN ribosomal 16S. La majorité des études ont été réalisées sur
des échantillons de selles. La combinaison de meéthodes culture-dépendantes et culture-
indépendantes a permis de déterminer que les genres Bacteroides, Eubacterium, Clostridium,
Ruminococcus, Bifidobacterium et Fusobacterium dominaient le microbiote fécal. A la
naissance, le tube digestif du nouveau-né est dépourvu de bactérie. La colonisation
microbienne débute dés les premiers instants de vie. En I1’absence des mécanismes
immunitaires sophistiqués de 1’adulte, le tube digestif du nouveau-né est un environnement
particuliérement permissif et les niveaux de population y atteignent rapidement 10! bactéries
par gramme de contenu. La colonisation suit néanmoins un schéma relativement organisé,
sous la dépendance de facteurs exogénes (d’origine maternelle, alimentaire) et endogenes tels
que les secrétions du tube digestif mais aussi les produits des premiers micro-organismes
colonisateurs qui globalement conditionnent la physico-chimie du biotope (3). Les bactéries
anaérobies qui dominent le microbiote intestinal de I’adulte font partie des premiers micro-
organismes rencontrés lors d’une naissance par voie basse. La mise en place successive
d’especes bactériennes conduit vers 1’d4ge de deux ans a un microbiote stable au plan
fonctionnel. Ces bactéries se répartissent tout le long du tube digestif selon des concentrations
croissantes depuis des parties hautes jusqu’au colon distal. Il existe quelques bactéries dans
I’estomac et les parties supérieures de I’intestin gréle. Les concentrations vont croissantes
atteignant 108 bactéries par gramme de contenu dans 1’iléon terminal. Les bactéries anaérobies
facultatives dominent dans I’intestin gréle alors que les bactéries anaérobies strictes dominent
les bactéries anaérobies facultatives dans le clon distal et les selles par un facteur de 1000
environ. La densité bactérienne atteint son maximum dans le colon distal avec 10! bactéries
par gramme de contenu (4). L’utilisation d’outils moléculaires a montré que la plus grande
partie (deux tiers environ) des espéces dominantes observées dans le microbiote fécal d’un

individu lui est propre (4).
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1.2.Stabilité —Résilience :

Si I’on reconnait ainsi des caractéristiques trés conservées en terme de composition au niveau
des phyla et grands groupes phylogénétiques, au niveau des espéces, le microbiote d’un
individu lui est propre. Une fois le microbiote adulte mis en place, et si les conditions
environnementales ne changent pas, la composition en grands groupes bactériens et en
especes dominantes est stable dans le temps. Ainsi si on réalise une éléctrophorése
particuliere du génome bactérien a partir d’une selle d’un individu, on observe pour chaque
individu un ‘code barre’ unique hautement stable dans le temps (2). Cette notion de stabilité
dans le temps du microbiote est nouvelle et fondamentale, rapprochant le microbiote d’une
entité structurée et fonctionnelle qui en font un véritable ‘organe caché’.

En revanche, les populations sous dominantes, minoritaires, peuvent varier (5). Des facteurs
environnementaux peuvent induire des changements majeurs. C’est le cas de prises
d’antibiotiques, de changement dans le régime alimentaire ou encore au décours d’une
infection intestinale (6). Apres une perturbation de cet écosystéme, le retour a 1’équilibre
antérieur ou vers un nouvel équilibre est une caractéristique importante a connaitre. Ce
phénomene est appelé résilience du microbiote intestinal. Il s’agit de la mise en route de
phénomenes dynamiques écologiques peu connus qui restore le microbiote apres perturbation.
Ceci est bien évidemment a prendre en compte lorsque 1’on envisage de pouvoir moduler le
microbiote dans un but thérapeutique. La vitesse de retour a I’état antérieur ou vers un nouvel
état stable est un élément mal connu et évalué a quelques semaines ou mois apres une prise
d’antibiotique (6). La résilience du microbiote intestinal reste un sujet de recherche majeur
qui est a I’étude notamment lors des approches de transplantation de microbiote fécale qui

commencent a étre pratiquées.

2. Structure et description classique et moléculaire

Le microbiote intestinal est donc composé de 10'* micro-organismes répartis en 160
especes bactériennes chez un individu parmi le millier d’espéces identifiées dans les cohortes
humaines étudiées. Comme il I’a été mentionné précédemment, ces 10** bactéries sont
majoritairement réparties en 4 phyla bactériens: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, et
Proteobacteria. Les Firmicutes et les Bacteroidetes constituent les deux phyla dominants du
microbiote avec une representativité respective de 60-75% et 30-40%. Comme dans tout

écosystéeme bactérien, plus de 90% des espéces du microbiote intestinal ne sont pas
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cultivables. Vivant dans la plupart des cas en absence d’oxygéne, dans un environnement
dont les propriétés physico-chimiques sont souvent difficiles a caractériser et a reproduire, ces
bactéries intestinales ne peuvent pas étre cultivées en laboratoire. Des approches culture-
indépendantes basées sur le séquengage du geéne codant I’ARN ribosomal 16S, par exemple,
ont ¢t¢ développées afin d’appréhender la grande diversité du microbiote intestinal. Deux
types d’échantillons peuvent étre analysés afin d’accéder aux espéces bactériennes composant
I’écosystéme intestinal : en effet les populations bactériennes liées a la muqueuse et celles
contenues dans la lumiére intestinale doivent étre distinguées. Elles présentent des fonctions
et une composition bien différentes. Le biofilm composant le microbiote muqueux a la surface
de I’épithelium intestinal posseéde des fonctions métaboliques particuliéres de transformation
des aliments et d’échange de nutriments ainsi qu’une fonction d’induction et d’éducation du
systéeme immunitaire de 1’hdte. Le microbiote issu d’échantillons fécaux est le plus souvent
¢tudié¢ en raison de la facilité de collecte des échantillons. Méme si I’importance des
différences dans la composition et le réle du microbiote fécal vs le microbiote muqueux est

reconnue, elle demeure a ce jour mal évaluée.

Une étude publiée en 2005 dans la revue Science par une équipe américaine de
I’Université de Stanford décrit le microbiote intestinal muqueux et fécal d’individus sains (1).
Ces auteurs ont obtenu 11831 séquences codant I’ARNr16S bactériens et 1524 séquences
codant le gene du 16S présent chez les Archées. L’analyse phylogénétique de I’ensemble de
ces séquences a permis ’identification de 395 phylotypes bactériens et d’un seul phylotype
d’archaea correspondant a Methanobrevibacter smithii. Sur les 395 phylotypes, 301
correspondent a des Firmicutes et 95% de ces séquences appartiennent a des bactéries du
groupe Clostridia. Certaines de ces séquences (42), correspondent a des bactéries produisant
du butyrate et appartenant aux clusters IV, XIVa et XVI de ce groupe Clostridia. Parmi les 65
séquences correspondant a des Bacteroidetes, de plus grandes variations ont été observées
entre les individus. Dans ce phylum, Bacteroidetes thetaiotaomicron a été retrouvé chez tous
les individus. Ensuite, quelques séquences seulement correspondant aux Proteobacteria, aux

Actinobacteria, aux Fusobacteria et aux Verrucomicrobia ont été identifiées.

En raison d’une diminution des cotlits du séquencage haut-débit de I’ADN et de
I’amélioration des outils d’analyse bio-informatique, il est aujourd’hui possible de comparer
la composition des communautés bactérienne du tractus digestif d’un grand nombre de sujets :

enfant, adulte, personne agé, patients obéses, patients atteints de maladies inflammatoires
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chroniques de I’intestin, etc...). L’analyse de I’ensemble des génomes bactériens présent dans
un écosystéme donné est appelée analyse métagénomique. De grands programmes d’analyse
du métagénome intestinal humain ont été entrepris ces dernieres années (MetaHIT) (7). Dans
ce programme MetaHIT, I’analyse de 396 échantillons de selles a permis d’obtenir un
catalogue de 3,9 millions de génes répartis dans 7381 groupes de co-abondance de génes.
Environ 10% de ces groupes correspondent a des bactéries (plus des % de ces bactéries
n’ayant jamais été référencées dans les bases de données). Les 90% restants correspondent a
des groupes de virus bactériens (bactériophages), de plasmides (fragments d’ADN bactériens
circulaires) ou encore des genes qui protégent les bactéries d’attaques virales (connus sous le

nom de séquences CRISPR)(7).

Selon un séquengage du métagénome, c’est-a —dire de I’ensemble des génes
appartenant a ces bactéries, réalisé a partir de selles collectées auprés de 124 européens en
2009, il y aurait de 1000 a 1150 espéces bactériennes différentes dans le microbiote intestinal.
Chaque individu hébergerait environ 160 de ces espéces (8). Comme attendu, parmi les
espéces prédominantes du microbiote les auteurs ont trouvé des représentants des phyla
Firmicutes (Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium leptum, Enterococcus faecalis,
Roseburia intestinalis...) et Bacteroidetes (Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides
vulgatus...), des groupes Dorea/Eubacterium/Ruminococcus (Dorea longicatena,
Ruminococcus torque, Eubacterium hallii...). Ont également été identifiés des espéces de
Bifidobacteria, Proteobacteria et des représentants du groupe Streptococci/Lactobacilli
(Streptococcus thermophilus...). Au-dela de [1’identification des espéces bactériennes
présentes dans [’écosystéme intestinal en condition de normobiose, ces analyses
métagénomiques, permettent également de caractériser les modifications de la composition et
les modifications fonctionnelles du microbiote intestinal. Les roles qu’exerce cette entité sont
majeurs pour la physiologie et doivent étre portés a notre connaissance afin de pouvoir
moduler certaines fonctions physiologiques en modulant le microbiote et/ou appréhender les

conséquences fonctionnelles de modifications du microbiote.

3. Fonctions métaboliques et immunitaires

La présence permanente d’une importante biomasse bactérienne exerce des effets

physiologiques dont les répercussions pour 1’hdte sont, pour la plupart, bénéfiques. Le

130



microbiote intestinal contribue, d’un point de vue métabolique, a la fermentation des sucres et
des protéines et au métabolisme de nombreuses molécules tels que les acides biliaires et les
xénobiotiques. Le microbiote participe également a la maturation du systéme immunitaire et
joue un véritable réle de barrieére protectrice de I’épithélium intestinal contre 1’infection par

des micro-organismes pathogenes.

3.1.Fonctions métaboliques

Les principales sources d’énergie du microbiote sont les glucides et les protéines contenues
dans les fibres alimentaires qui ne sont pas digérées par I’hdte dans le tractus digestif
supérieur et qui parviennent alors dans le cdlon. La nature et la quantité des substrats
disponibles dépendent donc des individus et de leur régime alimentaire qui constitue un
facteur environnemental susceptible d’influencer 1’équilibre du microbiote comme cela a été
mentionné précedemment. La biotransformation de ces différents substrats par le microbiote
colique d’une part permet aux bactéries d’obtenir 1’énergie nécessaire a leur croissance et
d’autre part génére la production d’une diversité de métabolites qui sont pour la plupart

absorbés et utilisés par I’hote.

3.1.1. Métabolisme des glucides :

Selon les individus et leur régime alimentaire, 10 a 60 g de glucides fermentescibles par jour
parviennent au c6lon. Différents groupes bactériens du microbiote colique avec des activites
complémentaires participent a la dégradation anaérobie des polymeéres glucidiques en
métabolites fermentaires et forment ainsi une chaine trophique. La premiere étape de cette
chaine est la dégradation des différents polymeéres en fragments plus petits (oligosides,
oses...) fait intervenir une grande variété d’hydrolases (polysaccaridase, glycosidases...). Ces
enzymes ne sont pas produites par les cellules eucaryotes humaines mais par les bactéries du
microbiote colique dites « fibrolytiques ». Ces bactéries appartiennent principalement aux
genres Bacteroides, Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia. Les bactéries glycolytiques
transforment les glucides ainsi produits en pyruvate en utilisant la glycolyse. Le pyruvate est
lui-méme transformé via différentes voies métaboliques en produits finaux de la fermentation,
les acides gras a chaine courte. Il s’agit de 1’acétate produit par la majorité des espéces
prédominantes du colon (Bacteroides, Clostridium...), du propionate synthétisé
principalement par les espéces du genre Bacteroides et également par Propionibacterium et

Veillonella et enfin du butyrate produit par les espéces des genres Eubacterium, Coprococcus,
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Roseburia, Faecalibacterium (9). Cependant, un certain nombre d’espéces bactériennes (des
genres Bifidobacterium, Lactobacillus...) produisent des métabolites intermédiaires
(succinate, lactate, éthanol, formate) qui sont ensuite transformés par d’autres espéces

bactériennes en produits finaux.

3.1.2. Métabolisme des gaz :

L’hydrogeéne est le gaz majoritairement produit lors des processus fermentaires, et ce en
grande quantité de facon quotidienne dans le colon. Son €limination, essentielle a I’efficacité
du processus fermentaire, est possible de plusieurs maniéres. Il peut étre excrété par
I’émission de gaz rectaux ou par voie pulmonaire, mais la plus grande partie de 1’hydrogéne
est transformée in situ par des bactéries du microbiote colique dites hydogénotrophes (10).
Les trois types de transformation principaux sont : en méthane par les archaea méthanogénes
(présents dans le microbiote colique de 30 a 50% des adultes), en acétate par les bactéries
acétogenes, et enfin en sulfures au potentiel délétére pour le célonocyte par les bactéries

sulfato-réductrices (dont le genre prédominant est Desulfovibrio).

3.1.3. Métabolisme des protéines :

La biodégradation des protéines par le microbiote colique est quantitativement moins
importante que celle des glucides mais elle est fondamentale car les protéines représentent la
principale source azotée pour les bactéries coliques. Par ailleurs, le métabolisme des
protéines fait intervenir plusieurs espéces ayant des activités complémentaires. Les bactéries
dites « protéolytiques », appartenant aux genres Bacteroides, Clostridium, Propionibacterium,
Fusobacterium, Streptoccoccus et Lactobacillus, sont capables par leur activité protéasique
d’hydrolyser les protéines en petits peptides. Elles disposent ainsi de 1’azote et du carbone qui
leurs sont nécessaires. Certaines especes bactériennes peuvent assimiler directement ces
peptides. Cela s’accompagne fréquemment de la libération d’acides aminés libres qui seront
utilisés par d’autres bactéries incapables d’assimiler des peptides. Chez certaines especes (des
genres Veillonella, Fusibacterium, Clostridium...) ne fermentant pas les glucides, les acides
aminées sont utilisés comme source principale d’énergie. La fermentation des acides aminés
par les bactéries du microbiote colique utilise plusieurs réactions d’oxydation et de réduction
dont la principale est la voie réductrice de désamination. Elle aboutit & la formation d’acides
gras a chaines courtes (acétate, propionate, butyrate) et d’ammoniac. Néanmoins, de

nombreux autres composés comme des phénols, des acides di-carboxyliques et des acides gras
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ramifiés (isobutyrate, isovalerate ...) sont également produits lors du métabolisme des acides
aminés. Les composés phénoliques et indoliques, issus de la dégradation des acides aminés
aromatiques et qui sont potentiellement toxiques pour 1’hote sont absorbés et détoxifiés dans
la muqueuse colique, puis excrétés dans les urines. L’ammoniac est également absorbé dans le
célon, il rejoint le foie par la circulation portale ou il est converti en urée qui sera éliminée par
voie urinaire. L’ammoniac est aussi une source majeure d’azote pour un grand nombre de
bactéries du microbiote colique qui I’utilise pour la synthése d’acides aminés grace a leur

activité amino-transférase.

3.1.4. Meétabolisme des lipides :

Les lipides de la lumiére colique proviennent de trois origines : les lipides non absorbés dans
I’intestin gréle, ceux provenant de la désquamation des colonocytes et les lipides bactériens.
Ces acides gras sont transformés (hydrolyse, oxydation, réduction, hydroxylation...) par les
bactéries du microbiote colique. Le cholestérol colique, qui provient pour la majorité de la
bile (70%) et pour le reste de 1’alimentation (20%) et de la désquamation des cellules
¢épithéliales intestinales (10%), est converti par le microbiote en coprostanol qui n’est pas
absorbé et donc est éliminé dans les féces (11). Cette efficacité est trés variable d’un sujet a
I’autre et le taux fécal de coprostanol pourrait étre impliqué dans la réduction du risque
cardio-vasculaire et la cancérogéneése colique. Les acides biliaires, produit de transformation
du cholestérol par le foie, sont également conjugués a la glycine ou a la taurine, ce qui a pour
conséquence une amphiphilie accrue. Quatre-vingt quinze pour cent des acides biliaires
suivent le cycle entéro-hépatique : sécrétion biliaire, réabsorption au niveau de 1’iléon
terminal, retour au foie via le systeme porte, avant d’étre a nouveau sécrété dans la bile. Seuls
5% des acides biliaires secrétés dans la bile parviennent donc au célon ou ils sont métabolisés
(déconjugaison, oxydation, épimérisation, 7 alpha-déshydroxylation, désulfatation...) par les
bactéries du microbiote en acides biliaires dits secondaires (12). La déconjugaison (espéces
des genres Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium...) rend les acides biliaires plus
hydrophobes et favorise leur absorption passive. Les acides cholique et chénodésoxycholique,
acides biliaires primaires principaux chez I’homme, sont transformés par 7 alpha-
déshydroxylation par les espéces du genre Clostridium en acides desoxycholique et
lithocholique (acides biliaires secondaires) qui pourraient avoir un effet carcinogene sur la

muqueuse colique. Les hormones stéroides et des xénobiotiques suivent également un cycle
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entéro-hépatique et les mémes voies métaboliques avec conjugaison hépatique et

déconjugaison par le microbiote colique.

3.2.Effet barriére et fonctions immunitaires :

L’effet barriére est un effet protecteur du microbiote intestinal vis-a-vis des bactéries
pathogenes exogenes. En effet il existe une compétition pour les nutriments et les sites
d’adhérence épithéliaux entre pathogénes et les bactéries commensales. Par ailleurs le
microbiote est capable de produire des bactériocines et de stimuler la production de peptides
antimicrobiens par les cellules épithéliales. Il induit également la production des IgA
sécretoires et favorise le bon fonctionnement des jonctions serrées entre les cellules
épithéliales(13), ce qui diminue I’invasion par des bactéries pathogénes. Outre ses propriétés
de barriére, le microbiote intestinal joue un réle fondamental dans le développement et la
maturation du systeme immunitaire. La découverte de cette fonction essentielle du microbiote
vient de I’observation des différences entre souris axéniques (élevés en milieu stériles et donc
dépourvues de microbiote intestinale) et souris élevées en animalerie classique dans le cadre
d’études comparatives (14). Les souris axéniques présentaient de nombreuses anomalies au
niveau du systéme immunitaire intestinal : hypoplasie des plaques de Peyer, diminution des
lymphocytes intra épithéliaux, déficit en certaines populations lymphocytaires T, diminution
de sécrétion intestinale d’immunoglobulines A, concentration d’immunoglobulines sériques et
production de cytokines limitées. Mais ces anomalies ne se limitaient pas a 1’épithélium
intestinal, puisque 1’observation de la rate et des ganglions lymphatiques révélait I’absence de
structure avec des zones lymphocytaires atrophiées. Par ailleurs, I’ensemble des ces anomalies
disparaissaient quelques semaines apres I’inoculation du microbiote de souris conventionnelle
a ces souris axéniques. A cote de ces observations sur les fonctions globales du microbiote, il
semble que certaines especes bactériennes aient des propriétés spécifiques. L’homéostasie

intestinale est notamment sous la dépendance d’un équilibre entre les lymphocytes T
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effecteurs (Th17 principalement) et les lymphocytes T régulateurs (Treg). Il a récemment été
montré que certaines bactéries stimulent particulierement les populations Thl7 intestinales
(15) alors que d’autres stimulent les Treg (16) par I’intermédiaire des acides gras a chaines
courtes qu’elles produisent (17). Elles participent ainsi au maintien de 1’homéostasie

intestinale.

Conclusions :

Le microbiote intestinal humain contient, entre autres micro-organismes, environ 10
bactéries et représente 1'un des écosystémes les plus complexes présents a la surface de la
terre. Cette entité forme une biomasse extrémement biodiverse, unique pour chaque individu,
relativement stable dans le temps, capable de résilience et dont la structure est en bien définie
a I’échelle des phyla des grands groupes. Plus de 90% des especes du microbiote intestinal ne
sont pas cultivables en laboratoire et il a fallu attendre 1’avénement de méthodes
indépendantes de la culture pour mieux caractériser la diversité du microbiote intestinal. Au-
dela de I’identification des espéces, des analyses métagénomiques, permettent également de
d’évaluer les modifications fonctionnelles du microbiote intestinal. Les fonctions qu’exerce le
microbiote sont majeures pour la physiologie contribuant d’une part, d’un point de vue
métabolique, a la fermentation des sucres et des protéines et au métabolisme de nombreuses
molécules (acides biliaires et les xénobiotiques) mais aussi participant a la maturation du
systétme immunitaire et jouant un véritable role de barriere protectrice de 1’épithélium
intestinal contre I’infection par des micro-organismes pathogenes. Ces fonctions doivent faire
I’objet de notre attention si I’on veut a terme pouvoir moduler certaines fonctions
physiologiques en modulant le microbiote et/ou appréhender les conséquences fonctionnelles

de modifications du microbiote.
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Abstract

The human gut contains 10'* bacteria and many other mi-
cro-organisms such as Archaea, viruses and fungi. This gut
microbiota has co-evolved with host determinants through
symbiotic and co-dependent relationships. Bacteria, which
represent 10 times the number of human cells, form the
most depicted part of this black box owing to new tools. Re-
evaluating the gut microbiota showed how this entity par-
ticipates in gut physiology and beyond this in human health.
Studying and handling this real 'hidden organ’ remains a
challenge for clinicians. In this review, we aimed to bring in-
formation about gut microbiota, its structure, its roles and
the way to capture and measure it. After bacterial coloniza-
tion in infant, intestinal microbial composition is unique for
each individual although more than 95% can be assigned to
4 major phyla. Besides its biodiversity, the major character-
istics of gut microbiota are stability over time and resilience
after perturbation. In pathological situations, dysbiosis (i.e.
imbalance in gut microbiota composition) is observed with
a loss in overall diversity. Dysbiosis associated with inflam-
matory bowel disease was specified with the reduction in
biodiversity, the decreased representation of different taxa
in the Firmicutes phylum and an increase in Gammaproteo-
bacteria. Beyond depicting gut microbial composition,

metagenomics allows the description of the combined ge-
nomes of the microorganisms present in the gut, giving ac-
cess to their potential functions. In fact, each individual over-
all microbial metagenome outnumbers the size of human
genome by afactor of 150. Besides a functional core in which
there is redundancy for mandatory functions assuring the
robustness of the ecosystem, human gut contains an impor-
tant diversity and high number of non-redundant bacterial
genes. Clinical data, treatment and all the factors able to in-
fluence microbiome should enter integrated big data sets to
put in light pathways of interplay within the supra organism
composed of gut microbiome and host. A better under-
standing of dynamics within human gut microbiota and mi-
crobes-host interaction will allow new insight into gut
pathophysiology especially regarding resilience mecha-
nisms and dysbiosis onset and maintenance. This will lead to
description of biomarkers of diseases, development of new
probiotics/prebiotics and new therapies.
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Microbial communities are ubiquitous, highly diverse
and perform key metabolic functions that shape ecosys-
tems and insure their stability. Microbial ecology theory
and approaches have provided invaluable insight into the
complex interactions occurring between an individual
and his trillions of microbial partners, with promising
implications for personalized therapies. International se-
quencing efforts such as MetaHIT and the human micro-
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biome project (HMP) have demonstrated that the gut mi-
crobiota contributes to host nutrition, modulates the
host’s immune system, metabolizes and modifies xenobi-
otics (compounds foreign to a living organism, including
therapeutic drugs) and can protect against pathogens [1-
4]. This re-evaluation of the gut microbiota that is central
for our health has led to a surge of studies exploring the
impact of diet, antibiotics and probiotics, thus paving the
way for the development of personalized therapeutic
treatments. Understanding gut microbiome is thus a
challenge for all the actors involved into this field and es-
pecially for clinicians taking care of inflammatory bowel
disease (IBD) patients.

From Gut Ecosystem to Dysbiosis

Gut microbiota must be considered a part of a com-
plex ecosystem including all the microorganisms within
the gut, host landscape (host cells, mucus, physicochem-
ical conditions, secretory IgA, anti-microbial peptides,
luminal compounds in transit, etc.) and interactions be-
tween all of these actors. Interactions between microor-
ganisms are beginning to be depicted through predator-
prey models [5] and/or context-dependent competition
[6]. Co-evolution of microorganisms and host provide a
beneficial symbiotic relationship; thus, besides the biotic
interactions that influence community dynamics, symbi-
otic events occur between microorganisms and host de-
terminants shaping the microbial community as well as
the local conditions [7, 8]. Ecological theory is thus
essential in understanding gut microbiome systems.
Complex community assemblage in which numerous
microorganisms share a defined ecological niche ensures
renewal of the microorganism populations. Co-depen-
dency and trophic chains lead to metabolic support from
additional members of the community for survival [9,
10].

Leaving the whole ecosystem and focusing on gut mi-
crobiota, one should thus recall that it involves not only
bacteria, virus and particularly phages [5, 11] but also
fungiand Archaea [12, 13]. Most of all, these microorgan-
isms require extreme and commonly non-reproducible
culture conditions. This characteristic prevents the col-
lection of all microbiota information, unless it is to over-
come culture difficulties using culture-independent
methods [14]. Moreover, most of the knowledge about
gut microbiota comes from the bacterial component of
the gut microbiota, and in this paper, we will go through
microbiome information centered on bacterial data.

12 Dig Dis 2015;33(suppl 1):11-16
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To start with the very beginning, at birth, all the mam-
malians (and thus humans) exhibit a sterile digestive
tract. Bacterial colonization of the infant gut starts at birth
and is influenced by feeding habits (formula vs. breast
feeding), birth mode and antibiotic exposure [15, 16].
The intestinal microbiota of full-term vaginally delivered
breast-fed infants is considered the gold standard, repre-
senting the reference for studies of alterations in other
pediatric populations. At 2-3 years of age, the intestinal
microbiotareaches a composition similar to that ofadults,
remaining without noticeable variations until senescence.
‘Adult’ gut microbiota co-exists within the host in in-
creasing concentration from the stomach to the distal
part of the gut reaching an upper level in the colon having
10''-10"? bacteria/g of luminal contents [17]. Each indi-
vidual harbors a unique collection of 10'* bacterial strains
and species in the gut, although >95% of them can be as-
signed to 4 major phyla: Firmicutes, Bacteroidetes, Acti-
nobacteria and Proteobacteria [18]. The amount of bac-
teria in the human gut outnumbers human cells by a fac-
tor of 10, but some finely tuned mechanisms allow these
microorganisms to colonize and survive within the host
in a mutual relationship. The microbiota provides crucial
functions that humans cannot exert themselves while the
human host provides a nutrient-rich environment. Cha-
otic in the early stages of life, the assembly of the human
gut microbiota remains globally stable over time in
healthy conditions and in the absence of perturbation.
Following perturbation, such as antibiotic treatment,
bacteria will recolonize the niches with a composition and
diversity similar to the basal level since the ecosystem is
highly resilient. Recurrent perturbations could lead to a
decrease in resilience capacity of the gut microbiome.

Considering gut microbiota characteristics such as its
high biodiversity, stability over time, resilience capacity
and symbiotic interplay with host, one can see gut micro-
biota as a hidden organ that exerts physiological func-
tions [19]. The 2 major areas of function involved in this
setting are the metabolic pathways and immune defense.
Regarding the metabolic functions, gut microbiota is able
to digest substrates inaccessible to host enzymes and to
control fat storage [20], and alterations in gut microbiota
could influence diabetes and/or a series of metabolic dis-
eases. Besides, gut microbiota plays a fundamental role in
the induction, training and function of the host immune
system [21]. In return, the immune system has largely
evolved as a means to maintain the symbiotic relationship
of the host with these highly diverse and evolving mi-
crobes. When operating optimally, this immune system-
microbiota alliance allows the induction of protective re-
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sponses to pathogens and the maintenance of regulatory
pathways involved in the maintenance of tolerance to in-
nocuous antigens. However, in high-income countries,
overuse of antibiotics, changes in diet and elimination of
constitutive partners, such as nematodes, may have se-
lected for a microbiota that lack the resilience and diver-
sity required to establish balanced immune responses.
The human gut microbiota is exposed daily to various
types of perturbations, several of which can result in sig-
nificant alterations of the community and lead to dysbio-
sis (i.e. a disruption of the ecosystem equilibrium) [1, 22].
This state of disequilibrium is characterized by a loss of
overall microbial diversity and the expansion of bacteria
generally kept at low levels in the healthy gut, which can
result from a variety of different human pathologies in-
cluding IBDs. IBD-associated intestinal dysbiosis is a par-
ticular case of intestinal dysbiosis, where the alterations
in the community structure of the gut microbiota also
correlates with a deregulated immune response of the
host, leading to severe and chronic inflammation of the
gut. Thus, gut microbiota must be considered as a dy-
namic biomass, responsive to perturbations, that shows
an altered structure called dysbiosis in individuals with
intestinal diseases [23-25]. In this setting, the conceptual
toolbox for describing microbial community is required
to understand microbiome data and will be detailed be-
low.

From Identification of Bacteria to Microbiome
Functional Studies

Composition of the Gut Microbiota

Rapid development of sequencing technologies in-
cluding high throughput facilities firstly allowed the de-
piction of alterations in the composition of the gut micro-
biota in a defined ecosystem. The most studied compart-
ment in this field remains fecal microbiota but data
coming from mucosa-associated bacterial community by
examining biopsies or surgical specimens are also avail-
able. Sampling, storage, extraction, sequencing and as-
signment need to be correctly performed in order to ob-
tain good quality data. One may recall that storage at
-80°C immediately offers the best way to wait before ex-
traction. Bacterial DNA/RNA extraction methods have
an important influence on the downstream results, and as
far as no protocol prevent bias, it is recommended to
combine chemical to mechanical lysis in order not to ove-
revaluate a population of bacteria with different cell wall
qualities [26]. To assess bacterial community structure

Gut Microbiome

avoiding culture methods, molecular tools have been de-
veloped based on genes encoding 16 ribosomal RNA sub-
units. In fact, these genes are considered as semantide
molecules, as accumulating mutations reflect the evolu-
tion of species. In the last decade, we learned about mi-
crobial communities, their diversity and correlation with
diseases. Methods based on 16S rRNA sequencing (Illu-
mina or 454 pyrosequencing) is confined to analyzing
bacterial composition and distribution in a specific com-
munity [27]. Following sequencing, quality filtering re-
moves sequences with low base quality score, short reads
and chimeric sequences [28]. Before statistical analysis,
sequenceidentification or assignment must be performed
by direct assignment of sequences to phylotype (depend-
ing on referent database) or by operational taxonomic
unit (OTU)-based processing [29]. For OTU analysis, se-
quences that are 97% similar can be considered as the
same species. Although a database based on most of the
species detected by 16S rRNA has been established, tech-
nical limitations in identifying bacteria prevents analysis
at the species level. Additionally, 16S rRNA-based PCR as
a technique limits the analysis of communities solely to
the identification of bacteria. Besides, analysis of data sets
gives the usual ecological indicator of composition such
as absolute and relative abundance (numbers of OTU or
phylotypes), coverage also called sequencing depth (num-
ber of sequences obtained per sample in a sequencing
run) and estimates of alpha and beta diversity. Alpha cor-
responds to the richness within one sample (using Shan-
non or Simpson diversity index), and beta diversity is re-
lated to diversity between samples and is often displayed
as a principal component analysis. These methods allow
the simplistic visualization of data sets and measurement
of the strength of patterns to assess significance.

All these 16S rRNA-based techniques lead to the de-
scription of alterations of the gut microbiota composition
in IBDs, and a broad pattern has begun to emerge that
includes reduction in biodiversity, a decreased represen-
tation of several taxa within the Firmicutes phylum and
an increase in Gammaproteobacteria. These alterations
or dysbiosis of the bacterial community reinforced the
view that IBD results from altered interactions between
gut microbiota and the mucosal immune system.

The Gut Microbiome

Further insights into the human gut ecosystem are
needed to comprehend the exact role of microbiota in
health and disease. Knowing which microbes are there is
not sufficient. Essential questions remain unaddressed
regarding the genetic potential of the non-cultured bacte-
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rial fraction of the gut microbiota, the functions that re-
ally occur within the gut. Meta-omics aims at answering
these questions. Metagenomics, defined as analysis of the
collective genomes that are present in a defined environ-
ment or ecosystem, has started to put forward the micro-
bial functionalities embedded into the human gut micro-
biota. A new method that has received considerable at-
tention, named short-gun sequencing, sequences DNA
directly, allowing the microorganisms other than bacteria
to beidentified. This method can directly analyze the bac-
terial protein-encoding region from the acquired DNA
and analyze the genus level, with results depending on
sequencing depth and complexity of the communities.
This method requires an expensive and sophisticated
computer program that can handle large data sets, requir-
ing technical expertise [30, 31]. Evidence for co-evolution
and the high level of complexity of humans and their mi-
crobiome has led to the hypothesis of functional redun-
dancy in the intestinal microbiome. Different bacterial
species share functional traits and the large amount of
intestinal bacteria guarantees the presence of all manda-
tory functions, providing robustness to this ecosystem.
The first extensive catalogue of microbial genes from the
human gut, published by Qin et al. [32], described the
large variety of traits provided by the intestinal microbi-
ota and an overall metagenome per individual outnum-
bering by a factor of 150 the size of the human genome.
This catalogue highlighted the existence of a functional
core, conserved in each individual of the cohort. In the
studied population, 38% of one individual’s bacterial
genes were shared by at least 50% of the cohort, highlight-
ing a high level of functional similarities between indi-
viduals. This percentage fell to 9% when looking at genes
shared by at least 80% of the community. Studies from the
MetaHIT programme led to an important breakthrough
about functional gut microbiome impairment in inflam-
mation-related diseases, particularly in IBD. Remarkably,
the number of non-redundant bacterial genes was signif-
icantly lower in patients with IBD than in healthy indi-
viduals and functional genes or modules, thus strongly
correlating with an individual’s clinical status. Such a
functional microbial dysbiosis in IBD context may affect
the host-microbiota crosstalk at the mucosal interfaces.
While 165 rDNA-sequencing-based and metagenomics
studies have extensively described the community struc-
ture of the gut microbiota, its gene content (microbiome)
and its dynamics in IBD-associated dysbiosis, inferring
microbial activity from these sequence-based studies is
challenging, and we have no clear mechanistic under-
standing of the role of the gut microbiota in this pathol-

14 Dig Dis 2015;33(suppl 1):11-16
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ogy. The key active microbial species, metabolic pathways
involved, and molecules produced are still largely un-
known. After assessing the functional capacity of the in-
testinal microbiota, the next level is to assess the actual
functions exerted by the microbiota. One way to do so is
by analyzing the mRNA sequences from the microbiota,
the metatranscriptome. However, understanding the fine
structure, dynamics and overall impact of a microbial
ecosystem requires probably the combination of these 2
approaches [33]. The links between bacterial community
structure and metabolic activity remain unclear, as these
sequence-based studies identify the metabolic potential
of these cells and not their in situ activities. Studies link-
ing bacterial activity and identity are thus essential to
identify the active component of the gut microbiota and
its response to clinically relevant stressors such as thera-
peutic drugs.

The specific impact of different sampling and nucleic
acid extraction methods on metagenomics and also meta-
omics data is currently assessed within the European
funded project, International Human Microbiome Stan-
dards (IHMS; http://www.microbiome-standards.org/).
The main goal of the THMS is to harmonize practices and
facilitate data comparison among projects worldwide.
Because mRNA stability is low, microbial gene expression
is better captured if sampled physically close to the ex-
pression site. However, to compare the transcriptome of
bacteria at different intestinal sites (luminal, adherent
and mucosal), a protocol uniformly efficient on different
types of material (feces, biopsies and mucus) is manda-
tory, and to our knowledge, no satisfactory protocol for
bacterial RN A extraction from each of these different ma-
trices has been published so far. Knowing exactly which
proteins and metabolites are active will broaden our
knowledge of the intestinal ecosystem. Future challenges
for a better understanding of human biology would be
clearly related to an integrative perception of our gut mi-
crobiome obtained from the meta-omics application.

Future Directions

Biomarkers and Cognitive Concerns

Future directions on research about gut microbiome
will involve both biomarkers search and insight into gut
pathophysiology. In this setting, sampling is not a trivial
point when designing future studies. The potential to de-
velop new microbial diagnostic markers of the human
clinical status, to provide early disease diagnostic tech-
niques and new therapeutic strategies, or to maximize the
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contribution of our microorganisms or probiotics has
spawned many HMPs. However, until now, functions en-
coded by numerous microbial genes found predominant
in healthy individuals while missing in patients with dis-
ease have so far not been identified. New experimental and
computational tools will facilitate the discovery of im-
paired pathways to be specifically targeted at larger co-
horts using the ‘omic’ technologies. If fecal sample analysis
asasurrogate for the entire gut microbiota is necessary for
large cohort screening and specific biomarker detection,
determining the mechanisms will require the meta-omics
description of the mucosal microbiota. Recently, Wang et
al. [34] showed that, from the metagenome associated
with the right and left colonic mucosa, functional diver-
sity was comparable to that reported in feces, with an over-
all functionality mainly supported by genes associated
with carbohydrate, protein and nucleic acid utilization.

Integrated Database

Dynamics within gut microbiota need to be more in-
vestigated. Regulation of the population of microorgan-
isms within the gut is beginning to be studied [5]. Inter-
bacterial communication, change in luminal content, bac-
terial products, phages cycles and their contribution to
this inter-kingdom interplay represent new challenges to
understand the complexity of the regulation of the so-
called hidden organ. This new science will be able to ex-
plain dysbiosis and resilience mechanisms more deeply
and to better manipulate gut microbiota in a therapeutic
perspective. Moreover, co-sequencing and direct interfac-
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Résumé

Les N-acyl homosérine lactones sont des molécules du quorum sensing impliquées dans la
communication interbactérienne mais elles sont également capables d’intéragir avec les cellules
eucaryotes. Rechercher ces molécules dans le contexte des maladies inflammatoires chroniques
intestinlaes (MICI) et plus particulierement dans le cadre de I'étude des conséquences de la dysbiose
sur les voies de I'inflammation intestinale est séduisant. En utilisant la spectrométrie de mase, nous
avons mis en évidence pour la premiere fois des AHLs dans I’écosystéme intestinal humain, et plus
particulierement une nouvelle AHL, 3-oxo-C12 :2, qui est prédominante. Cette AHL est corrélée a la
normobiose, est perdue au cours des MICI et exerce un effet protecteur sur les cellules épithéliales
intestinales. En effet, la 3-ox0-C12 :2 exerce un effet anti-inflammatoire in vitro sur les cellules Caco-
2 sans augmenter la perméabilité paracellulaire. De plus, les premiers résultats in vivo montrent que
la 3-0x0-C12 est également capable d’influencer la composition du microbiote intestinal des souris.
Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives notamment dans la recherche de traitements

écologiques au cours des MICI.

Mots clefs : maladies inflammatoires chroniques intestinales, microbiote intestinale, quorum sensing,

N-acyl homosérine lactones, cellules épithéliales, inflammation intestinale

Involvement of N-acyl homoserine lactones, quorum sensing molecules, in inflammatory bowel

diseases

Abstract

Quorum sensing molecules N-acyl-homoserine lactones (AHLs) involved in bacterial communication
network are also able to interact with eukaryotic cells. Searching for these molecules in the context
of inflammatory bowel diseases (IBD) and more precisely when studying consequences of dysbiosis
on gut inflammation pathways is appealing. Using mass spectrometry, we identified for the first time
AHLs in human intestinal ecosystem, and among them a new AHL, 3-oxo-C12:2 which is prominent.
This AHL correlates with normobiosis, is lost IBD and exerts protective effect on gut epithelial cells. In
fact, 3-oxo-C12:2 exerts anti-inflammatory effect in vitro on Caco-2 cells without increased
paracellular permeability. Furthermore, first results from in vivo experiments show that 3-oxo-C12:2
is also able to influence mice gut microbiota composition. These results open multiple perspectives

especially on new ecological treatments in IBD.

Keywords : inflammatory bowel diseases, gut microbiota, quorum sensing, N-Acyl Homoserine

lactones, epithelial cells, gut inflammation
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