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Résumé

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique du tube digestif
caractérisée par un état d’hyperactivation du systéme immunitaire intestinal. L’étiologie de cette
maladie fait intervenir des facteurs environnementaux, génétiques et infectieux entrainant une
réponse immunitaire aberrante. A ce jour, aucun traitement spécifique n’est disponible et de par ses
conséquences invalidantes, sa nature chronique et récidivante et sa prévalence croissante, la MC
représente un probléeme majeur de santé publique. Plusieurs groupes dont le notre ont rapporté une
colonisation anormale de la muqueuse intestinale des patients atteints de MC par des bactéries
Escherichia coli adhérentes et invasives dénommées AIEC. La caractérisation des bactéries AIEC
a montré qu’elles sont capables de traverser la couche de mucus intestinal, de transloquer a travers
I’épithélium au niveau des plaques de Peyer, de déstabiliser la fonction de barriére intestinale, de
coloniser le tube digestif, de moduler le microbiote intestinal et d'induire une inflammation
intestinale dans les modeles murins génétiqguement prédisposeés.

Des études menées par le laboratoire ont montré que 1’autophagie est un mécanisme clé de
la défense de 1I’hote pour I’élimination des bactéries AIEC intracellulaires et la diminution de
I’inflammation intestinale induite par ces derniéres. Cependant, le ou les récepteur(s)
autophagique(s) impliqué(s) dans le ciblage des AIEC aux autophagosomes ainsi que le mécanisme
sous-jacent restent a identifier.

I1 a été récemment montré au laboratoire que 1’infection des cellules épithéliales intestinales
par les bactéries AIEC induit la sécrétion d’exosomes capables d’activer les réponses immunes et
d’augmenter la réplication intracellulaire des AIEC dans les cellules épithéliales intestinales et les
macrophages receveurs. Cependant, les mécanismes sous-tendant les effets des exosomes dans les
cellules réceptrices restent a identifier.

Les travaux menés au cours de cette thése visent a identifier (i) le mécanisme moléculaire
par lequel les exosomes augmentent la réplication intracellulaire des AIEC dans les cellules
réceptrices et (ii) le ou les récepteur(s) autophagique(s) mis en jeu dans le ciblage des AIEC a la
machinerie autophagique.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en lumiére le transfert de miARN spécifiques,
les miR-30c et miR-130a, de cellules en cellules via les exosomes afin d’inhiber la réponse
autophagique de I’hote, favorisant ainsi la colonisation par les AIEC. De plus, bien que
préliminaires, nos données ont montré que certains récepteurs autophagiques se lient d’une part aux
AIEC et d’autre part aux vésicules autophagiques, permettant ainsi la reconnaissance et par
conséquent la dégradation de ces bactéries par la machinerie autophagique.

Ensemble, ces études contribueront a la comprehension des multiples aspects de
I’interaction entre 1’hote et les bactéries AIEC pathogenes associ¢es a MC et permettront a I'avenir
de mieux comprendre la pathogenése de cette maladie afin d’en faciliter le diagnostic et le
traitement.

Mots clés : Maladie de Crohn, Escherichia coli adhérents et invasifs, exosomes, autophagie,
miARN.
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A Maladie de Rectocolite hémorragique

Crohn
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Figure 1 : Principales différences entre la MC et la RCH.

A. La MC peut toucher la totalité du tube digestif, avec une localisation préférentielle au niveau de
I’iléon terminal alors que les lésions de la RCH se limitent au cdlon et au rectum (modifiée d’apres
Inflammatory Bowel Disease, practice manual, 2004).

B. L’endoscopie permet parfois de distinguer les ulcérations de la paroi intestinale indiquant une MC,
des Iésions continues et granulaires étant caractéristiques de la RCH (Shapiro et al., 2016)

A

Incidence de la MC, pour
100 000 habitants/an,
1990-2016

[ Absence de données
8l

Prévalence de laMC,
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3 Absence de données
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1 6,76-25,00
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1 48,10-135,60

= >135,60

Figure 2 : Incidence, prévalence et répartition géographique de la MC dans le monde entre 1990 et
2016.

A. Les incidences sont indiquées en nombre de personnes/an/100 000 habitants. B. Les prévalences sont
indiquées en nombre de personnes/100 000 habitants (modifiée d’aprés Ng et al., 2017).



l. La maladie de Crohn

1.1 Généralités et épidémiologie

La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) appartiennent au groupe
des maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin (MICI). La MC est caractérisée par une
atteinte segmentaire et transmurale de la paroi digestive, pouvant toucher I’ensemble du tractus
gastro-intestinal de la bouche a I’anus avec une atteinte préférentielle de I’iléon terminal et du c6lon.
La RCH se caractérise quant a elle par une inflammation chronique strictement localisée au niveau
du rectum et du cblon (Zhang and Li, 2014) (Figure 1A). C’est en 1932 que Burill B. Crohn,
médecin new-yorkais, donna son nom a la MC en décrivant 14 cas d’une pathologie d’origine
inconnue appelée alors « [1éite Terminale ou Régionale » et localisée a la moitié¢ terminale de 1’iléon
(Crohn et al., 1952). Au cours du siecle dernier, I’incidence et la prévalence de la MC ont fortement
augmentées. La répartition de la MC dans le monde reste cependant tres inégale, avec une incidence
et une prévalence plus importantes dans les pays développés de I’Europe du Nord et de I’ Amérique
du Nord, bien que I’incidence de cette pathologie soit actuellement en augmentation dans les pays
en voie de développement, en particulier en Afrique, en Asie et en Amérique du Sud (Ng et al.,
2017) (Figure 2).

La MC touche préférentiellement I’adulte entre 20 et 30 ans et a un fort retentissement sur
la vie sociale et professionnelle des patients en raison des symptomes invalidants qu’elle entraine.
Ces signes cliniques évoluent par poussées d’intensité variable, se manifestant le plus souvent par
une diarrhée chronique pouvant étre associée a une douleur abdominale, une fatigue et une perte de
poids, mais aussi des nausées, vomissements et ballonnements (Torres et al., 2017). Ces symptoémes
peuvent étre accompagnés de manifestations extra-intestinales telles qu’une arthrite ou une uvéite
et sont entrecoupés de phases de rémission plus ou moins complétes et prolongées. L’examen
endoscopique des patients révele des lésions plurisegmentaires, discontinues, respectant des
intervalles de muqueuse saine, touchant toute 1’épaisseur de la paroi intestinale. Ces Iésions
ulcéreuses sont plus ou moins profondes et étendues selon la sévérité de la maladie, pouvant
conduire a la formation de sténoses, d’abces et de fistules (Figure 1B). Ces complications
nécessitent fréquemment le recours & la chirurgie avec résection intestinale (Torres et al., 2017).
Les patients atteints de MC et ceux ayant une pathologie de type MICI en général, présentent un
risque accru de développer un cancer colorectal par rapport a la population générale,

vraisemblablement lié a la chronicité de 1I’inflammation intestinale (Axelrad et al., 2016).

Aucun élément isolé ne permet a lui seul de poser le diagnostic de la MC, qui repose alors
sur un faisceau d’arguments cliniques, biologiques, endoscopiques, radiologiques et histologiques,

ainsi que sur I’évolution de ces signes dans le temps (Torres et al., 2017). A ce jour, il n’existe pas
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Figure 3 : Modeéle des voies impliquées dans les MICI basées sur les études GWAS.

L’homéostasie intestinale met en jeu la coordination des cellules épithéliales et des cellules de
I’immunité innée et de I’'immunité adaptative. La perméabilité de la barriere permet la translocation des
bactéries, qui sont détectées par le systeme immunitaire inné orchestrant alors les réponses
tolérogéniques et inflammatoires en partie via la sécrétion de médiateurs extracellulaires recrutant
d’autres types cellulaires, dont les cellules de 1I’'immunité adaptative. Les variants génétiques, le
microbiote et les facteurs immunitaires affectent la balance de ces signaux. Les genes différentiellement
exprimés ou porteurs de SNP associés aux MICI peuvent étre classés selon leurs fonctions dans le
contexte de I’homéostasie intestinale et de I’immunité. Ils peuvent avoir un impact dans des processus
physiologiques associés aux MICI tels que le maintien de la barriere épithéliale, la physiologie des
cellules de Paneth ou encore la régulation des cellules immunitaires, mais également dans les réponses
cellulaires a un stress via I’autophagie, le stress du RE ou encore 1’apoptose. La couleur du texte indique
si les genes sont associés a un risque accru de développer la MC (noir), la RCH (bleu) ou 1’une ou
I’autre de ces pathologies (rouge). Les astérisques indiquent la présence de mutations codantes. Les loci
de traits quantitatifs d’expression (cis-eQTL ou cis-expression Quantitative Trait Locus), c’est-a-dire les
génes dont I’expression est diminuée ou augmentée dans les MICI, sont soulignés (modifiée d’aprés
Khor et al., 2011).



de traitement médical spécifique et susceptible de guérir définitivement la MC, mais seulement des
traitements symptomatiques ayant pour but de controler les poussées, de limiter les récidives et

d’améliorer la qualité de vie des patients (Torres et al., 2017).

1.2 Facteurs étiologiques de la maladie de Crohn
L’étiologie de la MC est complexe, faisant intervenir des facteurs génétiques,
environnementaux et microbiens conduisant a la dérégulation du systéme immunitaire intestinal.
Les interactions entre ces différents facteurs aboutissent a la mise en place d’une réponse

inflammatoire non contrélée a 1’origine de la survenue, du maintien et/ou de I’aggravation de la

MC.
1.2.1 Facteurs génétiques et épigénétiques

Plusieurs arguments sont en faveur d’une prédisposition génétique a la MC. Les études
épidémiologiques indiquent que le risque de développer une MC lorsqu’un parent du premier degré
est atteint est 10 a 21 fois plus élevé que dans la population générale, et la fréquence de formes
familiales de MC peut atteindre 40 % lorsque les deux parents sont atteints. De méme, la
concordance de la MC est d’environ 20 & 55 % chez les jumeaux monozygotes alors qu’elle n’est

que de 0 a 4 % chez les jJumeaux dizygotes (Gordon et al., 2015).

La génétique inverse utilisant des marqueurs génétiques de polymorphisme dont la
localisation est connue sur le génome et plus récemment les études d’association a I’échelle du
génome (GWAS, genome-wide association study) ont permis d’identifier environ 240 loci
contenant une variation d’un seul nucléotide (SNP, single nucleotide polymorphism) associés a un
risque accru de développer une MICI, dont 51 sont spécifiques a la MC (de Lange et al., 2017). Ces
génes de susceptibilité codent pour des protéines impliquées dans des processus biologiques variés
tels que la régulation de la fonction de barriere épithéliale intestinale, I’immunité innée,
I’autophagie, le stress du réticulum endoplasmique (RE) et I’immunité adaptative (Figure 3). Les
mécanismes reliant certains polymorphismes associés a un risque accru de développer la MC et

’apparition de cette maladie ont été largement décrits et seront détaillés dans cette partie.

1.2.1.1 Genes impliqués dans la régulation de la fonction de barriére intestinale
1.2.1.1.1 Organisation et fonctions de la barriére épithéliale intestinale

L’¢épithélium intestinal est une barriére dynamique permettant la sécrétion d’enzymes
digestives ainsi que I’absorption des nutriments, des électrolytes et de 1’eau, tout en limitant I’acces
des bactéries, parasites et virus aux tissus de 1’hote (Peterson and Artis, 2014). Il est composé d’une
monocouche de cellules reposant sur la lamina propria via leur pdle basolatéral, étroitement liées

entre elles par des jonctions serrées et recouvertes d’une couche de mucus contenant des
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Figure 4 : Organisation de la barriére et du systeme immunitaire intestinal.

L’épithélium intestinal constitue une barriere physique qui permet de séparer le microbiote intestinal de
la lamina propria sous-jacente. Il est constitué d’entérocytes, de cellules caliciformes impliquées dans la
production de mucus, de cellules de Paneth spécialisées dans la production de peptides antimicrobiens et
de cellules souches qui assurent le renouvellement cellulaire. Sous cette monocouche de cellules se
trouve la lamina propria, composee de lymphocytes B, dont des plasmocytes producteurs d’IgA, des
lymphocytes T, des macrophages et des cellules dendritiques. Au niveau de 1’iléon se trouvent des
plaques de Peyer, ou les cellules M permettent 1’échantillonnage du contenu luminal (modifiée d’apres
Abreu, 2010).



Immunoglobulines (Ig) A sécrétoires (IgAs) et de grandes concentrations de peptides anti-
microbiens. Cet épithélium n’est pas totalement lisse mais est organisé en villosités permettant
d’augmenter la surface de contact entre l'intestin et la lumiere intestinale et en cryptes de Lieberkiihn
ou sont localisées les cellules souches intestinales qui donneront naissance aux cellules
différenciées assurant des fonctions particuliéres (Peterson and Artis, 2014). Les entérocytes
constituent le type cellulaire majeur de 1’épithélium intestinal et permettent 1’absorption de 1’eau et
des nutriments par I’organisme tandis que les cellules caliciformes sécrétent du mucus compose a
plus de 98 % d’eau et a environ 2 % de mucines dont la glycoprotéine majoritaire est la mucine
(MUC) 2 et qui permet d’établir une barriere étanche aux bactéries. Les cellules de Paneth,
retrouvées principalement au niveau de I’iléon, délivrent des peptides antimicrobiens tels que les
défensines a et B, la phospholipase A2 sécrétoire, ’angiogénine, les cathélicidines et les lectines de
type C, tandis que les cellules entéroendocrines liberent des hormones. Enfin, les cellules M (ou
microfold) sont retrouvées au niveau des plaques de Peyer et leur fonction sera détaillée plus loin
(Peterson and Artis, 2014) (Figure 4).

Les cellules du systeme immunitaire intestinal jouent un réle majeur dans la tolérance vis-
a-vis du microbiote intestinal. Les macrophages de la sous-muqueuse assurent la phagocytose et
I’élimination des bactéries commensales franchissant 1’épithélium lors d’une altération de son
intégrité (Ahluwalia et al., 2017). Les cellules dendritiques régulent I’équilibre entre les différentes
populations lymphocytaires et permettent 1’induction des réponses immunitaires adaptatives en
présentant des antigenes aux lymphocytes T. Méme si ces réponses peuvent étre observées tout le
long de 1I’épithélium intestinal, les plaques de Peyer sont les structures spécialisées dans ce

mécanisme (Ahluwalia et al., 2017) (Figure 4).

Les plaques de Peyer sont des tissus lymphoides secondaires associés au tube digestif
(GALT, gut associated lymphoid tissue) riches en lymphocytes B et T et en macrophages. Elles
sont impliquées dans 1’échantillonnage d’antigénes et de microorganismes de la lumiére intestinale
pour la présentation au systéme immunitaire sous-jacent (Da Silva et al., 2017). L’entrée de
nombreux antigénes a travers 1’épithélium des plaques de Peyer se fait par les cellules M qui
représentent 5 a 10 % des cellules épithéliales des plaques (Ohno, 2016). La réponse immunitaire
initiée au niveau du GALT joue un rble protecteur essentiel et permet le maintien de la tolérance
vis-a-vis du microbiote. Cependant, les plaques de Peyer ne possedent pas les récepteurs pour le
transport des IgAs au niveau luminal, ce qui représente une fragilité de ces zones vis-a-vis des
agressions par le microbiote et constituent ainsi une porte d’entrée pour certaines bactéries

pathogenes telles que Escherichia coli, Salmonella et Yersinia (Ohno, 2016) (Figure 4).
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Figure 5 : Organisation des jonctions intercellulaires au niveau de I’épithélium intestinal.
L’¢épithélium intestinal est constitué d’une monocouche de cellules dont la cohésion est assurée par
plusieurs types de jonctions intercellulaires, telles que les jonctions serrées, composées d’un complexe
multiprotéique comprenant des protéines transmembranaires telles que les CLDN et 1’occludine qui
interagissent avec ZO (zonula occludens)-1, ZO-2 et I’actine du cytosquelette, les jonctions adhérentes,
composées de protéines de la famille des cadhérines telles que 1’E-cadhérine, la B-caténine, la caténine
31 et I’a-caténine 1, mais également de protéines de la famille des nectines, et les desmosomes formés
d’interactions entre la desmogléine, la desmocolline, la desmoplakine et les filaments de kératine du
cytosquelette. MLCK, myosin light chain kinase (modifiée d’aprés Turner, 2009).



La cohésion de I’ensemble des cellules de I’épithélium intestinal est assurée par plusieurs
types de jonctions intercellulaires (Figure 5). Les jonctions serrées, situées au pole apical des
cellules épithéliales jouent un réle majeur dans la perméabilité membranaire en participant au
contrdle des flux paracellulaires (Campbell et al., 2017). Les jonctions adhérentes participent a la
cohésion intercellulaire mais sont également impliquées dans le maintien de la polarisation, dans la
différenciation cellulaire, ainsi que dans la communication intercellulaire (Campbell et al., 2017).
Enfin, les desmosomes participent a 1’¢élasticité du tissu et permettent le passage de protéines, de

lipopolysaccharide (LPS) bactérien, mais pas de bactéries entieres (Nekrasova and Green, 2013).

1.2.1.1.2 Fonction de barriére épithéliale intestinale et maladie de Crohn

Une dysfonction de la barriére intestinale est définie comme étant la perte de la continuité
de I’épithélium intestinal suite a une altération des jonctions intra-épithéliales. Cette altération, en
rendant I’épithélium perméable aux microorganismes, aux antigénes et autres particules du lumen,
entraine 1’activation du systéme immunitaire intestinal et la mise en place de 1’inflammation

pouvant conduire au développement de la MC (Michielan and D’Inca, 2015).

Une augmentation de la perméabilité intestinale a été démontrée chez une forte proportion
de patients atteints de MC en phase active de la maladie et a été corrélée au risque de rechute
(Michielan and D’Inca, 2015). Cette augmentation de la perméabilité serait due a une diminution
du nombre et & une structure anormale des jonctions serrées, avec en particulier une diminution de
I’expression de ’occludine et des claudines (CLDN) 5 et 8, une augmentation importante de
I’expression de la CLDN2 et une forte apoptose des cellules épithéliales intestinales (Zeissig et al.,
2007). Lors des phases de rémission, la perméabilité intestinale est restaurée a un niveau normal
(Michielan and D’Inca, 2015). Une augmentation de la perméabilité intestinale a également été
observée chez les parents au premier degré de patients atteints de la MC (Michielan and D’Inca,
2015) et a la fois chez le jumeau sain et le jumeau atteint chez des paires de jumeaux discordants
pour la MC (Keita et al., 2018), suggérant que 1’augmentation de la perméabilité intestinale serait
un facteur précoce dans la pathogeneése de la MC, précédant le développement de 1’inflammation et

principalement causée par une prédisposition genétique.

De multiples polymorphismes a risque ont été identifiés au sein de genes impliqués dans
plusieurs processus clés de la fonction de barriére intestinale, tels que la régulation du mucus et des
glycoprotéines [MUC19 codant pour la mucine 19 (Danoy et al., 2010) et MUC3 codant pour la
mucine 3 (Kyo et al., 2001)], le transport membranaire (ITLN1 codant I’intélectine 1) (Barrett et
al., 2008), I’adhésion cellulaire (CDH1 codant la cadhérine 1) (Muise et al., 2009), et la stabilité
des jonctions adhérentes (C1orf106, chromosome 1 open reading frame 106, codant une protéine

non caractérisée) (Mohanan et al., 2018). De plus, des mutations dans le locus OSM, codant pour

4



) Microbiote
Entérocyte intestinal Lumen

A Cellule sécrétrice
5 “ Cellules de
CeIIuIe Iy P e 9  Paneth
dendrlthue ,", B .,‘2"
F 3 Cellule
' g FoII|cuIe ., !
L Iymphmdé' CeIIuIe Cellule
) . TH17
A Plaque de
Peyer ; @
"""" D|fferenC|atlon/éff-:ljleCe||u|es
eg
Ganglions . stromales
lymphatiques ¢ > @ xoe W <
mésentériques CelluldilP . o T
- . naive Cyto |nes
amina propria g <D
Matrice
extracellulaire
B

Défense contre les

» IFNy P pathogénes
intracellulaires
:tg Défense contre les
» IL9 »  parasites (allergies,
IL13 asthme)
CD28
ICOS
IL17A
't”F Défense contre les
p 1121 P bactéries extracellulaires
. Cellule T L » bacte
Cellule T naive o L22 r iy
activée IL26 (auto-immunité, cancer)
TNFa
CCL20
_ TGFB )
» 1L10 »  Immunosuppression
IL35%

Figure 6 : Différenciation des lymphocytes T CD4* et profil d’expression de cytokines.

A. Au niveau intestinal, les lymphocytes T CD4* naifs sont situés au niveau des ganglions lymphatiques
mésentériques. Les cellules dendritiques associées a 1’épithélium intestinal, en particulier au niveau des
cellules M des plaques de Peyer et des follicules lymphoides, ont une forte activité d’endocytose et
présentent les antigénes échantillonnés a partir du contenu luminal (bactéries par exemple). Elles
migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques mésentériques et participent a la différenciation des T
CD4* naifs en cellules Thl, Th2, Th17 ou Treg qui gagnent alors la lamina propria. B. Les lymphocytes
T CD4* se différencient en fonction de 1’environnement cytokinique. Chaque sous-population (Th1l,
Th2, Thl7 et Treg) sécréte un profil de cytokines caractéristique et exprime des facteurs de transcription
caractéristiques. ROR, retinoic acid receptor-related orphan receptor ; Runxl, runt-related
transcription factor 1 (modifiée d’apres Cho, 2008 et Brand, 2009).



la cytokine pro-inflammatoire oncostatine M (OSM), conferent un risque plus important de
développer la MC (West et al., 2017). L’OSM est principalement exprimée par les cellules
hématopoiétiques et jouerait un role dans la réparation de 1’épithélium, probablement en favorisant
la prolifération des cellules épithéliales intestinales (Pothoven and Schleimer, 2017). Une
augmentation du niveau d’expression d’OSM et de son récepteur (OSMR) a été décrite chez les
patients atteints de MC active et une forte expression de cette cytokine avant traitement a été
associée a une résistance des patients au traitement par les anticorps anti-TNF (tumor necrosis
factor)-o (West et al., 2017).

1.2.1.2 Genes impliqués dans la régulation des réponses immunitaires
1.2.1.2.1 Dérégulation de la réponse immunitaire chez les patients Crohn

La MC est caractérisée par un état d’hyperactivation du systéme immunitaire qui pourrait
étre la consequence d’une dérégulation de la réponse immunitaire au niveau de la muqueuse
intestinale (Torres etal., 2017). L’activation de I’immunité innée Suite & une stimulation bactérienne
fait intervenir différents récepteurs reconnaissant des bactéries ou des produits bactériens (PRR,
pathogen recognition receptors) tels que des récepteurs Nod-like (NLR, Nod-like receptors)
cytoplasmiques et des récepteurs Toll-like (TLR, Toll-like receptors) transmembranaires (Brubaker
et al., 2015). L’inflammation intestinale se traduit par un recrutement et une activation des
lymphocytes et des macrophages, ainsi que par une infiltration de cellules polynucléaires
neutrophiles, d’éosinophiles, de monocytes et de mastocytes (Ahluwalia et al., 2017). La libération
consécutive de cytokines solubles et d’autres médiateurs de I’inflammation amplifie la réponse
immunitaire locale, responsable des lésions tissulaires. Les cytokines pro-inflammatoires libérées
en grande quantité dans la muqueuse intestinale des patients atteints de MC régulent la polarisation
des lymphocytes T naifs précurseurs vers le phénotype Th (T helper) 1, Th2 ou Th17 lors de leur
activation (Brand, 2009) (Figure 6 A et B). En raison du r6le avéré des cytokines TNF-a et
interféron (IFN)-y ainsi que des interleukines (IL)-1p, IL-6 et IL-23 durant la phase chronique de la
pathologie, la MC est considérée comme une pathologie de type Th1/Th17 (Brand, 2009).

1.2.1.2.2 Geénes regulant les réponses immunitaires innées

Le systeme immunitaire inné, non specifique, représente la premiere ligne de défense contre
les pathogénes et permet a 1’organisme de répondre rapidement a un stimulus. Trois processus
majeurs de I’immunité innée ont émergé des GWAS et méta-analyses menées dans le cadre de la
MC et semblent prépondérants dans le développement de la MC : la détection des pathogenes avec
les récepteurs TLR et NLR, 1’autophagie permettant I’¢limination des pathogénes et le stress du RE

permettant aux cellules de répondre a I’accumulation de protéines mal repliées.
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Figure 7 : Activation des récepteurs TLR et réponse immunitaire innée.

Au niveau de la membrane plasmique sont retrouves le TLR5, pouvant se dimériser avec le TLR11 ou le
TLR12 et reconnaissant la flagelline bactérienne, le TLR1, pouvant se dimériser le TLR1 ou le TLR6 et
reconnaissant différents constituants bactériens (peptidoglycane, lipoprotéines et lipopeptides triacylés
ou diacylés), et le TLR4 reconnaissant le LPS ainsi que les pili de type 1 bactériens. Au niveau de
I’endosome sont retrouvés les TLR 3, 7, 8 et 9. Le TLR3 reconnait des molécules virales d'ARN double
brin (db), les TLR7/8 permettent la reconnaissance de molécules d'’ARN simple brin (sb). Enfin, le
TLRO est active par des Tlots CpG d'ADN bactérien ou viral. L'activation des TLR déclenche I'activation
des voies de signalisation par l'intermédiaire des protéines adaptatrices (TIRAP, MyD88, TRIF ou
TRAM) conduisant a l'activation de la transcription de genes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-8 et IL-12) et I'lFN-a et B (modifiée d'aprés Zhu et Mohan,
2010)



Les récepteurs Toll-like

Les récepteurs TLR détectent les motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP,
pathogen-associated molecular patterns) et initient la réponse immunitaire innée en augmentant
I’expression de génes codant des cytokines pro-inflammatoires (Elia et al., 2015) (Figure 7). Une
augmentation de I’expression du récepteur TLR4 ainsi que deux polymorphismes (D299G et T399I)
du géne TLR4 ont été rapportés dans la MC (Cario and Podolsky, 2000). Cependant, ces
polymorphismes ne constitueraient qu’un facteur de risque mineur pour la MC (Cheng et al.,
2015b). Une diminution de I’expression du récepteur TLR3 (Cario and Podolsky, 2000) et la
présence d’un polymorphisme dans le promoteur du récepteur TLR9 (Torok et al., 2004) ont

également été observées chez les patients Crohn.

Les récepteurs NOD-like

Le géne NOD?2 (nucleotide-binding oligomerization domain 2)/CARD15 (caspase activated
recruitment domain-15) codant pour le récepteur NOD2 est le premier géne de susceptibilité associé
a la MC mis en évidence (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). Ce récepteur, principalement
exprimé par les cellules de Paneth, les cellules immunitaires et les cellules souches des cryptes
intestinales, permet la reconnaissance du muramyl dipeptide (MDP), un composant du
peptidoglycane des bactéries a paroi Gram positive et négative, et I’activation des voies de
signalisation NF-kB (nuclear factor-kappa B) et MAPK (mitogen-activated protein kinases)
régulant la production de nombreuses cytokines pro-inflammatoires et des peptides antimicrobiens
(Elia et al., 2015). Trois principaux polymorphismes ont été identifiés chez les patients atteints de
MC et représentent plus de 80 % des variants associés a la MC rencontreés dans la population
caucasienne (Hugot et al., 2007). Ces variants conduisent a la production de protéines NOD2
variantes (R702W, G908R) ou tronquée (L1007fsinsC) augmentant le risque de développer une MC
de 1,5 a 3 fois chez les sujets hétérozygotes, et d’environ 40 fois chez les sujets homozygotes pour
un alléle a risque ou hétérozygotes composites (deux alléles a risque différents) par rapport a des
sujets ne présentant pas ces polymorphismes (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). Récemment,
neuf nouveaux variants dans le gene NOD2 ont été identifiés chez des patients atteints de MC et
pourraient constituer un nouveau facteur de risque (Chen et al., 2018a; Frade-Proud’Hon-Clerc et
al., 2019). Les protéines NODI et NOD2 sont également impliquées dans I’induction de
I’autophagie, un processus détaillé page 45, en recrutant la protéine ATG16L1 (autophagy-related
gene (ATG) 16 like 1) a la membrane plasmique au point d’entrée de la bactérie et en induisant la
formation de 1’autophagosome (Travassos et al., 2010). Par ailleurs, certains polymorphismes a
risque de NOD2 entrainent un défaut de production d’a-défensines par les cellules de Paneth

(Wehkamp et al., 2004). Chez I’Homme, une augmentation des Bacteroidetes et des E. coli et une



diminution de Faecalibacterium prausnitzii (Firmicutes) ont été observeées au niveau de la
muqueuse iléale des patients atteints de MC et homozygotes pour I’un des variants a risque NOD2
(Al Nabhani et al., 2017). Cependant, aucune association entre le génotype de NOD2 et I’altération
du microbiote fécal chez des patients Crohn ou des sujets contréles n’a pu étre mise en évidence
(Kennedy et al., 2018), la dysbiose entrainée par le polymorphisme de NOD2 pourrait donc n’étre

observée qu’au niveau de la muqueuse intestinale et non au niveau fécal.

Les génes de ’autophagie

D’autres genes impliqués dans 1’autophagie ont été identifiés comme des facteurs de risque
de la MC. L’autophagie est un processus des cellules eucaryotes qui permet la dégradation
d’éléments cytoplasmiques tels que des organites ou protéines par les lysosomes mais aussi le
contréle de la multiplication des bactéries pathogenes et leur élimination (Galluzzi et al., 2017). Les
sujets présentant des SNP au sein de régions codantes pour des génes de 1’autophagie, en particulier
ATG16L1, NOD2, IRGM (immunity-related GTPase family M), PTPN2 (protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 2), ULK1 (Unc-51 like autophagy activating kinase 1) et NDP52
(nuclear dot protein 52, appelé également CALCOCO?2, calcium binding and coiled-coil domain
2), présentent un risque accru de développer la MC (Larabi et al., 2019). En effet, la présence de
ces polymorphismes altére le processus autophagique, qui n’est plus capable de controler la
multiplication des bactéries pathogénes, résultant en une augmentation de I’inflammation (Larabi
et al., 2019). Les différents loci de susceptibilité ainsi que leur implication dans la MC seront
discutés dans la partie 111.5 Autophagie, physiopathologie intestinale et MC.

Les genes associés a la réponse au stress du RE

Deux polymorphismes dans le gene XBP1 (X-box binding protein 1 ; rs5997391 et
rs35873774 (intron)), codant pour un facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress du
RE et plus particulierement dans la réponse aux protéines mal repliées, ont été associés a une
susceptibilité accrue a développer la MC. Ces SNP conduiraient a la production d’une protéine
XBP1 ayant une activité réduite par rapport a la protéine sauvage, entrainant un dysfonctionnement
des cellules de Paneth et augmentant la sensibilit¢ de 1’épithélium intestinal aux stimuli
inflammatoires (Kaser et al., 2008). L’absence d’XBP1 a également été associée a une activité
autophagique amplifiée compensant le stress du RE (Adolph et al., 2013; Hetz et al., 2009).
Cependant, la combinaison de la délétion du gene Xbpl et d’un géne de I’autophagie dans les
cellules epithéliales intestinales chez des souris entraine la mise en place d’une iléite transmurale
(affectant toutes les couches de la paroi intestinale) sévére et spontanée comme observee dans la
MC (Adolph et al., 2013).
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Figure 8 : Signalisation consécutive a I'activation du récepteur IL-23R conduisant a la production
de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lIL-17.

Le récepteur IL-23R est composé des deux sous-unités IL-23R et IL-12RB1 et a pour ligand le dimeére
de protéines p40 et p19 composant la cytokine 1L-23. La fixation du ligand entraine le recrutement de la
protéine kinase JAK2 qui s‘autophosphoryle et phosphoryle le récepteur 1L-23R sur un résidu tyrosine.
Le facteur de transcription STAT3 est alors recruté au complexe et est phosphorylé, conduisant a son
homodimérisation et a sa translocation nucléaire afin d'activer la transcription de genes cibles. STAT3
active essentiellement la transcription de genes codant des cytokines pro-inflammatoires (dont I'lL-17)
et des protéines anti-apoptotiques. Les protéines dont les genes sont associés a la MC sont entourées en
rouge (modifiée d'apres Cho, 2008).



1.2.1.2.3 Geénes régulant les réponses immunitaires adaptatives

L’homéostasie intestinale repose sur une balance entre les signaux pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires. Cependant, un déséquilibre entre les lymphocytes T régulateurs (Treg)
sécrétant des cytokines anti-inflammatoires et les lymphocytes Th1 ou Th17 défendant la muqueuse
contre les bactéries, champignons et virus en secretant des cytokines pro-inflammatoires, entraine
une sécrétion excessive de cytokines et chimiokines et favorise la mise en place d’une inflammation
(Huang and Chen, 2016). Les Th et les Treg dérivent de la méme cellule précurseur (Figure 6B)
(Brand, 2009) et I’identification de SNP au sein de loci impliqués dans la différenciation et la
fonction des lymphocytes, tels que SMAD3 (SMAD family member 3) jouant un réle clé dans
I’induction des Treg (Lu et al., 2010), IL2RA (IL2 Receptor subunit alpha) régulant les réponses
des Treg face aux auto-antigénes rencontrés (Dendrou et al., 2009), ou encore la cytokine anti-
inflammatoire 1L10 ou son récepteur (IL10R) impliqués dans les réponses anti-inflammatoires

(Glocker et al., 2009) a permis d’associer ce déséquilibre a la MC (Franke et al., 2010).

Le role prépondérant de 1’axe IL-23/IL-17 dans la MC a été fortement supporté par
I’identification de variants dans différents genes de cette voie. Trois polymorphismes dans le géne
IL23R (R381Q, G149R et VV362I) codant pour une sous-unité du récepteur a I’IL-23 diminuent le
risque de développer la MC (Duerr et al., 2006; Rivas et al., 2011). Physiologiquement, la liaison
de I’IL-23 a ’IL23R permet I’activation de JAK2 (Janus kinase 2) permettant la phosphorylation
des facteurs de transcription STAT (signal transducer and activator of transcription) 3 et STATA4,
conduisant a la transcription de cytokines pro-inflammatoires permettant la différenciation des Th17
pro-inflammatoires (Abraham and Cho, 2009) (Figure 8). Les variants du géne IL23R entrainent
une perte de fonction du récepteur, diminuant par conséquent la production de cytokines pro-
inflammatoires et 1’activation des Th17 en réponse aux bactéries commensales (Sivanesan et al.,
2016). De plus, d’autres SNP dans des genes impliqués dans I’axe 1L-23/IL-17, tels que les genes
codant pour la sous-unité p40, STAT3, JAK2, le récepteur de chimiokine CCR6 (C-C chemokine
receptor type 6, exprimé par les cellules produisant 1’IL-17) (Polgar et al., 2012) ou encore 1’IL-17
elle-méme (Kim et al., 2011b) ont été associés a un risque plus élevé de développer la MC (Figure
8). Les personnes cumulant plusieurs alleles a risque dans les géenes de cette voie présenteraient un
risque accru de développer la MC, indiquant des interactions possibles entre ces génes de

susceptibilité (Polgar et al., 2012).

1.2.1.3 Régulation de I’expression des génes et facteurs épigénétiques

Le fait que la majorité des variants de risque associés a la MC soient situés dans des régions
non codantes du génome souligne I’importance des régulation épigénétiques dans la MC (Edwards
etal., 2013).



1.2.1.3.1 Interactions de la chromatine

Parmi les 163 SNP identifiés en 2014 comme associés aux MICI, 92 sont situes au niveau
d’éléments régulateurs de la transcription actifs (Mokry et al., 2014). De méme, les promoteurs et
activateurs régulés positivement au niveau du c6lon chez les patients atteints de MICI sont
fortement enrichis en SNP associés aux MICI et modulent I’expression de génes impliqués dans les
réponses inflammatoires et le maintien de la barriere intestinale (Boyd et al., 2018). Ainsi, les génes
contrdlés par ces éléments régulateurs associés a la MC devraient étre eux aussi considéerés comme

des genes candidats pouvant augmenter le risque de développer une MICI.

L’¢étude des interactions en 3 dimensions de la chromatine par une technique appelée 4C-
seq (chromosome conformation capture-on-chip-sequencing) permet d’identifier des interactions
physiques inter- ou intra-chromosomiques entre les genes et leurs éléments régulateurs (Gheldof et
al., 2012). Une étude 4C-seq menée sur différents types cellulaires a identifié 902 nouveaux géenes
candidats interagissant avec 92 ¢léments régulateurs de I’ADN situés dans des loci de susceptibilité
associées aux MICI (Meddens et al., 2016). Une autre étude réalisée sur les tissus du c6lon de patients
atteints de MC ou de sujets non atteints de MICI a révélé 1’existence de 2 sous-types de MC
cliniquement pertinents basés sur 1’accessibilit¢ de leur chromatine et leur profil d’expression
génique (Weiser et al., 2018). De plus, les éléments activateurs potentiels généralement actifs au
niveau de I’iléon chez les sujets controles sont accessibles et actifs au niveau du c6lon chez les
patients Crohn et leur activité a été corrélée avec un profil d’expression génique similaire a un profil

iléal et associée aux différents phénotypes cliniques de la MC (Weiser et al., 2018).

1.2.1.3.2 Méthylation de I’ ADN

Plusieurs études épigenetiques a 1’échelle du génome (EWAS, epigenome-wide methylation
association studies) ont montré une différence du niveau de méthylation dans des genes associés a
la MC (Cooke et al., 2012; Nimmo et al., 2012; Ventham et al., 2016). La comparaison des profils
de méthylation de lymphocytes B de patients atteints de MC et celui de leur frére/sceur sain(e) a mis
en évidence la méthylation de 14 sites CpG associés a la MC (Lin et al., 2012b). Une altération de
la méthylation de I’ADN des leucocytes du sang périphérique de patients atteints de la MC a
également éte rapportée dans les génes MIR (microRNA)21, TXK (tyrosine kinase), ITGB2 (integrin
subunit beta 2) et les loci HLA (human leukocyte antigen) des complexes majeurs
d’histocompatibilité (CMH), comparativement a des sujets contrdles (Ventham et al., 2016). Enfin,
I’analyse de la méthylation de I’ADN des cellules T effectrices et mémoire de la lamina propria a
montré une association entre 1’état de méthylation d’un SNP (rs36221701) situé pres du gene
SMAD3 et son niveau d’expression (Chiba et al., 2018). De maniére plus globale, une

hyperméthylation de I’ADN du sang périphérique a récemment été rapportée chez des patients
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atteints de MC en phase active mais pas chez les patients en phase inactive de la maladie,
comparativement a des sujets contrdles, suggérant que les modifications des marques épigénétiques
résulteraient de la présence de I’inflammation plutét que du développement ou de la progression de
la MC (Somineni et al., 2019). Cependant, une autre étude menée sur cellules épithéliales de 1’iléon
terminal et du cdlon de patients atteints de MC suggére que le changement de méthylation de I’ADN
associé a une modification du profil transcriptomique observé chez ces patients comparativement a
des sujets contrdles serait partiellement indépendant du statut inflammatoire (Howell et al., 2018).
Ainsi, de nouvelles études sont nécessaires afin de déterminer si ces changements sont une cause

ou une conséquence de la MC.

1.2.1.3.3 Modifications des histones

Une augmentation de 1’acetylation des histones H3 et H4 a été rapportée au niveau de la
mugqueuse inflammée du cblon comparativement a la muqueuse non inflammée dans un modeéle de
colite induite chez le rat par un traitement a I’acide sulfonique 2,4-trinitrobenzeéne (TNBS)
(Tsaprouni et al., 2011). De méme, I’acétylation des histones H4 est augmentée au niveau des tissus
inflammeés et des plaques de Peyer comparativement aux zones non inflammeées dans un modele de
colite induite au DSS chez le rat ainsi que chez des patients atteints de MC (Tsaprouni et al., 2011).
Paradoxalement, I’administration d’inhibiteurs d’histones déacétylases (HDAC) a des modéles
animaux de colite expérimentale induite au TNBS diminue la sévérité de la maladie et 1’expression
de cytokines pro-inflammatoires (Glauben et al., 2006). De plus, I’inhibition de ’THDAC9, jouant
un réle pro-inflammatoire en modele murin de MICI, favorise le développement des lymphocytes
T régulateurs, prévenant ainsi ’apparition d’une colite induite au DSS ou par un transfert adoptif

de cellules T chez la souris (de Zoeten et al., 2010).

1.2.1.4 Transcriptome et MICI

Plusieurs études portant sur la dérégulation du transcriptome ont été menées chez les
patients atteints de MICI et ont permis d’identifier une expression aberrante des ARNm, des
microARN (miARN, miR) et de longs ARN non codants (IncRNAs, long non-coding RNAS) ainsi

qu’une dérégulation de nombreux mécanismes moléculaires directement impliqués dans les MICI.

1.2.1.4.1 Les ARN messagers

L’analyse du niveau des ARNm de biopsies coliques de patients atteints de MICI
comparativement aux sujets contrdles a rapporté une derégulation de I’expression de 50 génes
impliques dans la gestion du rythme circadien (Palmieri et al., 2015) jouant un role dans 1’étiologie

de la MC via son impact sur I’inflammation et le microbiote intestinal (Sobolewska-Wtodarczyk et
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Figure 9 : Biogenése et maturation des microARNSs.
Les génes des microARNs (miARNS) sont transcrits par une ARN polymeérase Il (Pol Il) dans le noyau

pour former des intermédiaires de biosynthese de grande taille, les pri-miARN, qui sont majoritairement
cappés ("MGpppG) et polyadénylés (AAAA) et contiennent une ou plusieurs structures en épingle a
cheveux. Les pri-miARN sont ensuite modifiés par une RNase I1l, Drosha en association avec son co-
facteur DGCR8 pour former des produits d’environ 70 nucléotides, les pré-miARN. L’exportine 5 et
Ran-GTP permettent la translocation du pré-miARN dans le cytosol. Celui-ci est clivé par une seconde
RNase 11, Dicer, engendrant un duplex d’environ 20 nucléotides. Le miARN mature est alors transféré
au complexe multiprotéique RISC-miRNP. Une hélicase facilite la séparation du double brin du duplex
et ’association de protéines Argonautes stabilise le brin monocaténaire du miARN au sein de RISC-
miRNP. Le miARN mature contrdle négativement I’expression protéique et la stabilité de sa cible en se
fixant sur une séquence complémentaire de la partie 3’-UTR de I’ARNm cible au niveau des polysomes.
Le degré de complémentarité détermine le devenir de I’ARNm. Si cette complémentarité est totale, le
miARN entraine la dégradation de I’ARNm (coupure endonucléolytique) par Argonaute 2, alors qu’une
complémentarité partielle inhibe I’initiation et/ou 1’élongation de la traduction et peut aboutir a la
dégradation exonucléolytique de ’ARNm dans des compartiments cytosoliques dynamiques, les P-
bodies ou GW-bodies. Ces structures contiennent une forte concentration de molécules impliquées dans
la dégradation des ARNm (désadénylase, Decapping complex hDCP1/2 et 5°-3” exonucléase hXRN1).
Le ciblage des duplexes miARN/ARNm dans les P-bodies ferait intervenir un composant structural des
P-bodies, la protéine GW182. DGCRS8, DiGeorge syndrome critical region gene 8 ; RISC-miRNP,
RNA-induced silencing complex-micro-ribonucleoprotein (d’apres Ogier-Denis et al., 2007 ).



al., 2016). De plus, une dérégulation de I’expression de génes impliqués dans la régulation de
I’inflammation, tels que les récepteurs aux interleukines ou les interleukines elles-mémes, ainsi que
des variations dans 1’épissage des ARNmM a été mise en évidence dans les biopsies de sujets atteints
de MICI comparativement aux sujets contrdles et a été corrélée a une altération des taxa bactériens
adhérents a la muqueuse, suggérant que I’interaction entre le microbiote et le transcriptome de 1’hdte
est dramatiquement perturbé chez les patients atteints de MICI (Hasler et al., 2017). Enfin, une
expression différentielle de 19 genes a été observée entre les muqueuses inflammées et non
inflammeées chez les patients atteitns de MC. L’expression différentielle majeure concerne le gene
CXCL1 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 1) surexprimé au niveau de la muqueuse inflammée et
impliqué dans I’infiltration et I’accumulation des leucocytes dans les tissus inflammés (Hong et al.,
2017).

1.2.1.4.2 Les ARN non codants

Les microARN régulateurs : biogenése et mode d’action

Les microARN (miARN, miR) sont des ARN non codants de 21 & 23 nucléotides de long
régulant I’expression de genes au niveau post-transcriptionnel de deux maniéres principales : soit
en interagissant avec la région 3’-UTR (untranslated region) des ARN messagers cibles pour
réguler négativement leur traduction, soit par un mécanisme de clivage de I’ARNm cible (Figure
9) (O’Brien et al., 2018). Plus rarement, les miARN peuvent se fixer au niveau des régions 5’UTR
ou des séquences codantes de leurs cibles mais aussi permettre non pas une inhibition, mais une

activation de la transcription (Ni and Leng, 2015).

MicroARN et pathogenese de la maladie de Crohn

Une dérégulation des miARN a été mis en évidence dans la muqueuse du c6lon et de I’iléon
de patients atteints de MC active comparativement aux sujets sains ainsi que dans la muqueuse
inflammée ou non inflammée des patients atteints de MC comparativement aux sujets contrdles ou
aux patients atteints de RCH. De plus, une dérégulation des miARN a été observée entre les zones
inflammées et les zones non inflammees chez les patients atteints de MC (Tableau 1). Certains de

ces miARN modulent des voies biologiques impliquées dans la MC.

La dérégulation des miARN pourrait avoir un impact sur la fonction barriere de
I’épithélium. Le miR-223, surexprimé dans le tissu intestinal en modele murin traité au TNBS et
régulé par la voie IL-23, inhibe I’expression de la CLDN8 tandis que son inhibition par
administration d’un miARN antisens améliore le score histologique et diminue la sévérité de la
colite induite au TNBS (Wang et al., 2016a). Chez les patients atteints de MC, ce miARN est

également surexprimé au niveau de la muqueuse colique tandis que la quantité de CLDNS8 est
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Tableau 1 : Bilan des miARN dérégulés entre les tissus inflammés et les tissus non inflammés chez

les patients atteints de MC.
En gras, les miARN surexprimés.

miARN dérégulés Type d'échantillons Population (n) I:’;ﬁ:g:lues Références
let-7a-2-3p, miR-199b-5p, 204-3p, 205-3p, 2116-5p,
3189-3p, 3202, 361-3p, 3976, 4290, 4308, 4445-5p,
4449, 4455, 4484, 4531, 4533, 4644, 4698, 4709-3p
483-3p, 485-3p, 5002-5p, 5187-3p, 5196-3p, 519e- , MC active, muqueuse inflammée (n = .
3p, 63%, 877-3%, Iet—7g—5r:), miR-10§)-3p, 103a?3p, 12600, 'EON 6) vs sujets coﬂtra.es n=6) % Microaray  Guoetal, 2015
140-3p, 141-3p, 145-5p, 192-5p, 200c-3p, 21-5p, 223-3p, 22-
3p, 230-3p, 24-3p, 29a-3p, 30c-5p, 3676-5p, 4284, 4286,
4328, 4454, 4500, 4524b-5p, 4532, 5100, 5701, 767-5p
hsa-let-7a-2-3p, miR-204-3p, 205-3p, 3152-5p, 4290,
4308, 4324, 4445-5p, 4455, 4484, 4531,4644, 4709-
3p,485-5p ,5002-5p, 5187-3p, 519e-3p, 630, hsa-let- . . .
7b-5p, miR-103a-3p, 1260b, 141-3p, 142-3p, 145-5p, 191~ Iléon MC active, muqueuse non inflammée. oo Guoetal, 2015
5p, 192-5p, 199a-5p, 200b-3p, 200c-3p, 21-5p, 23b-3p, 24 (n=6) vs sujets controles (n =6)
3p, 30c-5p, 31-5p, 320b, 3676-5p, 371b-5p, 4284, 4454,
4500, 4532, 5100, 5701, 767-5p
: MC active, muqueuse inflammée (n =
MiR-1273d, 1273g-3p, 199b-5p, 361-3p, 4292, 4687- .\, 6) vs muqueuse non inflammée (n=  Microarray Guo et al., 2015
5p, 622, 941, 124-3p, 4311, 564, 628-3p, 874 6) '
Mugqueuse inflammée (n = 10) vs
MiR-1464. 155 Duodénum mugqueuse non infammée (n = 10) de  Microarray et Syiics et al.. 2016
' patients MC et sujets contrdles (= gRT-PCR '
10)
MIRPIus-F1195, miR-150, miRPlus-E1186, E1049, miR- Célon ascendant non  MC muqueuse non inflammée (n = 7)
508-5p, 3176, 223, 215, 2116*, 125b, 1205, 10a, 563, 429, inflammé Vs sujets controles (n = 7) Microarray Wu et al., 2017
378/378c, 3176, 23a, 222, 196b, 143*
miRPlus-F1104, E 1225, E1194, E1133, E1093,
E1016, A1087, miR-551b, 451, 3744, 342-3p, 33a,
338-3p, 32, 31*, 31, 30e, 30e*, 29b, 26b, 223, 21,
20a, 19a, 199a-3p/199b-3p, 195, 183*, 17, 16, 15b,
15a, 146b-5p, 144, 142-5p, 142-3p, 126*, 126, 1259,  Colon ascendant MC muqueuse inflammée (n=7) vs .
101, 7i, 79, 7f, 7a, miRPIus-F1094, F1035, F1019, E1196,  inflammé sujets contoles (n=7) @=DE Mieroaray  Woetal, 2017
E1186, E1172, E1112, E1067, E1056, E1049, E1042,
E1028, E1012, C1110, miR-937, 595, 548m, 5481, 542-5p,
524-3p, 508-5p, 491-3p, 378/378c, 330-3p, 2116*, 1973,
196b, 147b, 147, 1287, 122, 1205, 106b-, let7d*
miRPlus-F1104, E1133, A1087, miR-98, 9*, 451,
424, 374b, 374a, 342-3p, 33a, 338-3p, 335, 32, 31,
31*, 30e, 30e*, 30b, 30a, 301a, 29b, 27b, 274, 26b,
264, 25, 24, 23b, 223, 222, 221, 215, 21, 20a, 19b,
199a-3p/199b-3p, 195, 194, 193-3p, 192, 190, 18a,
181d, 1814, 17, 16, 15b, 15a, 151-5p, 148a, 146b-5p, . MC muqueuse inflammée (n=7) vs )
144, 142-5p, 142-3p, 140-5p, 130a, 126*, 126, 125b, Colon ascendant MG mugueuse non inflamrfuée (n)= 3 Microarray Wu et al., 2017
1259, 122*, 10a, 106b, 1063, 101, 1, let-7i, let-7g, let-
7f, let-7d, let-7a, miRPIus-F1195, E1232, E1212, E1200,
E1196, E1193, E1191, E1189, E1175, E1153, E1112,
E1042, E1028, E1012, miR-888*, 574-5p, 5481, 519, 491-
3p, 32*, 205*, 1973, 195*, 1304, 1255a, 1246, 106b*
miR-193B, 19A, let-71, 1273D, 886-5P, 668, 720, Mugueuse inflammée (n = 15) vs
455-3P, 3138, 612, 5518, 4264, let-71*, 24, 3134, Célon mugueuse non infammée (n=15) de  Microarray Palmieri et al., 2017
196A, 192, 200A, 192*, 1913, 378B, 323B-3P, 3150, 422A, . '
611, 3184, 4284, 129* patients MC
Mugqueuse inflammée (n = 17) vs Rojas-Feria et al
miR-144, 211, 519 et 373-3p Célon muqueuse non infammée (n=18) de  gRT-PCR v

patients MC
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diminuée (Wang et al., 2016a). Le miR-15a, augmenté chez les patients atteints de MC, régule
négativement 1’expression de la GTPase CDC42 (Cell Division Cycle 42) nécessaire a la
différenciation des cellules souches épithéliales intestinales et a la formation d’une barriére
épithéliale intestinale fonctionnelle (Tang et al., 2018). Enfin, une diminution de I’expression du
miR-29b pourrait favoriser le développement de la fibrose de 1’épithélium intestinal, un facteur
majeur du développement de la MC, en augmentant I’expression du collagéne dans les fibroblastes
chez les patients atteints de MC (Nijhuis et al., 2014).

Plusieurs miARN participent a la pathogenése de la MC en agissant sur I’immunité innée.
Les miR-192, miR-495, miR-512 et miR-671 suppriment I’expression de NOD2, I’activation de
NF-kB médiée par le MDP et I’expression de ’ARNm codant pour 1’IL-8 dans les cellules
épithéliales du c6lon (Chuang et al., 2014). Le miR-320 et miR-10a, ciblant NOD2 sont sous-
exprimés dans les biopsies intestinales inflammées de patients pédiatriques atteints de MC et leurs
niveaux sont inversement corrélés au niveau d’expression de NOD2 (Pierdomenico et al., 2016; Wu
et al., 2015b). En modele murin de colite induite au DSS, la stimulation de NOD2 permet la
production d’oxyde nitrique induisant I’expression du miR-146a ciblant I’ARNm codant la protéine
NUMB, activant la voie Sonic Hedgehog et amplifiant les réponses pro-inflammatoires (Ghorpade
et al., 2013). De plus, la reconnaissance du microbiote par les TLR des cellules dendritiques et des
macrophages diminue ’expression du miR-107 réprimant IL23p19, conduisant a la production
d’IL-23 (Xue et al., 2014). Par ailleurs, le miR-590-5p, significativement diminué dans les biopsies
coliques de patients atteints de MC et dans le colon de souris traitées au TNBS comparativement
aux sujets et animaux contrdles, cible I’ARNm YAP (yes-associated protein) codant pour la protéine
YAP impliquée dans la voie Hippo participant a la régénération intestinale. Cette protéine est
fortement associée a I’inflammation intestinale et est augmentée dans le tissu intestinal des patients
atteints de MC (Yu et al., 2018). L’inhibition de 1’axe miR-590-5p/Y AP chez les souris diminue
I’intensité de la colite expérimentale (Yu et al., 2018). Enfin, le miR-31, augmenté dans la
mugqueuse inflammée des patients atteints de MC et de modeles murins de colite induite
chimiquement, diminue I’inflammation au niveau du célon en limitant I’expression des ARNmM
codant les récepteurs de cytokines IL17R et IL17RA et les protéines de signalisation IL6ST (IL6
signal transducer) et régule les voies de signalisation WNT et Hippo afin de favoriser la

régénération de 1’épithélium intestinal (Tian et al., 2019).

Les miARN peuvent avoir un impact sur les cellules de I’immunité adaptative, et notamment
sur les cellules T (Xu and Zhang, 2016). En effet, une mutation en 3’-UTR de ’ARNm IL23R et
associée a la MC entraine la perte de la fixation des microARN Let-7e et Let-7f, expliquant ainsi
I’expression augmentée de ce géne chez les patients atteints de MC (Zwiers et al., 2012). Le miR-

10a, diminué dans la muqueuse inflammée et les monocytes du sang périphérique des patients
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atteints de MC mais augmenté suite a un traitement aux anti-TNF, supprime les réponses Thl et
Th17 (Wu et al., 2015b). De méme, le miR-106a, ciblant I’ARNm IL10, est augmenté en réponse
au TNF-a, dans le sérum des patients atteints de MC chez lesquels son niveau est corrélé a la sévérité
de la maladie, mais également en modele murin de MC (Sanctuary et al., 2019). In vitro, I’inhibition
sélective du miR-106a favorise ’activité des Treg tandis qu’en modéles murins de MICI, la perte
de ce miARN supprime ’expansion des Thl et des Th17 et atténue 1’iléite chronique (Sanctuary et
al., 2019). Le miR-155, surexprimé au niveau du cdlon des patients atteints de MC, pourrait
influencer la différentiation des Th1l et Th17 comme observé en modele murin de colite (Liu et al.,
2018d; Singh et al., 2014) et participerait au développement des cellules Treg (Kohlhaas et al.,
2009).

Enfin, les miARN peuvent moduler I’autophagie et donc influencer la MC, un sujet

développé dans la partie 11l de ce manuscrit.

Les IncRNAs et la maladie de Crohn

Les IncRNAs sont des molécules d’ARN de plus de 200 nucléotides régulant I’expression
des genes au niveau transcriptionnel, post transcriptionnel et épigénétique (Zacharopoulou et al.,
2017). Une étude menée sur les InNcRNAs associes a la MC par les GWAS et annotés dans les bases
de données existantes a permis d’identifier 1131 séquences codant des INcRNAs a proximite de
génes associés aux MICI ainsi que 2063 SNP dans 468 genes codant des INCRNAs associés aux
MICI (Mirza et al., 2014). Une étude transcriptomique a mis en évidence une dérégulation de 1988
IncRNAs dans le plasma de patients atteints de MC (Chen et al., 2016). Une étude a rapporté 438
IncRNAs, dont 100 spécifiques a la MC, comme dérégulés dans la muqueuse inflammée de patients
atteints de MICI (Mirza et al., 2015) tandis qu’une seconde étude a montré la dérégulation de 459
IncRNA au niveau iléal chez des patients pédiatriques nouvellement diagnostiqués comme atteints
de MC (Haberman et al., 2018) comparativement aux sujets controles. Enfin, 8 INCRNAs ont été
retrouvés comme différentiellement exprimés entre la muqueuse iléale saine et la muqueuse iléale
Iésée chez les patients atteints de MC (Li and Shi, 2019). L’analyse in silico des ARNm ainsi que
des miARN régulateurs et facteurs de transcription étroitement liés a ces IncRNAs montre que ces
InNcRNAs seraient impliqués, entre autres, dans 1’activation de 1’inflammation et la différentiation
des Th17 (Li and Shi, 2019). Enfin, la diminution de 1’expression du IncRNA ANRIL (antisense
noncoding RNA in the INK4 locus) dans la muqueuse intestinale a été corrélée a I’augmentation du
risque de développer la MC, & une plus forte activité de la MC et & un niveau élevé de cytokines
pro-inflammatoires, tandis qu’une augmentation de ce INCRNA est observée chez les patients
répondeurs au traitement par I’infliximab (Ge et al., 2019). En terme de mécanismes moléculaires,

une des seules associations entre INCRNAs et physiopathologie de la MC montre que I’augmentation
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De nombreux facteurs environnementaux, constituant 1’exposome d’un individu, peuvent s’avérer
protecteur ou au contraire augmenter le risque de développer une MICI. A. les facteurs peuvent étre
communs ou varier selon le type de MICI. B. La taille des effets est exprimée selon leur odds ratio ou
leur hazard ratio, en fonction des publications sources (modifiée d’apres van der Sloot et al., 2017).



du niveau du IncRNA DQ786243 pourrait réguler 1’expression de CREB1 (CAMP responsive
element binding protein 1) et FOXP3 (forkhead box P3) et donc moduler la fonction des Treg dans
les cellules mononucléaires du sang périphérique de patients atteints de MC active comparativement

a des patients atteints de MC inactive ou aux sujets contréles (Qiao et al., 2013).
1.2.2 Facteurs environnementaux

L’importance des facteurs environnementaux dans 1’étiologie de la MC est étayée par
différents arguments : (i) un taux de jumeaux monozygotes ou les 2 individus sont atteints de 20 a
50 % seulement (Halfvarson et al., 2003; Orholm et al., 2000), (ii) une répartition tres hetérogéne
de la MC dans le monde avec une augmentation importante de 1’incidence dans les pays
industrialisés au cours de la deuxiéme partie du 20°™ siécle et plus récemment dans les pays en voie
de developpement associée a un changement rapide du mode de vie dans ces pays (Ng et al., 2017),
(iii) des différences d’incidence dans certaines populations migrantes, avec par exemple une
augmentation du nombre de MICI chez les populations asiatiques migrant en Europe et, a I’inverse,
une diminution du risque de MICI chez les populations européennes migrant en Asie (Ko, 2014).
On parle d’« exposome » pour désigner I’ensemble des facteurs environnementaux auxquels un
individu est exposé des la période néonatale puis tout au long de sa vie et qui peuvent influencer le
développement de la MC (Figure 10) (Wild, 2005).

1.2.2.1 Facteurs de risque
1.2.2.1.1 Tabagisme

Le tabagisme est probablement le facteur de risque environnemental associé a la MC le
mieux établi, méme si son mécanisme d’action n’est pas totalement compris (Underner et al., 2016).
Le tabagisme multiplie environ par deux le risque de développer une MC par rapport aux non-
fumeurs et augmente de maniére dose-dépendante le risque de poussées, d’hospitalisation, de
complications, de recours aux corticoides et a la chirurgie ainsi que la récidive post-opératoire chez
les patients Crohn (Underner et al., 2016). De méme, le fait d’avoir été exposé in utero au tabac
augmente le risque de complication et le risque d’hospitalisation des individus atteints de la MC
(Lindoso et al., 2018). Méme s’ils restent largement débattus, les effets du tabac sur 1’évolution de
la MC seraient liés a son action sur la muco-sécrétion, la perméabilité intestinale, la production de
cytokines pro-inflammatoires, la fonction des macrophages, la microvascularisation (Cosnes, 2004)
et I’établissement d’une dysbiose (Benjamin et al., 2012). De plus, le tabagisme peut interagir avec
le variant de risque ATG16L1%4 associé a la MC, un SNP causant une substitution de la thréonine

en alanine a la position 300 (T300A) dans la protéine ATG16L1 correspondante, induisant une
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altération de plusieurs voies métaboliques dans les cellules de Paneth, a la fois chez ’Homme et en

modeles murins exposés a la fumée de tabac (Liu et al., 2018c).

1.2.2.1.1 Régime, additifs alimentaires et polluants environnementaux

Le régime alimentaire pourrait étre un des principaux facteurs environnementaux impliqués
dans la survenue de la MC et pourrait expliquer la différence significative d’incidence de cette
maladie entre les différentes régions du monde ainsi que I’augmentation de cette incidence chez les
populations migrantes. Ainsi, 1’alimentation de type occidentale, c’est-a-dire riche en graisses, en
acides gras polyinsaturés de type oméga 6, en protéines animales et en sucres favoriserait la
survenue de la MC (Chiba, 2019).

Des additifs ou contaminants alimentaires tels que les microparticules, les traces de
détergents, les carraghénanes, le polysorbate-80 ou encore le carboxyméthylcellulose pourraient
favoriser la diminution de 1’épaisseur de la couche de mucus permettant la colonisation de la
mugqueuse intestinale par des bactéries et induire une inflammation chronique (Chassaing et al.,
2015a; Swidsinski et al., 2009). De méme, les sucres artificiels induiraient une dérégulation de la
défense antimicrobienne et la mise en place d’une dysbiose pouvant favoriser ou exacerber
I’inflammation intestinale chez un individu génétiquement prédisposé (Nickerson et al., 2014)
(Rodriguez-Palacios et al., 2018). Les nanoparticules de dioxyde de titane, le fer et I’aluminium
aggraveraient également 1’inflammation intestinale en modéle murin de colite (Chua et al., 2013;
Pineton de Chambrun et al., 2014; Ruiz et al., 2017).

Parmi les différents polluants répertoriés, les hydrocarbures aromatiques polycycliques font
I'objet d'une surveillance accrue en raison de leur large distribution et de leur forte toxicité pour les
humains. L'exposition orale au benzo[a]pyréne altére la composition et I'abondance du microbiote
intestinal et conduit a une inflammation modérée de la muqueuse iléale et colique (Ribiére et al.,
2016). L’exposition a de fortes concentrations de dioxyde d’azote (NO2) avant 1’age de 23 ans
augmente de 2,3 fois le risque de développer la MC (Kaplan et al., 2010). Par ailleurs, 1’inhalation
de particules polluantes recueillies en milieu urbain induit un stress oxydant systémique entrainant
une augmentation des taux de cytokines pro-inflammatoires au niveau des poumons et du célon en

modele murin (Vignal et al., 2017).

1.2.2.1.1 Traitements médicamenteux et chirurgical

L’utilisation d’anti-inflammatoires non stéroidiens (Ananthakrishnan et al., 2012),
d’aspirine (Chan et al., 2011), de contraceptif oral ou d’un traitement de la ménopause par
hormonothérapie (Khalili, 2016) augmente le risque de développer la MC. Une exposition précoce

a un traitement antibiotique a été associée a un risque accru de développer une MC infantile de
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maniére dose dépendante (Kronman et al., 2012; Shaw et al., 2010). En effet, le recours a un
traitement antibiotique dans I’enfance et plus particuliérement lors de la premiére année de vie peut
altérer la formation et la composition du microbiote intestinal se développant a cette période
(Kronman et al., 2012; Shaw et al., 2010). Ces changements pourraient faciliter la colonisation par
des bactéries pathogeénes et altérer le processus de tolérance immune, crucial pour le développement
du systéme immunitaire muqueux, entrainant des effets a long terme et augmentant le risque de
développer la MC chez des individus génétiquement prédisposes (Petersen and Round, 2014).
Comme démontré récemment en modéle murin, I’administration d’antibiotiques pourrait
potentialiser I’infection et I’expansion des bactéries Escherichia coli adhérentes et invasives (AIEC,
adherent-invasive E. coli) associées a la MC, ainsi qu’aggraver une infection déja présence chez
’hote (Oberc et al., 2019). De plus, une étude menée chez des souris il-107 a montré que
I’administration d’antibiotiques a la mére durant la période périnatale favorise 1’établissement d’une
dysbiose persistante, un déséquilibre de I’'immunité et le développement de la colite chez sa
descendance (Miyoshi et al., 2017). La resilience du microbiote et la susceptibilité & développer
une colite suite a I’exposition a un antibiotique serait également influencée par le génotype de 1’hote
(Goethel et al., 2019). Enfin, une méta-analyse a montré une augmentation du risque de développer
une MC dans la premiére année suivant une appendicectomie tandis que le risque de développer

cette pathologie n’est plus augmenté 5 ans plus tard (Kaplan et al., 2008).

1.2.2.1.2 Hypothese hygieniste

Différentes études suggerent un role de I’hypothese hygiéniste dans 1’incidence de la MC.
Cette hypotheése proposée dans les années 1990 est basée sur la constatation que I’incidence
croissante des MICI dans les pays industrialisés ou en voie de développement coincide avec
I’amélioration de 1’hygiéne au cours du 20°™ siécle et la diminution de 1’incidence des maladies
infectieuses (Bach, 2002). Les études épidémiologiques ont montré que 1’incidence des MICI est
plus faible dans les populations exposées a de forts taux d’infections intestinales dans 1’enfance
(Koloski et al., 2008). Le contact avec des animaux, indicateur d’une hygiéne plus faible,
diminuerait également le risque de développer une MICI (Cholapranee and Ananthakrishnan, 2016)
L’importance des événements infectieux dans I’enfance a permis I’évolution de cette hypothése qui
propose maintenant que les personnes vivant dans un environnement évolué seraient protégees des
infections infantiles mais seraient susceptibles de développer des infections inflammatoires

chroniques a 1’age adulte en réponse a des agents infectieux (Scudellari, 2017).
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1.2.2.1.3 Gradient Nord-Sud

Un gradient Nord-Sud est décrit dans la MC (Ng et al., 2017). En Amérique du Nord, les
plus fortes incidences sont observées au Canada et au nord des Etats-Unis comparativement au sud
du continent (Sonnenberg, 2009). L’incidence moyenne est également plus élevée au nord de
I’Europe qu’au sud (6,3 cas contre 3,6 cas pour 100 000 habitants) (Burisch et al., 2013). Une
relation inverse pourrait exister en miroir dans 1’hémisphére sud ou I’incidence la plus élevée a été
rapportée en Nouvelle-Zélande (Gearry et al., 2006). Une carence en vitamine D, synthétisée par
I’organisme suite a une stimulation par les rayons UV du soleil, est également associée a un risque
accru de développer une MC tandis qu’une exposition plus importante aux rayons UV réduit le
risque de chirurgie chez les patients atteints de MC (Govani et al., 2015). Le gradient Nord-Sud de
I’incidence de la MC pourrait donc s’expliquer en partie par une exposition amoindrie aux UV dans
les pays du nord de I’Europe par rapport a ceux du sud (Burisch et al., 2013). Toutefois, ce gradient
ne représente qu’une tendance puisqu’une incidence €levée est observée dans le nord de I’Espagne

malgré une exposition importante aux rayons UV (Argielles-Arias et al., 2017).

1.2.2.2 Facteurs protecteurs
1.2.2.2.1 Allaitement

L’allaitement est un facteur protecteur qui diminue d’environ deux fois le risque pour
I’enfant de développer la MC (Barclay et al., 2009). Ceci est probablement di a 1’induction d’une
tolérance immune a certains antigeénes alimentaire et microbiens, le transfert d’anticorps de la mére

a I’enfant via le lait ainsi que le changement du microbiote intestinal (Parigi et al., 2015).

1.2.2.2.2 Activité physique

La pratique d’une activité physique aurait un réle protecteur contre la MC. En effet, chez
des souris génétiquement prédisposées a développer une MC nourries avec un régime riche en
graisses, la pratique d’une activité physique spontanée favorise le maintien d’une normobiose du
microbiote intestinal et I’augmentation de 1’expression des protéines de jonctions serrées ainsi que
du niveau d’acides gras a chaines courtes apres infection par les bactéries AIEC comparativement

a des souris sédentaires (Maillard et al., 2019).

1.2.2.2.3 Alimentation

La consommation de fruits, de légumes et de fibres a été associée a un risque plus faible de
développer une MC de maniere dose dépendante (Hou et al., 2011). La consommation de poissons
a également été négativement associé¢e au développement d’une MC iléale ou colique (Maconi et

al., 2010). Enfin, un changement de régime alimentaire pourrait avoir un effet bénéfique sur le
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La diversité du microbiote intestinal est diminuée chez les patients atteints de MC par rapport a des
individus sains. Il s'agit essentiellement d'une réduction de la complexité du phylum des Firmicutes
(modifiée d'aprés Manichanh et al., 2012).



traitement d’'une MC déja installée. Bien que 'utilisation d’un régime alimentaire spécifique dans
le traitement de cette pathologie n’ait été testé que sur des cohortes réduites, les résultats semblent
encourageants (Limketkai et al., 2019). Ces régimes reposent sur 1’élimination ou la diminution
significative d’un ou plusieurs groupes d’aliments, tels que les glucides complexes, 1’amidon, les
ceréales, la viande rouge ou encore les produits laitiers et sur la consommation de légumes
spécifiques, de yaourt maison et de certains haricots. Cependant, les effectifs réduits et le faible
nombre d’études axées ne permettent pas encore de conclure sur 1’intérét de ces régimes (Limketkai

et al., 2019).
1.2.3 Facteurs microbiens

1.2.3.1 ROle du microbiote intestinal

Le tube digestif héberge 10** microorganismes vivant en symbiose avec I’héte, soit environ
10 fois plus que le nombre de cellules du corps humain (Cani, 2018). Ce microbiote intestinal est
essentiellement composé de bactéries mais contient également des cellules eucaryotes, des virus,
des champignons et des archées (Cani, 2018). La flore microbienne intestinale comprend plus de
1000 espéces bactériennes et est principalement abondante au niveau du c6lon ou la diversité et la
densité de la population bactérienne sont maximales, atteignant 10! & 102 microorganismes par
gramme de féces (Cani, 2018) (Figure 11). Cette communauté assure une grande variété de
fonctions, notamment I’éducation du systéme immunitaire, la sécrétion d’enzymes permettant la
digestion de substrats non accessibles a 1’hote, le maintien de la barriére intestinale et la défense
contre les microorganismes pathogénes (Lucas et al., 2017). Parmi 100 phyla connus, 3 phyla
rassemblent la plupart des populations dominantes du microbiote symbiotique : les Firmicutes
(bactéries Gram positif représentant 30 a 52 % des séquences détectées et dont le phylum est
principalement représenté par les Clostridium), les Bacteroidetes (représentant 9 a 42 % des
séquences et représentés par les genres Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas) et les
Actinobacteria (environ 1 a 13 % des séquences et représentés par les Bifidobacteria). D’autres
bactéries telles que les Lactobacillae, les Streptococci ou les Enterobacteria, constitué notamment

de I’espéce Escherichia coli, représentent moins de 2% des séquences (Riaz Rajoka et al., 2017).

1.2.3.2 Microbiote intestinal et maladie de Crohn
1.2.3.2.1 Le microbiote bactérien

La population bactérienne totale est plus abondante chez les patients atteints de MC
comparativement aux sujets sains, que ce soit dans le mucus ou bien associé a la muqueuse
intestinale (Swidsinski et al., 2005) (Figure 12). Cependant, la diversité du microbiote est diminuée

chez ces patients, avec la perte d’espéces appartenant aux genres Bacteroides, Eubacterium et
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Figure 13 : Signature bactérienne de la MC basée sur 8 genres bactériens.

Validation du potentiel discriminant entre la MC et la RCH de I’association de 8 genres bactériens dans
une cohorte de 2045 échantillons fécaux dont 1247 sujets sains, 339 patients atteints de MC, 158
patients atteints de RCH, 202 patients atteints du syndrome de I’intestin irritable (SII) et 99 patients
souffrants d’anorexie. Chaque barre bleue indique la présence du groupe bactérien pour chaque sujet
avec le gradient de couleurs : blanc = absent, bleu clair = faible abondance relative et sombre =
abondance relative élevee. La MC se caractérise par un profil d’abondance pour ces 8 genres bactériens
différent par rapport aux autres maladies testées et aux sujets sains (modifiée d’aprés Pascal et al.,
2017).



Lactobacillus (Ott, 2004) ou au phylum des Firmicutes, particuliérement Faecalibacterium
prausnitzii possédant des propriétés anti-inflammatoires (Martinez-Medina et al., 2006; Sokol et
al., 2008). Ces mémes observations ont été realisées a la fois chez les patients atteints de MC et leur
frére ou sceur sain(e) comparativement aux sujets controles (Hedin et al., 2016). D’autres bactéries
réputées « bénéfiques » telles que celles appartenant au genre Bifidobacterium sont également
diminuées chez les patients Crohn (Seksik et al., 2003). La dysbiose observée chez ces patients est
par ailleurs caractérisée par une augmentation de 1’abondance en Enterobacteria, qui pourraient
méme représenter la flore intestinale dominante (Seksik et al., 2003), et en certaines bactéries
commensales possédant des caractéristiques pathogenes potentielles, appelées pathobiontes. Une
expansion du phylum des Proteobacteria comprenant notamment les E. coli adhérents et invasifs,
Klebsiella spp., Pseudomonas spp. ou encore Salmonella spp, ainsi que du phylum des
Actinobacteria a été révélée chez les patients Crohn comparativement aux sujets sains (Frank et al.,
2007). Une signature bactérienne spécifique de la MC basée sur huit bactéries (Faecalibacterium,
Peptostreptococcaceae, Anaerostipes, Methanobrevibacter, Christensenellaceae, Collinsella,
Fusobacterium et Escherichia) a été établie et permet de discriminer les patients atteints de MC des
sujets non atteints (Figure 13) (Pascal et al., 2017). De plus, une différence dans la composition du
microbiote intestinal apres résection chirurgicale de la portion intestinale atteinte pourrait
augmenter le risque de récurrence de la MC chez les patients entrés en rémission suite a cette

opération (Yilmaz et al., 2019).

La seule analyse de la composition du microbiote intestinal peut cependant étre a 1’origine
d’une sous-estimation de I’impact de la dysbiose associ¢e aux MICI et de ses répercussions sur la
physiologie intestinale. Des analyses méta-génomiques indiquent que 12 % des voies métaboliques
different entre les patients atteints de MICI et les sujets sains alors que seulement 2 % de la
composition du microbiote differe entre ces deux groupes (Morgan et al., 2012). De maniére
similaire, une diminution du niveau de nombreux métabolites et de la diversité microbienne a été
observée chez les patients atteints de MICI comparativement aux sujets non atteints de MICI
(Franzosa et al., 2019). Ces profils suggerent une perte de la « diversité métabolique » analogue a
la perte de la diversité taxonomique observée au niveau du microbiome des patients atteints de
MICI. De plus, tandis que certains micro-organismes peuvent étre tres abondants mais rester en
dormance dans I’intestin, la perte de certaines bactéries trés actives metaboliquement pourrait avoir
plus de conséquences que ce que laisserait supposer 1’analyse de leur abondance génomique
(Schirmer et al., 2018). L’analyse de l’a-diversité microbienne et des voies métaboliques
bactériennes dans les feces de patients atteints de MC avant traitement par des anticorps anti-
intégrine o4p7 a révélé une augmentation de cette diversité associée a une augmentation de

I’abondance de Roseburia inulinivorans et de 1’espéce Burkholderiales chez les patients entrés en
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Tableau 2

comparativement aux sujets sains ou a leurs parents non atteints.
T, augmentation ; —, aucune modification ; {, diminution. (Modifié d’aprés Miyoshi et al., 2018).

Changements du microbiote fongique observés chez les patients adultes

Tl)fpe . Dlve_rS|te Changement d'espéces e g2 1 g Références

d'échantillon fongique totale

Biopsie colique 1 Ott et al ., 2008
1 Candida spp, Gibberella

. iliformis, Al i .

Muqueuse iléale 1 mon! I c_)rmls ternaria Lietal., 2014
brassicicola et Cryptococcus
neoformans

Foces ) 1 C. albicans, Aspergillus Lietal. 2014
clavatus et C. neoformans

Féces ! 1 C. tropicalis Hoarau et al., 2016

Foces . 1 C. albicans, | Saccharomyces Sokol et al . 2017

cerevisiae

Mugqueuse colique

—

1 Famille des Cystofilobasidiaceae
et especes de C. glabrata

Liguori et al ., 2016

Tableau 3

comparativement aux sujets sains ou a leurs parents non atteints.
—, aucune modification ; {, diminution. (Modifié d’aprés Miyoshi et al., 2018).

Changements du microbiote fongique observés chez les patients pédiatriques

Type Diversité U -
'){p . . Changement d'espéces Références
d’'echantillon fongique
\ C. utilis et C. ilosis,
Feces ! f C. uls et C. parapsilosis, | Chehoud et al ., 2015
Cladosporium cladosporioides
Biopsie mugueuse — 1 Psathyrella spp. et Gymnopilus spp  El Mouzan et al. , 2016
\ G li .and H haet
Feces — 1 Gymnopolius spp. and Hymenochaete e 1oy 7 et al ., 2016
spp | Monilinia spp
1 Saccharomyces cerevisiae, Clavispora
| lusitaniae (C. lusitaniae), Cyberlind .
Faces usitaniae (C. lusitaniae), Cyberlindnera Lewis et al ., 2015

jadinii (C. utilis), C. albicans et
Kluyveromyces marxianus




rémission 14 semaines apres traitement comparativement aux patients dont la MC était toujours
active apres traitement. De plus, 13 voies métaboliques bactériennes étaient significativement
enrichies chez ces les patients entrés en rémission apres traitement comparativement aux patients
dont la MC était toujours active apres traitement, suggérant que I’analyse des fonctions du
microbiote permettrait de prédire la réponse des patients atteints de MICI au traitement par ces anti-

intégrines (Ananthakrishnan et al., 2017).

1.2.3.2.2 Les microbiotes viral et fongique

Les microbiotes viral et fongique constituent une part importante des micro-organismes
rencontrés dans I’intestin. Une modification et un enrichissement du microbiote viral ont été
rapportés chez les patients atteints de MC, sans que cela ne puisse étre expliqué par la diversité et
la richesse bactérienne (Norman et al., 2015). Une augmentation du niveau des transcrits des
Hepeviridae et une diminution de ’abondance des Virgaviridae au niveau de la muqueuse a été
rapportée chez les patients atteints de MC comparativement aux sujets contrdles, supportant 1’idée
que certains virus pourraient entrainer une inflammation et participer a la pathogenése de la MC
(Ungaro et al., 2019).

Les profils fongiques au niveau intestinal et fécal chez des patients adultes et pédiatriques
atteints de MICI ont éte évalués au cours de différentes études, mettant en évidence tantot une
augmentation, tantdt une diminution ou encore aucun changement significatif de la diversité
fongique, selon le type d’échantillon biologique analysé et la méthode employée pour évaluer la
diversité (Tableaux 2 et 3). Chez les sujets adultes atteints de MICI, ’espéce Candida [notamment
C. albicans (Sokol et al., 2017), C. tropicalis et C. glabrata (Hoarau et al., 2016; Li et al., 2014,
Liguori et al., 2016)] ainsi que Gibberella moniliformis, Alternaria brassicola, Aspergillus clavatus
et Cystofilobasidiaceae (Li et al., 2014; Liguori et al., 2016) sont augmentés tandis que
Saccharomyces cerevisiae (Ascomycota) et Malassezia sympodialis (Basidiomycota) sont diminués
(Sokol et al., 2017). A I’inverse, une augmentation de S. cerevisiae a été observée au niveau fecal
par Lewis et coauteurs (Lewis et al., 2015). Au niveau du microbiote fongique fécal, Sokol et
coauteurs ont observé une association significative entre le ratio Basidiomycota/Ascomycota et le
phénotype et la sévérité des MICI (Sokol et al., 2017). Une augmentation de la richesse et de la
diversité du microbiote fongique a été rapportée au niveau de la muqueuse inflammée
comparativement & la muqueuse non inflammée des patients atteints de MC, avec une expansion de
Candida spp., Gibberella moniliformis, Alternaria brassicicola, et Cryptococcus neoformans dans
les zones inflammées, positivement corrélée a 1’expression de TNF-a, IFN-y et IL-10 (Li et al.,
2014). L'analyse conjointe des microbiotes bactérien et fongique a également montré une

corrélation trés forte entre ces deux microbiotes chez les sujets sains, alors qu’ils sont déséquilibrés
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chez les patients atteints de MC, suggérant I'existence d'altérations inter-régnes spécifiques a la
maladie (Hoarau et al., 2016; Sokol et al., 2017).

1.2.3.2.3 Interactions entre microbiote et facteurs génétiques

Les facteurs génétiques d’un individu impactent fortement la composition et les fonctions
de son microbiote intestinal ainsi que I’interaction entre les cellules immunitaires et les bactéries
(Org et al., 2015). Des souris déficientes pour le géne Card9 (caspase recruitment domain family
member 9), un géne présentant des polymorphismes a risque pour la MC, présentent un microbiote
altéré augmentant la susceptibilité a une colite induite au DSS associée a une perte des cellules Th17
(Sokol et al., 2013). En effet, cette dysbiose entraine un défaut du métabolisme du tryptophane
bactérien produisant des ligands du récepteur aryl hydrocarbone humain (AHR) dont la
signalisation est importante pour la tolérance muqueuse, augmentant la susceptibilité a développer
une colite (Lamas et al., 2016). L’administration de Lactobacillus a ces souris, une bactérie capable
de métaboliser le tryptophane en ligands AHR, est suffisante pour diminuer la colite. Un défaut des
ligands AHR est également retrouvé au niveau fécal chez les patients atteints de MICI porteurs de
polymorphismes a risque dans le géne CARD9 (Lamas et al., 2016).

Bacteroides fragilis est capable de protéger les souris d’une colite induite et de favoriser le
développement des cellules Treg via I’autophagie et notamment les protéines NOD2 et ATG16L1
grace aux vésicules de membrane externe (OMV, outer membrane vesicles) qu’elle sécréte. Un
défaut des protéines NOD2 et ATG16L1 favoriserait ainsi la mise en place de I’inflammation (Chu
et al., 2016). Comparativement aux souris sauvages, les souris déficientes pour le gene Nod2
présentent une plus faible diversité et un changement de la composition du microbiote (Lauro et al.,
2016), ainsi qu’une dérégulation des réponses immunitaires les prédisposant au développement
d’une inflammation (de Souza et al., 2018). Les études menées chez les patients atteints de MICI
et porteurs de polymorphismes de NOD2 rapportent une association entre ces polymorphismes et
I’augmentation des Enterobacteriaceae associées a la muqueuse intestinale (Knights et al., 2014)
ainsi que des groupes Clostridium coccoides et Eubacterium rectale au niveau iléal (Li et al., 2012),
mais également une diminution du genre Roseburia et des bactéries Faecalibacterium prausnitzii
au niveau fécal (Aschard et al., 2019). Par ailleurs, la diminution de Roseburia a pu étre observée a
la fois chez des patients atteints de MICI et chez des sujets sains présentant un risque génétique
¢levé pour le développement des MICI, suggérant qu’une dysbiose microbienne pourrait précéder
le développement des MICI (Imhann et al., 2018). Plusieurs études ont révélé une association entre
certains SNP et ’abondance de certains taxa fongiques (Sokol et al., 2017) et bactériens (Rothschild
et al., 2018) chez les patients atteints de MICI. Cependant, cette derniere étude suggere que

I’influence de la génétique de I’hote sur son microbiote serait minimale, que seule une petite partie
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du microbiote est héritable, et que les facteurs environnementaux auraient un impact bien plus
important que les facteurs génétiques sur la composition du microbiote intestinal humain
(Rothschild et al., 2018).

Enfin, en libérant des miARN dans le lumen, les cellules épithéliales intestinales de 1’héte
pourraient controler la composition de son microbiote. En effet, ces miARN eucaryotes pourraient
pénétrer dans les bactéries et réguler spécifiquement des transcrits bactériens, affectant ainsi la
croissance bactérienne (Liu et al., 2016b). Malgré les disparités entre les modéles murins et
I’Homme, I’ensemble de ces résultats démontre une interaction entre les facteurs génétiques de

I’héte et son microbiote intestinal, jouant un réle dans la pathogenese des MICI.

1.2.3.3 Implication d’agents pathogénes dans le développement de la MC

Les similitudes entre la MC et certaines formes de colites infectieuses (avec sécrétion de
cytokines, augmentation du taux des bactéries dans la muqueuse, altération de la phagocytose...) et
le fait que la maladie survienne fréquemment suite a des épisodes de gastro-entérites ou de diarrhées
post-antibiotiques ont laissé supposer que certains agents infectieux a tropisme intestinal pourraient
participer & I’étiologie de la MC (Sartor and Wu, 2017).

1.2.3.3.1 Implication d’un agent viral

La présence de plusieurs agents viraux tels que le virus Epstein Barr ou le virus de la
rougeole a été recherchée dans les tissus des patients atteints de MC, mais les résultats n’ont pas
permis de démontrer leur réle exact dans la MC (Van Kruiningen et al., 2007). Les souris
hypomorphes pour Atg1611 (Atg16117™), c’est-a-dire présentant un défaut d’expression d’Atg16l1,
présentent des anomalies des cellules de Paneth suite a un contact avec une souche de norovirus
particuliére (CR6). Ce modéle murin, en condition axénique ou en absence de ce norovirus, possede
des cellules de Paneth de morphologie normale (Cadwell et al., 2010). Des anomalies identiques
sont observées chez des patients atteints de MC porteurs du polymorphisme a risque ATG16L1%4
et une infection a norovirus pourrait aggraver les symptomes des MICI (Khan et al., 2009).
L’implication d’une infection par le cytomégalovirus (CMV) a également été suggéree et
permettrait de réactiver une maladie inflammatoire sous-jacente mais pas d’initier la maladie. De
plus, la sévérité de I’inflammation est liée a I’intensité a laquelle le CMV est exprimé dans la
mugqueuse intestinale (Sipponen et al., 2011). Cependant, il n’a pas été retrouvé une plus forte
prévalence des anticorps anti-CMV chez les patients atteints de MC comparativement a la
population générale (Lidar et al., 2009). Ainsi, des infections virales pourraient révéler un

phénotype associé a un polymorphisme a risque de la MC.
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Les bactériophages, des virus infectant seulement les bactéries, seraient présents en nombre
10 fois supérieur a celui des bactéries dans le c6lon des sujets sains et pourraient ainsi exercer une
forte influence sur la diversité et la composition de la population bactérienne. Ils pourraient
entrainer une dysbiose chez les patients atteints de MICI en déstabilisant les communautés
bactériennes de maniére directe en favorisant le transfert de génes et une réorganisation du génome
au sein de la population bactérienne, ou indirectement en diminuant 1’activation et la prolifération
des lymphocytes T et B (Lusiak-Szelachowska et al., 2017). Chaque individu présenterait une
colonisation par une famille phagique dominante (Wagner et al., 2013). De plus, la communauté
phagique totale associée a la muqueuse intestinale est plus abondante chez les patients atteints de
MC par rapport a des individus sains mais la diversité de cette communauté est réduite (Wagner et
al., 2013). Une augmentation des bactériophages Caudovirales a été rapportée chez les patients
atteints de MC ou de RCH comparativement aux sujets contrdles (Norman et al., 2015) et dans les
feces de patients atteints de MC comparativement aux patients atteints de RCH mais pas aux sujets
contréles (Fernandes et al., 2019). A I’inverse, la quantité de bactériophages est diminuée au niveau
des zones ulcérées par rapport aux zones non-ulcérees chez les patients Crohn (Lepage et al., 2008).
Au cours d’une colite induite par un transfert de cellules T en modele murin, la population de phages
est altérée de maniere similaire a ce qui est observé chez les patients atteints de MICI (Duerkop et
al., 2018). Une augmentation de I’abondance en certains phages tels que ceux infectant les
Clostridiales, les Streptococci ou encore la bactérie Alistipes a été observée chez les animaux
atteints de colite. L’expansion de la population de phages ciblant les Alistipes a été associee a une
diminution de certains membres des Bacteroidetes, dont I’abondance décline au cours de la
dysbiose (Duerkop et al., 2018).

1.2.3.3.2 Implication de microorganismes fongiques

Le phosphopeptidomannane de paroi de levure a été identifié comme un antigéne entrainant
la production d’anticorps ASCA (anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies) (Standaert-Vitse et
al., 2006), dont la présence est un marqueur de la MC (Quinton et al., 1998). La levure Candida
albicans pourrait agir comme pathogene intestinal en entrainant la formation d’ASCA, puisqu’elle
en exprime 1’épitope majeur a sa surface, et pourrait ainsi étre a I’origine d’une activation anormale
du systeme immunitaire intestinal (Standaert-Vitse et al., 2006). Les patients atteints de MC et les
membres de leurs familles (non atteints) présentent une colonisation du tube digestif par C. albicans
plus importante que la population générale (respectivement 44% et 38%, contre 22% pour la
population genérale) (Standaert-Vitse et al., 2009). La proportion relative de C. albicans est
également augmentée dans les féces de patients atteints de MC (Sokol et al., 2017). En modéle

murin de colite induite au DSS, C. albicans aggrave la colite en augmentant la production de TNF-
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a (Jawhara and Poulain, 2007). Enfin, la voie de différenciation lymphocytaire Th17, un élément
important dans la physiopathologie de la MC, est activée lors d’une infection par C. albicans et est
cruciale pour contréler la colonisation par cette levure, que ce soit en modéle murin ou chez
I’Homme (Kisand et al., 2010).

1.2.3.3.3 Implication de bactéries pathogénes

Les similitudes entre la symptomatologie suite a une infection par des bactéries pathogenes
appartenant aux espéces Mycobacterium, Helicobacter, Yersinia, Listeria, Bacteroides, Clostridium
ou encore Campylobacter et celle observée dans les MICI laissent penser qu’un déclencheur
pathogéne pourrait étre a 1’origine de ’apparition des MICI (Bosca-Watts, 2015). Par exemple, la
MC et la tuberculose intestinale partagent I’iléon terminal comme site de prédilection ainsi que la
présence de lésions granulomateuses révélées par histopathologie. De plus, Mycobacterium avium
sous-espece paratuberculosis (MAP) est I’agent causal de la maladie de Johne, une iléite
granulomateuse chronique des ruminants similaire a la MC. L’hypothése d’une mycobactérie a
I’origine de la MC a été suspectée dés la description anatomopathologique des lésions
granulomateuses de la MC (Chiodini, 1989; Greenstein, 2003). Les résultats sont contradictoires en
ce qui concerne I’isolement de cette bactérie chez les patients atteints de MC puisque seules
quelques études parviennent a mettre en évidence la bactérie ou son ADN dans des biopsies
intestinales de patients atteints de MC (McNees et al., 2015). Et 1’état actuel des connaissances

semble plutot réfuter I’implication de MAP dans 1’étiologie de la MC.

Une implication des bactéries du genre Helicobacter dans la MC a également été suspectée.
En effet, un paralléle peut étre fait entre 1I’inflammation provoquée par H. hepaticus ou H. bilis dans
différents modéles murins et la réponse immunitaire observée dans la MC (Chin et al., 2000; Jergens
et al., 2007). Cependant, aucun réle spécifique d’Helicobacter dans les MICI n’a pu encore étre
démontré chez I’ Homme. La faible séroprévalence de H. pylori observée chez les patients atteints
de MC suggere un role protecteur de cette infection dans le développement des MICI (Vére et al.,
2001). De plus, une association inverse entre la distribution géographique de H. pylori et la MC a
été récemment rapportée (Shah et al., 2017). Malgré tout, trois études portant sur un cas de RCH et
trois cas de MC suggérent que la thérapie administrée pour 1’éradication de H. pylori pourrait
déclencher une MICI latente, en induisant de profonds changements du microbiote intestinal (Chiba
etal., 2016; Jovanovic et al., 2001; Tursi, 2006), tandis qu’une étude récente menée sur 127 patients

atteints de MICI et 254 sujets contrdles réfute cette hypothéese (Rosania et al., 2018).

L’implication de Klebsiella pneumoniae, une bactérie gram-négative responsable de
pneumonies nosocomiales chez I’Homme, a été suggérée dans 1’induction et la progression de la

MC. En effet, des infections récurrentes a K. pneumoniae pourraient augmenter le titre des anticorps
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dirigés contre cette bactérie. Cependant, ces anticorps ont une réactivité croisée dirigée contre les
fibres de collageéne de I’iléon terminal, activant ainsi la voie du complément et les cascades pro-
inflammatoires, augmentant 1’inflammation a ce niveau (Tiwana et al., 2001). Des infections
récurrentes & K. pneumoniae résultent en une attaque continue de la muqueuse colique par des
cytokines variées, pouvant potentiellement conduire au développement de la MC (Lee and Kim,
2011).

L’hypothese de la chaine du froid suggére I’implication des bactéries psychotropes telles
que Yersinia ou Listeria (Hugot et al., 2003). Ces bacteéries sont fréquemment retrouvées dans une
grande variété d’aliments et ont été isolées au niveau de Iésions chez des patients atteints de MC
(Le Bautetal., 2018). De nombreux aspects de la Yersiniose sont communs avec la MC, notamment
la présence de granulomes (Gecse and Vermeire, 2018). Plusieurs espéces de Yersinia ont été
identifiées au niveau intestinal chez des patients atteints de MC, les plus fréquemment retrouvées
étant Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis et Y. intermedia (Le Baut et al., 2018). Deux cas
d’iléites terminales impliquant Y. pseudotuberculosis et pour lesquels une MC a été par la suite
diagnostiquée ont été rapportés par deux groupes indépendants (Homewood et al., 2003; Zippi,
2006). Listeria monocytogenes pourrait représenter un bon candidat impliqué dans 1’étiologie de la
MC puisque son ADN a eté détecté au niveau intestinal, que ce soit chez les patients contréles ou
atteints de MC (Chen et al., 2000), et que la présence de ces bactéries a été identifiée au niveau de
Iésions de patients atteints de MC (Liu et al., 1995). De plus, des souris déficientes pour le gene
Nod2 associé a la MC présentent une susceptibilité accrue a une infection orale par L.
monocytogenes, mais sont résistantes a une infection systémique (Kobayashi et al., 2005).
Cependant, des etudes supplémentaires sont nécessaires pour confirmer I’hypothése d’une

implication de Yersinia ou Listeria dans la MC.

Certaines souches de Bacteroides fragilis, dites entérotoxinogenes, libérent une toxine pro-
inflammatoire de type métalloprotéase zinc-dépendante ayant été associée a des diarrhées chez
I’enfant et ’adulte (Sears et al., 2008) et pouvant induire une inflammation du cdlon en modéle
murin (Rabizadeh et al., 2007). Bien que certaines études retrouvent ces bactéries et leur toxine
chez environ 20 % des patients présentant une MICI active (Basset et al., 2004; Prindiville et al.,
2000), d’autres ne montrent pas d’association entre les B. fragilis entérotoxinogénes et la MC
(Purcell et al., 2018). De méme, Clostridium difficile produit des toxines pouvant entrainer des
troubles intestinaux plus ou moins graves et est considérée comme responsable de colites associées
a I’utilisation d’antibiotiques et de maladies nosocomiales (Nitzan et al., 2013). Bien que C. difficile
n’entraine pas 1’apparition de la MC, elle peut induire une réactivation de la maladie et est plutot
considérée comme un facteur de risque d’exacerbation de la MC (Nitzan et al., 2013). En modele

murin, I’incidence d’une infection a C. difficile est nulle chez les souris controles tandis qu’elle est
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de 40 % chez des souris traitées au DSS et de 100 % chez celles ayant également recu un traitement
antibiotique. Cette infection est alors accompagnée de signes cliniques plus sévéres, d’une sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires plus importante et d’une mortalité plus élevée (Zhou et al., 2018).
Chez I’Homme, prés de 10 % des patients atteints de MICI ont présenté ou présenteront une
infection a C. difficile au cours de leur vie (Clayton et al., 2009) faisant suite a un traitement
antibiotique dans 42 % des cas seulement, contre 69 % dans la population générale (Bossuyt et al.,
2009). Enfin, bien gu’une augmentation de 1’abondance des Campylobacter productrices de toxines
ait été mise en évidence chez des patients atteints de MC comparativement aux sujets sains
(Kaakoush et al., 2014), ces bactéries ne seraient pas impliquées dans I’initiation des MICI (Nielsen
etal., 2019).

L’implication d’E. coli dans la MC est envisagée depuis longtemps, notamment suite a la
découverte de taux élevés d’anticorps anti-E. coli chez les patients (Tabaqgchali et al., 1978). Depuis,
la détection d’anticorps anti-E. coli dirigés notamment contre la protéine de membrane externe Omp
(outer membrane porin) C a permis de confirmer I’implication de ces bactéries (Mow et al., 2004).
Des études sur biopsies intestinales de patients atteints de MC ont mis en évidence la présence de
bactéries E. coli ainsi que d’antigénes spécifiques d’E. coli, notamment au niveau des macrophages
et des cellules géantes a la base des ulcéres, le long des fissures, dans les granulomes ou encore
dans la lamina propria (Liu et al., 1995; Swidsinski et al., 2002). E. coli colonise anormalement les
Iésions iléales aigiies et chroniques des patients atteints de MC (représentant jusqu’a 100 % de la
flore totale aéro-anaérobie) comparativement aux sujets controles (Darfeuille-Michaud et al., 1998).
Depuis, de nombreuses études a travers le monde ont rapporté une augmentation du nombre de
bactéries E. coli ayant des propriétés invasives associées a la muqueuse intestinale chez les patients
atteints de MC (Palmela et al., 2017).

1.3 Marqueurs diagnostiques et stratégies thérapeutiques

L.3.1 Diagnostic de la maladie de Crohn

Le diagnostic de la MC repose d’abord sur un faisceau d’arguments cliniques,
radiologiques, endoscopiques et histologiques. Cependant, aucun test ne permet de poser a lui seul
le diagnostic de la MC en raison de I’absence d’éléments spécifiques et de la variabilité d’expression
de la MC. L’établissement du diagnostic de la MC nécessite ainsi d’exclure les autres pathologies
infectieuses (telles qu’une infection a Campylobacter, Clostridium, Salmonella., Shigella, Yersinia,
ou encore E. coli) ou non infectieuses (telles qu’une autre maladie inflammatoire, une
malabsorption des carbohydrates, une immunodéficience, une néoplasie ou encore une intoxication

médicamenteuse) donnant un tableau clinique analogue (Torres et al., 2017).
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Tableau 4 : Diagnostic différentiel de la MC et de la RCH.
pPANCA, perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic antibodies; ASCA, anticorps anti-Saccharomyces
cerevisiae (modifié d’apres Lee et Lee, 2016).

Caractéristiques Rectocolite hémorragique Maladie de Crohn
Atteinte rectale Presque toujours Fréquente

Atteinte de l'intestin Rare Fréquente

Lésions continues Toujours Peu fréquente
Profondeur des ulcérations Muqueuse Plus profonde que la muqueuse
Apparence pavimenteuse Non Oui

Sténose Rare Fréquente

Fistule Non Fréquente

Lésions périanales Non Fréquentes

pANCA ++ +

ASCA + ++




La MC et la RCH présentent des symptdmes communs et leur diagnostic différentiel est
primordial, puisque les stratégies thérapeutiques médicales ou chirurgicales pour ces pathologies
sont différentes (Figure 1 et Tableau 4). Dans la majorité des cas, le diagnostic différentiel entre
la MC et la RCH nécessite la combinaison des examens endoscopiques et anatomo-pathologiques
(Tontini, 2015).

1.3.2 Marqueurs diagnostiques

1.3.2.1 Les marqueurs protéiques et organiques

La recherche de marqueurs sériques et fécaux spécifiques de la MC présente un grand intérét
puisqu’ils permettraient une amélioration des diagnostics précoces ainsi que le suivi de la
progression de la maladie et de la réponse des patients a une thérapie. Cependant, malgré 1’étude
d’une grande variété de marqueurs sériques ou fecaux dans le but de définir le marqueur « idéal »,
aucun n’est assez spécifique et sensible pour remplacer les diagnostics cliniques (Meuwis et al.,

2007). La poursuite de leur étude reste donc un enjeu majeur de la recherche translationnelle.

Au niveau sérique, outre les marqueurs classiques de 1I’inflammation (protéine C réactive,
haptoglobine, TNF-a et IL-6), plusieurs marqueurs immunologiques ont été mis en évidence et
permettent d’améliorer la fiabilité du diagnostic et la différenciation entre la MC et la RCH
(Soubiéres, 2016). lls peuvent étre classés en deux groupes : les anticorps dirigés contre des résidus

glucidiques et les anticorps dirigés contre des épitopes bactériens.

Les anticorps dirigés contre des résidus glucidiques les plus utilisés dans le diagnostic des
MICI et dans la distinction entre la MC et la RCH sont les pANCA (perinuclear anti-neutrophil
cytoplasmic antibodies) et les ASCA. Les pANCA sont des auto-anticorps qui reconnaissent des
antigéenes présents dans le cytoplasme, le noyau et les granules des polynucléaires neutrophiles tels
que la cathepsine G, la B-glucuronidase, la lactoferrine, mais aussi les facteurs de transcription
HMG (high mobility group) 1 et 2 (Kyriakidi, 2016). La prévalence des pANCA est de 50 a 70 %
chez les patients atteints de RCH et de 6 a 20 % chez ceux atteints de MC, contre moins de 2,5 %
dans la population contréle (Peyrin-Biroulet et al., 2007). Les ASCA sont des anticorps de type IgA
ou lgG capables de reconnaitre des résidus mannoses présents a la surface de la levure non
pathogene Saccharomyces cerevisiae (Sendid et al., 1996) mais aussi chez d’autres micro-
organismes comme Candida albicans (Standaert-Vitse et al., 2006) ou bien MAP (Mdiller et al.,
2008). La prévalence des ASCA est de 48 a 70 % chez les patients atteints de MC, de 5 & 15 % chez

ceux atteints de RCH et de 0 a 5 % dans la population contrdle (Peyrin-Biroulet et al., 2007).

Plusieurs anticorps dirigés contre des antigenes bactériens (autres que des motifs

glucidiques) sont détectables chez les patients atteints de MC et servent également de marqueurs
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Tableau 5 : Bilan des miARN dérégulés au niveau circulant chez les patients atteints de MC.

En gras, les miARN surexprimés. PBMC, peripheral blood mononuclear cell.

miARN dérégulés Type d'échantillons  Population (n) Techniques utilisées Références
miR-149, miRplus-F1065, 199a-5p, 362-3p, P . . N .

Sang périphérique MC active (n = 14) vs sujets contréles (n = 13 Microarray et qRT-PCR ~ Wuetal., 2011
340, 532-3p, et miRplus-E1271 g peripheriu ive ( ) Vs s ( ) ! yetq u
miR-149 et miR-340 Sang périphérique MC inactive (n = 5) vs sujets controles (n = 13) Microarray et qRT-PCR ~ Wuet al., 2011
miR-505, 28-5p, 151-5p, 103-2, 199a-5p, PP . _ . A _ .

Sang périphérique RCH active (n = 13) vs sujets controles (n = 13 Microarray et qRT-PCR ~ Wuetal., 2011
340, 362-3p, 532-3p, et miRplus-E1271 g peripneria (=13 vs suj (=139 vetd
MiR-505, 28-5p, 103-2, 149, 151-5p, 340, Sang périphérique RCH active (n = 10) vs MC active (n = 14) Microarray et qRT-PCR ~ Wu etal., 2011

532-3p, et miRplus-E1153

miR-195, 16, 93, 140, 30e, 20a, 106a, 192,

Sérum MC active (n = 46) vs sujets controles (n = 32) gRT-PCR Zahmet al., 2011
21, 484, et let-7b
miR-16, 23a, 29a, 106a, 107, 126, 191, 199a- Paraskevi et al.
' ' ' ' ' ' ' ériphéri M i =12 j ol =162 RT-PCR !
5p, 200c, 362-3p, et 532-3p Sang périphérique C active (n 8) vs sujets controles (n = 162) q C 2012
. e . . R Paraskevi et al.,
miR-16, 21, 28-5p, 151-5p, 155, et 199a-5p Sang périphérique RCH active (n =88) vs sujets contrdles (n = 162) gRT-PCR zglrzs evieta
iR-188- 422a, 37 1- 769- . . . .
?;Re t88872p, 3, 378, 500, 501-5p, 769 Sang périphérique RCH (n = 20) vs sujets contrdles (n = 20) gRT-PCR 2Doult;agupta etal,

miR-188-5p, 877, 140-5p, 145, 18a, 128 Sérum MC active (n=9) vs MC inactive (n =9) Microarray et qRT-PCR Iborra et al., 2013

miR-223a-3p, 23a-3p, 302-3p,191-5p, 22-3p,

17-5p, 30e-5p, 148b-3p, 320e, 1827, 612, et Sérum RCH (n=46) vs sujets contrdles (n = 21) Microarray ;’gf;tarchou etal,

188-5p

miR-16 Sang périphérique MC (n =102) vs sujets controles gRT-PCR Jensen et al., 2015
miR-19-3p Sérum MC sténosante (n = 46) vs MC non sténosante (n =62 ) gRT-PCR Lewis et al., 2015

miR-21, 31, 146a, 155

Sang périphérique

CD (n >20) vs sujets contrdles (n > 20)

Microarray et qRT-PCR

Schaefer et al.,

2015

iR-21, 31, 146a, 19a, 101, 142-5p, 223, 37 P . . . haef I,
;:;4 » 31, 1462, 193, 101, 5p, 223, 375, Sang périphérique RCH (n > 20) vs sujets controles (n > 20) Microarray et qRT-PCR gglge ereta
miR-595, 1246 Sérum MC (n=57) et RCH (n = 62) vs sujets controles (n = 58) Microarray et qRT-PCR zK(;'isf)sansen etal,
miR-301a PBMC MC (n=72) et RCH (n = 66) vs sujets controles (n = 32) gRT-PCR He et al., 2016
g‘;gclslgj ;5365:2?;& 15857 188-50, 19250, rum MC (n = 45) vs sujets contrdles (n = 21) Nanostring nCounter ;)Illlfo;g]r.gopoulos ot
miR-223-3p Sérum MC (n=50) et RCH (n =50) vs sujets controles (n = 50) gRT-PCR Wang et al., 2016
miR-125a Plasma MC active (n = 29) vs sujets contréles (n=37) gRT-PCR Sun et al., 2017
miR-29b-3p, 122-5p, 148a-3p, 150-5p, 192- _, ) A S

RCH (n=12 =12 RT-PCR \Y% 1., 2017

5p, 194-5p, 146a-3p, 375, 199a-3p Sérum CH (n ) vs sujets controles (n ) q C iennois et al., 20

. P . R idbakhsh et al.,
miR-106a, 362-3p Sang périphérique MC (n=32) et RCH (n =32) vs sujets contrdles (n = 32) gRT-PCR SOT;dba sheta
miR-16, 21 et 223 Sérum MC (n =43) vs sujets contrdles (n = 35) gRT-PCR gg;]gnauen etal,
MiR-16, 21 et 223 Sérum RCH (n = 18) vs sujets contrdles (n = 35) qRT-PCR ig;‘g”a“e” etal,
miR-16, 21 et 223 Sérum MC (n = 43) vs RCH (n = 18) qRT-PCR igignauen etal,

. Tagman low-density array

N 42 = = .
miR-598 et 6 Plasma RCH (n=21) vs MC (n=12) et QRT-PCR Netz et al., 2018
miR-4448, 5489-3p, 4536-5p, 30a-3p, 5484,
4461, 133a-3p, 597-5p, 619-3p, 6444, o ) A ) Mohammadi et all.,
1268a, 1297, 1909-3p, 197-3p, 197-5p, 410- PMBC MC inactive (n = 10) vs sujets controles (n = 39) Nanostring nCounter 2018
3p, 936, 542-5p, 549a, 603, 874-3p, 92a-3p,
933, 941
miR-874-3p, 933, 129-5p, 1909-3p, 212-3p, . . Mohammadi et al.,
PMB:! M | =11 RCH (n =4 N

885-5p, et 619-3p C C colique (n ) vs RCH (n=46) anostring nCounter 2018
miR-631, 4521, 562, 766-3p, 302b-3p, 423-
3p, 484, 4707-3p, 483-3p, 4516, 665, 2117,
216b-5p, 296-5p, 27b-3p, 188-3p, 770-5p, ) _ . _ Mohammadi et al.,
1233-3p, 4755-5p, 627-3p, 767-3p, 339-5p, PMBC MC active (n = 25) vs sujets controles (n=39) Nanostring nCounter 2018
1268a, 1297, 1909-3p, 197-3p, 197-5p, 410-
3p, 936, 542-5p, 549a, 603, 874-3p, 92a-3p,
933, 941
miR-146b-5p Sérum MC (n=166) et RCH (n=100) vs sujets contrdles (n = 141) gRT-PCR Chenetal., 2019




biologiques dans les MICI. Les anticorps 1gG ou IgA anti-OmpC sont présents chez 20 a 55 % des
patients atteints de MC et sont régulierement associés a des formes familiales et fistulantes de la
maladie (Peyrin-Biroulet et al., 2007). Des taux importants d’IgG anti-CBirl, dirigée contre la
flagelline des bactéries du sous-phylum Clostridium, ont été retrouves chez environ 50 % des
patients atteints de MC (Peyrin-Biroulet et al., 2007).

Les trois marqueurs fécaux les plus communément recherchés dans les MICI sont la
calprotectine, la lactoferrine et la protéine S100A12. Leur présence peut aider au diagnostic, a
I’évaluation de I’activité de la maladie et a la prédiction d’une éventuelle récidive. La calprotectine,
protéine liant le zinc et le calcium, est présente en grande quantité dans les polynucléaires
neutrophiles. La concentration en calprotectine est proportionnelle a 1’infiltrat de la muqueuse
intestinale par les neutrophiles. Elle représente un trés bon marqueur de 1’inflammation intestinale
(Sands, 2015) et permettrait de suivre la progression de la MC (Kennedy et al., 2019). La
lactoferrine, glycoprotéine liant le fer, est exprimée par les polynucléaires neutrophiles activés. Elle
est libérée par les tissus endommagés dans le but de se défendre contre une infection (Kruzel et al.,
2017). S100A12, protéine de liaison du calcium aussi appelée Calgranuline C, est produite par les
polynucléaires neutrophiles activés et interagit avec le récepteur multi-ligands RAGE (receptor for
advanced glycation end products) présent au sein des macrophages, de I’endothélium et des
lymphocytes. S100A12 est fortement exprimée par les tissus intestinaux en conditions
inflammatoires et serait ainsi un marqueur fiable pour le suivi de I’activité de la MC et de la RCH
(van de Logt and Day, 2013). De la méme maniére, la NGAL (neutrophil gelatinase-associated
lipocalin) est augmentée au niveau fécal et plasmatique chez les patients atteints de MC ou de RCH
comparativement aux sujets sains (Thorsvik et al., 2017). Une variation des profils en miARN
fécaux a également été mis en évidence chez les patients atteints de MICI comparativement aux
sujets controles (Verdier et al., 2019). Cependant, I’ensemble de ces marqueurs fécaux ne
permettent pas de différencier la MC de la RCH. Récemment, une étude pédiatrique a montré que
I’analyse des profils des composés organiques volatils dans les selles pouvait permettre de
discriminer les patients atteints de MC, de RCH, et les individus contrdles et ce, en phase active ou

de rémission de la maladie (Ahmed et al., 2016).

1.3.2.2 Les microARN

Plusieurs études ont mis en évidence une altération du profil en miARN a la fois au niveau
périphérique (sang, plasma, sérum, cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC);
Tableau 5) et tissulaire (Tableau 6) chez les patients atteints de MC et de RCH comparativement
aux sujets contréles, faisant des miARN des biomarqueurs potentiels de ces pathologies pouvant

étre accessibles par une simple prise de sang et permettant le diagnostic différentiel entre la MC et
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Tableau 6 : Bilan des miARN dérégulés au niveau tissulaire chez les patients atteints de MC.
En gras, les miARN surexprimés.

miARN dérégulés

Type
d'échantillons

Population (n)

Techniques utilisées

Références

miR-192, 375, 422b, 16, 21, 23a,
24,29a, 126, 195, et let-7f

Calon sigmoide

RCH active (n = 15) vs sujets controles (n = 15)

Microarray et qRT-PCR

Wau et al ., 2008

miR-21 et 155 Célon sigmoide  RCH active (n = 12) vs sujets controles (n = 12) Microarray et gRT-PCR Takagi et al., 2010
miR-19b, 629, 23b, 106a, et 191 Cdlon sigmoide ~ RCH active (n =5) vs sujets controles (n = 13) Microarray et gRT-PCR Wau et al., 2010
miR-16, 21, 223, et 594 11éon terminal MC active (n = 6) vs sujets controles (n = 13) Microarray et qRT-PCR Wu et al ., 2010
miR-188-5p, 215, 320a, 346, 7,
31, 135h, 223, 29a, 29b, 126*, Coblon RCH active (n = 8) vs sujets contréles (n = 8) gRT-PCR Fasseu et al ., 2010
127-3p, et 324-3p
miR-188-5p, 215, 320a, 346,
196a, 29a, 29b, 126*, 127-3p, Cdlon RCH inactive (n = 8) vs sujets contrdles (n = 8) gRT-PCR Fasseu et al ., 2010
et 324-3p
miR-9, 126, 1304, 181c, 375,
26a, 29b, 30b, 34c-5p, 126,
127-3p, 133b, 155, 1964, 324- Cdlon MC active (n = 8) vs sujets controles (n = 8) gRT-PCR Fasseu et al ., 2010
3p, 21, 22, 29c, 31, 1064,
1464, 146b-3p, et 150
miR-9, 30a, 30c, 223, 264,
29b, 30b, 34c-5p, 126, 127-3p,
133b, 155, 196a, 324-3p, 21, Colon MC inactive (n = 8) vs sujets controles (n = 8) gRT-PCR Fasseu et al., 2010
22, 29c, 31, 106a, 1464, 146b-
3p, et 150
iR-150, 196b, 199a-3p, 199b-5 . Lo I
m ; » 1998-3, P Célon RCH inactive (n = 8) vs MC inactive (n = 8) gRT-PCR Fasseu et al ., 2010
223, et 320a
miR-7 Cblon MC active (n = 8) vs sujets controles (n = 6) gRT-PCR Nguyen et al., 2010
miR-150 Colon RCH active (n = 5) vs sujets contrdles (n = 4) gRT-PCR Bian et al ., 2011
miR-196 Cdlon MC active (n = 83) vs sujets contrdles (n = 67) gRT-PCR, Hybridation in situ Brest et al ., 2011
miR-143 et 145 Cdlon RCH active (n = 8) vs sujets contréles (n = 8) gRT-PCR Pekow et al., 2012
miR-20b Cblon RCH active (n = 20) vs sujets contréles (n = 20) Microarray et gRT-PCR Coskun et al ., 2013
let-7e Colon RCH inactive (n = 19) vs sujets contrdles (n = 20) Microarray et gRT-PCR Coskun et al ., 2013
miR-98 Colon ZgH inactive (n = 19) vs RCH active (n = 20) et sujets contrdles (n = Microarray et gRT-PCR Coskunetal., 2013
miR-18a, 629, let-7b, 140-3p, . o o .
4224, 885-5p, 328 Caolon MC active (n =9) vs MC inactive (n =9) Microarray et gRT-PCR Iborra et al., 2013
iR- 48a- . I .
rlr;6b650, 548a-3p, 630, 489, Coélon RCH active (n =9) vs RCH inactive (n =9) Microarray et gqRT-PCR Iborra et al., 2013
miR-19b, 23b, 1063, 629 Cdlon MC (n = 14) vs sujets controles (n = 11) gRT-PCR Linetal., 2013
miR-19b, 106a, 629 Cblon MC (n=14) vs RCH (n=12) gRT-PCR Linetal., 2013
miR-30¢ et 130a lléon MC active (n = 10) vs MC inactive (n = 10) ; RCH (1= 20) vs suets o0 g Nguyen et al., 2014
controles (n = 13)
miR-106b et 93 Colon MC active (n =22) vs MC inactive (n = 16) et sujets controles (n = 41) Hybridation in situ, Immunohistochimie Lu et al., 2014
miR-31, 146a, 206, 424, 663, N _ _ - _ .
194, 216b, 548¢, 559 Cdlon MC (n=9) et RCH (n = 10) vs contrdles (n = 18) gRT-PCR Linetal., 2014
miR-31, 146a, 206, 424 Colon MC (n = 9) vs RCH (n = 10) gRT-PCR Lin et al., 2014
miR-155 Cdlon RCH active (n = 20) vs sujets contrdles (n = 16) Microarray et gqRT-PCR Min et al., 2014
miR-31-5p, 203 Célon MC (n = 21) vs sujets contrdles (n = 14) gRT-PCR Peck et al., 2015
miR-31, 101, 146a Colon MC (n > 20) vs sujets controles (n > 20) Microarray et gRT-PCR Schaefer et al., 2015
miR-19a, 21, 31, 101 Colon RCH (n > 20) vs sujets contrdles (n > 20) Microarray et qRT-PCR Schaefer et al., 2015
miR-4284 Cdlon RCH (n = 26) vs sujets contrdles (n = 19) gRT-PCR Koukos et al., 2015
miR-595 et 1246 Célon MC active vs MC inactive ; RCH active vs RCH inactive Microarray et qRT-PCR Krissansen et al., 2015
miR-192-5p 1léon MC active (n = 16) vs sujets contrdles (n =10) Microarray et qRT-PCR Guo et al., 2015
miR-495-5p, let-7b-5p 11éon MC non active (n = 16) vs sujets contrdles Microarray et qRT-PCR Guo et al., 2015
miR-361-3p, 124-3p 11éon MC active (n = 16) vs MC non inactive (n = 16) Microarray et gRT-PCR Guo et al., 2015
rl‘;i'zlﬂb' 383,615, 1826et 50 MC (n=19) vs RCH (n = 30) Séquencage et gRT-PCR Linetal., 2016
miR-18a, 20a, 21, 31, 99a,
99b, 100, 1254, 126, 142-5p,  Colon MC (n = 25) vs sujets controles (n = 11) Séquencage et gqRT-PCR Béres et al., 2017

146a, 185, 204, 221 et 223

miR-31, 125a, 146a et 142-3p

Cadlon inflammé

MC (n=15) vs RCH (n = 10)

Séquencage et gqRT-PCR

Béres et al., 2017

miR-203a-3p, 194-5p,192-5p, 215-

5p, 10b-5p, 10a-5p, 337-5p,-582-
5p, 223-3p

Célon sigmoide et
iléon terminal

MC inactive (n = 23) vs sujets controles (n = 38)

Mohammadi et al.,

NanoString miRNA expression assay 2019




la RCH. En effet, 8 miARN du sang périphérique permettaient de distinguer la MC de la RCH en
phase active des maladies (Wu et al., 2011). Deux miARN, les miR-598 et miR-642,
différentiellement exprimes dans le plasma de patients atteints de MC ou de RCH permettraient eux
aussi de distinguer ces deux pathologies (Netz et al., 2018). Enfin, un panel de 6 miARN
différentiellement exprimés dans les biopsies de patients atteints de MC ou RCH permet de

discriminer ces deux pathologies (Schaefer et al., 2015) (Tableaux 5 et 6).

Les miARN pourraient également aider a I’identification du phénotype clinique et a la
prédiction de 1’évolution des MICI. En effet, des polymorphismes des génes codant les miR-122 et
miR-196a2 ont été associés a une MC iléale et a une RCH latérale gauche, tandis qu’un
polymorphisme du géne codant le miR-124a a été associé a une MC colique (Ciccacci et al., 2017).
L’analyse d’un panel de 5 miARN dans des biopsies coliques permettrait de stratifier les patients
atteints de MC en fonction du phénotype de la maladie (pénétrante ou non, sténosante ou non) tandis
que I’analyse du niveau du miR-215 dans ces biopsies prédirait la probabilité de progression vers

une maladie pénétrante ou sténosante (Peck et al., 2015).

L’expression différentielle des miARN au niveau circulant ou fécal pourrait aider a estimer
I’activité de la MC. Les patients atteints de MC active présentent une augmentation des miR-188-
5p et miR-877 et une diminution des miR-140-5p, miR-145, miR-18a, miR-128 au niveau sérique
comparativement aux patients atteints de MC inactive (Iborra et al., 2013). Une augmentation du
niveau des miR-595 et miR-1246 dans le sérum (Krissansen et al., 2015) et une diminution du miR-
125a dans le plasma (Sun et al., 2017) ont été rapportées chez les patients atteints de MC active
comparativement aux patients présentant une MC inactive. Les niveaux de 3 autres miARN du
sérum, les miR-1286 et miR-1273d (Oikonomopoulos et al., 2016), ainsi que le miR-146b-5p (Chen
et al., 2019) ont été significativement corrélés a I’activité de la MC et présentent une spécificité
plus importante que la protéine C réactive couramment utilisée pour déterminer 1’activité de la
maladie. Une augmentation des miR-155 et miR-223 au niveau fécal a été rapportée chez les
patients atteints de MICI comparativement aux patients contréles et leur expression est corrélée a
d’autres marqueurs tels que la calprotectine fécale ou la protéine C réactive, suggérant que les
miARN fécaux pourraient également étre utilisés en tant que biomarqueurs dans le diagnostic des
MICI (Schdnauen et al., 2018).

1.3.3 Traitements cliniques conventionnels

Aucun traitement n’est actuellement en mesure de guérir la MC. Les thérapies utilisées a
I’heure actuelle ont pour objectif le traitement symptomatique des poussées et la prévention des

récidives. Cependant, 1’arsenal thérapeutique ne cesse de s’étoffer et deux stratégies principales
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Figure 14 : Approche thérapeutique dans le traitement de la maladie de Crohn.

La premiere stratégie dite Step-up consiste en une approche thérapeutique progressive en fonction de
I’activité de la maladie pouvant ainsi aller de I’utilisation d’anti-inflammatoires non stéroidiens jusqu’a
un recours a la chirurgie dans les cas les plus séveres. La seconde stratégie, dite Top-down, consiste en

un traitement intensif par biothérapies (anti-TNF-a, anti-intégrine a4f7...) associé le plus souvent a des
immunosuppresseurs des le début de la thérapie.



s’opposent : (i) la stratégie ascendante classique dite Step-up et (ii) la stratégie descendante dite

Top-down (Figure 14).

Le principe de la stratégie ascendante classique Step-up est d’adapter progressivement les
traitements en fonction de la sévérité et de I’évolution de la maladie. En présence de poussées
legeres de la MC, des anti-inflammatoires non stéroidiens tels que les dérivés salicylés
(salazosulfasalazine [Salazopyrine®], olsalazine [Dipentum®] et la meésalazine [Pentasa®,
Rowasa®]) sont utilisés. En cas de poussées modérées de la maladie, un traitement associant des
anti-inflammatoires non stéroidiens et des corticoides tels que le budésonide (Pulmicort®) et le
prédnisolone (Solupred®) est privilégié. Puis en cas de rechute et d’évolution sévére de la MC, des
immunosuppresseurs comme 1’azathioprine (Imurel®, méthotrexate) peuvent étre employés et en
cas d’échec, des anticorps monoclonaux dirigés contre le TNF-a tels que I’ Infliximab (Rémicade®),
I’Adalimumab (Humira®) et le Certolizumab (Cymzia®), efficaces chez les patients ayant une
atteinte trés sévere de MC, sont utilisés (Chang and Hanauer, 2017). D’autres anticorps
monoclonaux ont été récemment montrés comme prometteurs et efficaces dans le traitement de la
MC : le Vedolizumab, un anticorps monoclonal anti-intégrine a4f7, protéine permettant aux
leucocytes d’adhérer a 1’endothélium au niveau du tube digestif (Sandborn et al., 2013),
I’Ustekinumab, un anticorps monoclonal dirigé contre la sous-unité p40 de I’'IL-12 et I’IL-23 et
efficace a long terme (Sandborn et al., 2018) et le MEDI2070, un anticorps dirigé contre la sous-
unité p19 de I’'IL-23 (Sands et al., 2017). En cas d’évolution défavorable de la maladie ou de
survenue de complications (sténoses, fistules), I’acte chirurgical (résection de tout ou d’une partie
de D’intestin ulcéré) est nécessaire. Cinquante pour cent des patients subissent une intervention
chirurgicale dans les 10 ans qui suivent le diagnostic de la MC et un tiers d’entre eux auront recours
a la chirurgie plusieurs fois (Cosnes et al., 2012). Cependant, I’exérése des segments atteints ne
protége pas des récidives. Il semblerait que les récidives post-opératoires soient plus fréquentes
dans les formes inflammatoires de MC que dans les formes avec complications, comme des sténoses

ou encore des occlusions (Buisson et al., 2012).

La stratégie descendante Top-down repose sur un traitement intensif par biothérapie dés les
premiéres poussées de la maladie. Cette stratégie thérapeutique agressive précoce fait donc
directement appel a des anticorps anti-TNF-a associés a des immunosuppresseurs. Il a ét¢ montré
dans I’essai clinique de D’Haens, réalis¢é sur 129 malades naifs pour les corticoides, les
immunosuppresseurs et les anti-TNF-a, que la rémission clinique et la guérison endoscopique était
plus fréquemment observée suite a I’utilisation d’une stratégie Top-down comparativement a une
stratégie Step-up (61,5% versus 42,2% respectivement). Toutefois, cette différence n’est plus
significative au-dela d’un an de traitement (D’Haens et al., 2008). Ainsi plusieurs questions restent

a éclaircir concernant 1’utilisation d’un traitement initial fort : (i) quels sont les risques de cette
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stratégie chez des patients qui n’auraient peut-étre eu qu’une évolution légere de la maladie ?, (ii)
quelle sera la tolérance a long terme de ce genre de traitement ? En 1’état actuel des connaissances,
il est donc difficile de conclure sur la meilleure option de traitement des patients atteints de MC

mais il est trés probable qu’a I’avenir des traitements a la carte soient de plus en plus privilégiés.
1.3.4  Approches thérapeutiques ciblant les agents infectieux

Etant donné le nombre croissant d’arguments en faveur d’une étiologie infecticuse de la
MC, des approches thérapeutiques visant a manipuler le microbiote intestinal ont été développées
et reposent sur 1’utilisation d’antibiotiques, de prébiotiques, de symbiotiques et de probiotiques et

sur la transplantation du microbiote fécal.

1.3.4.1 Antibiotiques

L’effet bénéfique des antibiotiques a large spectre dans le traitement de la MC a été suggéré
suite & la méta-analyse de 10 études cliniques comparant I’effet de ce type de traitement sur la MC
a celui d’un placebo (Wang et al., 2012b). Une thérapie basée sur la ciprofloxacine est aussi efficace
que la mésalazine dans le traitement de la MC (Colombel et al., 1999). Un essai clinique mené dans
des centres américains et canadiens a rapporté que le métronidazole, un antibiotique actif contre les
bactéries anaérobies strictes, est plus efficace chez les patients atteints de MC qu’un placebo, que
ce soit a faible ou a forte dose (10 ou 20 mg/kg par jour) (Sutherland et al., 1991). La combinaison
de la ciprofloxacine et du métronidazole s’est avérée efficace dans le traitement des phases aigiies
de la maladie (Prantera et al., 1996). Un traitement combingé a 1’azithromycine et au métronidazole
présente également un effet bénéfique comparativement au métronidazole seul, avec 1’obtention
d’une rémission dans 66 % des cas contre 39 % des cas respectivement ainsi qu’une diminution
significative de la calprotectine fécale dans le groupe azithromycine/métronidazole (Levine et al.,
2019).

Malgré D’efficacité des antibiotiques dans certains cas, des effets secondaires ont été
recensés tels que des effets non spécifiques contre le microbiote, la possibilité du developpement
de résistances et le risque de surinfection a Clostridium difficile. Les antibiotiques ont néanmoins

été recommandeés en tant que seconde ligne thérapeutique pour la MC (Nitzan et al., 2016).

1.3.4.2 Prebiotiques, probiotiques et symbiotiques

Puisqu’une dysbiose intestinale a été proposée comme causant la MC chez des individus
génétiquement prédisposés, des stratégies thérapeutiques basées sur 1’utilisation de prébiotiques,
probiotiques et symbiotiques ont été développées afin de moduler le déséquilibre du microbiote

intestinal observé chez les patients atteints de MC.
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Les prébiotiques sont des aliments non digestibles comme les oligosaccharides ou les fibres
alimentaires qui améliorent la croissance et I’activité du microbiote intestinal résident de facon
bénéfique pour I’hote. Bien que certaines études aient rapporté que 1’administration de prébiotiques
permettrait de diminuer I’activité de la MC en modifiant la composition du microbiote intestinal,
d’autres études ont rapporté aucun effet des prébiotiques sur ce point (Floch, 2018). Ainsi, malgré
les aspects prometteurs de 1’utilisation des prébiotiques dans le traitement de la MC, les données

expérimentales ne sont pas suffisantes pour conclure quant a leur efficacité.

Les mécanismes d’action des probiotiques dépendent de la souche microbienne et peuvent
passer par des interactions compétitives avec les entéropathogénes, la production de métabolites
anti-microbiens, des effets sur I’épithélium, et I’immunomodulation (Veerappan et al., 2012).
Plusieurs souches de probiotiques ont été testées pour I’induction de la rémission et la prévention
de la rechute chez les patients atteints de MC. Au total, 12 études concernant la supplémentation en
probiotiques des patients MC ont été menées, dont 7 ne présentant pas d’effet bénéfique des
probiotiques (Coqueiro et al., 2019). Ainsi, les propriétés thérapeutiques des probiotiques dans la
MC demeurent controversées et la supplémentation en probiotiques a été considérée comme
inefficace dans I’induction et le maintien de la rémission chez les patients atteints de MC dans les
derniéres directives concernant la nutrition clinique des patients atteints de MICI publiées par
I’European Society for Parenteral and Enteral Nutrition (ESPEN) (Forbes et al., 2017).

Les symbiotiques correspondent a une combinaison de probiotiques et de prébiotiques dans
laquelle les prébiotiques augmentent la survie des souches probiotiques et stimulent I’activité de la
microflore de 1’héte. Trois études cliniques concernant la supplémentation en symbiotiques des
patients atteints de MC ont été menees, dont une ne présentant pas d’effet bénéfique pour ces
composés (Wasilewski et al., 2015). Ainsi, comme pour les prébiotiques et les probiotiques, les

effets bénéfiques des symbiotiques demeurent controversés dans le traitement de la MC.

1.3.4.3 Transplantation de microbiote fécal

Etant donné le r6le potentiel joué par le microbiote intestinal dans la pathogenese de la MC,
la transplantation de microbiote fécal a été considérée comme nouvelle approche thérapeutique. Le
transfert du microbiote fécal a depuis longtemps été utilisé dans le traitement de 1’infection
récalcitrante a Clostridium difficile avec un taux d’efficacité de plus de 80 %, a la fois lors d’une
administration par coloscopie ou par administration orale de selles encapsulées (Saha and Khanna,
2019). Des transplants de microbiote fécal ont également été utilisés pour prendre en charge les
infections a C. difficile chez les patients atteints de MC, et se sont avérés efficaces chez la majorité
des patients avec une diminution ou une résolution complete de la diarrhée associée a I’infection

(Anderson et al., 2012). Concernant le traitement des MICI, une analyse systématique de 18 études
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portant sur I’effet d’une transplantation de microbiote fécal ayant inclus 122 patients atteints de MC
ou de RCH a rapporté 1’entrée en rémission de 22 % des patients atteints de RCH et 61 % des
patients atteints de MC (Colman and Rubin, 2014). De méme, une étude menée sur 19 patients
atteints de MC a montré qu’une transplantation de microbiote fécal par coloscopie, en une dose
unique, permet d’améliorer la symptomatologie clinique de 58 % des patients traités (Vaughn et al.,
2016). Cette observation est accompagnée d’une augmentation du niveau de Treg au niveau de la
lamina propria des patients receveurs ainsi que d’une plus grande diversité microbienne, suggérant
un rétablissement de la balance microbienne et une diminution de I’inflammation (Vaughn et al.,

2016).

Apres une transplantation de microbiote fécal, 30 a 50 % du microbiote bactérien du
donneur persiste chez le receveur (Li et al., 2016c). Malgré la possibilité d’une survenue d’effets
indésirables généralement légers a modérés et touchant environ 10 % des patients (Wang et al.,
2016d) et I’absence de recul quant aux conséquences a long terme, la transplantation de microbiote

fecal dans le cadre les MICI semble, a I’heure actuelle, étre une stratégie prometteuse.

1.3.4.4 Potentiel thérapeutique des miARN

Les miARN pourraient jouer un role dans la thérapie de la MC. le miR-19b, diminué au
niveau intestinal chez les patients atteints de MC en phase active de la maladie, permet de réguler
directement 1’expression de SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3), modulant ainsi la
production de cytokines pro-inflammatoires et limitant I’inflammation (Cheng et al., 2015a).
L’administration d’'un miARN précurseur du miR-19b au niveau du cdlon de souris traitées au
TNBS diminue le score histologique et améliore I’inflammation (Cheng et al., 2015a). De méme,
dans un modele murin de colite induite au DSS, ’administration intrapéritonéale d’un vecteur
permettant la surexpression du miR-146b permet d’améliorer la fonction barriere de 1’épithélium et
de limiter I’inflammation en diminuant indirectement 1’expression de 1’ubiquitine ligase SIAH2
(Seven in absentia homolog 2) et I’'ubiquitinylation des protéines TRAF (TNF receptor-associated
factor), activant ainsi la voie NF-xB (Nata et al., 2013). Enfin, des microspheres contenant le miR-
31 administrées au niveau du cblon a des souris présentant une colite suite a un traitement au DSS
ou au TNBS sont retrouvées au niveau de 1’épithélium du c6lon et diminuent ’intensité de la colite,
permettant la régénération de 1’épithélium (Tian et al., 2019). Nous avons montré in vitro et in vivo
que I’inhibition des miR-30c et miR-130a dans les cellules épithéliales en utilisant les miARN anti-
sens correspondants abolit I’inhibition de 1’autophagie induite par les AIEC, permettant ainsi
d’établir une élimination efficace des AIEC et d’inhiber I’inflammation intestinale (Nguyen et al.,
2014). Ceci suggere que le ciblage de ces miARN pourrait étre une stratégie thérapeutique

prometteuse dans le cadre du traitement des patients porteurs d’AIEC.

33



1. Escherichia coli adhérents et invasifs et maladie de Crohn

1.1 Le pathovar AIEC associé a la maladie de Crohn
IL1.1  Geénéralités

D’apres les caractéristiques pathogéniques des souches d’E. coli associées a la MC qui ne
présentent aucun facteur de virulence retrouvés chez les autres pathotypes d’E. coli, un nouveau
groupe d’E. coli pathogénes associé a la MC a été créé et dénommé AIEC pour adherent-invasive
E. coli (Darfeuille-Michaud et al., 2004). Les critéres d’inclusion dans ce groupe sont (i) la capacité
a adheérer et envahir les cellules épithéliales intestinales selon (ii) un processus dépendant du
recrutement des microtubules et des microfilaments, (iii) 1’absence de facteurs d’invasion connus,
et (iv) la capacité a survivre et se multiplier fortement au sein de larges vacuoles dans les
macrophages sans induire de mort cellulaire (Darfeuille-Michaud et al., 2004). Depuis la définition
du pathovar AIEC, d’autres propriétés de virulence de ces bactéries ont été mises en évidence, telles
que leur capacité a moduler la composition du microbiote intestinal, a déstabiliser 1’épithélium

intestinal et a induire la formation de granulomes in vitro.

A T’heure actuelle, aucun outil moléculaire ne permet d’identifier le pathotype AIEC. Les
techniques actuelles reposent sur un screening phénotypique des isolats, un processus
particulierement long. Une étude de génomique comparative a cependant pu mettre en évidence des
SNP dans le génome des AIEC comparativement aux souches non AIEC, facilitant I’identification
des AIEC avec une précision de 84 % (Camprubi-Font et al., 2018). De plus, les souches AIEC
présenteraient une prévalence plus importante du géne pic, impliqué dans la capacité d’invasion des
souches, ainsi qu’une résistance plus importante a I’ampicilline comparativement aux souches non-
AIEC (Camprubi-Font et al., 2019). L’association de ces deux caractéristiques permettrait de
classifier les isolats d’E. coli selon leur phénotype avec une précision de 75,5 % (Camprubi-Font et
al., 2019). Les résultats de ces deux etudes ouvrent ainsi la voie a une caractérisation rapide du
pathotype AIEC. Enfin, une méthode chimique basée sur 1’utilisation de papier contenant des fibres
de cellulose sur lesquelles sont greffés des résidus mannose permettraient de lier sélectivement le
résidu FimH des AIEC et donc de détecter la présence des bactéries AIEC dans une suspension
(Cauwel et al., 2019).

I1.1.2  Prévalence chez les patients atteints de MC

Selon les études, les souches AIEC associées a la muqueuse intestinale sont retrouvées chez
35 a 50 % des patients atteints de MC au niveau de la portion néoterminale de 1’iléon contre
seulement 6 & 16 % des contrdles (Darfeuille-Michaud et al., 2004; Martinez-Medina et al., 2009a).

Par conséquent, les individus sains peuvent étre porteurs de souches AIEC sans pour autant
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développer de MC. Les AIEC agissent en tant que « pathobiontes » dans la MC, c’est-a-dire des
bactéries commensales ou pathogenes opportunistes ayant acquis des mutations patho-adaptatives,
qui tirent avantage des prédispositions génétiques et des facteurs environnementaux particuliers

pour entrainer la pathologie.

Certains genotypes d’E. coli sont plus fréquemment associés aux lésions iléales de la MC
(Masseret et al., 2001) et chaque patient pourrait porter plusieurs souches d’E. coli (Tyakht et al.,
2018). Plusieurs genomes de souches AIEC ont été sequencés et la comparaison de leurs séquences
génomiques a révélé une population hétérogene avec une grande diversité génétique et un profil
génomique semblable aux souches d’E. coli pathogénes extra-intestinales (EXPEC, extraintestinal
pathogenic E. coli) (Smith et al., 2013). La souche AIEC de référence LF82, isolée au niveau d’une
Iésion iléale chronique chez un patient atteint de MC, a plus particulierement été étudiée (Darfeuille-
Michaud et al., 1998, 2004). Cette souche est phylogénétiquement proche des souches E. coli
pathogenes aviaires (APEC-01, avian pathogenic E. coli strain 01), des souches E. coli associées
aux méningites (NMEC S88, meningitis-associated E. coli strain S88) et des souches E. coli
uropathogénes (UPEC UTI89, uropathogenic E. coli strain UTI89) (Miquel et al., 2010).

1.2 Caractéristiques pathogenes des AIEC

I1.2.1  Traversée de la couche de mucus

Les pathovars d’E. coli peuvent pénétrer la couche de mucus en sécrétant des protéases
capables de dégrader ce mucus (McGuckin et al., 2011). Une protéase sécrétée par les AIEC, la
Vat-AlIEC dégradant le mucus et notamment MUC?2, contribue a la colonisation intestinale par les
AIEC en modéle murin en favorisant la dissemination des bactéries au travers de la couche de mucus
et I’adhésion des AIEC aux cellules épithéliales intestinales (Gibold et al., 2016).

De nombreux pathogénes intestinaux résistent aux peptides antimicrobiens présents dans la
couche de mucus grace a des systemes de modifications enzymatiques modifiant leur LPS ou a des
protéases de membrane externe clivant les peptides antimicrobiens (Band and Weiss, 2014). La
souche AIEC NRG857c posséde un flot génomique plasmidique (appelé PI-6) codant pour une
protéase de membrane externe (ArlC) et une protéine de la famille Mig-14 (ArlA) lui conférant une
résistance aux défensines et aux peptides cationiques a hélice a, des peptides antimicrobiens

communément retrouves au niveau intestinal (McPhee et al., 2014).
11.2.2  Interaction des AIEC avec les cellules épithéliales intestinales

Une fois arrivées au niveau de la barriere épithéliale, les AIEC adhérent fortement et
colonisent les cellules épithéliales intestinales avant de les envahir et de rejoindre le compartiment

sous-muqueux. Lors d’une inflammation intestinale, la barriere épithéliale est dérégulée et des
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récepteurs spécifiques sont anormalement exprimés au niveau de cet épithélium, augmentant la

pathogenése des AIEC et la perméabilité intestinale (Smith et al., 2013).

11.2.2.1 Adhésion aux cellules épithéliales intestinales

Les AIEC sont caractérisees par leur capacité a adhérer et envahir les cellules épithéliales
intestinales mais également a coloniser I’intestin de souris génétiquement prédisposées et & induire
une inflammation intestinale (Carvalho et al., 2009; Darfeuille-Michaud et al., 2004). Le phénotype
adhérent et invasif des AIEC est facilité par plusieurs structures retrouvées a la surface des bactéries.
Par exemple, I’expression de domaines de liaison a la chitine a la surface des AIEC permet leur
adhésion aux récepteurs chitinase-like de différentes lignées de cellules épithéliales intestinales
humaines et de 1’épithélium intestinal de modéle murin de colite induite au DSS (Low et al., 2013).
L’adhésion des AIEC a 1’épithélium de I’hote est également médiée par I’interaction entre les pili
de type 1 (notamment 1’adhésine FimH) exprimés a la surface des AIEC et le récepteur CEACAM
(carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules) 6 porteur de résidus oligomannose et
retrouvé au niveau de la bordure en brosse des entérocytes de 1’iléon (Barnich et al., 2007; Boudeau
et al., 2001). Grace au séquencage du géene fimH de 45 souches AIEC et 47 souches non-AIEC
isolées de patients atteints de MC et de contréles, une corrélation entre certaines substitutions
d’acides aminés et la capacité¢ d’adhésion des souches aux cellules épithéliales intestinales a été
observée (Dreux et al., 2013). De plus, ces SNP dans le géne fimH sont importants pour la
colonisation du tractus digestif et I’induction de I’inflammation dans un mod¢le murin transgénique
CEABAC10 exprimant le récepteur humain CEACAMG6 (Dreux et al., 2013). Ces résultats révélent
un mécanisme d’évolution des AIEC ayant permis de sélectionner des mutations patho-adaptatives
leur conférant une forte capacit¢ d’adhésion a 1’épithélium intestinal et une résistance a
I’élimination via le péristaltisme intestinal (Dreux et al., 2013). Le récepteur CEACAMG est
anormalement exprimé au niveau de la bordure en brosse des entérocytes de la muqueuse iléale
1ésée chez 35% des patients atteints de MC, ce qui n’est pas observé chez des sujets contrdles,
favorisant la colonisation de la muqueuse iléale par les AIEC (Barnich et al., 2007). Les AIEC
peuvent également promouvoir leur propre colonisation de maniere indirecte via 1’activation des
cytokines pro-inflammatoires augmentant 1’expression du récepteur CEACAMG6 par les cellules
épithéliales intestinales de I’iléon (Barnich et al., 2007) et du cdlon (Mazzarella et al., 2017),
favorisant ainsi 1’attachement et 1’internalisation des AIEC. De plus, les cellules épithéliales
intestinales en apoptose exposent a leur surface des récepteurs CEACAMG6 fortement

oligomannosylés, favorisant encore plus la colonisation par les AIEC (Dumych et al., 2018).

Les flagelles, exprimés par les AIEC en présence d’acides biliaires ou de mucines (Sevrin

et al., 2018), permettent a ces bactéries de traverser la barriére protectrice de mucus pour atteindre
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la surface de I’épithélium (Sevrin et al., 2018) puis adhérer et envahir les cellules épithéliales
(Barnich et al., 2003; Sevrin et al., 2018). En effet, le mutant isogénique de la souche AIEC LF82
délété du gene fliC codant la flagelline FIiC n’est plus capable d’adhérer ni d’envahir les cellules
épithéliales intestinales en culture (Barnich et al., 2003) ni de rejoindre la surface de 1’épithélium
chez des souris monocolonisées (Sevrin et al., 2018). D’autre part, ce mutant n’exprime plus que
quelques pili de type 1 (Barnich et al., 2003). Une expression induite des pili de type 1 chez le
mutant isogénique LF82-AfliC par transformation avec un plasmide recombinant codant 1’opéron
fim ne restaure pas totalement les niveaux d’adhésion et d’invasion (Barnich et al., 2003). Une étape
de centrifugation permet de restaurer totalement 1’adhésion mais pas I’invasion du mutant
isogénique déléte du geéne fliC chez lequel une expression des pili de type 1 a été induite. L’absence
de motilit¢ ne permet donc pas d’expliquer a elle seule la diminution du pouvoir d’invasion
observée. Les flagelles joueraient donc un role dans le processus d’invasion chez la souche AIEC
LF82 en permettant sa motilité, mais également soit directement comme appareil de sécrétion pour
des facteurs de virulence intervenant dans I’invasion comme déja rapporté chez Campylobacter spp.
(Guerry, 2007), soit indirectement en controlant 1I’expression de facteurs de virulence autres que les

pili de type 1.

Les long polar fimbriae (LPF), dont le r6le a déja éte décrit chez Salmonella enterica
serovar Typhimurium (Baumler et al., 1996), sont de longues structures filamenteuses présentes
aux poles de la bactérie. Ces fimbriae sont des adhésines indispensables a 1’adhésion des bactéries
aux cellules M des plaques de Peyer, qui serviraient de porte d’entrée alternative pour le passage
des AIEC vers la lamina propria. Une étude menée in vitro sur des monocouches de cellules M
humaines et ex vivo sur des plaques de Peyer humaines ou murines isolées a montré la capacité de
la souche E. coli LF82 & adhérer a ces plaques via I’interaction des LPF (Chassaing et al., 2011),
dont I’expression est activée en présence de sels biliaires (Chassaing et al., 2013), avec les
glycoprotéines 2 exprimées au pdle apical des cellules M des plagues de Peyer isolées de souris
nod2” et de transloquer au travers d’une monocouche de cellules M (Chassaing et al., 2011). La
translocation des AIEC au travers de 1’épithélium associé¢ aux follicules est également dépendante
du LPF bactérien et de I’expression de CEACAMBS6 par les cellules de cet épithélium (Keita et al.,
2019). De plus, les souches AIEC portant le géne codant le facteur GIPA (growth in Peyer’s
patches) portent également 1’opéron IpfA (Vazeille et al., 2016). La mutation du gene gipA abolit la
capacité des souches AIEC a interagir avec les plaques de Peyer et a les envahir in vitro et in vivo
en modeéle murin CEACAC10, mais egalement a transloquer au travers de la barriere intestinale, ce
qui se manifeste par une quantité diminuée de bactéries au niveau des ganglions lymphatiques

mésentériques (Vazeille et al., 2016).
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Figure 15 : Clichés de microscopie électronique a transmission de cellules épithéliales Hep-2
infectées par la souche E. coli LF82.

A. Adhésion et invasion de la souche E. coli LF82 a la cellule hdte (x 6200). B. Formation d’extensions
membranaires par la cellule hote infectée qui englobent les bactéries adhérentes en vue de leur
internalisation (x 21 600). C. Lyse de la vacuole d’endocytose contenant les bactéries LF82 (x 28 800)
(Boudeau et al., 1999).



Enfin, les AIEC peuvent former des biofilms (Martinez-Medina et al., 2009b). Cette
capacité requiert le facteur bactérien oE codé par le géne rpoE (Chassaing and Darfeuille-Michaud,
2013) et activé en réponse a différents stress interférant avec la production ou le repliement des
protéines de membrane externe tels que la pression osmotique rencontrée dans le tractus gastro-
intestinal (Rolhion et al., 2007). Le facteur oE régule I’expression de génes codant des enzymes
périplasmiques participant au repliement des enzymes de 1’enveloppe bactérienne, a la synthese du
LPS bactérien (Rezuchova et al., 2003) et régule également 1’expression de 1’opéron waaWVL
essentiel pour la formation de biofilms et la colonisation de la muqueuse intestinale par les AIEC
(Chassaing et al., 2015b).

11.2.2.2 Invasion des cellules épithéliales intestinales

Les bactéries AIEC sont capables d’envahir, de persister, et dans certains cas de se répliquer
au sein des cellules épitheliales intestinales. Plusieurs souches AIEC expriment I’invasine IbeA,
une protéine importante pour I’invasion des cellules Caco-2 et des cellules M in vitro (Cieza et al.,
2015). A I’heure actuelle, IbeA est la seule invasine identifiée chez les AIEC. La délétion d’TbeA
diminue mais n’altére pas totalement la capacité des AIEC a envahir les cellules épithéliales
intestinales, suggérant que les AIEC posséderaient d’autres invasines non caractérisées (Cieza et

al., 2015).

Une étude menée in vitro a permis de démontrer que le phénoméne d’internalisation de la
souche LF82 dans les cellules épithéliales intestinales telles que les cellules HEp-2 nécessite une
polymérisation active d’actine et le recrutement des microtubules permettant 1’émission
d’élongations membranaires a la surface des cellules infectées, englobant alors les bactéries
adhérentes (Figure 15) (Boudeau et al., 1999). De telles modifications morphologiques ont
également été observées lors de la macropinocytose induite par Shigella spp. ou Salmonella spp. en
injectant des protéines effectrices dans les cellules hotes via leur systeme de sécrétion de type IlI
(T3SS) (Dunn and Valdivia, 2010). Cependant, ’analyse du génome de la souche E. coli LF82 n’a
pas permis de mettre en évidence de déterminants génétiques d'invasion connus chez Shigella spp.
ou chez d’autres pathovars d’E. coli (Boudeau et al., 1999). Bien que ne possédant pas de T3SS,
le génome de multiples souches AIEC code pour les composants de deux systemes de sécrétion de
type VI (T6SS) (Miquel et al., 2010), une structure de surface permettant aux bactéries a Gram
négatif de transloquer des protéines effectrices dans d’autres bactéries ou dans des cellules
eucaryotes (Navarro-Garcia et al., 2019). Décrit a 1’origine pour son role dans la compétition inter-
bactérienne, le T6SS est aujourd’hui reconnu pour avoir un large éventail de fonctions. Chez
certaines bactéries, le T6SS est par exemple impliqué dans la diminution des réponses immunitaires

de I’hote, I’augmentation de la multiplication intracellulaire en macrophages ou encore I’interaction
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Figure 16 : Vésicules de membrane externe.

A. Clichés de microscopie électronique a transmission d'OMV purifiées a partir de surnageant de culture
de Pseudomonas aeruginosa et colorées négativement, échelle : 250 nm. B. Coupe fine d'une bactérie a
Gram négatif isolée au sein d'un biofilm de riviére et produisant des quantités importantes d'OMV,
échelle : 1 um. C. Coupe fine de P. aeruginosa montrant le bourgeonnement de la membrane externe
precédant la libération d'OMV dans le milieu extracellulaire, échelle : 250 nm (modifiée d’aprés
Beveridge, 1999).

Non infecté AIEC LF82

Z0O-1/F-actine

E-cadhérine/F-actine

Figure 17 : Altération de la barriere épithéliale intestinale par la souche d’E. coli LF82.

L’infection de cellules Caco-2 différenciées par la souche de E. coli LF82 induit une déstabilisation des
jonctions serrées visualisée par la redistribution des protéines ZO-1 (rouge) et E-cadhérine (rouge). Le
cytosquelette d’actine apparait en vert (modifiée d’apres Sasaki et al., 2007).



avec le systéme de microtubules de I’hote afin de favoriser I’internalisation des bactéries dans les
cellules hotes (Navarro-Garcia et al., 2019). La maniére dont les T6SS contribuent a la pathogenese
des AIEC reste a déterminer, mais compte tenu de leurs roles dans d’autres espéces, I’ investigation
de leur implication chez les AIEC est une piste intéressante. Bien que n’ayant pas mis en évidence
le role exact de ces systémes de sécrétion, une étude récente a montré qu’ils ne sont pas impliqués
dans I’altération de la SUMOylation (une modification post-traductionnelle au cours de laquelle un
polypeptide ubiquitine-like SUMO est attaché de maniére covalente aux protéines) des protéines
des cellules épithéliales intestinales induite par les AIEC afin d’inhiber 1’autophagie et permettre

leur survie intracellulaire (Dalmasso et al., 2019).

De nombreuses bactéries a Gram négatif produisent des OMV leur permettant d’interagir
avec des cellules eucaryotes ou d’autres cellules procaryotes (Jan, 2017). Ces vésicules, produites
par bourgeonnement de la membrane externe a la surface des bactéries, sont constituées de LPS, de
protéines de membrane externe et périplasmiques et de phospholipides et peuvent véhiculer des
adhésines, des toxines et des composés immunomodulateurs pouvant avoir un effet sur les cellules
de I’hote (Jan, 2017) (Figure 16). Comme la plupart des bactéries pathogénes (Horstman and
Kuehn, 2002; Wai et al., 1995), la souche AIEC LF82 produit des quantités plus importantes
d’OMYV qu’une souche d’E. coli K-12 non pathogéne. Ces OMV contiennent la protéine bactérienne
de membrane externe OmpA interagissant avec le récepteur cellulaire GP96 et permettent la
délivrance de facteurs bactériens facilitant I’invasion des cellules réceptrices par les AIEC (Rolhion
et al., 2005, 2010). Ces OMV pourraient également participer a la survie des bactéries AIEC dans
des compartiments endocytaires en délivrant des protéines bactériennes interférant avec la

signalisation de la cellule hote, mais si de tels effecteurs existent, ils restent a identifier.

11.2.2.3 Déstabilisation de la fonction de barriere par les AIEC

Des défauts de structure et de fonction des complexes apicaux de jonction ont été
fréquemment observés chez les patients atteints de MC et en modeles murins de MICI (Landy et
al., 2016). Une diminution de la résistance électrique transépithéliale et de 1’expression des
protéines de jonctions serrées ZO-1 et E-cadhérine a été observée suite a l’infection d’une
monocouche de cellules épithéliales intestinales Caco-2 différenciées par des souches d’E. coli
invasives isolées de patients atteints de MC et de RCH (Sasaki et al., 2007) (Figure 17). De plus,
une infection par la souche E. coli LF82 d’une monocouche de cellules épithéliales T84 ou MDCK-
I diminue I’expression de ZO-1, altérant ainsi I’intégrité de cette monocouche (Wine et al., 2009).
Une expression augmentée de la protéine de jonction CLDN2 a également été observée dans des
biopsies iléales de patients atteints de MC (Denizot et al., 2012). Chez des souris transgéniques

CEABACI10, I’infection par la souche E. coli LF82 altére I’intégrité de la muqueuse et augmente la
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Figure 18 : Effets des AIEC sur les protéines de jonction majeures et voies régulatrices dans les
cellules épithéliales.

L’internalisation indirecte des protéines de jonctions serrées par un processus de micropinocytose peut
avoir lieu suite a I’activation de NFkB de maniére dépendante du TNF-a, entrainant une augmentation
de I’expression de MLCK et une contraction du cytosquelette. L’interaction des AIEC avec les cellules
épithéliales intestinales résulte également en I’internalisation directe des protéines de jonctions serrées
ou indirecte via I’activation des cytokines pro-inflammatoires. La perméabilité intestinale est alors
compromise, permettant 1’internalisation, la survie et la réplication des AIEC, mais également I’invasion
des macrophages, exacerbant encore la perméabilité de la barriere. MLC, myosin light chain ; pMLC,
MLC phosphorylée ; MLCK, myosin light chain kinase; JAM-A, junctional adhesion molecule-A
(modifiee d’apres Shawki et McCole, 2017).

Figure 19 : Clichés de microscopie électronique a transmission de macrophages J774-Al infectés
par la souche E. coli LF82.

A. Apres 1h d’infection, les bactéries LF82 sont internalisées dans un phagosome. B. Les bactéries LF82
sont capables de se multiplier, et a 8h post-infection des vacuoles contenant plusieurs bactéries sont
observées. C. A 24h post-infection, les bactéries LF82 se trouvent dans une large et unique vacuole (x
7200) (modifiée d’apres Glasser et al., 2001).



permeabilité intestinale, des défauts corrélés a une expression anormale de la CLDN2 dans les
entérocytes (Denizot et al., 2012). Ainsi, les E. coli participeraient a I’augmentation de perméabilité
observée chez les patients atteints de MC (Figure 18). Connaissant la capacité des souches d’E.
coli a entrainer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, il reste a définir si I’impact d’une
infection sur la barriére intestinale constitue un effet direct des souches d’E. coli ou indirect via la
sécrétion de certaines cytokines par les cellules infectées modulant I’expression et la localisation

des protéines de jonction, et par consequent la fonction barriére.
I1.2.3  Interaction des AIEC avec les cellules immunitaires

Les souches AIEC isolées de patients atteints de MC sont capables, apres phagocytose par
les macrophages murins J774, de survivre et se multiplier fortement jusqu’a 48 h post-infection tout
en résistant a ’activité bactéricide de ces cellules pendant au moins 5 jours et sans induire la mort
des macrophages, ni par apoptose ni par nécrose (Figure 19). Cependant, les macrophages infectés
sécrétent des taux élevés de TNF-a (Glasser et al., 2001). La souche LF82 montre une plus forte
capacité de multiplication en macrophages dérivés de monocytes de patients atteints de MC

comparativement a des individus contrdles (Vazeille et al., 2015).

Les bactéries AIEC peuvent résister a I’acidité du phagolysosome mais également aux fortes
concentrations en especes oxygénées réactives (ROS, reactive oxygen species) produites par les
cellules lors de la réponse oxydative dirigée contre les pathogenes phagocytés (Tawfik et al., 2014).
Des génes clés favorisent la survie et la réplication des AIEC en macrophages, notamment htrA
codant pour une protéine de résistance a un stress induit par de fortes températures (Bringer et al.,
2005), dsbA codant pour une oxydoréductase (Bringer et al., 2007), hfq codant pour une chaperonne
a ARN importante pour I’adaptation des bactéries a un stress chimique (Simonsen et al., 2011) et
gipA codant pour un facteur leur permettant de coloniser les plaques de Peyer mais également de
résister a I’acidité et au stress oxydatif au sein des macrophages (Vazeille et al., 2016). L’expression
de gipA est induite par certaines conditions intracellulaires gastro-intestinales (présence d’acides
biliaires) et phagolysosomales (présence de ROS et pH acide). La délétion de gipA diminue
fortement la réponse pro-inflammatoire et la réplication des AIEC au sein des macrophages
(Vazeille et al., 2016).

La présence de granulomes épithélioides constitués principalement de macrophages, de
lymphocytes et de cellules géantes multinucléées représente 1’une des caractéristiques histologiques
de la MC. La détection d’antigénes et de I’ADN d’E. coli dans les granulomes de patients atteints
de MC renforce 1’hypothéese de 1I’implication d’E. coli dans la formation de ces structures (Liu et
al., 1995; Ryan et al., 2004). In vitro, la souche LF82 induit la formation d’agrégats de macrophages

humains infectés recrutant des lymphocytes « circulants » et contenant des cellules géantes
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Figure 20 : Cliché de microscopie électronique a balayage d'une structure granulomateuse induite
in vitro par la souche d’E. coli LF82.

Les agrégats contiennent a la fois des lymphocytes (indiqués par la fleche) et des macrophages (Meconi
et al., 2007).



multinucléées, ressemblant ainsi fortement aux granulomes associés a la MC (Meconi et al., 2007)
(Figure 20). Des extraits totaux de bactéries LF82 seuls induisent également la formation de ces
agrégats, alors que ni des souches vivantes d’E. coli non pathogenes, ni des extraits totaux de ces
souches n’induisent la formation d’agrégats, indiquant donc la présence d’antigénes spécifiques

impliqueés dans la formation des granulomes chez la souche LF82 (Meconi et al., 2007).

La souche AIEC LF82 est également capable d’envahir et de se répliquer au sein des
neutrophiles humains, mais contrairement a ce qui a été observé en macrophages et en cellules
épithéliales intestinales, cette infection induit la mort de ces neutrophiles médiée par 1’autophagie
(Chargui et al., 2012). En présence d’antibiotiques, les AIEC activent la production de ROS par les

neutrophiles, contribuant ainsi a I’inflammation intestinale (Vong et al., 2016).

I1.2.4  Induction de la production de cytokines pro-inflammatoires par les AIEC

Plusieurs études menées in vitro et in vivo ont rapporté une induction des réponses pro-
inflammatoires dans les cellules hétes par les AIEC. L’infection de macrophages par la souche
LF82 augmente la sécrétion de TNF-a, un phénomene essentiel pour la réplication intracellulaire
de la bactérie (Bringer et al., 2012). Une production accrue d’IL-8 par des cellules épithéliales
intestinales infectées par la souche LF82 a également été rapportée. Dans un modele de souris
transgéniques CEABACI10, I’infection par la souche LF82 provoque une colite sévére accompagnee
d’une augmentation des cytokines pro-inflammatoires IL-1p, IL-6 et IL-17 et d’une diminution de
la cytokine anti-inflammatoire 1L-10 (Carvalho et al., 2009). Chez des souris il107", I’infection par
les AIEC entraine la mise en place d’une inflammation chronique accompagnée d’une production
d’IL-12 et d’IL-23 au niveau intestinal et de la production d’IFN-y et d’IL-17 par les cellules T
CD4" (Schmitz et al., 2019). Par ailleurs, I’'IL-17 jouerait un role protecteur contre les AIEC en
induisant la production d’IL-22 en modéle murin de colite induite au DSS (Zhang et al., 2018b).
Enfin, les AIEC pourraient diminuer le niveau du miARN let-7b dans les cellules épithéliales
intestinales, entrainant une surexpression du récepteur TLR4 et favorisant ainsi la sécrétion de

cytokines pro-inflammatoires (Guo et al., 2018b).
I1.2.5 Modulation du microbiote intestinal par les AIEC

Il a été montré in vivo, chez des souris invalidées pour le géne TIr5 (tIr57) qui code pour le
récepteur de la flagelline bactérienne, qu’une colonisation transitoire par les AIEC induit une
inflammation chronique et une modification du microbiote intestinal vers un microbiote qui sécréte
des niveaux supérieurs de LPS et de flagelline, et que ces effets durent longtemps apres I’élimination
des AIEC (Chassaing et al., 2014). De plus, I’infection par les AIEC de souris génétiquement
prédisposées et déficientes pour le géne codant le senseur d’acides aminés EIF2AK4 (eukaryotic

translation initiation factor 2 alpha kinase 4) aussi appelé GCN2 (general control nonderepressible
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2) entraine un défaut de 1’élimination des AIEC par I’autophagie (Bretin et al., 2016) et un
changement de la composition du microbiote fécal conduisant a la mise en place d’une
inflammation comparativement a des souris non infectées (Bretin et al., 2018). Ces donnees
suggerent que chez un héte génétiquement prédisposé, les AIEC peuvent induire une inflammation
chronique en altérant la composition du microbiote intestinal. Une altération du microbiote
intestinal a également été observée chez des souris CEABACL0 nourries avec un régime de type
occidental riche en sucres et en graisses, avec notamment diminution des Firmicutes et une
augmentation des Proteobacteria (Agus et al., 2016). L’altération du microbiote a la suite de ce
régime favorise I’émergence des bactéries E. coli associées a la muqueuse iléale, caecale et colique,

mais également la colonisation par les bactéries AIEC associées a la MC (Agus et al., 2016).

Enfin, les AIEC peuvent exacerber une dysbiose déja présente chez 1’hote. En effet des
souris traitées par antibiotiques puis infectées avec la souche AIEC LF82 présentent une dysbiose
accrue associée a une augmentation des Gammaproteobacteria par rapport aux souris traitées
uniquement par antibiotiques (Vong et al., 2016). Chez le porc, I’induction chimique d’une colite
par ingestion de gomme de carraghénane modifie le microbiote de ces animaux qui présente alors
une diminution des Bacteroidetes et des Firmicutes. De plus, une infection par la souche AIEC
UM146 suite a une colite induite par la carraghénane entraine une nouvelle augmentation des
Bacteroidetes par rapport au microbiote de porcs non infectés (Munyaka et al., 2016). Enfin, en
présence de sels biliaires, des voies métaboliques secondaires sont activées chez les AIEC et leur
permettent d’utiliser 1’éthanolamine comme source d’énergie, leur offrant un avantage competitif
sur les souches d’E. coli non-AIEC et favorisant ainsi leur colonisation, comme observé en modéle

murin de colite (Delmas et al., 2019).

I1.2.6 Induction de la sécrétion d’exosomes a potentiel pro-inflammatoire et

favorisant la réplication intracellulaire des AIEC par les cellules infectées

Les exosomes sont des vésicules membranaires de 30 a 100 nm de diameétre d’origine
endosomale sécrétées par la majorité des types cellulaires suite a la fusion des endosomes
multivésiculaires (EMV) avec la membrane plasmique (Théry et al., 2009). Ils interviennent dans
la communication cellule a cellule en transportant du matériel génétique et des protéines d’une
cellule donneuse a une cellule réceptrice (McKelvey et al., 2015). Les exosomes ont un réle
important dans les processus physiologiques et plus particulierement dans la régulation
immunologique en participant a la présentation des antigénes, a ’activation des cellules T mais
aussi a la suppression immunologique (Carriere et al., 2016a). L’infection par la souche AIEC LF82
induit une augmentation de la sécrétion d’exosomes capables d’activer la voie NF-«xB et la sécrétion

de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires lorsqu’ils sont mis en contact avec des cellules
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épithéliales intestinales ou macrophagiques naives (Carriére et al., 2016b). Les exosomes issus de
cellules non infectées jouent un role dans les défenses de I’hoéte, puisqu’ils peuvent limiter la
réplication intracellulaire des AIEC, tandis que les exosomes issus de cellules infectées par des
AIEC favorisent au contraire la réplication intracellulaire des AIEC, qui profiteraient ainsi des

exosomes pour amplifier leur propre réplication au sein des cellules hotes (Carriere et al., 2016b).

1.3 Facteurs extrinseques et intrinseques a I’héte modulant la réplication
intracellulaire des AIEC

L’adhésion, I’invasion et la survie des AIEC en cellules épithéliales intestinales et en
macrophages peuvent étre favorisées par les facteurs environnementaux et génétiques de 1’hote. En
modele murin CEABAC10, I’administration d’un traitement au DSS induisant une colite (Carvalho
et al., 2008), d’antibiotiques (Drouet et al., 2012) ou encore d’un régime riche en sucres et en
graisses (Martinez-Medina et al., 2014) favorise la colonisation par les AIEC, mettant en évidence
le lien entre les facteurs environnementaux, génétiques et infectieux dans 1’étiopathogenése de la

MC.

Certains facteurs de 1’hote protégent les cellules épithéliales de 1’invasion par des bactéries.
Le N-acétylglucosamine, un sucre présent dans le mucus, limite la formation de biofilms par la
souche AIEC LF82 en interagissant avec le senseur bactérien NagC impliqué dans le contréle de la
production des fimbriae de type 1 (Sicard et al., 2018). La méprine, une protéase pouvant étre
associée a la membrane des cellules ou sécrétée, dégrade quant a elle les fimbriae de type 1 des
AIEC afin d’empécher leur adhésion aux récepteurs humains et la colonisation de la muqueuse
(Vazeille et al., 2011). Cependant, une diminution de la méprine a été rapportée chez les patients

atteints de MC et pourrait contribuer a la colonisation par les AIEC (Vazeille et al., 2011).

La présence de SNP dans des génes associés a I’autophagie tels que NOD2, ATG16L1 ou
IRGM chez les patients atteints de MC conduit a un défaut de reconnaissance et d’élimination des
bactéries intracellulaires, entrainant la mise en place d’une inflammation (Lapaquette et al., 2017).
Suite a une infection bactérienne, le recepteur NOD?2 est recruté a la membrane plasmique via son
interaction avec les répétitions riches en leucine de la vimentine, un filament intermédiaire exprimé
a la surface des cellules mésenchymateuses qui pourrait agir comme récepteur des AIEC
(Henderson et al., 2012). De plus, NOD2 interagit physiquement avec ATG16L1, permettant ainsi
le recrutement de la machinerie autophagique au site d’entrée des bactéries (Travassos et al., 2010).
Cependant, chez les patients atteints de MC porteurs de variants spécifiques (L1007fs et R702W)
dans le géne NOD?2, la protéine NOD2 n’est pas capable d’interagir avec la vimentine mais reste
localisée dans le cytosol (Stevens et al., 2013) et ne permet pas de recruter la machinerie

autophagique au site d’entrée de la bactérie, conduisant a un défaut d’élimination des bactéries
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pathogenes (Travassos et al., 2010). En effet, suite & une infection par les AIEC et comparativement
aux macrophages sauvages, les macrophages déficients pour Nod2 présentent une diminution de
I’activation de 1’autophagie associée a une augmentation de la réplication intracellulaire des AIEC
(Lapaquette et al., 2012). De méme, I’expression du variant ATG16L1™%* associé & un risque accru
de développer la MC altere la capacité des cellules epithéliales HeLa a contrdler la réplication
intracellulaire des AIEC (Lapaquette et al., 2010). Le variant de risque IRGM®3T associé & la MC
entraine une perte de contréle de I’expression d’IRGM par le miR-196, avec par conséquent une

xénophagie défectueuse et une réplication intracellulaire anormale des AIEC (Brest et al., 2011).

1.4 Stratégies thérapeutiques ciblant les AIEC

Des molécules couramment utilisées dans le cadre du traitement de la MC pourraient limiter
la capacite des AIEC a envahir les cellules hotes. En effet, une étude menée ex vivo sur des biopsies
de patients a montré que I’Infliximab permet de restaurer une barriére épithéliale efficace contre les
AIEC en bloguant les radeaux lipidigues (Yakymenko et al., 2018). Les mercaptopurines diminuent
I’interaction des AIEC avec les cellules épithéliales intestinales et les macrophages in vitro en
affectant la capacité des AIEC a former des biofilms, a produire de la cellulose et en réduisant leur
motilité (Migliore et al., 2018). Parmi les 6-mercaptopurines, 1’azathioprine permet d’induire
I’autophagie. Cette induction a été corrélée a une augmentation de la clairance des AIEC et une
diminution de I’induction de la sécrétion de TNF-a par ces bactéries. De plus, la présence du variant
a risque ATG16L1™% n’atténue pas I’induction de I’autophagie par 1’azathioprine (Hooper et al.,
2019).

Ces dernieres années de nombreuses études ont été menées pour développer de nouveaux
outils thérapeutiques ciblant les AIEC et I’'une des premiéres options thérapeutiques étudiées fut
I’utilisation d’antibiotiques. Hormis la rifaximine, qui diminue in vitro I’expression des génes de
virulence et la motilité¢ des AIEC sensibles a cette molécule, leur capacité d’adhésion et d’invasion
en cellules épithéliales intestinales, mais également la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
induite par ces bactéries (Dogan et al., 2018), I’utilisation d’antibiotiques pour traiter la MC s’est
révélée peu efficace avec de nombreux effets secondaires tels qu’une diminution trés importante de
la diversité du microbiote intestinal et le développement de souches pathogénes (Nitzan et al.,
2016). Pour pallier a ces problémes, de nouveaux outils thérapeutiques ont été développés, tels que
les bactériophages, des virus infectant les bactéries de fagon tres spécifique et induisant donc moins
d’effets secondaires qu’une antibiothérapie. L’utilisation d’un cocktail de trois bactériophages
dirigés contre la souche AIEC LF82 diminue la colonisation de cette souche et la réponse

inflammatoire de 1’héte en modéle murin (Galtier et al., 2017).
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Certains composants alimentaires pourraient limiter 1’adhésion et I’invasion des cellules
épithéliales intestinales par les AIEC, notamment les fibres végétales qui peuvent réduire 1’adhésion
des E. coli aux cellules épithéliales intestinales (Martin et al., 2004) et la lactoferrine présente dans
le lait qui limite 1’adhésion et la survie intracellulaire des AIEC et possede une activé
antimicrobienne et/ou anti-inflammatoire (Bertuccini et al., 2014; Frioni et al., 2014). De plus,
I’huile de Krill, un crustacé, permettait de diminuer I’inflammation intestinale en améliorant
I’intégrité de la barriere et de limiter 1’adhésion et 1’invasion des cellules épithéliales par les AIEC
et la survie de ces bactéries en macrophages in vitro (Costanzo et al., 2016). Méme si la majorité
des essais cliniques impliquant 1’usage de probiotiques pour le traitement de la MC se sont révélés
décevants, leur utilisation pour inhiber de fagon spécifique 1’adhésion des AIEC pourrait étre une
option thérapeutique intéressante. En effet, certaines souches probiotiques telles que E. coli Nissle
1917 (Boudeau et al., 2003) ou Saccharomyces cerevisiae (Sivignon et al., 2015a) peuvent inhiber
I’adhésion des AIEC aux cellules épithéliales intestinales. Notamment, la souche S. cerevisiae
prévient la colonisation des AIEC en inhibant la liaison FimH-CEACAMSG (Sivignon et al., 2015a).
Cette découverte a permis le développement de molécules dites anti-FimH telles que les
thiazolylmannosides (TazMans), parvenant a limiter la colonisation des AIEC in vivo et la réponse
inflammatoire de 1’h6te (Chalopin et al., 2016; Sivignon et al., 2015b).

Le role de I’autophagie dans le controle de la multiplication des AIEC dans les cellules hotes
a été démontré (Lapaquette et al., 2010, 2012). Ainsi, la modulation de ce processus pourrait
permettre le développement de nouveaux outils thérapeutiques pour cibler les AIEC, un sujet

développé dans la partie 111.5.7 de ce manuscrit.
I1l. L’autophagie

1.1 Généralités
La premiére utilisation du terme « autophagie » remonte aux années 1860, mais c’est en
1963 que Christian de Duve utilisa ce terme sous sa définition actuelle pour désigner le processus
cellulaire par lequel le matériel intracellulaire est délivré au lysosome pour étre dégradé.
L’identification des genes liés a l'autophagie (ATG) chez la levure au début des années 1990 a
permis & Yoshinori Ohsumi de recevoir le prix Nobel de physiologie et médecine en 2016 (Kirkin,
2019; Tsukada and Ohsumi, 1993).

Trois types d’autophagie ont été décrites chez les mammiferes : la micro-autophagie,
l'autophagie médiée par les chaperonnes (CMA, chaperone-mediated autophagy) et la macro-
autophagie (Galluzzi et al., 2017). Au cours de la micro-autophagie, les substrats intracellulaires
sont capturés a partir du cytoplasme via la protrusion ou I’invagination des membranes lysosomales.

Au cours de la CMA, des protéines chaperonnes telles que la protéine HSC70 (heat shock cognate
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Figure 21 : Trois types d’autophagie présents dans les cellules mammiféres.

Trois types d’autophagie sont retrouves dans les cellules mammiféres : 1’autophagic médiée par les
chaperonnes, la macro-autophagie et la micro-autophagie. L’autophagie médiée par les chaperonnes
implique la reconnaissance des substrats autophagiques tels que les protéines mal repliées par des
protéines de la famille des HSP. Cette étape est suivie de la translocation du cargo autophagique au
travers de la membrane du lysosome de maniere dépendante de LAMP2A. Les ARN peuvent étre
également dégradés par translocation via la protéine LAMP2C. Au cours de la micro-autophagie, le
cargo est capturé par invagination directe de la membrane du lysosome. Enfin, au cours de la macro-
autophagie, les composants cytoplasmiques sont progressivement capturés par une double membrane
appelée autophagosome. Apres fermeture, les autophagosomes matures peuvent fusionner avec le
lysosome pour former I’autolysosome. Plusieurs types de composants cytoplasmiques peuvent étre
capturés par la macro-autophagie et le processus prend alors le nom spécifique correspondant au
matériel  dégradé  (mitochondrie/mitophagie, ribosome/ribophagie, pathogéne/xénophagie,
peroxysome/peroxyphagie, granule de sécrétion/crinophagie, réticulum endoplasmique/réticulophagie)
(modifiée d’apres Gonzalez-Polo et al., 2016).



71 kDa protein) reconnaissent sélectivement les substrats cibles contenant un motif consensus
unique, « KFREQ », et déclenchent leur linéarisation en vue d’étre adressés au lysosome via le
récepteur membranaire lysosomal spécifique (LAMP2A, lysosome-associated membrane protein
type 2A). Enfin, au cours de la macro-autophagie, une membrane d’isolation séquestre une petite
portion du cytoplasme pouvant contenir du matériel soluble et des organelles pour former un
autophagosome qui fusionnera avec un lysosome (Figure 21). Ces trois types d’autophagie se
terminent par la dégradation du matériel capturé dans le lysosome et le recyclage des produits de
dégradation (Galluzzi et al., 2017). Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons plus spécifiqguement

a la macro-autophagie, décrite en détails dans la partie suivante.

1.2 Mécanisme moléculaire de la macro-autophagie
La macro-autophagie, appelée autophagie dans la suite de ce manuscrit, peut étre subdivisée
en 3 étapes séquentielles : (i) Iinitiation durant laquelle se forme la membrane d’isolation, (ii)
1I’élongation de la membrane et (iii) la maturation de 1’autophagosome et la dégradation de son

contenu par le lysosome (Yin et al., 2016) (Figure 22).
IMI.2.1 L’initiation

Recrutement des complexes ULK et Beclin 1: L’initiation de 1’autophagie nécessite
’activité du complexe ULK (UNC-51-like-kinase), composé des protéines ULK1, FIP200 (focal
adhesion kinase [FAK] family kinase-interacting protein of 200 kDa) et ATG13 (Ganley et al.,
2009). Les signaux activateurs de 1’autophagie entrainent la déphosphorylation d’ULK1, qui peut
alors phosphoryler ATG13 et FIP200. Ceci active le complexe ULK, qui rejoindrait alors la
membrane du RE (Karanasios et al., 2013) en interagissant avec les protéines transmembranaires
VMP1 (vacuole membrane protein 1) situées dans la membrane du RE. Cette interaction serait a
l’origine de la formation du phagophore (Koyama-Honda et al., 2013) (Figure 23). La
relocalisation de ULKL1 a la membrane du RE permet le recrutement du complexe PI3K de classe
111, plus communément appelé complexe Beclin 1 et composé des protéines Beclin 1 (BECNL1),
VPS34 (vacuolar protein sorting protein 34, aussi appelée PIK3C3 [phosphatidylinositol 3-kinase
catalytic subunit type 3] chez I’Homme) et ATG14. Le recrutement de ce complexe par ULK1 vers
le RE est dépendant de son interaction avec la protéine d’assemblage pro-autophagigue AMBRA1
(autophagy and Beclin 1 regulator 1) phosphorylée par ULK1 (Di Bartolomeo et al., 2010). Au
niveau de la membrane du RE, la protéine BECNL1 interagit également avec VMP1 (Molejon et al.,
2013) (Figure 23).

Formation de ’omégasome : La phosphorylation de BECN1 par ULK1 active la protéine
VPS34 (Russell et al., 2013), permettant ainsi la production de PI(3)P (phosphatidylinositol-3-

phosphate) essentiel a la formation des autophagosomes (Figure 23). Dans la membrane en
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Figure 22 : Le processus macro-autophagique.

L’initiation de I’autophagie (1) requiert I’assemblage de diverses protéines en plusieurs complexes : le
complexe ULK1, dont I’assemblage est régulé par mTOR (inhibiteur) et AMPK (activateur), le
complexe Beclin 1 nécessitant la libération de la Beclin 1 suite a la phosphorylation de BCL2, et le
complexe de liaison au PI3P, gouvernant la distribution de la machinerie permettant la formation de
I’autophagosome. La formation et 1’élongation du phagophore (2) requiert 1’intervention des systemes
de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 et LC3. Dans le systeme de conjugaison ATG12-ATG5-
ATG16L1, ATG12 se lie a ATG5 qui est alors attachée a ATG16L1. Ce complexe se dimérise puis
interagit avec le complexe de liaison au PI(3)P formé par les protéines WIPI et DFCP1. Le complexe
ATG12-ATG5-ATG16L1 favorise alors la conjugaison de LC3 apres que LC3 ait été clivée en LC3-1 et
conjuguée avec une phosphatidylethanolamine pour former LC3-Il. Ce conjugué est alors incorporé
dans les membranes pré-autophagosomales et autophagosomales et peut alors interagir avec les
récepteurs de 1’autophagie. Le phagophore mature ensuite en autophagosome puis fusionne avec un
lysosome (3) pour former I’autolysosome dans lequel le cargo sequestré sera degradé (modifiée d’aprés
Hansen et al., 2018).



formation, ces domaines enrichis en PI(3)P permettent la naissance d’une structure appelée
omegasome (Ktistakis et al., 2011) (Figure 23). Le modeéle actuel propose que la membrane isolée
appelée phagophore et qui formera 1’autophagosome émane des domaines lipidiques enrichis en
PI(3)P qui constituent I’omégasome. Cependant, la source intracellulaire de cette membrane reste
incertaine. Celle-ci pourrait provenir de membranes recyclées issues du RE, des mitochondries, de
I’appareil de Golgi, de la membrane plasmique ou encore des endosomes, et son origine dépendrait
probablement du type cellulaire ainsi que des conditions physiologiques et de croissance de la
cellule (Wei et al., 2018).

Recrutement de la machinerie d’élongation : Le phagophore enrichi en PI(3)P est
reconnu par le complexe WIPI (WD repeat protein interacting with phosphoinositides) constitué
des protéines WIPI capables de lier les PI(3)P. Les WIPI (WIPI 1, 2 ,3 et 4) permettent de faire le
lien entre la production de PI(3)P et la lipidation de la protéine MAP1LC3/LC3 (microtubule-
associated protein 1-light chain 3/light chain 3), une étape cruciale pour I’¢longation du
phagophore. En effet, WIPI2 permet le recrutement du complexe ATG12-ATG5-ATG16L1
(Figure 23) et WIPI1 est essentielle pour la lipidation de LC3. WIPI4 interagit avec ATG2 et cette
interaction est également importante pour la lipidation de LC3 mais reste encore mal caractérisée.
Enfin, la fonction de WIPI3 reste a identifier (Proikas-Cezanne et al., 2015).

Le complexe ATG9 participe aussi a la biogenese des membranes autophagosomales.
Pendant I’induction de 1’autophagie, la protéine ATGY9, une protéine transmembranaire, est
transportée de 1’appareil de Golgi aux endosomes tardifs puis aux membranes des autophagosomes
(Takahashi et al., 2011). Ce trafic pourrait permettre de fournir a la structure pré-autophagosomale
des facteurs importants pour la formation des autophagosomes ou des composants lipidiques

provenant des différents compartiments cellulaires (Mizushima et al., 2011).
I11.2.2 L’élongation

L’¢longation permet la capture des composants par le phagophore, dont 1’expansion est
assurée par I’apport de lipides mais aussi par le recrutement et I’activité de deux complexes de
conjugaison, ATG12-ATG5-ATG16L1 et LC3/GABARAP (gamma-aminobutyric acid receptor-
associated protein) (Nakatogawa, 2013) (Figure 22).

Le systeme de conjugaison ATG12-ATG5 est formé tout d’abord par I’activation
d’ATG12 par ATG7 de maniére ATP-dépendante (Tanida et al., 1999), entrainant le transfert
d’ATG12 vers ATG10. ATG12 se lie alors de maniére covalente a la protéine ATG5 afin de former
le conjugué ATG12-ATGS5, libérant ainsi ATG10 (Mizushima et al., 1998). La protéine ATG16L1
s’associe ensuite de maniére non covalente a ce conjugué pour former un complexe

macromoléculaire ATG12-ATG5-ATG16L1 qui se situe au niveau de la membrane externe du
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Figure 23 : L’initiation de la formation des autophagosomes.

Une fois activé, le complexe ULK1 est recruté sur la membrane du RE grace a I’interaction de la
protéine ULK1 avec les protéines VMP1 présentes dans la membrane du RE. Le complexe Beclin 1 est
alors recruté sur la membrane du RE. La phosphorylation de la protéine BECN1 par ULK1 induit
I’activation de la protéine VPS34 permettant la production de PI(3)P dans la membrane du RE. La
synthése de PI(3)P initie la formation de I’omégasome sur lequel sera recruté le complexe WIPI2 qui
recrutera a son tour le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 nécessaire a 1’élongation de

I’autophagosome.



phagophore et se dissocie dés la fermeture de ce dernier (Mizushima et al., 2003). Ce complexe est
essentiel au processus autophagique, toutefois une autophagie indépendante des protéines ATG5 et
ATG7 a été décrite in vitro en réponse a des stress particuliers tels qu’une exposition des cellules a
une molécule génotoxique, 1’étoposide, et in vivo lors de la dégradation des mitochondries pendant

la maturation des érythrocytes au cours de I’embryogenése murine (Nishida et al., 2009).

Le systeme de conjugaison LC3/GABARAP : Il existe deux familles de protéines
capables d’étre lipidées, LC3 (comprenant LC3A, B, B2 et C) et GABARAP (comprenant
GABARAP, -L1, -L2). Toutes ces protéines sont lipidées selon le méme principe impliquant les
systemes de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 et LC3/GABARAP (Nath et al., 2014). Pour
simplifier la lecture, ces protéines seront regroupées sous le terme LC3 pour le reste de ce manuscrit.
La protéine LC3 non mature, appelée pro-LC3 est clivée par la protéase ATG4 et donne la forme
cytosolique LC3-1 pouvant étre activée par ATG7 puis transférée a ATG3 avant d’étre liée de
maniére covalente a un phospholipide membranaire, le PE afin de former le complexe LC3-PE ou
LC3-11 (Kabeya, 2000). Bien que le substrat principal d’ATG12 soit ATGS5, ATG12 peut également
s’associer a ATG3 pour permettre la lipidation de LC3 (Radoshevich et al., 2010). Contrairement
au complexe ATG12-ATG5-ATG16L1, la forme LC3-1l est présente aussi bien au niveau des
membranes externes que des membranes internes du phagophore et est primordiale dans les
derniéres étapes de la formation du phagophore fermé (ou autophagosome) (Kabeya, 2000). Tandis
que le LC3-1l associé a la membrane externe pourra étre délipidé et recyclé au cours de la
maturation, la forme LC3-11 associée a la membrane interne du phagophore ne sera pas dissociée et
sera donc dégradée lors de sa fusion avec les lysosomes (Yu et al., 2012). Ces caractéristiques font
de LC3-II un marqueur de choix pour I’étude de 1’autophagie (Klionsky et al., 2016). Le complexe
ATG12-ATG5-ATG16L1, en augmentant I’activité d’ATG3, participe a 1’étape de lipidation de
LC3 (Hanada et al., 2007; Lystad et al., 2019).

I11.2.3 La maturation et la dégradation du contenu par le lysosome

L’élongation des extrémités du phagophore conduit a sa fermeture pour donner un
autophagosome d’environ 0,5 & 1,5 um de diamétre (Mizushima et al., 2002). La maturation de
I’autophagosome requiert I’activit¢ d’ATG4 pour dissocier le complexe LC3-Il de la surface
externe de I’autophagosome et éviter ’accumulation d’autophagosomes incomplets et non fermés
dans la cellule (Yu et al.,, 2012). Le mécanisme impliqué dans la fermeture du phagophore
s’apparenterait & une scission membranaire puisque les faces externe et interne de la double-
membrane ne sont pas en contact lors de la fermeture (Knorr et al., 2015). Une fois fermé,
I’autophagosome peut fusionner directement avec le lysosome pour donner un autolysosome ou

bien fusionner séquentiellement avec un endosome pour donner une vacuole intermédiaire appelée
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amphisome qui fusionne alors avec le lysosome pour former 1’autolysosome. Ces événements
conduisent a I’acidification de la vacuole et a la dégradation du contenu intra-luminal et de la
membrane interne par les enzymes lysosomales (Zhao and Zhang, 2019). Ces produits de
dégradation seront ensuite libérés dans le cytosol, grace a des transporteurs lysosomaux et recyclés
par la cellule (Tong et al., 2010). Une réactivation de la protéine kinase mTOR (mammalian target
of rapamycin), régulateur négatif majeur de 1’autophagie, permettrait de recycler les lysosomes

engagés dans la maturation de I’autophagosome (Yu et al., 2010).
I11.3  Régulation du processus macro-autophagique

II1.3.1 L’induction de ’autophagie par les complexes protéiques

L’autophagie est régulée par I’intégration d’un ensemble complexe de signaux activateurs
et inhibiteurs. Les plus influents sont les signaux associés aux niveaux de nutriments disponibles
mais d’autres signaux peuvent réguler ce processus, tel que le niveau de ROS. Ces signaux sont
intégrés par des régulateurs tels que le complexe mTORC1 (mammalian target of rapamycin
complex 1), le complexe AMPK (adenosine monophosphate (AMP)-activated protein kinase), ou
encore les membres de la famille BCL (B-cell lymphoma)-2/BCL-X, (Galluzzi et al., 2014) (Figure
22).

Le complexe mTORCL1 : Le complexe mTORCL1 est un complexe kinase composé de 5
sous-unités dont mTOR et RAPTOR (regulatory-associated protein of mTOR). Ce complexe est
constitutivement actif et recruté a la membrane du lysosome par les Rag GTPases en condition
nutritionnelle normale (Sancak et al., 2008). La présence et I’activit¢é des Rag GTPases a la
membrane du lysosome sont contrélées par le complexe RAGULATOR activé par I’accumulation
d’acides aminés dans le lysosome en conditions normales (Sancak et al., 2010). Lorsqu’il est activée
et recruté a la membrane du lysosome, mMTORC1 phosphoryle ULK1, inhibant son activité et donc
I’autophagie (Kim et al., 2011a). Lors d’une carence en nutriments, le niveau d’acides aminés dans
les lysosomes diminue, diminuant ainsi I’activitt de RAGULATOR et des Rag GTPases. Le
complexe mTORC1 n’est plus recrut¢ a la membrane du lysosome et reste inactif, la
phosphorylation d’ULK1 diminue et déclenche I’induction de 1’autophagie. D’autres signaux
peuvent agir au niveau de mTORC1 et notamment le stress du réticulum, induisant ainsi
I’autophagie (Fazlul Kabir et al., 2019).

Les protéines de la famille BCL-2/BCL-X. modulent 1’association de BECN1 avec les
autres composants de son complexe. Lorsque les nutriments sont abondants, BECN1 forme un
complexe avec BCL-2, ce qui perturbe I’interaction de BECN1 avec VPS34 et inhibe donc I’activité
PI1(3)K du complexe BECN1. A I’inverse, lors d’une carence nutritionnelle, la phosphorylation de
BCL-2/BCL-X. par la kinase JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Wei et al., 2008) ou la
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Tableau 7 : Facteurs de transcription impliqués dans la régulation de I’autophagie.
+ . effet activateur du facteur de transcription sur 1’autophagie, - effet inhibiteur du facteur de
transcription sur ’autophagie. Modifié d'apres Feng et al., 2015.

Facteur_ de_z Gene cible Effet  Référence

transcription

ATF4 ATG5, LC3, ULK1 + Milani et al., 2009

ATF5 MTOR - Sheng et al., 2011

CEBPB BNIP3, LC3, ULK1 + Maetal., 2011

DDIT3/CHOP ATGS5, LC3 + Rouschop et al., 2010

E2F1 ATG5, BNIP3, LC3, ULK1 + Polager et al., 2008
ATG5, ATG12, ATG14, BECNL1,

FOX01 BNIP3, LC3, PIK3C3/VPS34 *  Shawetal, 2008
ATG4, ATG12, BECN1, BNIP3,

FOXO03 LC3, ULK1, ULK2, + Zhao et al., 2007
PIK3C3/VPS34

GATA1 LC3 + Kang et al., 2012

JUN BECNL, LC3 + Jia et al., 2006

NFKB BCL2, BECN1, BNIP3 +ou- Shawetal., 2008
ATG2, ATG4, ATG7, ATG10, Cytosol - ;

TP53 BCL2, ULK1 nucleus + Kenzelmann Broz et al., 2013

SOX2 ATG10 + Rosenbluth and Pietenpol, 2009

SREBF2/SREBP2 ATG4, LC3 + Seo et al., 2011

STAT1 ATG12, BECN1 - McCormick et al., 2012
ATG3, BCL2, BNIP3, BECNL,

STAT3 PIK3C3, HIF1A +ou- Daueretal., 2005

TFEB ATG4, ATGY, BCL2, LC3, WIP1 + Palmieri et al., 2011

ZKSCAN3 LC3, ULK1, WIP1 - Moresi et al., 2012




phosphorylation de BECN1 par ULK1 (Russell et al., 2013) ou DAPK (death associated protein
kinase), un régulateur positif de I’apoptose, entraine la libération de BECN1 (Zalckvar et al., 2009).

Le complexe AMPK : Un déséquilibre entre la production et la dépense d’énergie est
détecté par AMPK et permet son activation. Lorsque le niveau d’AMP est faible dans la cellule,
AMPK régule négativement mTORCI1 pour stopper la répression de I’autophagie, soit par une
phosphorylation directe de la sous-unité RAPTOR du complexe mTORC1 (Gwinn et al., 2008),
soit de maniere indirecte via la phosphorylation de TSC (tuberous sclerosis complex), un complexe
réprimant mTORCL (Inoki et al., 2003). Lors d’une diminution du niveau de glucose dans la cellule,
AMPK peut phosphoryler et activer directement le complexe ULK (Kim et al., 2011a), activant
alors le complexe PI1(3)K. Au final, la détection d’une diminution du niveau d’énergie intracellulaire

conduit a I’induction de I’autophagie.

I11.3.2 Régulation transcriptionnelle

De nombreux facteurs de transcription, induits suite a stress tel qu’une carence en
nutriments vont se fixer sur les promoteurs des genes de 1’autophagie et ainsi réguler 1’expression
de ces genes (Feng et al., 2015) (Tableau 7).

Facteurs de transcription activant I’autophagie : Plusieurs facteurs de transcription
peuvent activer I’autophagie. En réponse aux facteurs de croissance et a la stimulation par I'insuline,
les protéines FOXO3 (forkhead box O 3) sont inhibées par phosphorylation par AKT/PKB (protéine
kinase B). Lorsque AKT est réprimée, les protéines FOXO3 transloguent au noyau ou elles activent
I’expression des genes impliqués dans I’initiation de 1’autophagie (Zhao et al., 2007). L’autophagie
est également activée par le facteur TFEB (transcription factor EB) lors d’une carence en
nutriments. Lorsqu’il est phosphorylé par la kinase MAPK1/ERK2 (extracellular signal-regulated
kinase 2) sur sa sérine 142 ou par mTORCL sur ses sérines 142 et 211 ou par PKCp (protéine kinase
C B), TFEB est retenu dans le cytosol. Lors d’une carence en nutriments, TFEB est déphosphorylé
et peut transloquer au noyau in vitro et in vivo (Chen et al., 2017; Settembre et al., 2011), activant
la transcription de genes impliqués dans I’initiation de 1’autophagie, 1’élongation de la membrane
de I’autophagosome, la capture du substrat mais aussi le trafic des autophagosome et leur fusion
avec les lysosomes, augmentant ainsi le flux autophagique (Palmieri et al., 2011; Settembre et al.,
2011). Un autre facteur de transcription impliqué dans I’induction de I’autophagie est le facteur
ATF (activating transcription factor) 4 (B’chir et al., 2013). En cas d’hypoxie ou de carence en
nutriments, les voies PERK (protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase)/eIF2a (eukaryotic
translation initiation factor 2 alpha) ou EIF2AK4/elF2a sont activées et augmentent 1’expression de
certaines protéines autophagiques via le facteur de transcription ATF4 (Bretin et al., 2016;

Rouschop et al., 2010). Le facteur de transcription p53 active également 1’autophagie en induisant
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Figure 24 : Les microARNSs au cours du processus macro-autophagique.

Représentation globale de I’autophagie et de sa regulation par les miARNS.

Les miARN peuvent cibler et réguler I’expression des protéines impliquées dans les différentes étapes
de I’autophagie ou encore dans la regulation de cette derniére.



la transcription de geénes impliqués dans I’induction de I’autophagie et la maturation de
I’autophagosome (Kenzelmann Broz et al., 2013). P53 régule également 1’expression et 1’activité
de FOXO3A (Miyaguchi et al., 2009; Renault et al., 2011) et favorise la translocation nucléaire de
TFEB lors de dommages a I’ADN (Brady et al., 2018).

Facteurs de transcription inhibant ’autophagie : D’autres facteurs de transcription
exercent un effet inhibiteur sur I’autophagie tel que le facteur STATL, dont I’activité est régulée par
MTOR. En effet, I’inactivation de mTOR active STAT1 qui se lie alors & une séquence régulatrice
du promoteur d’ULK1, empéchant ainsi son expression et limitant I’activation de 1’autophagie
(Goldberg et al., 2017).

Facteurs de transcription pouvant activer ou inhiber I’autophagie : Certains facteurs
présentent tant6t un effet inhibiteur, tantdt un effet activateur sur I’autophagie, comme STAT3 et
NF-kB. L’activation de la voie de signalisation JAK/STAT entraine la phosphorylation de STATS3,
sa dimérisation et sa translocation nucléaire. STAT3 peut alors soit inhiber ’autophagie en
augmentant I’expression de régulateurs négatifs de ce processus tels que les membres de la famille
BCL-2 ou en bloquant I’expression de BECN1 ou PIK3R1, soit activer I’autophagie en augmentant
I’expression d’HIF1A et BNIP3 (Bcl-2 19-kDa interacting protein 3) (You et al., 2015). Par ailleurs,
I’activation de la voie NF-xB permet au facteur de transcription NF-xB de transloquer dans le noyau
et d’induire I’expression de génes favorisant 1’autophagie tels que BECNL1 et P62 (Copetti et al.,
2009; Ling et al., 2012) ou de bloquer I’autophagie en interférant avec la liaison d’E2F1 (eukaryotic
translation elongation transciption factor 1) au promoteur de BNIP3 afin d’en inhiber la

transcription (Shaw et al., 2008).

Ces facteurs de transcription ne sont que quelques exemples des facteurs capables de réguler
I’autophagie (Feng et al., 2015) (Tableau 7).

II1.3.3 Régulation post-transcriptionnelle

De nombreux miARN régulant I’expression de génes intervenant a différents niveaux de
I’autophagie ont été identifiés (Figure 24). L’induction de I’autophagie peut étre régulée par les
miR-20a, miR-106b (Wu et al., 2012), miR-26b (John Clotaire et al., 2016) et miR-885-3p (Huang
et al., 2011) inhibant I’expression des ARNm ULK1 ou ULK2. Les miR-20a et miR-20b peuvent
quant a eux reguler négativement 1’autophagie en ciblant FIP200 (Li et al., 2016b). De plus, le miR-
155 pourrait cibler de nombreux ARNm codant des protéines impliquées dans la voie mTOR,

activant ainsi I’autophagie (Wan et al., 2014).

La nucléation des vésicules peut étre régulée par les miR-30a (Zhu et al., 2009), miR-30d
(Yang et al., 2013a), miR-376b (Korkmaz et al., 2012), miR-409-3p (Tan et al., 2016), miR-17-5p
(Chatterjee et al., 2014), miR-519a (Huang et al., 2012) et miR-216a/b (Chen and Shi, 2016; Zhang
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Figure 25 : Modifications post-traductionnelles et régulations des complexes ULK1 et Beclin 1.

A . Le complexe ULK1 est régulé par phosphorylation. Son activation est induite par phosphorylation de
sa sous unité catalytique ULK1 par ’AMPK, tandis que son inhibition est entrainée par la
phosphorylation de ULK1 par mTORCL1 ou de ATG13 par MTORC1, PKA et AMPK. Le complexe
ULKZ1 peut également étre activé par ubiquitinylation de la sous-unité ULK1 médiée par AMBRA1-
TRAF6 et p32, et inhibé par I’apposition de marques ubiquitine sur ULK1 par MUL1, NEDDA4L, et
Cullin3-KLHL?20, et sur ATG13 par Cullin3-KLHL?20, entrainant la dégradation du complexe. En
réponse a une déplétion en facteurs de croissance, I’acétylation de ULK1 est augmentée par I’activation
de I’axe acétyltransférase GSK3-TIP60, résultant en une activation de 1’autophagie. ULK1 pourrait
réguler négativement ses propres régulateurs, AMPK et mTORC1, en phosphorylant la protéine
RAPTOR de mTORCL1 et I’ensemble des sous-unités du complexe AMPK. B. La régulation par
phosphorylation du complexe Beclin 1 est observee sur la sous-unité catalytique VPS34
(phosphorylation inhibitrice par AMPK et CDK), sur BECNL1 (phosphorylation activatrice par AMPK,
ULK1, MAPKAPK?2/3 et DAPK ; phosphorylation inhibitrice par AKT/PKB et EGFR), sur ATG14L
(phosphorylation inhibitrice par mTORCL1) et sur UVRAG (phosphorylation inhibitrice par mTORC1).
Les ubiquitinylations de VPS34 (ubiquitinylations dégradantes par FBXL20-Skp1-Cullinl et Cullin3-
KLHL20), BECN1 (ubiquitinylations dégradantes par NEDD4-RNF216 et Cullin3-KLHL20,
ubiquitinylations stabilisatrices par AMBRAL-TRAF6 ou Cullin4) et ATG14L (ubiquitinylations
dégradantes par ZBTB16-Cullin3-Rocl et Cullin3-KLHL20) sont également importantes pour la
régulation de I’autophagie (modifiée d’aprés Chun and Kim, 2018).



et al., 2015b) régulant négativement I’expression de BECN1. Les miR-183 (Huangfu et al., 2016),
miR-374a et miR-630 (Huang et al., 2012) répriment I’ARNm UVRAG (UV resistance-associated
gene), dont la protéine correspondante interagit avec la BECN1 pour réguler la formation et la
maturation de I’autophagosome. De méme, le miR-152 peut cibler ATG14 (He et al., 2015). Le
miR-196 réprime 1’expression de la forme sauvage d’IRGM, mais pas de la forme mutée IRGM©31T
associée a la maladie de Crohn, conduisant & une expression anormale de la protéine IRGM dans
cette maladie (Brest et al., 2011).

L’¢élongation et la fermeture des vésicules peuvent ¢galement étre modulées par différents
miARN, tels que les miR-375 (Chang et al., 2012) et miR-17 ciblant ATG7 (Comincini et al., 2013),
contrdlant ainsi la conjugaison d’ATG4 et LC3. Par ailleurs, de nombreux miARN modulent les
systemes de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1, et notamment le miR-181a ciblant ATG5, le
miR-630 ciblant ATG12, le miR-374a ciblant ATG5 et ATG16L1 (Huang et al., 2012) et les miR-
30c et miR-130a ciblant ATG5 et ATG16L1 (Nguyen et al., 2014). De plus, le miR-204 inhibe
I’expression de LC3B (Mikhaylova et al., 2012) et miR-30d inhibe ATG2B, ATG5, ATG12, BECN1
et BNIP3L (BNIP3-like), bloquant alors I’autophagie (Yang et al., 2013a). Enfin, le miR-143 cible
ATG2B impliquée dans 1’élongation du phagophore afin d’inhiber I’autophagie in vitro (Lin et al.,
2018). Pour finir, le miR-205 interfere avec le flux autophagique en ciblant les protéines associées

au lysosome, afin d’inhiber la dégradation des produits dans 1’autolysosome (Pennati et al., 2014).

Cette liste est non exhaustive, d’autres miARNs et ARN non codants peuvent réguler
I’autophagie, tels que les INCRNAs et les ARN circulaires qui pourraient agir comme des éponges
a miARN, empéchant ces derniers d’interagir avec leurs ARNm cibles et ayant ainsi un effet sur

I’autophagie (Zhang et al., 2017c).
I11.3.4 Régulation post-traductionnelle

Plusieurs types de modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation,
I’ubiquitinylation, ’acétylation ou encore la SUMOylation permettent de réguler finement le

déroulement du processus autophagique.

111.3.4.1 La phosphorylation

Les complexes mMTORC1 et AMPK jouent un rdle majeur dans la régulation du complexe
ULK1 par phosphorylation sur différents résidus (Figure 25). En conditions homéostatiques,
MTORC1 inhibe le complexe ULK1 par phosphorylation de sa sérine (S) 757 (Kim et al., 2011a),
empéchant son interaction avec I’AMPK, tandis que I’AMPK empéche I’activation d’ULK1 via la
phosphorylation des résidus S638 et S758 (Shang et al., 2011). MTORC1 et la voie de I’AMPK

phosphorylent également ATG13 sur la S258 et la S224 respectivement, le dissociant ainsi du
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complexe ULK1 et inhibant I’induction de I’autophagie (Puente et al., 2016). Lors d’une carence
nutritionnelle, mMTORCL1 est inactivé, les résidus S258 et S224 d’ATG13 sont déphosphorylés
(Puente et al., 2016) et ’AMPK active ULK1 par phosphorylation des résidus S317 et S777 (Kim
et al., 2011a) et déphosphorylation des résidus S638 et S758, activant ainsi I’autophagie (Shang et
al., 2011). De méme, suite a une carence énergétique, I’AMPK phosphoryle de multiples résidus
sur ULK1, activant ce complexe pour induire ’autophagie (Egan et al., 2011). La régulation entre
ULK1 et mMTORC1/AMPK est bidirectionnelle puisque ULK1 induit la phosphorylation de la sous-
unité RAPTOR afin d’inhiber I’interaction entre mTORC1 et ses substrats et donc son activité
kinase (Dunlop et al., 2011; Jung et al., 2011), et phosphoryle I’AMPK afin d’en diminuer I’activité
(Loffler et al., 2011). Ces régulations réciproques permettent de réguler finement la réponse aux

carences énergétiques ou nutritionnelles.

De la méme maniere que le complexe ULK1 est phosphorylé par les complexes mMTORC1
et AMPK, les protéines VPS34, BECN1 et ATG14L sont elles aussi phosphorylées directement par
ces complexes sensibles aux carences nutritionnelles ou énergetiques (Figure 25). La protéine
BECNL peut étre phosphorylée en de nombreux sites par de multiples kinases parmi lesquelles des
MAPK (Wei et al., 2015), ULK1 (Russell et al., 2013) et DAPK (Zalckvar et al., 2009) favorisant
I’activation de 1’autophagie ou encore AKT (Wang et al., 2012a) et EGFR (epidermal growth factor
receptor) inhibant I’autophagie (Wei et al., 2013). De plus, ULK1 phosphoryle ATG14 sur la sérine
29 afin de favoriser la formation du complexe VPS34-BECN1 (Park et al., 2016). L’AMPK,
régulée par ATG14L, phosphoryle BECN1 pour activer le complexe VPS34-BECN1 (Kim et al.,
2013b), tandis que le complexe mTORCL1 phosphoryle ATG14 pour inhiber le complexe VPS34-
BECNLI et I’initiation de 1’autophagie (Yuan et al., 2013).

111.3.4.2 L’ubiquitinylation

L’ubiquitinylation d’ULK1 permet également de réguler sa stabilité et son activité (Nazio
et al., 2013)(Figure 25). Lors d’une activation de I’autophagic, AMBRAL est déphosphorylée et
interagit avec I’E3 ubiquitine-ligase TRAF6 ajoutant une chaine poly-ubiquitine sur la lysine (K)
63 favorisant la dimérisation et I’activation d’ULK1 (Nazio et al., 2013). De méme, la protéine
chaperonne-like p32 favoriserait la stabilité d’ULK1 et I’induction de 1’autophagie en formant un
complexe avec ULK1 et en permettant sa poly-ubiquitinylation sur la K63 suite a une carence en
nutriments (Jiao et al., 2015). L’ubiquitinylation peut également favoriser la dégradation d’ULK1.
Lors d’une carence nutritionnelle, les E3 ubiquitine ligases MUL1 (mitochondrial E3 ubiquitin
protein ligase 1), NEDDA4L (NEDD4 Like E3 ubiquitin protein ligase) et Cullin3-KLHL20 (kelch

like family member 20), contrdlent I’amplitude et la durée de la réponse autophagique en induisant
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Figure 26 : Régulation de I’autophagie par acétylation de protéines non histones.

En conditions de carence nutritionnelle, la kinase GSK3 phosphoryle et active TIP60, qui favorise
I’induction de I’autophagie en acétylant la kinase ULK1. En conditions de richesse en nutriments, le
complexe mTORC1 phosphoryle et active p300, qui inhibe 1’autophagie et favorise a la place la
lipogenése. P300 acétyle Beclin 1, VPS34, ATG5, ATG7, LC3 et ATG12. L’acétylation des protéines
ATG inhibe la formation des autophagosomes. L’acétylation de Beclin 1 favorise le recrutement de
Rubicon et UVRAG et inhibe la maturation de I’autophagosome. SIRT1 déacétyle les protéines ATG et
Beclin 1. La déacétylation de LC3 par SIRT1 favorise son association avec DOR et son export du noyau,
et la déacétylation de Beclin 1 favorise la maturation de I’autophagosome (modifiée d’apres Narita et
al., 2019).



la dégradation d’ULK1 via la poly-ubiquitinylation en K27 et K29 (NEDDA4L) (Nazio et al., 2016)
ou K48 (MULZ1 et Cullin3) (Li et al., 2015a; Liu et al., 2016a).

L’ubiquitinylation des protéines du complexe VPS34-BECN1 permet également de réguler
I’activation de I’autophagie ou d’induire la dégradation de ses composants, permettant une

régulation fine du processus autophagique (Chun and Kim, 2018) (Figure 25).

Il a étée également rapporté qu’une ubiquitinylation, en entrainant la dégradation du facteur
de transcription TFEB, permet I’induction de I’autophagie (Sha et al., 2017). Lorsque 1’autophagie
n’est pas nécessaire, la phosphorylation de TFEB par mTORCL1 entraine sa sequestration sous forme
inactive dans le cytoplasme. Lors de 1’activation de I’autophagie et de ’inactivation de mTORCI,
TFEB est déphosphorylé et peut transloquer sous forme de dimere dans le noyau ou il joue son réle
de facteur de transcription (Settembre et al., 2012). La forme phosphorylée de TFEB est également
modifiée par I’E3 ubiquitine ligase STUB1 (STIP1 homology and U-Box containing protein 1) qui
entraine son ubiquitinylation et sa dégradation. La dégradation des protéines TFEB ubiquitinylées
augmente la quantité de protéines TFEB déphosphorylées dans le cytoplasme, qui peuvent

s’homodimériser et transloquer dans le noyau (Sha et al., 2017).

111.3.4.3 L’acétylation

L’acétylation joue également un role majeur dans la régulation d’ULK1 et de I’autophagie.
En cas de stress du RE ou de carence en facteurs de croissance, mais pas de carence énergétique ou
nutritionnelle, la kinase GSK3 (glycogen synthase kinase-3) stimule I’activité acétyltransférase de
TIP60 par phosphorylation sur la S86, qui peut alors activer ULK1 par acétylation afin d’induire
I’autophagie (Lin et al., 2012a; Nie et al., 2016) (Figures 25 et 26). L’activité de 1’acétyltransférase
p300 est induite par le complexe mTORCL en cas de suffisance nutritionnelle. L’acétylation de la
protéine VPS34 par I’acétyltransférase p300 diminue son affinité pour le phosphatidylinositol et
son acétylation bloque la formation du complexe VPS34-BECNL, inhibant ainsi son activité kinase
et donc I’initiation de I’autophagie (Su et al., 2017). La déacétylation de LC3 par la déacétylase
SIRT1 (sirtuine 1) permet son transport du noyau au cytoplasme (Huang et al., 2015). Dans le
cytoplasme, en absence de carence nutritionnelle, p300 inhibe I’induction de I’autophagie par
acétylation de multiples protéines telles qu’ATG5, ATG7, ATG12 et LC3 (Lee and Finkel, 2009).
L’acétylation de LC3 par p300 inhibe I’interaction de p62 (appelé également SQSTM1,
sequestosome 1) avec des protéines LC3 non engagées dans le processus autophagique afin de
limiter la dégradation de LC3 par le protéasome, garantissant ainsi la reconnaissance spécifique des
cargos autophagiques et la disponibilité de LC3 pour I’autophagie (Lee and Finkel, 2009; Song et
al., 2019). Enfin, I’acétylation de BECN1 par p300 favorise le recrutement d’UVRAG et Rubicon
et inhibe la maturation de I’autophagosome (Sun et al., 2015) (Figure 26).
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Figure 27 : Réle des récepteurs autophagiques dans le ciblage des bactéries au phagophore.

La bactérie entrant dans la cellule se retrouve dans une vacuole. Cette bactérie peut parfois s’échapper
de sa vacuole et rejoindre le cytoplasme. Cependant, avant de se retrouver dans le cytoplasme, la
bacterie se retrouve dans une vacuole endommageée et est partiellement exposée au cytosol. A. La
galectine-8 peut se lier aux glycans de 1’héte, qui sont normalement retrouvés a I’intérieur de la vacuole
contenant la bactérie. La galectine-8 cible les vacuoles endommagées contenant la bactérie a
I’autophagie en se liant au récepteur autophagique NDP52. B. Parallélement & la galectine-8,
I’'ubiquitine est un signal important pour le ciblage des bactéries retrouvees dans des vacuoles
endommageées a l’autophagie. La bactérie est ubiquitinylée par des E3-ubiquitine ligases telles que
LRSAML. Les récepteurs de I’autophagie p62, NDP52, NBR1, TAX1BP1 et OPTN servent alors
d’adaptateur pouvant lier d’une part les chaines ubiquitine et d’autre part les molécules LC3 situées sur
le phagophore. L’affinit¢é de ’OPTN pour LC3 est amplifiée par la phosphorylation de ’OPTN par
TBKL1. Le mécanisme d’action supposé de TBK1 est représenté dans la vue détaillée. TBK1 est recrutée
via le complexe Napl/Sintbad-NDP52 et ’OPTN aux bactéries ubiquitinylées. Ce recrutement induit
une augmentation de la concentration locale en dimeres de TBK1, résultant en leur oligomérisation et
leur autophosphorylation. C. Les bactéries cytosoliques sont seulement ciblées & 1’autophagie via
I’ubiquitine et non par la galectine-8 (modifiée d’apres Scheidel et al., 2016).



111.3.4.4 La SUMOylation

L’autophagie peut étre régulée par la SUMOylation. Plusieurs cibles des protéines SUMO
impliquées dans 1’autophagic ont été identifiées. La lysine acétyltransférase TIP60 serait
SUMOylée par la SUMO E3 ligase PIASy (protein inhibitor of activated STAT protein y), stimulant
son activité catalytique et favorisant 1’induction de 1’autophagie (Naidu et al., 2012). Lors de
I’activation de 1’autophagie, VPS34 serait également sumoylée par I’E3 ligase KAP1 (KRAB-
associated protein-1), augmentant I’activité de VPS34 et stimulant ainsi I’autophagie (Yang et al.,
2013b). En modéle d’hypertension artérielle pulmonaire induite par une hypoxie, la SUMOylation
de la protéine VPS34 favorise I’assemblage du complexe BECN1, activant I’autophagie et la
dédifférenciation des cellules du muscle lisse vasculaire, remodelant ainsi la vascularisation
pulmonaire et entrainant une hypertension artérielle pulmonaire (Yao et al., 2019). La BECNL1 de
ce complexe peut également étre SUMOylée par PIAS3 et déSUMOylée par la peptidase SENP3
(sentrin-specific protease 3) (Liu etal., 2019). Suite a une carence en acide aminés, la SUMOylation
de BECN1 est augmentée, favorisant la formation de 1’autophagosome en facilitant son interaction
avec les autres protéines du complexe PI(3)K et I’activit¢é de ce dernier. A I’inverse, la
déSUMOylation de BECN1 par SENP3 altére la formation ou la stabilité du complexe PI(3)K et
supprime son activité, limitant I’induction de 1’autophagie, permettant de ce fait une régulation fine
de ce processus (Liu et al., 2019). Enfin, les AIEC favoriseraient leur propre réplication en inhibant
I’autophagie via la modulation de la SUMOylation des protéines de 1’hote, bien que ces dernieres

n’aient pour le moment pas été spécifiquement identifiées (Dalmasso et al., 2019).

1.4 Autophagie et réponse aux bactéries intracellulaires : la xénophagie
Tous les pathogenes intracellulaires peuvent potentiellement étre ciblés et dégradés par la
xénophagie. Sa sélectivité dépend de la reconnaissance des substrats par les récepteurs
autophagiques. Suite a leur prise en charge par ces récepteurs, ces bactéries peuvent étre dégradées
par I’autophagie ou bien échapper a ce mécanisme et méme le détourner pour leur propre

réplication.
IIT.4.1 Les récepteurs de la xénophagie

La xénophagie est initiée par 1’ubiquitinylation du pathogéne (Boyle and Randow, 2013).
Le pathogéne ubiquitinylé est alors associé aux membranes de 1’autophagosome contenant LC3 via
le recrutement de récepteurs de 1’autophagie, notamment p62, TAX1BP1 (tax1 binding protein 1),
NBR1 (next to BRCAL gene 1 protein), NDP52 et optineurine (Figure 27). Ces récepteurs
contiennent a la fois un domaine de liaison a 1’'ubiquitine et une région d’interaction avec LC3 (LIR,
LC3-interacting region), permettant ainsi d’associer le substrat ubiquitinylé & la machinerie

autophagique (Kim et al., 2016). Le fonctionnement de ces récepteurs repose sur la kinase TBK1
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(TANK-binding kinase 1). En effet, la phosphorylation de p62 (Pilli et al., 2012) et optineurine
(Richter et al., 2016; Wild et al., 2011) par TBK1 augmente leur affinité pour les protéines
ubiquitine sur le substrat et pour la protéine LC3. De plus, le recrutement de TBK1 au récepteur
NDPS52 est nécessaire pour I’activation de la xénophagie (Thurston et al., 2009). En cas de rupture
de I’endosome par un pathogeéne, p62 favorise I’ubiquitinylation en moins de 3 minutes de ce
pathogene (Tsuchiya et al., 2018). En plus des ubiquitines, NDP52 reconnait les bactéries
intracellulaires en se liant & la galectine-8 associée aux membranes des vacuoles endommagées
contenant ces bactéries (Thurston et al., 2012). L’initiation de la xénophagie suite a la liaison de
NDP52 a la galectine-8 nécessite la trimérisation de NDP52 avec les sous-unités FIP200 et
TBKBP1 (TBK1 binding protein 1) des complexes ULK et TBK1 respectivement, afin de recruter
la machinerie autophagique pour permettre la formation du phagophore puis 1’attachement du
récepteur a LC3 (Ravenbhill et al., 2019).

En plus de leur rdle dans la reconnaissance des pathogeénes, ces récepteurs sont impliqués
dans d’autres étapes de 1’autophagie. Lors de I’initiation, 1’optineurine favorise la formation de
I’autophagosome en augmentant la production de LC3-1l et la maturation du phagophore en
facilitant le recrutement du complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 a sa membrane (Bansal et al.,
2018). De plus, I’optineurine, NDP52 et TAX1BP1 permettent la maturation des autophagosomes
et leur fusion avec le lysosome en interagissant d’une part avec les protéines LC3 associées a
I’autophagosome et d’autre part avec la myosine VI qui permet I’adressage des autophagosomes
vers la voie endolysosomale (Tumbarello et al., 2012, 2015; Verlhac et al., 2015). Le récepteur p62
est localisé au niveau du phagophore méme en absence d’interaction avec LC3 et est dégrade au
cours du flux autophagique, ce qui fait de la diminution de I’accumulation de p62 un marqueur de

I’activation d’une autophagie fonctionnelle (Klionsky et al., 2016).

D’autres protéines permettent la formation et I’expansion du phagophore au niveau des sites
d’invasion par les bacteéries, telles que WIPI2 recrutée de maniere dépendante de TBK1 (Thurston
et al., 2016), ainsi que son partenaire TECPR1 (tectonin beta-propeller repeat containing 1)
(Ogawa et al., 2011) ou encore les récepteurs NOD1 et NOD2 interagissant physiquement avec
ATG16L1 lors de la reconnaissance du MDP bactérien et recrutant la machinerie autophagique au

site d’entrée des bactéries (Cooney et al., 2010; Travassos et al., 2010).
II1.4.2 L’interaction entre les bactéries et la xénophagie

Suite & une invasion bactérienne, la xénophagie est induite afin d’éliminer les bactéries, que
celles-ci se trouvent libres dans le cytosol ou au sein de vacuoles ou de phagosomes. Cependant,

certaines bactéries ont développé de multiples stratégies afin d’éviter d’étre reconnues par la
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Figure 28 : Les bactéries controlees par I’autophagie.

Salmonella Typhimurium, lors de la mise en place de son systeme de sécrétion de type Il peut
endommager sa vacuole d’endocytose (SCV). La bactérie, en contact avec les éléments du cytosol, est
alors ubiquitinylée puis reconnue par les récepteurs de 1’autophagie qui la cible aux autophagosomes
pour permettre son élimination via le processus autophagique. L’infection par Mycobacterium
tuberculosis entraine 1’activation de 1’autophagie afin d’éliminer le pathogene. Cependant, M.
tuberculosis peut également endommager la membrane du phagosome non mature, entrainant
I’exposition de la bactérie aux récepteurs de 1’autophagie tels que p62 ou NDP52, qui se lient aux
ubiquitines et permettent 1’élimination des bactéries via 1’autophagie. L’ADN des mycobactéries peut
également étre détecté par STING, un adaptateur important de la kinase TBK1, activant cette derniére et
conduisant a I’ubiquitinylation de la bactérie et au recrutement des récepteurs de 1’autophagie,

permettant I’élimination des mycobactéries par ce processus.



machinerie autophagique, de limiter I’induction de ce processus et méme d’exploiter I’autophagie

pour assurer leur survie et leur propre réplication.

111.4.2.1 Le contrble des bactéries par la xénophagie

Lors de I’infection des cellules épithéliales, Salmonella Typhimurium réside dans une
vacuole appelée SCV (Salmonella-containing vacuole) mais peut en altérer 1’intégrité en y formant
des pores lors de la mise en place de son T3SS. Une fois libre dans le cytosol, Salmonella est
ubiquitinylée et reconnue par les récepteurs autophagiques, ce qui entraine la formation
d’autophagosomes positifs pour LC3 autour de la bactérie (Huang and Brumell, 2014) (Figure 28).
L’infection de macrophages murins par Mycobacterium tuberculosis active 1’autophagie afin
d’éliminer le pathogene (Singh et al., 2006). M. tuberculosis peut endommager la membrane du
phagosome non mature grace a son systeme de sécrétion ESX-1 (6-kDa early secretory antigenic
target (ESAT-6) secretion system 1), permettant ’acces des récepteurs autophagiques p62 et NDP52
au pathogene dans le phagosome et son élimination via I’autophagie. De plus, la reconnaissance de
I’ADN bactérien extracellulaire par la protéine STING (stimulation of interferon genes), un
adaptateur important de la kinase TBK1, est nécessaire a 1’ubiquitinylation de la bactérie et a sa
délivrance aux autophagosomes par p62 et NDP52 (Watson et al., 2012) (Figure 28). L’ubiquitine
peut reconnaitre directement la protéine de surface Rv1468c de M. tuberculosis qui contient un
domaine associé a I’ubiquitine eucaryote-like sans nécessiter I’intervention d’une ubiquitine ligase
E3. L’ubiquitine est alors reconnue par le récepteur p62, permettant ainsi la délivrance de la bactérie

aux autophagosomes associés a LC3 (Chai et al., 2019).

111.4.2.2 L’échappement des bactéries a la machinerie autophagique
111.4.2.2.1 Evitement de la reconnaissance par la machinerie autophagique

L’une des stratégies utilisées par les pathogenes pour éviter la dégradation par la xénophagie
est d’éviter d’étre reconnus par la machinerie autophagique. Par exemple, Listeria monocytogenes
est capable de s’échapper de son phagosome en exprimant la listériolysine O (Tan et al., 2018) et
de survivre dans le cytosol en sécrétant les facteurs de virulence ActA et InlIK lui permettant de
recruter des protéines de 1’hote, respectivement 1’actine et la protéine vault majeure, afin de former
un manteau protecteur cachant la bactérie (Mitchell et al., 2018). De plus, cette bactérie exprime la
phospholipase C prévenant la formation de PI(3)P, et donc de I’autophagosome dans ces cellules
(Mitchell et al., 2015) (Figure 29). De méme, Shigella flexneri est capable de s’échapper du
phagosome et d’exprimer le facteur IcsB se liant & la protéine de surface bactérienne VirG afin que
cette protéine ne puisse plus se lier a ATG5 (Campbell-Valois et al., 2015). IscB, en association

avec le facteur VirA, blogue le recrutement de LC3 a la vacuole d’entrée de la bactérie et facilite
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Figure 29 : Les bactéries qui échappent a ’autophagie.

Listeria monocytogenes s’échappe de sa vacuole d’endocytose en sécrétant la listériolysine O (LLO).
Libre dans le cytoplasme, elle exprime la protéine ActA permettant la polymérisation de 1’actine de la
cellule héte et la protéine InIK ancrée a la surface de la bactérie et permettant le recrutement des
protéines vault majeures (MVP) de I’hote, empéchant ainsi sa reconnaissance par 1’autophagie. Un
mutant pour les protéines ActA (dactA) et InlK (4inIK) fixe des peptides ubiquitinylés qui recrutent p62,
ce qui conduit a la séquestration et la dégradation de la bactérie dans un autolysosome. Suite a son
entrée dans la cellule, Shigella flexneri se retrouve dans une vacuole positive pour LC3. La bactérie, via
un systeme de sécrétion de type Ill, sécrete I’effecteur bacterien IpaB responsable de la lyse de sa
vacuole d’endocytose ainsi que les effecteurs IscB et VirA lui permettant de s’échapper de la vacuole
LC3-positive. La bactérie est maintenant libre dans le cytoplasme et masque sa reconnaissance par la
protéine de I’autophagie ATG5 grace a la protéine bactérienne IscB masquant la protéine VirG. Ainsi, la
bactérie n’est pas prise en charge dans un autophagosome et peut se disséminer en recrutant a un de ses
pbles la machinerie eucaryote nécessaire a la polymérisation d’actine. Un mutant pour la protéine IcsB
(dicsB), exposant VirG, est lui séquestré dans un autophagosome puis dégrade par I’autophagie.



I’échappement de S. flexneri des vacuoles LC3-positives formées (Campbell-Valois et al., 2015)
(Figure 29).

111.4.2.2.2 Inhibition de ’induction de I’autophagie

Les bactéries peuvent bloquer I’induction de I’autophagie et la formation de
I’autophagosome. L’altération de la SCV lors de la mise en place du T3SS par S. Typhimurium
entraine le recrutement de la machinerie autophagique, qui va alors réparer les dommages a la
membrane. Ceci permet ’acquisition des protéines Rab5, Rab7 et LAMPL1 (lysosome-associated
membrane glycoprotein 1) permettant la maturation de ce compartiment, la survie et la réplication
intracellulaire de la bactérie (Kreibich et al., 2015) (Figure 30). S. Typhimurium recrute ensuite la
kinase FAK a sa vacuole afin d’activer la voie AKT-mTOR permettant de restaurer 1’activation de
MTOR et ainsi d’inhiber I’autophagie dans les cellules épithéliales, les fibroblastes et les
macrophages (Owen et al., 2014). Legionella pneumophila injecte la cystéine protéase RavZ dans
le cytoplasme des cellule hotes, ou elle dé-conjugue irréversiblement les protéines LC3-11 de leur
PE (Choy et al., 2012) et prévient le recrutement de 1’ubiquitine a la vacuole contenant la bactérie
(Kubori et al., 2017), inhibant ainsi sa reconnaissance par I’autophagie mais aussi la formation de

I’autophagosome (Figure 30).

L’interaction entre ATG16L1 et la protéine C3 du complément opsonisant les bactéries joue
un réle important dans I’initiation de la xénophagie. Tandis que Listeria monocytogenes opsonisée
par la protéine C3 est éliminée par 1’autophagie via I’interaction C3-ATG16L1, S. flexneri et S.
Typhimurium expriment des protéases de membrane externe, les omptines, clivant la protéine C3,
leur permettant d’échapper a I’élimination par 1’autophagie médiée par la protéine C3 (Sorbara et
al., 2018) (Figure 30).

111.4.2.3 L’utilisation de I’autophagosome comme niche de réplication

Plusieurs bactéries peuvent bloquer la maturation de 1’autophagosome afin de s’en servir de
niche de réplication. Par exemple, les bactéries AIEC survivent dans les neutrophiles en bloquant
I’autophagie au stade de I’autolysosome (Chargui et al., 2012). Par ailleurs, Yersinia
pseudotuberculosis (Moreau et al., 2010) et Staphylococcus aureus (Schnaith et al., 2007) sont
capables de bloquer la maturation et la fusion des autophagosomes avec les lysosomes afin de s’en
servir de niche de réplication. Bien que les mécanismes sous-jacents restent a identifier,
I'exploitation de la machinerie autophagique par S. aureus nécessite le systeme bactérien Agr
(accessory gene regulator), et plus spécifiguement Hla (a-hémolysine) sécrétée par ce systéme

(Mestre et al., 2010). De plus, I’expression du facteur de virulence 1saB par les souches de S. aureus
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Figure 30 : Les bactéries inhibant I’induction de I’autophagie.

Apreés internalisation par les cellules hétes, Salmonella Typhimurium réside dans sa vacuole SCV. Alors
que le T3SS est requis pour I’invasion bactérienne, cet appareil semblable a une aiguille peut causer des
dommages a la SCV. Les Salmonella peuvent utiliser la machinerie autophagique pour réparer les
dommages induits par leur T3SS aux SCV en recrutant les protéines LC3 associees a la membrane
autophagosomale. Ceci permet le recrutement, dans un deuxiéme temps, des protéines Rab5 puis Rab7
et LAMP afin de permettre la maturation du compartiment réparé et I’expression d’un deuxiéme T3SS
(T3SS-2) par la bactérie, permettant la formation d’une vacuole filamenteuse facilitant la survie
bactérienne. La bactérie Legionella pneumophila sécrete la protéine effectrice RavZ via son systéeme de
sécrétion de type IV (T4SS). RavZ est une protéase capable d’inhiber le recrutement de I’ubiquitine a la
vacuole contenant la bactérie et de cliver la protéine LC3 associée aux membranes pré-
autophagosomales de maniére irréversible, prévenant ainsi la formation de 1’autophagosome. Au niveau
du lumen intestinal, les bactéries Salmonella Typhimurium et Shigella flexneri sont opsonisées par les
protéines C3 du complément. Ces bactéries expriment des omptines a leur surface, des protéines
capables d’enlever les protéines C3 recouvrant les bactéries, permettant ainsi aux bactéries cytosoliques
d’échapper a 1’élimination par 1’autophagie médiée par le complément C3. SIF, Salmonella-induced
filament.



résistantes a la méthicilline permet a ces souches d’inhiber le flux autophagique afin de favoriser

leur survie (Liu et al., 2015).

111.4.2.4 Modulation des miARN de I’héte contrélant ’autophagie

L’infection par différentes bactéries pathogénes ou pathobiontes modifie 1’expression des
miARN de 1’h0te, pouvant moduler I’expression des protéines de 1’autophagie et interférer avec le
bon déroulement de ce processus (Figure 31). M. tuberculosis induit 1’expression du miR-27a via
I’activation des voies ERK-MAPK et NF-kB. Ce miARN cible I’ARNm codant pour le transporteur
d’ions Ca®* CACNA2D3 (voltage-dependent calcium channel subunit a-2/5-3) situé sur le RE,
diminuant ainsi la signalisation Ca?*, ce qui inhibe la formation de I’autophagosome et favorise la
survie intracellulaire de la bactérie (Liu et al., 2018b). Cette bactérie contrdle également I’initiation
de I’autophagie en inhibant BECN1 et UVRAG via I’augmentation des miR-30a et miR-125a
respectivement (Chen et al., 2015; Kim et al., 2015). Par ailleurs, I’augmentation du miR-144-5p
lors de I’infection par M. tuberculosis supprime I’autophagie en inhibant DRAM2 (DNA damage
regulated autophagy modulator 2), une protéine de I’autophagie découverte récemment et
interagissant avec la BECN1 et UVRAG afin d’activer le complexe Beclin 1 (Kim et al., 2017a).
Mycobacterium bovis va a I’inverse augmenter le miR-17 afin de réprimer ULK1 (Duan et al.,

2015), favorisant la survie des mycobactéries en interférant avec 1’autophagie.

L’infection par M. bovis augmente le niveau du miR-20a réprimant ATG7 et ATG16L1
nécessaires a la maturation de I’autophagosome (Guo et al., 2016). De méme, 1’augmentation du
miR-144-3p suite a I’infection par le BCG (Bacille de Calmette et Guérin) compromet la formation
de I’autophagosome en diminuant le niveau d’ATG4A (Guo et al., 2017). Enfin, M. tuberculosis
interfére avec 1’autophagie d’une maniére plus globale en induisant 1’expression du miR-33, qui
diminue 1I’expression de plusieurs protéines de I’autophagie (ATGS5S, ATG12, MAP1LC3B,
UVRAG et LAMP1) et en ciblant ’ARNm PRKAAL (protein kinase amp-activated catalytic
subunit alpha 1) codant pour la sous-unité o de I’AMPK (Ouimet et al., 2016).

Suite a I’infection par Helicobacter pylori, le miR-30b est augmenté et inhibe I’expression
de BECNL1 et ATG12, diminuant ainsi la formation et la maturation de 1’autophagosome (Tang et
al., 2012). BECN1 et ATG12 ainsi que ATG2B, ATG5 et BNIP3L sont également inhibés par le miR-
30d induit par I’infection par H. pylori (Yang et al., 2016). L’infection de cellules épithéliales
pulmonaires par Burkholderia pseudomallei augmente 1’expression des miR-4458, miR-4667-5p et
mMiR-4668-5p réprimant I’expression de la protéine ATG10 essentielle a la maturation de

I’autophagosome (Li et al., 2015b).
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Figure 31 : Modulation des miARN de I’hdte contrélant la machinerie autophagique par les
bactéries.

L’infection par différentes bactéries pathogénes ou pathobiontes conduit a 1’altération de 1’expression
de miARN régulant différentes étapes de 1’autophagie. Un effet communément observé suite a la
modulation des miARN par les bactéries est I’inhibition de I’autophagie et donc de la dégradation des
bactéries. F. nucleatum, Fusobacterium nucleatum; B. pseudomallei, Burkholderia pseudomallei
(modifiee d’apres Aguilar et al., 2019, Lu et al., 2014, Nguyen et al., 2014, et Chauhan et al., 2015).



Le polymorphisme C313T d’IRGM associé a la MC altére la fixation du miR-196, entrainant
une perte de régulation du géne IRGM par ce dernier, conduisant & une autophagie défectueuse et a
une réplication intracellulaire augmentée des bactéries AIEC associées a la MC (Brest et al., 2011).
De plus, la souche AIEC LF82 augmente les niveaux des miR-106b et miR-93 dans de nombreuses
lignées cellulaires humaines, inhibant I’expression d’ATG16L1 et diminuant ainsi 1’élimination des
AIEC par I’autophagie (Lu et al., 2014). Nous avons egalement montré in vitro et in vivo que les
AIEC augmentent les niveaux des miR-30c et miR-130a, diminuant respectivement I’expression
d’ATGS5 et d’ATG16L1 en cellules épithéliales intestinales, inhibant ainsi I’induction de
I’autophagie, conduisant a une réplication intracellulaire anormale des AIEC et a une augmentation
de I’inflammation (Nguyen et al., 2014). Une corrélation inverse entre les niveaux des miR-30c et
miR-130a et ceux des ARNm ATG5 et ATG16L1 a été observée dans la muqueuse iléale des patients
atteints de MC, suggérant que les AIEC diminueraient 1’autophagie pour favoriser leur propre

colonisation dans la MC.
I11.5  Autophagie, physiopathologie intestinale et maladie de Crohn

II1.5.1 Généralités

La premiére preuve de I’implication de I’autophagie dans 1’étiologie de la MC provient des
GWAS ayant mis en évidence une association entre la présence des SNP dans les génes de
I’autophagie ATG16L1 et IRGM et une augmentation de la susceptibilité a développer la MC
(Hampe et al., 2007; Parkes et al., 2007; Prescott et al., 2007). La découverte de I’interaction entre
NOD?2, un premier géne de susceptibilité a la MC (Hugot et al., 2001), et ATG16L1 lors d’une
xénophagie fonctionnelle contre I’infection bactérienne renforce le lien entre 1’autophagie et la MC.
Les GWAS ont identifi¢ d’autres génes de susceptibilité a développer la MC, qui codent pour des
protéines impliquées dans la régulation de I’activation de 1’autophagie telles que LRRK2 (leucine
rich repeat kinase 2) (Barrett et al., 2008), PTPN2 (Glas et al., 2012) ou PTPN22 (protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 22) (Diaz-Gallo et al., 2011), I’initiation de I’autophagie telles que
ULK1 (Henckaerts et al., 2011), ou la reconnaissance bactérienne par 1’autophagie telles que le
récepteur TLR4 (Oostenbrug et al., 2005) ou le récepteur autophagique NDP52 (Ellinghaus et al.,
2013).

Des études fonctionnelles ont ensuite montré les mécanismes moléculaires par lesquels un
défaut de I’autophagie pourrait entrainer une perturbation de I’homéostasie intestinale, une dysbiose
intestinale, une anomalie de la sécrétion de peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth, un
stress du RE au niveau de I’épithélium et une réponse immunitaire aberrante, qui sont des

caractéristiques de la pathogenése de la MC.
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Figure 32 : Réle de I’autophagie dans la maintenance de I’homéostasie intestinale et mécanismes
potentiels par lesquels une autophagie défectueuse pourrait contribuer au développement des
MICI.



II1.5.2 Régulation de I’homéostasie intestinale par I’autophagie

111.5.2.1 Role de I’autophagie dans la fonction barriére de I’épithélium

L’autophagie régule la fonction de barriére intestinale en induisant la dégradation de la
CLDNZ2, diminuant ainsi la perméabilité intestinale (Nighot et al., 2015). L’augmentation du niveau
de la CLDN2 et les défauts des jonctions serrees observées en monocouche de cellules épithéliales
intestinales Caco-2 traitées au TNF-a proviennent en partie de I’inhibition de la dégradation de la
CLDN2 médiée par I’autophagie (Zhang et al., 2017a) (Figure 32A).

L’autophagie contréle le développement des cellules caliciformes, qui participent a la
fonction barriére de I’épithélium en sécrétant des mucines, puisqu’une altération de la morphologie

de ces cellules a été observée en présence du polymorphisme ATG16L1™%4 (Lassen et al., 2014).

111.5.2.2 Roéle de ’autophagie dans la mort cellulaire

L’autophagie peut moduler la mort cellulaire induite suite a un stress prolongeé au niveau de
I’épithélium intestinal. En effet, lors d’un stress cellulaire, la voie elF2a/ATF4 est activée,
favorisant les effets pro-survie de I’autophagie a court terme (Fulda et al., 2010). Cependant, un
stress prolongé résulte en une phosphorylation constitutive d’elF2a. et une surexpression d’IRGM
régulant I’autophagie, induisant une mort cellulaire par nécrose (Roy et al., 2018). En modeéle
murin, la phosphorylation constitutive d’elF2a et la surexpression d’IRGM1 (homologue d’IRGM
chez I’Homme) conduisent a la mise en place d’une il€ite semblable a la MC. Les patients atteints
de MC présentent une augmentation de la phosphorylation d’elF2a., de I’expression d’IRGM et de

la mort cellulaire par nécrose (Roy et al., 2018).

L’autophagie peut moduler la mort cellulaire programmée induite par les cytokines au
niveau de 1’épithélium intestinal afin de limiter 1’inflammation (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2017,
Pott et al., 2018). L’utilisation de souris déficientes pour Atgl6l1 spécifiguement au niveau des
cellules épithéliales intestinales (Atg16114“E") présentant une colite chronique induite
expérimentalement a permis de montrer que l’autophagie protége les cellules épithéliales
intestinales de 1’apoptose induite par le TNF, permettant le maintien de I’intégrité de la barricére
intestinale (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2017; Pott et al., 2018). La viabilité d’organoides
intestinaux portant le variant ATG16L1™%A en réponse au traitement par le TNF est diminuée
comparativement a ceux portant I’all¢le sauvage ATG16L1 (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2017). Ces
résultats suggeérent qu’une autophagie fonctionnelle est nécessaire & une réponse optimale au

traitement par les anti-TNF dans le cadre des MICI.
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(Suite Figure 32)

Au niveau de I’épithélium intestinal : (A) L’autophagie module la fonction barriére de 1’épithélium en dégradant la
CLDNZ2. Une autophagie dysfonctionnelle augmente le niveau de CLDN2 et donc la perméabilité intestinale. (B) Une
autophagie défectueuse conduit & une dysbiose intestinale et & une augmentation de la quantité de bactéries opsonisées par
les IgA. (C) En favorisant ’homéostasie mitochondriale, 1’autophagie protege les cellules épithéliales intestinales de la
mort cellulaire et prévient la perte des cellules de Paneth. Le MIR346, dont I’expression est induite suite a un stress du RE,
augmente la traduction de GSK3B ce qui favorise la dissociation de BCL2 et BECN1. Par conséquent, la mitophagie est
activée, réduisant le niveau de ROS. L’activation de I’inflammasome NLRP3 médiée par les ROS qui conduit &
I’activation de la CASP1 et a la production d’IL1B et d’IL18 est également inhibée par la mitophagie induite par
GCNZ2/EIF2AK4 suite & une carence en acides aminés. Une autophagie dysfonctionnelle entraine une accumulation de
mitochondries endommageées et de ROS, augmentant ainsi I’activation de I’inflammasome et I’inflammation et aggravant
la mort cellulaire induite par les ROS. (D) NOD2 recrute ATG16L1 & la membrane plasmique au point d’entrée de la
bactérie, initiant ainsi l’autophagie. L’association d’IRGM avec NOD2 augmente [’ubiquitinylation d’IRGM et
I’assemblage de la machinerie autophagique, induisant la xénophagie. Les variants de risque situés dans des geénes de
I’autophagie induisent un défaut de ce processus et une altération de 1’élimination des bactéries intracellulaires. (E) La
stimulation de NOD?2 et des récepteurs TNF des cellules épithéliales intestinales active IKKA qui phosphoryle ATG16L1,
permettant ainsi sa stabilisation et prévenant le stress du RE au cours de I’inflammation. L’inactivation d’IKKA entraine
un défaut de stabilisation d’ATG16L1, qui est alors dégradée par la CASP3, augmentant ainsi le stress du RE. (F) Dans les
cellules de Paneth, I’activation de NOD2 en réponse aux bactéries commensales entraine le recrutement de LRRK2,
RIPK2 et RAB2A aux granules denses, un processus nécessaire a la sécrétion du lysozyme et d’autres peptides
antimicrobiens. Une dysfonction de NOD2 ou de LRRK2 résulte en une dégradation du lysozyme médiée par le lysosome,
(G) L’infection des cellules de Paneth par des bactéries invasives altere la voie de sécrétion RE-Golgi et le lysozyme est
alors sécrété via I’autophagie sécrétoire. Ce processus nécessite 1’activation de la voie EIF2AK3-EIF2A médiée par le
stress du RE dans les cellules de Paneth et I’activation de la voie TLR-MYDB88 dans les cellules dendritiques qui promeut
la sécrétion d’IL-22 par les cellules lymphoides innées de type 3. Les cellules de Paneth présentant une autophagie
défectueuse ne peuvent plus sécréter de lysozyme via 1’autophagie sécrétoire. (H) Lors d’un stress du RE dans les cellules
de Paneth, IRE1A interagit avec OPTN et est recrutée aux autophagosomes pour étre dégradée. Une clairance défectueuse
des agrégats d’IRE1A lors d’un stress du RE due a un défaut de I’autophagie augmente le stress du RE et conduit au
développement chez la souris d’une iléite transmurale spontanée similaire a ce qui est observé dans le cas de la MC. (1)
Dans les cellules souches intestinales, 1’autophagie limite 1’accumulation des ROS inhibant leur différenciation,
permettant ainsi la régénération de 1’épithélium. Une autophagie défectueuse conduit & une accumulation de ROS et a une
altération de la régénération épithéliale (Asano et al., 2017).

(J) Dans les macrophages, en réponse a I’activation du TLR4 qui conduit a une inflammation dépendante de TRIF,
I’autophagie est activée afin de contrbler le turnover de TRIF et de limiter la production d’IFNB1. Une autophagie
défectueuse conduit & I’accumulation de TRIF et donc & une augmentation de la production d’IFNB1 (Samie et al., 2018).
En réponse & I’activation du TLR4, NFKB active I’expression de NLRP3, du pro-I1L1B et de SQSTM1. SQSTML1 favorise
la mitophagie afin de prévenir I’activation de 1’inflammasome NLRP3, inhibant ainsi la production d’IL1B. IRGM limite
également I’activation de I’inflammasome en prévenant son assemblage et en favorisant la dégradation des composants de
I’inflammasome par 1’autophagie sélective. Une autophagie défectueuse conduit & une accumulation de mitochondries
dysfonctionnelles et de ROS, favorisant I’activation de I’inflammasome NLRP3 et donc la production d’IL1B. (K) Dans
les cellules dendritiques, I’autophagie dégrade les pathogénes intracellulaires et participe a la présentation des antigenes
aux cellules T afin d’induire la mise en place des réponses immunes adaptatives. La mitophagie induite par
GCN2/EIF2AK4 inhibe D’activation de I’inflammasome NLRP3 médiée par les ROS, diminuant ainsi la production
d’IL1B et d’IL18. Une autophagie défectueuse conduit & un défaut d’élimination des bactéries et de la présentation
antigénique, altérant I’activation des cellules T. L’activation des cellules T est favorisée par TAX1BP1 qui se lie & LC3 et
induit 1’autophagie, fournissant ainsi les nutriments essentiels & 1’activation du complexe MTORC1 et induisant la
transition métabolique des cellules T activées. Un défaut de I’autophagie altére la transition métabolique et la prolifération
des cellules T, ce qui diminue le nombre de cellules T CD4* et CD8*, altére le développement des cellules T mémoires,
diminue la survie des Treg et augmente les réponses Th2 et Thl7. (L) La bactérie du microbiote Bacteroides fragilis
sécrete des molécules immunomodulatrices via ses OMV qui sont reconnues par le récepteur TLR2 des cellules
dendritiques, activant ’autophagie associée a LC3 via NOD2 et ATG16L1 et induisant les cellules Treg FOXP3* qui
produisent de I’'IL10, limitant ainsi les réponses inflammatoires médiées par les cellules T CD4*. Les cellules dendritiques
porteuses de variants de risque dans des genes de I’autophagie ne sont pas capables d’induire la production d’IL10 par les
cellules Treg FOXP3* en réponse aux OMV dérivées de B. fragilis.



111.5.2.3 Role de I’autophagie dans ’homéostasie des cellules de Paneth

L’autophagie est importante pour le développement, la maintenance et le fonctionnement

des cellules de Paneth, dont le role principal est de produire des peptides antimicrobiens.

Des defauts de morphologie des cellules de Paneth ainsi que du nombre et de la structure
des granules contenant les peptides anti-microbiens ont été observés chez des souris déficientes
pour Atg5 (Cadwell et al., 2008) ou Atg7 (Wittkopf et al., 2012) spécifiquement dans les cellules
épithéliales intestinales ou totalement deficientes pour Atg4b (Cabrera et al., 2013) ou Irgm (Liu et
al., 2013). De méme, une structure irréguliére des granules ainsi qu’une diminution de la sécrétion
de peptides antimicrobiens similaires a ce qui est observé chez les patients atteints de MC
homozygotes pour le variant ATG16L1™%A ont été montrées chez des souris Atg1611"™ élevées de
maniére conventionnelle ainsi que chez des souris Atg1611"™ exemptes de pathogénes spécifiques
et infectées par un norovirus entérique. Ceci suggére qu’un défaut de 1’autophagie n’entrainerait
des défauts dans les cellules de Paneth qu’en présence d’autres facteurs tels qu’une infection
(Cadwell et al., 2008, 2010). Deux études ont récemment rapporté des résultats contradictoires suite
a 1’observation de souris knock-in exprimant le variant ATG16L1™%", Tandis que Murthy et
coauteurs n’ont rapporté aucun changement dans la morphologie des cellules de Paneth chez ces
souris (Murthy et al., 2014), Lassen et coauteurs ont observeé le développement spontané de défauts

de ces cellules (Lassen et al., 2014).

La sécrétion du lysozyme par les cellules de Paneth est induite suite a I’activation de NOD2
(Zhang et al., 2015a) et a été associée a ’activation de 1’autophagie (Bel et al., 2017). En effet,
I’empaquetage du lysozyme dans des vésicules de sécrétion nécessite 1’activation de NOD2 par le
MDP dérivé des bactéries symbiotiques. Ceci permet le recrutement de NOD2, LRRK2, RIPK2
(receptor [TNFRSF]-interacting serine-threonine kinase 2) et RAB2A (Ras-related protein Rab-
2A) aux vésicules de sécrétion (Wang et al., 2017a; Zhang et al., 2015a) (Figure 32F). Un
dysfonctionnement de NOD2 ou LRRK2, causé par les polymorphismes associés a la MC, entraine
la dégradation du lysozyme par le lysosome (Wang et al., 2017a; Zhang et al., 2015a). L’autophagie
joue un réle dans le maintien de la sécrétion du lysozyme médiée par les cellules de Paneth au cours
de I’infection par des pathogenes invasifs (Bel et al., 2017). En effet, pour contrer les dommages a
I’appareil de Golgi induits par une infection par S. Typhimurium, les cellules de Paneth peuvent
contourner la voie de sécrétion RE-Golgi et rediriger le lysozyme vers une voie de sécrétion
alternative basée sur I’autophagie (Bel et al., 2017) (Figure 32G). L’activation de 1’autophagie
sécrétoire dans les cellules de Paneth requiert 1’induction d’un stress du RE par les bactéries via la
voie PERK-eIF2a (Bel et al., 2017). De plus, cette activation requiert 1’activation de MYDS88

(myeloid differentiation primary response gene 88) dans les cellules dendritiques et la sécrétion
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d’IL-22 par les cellules lymphoides innées (Bel et al., 2017). Le variant de risque ATG16L1™%A
entraine une perturbation de la voie de sécrétion RE-Golgi mais également de 1’autophagie
sécrétoire dans les cellules de Paneth en réponse a I’infection par des bactéries invasives (Bel et al.,
2017) (Figure 32G). De plus, I'utilisation de souris Atg16l1F! et d’un modéle murin de MICI
induite par un virus a permis de montrer que 1’autophagie, en favorisant 1’homéostasie
mitochondriale, est essentielle pour prévenir la perte des cellules de Paneth et la mort cellulaire
excessive, contribuant ainsi au maintien de la barriere intestinale (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2017)
(Figure 32C). Enfin, la perte du gene ATG16L2, dont un variant a été associé a la MC dans la
population Coréenne (Yang et al., 2014) diminue le nombre de cellules de Paneth en modele murin
(Khor et al., 2019).

La protéine IRGM/IRGML1 joue également un rdle dans la morphologie et la fonction des
cellules de Paneth. En effet, les souris irgm” conventionnelles présentent des altérations marquées
des cellules de Paneth et notamment un développement anormal des granules de sécrétion, une
diminution de D’expression de certains peptides antimicrobiens et une augmentation de la
susceptibilité a la colite induite au DSS (Liu et al., 2013), des anomalies tres peu retrouvées chez
des souris irgm”" exemptes d'organismes pathogénes spécifiques (Rogala et al., 2018). De plus, ces
deux types de souris présentent un microbiote intestinal profondément différent (Rogala et al.,
2018). Ainsi, les conditions environnementales, en modifiant la composition du microbiote
intestinal, ont un fort retentissement sur la susceptibilité génétique des cellules de Paneth et donc

sur les fonctions de 1’épithélium et la susceptibilité a développer une inflammation intestinale.
II1.5.3 Influence de ’autophagie sur le microbiote intestinal

L’autophagie joue un rdle sur le contrdle de la composition du microbiote intestinal et une
autophagie dysfonctionnelle a été associée a une dysbiose intestinale (Figure 32B). En effet, des
souris délétées specifiquement pour Atg7 dans les cellules épithéliales du célon présentent une
altération de la composition du microbiote fécal associée a une augmentation du nombre de
bactéries totales et un enrichissement en Clostridium leptum, Eubacterium cylindroides et
Bacteroides fragilis comparativement aux souris controles sauvages (Tsuboi et al., 2015). De
maniére similaire, comparativement aux souris sauvages, la composition du microbiote intestinal
des souris Atg57“E! est altérée et présente notamment une diminution de la diversité microbienne
comme observe chez les patients atteints de MC, et une diminution du nombre de bactéries
impliqueées dans le contrble des réponses inflammatoires, telles que celles des familles
Lachnospiraceae et Ruminococcaceae, dont 1’abondance est diminuée dans la MC (Yang et al.,

5ACEI

2018a). A I’inverse, les souris Atg présentent une augmentation du nombre de bactéries pro-

inflammatoires telles que celles de la famille Pasteurellaceae, dont I’abondance est augmentée dans
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la MC (Yang et al., 2018a). De plus, les souris Atg5*“E' présentent une diminution d’Akkermansia
muciniphila comme rapporté dans les MICI et une augmentation de Candidatus Athromitus, une
bactérie filamenteuse segmentée capable d’induire la différentiation des cellules T CD4™ naives en
Thl et Th17 (Yang et al., 2018a). Les souris ATG16L1™%* présentent elles aussi un changement
de la composition du microbiote fécal avec une augmentation de 1’ordre des Bacteroidales
comparativement aux souris sauvages a 1’état basal (Lavoie et al., 2019). Lors d’une colite induite
au DSS, les souris ATG16L1™% présentent une altération de la composition du microbiote fécal
avec une diminution du phylum Firmicutes et une augmentation des phyla Bacteroidetes,
Proteobacteria et Cyanobacteria comparativement aux souris sauvages (Lavoie et al., 2019). Les
souris gnotobiotiques ATG16L1™%"ayant recu des selles de patients atteint de MC active, mais pas
celles ayant recu des selles de patients atteints de RCH, présentent une composition du microbiote
différente des souris contréles, marquée par une augmentation de I’abondance des Bacteroides
(Lavoie et al., 2019). Ceci est associé a une augmentation des cellules Thl et Th17 dans la lamina
propria du célon et de I’iléon sans développement d’une inflammation intestinale (Lavoie et al.,
2019). Ainsi, le variant de risque ATG16L1™%A contribue & la dysbiose et au déréglement des
réponses immunes avant I’apparition des symptomes de la maladie. Cependant, l'influence du
génotype de I'h6te ou de certains SNP sur la composition ou la fonction du microbiote intestinal

n'est pas encore bien comprise.

Les variants associés aux MICI, et notamment ceux touchant les genes NOD2, ATG16L1 et
IRGM peuvent influencer la composition du microbiote fécal des individus sains, alors caractérisé
par une diminution de Roseburia spp., une bactérie productrice de butyrate (Imhann et al., 2018).
Une augmentation de la quantité de bactéries opsonisées par les IgA, identifiées comme des
microbes favorisant 1’apparition des MICI, a été observée dans les féces de souris présentant une
déficience spécifique d’Atgl6ll dans les cellules myéloides mais également chez les patients
atteints de MC porteurs du variant ATG16L1™%" (Zhang et al., 2017b) (Figure 32B). De plus, les
patients atteints de MC homozygotes pour le variant ATG16L1™%4 présentent une plus forte
abondance de groupes pathosymbiotiques tels que les Enterobacteriaceae (principalement
Escherichia coli), Bacteroidaceae (principalement Bacteroides fragilis) et Fusobacteriaceae au
niveau de I’iléon inflammé comparativement aux patients homozygotes pour 1’allele ATG16L1

sauvage (Sadaghian Sadabad et al., 2015).

IT1.5.4 Autophagie et stress du réticulum endoplasmique

Le stress du RE est capable d’activer I’autophagie. En réponse a un stress du RE prolongé,
des ions calciques sont libérés du RE et activent I’AMPK bloquant mTORC1 pour activer

I’autophagie (Hgyer-Hansen et al., 2007). Par ailleurs, 1’activation de la voie IREla (inositol-
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requiring enzyme 1 o)-XBP1, ainsi que la voie PERK-EIF2a, induisent la conversion de LC3 (LC3-
I en LC3-11) et la formation de I’autophagosome en condition de stress du RE (Kouroku et al., 2007;
Ogata et al., 2006). L’autophagie peut alors complémenter la dégradation associée au RE activée
lors de la réponse aux protéines mal repliées. Le stress du RE active également la signalisation
ATF6-DAPK1 (death-associated protein kinase 1) dans les cellules épithéliales intestinales (Gade
et al., 2012), favorisant 1’élimination des bactéries intracellulaires par 1’autophagie (Lopes et al.,
2018). De plus, la protéine ATF6 activée stimule AKT, résultant en une inhibition de mTORC1
(‘Yamazaki et al., 2009). Le stress du RE augmente par ailleurs le niveau du miR-346 en cellules
éptihéliales, augmentant le niveau de GSK3p. Ceci favorise la dissociation de BCL2 et BECNL1,
promouvant ainsi 1’élimination des mitochondries par I’autophagie, un processus appelé mitophagie

(Guo et al., 2018a) (Figure 32C).

En modéle murin de colite induite au DSS, I’inhibition pharmacologique ou génétique de
TREML1 (triggering receptor expressed on myeloid cells 1), connu pour amplifier 1’inflammation
dans de nombreuses pathologies, augmente 1’autophagie via la dérégulation de mTOR, compensant
la réponse au protéines mal repliées pour réduire le stress du RE (Kdkten et al., 2018). Cela rétablit
¢galement 1’homéostasie du microbiote intestinal, prévenant ainsi I’inflammation du cdlon et

atténuant la sévérité de la colite (Kokten et al., 2018).

Une autophagie dysfonctionnelle conduit & une augmentation du stress du RE dans les
cellules épithéliales intestinales murines (Tschurtschenthaler et al., 2017). L’autophagie est
fortement activée dans les cellules de Paneth (Adolph et al., 2013) afin de contrebalancer la forte
activation du stress du RE (Ogata et al., 2006). Ainsi, le stress du RE est délétére lorsque
I’autophagie est non fonctionnelle. Une corrélation entre la présence du variant ATG16L1™% e
stress du RE dans les cellules de Paneth et I’augmentation de la colonisation par les AIEC chez les
patients atteints de MC a été rapportée (Deuring et al., 2014). Les souris Atg16117“E' développent
spontanément une iléite transmurale similaire a la MC médiée par I’élimination défectueuse des
agrégats IRE1-a au cours d’un stress du RE dans les cellules de Paneth (Tschurtschenthaler et al.,
2017). L’accumulation d’TRE1-0 a également été observée dans les cryptes épithéliales intestinales
de sujets sains et de patients atteints de MC homozygotes pour le variant ATG16L1™%A
(Tschurtschenthaler et al., 2017) (Figure 32G). De plus, la stimulation des récepteurs NOD et TNF
dans les cellules épithéliales intestinales d’un modele murin de colite induite au DSS conduit a la
phosphorylation d’ATG16L1 par IKK-a (kB kinase a), protégeant ainsi ATG16L1 du clivage par
la caspase 3 et limitant I’activation du stress du RE (Diamanti et al., 2017) (Figure 32E).
Cependant, chez des souris exprimant une protéine IKK-o non activable spécifiquement dans les
cellules épithéliales intestinales, la dégradation d’ATG16L1 est augmentée de maniére similaire a

ce qui est observé pour la protéine ATG16L1™%A plus sensible a la dégradation par la caspase 3
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lors d’un stress cellulaire (Murthy et al., 2014), conduisant a un stress du RE (Diamanti et al., 2017).
Ainsi, IKK-a prévient le stress du RE et I’inflammation en limitant la dégradation de la protéine
ATG16L1. Enfin, en réponse au di-AMP cyclique, un PAMP des bactéries a Gram positif, la voie
STING est induite et inhibe mTORCT afin d’induire 1’autophagie et limiter le stress du RE (Moretti
etal., 2017).

Le stress du RE et I’autophagie peuvent agir en synergie pour favoriser le développement
de la MC. En effet, des souris déficientes pour Atgl6l1 et Xbpl spécifiqguement dans les cellules
épithéliales intestinales (Atg16114cE' Xbp14©E") développent une colite plus séveére que les souris
Atg16114°E! ou Xbpl““E' (Adolph et al., 2013). Cependant, toutes ces souris, qu’elles soient
déficientes pour un seul de ces genes ou les deux, présentent une forte accumulation et une
hyperactivation d’IRE1-a (Adolph et al., 2013) qui serait due a un défaut de dégradation d’IRE1-a
par I’autophagie (Tschurtschenthaler et al., 2017). Les cellules épithéliales intestinales primaires de
patients atteints de MC porteurs de plusieurs variants de risque impliqués a la fois dans 1’autophagie
et le stress du RE, mais pas dans 1’autophagie seule, présentent une réponse au stress du RE
significativement plus forte, indiquant que les prédispositions génétiques dans ces deux voies

doivent étre pris en considération au cours des études fonctionnelles (Vanhove et al., 2018).
III.5.5 Autophagie et immunité innée

111.5.5.1 Modulation de I’activation de ’inflammasome par ’autophagie

L’autophagie est importante pour la modulation de la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires. En particulier, I’autophagie diminue la sécrétion des cytokines IL-1p et IL-18
associées a I’inflammasome (Saitoh et al., 2008). Le lien entre des défauts de I’autophagie et une
activation excessive de I’inflammasome a été associée a la production de ROS en réponse & un
stress mitochondrial (Zhou et al., 2011) ainsi qu’a un défaut de dégradation des inflammasomes
assemblés ou des composants de la voie de 1’inflammasome tels que NLRP3 et AIM2 (absent in
melanoma 2) par les autophagosomes (Shi et al., 2012). Une dysfonction de 1’autophagie conduit a
une activation anormale de I’inflammasome associée a une augmentation de I’activité de la caspase
1, une augmentation de la production d’IL-1p et d’IL-18 et & une plus grande susceptibilité a
développer une inflammation intestinale induite expérimentalement (Takahama et al., 2018). Les
souris déficientes pour Atgl6l1 spécifiquement dans les cellules de la lignée myéloide présentent
une augmentation de 1’activation de la caspase-1 ainsi que de la production d’IL-1f3 et d’IL-18 par
les macrophages aprés stimulation par une endotoxine bactérienne. De plus, ces souris présentent
une susceptibilité accrue au développement d’une colite induite au DSS (Saitoh et al., 2008). Les

1T300A

souris exprimant le variant ATG16L ou les souris délétées spécifiquement pour Atg5 dans les

macrophages présentent également une augmentation de la sécrétion d’IL-1p médiée par
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I’activation de I’inflammasome comparativement a leurs contrbles respectifs, conduisant a une
sévérité plus importante de l'uvéite induite par une endotoxine, une pathologie oculaire
fréqguemment développée par les patients atteints de MC (Santeford et al., 2016). L’inhibition de
I’inflammasome médiée par I’autophagie serait un nouveau mécanisme sous-tendant le role de
GCN2/EIF2AK4 dans le contrdle de I’inflammation intestinale (Ravindran et al., 2016). En effet,
suite a une carence en acides aminés, I’activation de GCN2 active 1’autophagie afin de diminuer
I’activation de I’inflammasome due a 1’augmentation du niveau de ROS mitochondriaux dans les
cellules épithéliales intestinales, inhibant ainsi I’inflammation et protégeant les souris de la colite
induite au DSS (Ravindran et al., 2016) (Figure 32K). Un défaut de Gen2 spécifiqguement dans les
cellules présentatrices d’antigénes (CPA) CD11c" ou les cellules épithéliales intestinales résulte en
un défaut d’activation de ’autophagie, conduisant a une augmentation du niveau de ROS
mitochondriaux et a une augmentation de la susceptibilité a la colite induite au DSS (Ravindran et
al., 2016).

Récemment, les génes de susceptibilité a développer la MC PTPN2 et PTPN22 ont été
impliqués dans la régulation de 1’autophagie et de I’activité de 1’inflammasome (Spalinger et al.,
2017, 2018). PTPN22 déphosphoryle I’inflammasome NLRP3 afin de limiter la séquestration de
NLRP3 dans les autophagosomes et leur dégradation par les autolysosomes (Spalinger et al., 2017)
(Figure 32J). Dans les macrophages humains et les cellules dendritiques dérivées de la moelle
osseuse de souris, la perte de PTPN22 conduit & une augmentation de la phosphorylation de NLRP3
puis a sa dégradation, diminuant ainsi la sécrétion d’IL-1p (Spalinger et al., 2017). La perte d’une
autophagie fonctionnelle permet de contrer la réduction de 1’activation de NLRP3 observée dans
les cellules déficientes pour PTPN22 entrainant une augmentation de la sécrétion d’IL-1j
(Spalinger et al., 2017) (Figure 32J). PTPN2, impliqué dans la régulation de 1’autophagie, module
I’activation de I’inflammasome et la sécrétion d’IL-1B en limitant la phosphorylation de
I’adaptateur moléculaire ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD),
nécessaire a I’assemblage de I’inflammasome. Il a été rapport qu’un variant associé a une perte de
fonction de PTPN2 est un facteur de risque pour la MC tandis qu’un variant associ¢ a un gain de
fonction de PTPN2 est un facteur protecteur contre la MC (Pike and Tremblay, 2018). Chez les
souris, la perte de Ptpn2 dans les cellules myéloides augmente legerement la susceptibilité a la colite
induite au DSS en raison d’une augmentation de 1’assemblage de I’inflammasome et de la

production d’IL-1p (Spalinger et al., 2018) (Figure 32J).

L’activation de ’autophagie et de 1’inflammasome ont été récemment associées via le
régulateur inflammatoire clé NF-xB. En effet, NF-xB active I’expression du récepteur autophagique
p62, favorisant I’¢limination des mitochondries endommagées sécrétant des signaux activateurs du

NLRP3 par la mitophagie, inhibant ainsi I’activation de 1’inflammasome et la production d’IL-1B
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(Zhongetal., 2016) (Figure 32J). IRGM/IRGML1 joue un rdle anti-inflammatoire via la suppression
de I’activation de I’inflammasome NLRP3 en prévenant d’une part son assemblage et en favorisant
d’autre part la dégradation de ses composants par 1’autophagie sélective dépendante de p62, limitant
ainsi la mort cellulaire induite par I’inflammation et supprimant la colite induite au DSS (Mehto et
al., 2019) (Figure 32J). Ainsi, IRGM est directement impliqué dans la suppression de
I’inflammation, tandis que le variant de risque du gene IRGM ne pourrait plus prévenir

I’inflammation.

111.5.5.2 Xénophagie et MC

Le variant NOD2"1%076nC et incapable de détecter le MDP bactérien, résultant en un défaut
d’activation de la voie NF-kB et de la sécrétion de peptides anti-microbiens. Les souris Atg1611H"
conventionnelles ne développent pas spontanément d’inflammation intestinale mais présentent une
dysfonction des cellules de Paneth similaire a ce qui est observé chez les patients atteints de MC
porteurs du variant ATG16L1™%4 (Cadwell et al., 2008). De plus, ’infection des souris Atg16117M
exemples de pathogéne spécifiques par un norovirus murin entraine des défauts de structure et de
formation des granules dans les cellules de Paneth similaires a ce qui est observé chez les patients
atteints de MC homozygotes pour 1’alléle de risque ATG16L1™% (Cadwell et al., 2010). De plus,
suite a un traitement au DSS, ces souris présentent une colite plus sévere gue les animaux contréles
(Cadwell et al., 2010). Ces changements ne sont observés ni chez les souris contréles non infectées,
ni chez les patients homozygotes pour ’alléele ATG16L1 sauvage, suggérant que certains facteurs
génétiques ne peuvent influencer le développement de la MC qu’en association avec un facteur

infectieux.

La majorité des études fonctionnelles se sont intéressées 8 NOD2 et ATG16L1, qui sont
codés par deux facteurs de risque majeurs de la MC. Ces études ont rapporté une diminution de
I’autophagie dans différents types cellulaires de patients atteints de MC. Les cellules portant les
variants NOD210076InsC gy ATG16L1T%4 présentent une dérégulation des fonctions associées a
I’autophagie telles qu’un défaut de formation des autophagosomes et de la dégradation des micro-
organismes, un défaut de présentation des antigénes bactériens aux cellules T CD4" et une altération
de la formation des granules dans les cellules de Paneth (lida et al., 2018). De plus, I’induction de
I’autophagie par le MDP est fortement diminuée dans les cellules dendritiques et les cellules
épithéliales intestinales porteuses des variants NOD2-10075InsC oy ATG16L1™%A, conduisant & un
défaut d’élimination des bactéries pathogénes telles que Salmonella Typhimurium, Shigella flexneri
et les AIEC (Cooney et al., 2010). Cela serait dii & I’incapacité du variant NOD2M20076nC 3 recryter

ATGI16LI1 au site d’entrée de la bactérie. Une autophagie fonctionnelle est également requise pour
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la présentation des antigenes dérives des bactéries dégradées aux composants du systeme
immunitaire adaptatif (Deretic et al., 2013). Le variant ATG16L1™%* conduit & des défauts de
I’induction de I’autophagie, du trafic bactérien et de I’apprétement et la présentation des antigénes
dans les cellules dendritiques (Lapaquette et al., 2017). Les macrophages murins primaires
déficients pour Atg16l1 et les macrophages primaires humains porteurs du variant ATG16L1%A
présentent une augmentation de production de ROS, une mitophagie défectueuse et une diminution
de la fusion des vésicules contenant S. Typhimurium avec les lysosomes positifs pour LAMP1
conduisant a une clairance bactérienne défectueuse et une diminution de la présentation antigénique
par le CMH de classe Il (Zhang et al., 2017b).

Le variant de risque IRGM®*3T entraine une perte de contrdle de ’expression d’ IRGM par
le miR-196, avec par conséquent une xénophagie défectueuse et une réplication intracellulaire
anormale des AIEC (Brest et al., 2011). 1l a ensuite été montré qu’IRGM interagit avec ULK1 et le
complexe Beclin 1 afin de favoriser leur co-assemblage, mais également avec NOD2 et ATG16L1
afin de former un complexe moléculaire et moduler 1’autophagie en réponse a des composants
microbiens. NOD?2 favorise la poly-ubiquitinylation d’IRGM, une étape nécessaire a I’interaction
d’IRGM avec les facteurs autophagiques et 1’élimination des bactéries (Chauhan et al., 2015)
(Figure 32D). Récemment, il a été rapporté que suite a une infection par Salmonella, ULK1 active
ATGI16L1 par phosphorylation, permettant ainsi la localisation d’ATG16L1 au site d’entrée de la
bactérie, cependant, la phosphorylation du variant de risque ATG16L1™%* par ULK1 induit sa

déstabilisation et favorise sa dégradation, diminuant ainsi la xénophagie (Alsaadi et al., 2019).

Les récepteurs de la xénophagie, tels que p62 ou I’OPTN, sont nécessaires a 1’élimination
des pathogénes. Bien que peu d’études se soient intéressées a p62 dans la pathogenése de la MC,
un défaut de 1’autophagie associé a une diminution du recyclage de p62 a été observé au cours de
I’inflammation intestinale (Cosin-Roger et al., 2017). De plus, I’expression de p62 est supérieure
dans les cellules épithéliales de la muqueuse endommagée par rapport a la muqueuse non
endommagée de patients atteints de MICI (Ortiz-Masia et al., 2014). En cellules épithéliales
intestinales, la survie des AIEC LF82 est supérieure dans les cellules transfectées avec un vecteur
permettant I’expression d’un shRNA (small hairpin RNA) inhibant p62 par rapport a celles

transfectées avec un vecteur vide (Mimouna et al., 2014).

Le geéne codant I’OPTN est sous exprimé dans les macrophages chez environ 10 % des
patients atteints de MC, et ceci est associé a une diminution du niveau de protéine OPTN et une
diminution de la sécrétion de cytokines par les macrophages suite a une infection bactérienne (Smith
et al., 2015). Les macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris déficientes pour Optn

présentent une diminution de leur capacité a sécréter du TNF et de I’'IL-6 suite a une stimulation
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par des E. coli inactivées a la chaleur, en raison de la redirection par erreur de ces cytokines vers
les lysosomes (Chew et al., 2015). Les souris deficientes pour Optn présentent une colite induite
par Citrobacter rodentium plus séveére, une diminution du niveau de TNF dans le sérum et un défaut
de recrutement des neutrophiles au site de I’infection comparativement aux souris sauvages (Chew

et al., 2015).

Enfin, une fois ciblés, les pathogenes doivent étre éliminés par fusion de 1’autophagosome
avec les lysosomes. Les protéines inhibitrices de ’apoptose, telles que cIAP2 et XIAP, sont
nécessaires a la fusion de I’autophagosome avec le lysosome au cours de 1’autophagie (Gradzka et
al., 2018). L’inhibition ou la perte de fonction de ces protéines résulte en une altération du flux
autophagique responsable d’une mitophagie et d’une xénophagie défectueuses, ainsi que d’une
augmentation de la sécrétion de TNF et d’IL-1p, pouvant conduire au développement de la MC
(Gradzka et al., 2018). De plus, 1’élimination des pathogénes requiert un lysosome fonctionnel.
L’acidité du lysosome, nécessaire a son fonctionnement, est contrdlée par le récepteur GPR65 (G
protein-coupled receptor 65) (Lassen et al., 2016). Les cellules épithéliales ou les lymphoblastes
de patients atteints de MICI porteurs du variant de risque GPR65'?%!" présentent une acidification
lysosomale aberrante entrainant un dysfonctionnement lysosomal et une altération de la clairance
bactérienne intracellulaire par I'autophagie (Lassen et al., 2016). En modele murin, la délétion de
gpr65 augmente la susceptibilité des souris au développement d’une pathologie intestinale induite
par C. rodentium (Lassen et al., 2016). Cependant, d’autres études ont rapporté qu’un défaut de
I’autophagie augmente la résistance a I’infection par C. rodentium (Marchiando et al., 2013; Martin
et al., 2018). En effet, comparativement aux souris sauvages, les souris Atg1611"™ présentent une
réponse immunitaire renforcée dépendante des monocytes et de NOD2 ainsi qu’une une réponse
accrue de I’IFN-1 au microbiote intestinal, augmentant leur résistance a l'infection par C. rodentium
(Marchiando et al., 2013). A I’inverse, les souris déficientes pour Atg1611 spéecifiqguement dans les
cellules myéloides sont sensibles a cette infection, indiquant que les cellules myéloides sont
nécessaires a la protection contre C. rodentium médiée par I’autophagie (Martin et al., 2018). Ces
études suggerent que des variants de génes associés a l'autophagie pourraient conférer a I'ndte une

protection contre certaines infections par des agents pathogenes.
IIL.5.6 Autophagie et immunité adaptative

111.5.6.1 Autophagie et présentation antigénique

Une autophagie dysfonctionnelle interfére avec 1’apprétement des antigénes et leur
présentation aux lymphocytes via le CMH-II par les cellules dendritiques, comme démontré en
modeéle murin déficient pour Atg5 spécifiquement dans les cellules dendritiques (Lee et al., 2010;

Tian et al., 2013). L’autophagiec médiée par NOD2 dans les cellules dendritiques est nécessaire a
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I’élimination des AIEC intracellulaires et a la génération des réponses des cellules T CD4"
specifiques des antigénes presentés par le CMH-11 (Cooney et al., 2010). Les cellules dendritiques
des patients atteints de MC porteurs d’un alléle a risque NOD2M078ISC o ATG16L1TA sont
défectueuses pour la présentation antigénique via le CMH-1I (Cooney et al., 2010). De plus,
I’autophagie module négativement les réponses adaptatives en déstabilisant la synapse
immunologique, c’est-a-dire le site de contact entre les cellules T et les cellules dendritiques
(Wildenberg et al., 2012). La délétion d’Atg1611 ou d’Irgm1 dans les cellules dendritiques de souris
résulte en une interaction hyperstable entre les cellules dendritiques et les cellules T, une
augmentation de 1’activation des cellules T et I’activation d’une réponse Th17 (Wildenberg et al.,
2012). Les cellules dendritiques des patients Crohn porteurs de 1’alléle ATG16L1™%A présentent
une interaction hyperstable similaire avec les cellules T (Wildenberg et al., 2012). Ainsi, les variants
associés aux MICI dans les geénes de I’autophagie peuvent entrainer une dérégulation de I’immunité

adaptative, favorisant le développement de la maladie.

111.5.6.2 Autophagie et activation des cellules T

Les cellules T sont trés sensibles aux altérations du processus autophagique (Ma et al.,
2013). En effet, les souris présentant une autophagie défectueuse spécifiquement dans les cellules
T présentent une diminution du nombre de cellules T CD4" et CD8" et une altération de la
prolifération des cellules T, révélant le réle clé de 1’autophagie dans I’homéostasie de ces cellules
(Kabat et al., 2016) (Figure 32K). De plus, I’autophagie contribue substantiellement a la survie des
cellules T CD8" et a la formation des cellules T mémoire (Xu et al., 2014) (Figure 32K).
L’autophagie médiée par le récepteur TAX1BP1 est impliquée dans le controle du métabolisme
cellulaire permettant I’activation des cellules T, révélant la relation cruciale entre 1’activation
immune, 1’autophagie et le métabolisme des cellules immunitaires (Whang et al., 2017) (Figure
32K). Les cellules Th jouent un rdle critique dans les réponses immunitaires intestinales et leur
nombre et comportement varient au cours des MICI (Geremia et al., 2014). L’autophagie favorise
la survie des cellules Treg et limite 1’expansion des lymphocytes Th2 pro-inflammatoires.
L’inhibition de 1’autophagie spécifiquement dans les cellules T modifie la balance entre les
différents types de lymphocytes Th dans I’intestin (Kabat et al., 2016). Les souris déficientes pour
Atg16l1 dans les cellules T CD4* développent spontanément une inflammation intestinale
caractérisee par une réponse Th2 contre les antigenes alimentaires et microbiens et par une perte
des Treg, suggérant que I’autophagie permet la survie des Treg et la limitation de 1’expansion et
donc de I’inflammation médiée par les lymphocytes Th2 (Kabat et al., 2016) (Figure 32K). De
plus, les souris gnotobiotiques exprimant le variant ATG16L1™% et ayant recu des selles de patient

atteint de MC active, mais pas celles ayant recu des selles de patient atteint de RCH active,
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présentent une augmentation des réponses Thl et Th17 au niveau de l’intestin ainsi qu’une
augmentation de Bacteroides ovatus, une bactérie augmentant elle aussi les réponses Th17 chez ces
souris (Lavoie et al., 2019). Les souris déficientes pour Gen2 spécifiqguement dans les CPA ou les
cellules épithéliales intestinales présentent une réponse Thl7 exacerbée, une augmentation de

I’activation de I’inflammasome et de la production d’IL-1p (Ravindran et al., 2016) (Figure 32K).

Enfin, une autophagie fonctionnelle est nécessaire pour la reconnaissance des signaux
protecteurs dérivés du microbiote intestinal pour initier une réponse immunitaire efficace et inhiber
I’inflammation intestinale (Chu et al., 2016). En effet, la bactérie commensale B. fragilis secrete
dans ses OMV une molécule immunomodulatoire, le polysaccharide A (PSA), reconnue par les
cellules dendritiques via le TLR2 (Shen et al., 2012), ce qui augmente alors la conversion des
cellules T CD4" naives en cellules Treg FOXP3" produisant de I’IL-10 et protége les souris d’une
colite expérimentale (Shen et al., 2012). Les OMV necessitent ATG16L1 et NOD2 pour activer
I’autophagie associée a LC3 dans les cellules dendritiques murines dérivées de la moelle osseuse
(Chu et al., 2016) (Figure 32L). Lors de I’administration orale d’OMYV, alors que les souris
sauvages sont protégées de I’induction d’une colite a ’acide 2,4-dinitrobenzénesulfonique, les
souris déficientes pour Atg1611 spécifiquement dans les cellules dendritiques CD11" présentent une
perte de poids accrue et une mortalité élevée de maniére similaire a celles observées chez les souris
n’ayant pas recu les OMV (Chu et al., 2016). De plus, la production d’IL-10 par les cellules Treg
CD4" FOXP3* est significativement diminuée chez les souris déficientes pour Atgl6ll
spécifiquement dans les cellules dendritiques CD11* comparativement aux souris sauvages (Chu et
al., 2016). Les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris déficientes pour Nod2
sont également incapables d’activer la production d’IL-10 par les cellules Treg FOXP3* en réponse
aux OMV dérivées de B. fragilis en co-culture in vitro (Chu et al., 2016). Pour finir, contrairement
aux cellules de patients portant 1’all¢le sauvage, les cellules dendritiques dérivées des monocytes
de patients atteints de MC ou de sujets sains homozygotes pour le variant ATG16L1™%4 pulsées
avec les OMV de B. fragilis et co-cultivées avec les cellules T CD4" syngéniques ne sont pas
capables d’induire la production d’IL-10 par les cellules Treg FOXP3* (Chu et al., 2016) (Figure
32L).

ITL.5.7 Autophagie : vers des thérapies potentielles pour la MC

Le traitement par I’analogue de la rapamycine, I’évérolimus, un inducteur de 1’autophagie,
améliore I’iléite chez des souris il107 (Matsuda et al., 2007). Chez les patients, les résultats
concernant I’évérolimus sont contradictoires. Bien qu’une équipe ait rapporté une amélioration des
symptdmes chez un patient atteint de MC (Dumortier et al., 2008) une étude multicentrique

randomisée ne démontre aucun effet supérieur de la molécule comparativement a un placebo

72



(Reinisch et al., 2008). Le sirolimus, un autre analogue de la rapamycine semble étre une thérapie
efficace permettant d’induire une rémission clinique et une guérison de la muqueuse chez les enfants
atteints de MICI sévére et réfractaire (Mutalib et al., 2014). Cependant, dans ces contextes, les effets
bénéfiques des analogues de la rapamycine peuvent étre dus a des effets immunosuppresseurs
indépendants de I’autophagie. Ainsi, I'utilisation de modulateurs de 1’autophagie en tant que
thérapie demeure problématique en raison de leur faible spécificité pour leurs cibles, 1’absence de

specificité pour un type cellulaire particulier et leurs effets indépendants de 1’autophagie.

Ainsi, des stratégies permettant de moduler spécifiquement 1’autophagie sans effet toxique
restent & développer afin d’établir une thérapie efficace pour le traitement des MICI. De maniére
intéressante, certains composés dérivés de produits alimentaires, tels que la vitamine D et la
curcumine, peuvent activer I’autophagie. En effet, le traitement des cellules éptihéliales intestinales
a la vitamine D3 augmente ’activation de I’autophagie (Wu et al., 2015a), suggérant qu’une
complémentation en vitamine D chez les patients atteints de MC pourrait pallier leur carence et
augmenter le niveau de ’autophagie. De méme, la glutamine active 1’autophagie dans les cellules
épithéliales intestinales a la fois en conditions basales et en conditions de stress en régulant les voies
MTOR et MAPK/p38, limitant ainsi I’apoptose induite par le stress (Sakiyama et al., 2009). Le
traitement par la curcumine permet d’améliorer la pathologie intestinale en modele animal de MICI
(Yue et al., 2019) en inhibant I’activation de 1’inflammasome NLRP3 (Gong et al., 2018) et lors
d’études cliniques (Yanai et al., 2016). Un autre extrait végétal, le célastol extrait de la racine de
Tripterygium wilfordii utilisée traditionnellement en médecine chinoise, augmente 1’autophagie en
inhibant la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR dans le cblon de souris il107 limitant ainsi
I’inflammation (Zhao et al., 2015). L’andrographolide (Guo et al., 2014) et la palmatine (Mai et al.,
2019), deux extraits végétaux, favorisent la mitophagie dans les macrophages, inhibant
I’inflammasome NLRP3 et améliorant la colite induite au DSS. Enfin, I’induction de la xénophagie
par le resvératrol dans les cellules épithéliales intestinales et les macrophages favorise la clairance
de Salmonella Typhimurium et des AIEC in vitro et en modéle de poisson zebre (Al Azzaz et al.,
2019). D’autres traitements basés sur la modulation de 1’autophagie et de 1’inflammasome ont été
étudiés. Un agoniste du CNR2 (Cannabinoid receptor 2), un récepteur couplé aux protéines G
retrouvé principalement sur les cellules immunitaires, permet d’augmenter 1’autophagie, inhibant
en retour I’activation de I’inflammasome NLRP3 et atténuant la colite induite au DSS en modéle
murin (Shao et al., 2014). A I’inverse, I’inhibition de I’inflammasome pourrait étre une stratégie
intéressante pour favoriser I’activation de 1’autophagie. L’administration de Ginsenoside Rd, une
molécule anti-inflammatoire, permet d’inactiver 1I’inflammasome NLRP3, activant la mitophagie
médiée par p62, conduisant & une amélioration de la colite induite au DSS en modéle murin (Liu et
al., 2018a).

73



Microvésicules Corps apoptotiques Exosomes
Cellule en apoptose

Bollrgeonnement (mort cellulaire programmée) EES—

externe /), X T

= (e 7 /E,ndosome \
[ V/ ; L précoce = \
k,\ 4 ( / m f’ Noyau \
o/ c 3 L/oase € /)
('0 f" | ? ’I\
WA, ‘ / Endosome tardlf\
- b EMV ._,,//> 29
A ¥ == “Exosomes

Figure 33 : Représentation schématique des principales vésicules extracellulaires.
Plusieurs types de vésicules sont libérées par les cellules, notamment les microveésicules, les corps
apoptotiques et les exosomes (modifiée d’aprés Gurunthan et al., 2019).

Tableau 8 : Caractéristiques physico-chimiques des principaux types de vésicules extracellulaires.
3aLes données sont basées sur I'observation de préparation pures de vésicules. Cependant, en pratique,
chaque préparation de vésicules est hétérogéne, reposant sur différents protocoles permettant
I'enrichissement d'un type de vésicule plus qu'un autre. Les vésicules peuvent étre classées selon la
présence de plusieurs (mais pas nécessairement de la totalité) des caractéristiques listées dans ce tableau.
Adapté d’aprés Zhang et al., 2019.

Caractéristique® Exosomes Microvesicules Corps apoptotiques

Débris cellulaires, bourgeonnement
de la membrane plasmique au cours
de I'apoptose

Taille 30-100 nm 100-1000 nm 1000-5000 nm

Origine Fusion des corps multivésiculaires Bourgeonnement externe direct de la
intracellulaire avec la membrane plasmique membrane plasmique

Contenu cytosolique (protéines,

Protéines, lipides, différentes Protéines, lipides, différentes p
Contenu espéces d'ARN et ADN espéces d'ARN et ADN ARN, .ADN fragmenté) et organelles
cellulaires
Marqueurs Tétraspanines (CD9, CD63, - A .
protéiques CD81), HSP70, HSP90, TSG101, |Mtédrines, sélectine, ligand CD40, ot noc Annexine V
o - flotilline-2
principaux Alix

Cholestérol, sphingomyéline,
céramides, radeaux lipidiques,
phosphatidylsérine

Externalisation de la
phosphatidylsérine

Marqueurs lipidiques

o Similaire a la cellule parentale
principaux

Références Théry et al., 2006 Heijnen et al., 1999 Théry et al., 2001




Puisque 1’étiologie de la MC est multifactorielle et que les facteurs de risque sous-jacents
et la physiopathologie sont spécifiques a chaque patient, le développement d’une approche
personnalisée pour le traitement de la maladie semble essentiel. L’induction de 1’autophagie chez
les patients atteints de MC présentant des défauts génétiques associés a I’autophagie pour restaurer
la sécrétion des peptides anti-microbiens par les cellules de Paneth et pour permettre I’activation de
réponses immunitaires efficaces serait un concept thérapeutique intéressant (Nys et al., 2013). La
thérapie genique est également une stratégie thérapeutique a explorer pour soulager, mais aussi
traiter la MC. Plusieurs miARN suppriment I’autophagie en inhibant I’expression de génes associés
a ce processus (El-Khider and McDonald, 2016). Nous avons pu montrer in vitro et in vivo que
I’inhibition des miR-30c et miR-130a dans les cellules éptihéliales intestinales abolit I’inhibition de
I’autophagie médiée par les AIEC, rétablissant une clairance efficace des AIEC et inhibant
I’inflammation intestinale (Nguyen et al., 2014). Cibler ces miARN pourrait étre une stratégie pour
traiter spécifiquement les patients Crohn présentant une colonisation anormale par les AIEC.
L’utilisation d’un peptide inducteur de I’autophagie appelé « Tat- BECN1 » pouvant étre internalisé
et induire I’autophagie dans différents types cellulaires humains permettrait également de traiter les
pathologies humaines associées a une autophagie défectueuse (Shoji-Kawata et al., 2013).
Cependant I’utilisation de peptides inducteurs de 1’autophagie ou de thérapie basée sur les miARN
demeure problématique et nécessite le développement de systemes de délivrance spécifique de

I’intestin ainsi que la vérification de leur efficacité et de leur innocuité.
IV.  Les Exosomes

IV.1  Généralités

Les veésicules extracellulaires ont été observées pour la premiére fois en 1967 par Wolf et
décrites comme des débris de plaquettes (Wolf, 1967) avant d’étre observées dans tous les fluides
biologiques et compartiments extracellulaires testés ainsi que dans le surnageant de culture de
nombreuses lignées cellulaires (Yafiez-M6 et al., 2015). Trois principaux types de vésicules
extracellulaires ont été décrites selon leur mécanisme de libération et leur taille (Figure 33 et
Tableau 8) : les microvésicules, de 100 a 1000 nm de diametre, produites par bourgeonnement
externe de la membrane plasmique et détachement des vésicules, les corps apoptotiques, de 50 a
500 nm, specifiquement libérés par les cellules en apoptose, et les exosomes, de 30 a 100 nm,
produits sous formes de vésicules intra-luminales lors du bourgeonnement inverse de la membrane
des EMV et libérés lors de la fusion de ces endosomes avec la membrane plasmique (Akers et al.,
2013). Le processus de formation des exosomes a été visualisé pour la premiere fois en 1983 dans

des réticulocytes de rat (Harding et al., 1983) puis en 1985 dans des réticulocytes de mouton (Pan
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Tableau 9 : Principales méthodes de purification des vésicules extracellulaires.
D’aprés Chiriaco et al., 2018.

Méthode de purification

Principe de la purification Avantages

Inconvénients

Centrifugation
différentielle avec ou sans
gradient de densité

Séparation des vésicules - Utilisation répandue
extracellulaires selon leur - Enrichissement des
taille, leur densité et leur
forme
- Protocole standardisé
- Possibilité d'isoler des
sous-types de vésicules en
centrifugation par gradient
de densité

- Aggrégation des vésicules
- Contamination par des

vésicules sous forme de culot protéines et des facteurs

solubles
- Faible rendement
- Protocole laborieux

Précipitation a l'aide de
polymeres

Séparation des vésicules
extracellulaires a l'aide de
polymeres altérant leur
solubilité ou leur
dispersibilité, facilitant
ainsi leur précipitation

matériel
- Fort rendement
- Facile et a moindre co(t

- Préservation de la
bioactivité

- Efficace a partir de peu de - Co-précipitation de

contaminants protéiques et
de matériels polymériques
- Peu adapté a des études a
grande échelle

- Temps d'incubation long

Chromatographie
d'exclusion de taille

Séparation des vésicules - Peu couteux
par chromatographie par

filtration sur gel en fonction - Préservation de l'intégrité

- Equipement spécifique
nécessaire
- Peu adapté a des études a

de leur taille et de l'activité grande échelle
- Fort rendement et grande - Temps de purification long
pureté
- Reproductible
Capture par Immuno-purification des - Sensibilité - Colteux
immunoaffinité vésicules en utilisant des - Spécificité - Réactivité croisée des
billes magnétiques anticorps

conjuguées a des anticorps
dirigés contre des
marqueurs de surface
spécifiques des exosomes

- Grande pureté

- Possibilité d'isoler des
sous-types de vésicules
extracellulaires

- Faible rendement

Dispositifs microfluidiques

Isolement a petite échelle
basée sur une variété de
propriété des exosomes
telles que leur
immunoaffinité, leur taille
et leur densité

- Rapide
- Peu coliteux
- Automatisation facile

- Grande portabilité

- Manque de méthode de
validation

- Moyenne a faible capacité
pour I'échantillon

- Mangue de standardisation
et de

tests a grande échelle sur des
échantillons cliniques




et al., 1985), mais ce n’est qu’en 1987 que le nom d’« exosomes » leur a été attribué (Johnstone et
al., 1987).

Initialement, les exosomes ont été présentés comme des déchets cellulaires (Johnstone et
al., 1987), une idée supportée par de récentes études suggérant que les exosomes seraient une voie
alternative pour I’¢limination des déchets permettant le maintien de 1’homéostasie cellulaire
(Baixauli et al., 2014; Hessvik et al., 2016). De plus, ces vésicules jouent un réle dans la
communication intercellulaire et ont été associées a de nombreuses fonctions physiologiques et
pathologiques (Arenaccio and Federico, 2017). En effet, les exosomes contiennent différentes
molécules telles que des enzymes leur permettant de remodeler le milieu extracellulaire, des
protéines de surface leur permettant d’agir sur les cellules voisines en activant des voies de
signalisation mais également des acides nucléiques et des protéines pouvant étre transférés aux
cellules réceptrices (McKelvey et al., 2015). Bien que libérés de maniére constitutive en conditions
physiologiques, leur sécrétion peut étre augmentée lors de la différentiation ou de 1’activation
cellulaire, suite a une infection, mais également dans les cas de cancers ou de maladies
inflammatoires et peut avoir une influence sur les réponses immunitaires (Arenaccio and Federico,
2017). Ainsi, en plus de leur importance en tant que vecteurs de signalisation au cours de la
communication intercellulaire et la régulation, les exosomes offrent de nouvelles pistes pour
I’amélioration des réponses immunes face aux pathogénes, le diagnostic et le traitement de

différentes pathologies.

IV.2  Isolement et caractérisation des exosomes

L’isolement des exosomes a partir de fluides biologiques ou de surnageant de cellules en
culture peut étre réalisé par différentes méthodes (Tableau 9). Cependant, aucun consensus n’a pu
étre établi quant & la méthode a privilégier puisqu’aucune d’entre elles ne garantit a 100 % la
séparation des exosomes des autres types de vésicules (Soares Martins et al., 2018).
L’ultracentrifugation est la méthode la plus communément utilisée et permet 1’obtention
d’exosomes relativement purs mais cette procédure longue nécessite de posséder 1I’équipement
approprié et semble peu reproductible entre les laboratoires (Li et al., 2017). De plus, le rendement
en exosomes est faible et 1’isolement a partir de certains fluides biologiques nécessite une
centrifugation a trés haute vitesse sur une longue période, compromettant I’intégrité des exosomes
(Momen-Heravi et al., 2012). De nombreuses autres méthodes d’isolement des exosomes existent
telles que la filtration, la chromatographie d’exclusion de taille, I’isolement par immuno-affinité,
I’utilisation de dispositifs microfluidiques, I’isolement par gradient de densité ainsi que 1’utilisation
de réactifs commerciaux bases sur I’utilisation de polyméres (Li et al., 2017). La chromatographie
d’exclusion de taille résultant en différentes fractions de vésicules permet 1’obtention d’exosomes

purs, cependant les exosomes obtenus sont forcément dilués et ces procédures sont relativement
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Tableau 10 : Principales méthodes d’analyse des vésicules extracellulaires.
D’aprés Chiriaco et al., 2018.

Méthode de
caractérisation

Information obtenue

Avantages

Inconvénients

Microscopie électronique

Taille et morphologie des
exosomes

- Observation directe de la
taille et de la morphologie

- Efficace a partir de peu de
mateériel

- Utilisation d'anticorps
spécifiques des marqueurs
ex0somaux

- Modifications possibles de
la taille et de la morphologie
dues a la préparation de
I'échantillon

- Procédure longue

Microscopie a force
atomique

Topographie
tridimensionnelle des
exosomes

- Pas de fixation ni de
coloration de I'échantillon

- Efficace a partir de peu de
matériel

- Modifications possibles de
la taille et de la morphologie
dues a la deshydratation
de I'échantillon sur mica

Analyse par diffraction de
la lumiere

Distribution de la taille des - Préservation de

exosomes

I'échantillon pour les analyses
en aval

- Rapide

- Pas de préparation de
I'échantillon

- Imprécis si les échantillons
sont de taille hétérogéne

Suivi individuel des
nanoparticules

Concentration et
distribution de la taille des
exosomes

- Préservation de
I'échantillon pour les analyses
en aval

- Rapide

- Pas de préparation de
I'échantillon

- Imprécis si les échantillons
sont de taille hétérogéne ou
en cas d'aggrégats de
particules

Détection des pulsations
de résistance

Concentration, distribution
de la taille et charge des
EV

- Rapide

- Pas de préparation de
I'échantillon

- Difficile si la taille des
particules est inconnue et
hétérogene

- Détection de matériel non
vésiculaires de taille similaire

Cytométrie en flux

Caractérisation des
marqueurs exosomaux et
dénombrement absolu

- Caractérisation quantitative
et qualitative

- Limite de détection
dépendante du cytometre en
flux

- Détection de plusieurs
vésicules comme un seul
événement

- Détection des agrégats
protéiques

ELISA/western blot

Quantification des
protéines exosomales

- Méthodes immunologiques
standard

- Caractérisation spécifique
des marqueurs protéiques
exosomaux

- Détection possible de
protéines non exosomales

- Pas d'informations
spécifiques sur la
concentration, la taille et la
distribution des exosomes
- Procédure longue




longues (Li et al., 2017). Les solutions commerciales basées sur I’utilisation de polymeres offrent
une méthode d’isolement facile et rapide des exosomes par centrifugation a faible vitesse ne
nécessitant aucun equipement spécialisé et ayant un bon rendement, mais peuvent parfois interférer
avec les analyses réalisées en aval (Li et al., 2017). Enfin, quelques équipes s’attellent a adapter les
techniques de purification des exosomes existantes aux technologies de « laboratoire sur puce »
permettant une consommation moindre d’échantillon par analyse, une réduction des cofts
comparativement a celui des équipements de paillasse nécessaires, mais également une
automatisation des analyses permettant de meilleures performances et une plus grande précision
adaptable aux tests cliniques, favorisant ainsi le développement des thérapies personnalisées
(Chiriaco et al., 2018).

Les exosomes peuvent étre visualisés et caractérisés par différentes techniques physiques
ou biochimiques (Tableau 10). Etant donné la petite taille des exosomes, la microscopie
électronique (ME) a transmission est la seule technique permettant 1’observation directe de la
morphologie et de la taille des exosomes. Les exosomes peuvent étre simplement observés apres
fixation sur des lames, colorés et contrastés aux métaux lourds, mais cette technique peut étre
combinée a I’utilisation d’anticorps couplés a des nanoparticules d’or permettant la détection de
marqueurs spécifiques (immuno-ME) (Chuo et al., 2018). D’autres techniques de ME telles que la
ME a balayage, dont la préparation des échantillons requiert moins d’étapes que pour la ME a
transmission, la cryo-ME, limitant 1’altération de la structure des exosomes due a I’utilisation de
produits chimiques déshydratants ou encore la microscopie a force atomique permettent de
caractériser la structure tridimensionnelle des exosomes (Chuo et al., 2018). Les exosomes peuvent
étre analysés de maniere quantitative et qualitative par cytométrie en flux, cependant, cette
technique nécessite 1’adsorption des exosomes sur des particules portant des anticorps spécifiques
fluorescents ou des anticorps dirigés contre des protéines spécifiques connues comme étant
enrichies sur les exosomes afin que ceux-ci soient distingués du bruit de fond (Hartjes et al., 2019).
La distribution de la taille des vésicules par suivi individuel des particules (ou nanoparticle tracking
analysis) permet également de déterminer la concentration et la taille des vésicules d’un échantillon
fluorescent ou non, cependant, la présence d’autres ¢léments dans la suspension d’exosomes, tels
que des agrégats protéiques, peut fausser les résultats (Hartjes et al., 2019). Une technique similaire,
I’analyse de la diffusion dynamique de la lumiére (ou dynamic light scattering), permet le calcul de
la taille moyenne des particules dans un échantillon, mais nécessite de travailler sur un échantillon
tres pur (Hartjes et al., 2019). Différentes techniques telles que le western blot ou ’analyse par
immunoaffinité permettant de caractériser biochimiquement les exosomes. L’analyse des
marqueurs protéiques exosomaux par western blot est une technique simple et rapide a mettre en

ceuvre mais nécessitant un assez gros volume d’échantillon. Ces marqueurs peuvent également étre
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Figure 34 : Biogenése des exosomes.

(1) Suite a I'endocytose, I’endosome précoce pouvant contenir des récepteurs extracellulaires tels que les
récepteurs a la transferrine (2) est maturé en endosome tardif. (3) Des VIL formées par invagination de
la membrane interne des endosomes précoces et capturant au passage des ARN et protéines cytosoliques
s'accumulent dans la lumiere des endosomes tardifs, alors appelés EMV. (4) Les EMV peuvent alors soit
fusionner avec les lysosomes, entrainant la dégradation de leur contenu, (5) soit fusionner avec la
membrane plasmique, provoquant le relargage des VIL dans le milieu extracellulaire, (6) vésicules alors
nommées exosomes (modifiée d'aprés Schorey et al., 2015).



analysés par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), une technique facile a mettre en ceuvre,
specifique, pouvant étre miniaturisée sur puce (ExoChip), ou par une méthode alternative utilisant
des anticorps secondaires porteurs d’un fluorochrome (FLISA, fluorophore-linked immunosorbent
assay) (Hartjes et al., 2019). Enfin, le profil protéique des exosomes peut étre déterminé par
spectrométrie de masse (Bandu et al., 2019), leur profil lipidique peut étre établi par
chromatographie sur couche mince ou en gaz-liquide et par spectrométrie de masse (Skotland et al.,
2017), et leur composition en acides nucléiques peut étre analysée par séquencage nouvelle
génération ou RT-PCR quantitative (RT-PCRq) (Kim et al., 2017b).

IV.3  Biogenese et capture des exosomes

Les exosomes sont générés par la voie de 1’endocytose qui conduit a la formation d’un
endosome précoce, accumulant dans sa lumiere des vésicules intra-luminales (VIL) au cours de sa
maturation en endosome tardif, appelé alors EMV. Les VIL se forment par bourgeonnement inverse
de la membrane des endosomes précoces et séquestration de protéines, de lipides et de composants
cytosoliques (Figure 34). La biogenése des VIL peut étre dépendante de la machinerie ESCRT
(endosomal sorting complexes required for transport), ou bien indépendante de cette machinerie et
reposer alors sur la présence de céramides dans la membrane de I’endosome ou sur les tétraspanines.
Ces mécanismes pourraient agir en synergie et différentes sous populations de VIL pourraient étre
issues de différents mécanismes. Le choix du mécanisme contrélant la biogenese des VIL pourrait

dépendre du type cellulaire ou de I’homéostasie cellulaire (Hessvik and Llorente, 2018).

Les VIL peuvent soit étre dégradées lors de la fusion des EMV avec les lysosomes, soit étre
libérees dans le milieu extracellulaire suite a la fusion des EMV avec la membrane et sont alors
nommeées exosomes (Hessvik and Llorente, 2018) (Figure 34). L’orientation des EMV vers la
dégradation lysosomale ou vers la fusion avec la membrane plasmique dépendrait de leur
composition, cependant les mécanismes moléculaires régulant cette balance ne sont pas totalement
connus. Dans des cellules dendritiques immatures, un enrichissement en cholestérol et en
tétraspanine CD9 (Buschow et al., 2009; Mdbius et al., 2003) conduirait a la sécrétion des EMV
alors qu'un enrichissement en acide lysobisphosphatidique et un appauvrissement en cholestérol
(Médbius et al., 2003) ou encore 1’ISGylation (une modification post-traductionnelle ubiquitine-like)
de la protéine exosomale TSG101 (tumor susceptibility gene 101), conduiraient les EMV a la
dégradation (Villarroya-Beltri et al., 2016). La libération des exosomes fait intervenir différentes
protéines telles que les protéines Rab facilitant 1’attachement des EMV a la membrane plasmique
et le complexe SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors)
facilitant la fusion entre les membranes endosomales et cellulaires (Hessvik and Llorente, 2018)
(Figure 35).
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Figure 35 : Biogenése des exosomes, internalisation et réponse de la cellule réceptrice.

Les exosomes sont générés suite a I’invagination de la membrane plasmique en un endosome précoce,
un processus mettant en jeu les protéines Rab et SNARE. Au cours du bourgeonnement inverse de
I’endosome précoce afin de former les vésicules intra-luminales, des éléments du cytosol et des
protéines sont sélectivement incorporées dans ces vésicules grace a la machinerie ESCRT. L’endosome
multivésiculaire s’ancre alors a la membrane plasmique et fusionne avec celle-ci grace aux protéines
Rab et VAMP, permettant la libération des vésicules intra-luminales qui prennent alors le nom
d’exosomes. Chacune de ces étapes fait intervenir de multiples protéines.

L’adhésion des exosomes aux cellules réceptrices est permise par I’interaction entre les protéines de
surface des exosomes et différents récepteurs. Les ligands retrouvés sur les exosomes peuvent étre clivés
(tels que le TNF, FasL soluble, TRAIL soluble) et aller agir sur les récepteurs correspondants exprimés
par la cellule cible (signalisation soluble). L’exosome peut également se lier aux récepteurs cellulaires
via ses protéines de surface (telles que FasL, TRAIL, PDL-1, ICAM1, MFGES, les intégrines ou les
molécules du CMH), entrainer la transduction du signal via les voies de signalisation intracellulaires et
étre libéré (signalisation juxtacrine) ou fusionner avec la membrane de la cellule afin de transférer son
contenu génétique et protéique dans le cytoplasme de la cellule réceptrice (fusion). En plus de porter
leurs propres protéines de surface, les exosomes peuvent étre opsonisés par d’autres protéines telles que
les 1gG, les IgM ou encore les protéines du complément. Ces protéines permettent aux exosomes d’étre
endocytés par phagocytose lors de la reconnaissance des opsonines par les récepteurs cellulaires (tels
que le récepteur au complément ou le FcR). Les exosomes phagocytés sont ensuite dégradés par la
cellule. La phosphatidylsérine retrouvée a la surface des exosomes dérivés des oligodendrocytes active
la macropinocytose de certains macrophages. Ce processus conduit soit a la dégradation lysosomale de
I’exosome, soit & un transfert de son matériel et a la mise en place d’une réponse de la cellule. Enfin, les
ligands retrouvés a la surface des exosomes peuvent médier leur endocytose via la clathrine ou la
cavéoline cellulaire. Les exosomes endocytés peuvent étre envoyés a la dégradation lysosomale ou
entrainer une réponse de la cellule via le transfert de leur contenu (modifiée d’apres Mckelvey et al.,
2015).



Les exosomes libérés peuvent interagir avec des cellules cibles a proximité ou a distance et
en moduler la physiologie via différents mécanismes : (i) la stimulation directe par des ligands de
surface clivés ou non (signalisation soluble ou juxtacrine), (ii) la fusion des exosomes avec la
membrane cellulaire et le transfert de leur contenu dans le cytoplasme de la cellule réceptrice
(fusion), et (iii) I’endocytose des exosomes par phagocytose, macropinocytose ou endocytose
médiée par les récepteurs (McKelvey et al., 2015), ce dernier mécanisme pouvant dépendre de la

clathrine ou de la cavéoline selon le type de cellule réceptrice (Horibe et al., 2018) (Figure 35).

IV.4  Composition moléculaire des exosomes
Une large variété d’éléments constitutifs a été identifiée dans les exosomes sécrétés par
différents types cellulaires. Les résultats de I’ensemble des études menées sont répertoriés dans la
base de données ExoCarta (http://www.exocarta.org) (Keerthikumar et al., 2016) recensant a
I’heure actuelle 9769 protéines, 1116 lipides, 3408 ARNm et 2838 miARN identifiés chez 10
especes différentes, illustrant ainsi la complexité et la diversité fonctionnelle potentielle des

exosomes. La base de données Vesiclepedia (http://microvesicles.ora/), qui comprend entre autres

la base ExoCarta, répertorie également les données obtenues pour les autres types de vésicules
membranaires (Kim et al., 2013a; Pathan et al., 2019).

IV.4.1 Protéines

Les exosomes portent un ensemble de protéines pouvant étre retrouvées quel que soit le type
cellulaire sécréteur ou bien spécifiques de celui-ci (Figure 36). Les protéines communément
retrouvées peuvent étre des protéines impliquées dans le trafic membranaire telles que les GTPases
RAB et les annexines, la biogenese des EMV telles que les protéines ALIX (apoptosis-linked gene
2-interacting protein X), les clathrines et TSG101, des molécules d’adhésion telles que MFGE8
(milk fat globule-epidermal growth factor factor 8 protein), les intégrines, les tétraspanines CD63,
CD81, CD9, des molécules du CMH de classe | et 1l permettant la stimulation des cellules T, ou
encore des protéines chaperonnes telles que HSC70 et HSP90 (heat-shock protein 90). Ces
protéines sont spécifiquement enrichies dans les exosomes comparativement aux lysats cellulaires
et sont alors considérées comme des marqueurs exosomaux positifs couramment utilisés pour
confirmer I’identité des vésicules purifiées. Cependant, aucune donnée ne permet a ce jour de savoir
si ces marqueurs sont spécifiques des exosomes et ne sont pas retrouvés dans les autres types de

vesicules (Greening et al., 2017).

Les protéines contenues dans les exosomes proviennent presque exclusivement de la
membrane plasmique, du cytosol et des endosomes. Les protéines provenant des autres
compartiments cellulaires telles que les protéines du noyau, des mitochondries, du RE ou encore de

I’appareil de Golgi sont le plus souvent absentes des exosomes et peuvent alors servir de marqueurs
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Figure 36 : Structure et composition d'un exosome.

Les exosomes sont des vésicules composées d’une membrane lipidique contenant différentes protéines
comme les tétraspanines (CD9, CD63, CD81), MFGES et les intégrines impliquées dans I’adhésion mais
aussi les molécules du CMH de classe | et Il permettant la stimulation des cellules T. Ces exosomes
renferment également des protéines impliquées dans la formation du corps multivésiculaire et le trafic
des membranes, des chaperonnes, des lipides ainsi que des acides nucléiques tels que des ARNm et des
miARN (modifiée d'aprés Kourembanas, 2015).



négatifs (Thery et al., 2001). De plus, certaines protéines retrouvées abondamment a la surface de
certains types cellulaires ne sont pas retrouvées dans les exosomes, telles que les récepteurs Fc pour
les exosomes dérivés de cellules dendritiques, les protéines CD28 et CD40L pour les exosomes
dérivés des cellules T et le récepteur a la transferrine pour les exosomes dérivés des cellules B,
démontrant que ces exosomes ne proviennent pas directement de la membrane plasmique (Théry et
al., 2002a). A I’inverse, des protéines spécifiques de certains types cellulaires ont été détectées dans
les exosomes telles que le récepteur des cellules T ou le récepteur des cellules B retrouvés dans les
exosomes libérés par les lymphocytes T et B respectivement (Théry et al., 2002a). Ensemble, ces
données supportent le fait que ces veésicules proviennent de compartiments subcellulaires

specifiques et ne sont pas simplement le fruit d’une fragmentation cellulaire.

La sélection des proteines a incorporer dans les exosomes dépend de la machinerie ESCRT,
des tétraspanines et des lipides. Ces protéines peuvent dériver de la biogenése de ces vésicules ou
étre spécifiquement ciblées dans les exosomes grace a des modifications post-traductionnelles
(Moreno-Gonzalo et al., 2018). L ubiquitinylation est un des signaux les plus essentiels au ciblage
des protéines aux exosomes. Les protéines ubiquitinylées sont reconnues et ciblées aux exosomes
par la machinerie ESCRT lors de la biogenése dépendante de ce mécanisme, ou probablement
reconnues par les tétraspanines, les sphingolipides et les céramides lors de la biogenése
indépendante de cette machinerie (Moreno-Gonzalo et al., 2018). La phosphorylation des protéines
influencerait également le ciblage du cargo protéique aux exosomes, cependant aucun mécanisme
de sélection spécifique des protéines phosphorylées n’a pu étre identifié (Moreno-Gonzalo et al.,
2018). Un enrichissement en protéines glycosylées a été rapporté dans les exosomes
comparativement a leur cellule parentale, suggérant un réle de la glycosylation dans la régulation
de la composition du cargo exosomal (Liang et al., 2014). Par ailleurs, la SUMOylation et
I’ISGylation pourraient permettre I’incorporation, respectivement, de I’a-synucléine (Kunadt et al.,
2015) et de TSG101 (Villarroya-Beltri et al., 2016) dans les exosomes. Certains domaines
protéiques sont impliqués dans le ciblage des protéines aux exosomes. En effet, la protéine Ndfipl,
constitutivement sécrétée dans les exosomes possede un domaine L (ou late domain) contenant le
motif PPXY reconnaissant les domaines WW des protéines a incorporer et induit I’ubiquitinylation
de ces protéines afin de permettre leur incorporation dans les exosomes (Putz et al., 2012;
Sterzenbach et al., 2017). De méme, un enrichissement en protéines contenant un domaine coiled-
coil a été rapporté dans les exosomes dérivées de la lignée de cellules de cancer colorectal LIM1215
comparativement aux protéines cytoplasmiques des cellules donneuses d’exosomes, mais de
nouvelles études sont requises afin de déterminer si ce motif est vraiment nécessaire a la sélection
du cargo exosomal (Mathivanan et al., 2010). Enfin, les domaines lipidiques joueraient un role dans

I’association spécifique de certaines protéines avec la membrane des exosomes. La sphingosine-1-
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phosphate (S1P), un lipide phosphorylé, régulerait I’incorporation de certaines protéines telles que
CD63, CD8L1 et la flotilline dans les exosomes via des récepteurs a la S1P couplés aux protéines G
inhibitrices situées a la membrane des EMV (Kajimoto et al., 2013). A I’inverse, une étude publiée
plus récemment suggere que la sélection des cargos lipidiques et proteiques ne semble pas étre liée,
la sélection des protéines dépendrait du type cellulaire producteur d’exosomes tandis que la
sélection des lipides serait plutot liée a la quantité d’exosomes sécrétée et a la taille des vésicules

formées (Haraszti et al., 2016).
IV.4.2 Lipides

Les exosomes transportent des lipides pouvant jouer un réle important dans leur formation et
le maintien de leur activité biologique (Subra et al., 2007; Trajkovic et al., 2008; Wubbolts et al.,
2003). La composition lipidique des exosomes ne reflete pas totalement celle de la cellule parentale
(Figure 37). En effet, comparativement aux cellules dont ils sont issus, les exosomes sont enrichis
en sphingomyéline, en cholestérol, en glycosphingolipides et en phosphatidylsérine, tandis que les
niveaux de phosphatidyléthanolamine sont similaires entre les cellules donneuses et les exosomes.
A I’inverse, une diminution du pourcentage de phosphatidylcholine et de phosphatidylinositol a été
observée dans les exosomes comparativement a leurs cellules parentales (Skotland et al., 2019).
Les exosomes contiennent également des prostaglandines et des leucotrienes assurant leur stabilité
et leur rigidité structurale. De plus, les prostaglandines contenues dans les exosomes sécrétés
naturellement par les cellules basophiles de rat peuvent étre transférées aux cellules basophiles
réceptrices, induisant 1’activation de PPARy (peroxysome proliferator activated receptor y) et
I’activation des cellules réceptrices de manicre prostaglandines-dépendante (Subra et al., 2010). A
I’heure actuelle, les mécanismes régulant 1’incorporation spécifique des lipides dans les exosomes
ne sont pas totalement connus mais pourraient dépendre de la charge de la téte polaire ainsi que de

la longueur et de la saturation de la chaine d’acides gras (Haraszti et al., 2016).
IV.4.3 Acides nucléiques

En 2007, Valadi et collaborateurs ont montré pour la premiere fois la présence d’acides
nucléiques, ARN messagers et miARN, dans les exosomes sécrétés in vitro par des mastocytes
(\Valadi et al., 2007). En effet, des exosomes dérivés de mastocytes humains HMC-1 et murins
MC/9 transportent des ARNm vers les mastocytes voisins dans lesquels ils sont ensuite traduits en
protéines, prouvant que ces ARNm sont fonctionnels (Valadi et al., 2007). Depuis, d’autres types
d’ARN ont été identifiés dans les exosomes, tels que les ARN ribosomaux, les longs ARN non
codants, les piwi ARN, les ARN de transfert, les ARN vault, les ARN Y, les petits ARN nucléaires
et les petits ARN nucléolaires (Zhang et al., 2019). Une augmentation de 1’abondance relative en

petits ARN et une forte prévalence des ARN non codants ont été observées de maniére récurrente

80



Exosomes
(2) Interaction .\/@ @(/)
spécifique ___,
ARN/RBP ”
sur 'lEMV % / (8) Fusion EMV/
membane plasmique
SV —)
w
< H s @(M (6) Contact
v GGAG ° 3\ EMV/Granules ARN

\%p S0 = ;'ﬁk Y
¥ 29y

(1) Reconnaissance
du motif ARN
par les RBP

De

S~ (3) Chargement passxf

&/? des ARN/RBP
P \. AAA/ Granules ARN
! (4) Uridylation /
o

S, —  des miARN
(7) MPT Retentlon/degradatlon

dans les granules ARN

Protéines Acides nucléiques Modifications post-
traductionnelles

: ) @ @ @ 4 / P Phosphorylation
Ub Ubiquitinylation

Séquence ARN  Strucuture  Edition en miARN/  RBP liées a la .
(hnRNPA2B1, ARN (HUR)  3'ARN SARN  membrane ARNL ARNM MARN | gy Sumoylation
YB1, ANXA2) (TUT7) (AGO2)  (ESCRT-Il)
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Les ARNSs peuvent étre capturés par les VIL de ’EMV de maniére passive ou active. (1) Les protéines
liant les ARN (RBP) peuvent se lier aux ARN intracellulaires portant certains motifs ou signaux
(structure, séquence). (2) Une interaction spécifique entre les ARN, les RBP et les membranes de
I’EMV via des récepteurs pourrait résulter en un enrichissement local en ARN a proximité des
compartiments membranaires, modulant ainsi leur incorporation dans les VIL. (3) Alternativement, les
RBP peuvent étre incorporées passivement dans les VIL. (4) Des modifications des miARNSs telles
qu’une uridylation, connue pour réguler le renouvellement des ARN dans la cellule, pourraient
également impacter I’incorporation des ARN dans les VIL par un mécanisme restant a identifier. (5)
Lors d’une infection virale, d’un stress cellulaire ou d’un silencing induit par des miARN, les ARN
peuvent étre selectivement envoyés dans les granules & ARN, pouvant moduler I’incorporation passive
ou active des ARN dans les VIL, soit négativement en diminuant la quantité d’ARN solubles (6) soit
activement en interagissant avec les EMV. (7) Ce processus peut étre regulé par de multiples voies de
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ainsi leur stabilité et la localisation subcellulaire des complexes ARN/RBP. (8) Les EMV contenant les
VIL peuvent alors fusionner avec la membrane plasmique pour libérer les exosomes.



dans les exosomes comparativement aux cellules donneuses (van Balkom et al., 2015; Collino et
al., 2010; Tosar et al., 2015).

Le contenu des exosomes en ARN varie selon le type cellulaire sécréteur ou son statut. In
vitro, un stress environnemental tel qu’une hypoxie ou un stress oxydatif altere le profil en ARN
des exosomes tout comme il altére celui de la cellule donneuse (de Jong et al., 2012). In vivo, une
modification des profils en miARN exosomaux a été observée dans de nombreuses pathologies et
notamment dans les cas de de cancers (Sun et al., 2018), de pathologies inflammatoires (Console et
al., 2019) ou d’infections (Ojha et al., 2019).

Certains miARN sont spécifiquement enrichis dans les exosomes comparativement aux
cellules donneuses (Ragusa et al., 2017). Des études ont été menées afin d’identifier les modalités
d’incorporation des ARN (miARN et ARNm) dans les exosomes (Figure 38). L’annexine A2, une
protéine capable de se lier aux ARN, régule I’empaquetage des ARN dans les exosomes de manicre
non sélective (Hagiwara et al., 2015). L’adénylation a I’extrémité 3° des miARN a été associée a
leur rétention intracellulaire tandis que leurs isoformes uridylées sont plus enrichies au sein des
exosomes, suggérant que la partie 3’ terminale des miARN contient un signal critique pour leur
incorporation dans les exosomes (Koppers-Lalic et al., 2014). Cependant, la présence d’uridylation
en 3’ est une signature de la dégradation des ARNm lors de I’apoptose et pourrait plutot indiquer la
présence de corps apoptotiques dans 1’isolat d’exosomes (Thomas et al., 2015). De nouvelles études
sont nécessaires afin de déterminer le réle de 1’adénylation et de 1’uridylation dans 1’incorporation
des miARN dans les exosomes. La séquence miARN spécifique « GGAG » appelée EXOmotif, est
retrouvée a 'extrémité 3’ de 75 % des miARN exosomaux et controlerait leur incorporation dans
les exosomes en permettant la fixation de la ribonucléoprotéine hétérogéne A2B1 (hnRNPA2B1)
sumoylée, une modification essentielle a la reconnaissance des miARN par cette protéine
(Villarroya-Beltri et al., 2013). La protéine SYNCRIP (synaptotagmin-binding cytoplasmic RNA-
interacting protein) permet de cibler spécifiqguement les miARN portant le motif hEXO « GGCU »
aux exosomes, un motif retrouvé dans environ 60% des miARNS enrichis dans les exosomes
(Santangelo et al., 2016). Les protéines liant habituellement les miARN sont les protéines
Argonaute (AGO). Cependant, bien que certaines études détectent une quantité significative d’AGO
dans les corps multivésiculaires (Gibbings et al., 2009; Lee et al., 2009), d’autres rapportent leur
déplétion voire leur absence des exosomes (Van Deun et al., 2014; Shurtleff et al., 2016). Des
mutations conduisant a 1’activation constitutive de la protéine KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog), fréquente dans certains cancers, ont été montrées comme
favorisant I’export d’AGO2 dans les exosomes ainsi que 1’empaquetage de miARN dans les
exosomes et la rétention intracellulaire d’autres mMIARN (McKenzie et al., 2016). De plus, la

protéine HUR (human antigen R) est capable de se lier au miR-122 aprés ’avoir dissocié d’AGO2
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et de favoriser son incorporation dans les exosomes sécretés par les cellules hépatiques soumises a
un stress (Mukherjee et al., 2016). Un mécanisme similaire impliquant les protéine YB-1 (Y-box
binding protein 1) liant les ARN et associée aux exosomes a été mis en évidence (Frye et al., 2009;
Shurtleff et al., 2016). YB-1 se lie a des miARN tels que le miR-223 et favorise leur capture par les
exosomes. En présence d’YB-1, ce miARN ne s’associe pas a AGO2. De maniére intéressante, la
délétion de YB-1 conduit a une forte déplétion du miR-223 associé a YB-1 dans les exosomes et sa
remobilisation dans les protéines AGO?2 intracellulaires (Shurtleff et al., 2016). De nouvelles études
sont nécessaires afin de déterminer si la dissociation des miARN des protéines AGO et leur
attachement a d’autres protéines liant les ARN telles que hnRNPA2B1, annexine A2, HuR et YB-
1 est un phénoméne général pouvant contribuer a 1’incorporation sélective des ARN dans les
exosomes. De plus, ces protéines pouvant s’associer a d’autres types d’ARN dont les ARNm, les
ARNt et les petits ARN nucléolaires, il est important de déterminer si elles peuvent favoriser

I’incorporation de ces types d’ARN dans les exosomes.

Les ARNm exosomaux semblent également selectivement enrichis dans les exosomes. La
présence d’une séquence d’environ 25 nucléotides a été mis en évidence dans la région 3’UTR du
géne GALRS3 (galanin receptor 3). Cette séquence est ciblée par le miR-1289, qui, une fois fixé,
permet le chargement de cet ARNm dans les exosomes (Bolukbasi et al., 2012). Un enrichissement
en 3 motifs structurels, « ACCAGCCU », « UAAUCCCA » et « CAGUGAGC », a également été
mis en évidence dans les ARNm et les longs ARN non codants présents dans les exosomes. Ces
trois motifs sont reconnus par les protéines YB-1 (pouvant reconnaitre 1’ensemble de ces motifs) et
NSUN2 (NOP2/Sun RNA methyltransferase 2, ne reconnaissant que la séquence « CAGUGAGC »)
qui incorporent alors les ARN dans les exosomes (Kossinova et al., 2017). Le degré
d’enrichissement des exosomes avec ces ARN dépend de la localisation des motifs spécifiques dans
la séquence de I’ ARN (Kossinova et al., 2017). Enfin, de nombreuses autres protéines liant les ARN
ont été identifiées au sein des exosomes et pourraient étre impliquées dans I’incorporation des

acides nucléiques (Statello et al., 2018).
V.5 Fonctions des exosomes

IV.5.1 Fonctions physiologiques des exosomes

Les exosomes ont longtemps été considérés comme un processus utilisé par les cellules pour
éliminer les protéines et molécules indésirables (Johnstone, 1992; Pan et al., 1985). La découverte
de leur capacité a activer le systeme immunitaire et a induire une réponse anti-tumorale in vivo a
amené 1’idée que les exosomes seraient des médiateurs dans la communication intercellulaire
(Raposo, 1996; Zitvogel et al., 1998). Aujourd’hui, de nombreuses preuves ont pu montrer

I’implication des exosomes au niveau physiologique.
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Une boucle de régulation positive mettant en jeu les exosomes a été observée au niveau du
tissu adipeux. Les macrophages de type M1 et M2 retrouvés dans ce tissu sécretent des exosomes
influencant la sensibilité des adipocytes voisins a 1’insuline. En effet, les macrophages de type M1
sécrétent des exosomes délivrant le miR-155 ciblant PPARy aux adipocytes, les rendant résistants
a I’insuline tandis que les macrophages de type M2 sécrétent des exosomes ciblant également les
adipocytes mais les rendant plus sensibles a I’insuline. In vivo, I’administration de ces deux types
d’exosomes confirment les résultats obtenus in vitro (Ying et al., 2017). De plus, les cellules
souches du tissu adipeux sécrétent egalement des exosomes (Zhao et al., 2018). Ces exosomes
contiennent le facteur de transcription STAT2 et ciblent les macrophages du tissu adipeux afin
d’augmenter la conversion ou I’accumulation des macrophages de type M2 (Zhao et al., 2018). En
réponse a la stimulation par ces exosomes, les macrophages M2 produisent des facteurs augmentant
la prolifération des cellules souches du tissu adipeux, mettant ainsi en place une boucle de régulation
positive limitant 1I’inflammation et le risque d’obésité et maintenant la population de précurseurs

d’adipocytes (Zhao et al., 2018).

Les exosomes jouent également un réle dans I’homéostasie, la régénération tissulaire et la
réparation des plaies. Par exemple, les exosomes dérivés des cellules souches hépatiques peuvent
favoriser la régénération des hépatocytes (Herrera et al., 2009). Suite a un traumatisme, les cellules
épithéliales sécrétent un plus grand nombre d’exosomes contenant I’ARNm codant pour le 7GFp
(transforming growth factor [), stimulant la différenciation des fibroblastes afin d’initier la
régénération tissulaire (Borges et al., 2013). De méme, les exosomes secretés par les cellules
épithéliales intestinales contiennent 1’annexine Al participant a la réparation épithéliale et
pourraient ainsi favoriser la cicatrisation de I’épithélium intestinal (Leoni et al., 2015). A I’inverse,
les ostéoclastes, en plus de réguler la résorption osseuse, sécrétent des exosomes transférant le miR-

214-3p aux ostéoblastes afin d’inhiber la formation des os (Li et al., 2016a).
IV.5.2 Exosomes et réponses immunitaires

IV.5.2.1 Réponses immunitaires innées

Lors d’une inflammation, les premiers neutrophiles arrivés sur place laisseraient sur leur
passage des exosomes portant la machinerie enzymatique permettant la formation de leucotriéne
B4, agissant comme un signal chimiotactique pour les neutrophiles migrant vers le site de I’infection
(Majumdar et al., 2016) (Figure 39). Les cellules épithéliales intestinales sécretent des exosomes
impligués dans la présentation antigénique en conditions inflammatoires, ce qui conférerait a ces
cellules la capacité¢ d’agir a distance sur les cellules de I'immunité (Van Niel et al., 2001). Les

mastocytes sécrétent également des exosomes induisant la maturation des cellules dendritiques,
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A. Les exosomes secrétés par differents types cellulaires sont capables d'activer des réponses
immunitaires telles que des réponses pro-inflammatoires avec une activation de médiateurs pro-
inflammatoires ou encore l'augmentation de la production et de la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires B. Exosomes et présentation antigenique directe. Des exosomes de CPA peuvent, grace
aux complexes peptides antigéniques-CMH qu'ils portent, activer directement les lymphocytes T.
Egalement, des exosomes de CPA et plus particulierement de cellules dendritiques portent & leur surface
I'IlL-15Ra, un ligand du récepteur NKG2D présent a la surface des cellules NK. L'activation du récepteur
NKG2D entraine l'activation et la prolifération des cellules NK, qui vont alors sécréter de I’'TFN. C.
Exosomes et présentation antigénique indirecte ou cross-presentation. Les exosomes peuvent porter des
molécules du CMH de classe | et de classe Il et peuvent également transporter des antigénes. Des CPA
peuvent capturer ces exosomes, prendre en charge les peptides antigéniques, les associer avec leurs
propres molécules du CMH et les présenter aux cellules T, qui vont s'activer en conséquence. Dans
certains cas, les complexes pre-formés peptides antigéniques-CMH portés par les exosomes peuvent étre
directement pris en charge par les cellules dendritiques et présentés aux cellules T (processus nommé
cross-dressing) (adaptée d'aprés Greening et al., 2015).



permettant a ces derniéres de devenir des CPA efficaces et de participer a la réponse inflammatoire
(Skokos et al., 2003).

L’activation des cellules immunitaires par un élément étranger tel qu’un pathogeéne entraine
la sécrétion d’exosomes dont le contenu est altéré et capables d’activer des réponses immunitaires
de fagcon indépendante de toute présentation antigénique (Figure 40A). En effet, des macrophages
stimulés avec du LPS ou infectés par des bactéries pathogenes telles que des mycobactéries
sécrétent des exosomes pouvant stimuler la sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires TNF-a,
IL-6 et RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted) par les
macrophages, les cellules dendritiques ou les neutrophiles receveurs (Bhatnagar and Schorey, 2007;
Giri and Schorey, 2008; Giri et al., 2010). De plus, I’injection d’exosomes sécrétés in vitro par des
macrophages infectés par M. tuberculosis ou M. bovis a des souris par voie intra-nasale augmente
le relargage de TNF-a et IL-12 ainsi que le recrutement de neutrophiles et de macrophages dans les
poumons (Bhatnagar et al., 2007). De méme, la stimulation in vitro de macrophages naifs par des
exosomes isolés de liquide broncho-alvéolaire de souris infectées par M. bovis entraine une
production accrue de TNF-a (Bhatnagar et al., 2007). Aussi, des exosomes de cellules dendritiques
activées au LPS convoient un message pro-inflammatoire aux cellules épithéliales intestinales qui
sécrétent alors des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires telles qu’IL-8 et MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein 1) et ce, de maniéere dépendante de la voie du TNF-a. in vitro (Obregon et
al., 2009). Lors d’une infection par Mycoplasma, les cellules dendritiques sécrétent des exosomes
qui entrainent la prolifération de lymphocytes B de maniére non spécifique des antigenes et sans
I’aide des lymphocytes T (Quah and O’Neill, 2007).

IV.5.2.2 Réponses immunitaires adaptatives

Les exosomes libérés par les cellules dendritiques et les lymphocytes B expriment & leur
surface les CMH 1 et |1 chargés avec des antigénes capables d’activer in vitro des clones, des lignées
et des hybrides de lymphocytes T naifs ou ayant déja rencontré 1’antigéne (Zeng and Morelli, 2018).
De plus, des analyses en microscopie électronique ont rapporté la présence d’exosomes portant les
molécules du CMH-II a la surface de cellules dendritiques folliculaires. Les cellules dendritiques
folliculaires n’exprimant pas les molécules CMH-II, ces derniéres auraient capturé les exosomes
provenant des lymphocytes B situés & proximité (Denzer et al., 2000). Du fait qu’ils puissent
transporter des antigénes et qu’ils soient enrichis en molécules du CMH, les exosomes pourraient

agir en tant que présentateurs antigéniques. Cette présentation peut étre directe ou indirecte.
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Présentation antigénique directe

Les exosomes peuvent directement, sans le recours a des cellules dendritiques, présenter les
antigénes couplés aux molécules du CMH qu’ils portent (Figure 40B). Cependant, la capacité des
exosomes derivés des CPA a stimuler les cellules T est 10 a 20 fois inférieure a celle des CPA elles-
mémes (Raposo, 1996; Théry et al., 2002b). Des exosomes de cellules dendritiques portant de
I’ovalbumine (OVA) sur le CMH-1 peuvent activer des hybridomes de cellules T CD8" (Utsugi-
Kobukai et al., 2003). De méme, des cellules dendritiques dérivées de monocytes chargées avec un
mélange de 23 peptides immunogeénes issus du virus Epstein barr, du virus Influenza et du
cytomégalovirus sécrétent des exosomes portant des antigénes viraux capables d’activer des
lymphocytes T in vitro, et ce, sans que la présence de cellules dendritiques soit nécessaire (Admyre
et al., 2006). Les cellules dendritiques infectées par M. tuberculosis sécrétent des exosomes
capables d’activer les lymphocytes T grace au complexe CMH-I1I-peptide porté par ces vésicules
(Ramachandra et al., 2010). De plus, les cellules T activées répondent plus efficacement aux
exosomes dérivés des cellules dendritiques que les cellules T inactivées, et cette stimulation
augmente 1’expression des cytokines inhibitrices par les cellules T (Muller et al., 2016). Les
exosomes de cellules dendritiques induisent également I’activation et la prolifération des cellules
NK (natural killer) via le récepteur IL-15Ra présent a la surface des exosomes et reconnaissant
I’TL-15 et via la protéine ULBP1 (UL16 binding protein 1), un ligand du récepteur NKG2D (natural
killer group 2 member D) présent sur les cellules NK (Viaud et al., 2009).

Présentation antigénique indirecte

Les exosomes peuvent réaliser de la présentation antigénique indirecte via les CPA qui
prennent en charge les antigénes des exosomes, les assemblent avec les molécules du CMH qu’elles
portent et les présentent aux lymphocytes qui s’activent en conséquence (Figure 40C). Lorsque des
exosomes transportant des antigénes sont placés au contact de lymphocytes T et ceci en présence
de cellules dendritiques réceptrices naives, les lymphocytes T sont activés (Wolfers et al., 2001).
Les exosomes sécrétés par des macrophages infectés par M. tuberculosis ou M. bovis portent des
antigenes bactériens et peuvent, en présence de CPA intermédiaires, activer des lymphocytes T
CD4" et CD8" isolés de souris immuno-sensibilisées avec les mycobactéries (Giri and Schorey,
2008). Des cellules dendritiques de souris secrétent des exosomes portant des antigénes et des
molécules du CMH-1I dont I’injection a des souris entraine 1’activation des lymphocytes T (Théry
et al., 2002b). Cependant, in vitro, I’incubation de ces exosomes au contact de lymphocytes T
n’entraine I’activation des cellules T qu’en présence de cellules dendritiques, qui constituent dans
ce cas des intermédiaires indispensables a la présentation antigénique par les exosomes (Théry et

al., 2002b). De méme, les cellules dendritiques isolées d’animaux ayant regu des exosomes sécrétés
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par des mastocytes murins contenant de I’OV A sont capables d’activer des hybridomes contenant
des lymphocytes T spécifiques de ’OVA ¢’est-a-dire ne s’activant que suite a la présentation de cet
antigéne (Skokos et al., 2003).

Des complexes préformés constitués de peptides antigéniques associés aux molécules du
CMH présents dans les exosomes pourraient étre directement pris en charge par les CPA réceptrices
et présentés aux lymphocytes via un processus appelé cross-dressing. Alternativement, au lieu
d’utiliser directement les complexes peptide-CMH apportés par les exosomes, les cellules
dendritiques réceptrices pourraient recharger le peptide sur leur propre CMH endogéne avant de le
présenter aux lymphocytes (Campana et al., 2015). Malgré tout, les exosomes constitueraient un
outil efficace de distribution d’antigénes aux cellules dendritiques qui peuvent alors exercer leur

fonction de CPA professionnelles et ce, in vitro et in vivo.

L’activation des cellules T entraine une augmentation de la quantité d’exosomes sécrétés et
la libération de populations exosomales distinctes en fonction de leur statut d’activation (van der
Vlist et al., 2012). Les exosomes dérivés des cellules T CD3" sont capables de stimuler et d’induire
la prolifération d’autres lymphocytes T CD3*. De plus, ’association de I’'IL-2 et des exosomes
dérivés de cellules T CD3" induit une augmentation des cellules T CD8* (Wahlgren et al., 2012a).
Les exosomes dérivés de cellules T CD8" transportent le miR-150 et suppriment les réponses
immunes spécifiques de maniéere dépendante des macrophages, qui induisent la prolifération des
Treg et inhibent celle des cellules T effectrices (Nazimek et al., 2015). Enfin, les cellules Treg
sécrétent une quantité plus importante d’exosomes que les autres types de cellules T. Ces exosomes
peuvent porter a leur surface les protéines CD39 et CD73 induisant la production d’adénosine, un
nucléoside jouant un réle important dans la réponse anti-inflammatoire et la suppression des cellules
T (Clayton et al., 2011), et contenir le miARN Let-7d supprimant la prolifération des Thl et la

sécrétion de cytokines, médiant ainsi I’ immunosuppression (Okoye et al., 2014).

IV.5.3 Exosomes et infections

Les exosomes jouent un rble dans les infections virales, parasitaires, fongiques et
bactériennes. Plusieurs virus utilisent les exosomes pour la sécrétion de protéines ou d’acides
nucléiques non infectieux ou infectieux, et méme de virions entiers, permettant de préparer les
cellules réceptrices a I’infection ou de médier la transmission virale. En effet, les exosomes
protégent les virions de 1’élimination par les anticorps de 1’hote et élargit leur tropisme tissulaire
puisque la spécificité cellulaire des exosomes est plus faible que celle médiee par les récepteurs
viraux (Raab-Traub and Dittmer, 2017). Les exosomes seraient également des transporteurs
efficaces pour la délivrance « en bloc » de plusieurs particules virales et génomes infectieux a une

méme cellule (Altan-Bonnet et al., 2019). A I’inverse, les exosomes peuvent limiter la réplication
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Figure 41 : Exosomes et infections bactériennes.

Lors d’une infection par une bactérie pathogene, les exosomes formés par la cellule héte infectée
peuvent contenir des antigenes bactériens, des PAMP. Ces exosomes peuvent étre dégradés lors de la
fusion de ’EMV avec un lysosome, ou étre secrétes dans le milieu extracellulaire. Ces exosomes
peuvent alors étre endocytés par des cellules dendritiques ou des macrophages naifs qui vont prendre en
charge les antigenes bacteériens, les assembler avec leurs protéines du CMH de classe | et 11 et présenter
aux cellules T CD4* et T CD8* qui vont s'activer en conséquence. Les exosomes contenant des PAMP
peuvent également induire la sécrétion d’IL-10 et d’IFN-y, ou au contraire inhiber la production de
cytokines par les par les lymphocytes B. Egalement, les PAMP transportés par les exosomes de cellules
infectées peuvent, par liaison aux récepteurs PRR, activer des voies de signalisation permettant
I’activation des macrophages cibles (modifiée d'aprés Schorey et al., 2015).



virale au sein des cellules réceptrices en entrainant la dégradation du matériel viral, en empéchant
la synthése de protéines fonctionnelles ou encore en transferant des molécules conférant une
résistance a I’infection virale aux cellules réceptrices (Dias et al., 2018). Bien souvent, ces effets

contradictoires coexistent au cours de I’infection virale.

Concernant les infections parasitaires, les exosomes peuvent étre sécrétés par des cellules
infectées ou relargues par les parasites eux-mémes. Ces exosomes favorisent généralement la
dissémination du parasite mais peuvent également favoriser la défense de 1’h0te contre I’infection

(Wu et al., 2019).

Concernant I’implication des exosomes dans les infections fongiques, peu de données sont
disponibles a ce jour dans la littérature. Les quelques études publiées se sont limitées a analyser
I’implication des exosomes sécrétés par les champignons et non par les cellules infectées (Joffe et

al., 2016; Zhang et al., 2018c).

Enfin, les exosomes peuvent jouer un réle dans les infections bactériennes en transférant
des composants bactériens ou des molécules de I’hote modulant les réponses immunitaire de 1’hote
(Schorey et al., 2015). Dans le cadre de cette these, seule I’implication des exosomes dans les

infections bactériennes sera développée.
Exosomes et infections bactériennes

Les exosomes sécrétés par les cellules infectées par des bactéries intracellulaires peuvent
réguler I’expression de certains facteurs et moduler les réponses immunitaires antibactériennes dans
les cellules réceptrices (Figure 41). L’infection par M. tuberculosis, M. avium ou encore M.
smegmatis favorise la libération d’exosomes par les macrophages infectés (Anand et al., 2010;
Ramachandra et al., 2010). Certaines protéines mycobactériennes contiendraient un signal
permettant leur ciblage aux ILV, favorisant leur incorporation dans les exosomes (Giri et al., 2010).
L’analyse de la composition protéique des exosomes de macrophages infectés par M. tuberculosis
montre une augmentation de I’abondance de 41 protéines donc 63% prédites comme étant associées
a la membrane exosomale (Diaz et al., 2016). Les exosomes des macrophages infectes par M.
tuberculosis contiennent la lipoprotéine de 19 kDa LpgH (Giri et al., 2010) qui favorise
I’inflammation et stimule I’activation des macrophages et 1’expression du TNF-a via la voie
TLR/MyD88 (Stewart et al., 2005). Concernant M. avium et M. smegmatis, une augmentation du
niveau de HSP70 (heat shock protein 70) a été rapportée dans les exosomes et favorise ’activation
des macrophages et 1’expression du TNF-a in vitro (Anand et al., 2010). De plus les exosomes de
macrophages infectés par M. avium contiennent des glycopeptidolipides pouvant étre transférés aux
macrophages receveurs non infectés et induire une réponse pro-inflammatoire (Bhatnagar and
Schorey, 2007).
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Outre des protéines, les exosomes sécrétés par les macrophages infectés par les
mycobactéries contiennent des ARNSs bactériens ainsi que des ARNm humains fonctionnels (Singh
et al.,, 2015) et des miARN de I’hote, ces derniers ciblant potentiellement différentes voies
métaboliques de 1’hdte suite a I’infection (Alipoor et al., 2017, 2019). De maniére similaire,
I’infection de macrophages THP-1 par Yersinia pestis et Bacillus anthracis entraine une
modification du contenu des exosomes en miARN de I’hote variable selon le pathogene (Fleming
et al., 2014), suggérant que 1’envoi des ARN cellulaires ou bactériens aux exosomes serait un
phénomeéne impliqué dans I’infection. Suite & une exposition au LPS, les cellules dendritiques
dérivées de la moelle osseuse sécréetent des exosomes contenant les miR-146a et miR-155. Ces
miARN peuvent étre transférés aux cellules réceptrices dans lesquelles ils modulent 1’expression
des génes de I’inflammation et reprogramment la réponse des cellules aux endotoxines (Alexander
et al., 2015). De méme, les exosomes dérivés du sérum de souris présentant une septicémie induite
par injection intrapéritonéale de LPS sont sélectivement enrichis en miR-155 activant les réponses
pro-inflammatoires (Jiang et al., 2019). In vitro, ces exosomes stimulent I’activation de NF-«xB et
induisent la production de TNF-a et d’IL-6, mais favorisent également la prolifération des
macrophages. In vivo, I’injection intraveineuse de ces exosomes a des souris naives augmente le
recrutement de macrophages M1 au niveau pulmonaire et induit une inflammation pulmonaire
(Jiang et al., 2019). Les exosomes de macrophages infectés par Helicobacter pylori présentent
également une augmentation du niveau du miR-155, et ce miARN est capable d’augmenter les
réponses inflammatoires dans les macrophages receveurs des exosomes, limitant ainsi la réplication
de H. pylori et prévenant la gastrite induite par I’infection par H. pylori (Wang et al., 2016c¢). Les
cellules de 1’épithélium gastrique infectées par H. pylori positifs pour le facteur de virulence majeur
bactérien appelé CagA (cytotoxin-associated gene A) et codé par le géne cagA sécrétent des
exosomes transportant le facteur CagA fonctionnel. Ces exosomes peuvent entrer dans la circulation
générale et délivrer le facteur CagA aux organes et tissus a proximité ou a distance du site de
I’infection (Shimoda et al., 2016). Au niveau gastrique, les exosomes du sérum des patients infectés
par H. pylori et atteints de gastrique chronique peuvent induire 1’expression du récepteur a 1’T1L-6
soluble augmentant lui-méme 1’expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-10 dans les cellules
épitheliales gastriques (Chen et al., 2018b). Au niveau systémique, ces exosomes pourraient
potentiellement contribuer a augmenter le risque de cancer colorectal (Strofilas et al., 2012) et a
diminuer le risque de cancer pancréatique (Risch et al., 2014) chez les individus infectés par des

souches de H. pylori positives pour CagA.

Les exosomes isolés de cellules épithéliales intestinales ou de macrophages infectés par les
E. coli AIEC peuvent quant a eux activer les macrophages naifs via I’activation des voies NF-kB et

MAPK, conduisant a une augmentation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et
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TNF-a (Carriére et al., 2016b). Ces exosomes peuvent également activer les cellules épithéliales
intestinales naives via la voie NF-«xB et induire la sécrétion d’IL-8. De plus, ces exosomes favorisent
la réplication intracellulaire des AIEC dans les cellules épithéliales intestinales et les macrophages
receveurs (Carriére et al., 2016b). L’infection de souris transgéniques CEABAC10 par la souche
AIEC LF82 dans un modéle d’anse iléale induit la sécrétion d’exosomes dans la lumicre intestinale.
Les exosomes isolés du lumen sont capables d’induire une réponse pro-inflammatoire dans les
macrophages murins naifs stimulés in vitro (Carriére et al., 2016b). Cependant, les composants

exosomaux responsables de ces effets restent a identifier.

Les exosomes dérivés de cellules infectées peuvent a I’inverse inhiber les réponses
immunitaires antibactériennes. En effet, les exosomes de macrophages infectés par M. tuberculosis
ou M. avium inhibent partiellement la capacité des macrophages receveurs a répondre a I’ IFN-y, les
empéchant de jouer leur rdle de CPA (Singh et al., 2011). De plus, les exosomes sécrétés par les
macrophages infectés par M. tuberculosis contiennent notamment du lipoarabinomannane, un
glycolipide inhibant I’activation des lymphocytes T (Mahon et al., 2012). Lors d’une infection par
des bactéries du genre Mycoplasme, les cellules tumorales sécrétent des exosomes activant les
cellules B (Quah and O’Neill, 2007) qui en retour libérent des exosomes inhibant 1’activation des
cellules T (Yang et al., 2012). Enfin, dans le cas d’une infection par B. anthracis, les exosomes
sécrétés par les cellules épithéliales infectées contiennent la toxine 1étale de 1’anthrax, un facteur de
virulence bactérien clivant la plupart des MAPK et le récepteur NLRP1 de I’inflammasome et
conduisant a I’inhibition de ces voies. Ces exosomes délivrent cette toxine a des cellules situées a
distance du site infectieux, contribuant ainsi la diffusion et a la persistance de ces toxines au sein
de I’héte (Abrami et al., 2013).

IV.5.4 Exosomes et MICI

Plusieurs ¢tudes ont évalué D’effet des exosomes dans de nombreuses pathologies
inflammatoires telles que les cancers, le diabéte, certaines maladies auto-immunes et les maladies
neuro-inflammatoires, ou encore les MICI et suggérent que les exosomes pourraient potentiellement

participer a la progression de ces pathologies (Chan et al., 2019).

Comparativement aux exosomes de sujets sains, les exosomes isolés du lumen intestinal des
patients atteints de MICI renferment des quantités plus importantes d’ARNm et de protéines IL-6,
IL-8, IL-10 et TNF-a pro-inflammatoires, dont le niveau dans les exosomes est corrélé au score de
séverité de la MC (Mitsuhashi et al., 2016). De plus, les exosomes du contenu luminal de ces
patients activent les cellules épithéliales intestinales in vitro qui produisent alors une plus grande
quantité d’IL-8 (Mitsuhashi et al., 2016). Les exosomes des patients atteints de MICI ainsi que les

cellules épithéliales traitées avec ces exosomes induisent la migration d’un plus grand nombre de
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Figure 42 : Veésicules extracellulaires et MICI.

Chez les patients atteints de MICI, comparativement aux sujets contréles, les vésicules extracellulaires
(EV, comprenant les exosomes, les microvésicules et les OMV bactériens) situées a I’interface entre le
lumen et la muqueuse présentent une augmentation en certaines protéines et notamment en protéines de
défense de I’hote telles que la myéloperoxidase (MPO) et les protéines bactéricides augmentant la
permeabilité (BPI, bactericidal/permeability-increasing protein). Ces protéines de 1’hote pourraient
entrainer un stress sur le microbiote intestinal, induisant une dysbiose et une modification de
I’expression des génes et des fonctions de ce microbiote. Une augmentation de la quantité de levures a
été observée dans le microbiote des patients atteints de MICI comparativement aux sujets contréles. Au
niveau protéomique, une augmentation de 1’expression des protéines liées aux transposases bactériennes
(catalysant le déplacement des transposons pouvant étre également transférés a d’autres bactéries) et aux
prophages a été observée dans le microbiote des patients atteints de MICI comparativement aux sujets
controles. Ces proteines sont des facteurs clés de la dynamique et de la capacité d’adaptation du
microbiote en réponse a un changement de I’environnement. Une augmentation des protéines des phages
Caudovirales, ainsi qu’une augmentation des enzymes impliquées dans la production d’H,S et de la
quantité de cette molécule a également été observée chez les patients atteints de MICI comparativement
aux sujets controles. L’ensemble de ces modifications pourraient avoir un effet sur 1’inflammation
intestinale. Ainsi, I’altération de la composition des EV serait associée aux altérations de I’interaction
entre I’hote et son microbiote observée dans le cas de MICI (modifiée d'apres Zhang et al., 2018d).



macrophages que les cellules épithéliales non traitées in vitro (Mitsuhashi et al., 2016). De méme,
les exosomes isolés du sérum de souris présentant une colite induite au DSS contiennent 56
protéines différentiellement exprimées comparativement aux exosomes de souris contréles et
peuvent activer les macrophages naifs via la voie MAPK et induire la production de TNF-o (Wong
et al., 2016). Une augmentation des protéines humaines associees a la défense antimicrobienne de
1I’hote et notamment au stress oxydant a été observée dans les vésicules extracellulaires (comprenant
des exosomes, des microvésicules et des OMV bactériennes) retrouvées a I’interface entre la
muqueuse et le lumen intestinal chez les patients atteints de MICI comparativement aux sujets
controles (Zhang et al., 2018d). De plus, une augmentation des protéines microbiennes associées
aux réponses a un stress oxydant a été rapportée au niveau du microbiote intestinal chez ces patients
comparativement aux sujets controles et corrélée a une altération des fonctions de ce microbiote.
Ainsi, I’altération de la composition protéique des Vvésicules extracellulaires serait associée aux
altérations des fonctions du microbiote et participerait aux interactions anormales observées entre

I’hote et son microbiote chez les patients atteints de MC (Zhang et al., 2018d) (Figure 42).
IV.6  Exosomes : un outil diagnostique, pronostique et thérapeutique

IV.6.1 [Exosomes : outils diagnostiques et pronostiques prometteurs

Les exosomes retrouvés dans les fluides biologiques présentant une composition différente
entre sujets sains et patients atteints de diverses pathologies telles que les cancers, les maladies
inflammatoires et les infections, ils constituent un outil intéressant pour la découverte de

biomarqueurs par des méthodes peu ou non invasives (Barile and Vassalli, 2017).

De nombreuses analyses de la composition en protéines et en acides nucléiques des
exosomes isolés de divers fluides biologiques chez des patients atteints de cancers ont permis
I’identification de marqueurs exosomaux pouvant potentiellement aider au diagnostic et a

I’établissement du pronostic de ces pathologies (Wong and Chen, 2019).

L’utilisation d’exosomes comme biomarqueurs de pathologies inflammatoires non
cancéreuses telles que la polyarthrite rhumatoide, I’insuffisance rénale aigué ou encore les MICI a
également été étudiée (Console et al., 2019). Concernant les MICI, une augmentation du niveau des
exosomes contenant I’annexine A1l a été observée dans le sérum des patients comparativement aux
sujets sains et pourrait étre un biomarqueur potentiel de I’inflammation de la muqueuse intestinale
(Leoni et al., 2015). Plus de 2000 protéines ont été détectées dans les exosomes isolés de la salive
de patients atteints de MICI, une quantité bien plus importante que celle retrouvéee chez les sujets
sains (Zheng et al., 2017). Parmi ces protéines, le biomarqueur le plus prometteur est représenté par
le PSMAT (proteasome subunit alpha type 7) dont 1’expression est fortement augmentée chez les

patients atteints de MICI comparativement aux sujets sains (Zheng et al., 2017). Les exosomes de
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la lumiére intestinale pourraient également contribuer au diagnostic des MICI grace a leur contenu
en ARNm IL-6, IL-8, IL-10 et TNF-a et en protéines correspondantes (Mitsuhashi et al., 2016).

L’utilisation d’exosomes en tant que biomarqueurs a été envisagée dans le cadre de
pathologies infectieuses et plus particuliérement dans 1’infection par des mycobactéries. Vingt
protéines mycobactériennes connues pour contribuer a la survie intracellulaire de M. tuberculosis,
ont été mises en évidence dans les exosomes dérivés du sérum des patients infectés par cette bactérie
(Kruh-Garcia et al., 2014). De plus, les profils en ARNm (Lv et al., 2017) et en miARN (Alipoor
et al., 2017; Lyu et al., 2019) des exosomes du sérum varient entre les sujets sains, les patients
atteints de tuberculose active et ceux atteints de tuberculose latente et pourraient donc servir de
biomarqueurs. De méme, la variation du pourcentage en petits ARN dérivés de séquences répétées
du génome dans les exosomes du sérum des patients pourrait étre un biomarqueur de la progression
de la tuberculose (Lyu et al., 2019). Enfin, une expression différentielle des miR-148a-3p, miR-
451a et miR-150-5p exosomaux a été rapportée au niveau des effusions pleurales de lésions
bégnines de la tuberculose, faisant de ces miARN des biomarqueurs prometteurs de cette pathologie
(Wang et al., 2017b).

Dans le cadre des infections virales, un panel de 4 miARN (miR-450a-5p/miR-103a-3p et
miR-103b-5p/miR-98-5p) retrouvés dans les exosomes du sérum de patients a éte considére comme
un biomarqueur potentiel d’une pneumonie a adénovirus dans une population pédiatrique (Huang
et al., 2019). Une analyse des exosomes de patients atteints de carcinome hépatocellulaire dd a une
infection par le virus de I’hépatite C a montré un intérét potentiel du IncRNA-HEIH dans le

diagnostic de cette pathologie (Zhang et al., 2018a).

Concernant les infections parasitaires, une seule étude a pu mettre en évidence
I’augmentation du niveau de 4 miARN spécifiques du parasite Schistosoma dans les exosomes
circulants de patients infectés (Meningher et al., 2016).

1V.6.2 Exosomes : outils thérapeutiques prometteurs
IV.6.2.1 Exosomes et modulation des réponses immunes en modele animal
IV.6.2.1.1 Vaccination par les vésicules extracellulaires eucaryotes et procaryotes

Les exosomes peuvent moduler les réponses immunitaires et jouer le role de présentateurs
antigeniques (voir 1V-5-2 Exosomes et réponses immunitaires), de ce fait leur utilisation en tant que
« vaccin » dans les pathologies infectieuses a été proposée. Une premiére étude menée en ce sens a
montré que les exosomes de cellules infectées par les bactéries pathogenes M. bovis ou M.
tuberculosis peuvent activer des lymphocytes T CD4" et CD8" spécifiques d’antigénes in vivo et

promouvoir 1’activation et la maturation de cellules dendritiques (Giri and Schorey, 2008). Des
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macrophages traités avec des protéines de M. tuberculosis relarguent des exosomes recrutant les
cellules dendritiques CD11b* au niveau pulmonaire (Singh et al., 2012) et activant les cellules
dendritiques et les cellules T CD4" et CD8" aprés injection par voie intra-nasale a des souris (Giri
et al., 2010). In vivo, I’infection par M. tuberculosis entraine la libération d’exosomes augmentant
I’activation des cellules T et des réponses immunitaires acquises, laissant supposer qu’une
présentation antigenique croisée favoriserait la mise en place d’une immunité acquise lors de

I’infection par cette bactérie (Smith et al., 2017).

Les cellules dendritiques traitées avec la toxine diphtérique relarguent des exosomes qui,
une fois injectés par voie intraveineuse a des souris, stimulent une réponse 1gG spécifique de la
toxine (Colino and Snapper, 2006). De maniére similaire, les exosomes libérés par les cellules
dendritiques contiennent un antigéne présentant une réactivité croisée avec I’antigene Cpsl4
(capsular polysaccharide 14) de S. pneumoniae et stimulent la mise en place de réponses IgM et
IgG dirigées contre cet antigéne, protégeant les souris d’une infection par S. pneumoniae de type
14 (Colino and Snapper, 2007). De méme, la stimulation de cellules dendritiques avec des antigenes
de Toxoplasma gondii entraine la libération d’exosomes, qui, une fois injectés par voie
intrapéritonéale a des souris, induisent la production d’anticorps IgM et IgG anti-T. gondii détectés
dans le serum et protégent de I’infection par T. gondii (Aline et al., 2004). De méme, les exosomes
de cellules dendritiques pulsées avec les antigénes dérivés de T. gondii injectés par voie
intraveineuse sont capables de protéger les souris syngéniques et allogéniques de 1’infection orale
par ce parasite (Beauvillain et al., 2007). La vaccination de souris femelles avant gestation avec ces
mémes exosomes par injection sous cutanée permet de protéger leur descendance de la
toxoplasmose congénitale induite par I’infection des meéres par T. gondii (Beauvillain et al., 2009).
Les exosomes dérivés de cellules dendritiques infectées par Leishmania contiennent des antigénes
de ce parasite et leur utilisation en tant que vaccin par injection intraveineuse en modele murin
confére une immunité protectrice contre la leishmaniose cutanée (Schnitzer et al., 2010). Les
exosomes isolés du sang de souris infectées par Plasmodium yoelii contiennent également des
protéines parasitaires et leur injection sous cutanée en tant que vaccin a des souris naives stimule la
production d’IgG reconnaissant les globules rouges infectés par P. yoelii, protégeant ainsi les souris
d’une future infection par P. yoelii (Martin-Jaular et al., 2011). Enfin, les exosomes sécrétes par le
nématode gastro-intestinal Trichuris muris, similaire au nématode gastro-intestinal Trichuris
trichiura responsable d’une forte morbidité chez ’Homme, peuvent induire la mise en place d’une
immunité protectrice lors de leur injection sous forme d’exosomes intacts en tant que vaccin en

modele murin (Shears et al., 2018).

Les exosomes pourraient par ailleurs constituer une ligne de défense vis-a-vis des infections

virales, mais une seule étude a pour le moment été menée in vivo. L injection d’exosomes contenant
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la protéine S du coronavirus responsable du syndrome respiratoire aigu sévére a des souris induit
une augmentation du titre d’anticorps neutralisants de la méme maniére que le vaccin vecteur
adénoviral exprimant la protéine S. De plus, la combinaison d’un premier traitement aux exosomes
puis de I’administration du vecteur viral pour booster les réponses immunitaires permet d’obtenir
chez la souris un titre d’anticorps neutralisants supérieur a celui observé dans le sérum d’un patient

en convalescence (Kuate et al., 2007).

Enfin, plusieurs études ont mis en évidence la capacité des OMV de différentes souches
bactériennes a induire une protection contre une future infection par ces bactéries. Les OMV
sécrétées par Shigella flexneri contiennent plusieurs antigénes de Shigella tels que les protéines
IpaB et IpaC. L’administration intranasale de ces vésicules proteége les souris de 1’infection par une
souche virulente de S. flexneri (Camacho et al., 2013; Pastor et al., 2017). De méme, les OMV
dérivées de Vibrio cholerae ont été utilisées avec succes pour induire une réponse immune médiée
par les anticorps en modele murin (Muralinath et al., 2011) et peuvent étre utilisées comme adjuvant
afin d’augmenter la réponse antigéne-specifique des anticorps chez la souris (Schild et al., 2009).
Enfin, une surexpression de 48 protéines, dont deux protéines spécifiques aux AIEC et quelques
facteurs de virulence bactériens, a été mise en évidence dans les OMV de la souche AIEC LF82
comparativement a la souche E. coli K12 MG1655 (Boysen et al., 2015), suggérant 1’utilité
potentielle de ces OMV en tant que vaccin contre les AIEC, mais cette piste reste pour le moment

a explorer.

1V.6.2.1.2 Potentiel thérapeutique des vésicules extracellulaires eucaryotes et

procaryotes dans les MICI

L’administration d’exosomes issus de différents types cellulaires pourrait permettre de
diminuer I’inflammation associ¢e aux MICI en modulant I’activation de différentes populations de
lymphocytes T et en améliorant la fonction barriére de 1’épithélium intestinal. En effet, les
exosomes sécrétés par les cellules suppressives dérivées des cellules myéloides diminuent la
sévérité de la colite induite au DSS en inhibant la prolifération des Thl et en favorisant I’expansion
des Tregs (Wang et al., 2016e). De méme, les exosomes dérivés de cellules dendritiques traitées a
I’IL-10 inhibent la mise en place d’une colite chez des rats traités au TNBS via la stimulation des
cellules Treg CD4* CD25" (Yang et al., 2010) tandis que I’administration d’exosomes sécrétés par
des cellules dendritiques exprimant le TGF-B1 atténue la sévérité de la colite induite au DSS médiée
par activation des réponses Th17 en induisant ’activation des cellules Treg CD4" Foxp3* (Cai et
al., 2012). De maniére similaire, le transfert d’exosomes sécrétés par les cellules épithéliales
intestinales de souris contrdles a des souris traitées au DSS par injection intraveineuse diminue la

sévérité de la colite induite par ce traitement en réduisant le nombre de lymphocytes T CD4" et en
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activant les cellules Tregs et les cellules dendritiques immunosuppressives, tandis que 1’inhibition
de la production d’exosomes in vivo augmente la sévérité de la colite induite au DSS (Jiang et al.,
2016). De plus, les exosomes secrétés par les cellules épithéliales intestinales suite a un traitement
au DSS contiennent de plus grandes quantités de TGF-B1 et s’associent avec les molécules
d’adhésion EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) exprimées par les cellules épithéliales

intestinales murines pour atténuer la sévérité de la colite (Jiang et al., 2016).

D’autres facteurs importants dans la prévention des MICI sont le maintien d’une barriére
épithéliale intestinale fonctionnelle et sa restauration suite a des dommages. Les exosomes derivés
des cellules dendritiques améliorent la fonction barriére de 1’épithélium intestinal en modéle murin
de colite induite au DSS via I’activation de la voie NF-kB par le miARN exosomal 146b (Alexander
et al., 2015; Nata et al., 2013). L’annexine Al, surexprimée au cours de la réponse pro-
inflammatoire et contribuant significativement a la réparation des dommages de la muqueuse, est
retrouvée au sein des exosomes dérivés des cellules épithéliales intestinales et ces exosomes sont
capables d’activer la réparation des dommages in vitro et ex vivo (Leoni et al., 2015). Par ailleurs,
plusieurs études ont rapporté que I’administration intrapéritonéale d’exosomes sécrétés par des
cellules souches mésenchymateuses dérivées du cordon ombilical a des souris traitées au DSS
diminue le score d’activité de la maladie, la perte de poids, le raccourcissement du c6lon et le score
histologique en augmentant les réponses anti-inflammatoires et en diminuant les réponses pro-
inflammatoires, plus efficacement que les cellules souches mésenchymateuses seules (Ma et al.,
2019; Mao et al., 2017; Wu et al., 2018). Ces exosomes exerceraient leur effet sur la colite induite
au DSS en régulant le niveau d’ubiquitinylation des protéines (Wu et al., 2018). Enfin, I’injection
d’exosomes dérivés des cellules souches mésenchymateuses du tissu adipeux combinée a de la
mélatonine, une hormone aux effets anti-inflammatoires, permettrait de limiter I’inflammation dans

un modeéle de colite induite au DSS chez le rat (Chang et al., 2019).

Certaines plantes comestibles comme le Curcuma longa et le raisin peuvent fournir des
exosomes pouvant soulager les MICI. Les nanoparticules exosomes-like chargées en curcumine et
dérivées de la plante médicinale Curcuma longa limitent le développement d’une colite en modéle
murin de colite induite au DSS, via la suppression de ’activation de NF-kB, la modulation du
microbiote intestinal et I’induction de 1’expansion des cellules Treg et des cellules dendritiques
régulatrices (Ohno et al., 2017). L’administration orale de nanoparticules exosome-like issues du
jus de raisin protégent les souris de la colite induite au DSS en agissant sur les cellules souches
intestinales (Ju et al., 2013). Enfin, les nanoparticules dérivées du gingembre sont majoritairement
capturées par les cellules épithéliales intestinales et les macrophages. In vivo, ces vésicules
diminuent la sévérité de la colite induite au DSS, favorisent la réparation de I’intestin en augmentant

la survie et la prolifération des cellules épithéliales intestinales, limitent la sécrétion de cytokines
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pro-inflammatoires et favorisent la libération de cytokines anti-inflammatoires, laissant entrevoir

leur potentiel dans la prévention et le traitement des MICI (Zhang et al., 2016).

Les OMV sécrétées par les bactéries du microbiote intestinal jouent un role important dans
la régulation de I’inflammation et des réponses immunitaires (Kang et al., 2013). En effet, une
diminution de la diversité des OMV plus drastique que le changement de la composition du
microbiote et plus particulierement une diminution de la quantit¢t d’OMV d’Akkermansia
muciniphila, a été rapportée dans les féces de souris suite a un traitement au DSS comparativement
aux souris non traitées (Kang et al., 2013). In vitro, le pré-traitement de cellules épithéliales
intestinales avec les OMV d’Akkermansia muciniphila limite 1’inflammation induite par une
infection par des E. coli (Kang et al., 2013). In vivo, I’administration concomitante des OMV
d’Akkermansia muciniphila et du DSS protege les souris contre le développement de la colite (Kang
et al., 2013). De maniére similaire, les OMV secrétées par la bactérie du microbiote intestinal
Bacteroides fragilis peuvent médier des réponses anti-inflammatoires et protéger les souris de la
colite expérimentale. En effet, en délivrant le polysaccharide A bactérien aux cellules dendritiques
exprimant le récepteur TLR2, ces OMV favorisent ’induction de la conversion des cellules T CD4*

naives en cellules Treg FOXP3" produisant de I’'IL-10 anti-inflammatoire (Shen et al., 2012).

L’administration de souches probiotiques ou de leurs OMV pourrait limiter 1’inflammation
et protéger contre le développement d’une colite. En effet, in vitro, les OMV de la souche
probiotique E. coli Nissle diminuent I’inflammation, améliorent la fonction de barriére des cellules
épithéliales intestinales en régulant ’expression des protéines des jonctions serrées (Alvarez et al.,
2016) et protegent des dommages a la barriere induits par les E. coli entéropathogenes (Alvarez et
al., 2019). In vivo, ces OMV présentent également un effet anti-inflammatoire sur les cellules
intestinales en modéle murin de colite expérimentale induite au DSS (Féabrega et al., 2017). Ainsi,
I’administration exogéne d’OMYV de bactéries du microbiote ou de souches probiotiques pourrait
étre une piste intéressante permettant de moduler I’inflammation et de prévenir le développement
des MICI.

Enfin, les vésicules extracellulaires dérivées de parasites intestinaux pourraient permettre le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour les MICI. En effet, certains parasites
intestinaux et notamment les ankylostomes possederaient des propriétés immunosuppressives et ont
déja utilisés dans des essais cliniques pour le traitement des MICI (Croese, 2006; Summers et al.,
2005). Les vésicules extracellulaires de taille similaire aux exosomes et secrétees par le parasite
intestinal Nippostrongylus brasiliensis affectant les rongeurs contiennent des protéines et des
miARN potentiellement porteurs de propriétés immunomodulatrices. L’injection intrapéritonéale

de ces vésicules extracellulaires diminue le niveau de cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-1,
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Figure 43 : Représentation des méthodes de chargement des molécules thérapeutiques dans les
ex0somes.

Les exosomes peuvent étre modifiés en manipulant les cellules donneuses ou en chargeant directement
les molécules dans les exosomes secrétés. 1) La modification des cellules donneuses d’exosomes peut
étre réalisée par incubation directe de celles-ci avec la molécule ou par transfection ou transduction avec
des vecteurs d’expression conduisant a la secrétion d’exosomes contenant la molécule thérapeutique, les
protéines ou les acides nucléiques. 2) Le chargement direct des exosomes est réalisé apres isolement de
ces vésicules. Les molécules thérapeutiques peuvent étre chargées dans les exosomes par incubation
passive ou par des méthodes actives telles que 1’électroporation, la transfection, le traitement a la
saponine, des cycles de congélation-décongélation, ou encore la sonication pour favoriser
I’incorporation des molécules dans les exosomes.



IFN-y et IL-17a et augmente le niveau de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 dans le tissu colique
de souris traitées au TNBS, prévenant ainsi la mise en place d’une colite (Eichenberger et al., 2018).
Les veésicules dérivées de parasites pourraient ainsi permettre le développement de nouvelles

thérapies pour les MICI (Eichenberger et al., 2018)

1V.6.2.2 Exosomes et administration de molécules thérapeutiques

Les exosomes sont resistants a la lyse par le complément (Clayton et al., 2003) et par les
RNases (Valadi et al., 2007), ce qui leur confére une stabilité in vivo en protégeant leur contenu.
De ce fait, 1’utilisation des exosomes pour I’administration de molécules thérapeutiques a été

envisagée (Bunggulawa et al., 2018).

Plusieurs stratégies ont été utilisées afin d’incorporer les molécules thérapeutiques dans les
exosomes (Figure 43). La premiere consiste & modifier directement le contenu des exosomes. Cela
peut étre realisé par co-incubation directe des exosomes naifs avec la molécule, une stratégie ayant
permis I’incorporation avec succés d’un antioxydant, la curcumine (Sun et al., 2010), d’agents anti-
cancéreux tels que la doxorubicine et le paclitaxel (Yang et al., 2015) ou encore d’agents
antibacteriens comme le linézolide (Yang et al., 2018b), capables d’exercer efficacement leurs
effets respectifs in vivo. L’¢lectroporation des exosomes a permis 1’intégration de certaines
molécules d’intérét telles que la doxorubicine (Tian et al., 2014), un siARN dirigé contre la GAPDH
(D-glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) (Alvarez-Erviti et al.,, 2011) ou encore un
inhibiteur exogéne du miR-155 (Momen-Heravi et al., 2014) capables d’exercer leurs effets dans
les cellules réceptrices. Cependant, cette stratégie peut altérer 1’intégrité des exosomes et peut
présenter une faible efficacité d’incorporation des molécules hydrophobes (Antimisiaris et al.,
2018). Les exosomes peuvent par ailleurs étre transfectés avec différentes solutions commerciales
afin d’y incorporer des siARN, tel que réalise pour les siARN dirigés contre les protéines MAPK1
(Wahlgren et al., 2012b), RAD51 ou RAD52 (Shtam et al., 2013). Enfin, d’autres techniques telles
que le traitement par ultrasons, la perméabilisation par les saponines, la sonication, ou encore la
congelation-décongélation ont été utilisées pour le chargement de molécules dans les exosomes
(Antimisiaris et al., 2018).

La seconde stratégie d’intégration d’agents thérapeutiques dans les exosomes consiste a
traiter les cellules donneuses d’exosomes avec la molécule. L’utilisation de cette approche a permis
I’incorporation avec succes de paclitaxel dans les exosomes de cellules stromales donneuses

(Pascucci et al., 2014).

Enfin, la troisieme stratégie consiste a modifier le génome des cellules donneuses

d’exosomes afin qu’elles expriment la protéine thérapeutique alors sécrétée dans les exosomes. Les
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exosomes peuvent également directement transporter I'ADN qui servira alors a la synthése de la
molécule thérapeutique dans les cellules réceptrice. Par exemple, I’injection des macrophages
transfectés avec de I’ADN plasmidique codant la catalase en modéle murin mimant la maladie de
Parkinson a permis de mettre en évidence la sécrétion d’exosomes transportant le matériel génétique
codant la catalase et I’expression de novo de la catalase dans les neurones receveurs, entrainant une
amélioration des fonctions motrices des animaux (Haney et al., 2013). De plus, I’implantation sous-
cutanée de cellules HEK-293T génétiquement modifiées pour produire des exosomes contenant
I’ARNm de la catalase en modéle murin de la maladie de Parkinson diminue la neuroinflammation
(Kojima et al., 2018). De méme, I’injection des macrophages transfectés avec I’ADN plasmique
codant le GDNF (glial cell derived neurotrophic factor) en modéle murin de la maladie de
Parkinson atténue la neurodégénérescence et la neuroinflammation associée a la maladie via la
sécrétion d’exosomes transportant le GDNF par ces macrophages (Zhao et al., 2014). De la méme
maniére, des exosomes issus de cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BMDC)
génétiquement modifiées pour exprimer le géne codant pour le TGF-B1 (exo-TGF-3/BMDC) ont
été utilisés pour augmenter les Tregs et supprimer la fonction des cellules Th17, conférant ainsi une
protection contre les MICI (Cai et al., 2012). Tandis que le TGF-p est détecté dans les exosomes
sécrétés par les exo-TGF-B/BMDC, il ne I’est pas dans les exosomes des cellules dendritiques non
modifiées. L’administration de 10pg d’exosomes contenant le TGF-f par voie intraveineuse a des
souris traitées ensuite au DSS permet de prévenir la perte de poids, de réduire les saignements
intestinaux et le score d’activité de la maladie, tandis que I’administration de la cytokine TGF-3 ne
confere aucune protection contre la colite. Les effets positifs des exosomes sur la colite résultent
probablement du fait de la stabilité du TGF-f au sein des exosomes, et de I’augmentation du nombre
et de I’activité des Tregs induite par ces vésicules (Cai et al., 2012). Cependant, bien que capables
de prévenir le développement d’une colite, les exosomes contenant le TGF-f ne peuvent pas inhiber

la progression de la colite aprés le début de la maladie (Cai et al., 2012).
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SECONDE PARTIE

— Travail Expérimental —




l. Contexte scientifique

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique du tube digestif dont
I’étiologie fait intervenir des facteurs environnementaux, génétiques et infectieux. Parmi ces
derniers se trouvent les souches d’E. coli adhérents et invasifs (AIEC) colonisant anormalement la
muqueuse intestinale des patients atteints de MC. Les AIEC sont capables d’adhérer et d’envahir
les cellules épithéliales intestinales, de survivre et se multiplier au sein des macrophages, de
coloniser le tube digestif et d’induire une inflammation intestinale chez des souris génétiquement

prédisposées (Palmela et al., 2017).

Il a été montré par le laboratoire que 1’autophagie est un mécanisme clé de la défense de
I’hote pour I’élimination des bactéries AIEC intracellulaires et la diminution de 1’inflammation
intestinale induite par ces dernieres (Brest et al., 2011; Bretin et al., 2016, 2018; Dalmasso et al.,
2019; Lapaquette et al., 2012; Nguyen et al., 2014). Cependant, le ou les récepteur(s)
autophagique(s) impliqué(s) dans le ciblage des AIEC aux autophagosomes ainsi que le mécanisme

sous-jacent restent a identifier.

Il a été recemment montré par le laboratoire que les cellules infectées par les AIEC sécrétent
des exosomes qui entrainent a leur tour une augmentation de la réplication des AIEC et de
I’inflammation dans les cellules réceptrices (Carriére et al., 2016a). Cependant, le mécanisme sous-
jacent reste a identifier. L’autophagie étant cruciale pour contrdler la multiplication intracellulaire
des AIEC, nous avons émis I’hypothese que les exosomes sécrétés par les cellules infectées par les

AIEC inhibent I’autophagie dans les cellules réceptrices.

Ainsi, les travaux menés au cours de cette these ont eu pour objectif principal
d’identifier le mécanisme moléculaire par lequel les exosomes augmentent la réplication
intracellulaire des AIEC dans les cellules réceptrices, et d’identifier le ou les récepteur(s)

autophagique(s) mis en jeu dans la reconnaissance des AIEC par ’autophagie.
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. Résultats principaux obtenus

1.1 Identification du mécanisme moléculaire par lequel les exosomes augmentent
la réplication intracellulaire des AIEC au sein des cellules réceptrices

Au cours de cette étude, nous avons utilisé les exosomes secrétés par les cellules epithéliales
intestinales humaines T84 infectées par la souche AIEC LF82 pour stimuler des cellules épithéliales
intestinales réceptrices, puis I’impact sur I’autophagie a été¢ analysé par western blot. Les exosomes
sécrétés par les cellules épithéliales intestinales infectées par la souche AIEC LF82 entrainent une
diminution de LC3-II, un marqueur de I’induction de 1’autophagie, par rapport aux exosomes
sécrétés par les cellules non infectées ou infectées avec la souche E. coli non pathogéne K12 ou la
souche E. coli commensale HS. Ces résultats suggerent que les exosomes sécrétés par les cellules

infectées par les bactéries AIEC pourraient inhiber 1’autophagie dans les cellules réceptrices.

Une étude précédente menée au laboratoire a révélé que suite a 1’infection par les bactéries
AIEC, le niveau des miR-30c et miR-130a est augmenté dans les cellules épithéliales intestinales,
inhibant I’expression d’ATGS5 et ATG16L1 respectivement et donc 1’induction de 1’autophagie
(Nguyen et al., 2014). Nous avons supposé que ces miARN pourraient étre intégrés dans les
exosomes et transférés aux cellules réceptrices dans lesquelles ils pourraient inhiber I’expression
d’ATGS et ATG16L1 et donc I’autophagie. Afin de confirmer cette hypothése, nous avons isolé les
exosomes sécrétés par les cellules T84 infectées par la souche AIEC LF82 et analysé le niveau de
ces miARN dans ces exosomes par RT-PCq. En effet, le niveau de ces deux miARN était augmenté
dans les exosomes sécrétés par les cellules infectées par la souche AIEC LF82 par rapport a ceux
sécrétés par les cellules non infectées ou infectées par la souche E. coli commensale HS. De plus,
ces MiARN ont été transférés aux cellules T84 via les exosomes, ciblant ainsi la région 3°-UTR des
ARNmM ATG5 et ATG16L1 respectivement. Par conséquent, les exosomes sécrétés par les cellules
infectées par la souche AIEC LF82 entrainent une inhibition de 1I’expression d’ATGS5 et ATG16L1,
et ainsi de I’autophagie, dans les cellules réceptrices. Les exosomes dérivés de cellules infectées
par les bactéries AIEC et transfectées avec des anti-sens des miR-30c et miR-130a ne sont plus
capables d’inhiber I’autophagie et d’augmenter la réplication intracellulaire des bactéries AIEC

dans les cellules réceptrices.

Ces résultats ont permis de montrer que les miARN 30c et 130a sont transféres via les
exosomes de cellule en cellule pour inhiber la réponse autophagique de 1’hote, favorisant ainsi

la colonisation par les bactéries AIEC.
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Ces travaux ont donné lieu a la soumission d’un manuscrit dans le journal Gut
Microbes : LarabiA., Dalmasso G., Delmas J., Barnich N., Nguyen H.T.T., Exosomes transfer
mMiRNAs from cell-to-cell to inhibit autophagy during infection with Crohn’s disease-

associated adherent-invasive E. coli.
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Abstract

Adherent-invasiveE. coli (AIEC), which abnormally colonize the intestinal cmsa of
Crohn’s disease (CD) patients, are able to adherant invade intestinal epithelial cells
(IECs), survive and replicate within macrophaged mduce a pro-inflammatory response.
AIEC infection of IECs induces secretion of exosentieat increase immune response and
AIEC replication in exosome-receiving IECs and roatrages. Here, we investigated the
mechanism underlying the increased AIEC replicationcells receiving exosomes from
AIEC-infected cells. Exosomes released by uninfed¢teman intestinal epithelial T84 cells
(Exo-uninfected) or by T84 cells infected with itimical AIEC LF82 strain (Exo-LF82), the
non-pathogeni&. coli K12 strain (Exo-K12) or the commendal coli HS strain (Exo-HS)
were purified and used to stimulate T84 cells. 8tation of T84 cells with Exo-LF82
inhibited autophagy compared with Exo-uninfectedko&12 and Exo-HS. gRT-PCR
analysis revealed increased levels of miR-30c aiirli180a in Exo-LF82 compared to Exo-
uninfected, Exo-K12 and Exo-HS. These miRNAs weaegferredsia exosomes to recipient
cells, in which they targeted and inhibited ATG5daATG16L1 expression and thereby
autophagy response, thus favoring AIEC intracalltgplication. Inhibition of these miRNAs
in exosome donor cells infected with AIEC LF82 atioéd the increase in miR-30c and miR-
130a levels in the released Exo-LF82 and in Exo2-F&eiving cells, thus suppressing the
inhibitory effect of Exo-LF82 on ATG5 and ATG1l6LIxmession and on autophagy-
mediated AIEC clearance in Exo-LF82-receiving celr study shows that upon AIEC
infection, IECs secrete exosomes that can trangpecific miRNAs to recipient IECs,
inhibiting autophagy-mediated clearance of intriautat AIEC.

Keywords: Crohn’s disease; AIEC; Exosomes; MiRNA; Autophagy



Introduction

Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel diseaith a multifactorial etiology,
involving a complex interaction between environnaéngenetic and microbial factot$. An
intestinal dysbiosis has been reported in CD pt#jecharacterized by a decrease in the
number of beneficial bacteria such as memberseFitimicutes phylum and an increase in
potentially harmful bacteria such as those fromEhterobacteriaceae family. In particular,
our group and others have reported a high prevalasfcpathogenic adherent-invasive
Escherichia coli (AIEC) strains in the ileal mucosa of CD patiefits The CD-associated
AIEC strains have been shown to adhere to andvdimintestinal epithelial cells (IECSY,
to survive and replicate within macrophad®sith an increase in the macrophages from CD
patients compared to those from healthy contthl$o promote pro-inflammatory cytokine
production, and to colonize the gut and induce stm@l inflammation in genetically
susceptible mouse modéfs™

Autophagy, a lysosomal degradation process, hasgemieas a key player for the
maintenance of intestinal homeostasis and gut ggplihe protection against microbes and
the control of appropriate intestinal immune resesi®. Efforts have been made to reveal
the mechanisms by which dysfunctional autophagydippeses to CD development.
Among those, a defect in autophagy has been showmedult in impaired clearance of
pathogenic bacteria including CD-associated AIE®@ictvis associated with aberrant immune
response&1%1%19 Reversely, we reported that AIEC bacteria cauit ltheir elimination by
the autophagy machinery of the host by increadmeglével of microRNAs (miRNA, miR)
30c and 130a to suppress expression of ATG (Aumphelated) 5 and ATG16L1,
respectively, two key players of autophagy inductioThis consequently favors the intestinal
colonization of AIEC and increases AIEC-inducedanfmationin vitro andin vivo ®. Given

that miR-30c and miR-130a are upregulated in Bysfunctional autophagy might not be



only caused by CD-associated risk variants in éwdgp-related genes, but also by the
epigenetic factors that negatively regulate expoessf autophagy-related genes.

Recently, our group highlighted a previously uncedefunction of exosomes, small
extracellular vesicles with a diameter of 30 to D@9, in cell-to-cell communication during
AIEC infection?!. Exosomes are released from a broad range ofygeds and are found in
most bodily fluids?°. Exosomes play a role in cell-to-cell communicatioy transferring
lipids, proteins and genetic material such as mRN®A miRNAs from a donor cell to a

recipient cell®

. Moreover, the exosomal content is functional wibamng transferred to
recipient cells, in which the exosomal mRNAs aemstated into protein€? and exosomal
miRNAs are able to silence target gefie€® Thus, exosomes have been implicated in many
physiopathological functions, such as signalingnimity and infection’. In the context of
AIEC infection, we reported that AIEC infection pnotes the secretion of exosomes by
infected cells, which are in turn uptaken by najghls, leading to increased pro-inflammatory
response and impaired clearance of intracellul&@f. The mechanisms underlying the
effects of exosomes in recipient cells, howevenai& unknown.

Since a functional autophagy is required to restthie intracellular replication of
AIEC *°, we hypothesized that the increased AIEC repbeatin the cells that receive
exosomes released from AIEC-infected IECs is duempaired autophagy. Thus, in the
current study, we aimed at investigating whetheR+®0c and miR-130a, which were
previously shown to be upregulated in AIEC-infectedls®, are packaged in exosomes and

transferred to recipient cells to inhibit ATG5 aA@G16L1 expression, limiting autophagy-

mediated clearance of intracellular AIEC.



Results

Exosomes released from AIEC LF82-infected | ECsinhibit autophagy in recipient |ECs.

We previously reported that exosomes secreted WyCAhfected human intestinal
epithelial T84 cells increase intracellular AIEQolieation and inflammation in exosome-
receiving cells®. Since a functional autophagy is required to adstithe intracellular
replication of AIEC'®, we hypothesized that exosomes released from AtE@ted cells
may inhibit autophagy in recipient cells, thus liegdto abnormal AIEC replication. To
confirm this, we purified exosomes secreted by feated T84 cells (designated as Exo-
uninfected) or by T84 cells infected with the AIEE82 reference strain (designated as Exo-
LF82) or the non-pathogentt: coli K12 strain (designated as Exo-K12) or the commidasa
coli HS strain (designated as Exo-HS) for 12 h as pusWodescribed. Western blot
analysis showed that the purified exosomes cordaihe exosomal marker CD63 and CD9
but did not carry the negative marker GRP94, whias detected only in T84 cell lysate
(Figure 1A). T84 cells were then stimulated with the purifiexbsomesand western blot
analysis for the shift of LC3-1 (microtubule assaed protein 1 light chain 3; the free
cytosolic form) to LC3-1l (the form conjugated tdhggophore and autophagosome), an
indication of autophagy inductiof, was performed. Upon stimulation with Exo-LF82,4T8
cells exhibited decreased LC3-II level, suggestmpaired autophagy, compared with cells
receiving Exo-uninfected, Exo-K12 or Exo-HBidqure 1B, C). Inhibition of autophagy by
Exo-LF82 was confirmed by the concomitant increiasp62/SQSTML1 (sequestosome 1), a
receptor protein degraded by functional autophdgy(Figure 1B, C). Furthermore, Exo-
LF82 also inhibited LC3-II level and p62 degradatmmpared to Exo-uninfected, Exo-K12
or Exo-HS in T84 cells infected with the AIEC LF8&ain Eigure 1D, E). These results
suggest that exosomes derived from AIEC-infectdld ceay inhibit autophagy in exosome-

receiving cells at basal level or following AIECtection.



MiR-30c and miR-130a levels are increased in the exosomes released from AIEC LF82-
infected |ECs and in exosome-receiving | ECs.

Our previous study demonstrated that upon AIECciide, the levels of miR-30c and
miR-130a are increased in host IECs, thus inhipitaxpression of ATG5 and ATG16L1,
respectively, and subsequently impairing autophagis previously observed, qRT-PCR
analysis showed increased levels of miR-30c and-13®a in T84 cells in response to AIEC
LF82 infection compared to uninfected IECs or |IEGfected with the K12 MG1655 dE.
coli HS strains Figure 2A). We hypothesized that in response to AIEC intettimiR-30c
and miR-130a were packaged in exosomes and traesfey recipient cells, in which they
inhibit ATG5 and ATG16L1 expression and suppreds@uagy. To confirm this, exosomes
secreted from uninfected T84 cells or T84 cellatéd with the AIEC LF82, or K12
MG1655 orE. coli HS strain were purified, and the levels of miR-2dcl miR-130a in these
exosomes were analyzed by qRT-PCR. As showignre 2B, the levels of miR-30c and
miR-130a were significantly increased in Exo-LF&2npared to Exo-uninfected, Exo-K12 or
Exo-HS.

Furthermore, T84 cells stimulated with Exo-LF82 ibitied increased miR-30c and
miR-130a levels compared with those receiving ERoHected, Exo-K12 or Exo-HG-igure

2C). This suggests that these miRNAs were transfdrogd exosomes to recipient cells.

MiR-30c and miR-130a are efficiently transferred via exosomes from donor cells to
recipient cells, where they target and inhibit ATG5 and ATG16L 1 expression.

To demonstrate that miR-30c and miR-130a are diyréxcnsferred from cell-to-cell
via exosomes, we transfected T84 cells with Alexa Fiib-labeled-miR-30c or Alexa Fluor

555-labeled-miR-130a, then extracted the releasmdomes. Naive T84 cells were then



incubated with the purified exosomes. Confocal ogcopic analysis clearly showed the
localization of Alexa Fluor 555-labeled miRNAs idsiexosome-receiving cellsigure 3A,
B), indicating that these miRNAs are successfulnsferred from donor cells to recipient
cellsvia exosomes.

We next examined whether miR-30c and miR-130a fearesi from exosomes can
regulate ATG5 and ATG16L1 expression in recipiegitsc Naive T84 cells were transfected
with a construct in which the 3-UTR &TG5 or ATG16L1 mRNA was cloned downstream a
luciferase-coding sequence in the pMIR-REPORTuciferase vector (designated ASG5-
3-UTR-luc or ATG16L1-3-UTR-luc construct, respectively). Transfecteell were then
stimulated with Exo-uninfected, Exo-K12, Exo-HS Bxo-LF82. Exo-LF82 significantly
reduced luciferase activity in recipient cells statted withATG5-3’-UTR-luc or ATG16L 1-
3’-UTR-luc construct compared to Exo-uninfectedpE«12 or Exo-HS, indicating that the
exosomal miR-30c and miR-130a bind to the 3'-UTRSA®G5 and ATG16L1 mRNAs,
respectively Figure 4A). However, in cells transfected with the emptyifierase reporter,
luciferase activity was not reduced upon stimulatisith Exo-LF82 compared to Exo-
uninfected, Exo-K12 or Exo-HS, indicating the sfieity of binding between the exosomal
mMiR-30c and miR-130a to the 3'-UTRsATG5 andATG16L1 mRNAS, respectivelyHigure
4A). Importantly, T84 cells receiving Exo-LF82 exheéd significantly reduced levels of
ATG5 andATG16L1 mRNAs compared to those receiving Exo-uninfecied-K12 or Exo-
HS, as analyzed by gRT-PCRidure 4B). Furthermore, western blot analysis revealed a
significant reduction of ATG5 and ATG16L1 proteixpeession in cells receiving Exo-LF82
compared to that in cells receiving Exo-uninfectexp-K12 or Exo-HSKigure 4C).

Together, these results show that upon AIEC indectihost cells can release

exosomes that transfer miR-30c and miR-130a tgiext cells to inhibit expression of their



target geneATG5 andATG16L1 at both mRNA and protein levels, by directly tangg the

3'-UTRs of ATG5 andATG16L1 mRNASs.

Inhibition of miR-30c and miR-130a in AIEC LF82-infected cells abolishes the increase in
miR-30c and miR-130a levels in the released exosomes and in exosome-receiving cells.

To further demonstrate that the inhibitory effedt Exo-LF82 on autophagy in
exosome-receiving cells is dependent of miR-30c maifd-130a, we inhibited the levels of
these miRNAs using their antisenses (designateth&sniR-30c and anti-miR-130a) in T84
donor cells uninfected or infected with LF82Ercoli HS strain, and examined the effect of
exosomes released by these cells on autophagyipiart cells. As shown ifigure 5A, in
T84 cells transfected with the anti-miR negativatoal (anti-miR-NC), LF82 infection led to
an increase in miR-30c and miR-130a levels comptrdd coli HS infection or uninfected
condition. However, in cells transfected with amiR-30c and anti-miR-130a, this increase
was abolishedHigure 5A).

Furthermore, naive T84 cells were transfected Wlls5-3'-UTR-luc or ATG16L1-
3'-UTR-luc construct and then incubated with Exondected, Exo-HS or Exo-LF82 released
from cells transfected with anti-miR-NC or a conddion of anti-miR-30c and anti-miR-
130a. In cells receiving the exosomes from anti-Ni®&-transfected cells, reduced luciferase
activity was observed upon incubation with Exo-LF&#nmpared to Exo-uninfected or Exo-
HS (Figure 5B). This result, which was in agreement with theadat Figure 4A, indicates
that increased levels of miR-30c and miR-130a im-EK82 derived from anti-miR-NC-
transfected cells were transferred to exosomexriggecells, where they bind to the target 3'-
UTRs of ATG5 andATG16L1 mRNAs. However, in cells receiving the exosomesnficells
transfected with anti-miR-30c and anti-miR-130a, significant difference in luciferase

activity upon incubation with Exo-uninfected, Ex&@htbr Exo-LF82 was observe#igure



5B). This suggests that the inhibition of miR-30c andR-130a in exosome donor cells
abolishes the increase in the levels of these mikMAcells receiving Exo-LF8@ersus Exo-
uninfected or Exo-HS. As expected, miR-30c and mhiRa were detected at very low levels
in Exo-uninfected, Exo-HS and Exo-LF82 derived froalls transfected with anti-miR-30c
and anti-miR-130a with no significant differenceat@ not shown). Importantly, Exo-LF82
derived from cells transfected with anti-miR-NC daorease miR-30c and miR-130a levels
in recipient cells compared to Exo-uninfected ooHS, and this effect was not observed for
Exo-LF82 derived from cells transfected with antRa80c and anti-miR-1304&{gure 5C).
Together, these data show that inhibition of miR-a@dd miR-130a in AIEC LF82-
infected donor cells abolishes the increase in B0R-and miR-130a levels in the released

exosomes and in exosome-receiving cells.

Inhibition of miR-30c and miR-130a in AlEC-infected donor cells abolishes the inhibitory
effect of exosomes on ATG5 and ATG16L1 expression, and consequently on autophagy-
mediated AIEC clearance in recipient cells.

Exo-LF82 released from anti-miR-NC-transfected s;etlompared to Exo-uninfected
and Exo-HS, triggered decreased expression of Aa@d ATG16L1 at both mRNA and
protein levels Figure 6A-C) and inhibited autophagy response, as shown biedsed LC3-

Il level (Figure 6B, O in recipient cells. This subsequently led to e@ased LF82
intracellular replication, presented as percent#ge-82 CFU determined at 24versus 4 h
post-infection, defined as 100%Figure 6D). The CFU of LF82 determined at 4 h post-
infection in the cells that received Exo-LF82, Exunfected and Exo-HS were not different
(data not shown). Transfection of donor cells vaithi-miR-30c and anti-miR-130a abolished
the inhibitory effects of Exo-LF82 on expressionAdiG5 and ATG16L1 Figure 6A-C) and

on autophagy responsé&igure 6B, C) in recipient cells. This resulted in an efficient



clearance of intracellular LF82 in cells receiviago-LF82 compared to Exo-uninfected or
Exo-HS since similar levels of LF82 intracellulaplication in these cells were observed
(Figure 6D).

Together, these data show that during AIEC infectithe inhibitory effect of
exosomes on autophagy in recipient cells is mediiatemiR-30c and miR-130a, which are

transferred from donor cells to recipient cells exosomes.
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Discussion

In recent years, significant progresses have besaterm elucidating the mechanistic
network underlying the role of exosomes in antieaat defense, immunity and pathogenesis
of several human diseas®s We recently showed that exosomes are new mesliafdnost-
AIEC interaction with their capacity to trigger aopnflammatory response and promote
AIEC intracellular replication in exosome-recipieals®*. However, the mechanisms behind
the functional effects of exosomes on recipientsagimain unknown. In the current study, we
showed that the exosomal shuttle can transfer fpaniRNAs from cells to cells during
AIEC infection, which leads to impaired autophaggehated clearance of intracellular AIEC.

Exosomes has been emerged as an important intettoegiarticipating in cellular
crosstalk during pathogen infection by deliverihgit content composed of proteins, lipids,
and RNAs. It has been shown that exosomes carnlgliteansfer pathogen-related molecules
from cells to cells, thereby impacting the infentiorogres$®. For example, exosomes from
Bacillus anthracis-infected cells can transport the lethal toxin kance factor to naive cells
29 Similarly, gastric epithelial cells infected wittelicobacter pylori secrete exosomes that
carry CagA, encoded by cytotoxin-associated gerfea§A), a major virulence factor of the
bacterium. Furthermore, CagA-carrying exosomesecder the circulation and deliver CagA
to distant organs and tissu&s In gastric epithelial cells, the exosomes isalafierm the
serum of patients exhibiting a chronic gastritisl amfected withHelicobacter pylori are able
to induce the expression of the soluble IL-6 resepwhich increase IL-d expressior™. It
has been reported thaMycobacterium tuberculosis-infected macrophages release
extracellular vesicles including exosomes that dativer pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs), such as mycobacterial proteinsds, and nucleic acids, to naive
macrophages, activating or inhibiting immune reses’>*>>°> Moreover, exosomes from

Mycobacterium tuberculosis-infected macrophages or from the serumMyfcobacterium
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tuberculosis-infected mice can activate endothelial cells, ®stjgg a role of these exosomes
in promoting leukocyte adhesion and cell migratiae well as inflammation upon
Mycobacterium tuberculosis infection*>. However, the exosomal components responsible for
these effects remain to be identified. Regardirggegkosomal miRNAs, increasing evidence
has highlighted the effect of pathogen infectiontbea miRNA composition of host cell-
derived exosomes, which may have an impact on exeseceiving cells and host immune
responses, thus inhibiting the infection or, on ¢batrary, promoting the immune escape of
the pathogef®. In the context of viral infection, exosomes seanieby epithelial cells infected
with Newcastle disease virus, a zoonotic virus affecting all species of birdshibit increased
levels of miR-1273f, miR-1184 and miR-188 These exosomal miRNAs inhibit interferon
pathway in exosome recipient cells, thus promotiingl infection®*. Similarly, the infection

of HT-29 colon cancer cells bsnterovirus 71 induces the secretion of exosomes that can
transfer miR-146a to recipient cells, in which thmRNA inhibits expression of IRAK1,
TRAF6 and STAT1, thus suppressing IFN productiod lelpingenterovirus 71 infection*°.
Conversely, exosomes derived from broncho-alvet@laage fluid of mice infected with
Influenza virus display an increased level of miR-483-3pt theacerbates pro-inflammatory
and anti-viral responses in recipient lung epitidadellsin vitro *’. In the context of bacterial
infection, it was shown that upon lipopolysaccharfdPS) exposure, miR-155 and miR-146a
are released into exosomes from murine bone madeywed dendritic cells (BMDC) and
are efficiently transferred to recipient BMDE Upon being uptaken, these miRNAs mediate
target gene repression to modulate inflammatoryegexpression and reprogram cellular
response to endotoxirfs. Similarly, exosomes derived from the serum ofepsss-related
lung injury mouse model established by intrapestdninjection of LPS are selectively
enriched in miR-155%. In vitro, these exosomes stimulate NB-activation and induce

production of TNFe and IL-6, and also favor macrophage proliferatibm.vivo, the
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intravenous injection of these exosomes to naiveenincreased the number of pro-
inflammatory M1 macrophages in the lungs and indung inflammatior®®. MiR-155 level

is also found increased in exosomes derived firancobacter pylori-infected macrophages,
and this exosomal mMIRNA regulates inflammatory o&sgs in  exosome-receiving
macrophages to limiH. pylori replication and prevent the gastritis causedHoypylori
infection *°. Likewise, upon infection of macrophages wiflycobacterium bovis Bacillus
Calmette—Guerin (BCG), the miRNA content of maciagérderived exosomes is alteféd
In silico analysis suggested that the differentially expréssxosomal miRNAs may subvert
host metabolic pathway to enable BCG survival witihifected macrophagé® So far, a role
for exosomal miRNAs in modulating autophagy in exus-receiving cells has not been
reported.

In our study, we showed that exosomes secreted IBC A F82-infected human
intestinal epithelial T84 cells exhibited an inged level of miR-30c and miR-130a
compared with exosomes secreted by uninfected @etislls infected with non-pathogeritc
coli strains. These miRNAs were efficiently transfervexdexosomes from donor T84 cells to
recipient cells, in which they directly targete@ tB'-UTRs of ATG5 and ATG16L1 mRNAs,
thus inhibiting ATG5 and ATG16L1 expression at batiRNA and protein levels. This
consequently resulted in impaired autophagy-mediatearance of AIEC bacteria. Thus,
along with other studies, our results showed tlaatdyial infection-induced miRNA transfer
within exosomes play a role in cell-to-cell comnuation via modulating innate immune
responses, thus favoring pathogen survival.

To further confirm that the observed effects arecdrally dependent of miR-30c and
miR-130a, we inhibited the levels of these miRNAgxosome-donor cells and the functional
consequences of this inhibition were examined. shMawved that inhibition of miR-30c and

miR-130a in exosome-donor cells before AIEC LF82dtion abolished the increase in their
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levels in the secreted exosomes and subsequentlgxasome-receiving cells. As a
consequence, the inhibitory effects of the exososezseted from LF82-infected cells on
autophagy in exosome-receiving cells were not eleskrthus autophagy was sustained and
LF82 intracellular replication was well controlledollectively, these results indicate that the
exosomal miR-30c and miR-130a, increased in regtmAIEC infection, are sufficient to
impair autophagy in exosome-receiving cells, thesding to increased AIEC intracellular
replication.

Together with our previous study showing that AlIE&nh subvert host autophagy
response by upregulating the levels of miR-30c auid-130a to replicate inside host cells,
we propose that AIEC dysregulate host miRNAs toibmhautophagy, and this can be
amplified from cell to cellia the exosomal shuttle, thus favoring AIEC colonmat(Figure
7). This importantly suggests that the loss of tighegulated autophagy in handling the CD-
associated AIEC caused by miRNA dysregulation, tvinneght contribute to the pathogenesis
of CD, could happen at local and distant sites ost. This should be kept in mind while
developing future personalized strategies to tr€& patients with AIEC abnormal

colonization.
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Materials and methods
Bacterial strains

The AIEC LF82 reference strain isolated from a ofrdleal lesion of a CD patierit
the non-pathogenik. coli K-12 MG1655 strain and the commenEalcoli O9:H4 strain E.
coli HS) ** were used. Bacteria were grown in Luria-BertarB)broth (Pronadisa) overnight

at 37°C without shaking.

Cell culture

Human intestinal epithelial T84 cells (ATCC CCL-2¥8 were maintained in an
atmosphere containing 5% @t 37°C in a Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nert F-
12 HAM culture medium (Gibco) supplemented with 1(&6al bovine serum (FBS,
Dutscher), 1% L-glutamine (Gibco), 1% minimal ess#mmedium vitamins 100X free from
L-Glutamine (Dutscher), and 1% antibiotic and antwotic solution (10,000 U of penicillin,

10 mg of streptomycin, and 0.025 mg of amphoterijper mL; GE Healthcare HyClone).

Bacterial infection of human T84 cells and determination of intracellular bacterial number
using gentamicin protection assay
For exosome extraction, T84 cells were seeded Onctr® cell culture flask (Falcon)

and infected with a multiplicity of infection (MOIpf 10. T84 cells were maintained in
contact with bacteria for 3 h in culture mediumheiit antibiotics (infection medium). Then,
cells were washed with phosphate-buffered saliigS(RGibco) and incubated for 9 h with
culture medium containing 10% exosome-depleted EB$stem Biosciences, Mountain
View, CA) instead of regular FBS to avoid coextiaatof bovine exosomes and 100 pg/mL

of gentamicin (Euromedex) to remove extracellukatbria.
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For infection of exosome-receiving cells, T84 cellsre seeded on 12-well or 24-well
plates (Falcon), stimulated with exosomes|{§®f exosome per 1 ml of culture medium) for
8 h and infected with a MOI of 10. Cells were mainéd in contact with bacteria for 3 h in
infection medium and were washed with PBS. Cellsewthen incubated with infection
medium containing 100 pg/mL of gentamicin for thdicated time.

Invasion assay was performed as described preyiSusBriefly, cells were lysed
using 1% Triton X-100 (Euromedex) in deionized watgerial dilutions of samples were
made and plated onto LB agar plate, and the numabeplony-forming units (CFU) was

counted to determine the number of intracellulatdr@a.

| solation of exosomes from cell culture supernatant

Twelve hours after infection, supernatant of inéelctcells was collected, and
exosomes were extracted using the ExoQlicExosome Precipitation Solution (System
Biosciences) following the manufacturer’s protodstiefly, supernatant was centrifuged at
3,000g9 for 15 min to eliminate cell debris. Then, supéanawas passed through a Mustang
E membrane 0.2-um pore size filters (Pall Corpaonqtico remove bacterial
lipopolysaccharide and microvesicles larger thaosemes. ExoQuick' was added to the
supernatant with a volume ratio of 1:5, the susipenwas mixed by inverting the tubes and
incubated at 4°C overnight. Finally, the suspensias centrifuged at 1,5affor 30 min to

pellet the exosomes.

Protein extraction and western blot analysis
T84 cells or purified exosomes were lysed in radimuno precipitation assay (RIPA)
lysis buffer containing 150 mM NaCl, 0.5% sodiunoxigcholate, 50 mM Tris-HCI pH 8,

0.1% sodium dodecyl sulfate, 0.1% Nonidet P-40, suqgblemented with protease inhibitors
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(Roche). Proteins were quantified using Bio-Rad D @rotein assay kit according to the
manufacturer’s instructions (Bio-Rad).

Cell and exosome lysates were separated on sodigiecyl sulfate polyacrylamide
gels, transferred to nitrocellulose membranes,kadan 5% bovine serum albumin (BSA) in
PBS containing 0.1% Tween-20 and then probed vwpgrapriate primary antibodies: anti-
CD63 (EXOAB-CD63A-1, System Biosciences), anti-CIEXOAB-CD9A-1, System
Biosciences), anti-GRP94 (sc-11402, Santa Cruzj;AarG16L1 (#8089, Cell Signaling
Technology), anti-ATG5 (#12994, Cell Signaling Teology), anti-LC3 (L7543, Sigma),
anti-p62/SQSTM1 (sc-28359, Santa Cruz) and puatctin (#4970, Cell Signaling
Technology). After washes, membranes were incubatitd the appropriate horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodied &ignaling Technology and System
Biosciences), and blots were revealed using thaetZM/estern enhanced chemiluminescence

detection kit (Bio-Rad) and the ChemiBYcXRS System (BioRad).

In vitro transfection and luciferase assay

Anti-miR negative control #1 and antisenses of rBR- and miR-130a were
purchased from Ambion. T84 cells were transfectéith WO nM of antisenses of miRNAs
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) and Opti-MHBMeduced serum medium (Invitrogen)
24 h before being infected with AIEC LF82, coli K12 MG1655 orE. coli HS strain for 12
h. Exosomes were purified from the culture supemadf these cells and designated as Exo-
uninfected, Exo-LF82, Exo-K12 and Exo-HS.

The 3-untranslated regions (UTRs) of humaiG5 and ATG16L1 mRNAs were
cloned into the pMIR-REPORY Luciferase vector (Ambion) to generaddG5-3"-UTR-
luciferase orATG16L1-3-UTR-luciferase construct, respectively, as poersly described.

For luciferase assay, T84 cells were seeded onelBphate. Twenty-four hours later, cells
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were transfected with 750 ng &TG5-3'-UTR-luciferase orATG16L1-3'-UTR-luciferase
construct or of the pMIR-REPORY Luciferase vector, and 16 h after transfectiondéks
were stimulated with 80g of exosomes per 1 ml of culture medium for 8ireffy luciferase
activity was measured using the dual-luciferaseomtep assay system (Promega) and a
Luminoskan Ascent luminometer (Thermo Electron QorRelativeluciferase activity was
normalized toug of protein, determined from cell lysate usingBiad DC" protein assay

kit according to the manufacturer’s instructionsofad).

RNA extraction, cDNA synthesis and quantitative RT-PCR (qRT-PCR) analysis

Total RNAs were extracted from purified exosomes caitured cells using the
miRNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manuagser’'s instructions. For exosomal
samples, 25 fmol of each spike-in contrGeenorhabditis elegans cel-mir-39-3p, cel-mir-54-
3p and cel-mir-238-3p (mirVana™ miRNA mimic, LifeeGhnologies) were added into the
lysis solution per extraction.

Total RNAs were reversely transcribed using the NARL® Strand cDNA Synthesis
Kit (Agilent) to quantify mature miRNA levels oreélPrimeScript RT Reagent Kit (Takara) to
guantify mRNA expression levels. gRT-PCR was pentxat using SsoAdvanced™ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) on a CFX96 Touch™4lReéme PCR Detection System
(Bio-Rad) using specific primers listed rable S1 For quantification of mature miRNA
expression, the universal reverse primer provigethe miRNA ' Strand cDNA Synthesis
kit was used with the specific forward primers sated inTable S1 Spike-in controls cel-
mir-39-3p, cel-mir-54-3p and cel-mir-238-3p or UGen used as internal controls for
guantification of miRNAs in exosomes or in cellsspectively. Human 18S was used as
internal control for mRNA quantification in cell§old-induction was calculated using the

comparative threshold cycle number (Ct) method dievis: AACt = (Clarget mrRNAMIRNA -
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Clinternal contrglcondition of interest (Cliarget mrnAmiRNA= Clinternal contrglcontrol condition @Nd the final data
were derived from 24“T. When spike-in controls cel-mir-39-3p, cel-mir-8g-and cel-mir-
238-3p were added into samples and used as inteon#élols, the average of Ct of these 3

MiRNAS was used as &bmal control

Fluorescent microscopy

T84 cells were transfected with AlexaFluor555-IaldemiR-30c or AlexaFluor555-
labeled-miR-130a (Ambion) for 24 h, and uninfectednfected with the AIEC LF82 strain
or theE. coli K12 orE. coli HS strain with a MOI of 10 for 12 h. The supermataf these
cells were collected and exosomes were purifiedd €8lls seeded on coverslips were
stimulated with the purified exosomes (8§ exosome/mL of culture medium) for 8 h. Cells
were then fixed with 4% formaldehyde, permeabilizath 0.1% Triton X-100 for 10 min,
saturated with PBS containing 0.025% Triton X-18% BSA and 5% FBS for 1 h. Actin
cytoskeleton was stained with FITC-phalloidin (AZ23 Life technologies), and nuclei were
stained with 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamiglidinydrochloride (DAPI; Sigma) for
45 min at room temperature. Coverslips were mouimeBUKITT® medium (O. Kindler).

Images were taken using Zeiss LSM 800 with Airyscamfocal microscope

Statistical analysis

Values are expressed as means * standard errdneomean (SEM). Statistical
analyses between several groups were performed) WUSNOVA followed by a post-test
Bonferroni (Kruskal-Wallis if not parametric) witraphPad Prism version 7 software
(GraphPad Software, La Jolla, CA). A value less than 0.05 was considered statistically

significant. P < 0.05; *P <0.01; **P < 0.001.
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Legends of figures

Figure 1. AIEC LF82-infected IECs release exosomes that camhibit autophagy in
recipient cells.

Exosomes were purified from the culture supernatahtuninfected T84 cells (Exo-
uninfected) or T84 cells infected with the AIEC LF8EX0-LF82), theE. coli K12 MG1655
strain (Exo-K12) or the commensl coli HS strain (Exo-HS) for 12 hAj Western blot
analysis of the exosomal markers CD63 and CD9,tl@degative marker GRP94 using 30
Hg of exosomal protein lysate or T84 protein lyséBeE). T84 cells were stimulated for 8 h
with Exo-uninfected, Exo-LF82, Exo-K12 or Exo-HSO(®fug exosome/mL of culture
medium) and then uninfecte®,(C) or infected with LF82 for 4 hQ, E). Representative
western blot analysisB( D) and quantification of LC3-IB-actin band intensityG, E) are
shown. Data are representative of three indeperelgrdriments and are presented as means
+ SEM. Statistical analysis was performed using ¢ime-way Anova test followed by a

Bonferroni post-test.P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Figure 2. MiR-30c and miR-130a levels are increasetnh the exosomes released from
AIEC LF82-infected IECs and in exosome-receiving IES.

(A, B) Exosomes were purified from uninfected T84 c¢HExo-uninfected) or T84 cells
infected with the AIEC LF82 (Exo-LF82), the coli K12 MG1655 strain (Exo-K12) or the
E. coli HS strain (Exo-HS) for 12 h. The levels of miR-230w miR-130a in exosome-donor
cells @A) and in the purified exosomeB)(were analyzed by gRT-PCRC)Y T84 cells were
stimulated with the purified exosomes (8 of exosome/mL of culture medium), and the
levels of miR-30c and miR-130a in these cells waralyzed by gRT-PCR. Data are

representative of three independent experiments amed presented as means = SEM.
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Statistical analysis was performed using the ong-taova test followed by a Bonferroni

post-test. P < 0.05; **P <0.01; **P < 0.001.

Figure 3. MiR-30c and miR-130a are efficiently transferredvia exosomes from donor
cells to recipient cells.

T84 cells were transfected with 50 nM of Alexa Fl&b5-labeled-miR-30cA) or Alexa
Fluor 555-labeled-miR-1308] for 24 h, and uninfected or infected with the SIEF82, the

E. coli K12 or theE. coli HS strain with a MOI of 10 for 12 h. Exosomes rskghfrom these
cells were extracted and designated as Exo-unededExo-LF82, Exo-K12 and Exo-HS.
Naive T84 cells were incubated with the purifiedsme (8Qug of exosome/mL of culture
medium) for 8 h. Confocal microscopic analysis &4Tcells that received exosomes from
cells transfected with miR-30&} or miR-130a B) labeled with Alexa Fluor 555 (red). Actin
cytoskeleton was stained with FITC-phalloidin (greeNuclei were stained with DAPI

(blue). Scale bars =5 pm.

Figure 4. MiR-30c and miR-130a transferred from exosomes targt and inhibit ATG5
and ATG16L1 expression.

Exosomes were purified from uninfected T84 cellgddninfected) or T84 cells infected
with the AIEC LF82 (Exo-LF82), th&. coli K12 MG1655 (Exo-K12) or the HS strain (Exo-
HS) for 12 h. A) T84 cells were transfected wifiTG5-3’-UTR-luc or ATG16L1-3'-UTR-luc
construct, in which the 3-UTR oATG5 or ATG16L1 mRNA was cloned downstream a
luciferase-coding sequence in the pMIR-REPORT é&rase vector, or with the empty vector.
Sixteen hours after transfection, the cells weceailated with Exo-uninfected, Exo-K12, Exo-
HS or Exo-LF82 (8Qug of exosome/mL of culture medium) for 8 h. Lucéee activity was

measured and normalized to protein concentratiorcetif lysate. B-D) T84 cells were
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stimulated with exosomes asAnfor 8 h, and ATG5 and ATG16L1 expression at mRNW a
protein levels were analyzed by qRT-PCB) (and western blotQ) respectively. D)
Quantification of band intensity irC. Data are representative of three independent
experiments and are presented as means = SEMstfg&dtanalysis was performed using the

one-way Anova test followed by a Bonferroni postttéP < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Figure 5. Inhibition of miR-30c and miR-130a in AIEC-infected T84 cells abolishes the
increase in MiR-30c and miR-130a levels in exosomasd in exosome-receiving cells.

(A) T84 cells were transfected with vehicle or withrd@ of anti-miR-negative control (anti-
mMiR-NC) or with a combination of anti-miR-30c andtiamiR-130a. One day post-
transfection, the cells were uninfected or infeateth the AIEC LF82 or the commendal

coli HS strain for 12 h. The levels of miR-30c and miBBa were analyzed by qRT-PCB) (
Naive T84 cells were transfected with tB§G5-3-UTR-luc or ATG16L1-3-UTR-luc
construct, in which the 3-UTR oATG5 or ATG16L1 mRNA was cloned downstream a
luciferase-coding sequence in the pMIR-REPORT é&sefe vector. Sixteen hours after
transfection, the cells were stimulated with thesames purified from the culture supernatant
of the cells inA (designated as Exo-uninfected, Exo-LF82 and Exo-t868 h (80ug of
exosome/mL of culture medium). Luciferase activitys measured at 1 day post-transfection
and was normalized to protein concentration of ¢gdlate. C) Naive T84 cells were
stimulated with the purified exosomes asBifior 8 h, and miR-30c and miR-130a levels in
the exosome-receiving cells were analyzed by gRR-PRata are representative of three
independent experiments and are presented as medBEM. Statistical analysis was
performed using the one-way Anova test followedatBonferroni post-test* < 0.05; **P <

0.01; **P < 0.001.
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Figure 6. Inhibition of miR-30c and miR-130a in AIEC-infected T84 cells abolishes the
inhibitory effect of exosomes on autophagy-mediatedIEC clearance in recipient cells.

T84 cells were transfected with vehicle or with @@ of anti-miR-negative control (anti-
miR-NC) or a combination of anti-miR-30c and aniR¥L30a. One day post-transfection, the
cells were uninfected or infected with the AIEC 2F8 the commensd&. coli HS strain for

12 h, and exosomes were purified from the cultupematant (designated as Exo-uninfected,
Exo-LF82 and Exo-HS). Naive T84 cells were stimedatvith the purified exosomes for 8 h
(80 ug exosome/mL of culture mediumpA)YATG5 andATG16L1 mMRNA expression levels in
exosome-receiving cells were analyzed by gRT-PCResté&/n blot analysis of ATG5,
ATG16L1 and LC3 expressiorB] and band intensity quantificatiolC). (D) Exosome-
receiving cells were infected with the AIEC LF82a#t, and the number of intracellular LF82
bacteria was determined using gentamicin-protectiesay. The results are presented as
percentage of CFU of LF82 determined at 2detsus 4 h post-infection, defined as 100%.
Data are representative of three independent arpats and are presented as means + SEM.
Statistical analysis was performed using the ong-#aova test followed by a Bonferroni

post-test. P < 0.05; **P <0.01; **P < 0.001.

Figure 7. Model for the role of exosomes in transfang miR-30c and miR-130a from
cell-to-cell to inhibit autophagy during infection with CD-associated AIEC.

AIEC upregulate miR-30c and miR-130a in host callsnhibit autophagy and this can be
amplified from cells to cellsia the exosomal shuttle, which transfer these miRN@&s
adjacent cells. This consequently leads to impaastbphagy-mediated AIEC clearance,

favoring AIEC colonization.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Table S1: Primers for qRT-PCR.

Primer

Sequence (5’-3’)

U6-Forward

CGCAAGGATGACACGCAAATTCGT

mi R-30c-Forward

TGTAAACATCCTACACTCTCAGC

miR-130a-Forward

CAGTGCAATGTTAAAAGGGCAT

18S-Forward CCCCTCGATGCTCTTAGCTGAGTGT
18S-Reverse CGCCGGTCCAAGAATTTCACCTCT
ATG5-Forward TACCGGACCACTGAAGGTCT
ATG5-Reverse TCGAGTGGCACATACTTCCA
ATG16L1-Forward CCCCACATCAAGGTGGTGTT
ATG16L1-Reverse GAACCCAAGGTGTTGGGACA




1.2 Identification du ou des recepteur(s) autophagique(s) mis en jeu dans la
reconnaissance des bactéries AIEC par ’autophagie
Les récepteurs de I’autophagie jouent un role essentiel en aidant les autophagosomes a cibler
specifiquement les micro-organismes marqués a 1’ubiquitine et, a ce jour, plusieurs récepteurs de
I’autophagie impliqués dans 1’élimination des micro-organismes ont été identifiés, notamment
NBRL1 (Franco et al., 2017), TAX1BP1 (Tumbarello et al., 2015), NDP52 (Thurston et al., 2009),
p62 (Zheng et al., 2009), et optineurine (OPTN) (Wild et al., 2011). Les récepteurs de I’autophagie
interagissent a la fois avec la bactérie ubiquitinylée dans le cytoplasme et avec LC3/GABARAP
porté par le phagophore, emprisonnant ainsi leur cible de maniere spéecifique (Birgisdottir et al.,
2013). De plus, les adaptateurs de ’autophagie, tels que NDP52 et TAX1BP1, interagissent aussi
avec la myosine VI et régulent ainsi la maturation de 1’autophagosome et la formation de
I’autolysosome au cours d’une infection par Salmonella (Tumbarello et al., 2012; Verlhac et al.,
2015).

Nous avons tout d’abord évalué le role de trois récepteurs de 1’autophagie dirigée contre les
bactéries, NDP52, p62 et optineurine dans la reconnaissance et 1’¢limination des AIEC par la
machinerie autophagique, en utilisant 2 approches expérimentales : I’invalidation de 1’expression
du récepteur et la colocalisation du récepteur avec la bactérie.

e Analyse de I'impact d’une déficience de chaque récepteur potentiel sur le controle
de la multiplication intracellulaire des AIEC

Les cellules épithéliales intestinales humaines T84 ont été transfectées avec un siARN
contréle ou un siARN dirigé contre NDP52, p62 ou OPTN puis infectées avec la souche AIEC
LF82. L’analyse par western blot montre que les siARN-NDP52, siARN-P62 et siARN-OPTN
diminuent I’expression de NDP52, p62 et OPTN respectivement.
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Figure 1 : L expression des récepteurs de I’autophagie est diminuée dans les cellules T84 suite
a la transfection des siARN correspondants. Les cellules T84 ont été transfectées avec un
mélange de siARN (Dharmacon, GE healthcare) dirigés contre P62, NDP52 ou OPTN, ou avec un
SiIARN contrble a une concentration finale de 100 nM en utilisant de la Lipofectamine 2000
(Thermo Fisher Scientific). L’efficacité de transfection a été analysée a 48 h post-transfection par
western blot.
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Les résultats préliminaires montrent que la multiplication intracellulaire de la souche AIEC
LF82, déterminée par un test de protection a la gentamicine, est augmentée dans les cellules
transfectées avec les sSiARN dirigés contre NDP52 ou P62 par rapport aux cellules transfectées avec

le siARN contrdle.
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Figure 2 : La diminution de I’expression des récepteurs NDP52 ou OPTN augmente la
réplication intracellulaire des AIEC en cellules T84. (A et B) Les cellules T84 ont été
transfectées avec 100 nM de siARN contréle ou de siARN dirigé contre NDP52, P62 ou OPTN,
puis infectées 48 h apres transfection avec la souche AIEC LF82 a une multiplicité d’infection
(MOI) de 10 bacteries par cellule pendant 3 h. Le nombre de bactéries & 4 h et 24 h a été déterminé
par un test de protection a la gentamicine. (A) Graphique représentatif des résultats obtenus pour
deux expérimentations (n=9). (B) Graphique représentatif des résultats obtenus pour une
expérimentation (n=3). Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant un test paramétrique
non pairé. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

Cependant, la grande variabilité des résultats obtenus au cours des différentes expériences
ne nous permet pas de conclure quant au(x) récepteu(s) impliqué(s), un phénoméne probablement
dd a la variabilité de I’efficacité de transfection. Ainsi, nous devons effectuer ces mémes analyses
dans des cellules Hela rendues déficientes pour NDP52, p62 et OPTN par le systeme CRISPR-Cas9.
Ces cellules nous seront fournies par le Dr Richard Youle (Biochemistry Section, National Institutes
of Health, Bethesda, MD 20892, USA).

Les cellules T84 transfectées avec les siARN dirigés contre les récepteurs de 1’autophagie
ont par ailleurs été observées en microscopie électronique a transmission. Les résultats obtenus
montrent que les bactéries AIEC sont bien retrouvées au sein de vésicules autophagiques, mais cette

expérience sera & nouveau realisée en infectant les cellules avec un nombre de bactéries plus
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important. Nous espérons ainsi pouvoir observer une diminution du nombre de bactéries

intracellulaires ciblées par 1’autophagie dans les cellules déficientes pour 1’un des récepteurs.
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Figure 3 : Les AIEC sont retrouvées dans des compartiments multi-membranaires en
cellules épithéliales intestinales T84. Les cellules T84 ont été transfectées avec 100nM de siARN
dirigé contre p62 et infectées 48h apres transfection avec la souche AIEC LF82 a une MOI de 10
pendant 15 h. Les cellules ont été observées en microscopie électronique a transmission. (i)
Grossissement de la zone en pointillés. Barre = 500 nm.

e Mise en évidence de la colocalisation entre les bactéries AIEC, la protéine LC3 et le
récepteur autophagique.

Afin de démontrer que NDP52, p62 ou OPTN sert de récepteur autophagique pour les
bactéries AIEC, il est nécessaire de montrer la colocalisation du récepteur avec la bactérie et la
protéine LC3 par microscopie confocale. Pour cela, les cellules épithéliales intestinales seront
infectées avec la souche LF82-GFP et un marquage par immunofluorescence sera réalisé afin de
détecter la protéine LC3 et le récepteur autophagique. Le résultat préliminaire montre une

colocalisation entre la bactérie LF82, p62 et LC3 dans les cellules HelLa.

AIEC LF82 Merge

Figure 4 : La bactérie AIEC LF82 colocalise avec le récepteur p62 et la protéine LC3 en
cellules épithéliales HeL a. Les cellules HeLa ont été infectées pendant 6 h avec la souche AIEC
LF82 exprimant la protéine GFP a une MOI de 100. Un marquage immunofluorescent pour détecter
p62 (bleu) et LC3 (rouge) a été réalise. L observation a été réalisée sur un microscope confocal
Zeiss LSM 800 Airyscan. Barre : 5 um.
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Cependant, les observations en microscopie confocale pour les autres récepteurs de
I’autophagie restent & réaliser. Les mémes expériences seront réalisées en utilisant les cellules
transfectées avec un siARN dirigé contre le récepteur autophagique ou les cellules Hela/Crispr-
Cas9 déficientes en NDP52, p62 ou optineurine.

Par ailleurs, I’interaction physique entre les bactéries AIEC et les récepteurs autophagiques

sera analysée par co-immunoprécipitation.
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1) Impact des exosomes et OMYV bactériens sur les cellules réceptrices : mécanismes moléculaires
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Figure 44 : Plan récapitulatif des perspectives du projet de thése.




I11.  Discussion et perspectives

L’ensemble des perspectives discutées au cours de ce chapitre sont représentées dans la

Figure 44.

1.1 Identification du mécanisme moléculaire par lequel les exosomes exercent

leurs effets au sein des cellules réceptrices

III.1.1  Objectif 1 : Etude du rdle des miARN exosomaux

Les résultats de notre étude ayant révéle la capacité des miARN exosomaux a inhiber
I’autophagie dans les cellules réceptrices durant 1’infection par des bactéries AIEC, il apparait
intéressant d’étudier la composition globale en miARN de ces exosomes et les fonctions des

miARN exosomaux dans les cellules réceptrices.

I11.1.1.1 Analyse du profil global en miARN dans les exosomes sécrétés par les
cellules épithéliales intestinales infectées par les AIEC.

Le profil global en miARN des exosomes pourrait étre déterminé par une puce miARN. Les
exosomes sécrétés par les cellules T84 non infectées (Exo-NI) ou infectées avec la souche AIEC
LF82 (Exo-LF82), la souche E. coli non pathogene K12 MG1655 (Exo-K12) ou la souche E. coli
commensale HS (Exo-HS) ont été isolés puis leur contenu en ARN totaux a été purifié. Cependant,
I’analyse de miARN par puce nécessite I’obtention d’une suspension d’ARN totaux de
concentration supérieure a 50 ng/ul et de qualité satisfaisante. Plusieurs méthodes d’extraction des
exosomes et des ARN totaux d’exosomes ont été appliquées, sans qu’aucune d’entre elles ne nous

permette de satisfaire & ces exigences.

Afin d’obtenir une quantité de matériel suffisante, nous utiliserons un kit (System
Biosciences) permettant la purification des exosomes, 1’extraction d’ARN totaux a partir des
exosomes, la synthése des ADNc et I’amplification par PCR des brins « sens » de ces ADNc, qui

seront ensuite analysés par une puce miARN.

111.1.1.2 Analyse du réle des miARN exosomaux dans les cellules réceptrices

Les niveaux des miARN déregulés dans les Exo-LF82 par rapport aux Exo-NI, Exo-K12 ou
Exo-HS seront analysés dans les cellules recevant ces exosomes par RT-PCR quantitative (RT-
PCRQ). Les génes cibles de ces miARNS et les processus biologiques potentiellement modifiés par
les miARN exosomaux seront détermines par une analyse in silico. L’expression de génes cibles
des miARN exosomaux dans les cellules réceptrices suite a une stimulation avec des exosomes sera
analysée. L’impact des miARN exosomaux et de leurs génes cibles sur les différents processus

biologiques au cours de I’infection par les bactéries AIEC sera étudié en utilisant des approches
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similaires a celles utilisées dans le manuscrit soumis dans le journal Gut Microbes : Larabi A.,
Dalmasso G., DelmasJ., Barnich N., Nguyen H.T.T., Exosomes transfer miRNAs from cell-to-cell

to inhibit autophagy during infection with Crohn’s disease-associated adherent-invasive E. coli.

111.1.1.3 Etude du rdle des miARN exosomaux dans la modulation de
I’inflammation dans les macrophages humains
Le laboratoire a recemment montré que les exosomes sécrétés par les macrophages humains
THP-1 infectés par la souche AIEC LF82 sont capables d’induire une augmentation de
I’inflammation dans les macrophages receveurs (Carriere et al., 2016b). Nous allons étudier si les

miARN exosomaux sont impliqués dans ce processus.

e Analyse du contenu en miARN des exosomes sécrétés par les macrophages THP-1

Le niveau de différents miARN rapportés comme dérégulés dans le sérum et le sang
périphérique de patients atteints de MC a été analysé par RT-PCRq dans les exosomes sécrétes par
les macrophages humains THP-1. Parmi les miARN dérégulés dans les Exo-LF82 par rapport aux
Exo-NI, Exo-K12 et Exo-HS, une augmentation du niveau des miR-21 et miR-29a a été détectee.
De méme, une tendance a 1’augmentation de ces deux miARN a pu étre observée dans les
macrophages receveurs de ces exosomes, suggérant leur transfert des exosomes aux cellules

réceptrices.
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Figure 5 : Les niveaux des miR-21 et miR-29a augmentent dans les exosomes sécrétés
par les macrophages THP-1 suite a ’infection par les AIEC. Les macrophages THP-1 ont été
non infectés ou infectés avec la souche AIEC LF82, la souche E. coli K12 MG1655, ou la souche
E. coli commensale HS a une MOI de 10 pendant 8h. Les exosomes ont été purifiés a partir du
surnageant de culture a I’aide de la solution ExoQuick-TC™. Les ARN totaux des exosomes ou des
macrophages THP-1 stimulés ont été isolés a I’aide du kit miRNeasy (Qiagen). Pour les échantillons
exosomaux, afin de permettre la normalisation des résultats suite a la RT-PCRq, 5 L d’un mélange
contenant 25 fmol de 3 miARN synthétiques de Caenorhabditis elegans, cel-miR-39-3p, cel-miR-
54-3p et cel-miR-238-3p (mirVana™ miRNA mimic, Life Technologies) ont été ajoutés. Les
miARN ont été réverse transcrits en ADNc a 1’aide du kit NCode (Agilent).

106



e Analyse de I’impact des miARN exosomaux 21 et 29a sur I’inflammation

Il a été rapporté que les miR-21 et miR-29a contenus dans des exosomes dérivés de tumeurs
sont transférés aux cellules immunitaires réceptrices et induisent une inflammation en agissant
comme ligands des récepteurs humains TLR8 (Fabbri et al., 2012). Afin d’examiner I’'impact de
ces miARN sur I’inflammation durant 1’infection par les bactéries AIEC, les macrophages THP-1
donneurs d’exosomes seront transfectés avec des anti-sens des miR-21 et miR-29a et les niveaux
de cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les macrophages receveurs suite a la stimulation par

les exosomes seront analysés par ELISA.

Pour étudier I’implication du récepteur TLRS, les macrophages THP-1 seront transfectés
avec un siARN contrble ou un siARN dirigé contre TLR8 avant d’étre stimulés avec les exosomes.
L’activation de la voie NF-kB en aval du récepteur TLRS8 sera analysée par western blot et la

sécrétion de TNF-a et d’IL-6 induite par cette voie sera analysee par ELISA.

L’interaction entre le miR-21 ou le miR-29a et le récepteur TLR8 sera étudiée par co-
immunopreécipitation en utilisant un anticorps dirigé contre TLR8 et par RT-PCRq pour détecter ces
miARN. La colocalisation entre ces miARN et le récepteur TLR8 sera confirmée en transfectant les
macrophages donneurs d’exosomes avec les miARN couplés a des fluorochromes. Les exosomes
seront isolés et incubés avec les macrophages receveurs, qui seront alors observés en microscopie

confocale apres un marquage du récepteur TLR8.

II1.1.2 Objectif 2 : Analyse de ’impact des protéines contenues dans les exosomes sur

les cellules réceptrices

Plusieurs études ont mis en évidence une modification de la composition protéique des
exosomes suite a une infection de la cellule donneuse d’exosomes par un pathogeéne. Par exemple,
une augmentation de 1’abondance de 41 protéines a été rapportée dans les exosomes secretés par
des macrophages THP-1 suite a une infection par Mycobacterium tuberculosis (Diaz et al., 2016).
De plus, des facteurs de virulence bactériens ont été mis en évidence dans les exosomes tels que
I’anthrax suite a I’infection par Bacillus anthracis (Abrami et al., 2013) ou CagA suite a I’infection

par Helicobacter pylori (Shimoda et al., 2016).

Ainsi, il serait intéressant d’analyser le contenu protéique des exosomes sécrétes par les
cellules infectées par la souche AIEC LF82 par spectrométrie de masse. Cependant, les surnageants
de culture des cellules infectées par les bactéries contiennent également les OMV bactériennes co-
précipitées avec les exosomes par I’ExoQuick-TC™ et qui pourraient avoir un effet sur les cellules
réceptrices. Ainsi, il apparait intéressant d’utiliser une méthode complémentaire a I’ExoQuick-
TC™ pour isoler les exosomes a caractériser afin de s’affranchir des OMV ainsi que des agrégats

protéiques. Pour cela, nous proposons d’utiliser les kits Exo-Flow Capture commercialisés par la
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société System Biosciences permettant, suite a la précipitation a I’ExoQuick-TC™, I’isolement
specifique des exosomes grace a des billes magnétiques couplées a un anticorps dirigé contre les
marqueurs exosomaux CD9 ou CD63. Bien que la présence des billes magnétiques n’interfére pas
avec I’analyse par spectrométrie de masse, il est possible de détacher les exosomes des billes sans
en altérer la qualité ni la structure afin de les utiliser pour des analyses en aval. Les OMV bactériens
contenues dans la fraction restante pourraient étre ensuite a leur tour purifiées par capture sur
colonne a I’aide du kit ExoBacteria™ commercialisé par la société System Biosciences afin de

s’affranchir des agrégats protéiques restants puis analysées par spectrométrie de masse.

Une premiére analyse effectuée au laboratoire par le Dr. Carriére en collaboration avec le
Dr. Chambon (Plate-Forme d'Exploration du Métabolisme, Inra Theix) a montré la présence de
protéines eucaryotes ainsi que de protéines bactériennes dans les exosomes secrétés par les cellules
infectées par la souche AIEC LF82. Cependant, une contamination des échantillons a la kératine a
empéché I’identification correcte de toutes les protéines présentes dans ces échantillons. Une
nouvelle analyse sera réalisée. Les fonctions des protéines exosomales eucaryotes dans les cellules
recevant les exosomes seront étudiées en utilisant des plasmides d’expression ou encore des siARN
dirigés contre les ARNm codant pour ces protéines. Les fonctions des protéines exosomales
procaryotes seront étudiées en utilisant différents mutants isogéniques des AIEC correspondant aux

protéines procaryotes retrouvées dans les exosomes.
I11.2  Utilisation des exosomes comme approche diagnostique et thérapeutique

II1.2.1 Utilisation des miARN exosomaux comme outil diagnostique pour identifier la

présence d’AIEC chez les patients

La composition en miARN des exosomes isolés de fluides biologiques peut varier au cours
du développement de différentes pathologies et ainsi servir de marqueur diagnostique ou
pronostique (Barile and Vassalli, 2017). A I’heure actuelle, I’identification des bactéries AIEC
repose sur I’analyse du phénotype adhérent et invasif des souches E. coli isolées de patients en

lignées de cellules en culture, un processus long et difficile a standardiser.

Nous avons pour projet d’analyser les profils en miARN des exosomes isolés du sérum des
patients atteints de MC porteurs ou non d’AIEC afin d’établir une « signature en miARN
exosomaux » pour identifier la présence d’AIEC. Pour cela, nous avons sélectionné 20 patients
porteurs et 20 non porteurs d’ AIEC d’une cohorte disponible au laboratoire. L’extraction des ARN
totaux des exosomes du sérum de ces patients a été réalisée en utilisant plusieurs Kits, mais la
concentration et la qualit¢é des ARN totaux obtenus sont insuffisantes pour 1’analyse par puce
miARN. Ainsi, nous avons utilisé le kit Complete SeraMir Exosome RNA Amplification kit

(Systéme Biosciences) permettant d’isoler les exosomes du sérum puis de purifier les ARN totaux
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sur colonne, de les réverse-transcrire en ADNc et enfin d’analyser, par RT-PCRq en plaque 384
puits, le niveau de 380 miARN différents. Ces analyses seront réalisées en collaboration avec le Dr
Yannick Bidet (Centre Jean Perrin), disposant d’un robot nous permettant de répartir des volumes
précis, limitant ainsi les biais dus a la manipulation. Des résultats préliminaires ont été obtenus a
partir des miARN des exosomes du sérum de 13 patients atteints de MC et de 10 sujets sains d’une
autre cohorte disponible au laboratoire. Les miARNs exosomaux ont été quantifiés par RT-PCRg.
Parmi les 24 les miARN ayant été rapportés comme dérégulés dans le sérum et le sang périphérique
des patients atteints de MC (Coskun et al., 2012), 8 miARN ont pu étre détectés par cette technique
et 2 miARN présentent un niveau d’expression significativement augmenté chez les patients atteints
de MC, montrant ainsi la faisabilité technique de ce projet et la possibilit¢ d’utiliser les miARN
exosomaux comme marqueurs diagnostique.

Tableau 1 : Niveaux des miARN dans les exosomes extraits a partir du sérum des
patients atteints de la MC. Les exosomes ont été extraits a partir du sérum des sujets sains et des
patients atteints de la MC a I’aide du kit miRNeasy (Qiagen). Les ADN complémentaires (ADNc)
ont ensuite été synthétisés a I’aide du kit NCode miRNA ¢cDNA Synthesis (Invitrogen). Les niveaux
des miARN circulants associés a la MC dans les exosomes purifiés ont été analyses par RT-PCRq
et normalisés par rapport aux miARN de C. elegans. Les miARN présentés en gras ont été rapportés
comme ayant une expression augmentée et ceux représentés en italique comme ayant une
expression diminuée dans le sérum et le sang périphérique des patients atteints de la MC (Coskun
et al., 2012). Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant un test non paramétrique de

Mann-Whitney. Les résultats sont exprimés en moyenne des valeurs + I’erreur standard a la
moyenne. Ns = non significatif; *P < 0,05.

Sujets sains (n =10) Patients MC (n =13)
MIARN Niveau d'expression Niveau d'expression P (versus sujet
+SEM + SEM sain)
hsa-miR-16-5p 043 £0,33 0,83 1,68 *
hsa-miR-362-3p 0.82=0.39 342=1.26 *
hsa-miR-20a-5p 1,24 £ 0,46 1,65 =175 ns
hsa-miR-21-5p 1,12£0.27 2.08=040 ns
hsa-miR-29a-3p 1.00 =0.18 0.95=0.14 ns
hsa-miR-195-5p 0,79 £0.39 1,27=043 ns
hsa-miR-199a-5p 1,29 £0.26 1.52 0,54 ns
hsa-miR-532-3p 1.03 £0,17 6,93 =388 ns
hsa-miR-484 Non détectable
hsa-miR-200c-3p Non détectable
hsa-let-7b-5p Non détectable
hsa-miR-106a-5p Non détectable
hsa-miR-23a-3p Non détectable
hsa-miR-140-5p Non détectable
hsa-miR-plus-E1271 Non détectable
hsa-miR-93-5p Non détectable
hsa-miR-30e-5p Non détectable
hsa-miR-107 Non détectable
hsa-miR-192-5p Non détectable
hsa-miR-126-3p Non détectable
hsa-miR-340-3p Non détectable
hsa-miR-191-5p Non détectable
hsa-miR-149-3p Non détectable
hsa-miR-plus-F1065 Non détectable
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II1.2.2 Utilisation des exosomes comme vecteurs d’anti-miARN a visée thérapeutique

Les résultats de notre étude montrent que les miR-30c et miR-130a peuvent étre transférés

de cellules en cellules via les exosomes, bloquant I’autophagie et favorisant ainsi la colonisation
des bactéries AIEC. Diverses méthodes permettent d’incorporer des molécules au sein d’exosomes
isolés, telles que le traitement des cellules donneuses d’exosomes mais €galement la transfection ou
I’électroporation des exosomes eux-mémes (Bunggulawa et al., 2018) (Figure 43). Ainsi, il pourrait
étre intéressant d’incorporer les anti-sens des miR-30c et miR-130a dans les exosomes sécrétés par

les cellules épithéliales intestinales et tenter de les utiliser comme vecteurs in vivo.

111.2.2.1 Mise au point de I’incorporation des anti-miARN dans les exosomes

Il a été montré que les exosomes sécrétés par les cellules épithéliales intestinales humaines
SK-CO15 et murines CMT-93 contiennent I’annexine Al, se liant aux récepteurs FPR (formyl
peptide receptor) exprimés a la surface des cellules épithéliales intestinales, activant ainsi une voie
favorisant la cicatrisation de 1’épithélium (Leoni et al., 2013, 2015). En effet, ’annexine A1 et son
produit de clivage Ac2-26 activent les récepteurs FPR, médiant ainsi 1’activation des ROS par la
NADPH oxydase épithéliale NOX1. Les ROS ainsi générées induisent alors I’inactivation
oxydative des phosphatases régulatrices PTEN et PTP-PEST, conduisant ainsi a ’activation de
FAK et de la paxilline, favorisant le mouvement des cellules épithéliales intestinales et la
cicatrisation des plaies (Leoni et al., 2013). In vivo, I’administration intrapéritonéale d’annexine A1l
a des souris traitées au DSS favorise la réparation de 1’épithélium intestinal (Leoni et al., 2013). Les
exosomes contenant 1’annexine Al favorisent la cicatrisation des plaies formées par grattage du
tapis cellulaire in vitro ou par biopsie réalisée par poingon de la muqueuse colique ex vivo (Leoni
et al., 2015). Bien que le role de ces exosomes n’ait pas été analysé in vivo, I’administration de
nanoparticules contenant 1’ Ac2-26 par voie intrapéritonéale favorise la réparation de 1’épithélium
intestinal suite & un traitement au DSS en modéle murin, tandis que 1’injection de nanoparticules
contenant I’annexine A1 dans la muqueuse colique par coloscopie favorise la réparation des plaies
formées au niveau de cette muqueuse (Leoni et al., 2015). L’utilisation d’exosomes contenant
I’annexine A1 pour I’incorporation des anti-miR-30c et anti-miR-130a présente un double avantage
puisque la présence de cette protéine nous assure d’une part que nos exosomes modifies pourront
étre capturés par les cellules épithéliales intestinales et d’autre part favorise la réparation de la
barriere épitheliale. Ainsi, nous analyserons la présence d’annexine Al dans les exosomes de
cellules épithéliales intestinales humaines T84 et les cellules épithéliales duodénales murines
MODE-K disponibles au laboratoire. Une mise au point de la méthode a employer pour intégrer les

anti-miR-30c et anti-miR-130a dans les exosomes (par exemple par électroporation ou transfection
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a I’Exo-Fect™ commercialisé par Systéme biosciences ; Figure 43) sera effectuée. Ces exosomes
contenant les anti-miR-30c et anti-miR-130a seront ensuite utilisés pour stimuler les cellules
receveuses afin de diminuer les niveaux des miARNs correspondants dans ces cellules, leur

permettant ainsi de mieux controler I’élimination de bactéries pathobiontes.

111.2.2.2 Etude de I’effet des exosomes contenant les anti-miARN sur la
susceptibilité de I’héte a I’infection par les bactéries AIEC
Puisque les exosomes contenant des miARN administrés par gavage a des souris peuvent
étre retrouveés au niveau de la muqueuse intestinale (Manca et al., 2018), les exosomes de cellules
murines contenant les anti-miARN seront administrés par gavage chez les souris précédemment
infectées avec la souche AIEC LF82 présentant une augmentation des miR-30c et miR-130a dans
les cellules épithéliales intestinales. Nous analyserons alors leur capacité a diminuer le niveau de
ces miARN dans les cellules épithéliales intestinales et 1’impact sur la colonisation et la
dissémination bactérienne ainsi que sur I’inflammation. L’utilisation d’anti-miARN marques serait

avantageuse puisqu’elle permettrait de suivre la localisation des anti-miARN.

II1.2.3 Utilisation des exosomes comme vaccin contre les bactéries AIEC

Les exosomes pouvant contenir des composants bactériens et pouvant faire de la
présentation antigénique, leur utilisation en tant que vaccin contre des pathologies infectieuses a été
envisagée. Les études menées sur Mycobacterium montrent que les exosomes de cellules infectées
par les bactéries pathogénes M. bovis ou M. tuberculosis ou traitées avec les protéines de M.
tuberculosis administrés par voie intranasale a des souris peuvent activer des lymphocytes T CD4"
et CD8" spécifiques d’antigénes et promouvoir ’activation et la maturation de cellules dendritiques
et de macrophages (Giri and Schorey, 2008; Giri et al., 2010). De plus, les exosomes issus de
cellules infectées par des mycobactéries injectés en intranasal a des souris recrutent les cellules
dendritiques CD11b" au niveau pulmonaire (Singh et al., 2012). La vaccination de souris par
injection d’exosomes sécrétés par les cellules dendritiques infectées par le parasite Leishmania
major confére aux souris une protection contre I’infection par ce parasite (Schnitzer et al., 2010).
Chez la souris, les exosomes de cellules dendritiques pulsées avec les antigénes dérivés de
Toxoplasma gondii sont capables de protéger les souris syngéniques et allogéniques de 1’infection
orale par ce parasite (Beauvillain et al., 2007). De méme, 1’injection de ces exosomes chez la meére
avant gestation confere une protection contre la toxoplasmose congénitale a sa descendance
(Beauvillain et al., 2009). Ainsi, les exosomes de cellules dendritiques ou de macrophages murins
dérivés de la moelle osseuse infectés par les bactéries AIEC pourraient étre utilisés comme vaccin

afin de protéger les souris contre une future infection par la bactérie.
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Afin d’examiner si les exosomes de cellules infectées par les AIEC peuvent étre utilisés
comme vaccin, les exosomes de cellules dendritiques ou de macrophage murins primaires dérives
a partir de la moelle osseuse de souris et infectés ou non avec les bactéries AIEC seront isolés a
I’aide de la solution ExoQuick™. Les exosomes purifiés seront administrés par voie intraveineuse
a des souris CEABAC10. Une mise au point sur la dose d’exosomes, le nombre d’administrations
ainsi que le temps nécessaire pour que la réponse immunitaire se mette en place sera réalisée. Les
souris seront ensuite infectées avec la souche AIEC LF82 comme décrit précédemment par le
laboratoire (Carvalho et al., 2009). Les souris seront sacrifiées et différentes analyses seront
réalisées :

- Le score histologique sera établi comme décrit précédemment (Carvalho et al., 2009) en
utilisant des coupes histologiques de 1’iléon et du célon colorées par hématoxiline et €osine.

- Lacolonisation intestinale et la dissémination des bactéries AIEC (iléon, c6lon, rate, ganglions
mésentériques) seront analysées par étalement des broyats tissulaires sur gélose.

- Laproduction des cytokines ou chimiokines pro-inflammatoires au niveau du c6lon et de I’iléon
sera analysée par ELISA.

- Le recrutement des cellules immunitaires (neutrophiles, macrophages (F4/80%), cellules T et
cellules dendritiques) au niveau intestinal sera analysé par cytométrie en flux.

- La présence d’anticorps anti-AlEC (IgA ou IgG au niveau sérique) sera recherchée par ELISA.

- L’activation des lymphocytes T et des cellules dendritiques sera analysée :

— Invitro : Les exosomes sécrétés par les macrophages murins J774 infectés ou non avec la souche

LF82 seront incubés avec des lymphocytes T totaux isolés de la rate de souris infectées avec la

souche LF82. L'expression d’IFN-y dans les cellules T CD8" et T CD4" sera analysée par cytométrie

en flux. L’activation des cellules T par les exosomes sera évaluée en mesurant la prolifération

cellulaire et en analysant I’expression de CD69, un marqueur de I’activation des cellules T

(Cosulich et al., 1987). Pour mesurer la prolifération cellulaire, les cellules seront marquées avec le

colorant CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) avant traitement par les exosomes. Comme

il a été montré que ’activation de lymphocytes T par les exosomes est favorisee par la présentation

des antigénes exosomaux par les cellules présentatrices d’antigénes, les mémes expériences seront

réalisées en presence de cellules dendritiques murines dérivées de la moelle osseuse.

En paralléle, les exosomes sécrétés par les macrophages murins J774 infectés ou non avec les
AIEC seront incubés avec les cellules dendritiques murines dérivées de la moelle osseuse. Le niveau
intracellulaire d’1L-12p40 sera mesuré puisque cette cytokine est nécessaire pour la stimulation des
réponses Th1 et est un marqueur classique de I’activation des cellules dendritiques (Morelli, 2001).
Afin d’évaluer la maturation des cellules dendritiques, 1’expression de CD63, CD86 et du CMH de

classe Il sera analysée. Nous nous attendons a ce que le traitement des cellules dendritiques avec
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les exosomes isolés de macrophages infectés par les bactéries AIEC, mais pas de macrophages non
infectés, entraine une augmentation de I’expression de ces marqueurs.

— Ex vivo : les ganglions mésentériques et la rate des souris traitées avec les Exo-NI, les Exo-HS
et les Exo-LF82 seront isolés. L’expression des marqueurs des cellules T CD4* mémoire effectrices
ou CD8* mémoire effectrices (CD44" et CD62L'"") sera déterminée par cytométrie en flux. Des
suspensions cellulaires préparées a partir de ces tissus seront stimulées ex vivo avec les protéines
du surnageant de culture filtré (CFP, culture filtered proteins) de la souche LF82 préparées comme
décrit précédemment (Kumar et al., 2010) ou avec le lysat de la souche LF82. La prolifération, la
production d’IFN-y et le phénotype mémoire des cellules T seront analysés comme décrit
précédemment (Giri et al., 2010). Nous nous attendons a ce que des cellules T mémoire effectrices
aient été produites chez des souris traitées avec les Exo-LF82 et a ce que les lymphocytes T CD4*
et CD8" isolés des souris traitées avec les Exo-LF82 mais pas ceux isolés des souris traitées avec
les Exo-NI présentent une prolifération accrue suite a leur restimulation ex vivo avec le CFP ou le

lysat bactérien.

I11.3  Identification du ou des récepteur(s) autophagique(s) mis en jeu dans la
reconnaissance des AIEC par I’autophagie

e Etude de I’influence des polymorphismes associés a la MC dans les génes codant pour
les récepteurs autophagiques sur le contréle de la multiplication intracellulaire des
AIEC

La présence d’un polymorphisme d’un seul nucléotide, Val248Ala, dans le géne NDP52,
variant a risque pour la MC (Ellinghaus et al., 2013), a été analysée par le laboratoire dans une
cohorte de patients atteints de MC (n = 95), de RCH (n = 30) et des sujets sains (n = 14) au cours
du protocole MACRO2 « Etude du comportement des macrophages vis-a-vis des E. coli adhérents
et invasifs isolés de patients atteints de maladie de Crohn en fonction des facteurs de susceptibilité
de I’hote ». Les macrophages dérivés des monocytes de ces patients ont été infectés avec la souche
AIEC LF82 (avec une MOI de 10), et le nombre de bactéries LF82 a 1 h et & 10 h post-infection a
été déterminé par un test de protection a la gentamicine. Les résultats obtenus montrent que la
présence du SNP NDP52Va/248A12 aygmente la proportion de patients atteints de MC présentant un

nombre de LF82 intra-macrophagiques a 10 h post-infection plus élevé que la médiane.

Tableau 2 : La présence du SNP NDP52Val24Ala gygmente la proportion de patients
présentant un nombre d’AIEC intra-macrophagiques plus éleve. La présence du
polymorphisme NDP52Vai248Ala 5 été déterminée chez les patients Crohn, RCH ou les sujets
contrdles dans le cadre de I’étude MACRO?2, une étude monocentrique dont les patients ont été
inclus a Clermont-Ferrand et menée par le Dr. Anthony Buisson. Les monocytes du sang
périphérique des individus ont été dérivés en macrophages et la capacité de survie de la souche
AIEC LF82 a 10 h a été analysée par un test de protection a la gentamicine. Pour chaque groupe
(MC, RCH ou contr6le), la valeur médiane du nombre de bactéries LF82 intracellulaires a 10 h de
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tous les individus a été déterminee. La proportion d’individus dans chaque groupe présentant un
nombre de LF82 intra-macrophagiques a 10 h post-infection < ou > la médiane a été calculée. La

différence statistique entre ces deux proportions a été analysée en utilisant un test Chi-square.

NDP52 NDP52Val2eala
< médiane > médiane p-value < médiane | > médiane p-value
Contréle | 50,00% (6) | 50,00% (6) ns 50,00% (1) | 50,00% (1) ns
RCH 50,00% (14) |50,00% (14) ns 50,00% (1) | 50,00% (1) ns
MC 53,49% (46) | 46,51% (40) ns 22,22% (2) | 77,7% (7) | *P=0,0371

Ce résultat suggére que le variant de risque NDP52V&248Ala entraine un défaut de la
reconnaissance des bactéries AIEC par 1’autophagie, et par conséquent une augmentation de la
multiplication intracellulaire des bactéries AIEC. Pour confirmer ces résultats, les cellules
HeLa/CRISPR-Cas9 déficientes pour NDP52 seront transfectées avec un vecteur d’expression
codant soit pour la protéine NDP52 sauvage, soit pour la protéine NDP52Va248Ala gt |g
multiplication des bactéries AIEC dans ces cellules sera analysée. Enfin, les cellules seront infectées
avec la souche LF82-GFP et un marquage par immunofluorescence sera réalisé afin de déterminer
si la protéine NDP52Va248Al2 nayt colocaliser avec les bactéries AIEC comme la protéine sauvage

pourrait potentiellement le faire.

De méme, une diminution de I’expression de I’OPTN associée a la présence d’un SNP dans
le géne OPTN a €té observée chez environ 10 % des patients atteints de MC (Smith et al., 2015). Il
serait intéressant de voir si la présence de ce SNP altére le ciblage des bactéries AIEC par la
machinerie autophagique dans des macrophages de patients atteints de MC porteurs ou non de ce

polymorphisme.

e Etude du mécanisme de ciblage des bactéries AIEC via les récepteurs autophagiques

- Implication des ubiquitines et ubiquitine ligases : Puisque les récepteurs autophagiques
reconnaissent les protéines ubiquitine fixées sur la bactérie intracellulaire, il serait intéressant
d’analyser quelle(s) ubiquitine ligase(s) sont impliquées dans I’ubiquitinylation des bactéries AIEC.
Il a par exemple été rapporté que l’ubiquitine ligase Parkin permet 1’ubiquitinylation de
Mycobacterium tuberculosis et le ciblage de cette bactérie a 1’autophagosome via les récepteurs p62
et NDP52 (Manzanillo et al., 2013). M. tuberculosis peut également étre polyubiquitinylée par
SMURF1, de méme que Listeria monocytogenes (Franco et al., 2017). D’autres E3-ubiquitine
ligases sont responsables de 1’ubiquitinylation de pathogénes telles que LRSAM1 (Leucine Rich
Repeat And Sterile Alpha Motif Containing 1) (Huett et al., 2012), ARIH (RING1-IBR-RING2
(RBR) ubiquitin ligase) (Polajnar et al., 2017), RNF166 (Heath et al., 2016) et le complexe LUBAC
(Noad et al., 2017). L’ implication de ces différentes ubiquitine ligases pourra étre étudiée par

transfection des cellules avec des siARN dirigés contre les ARNm correspondants, puis observation
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du nombre de bactéries AIEC ubiquitinylées et de la colocalisation avec LC3 en microscopie
confocale et analyse de la réplication intracellulaire des AIEC par un test de protection a la

gentamicine.

- Implication de protéines régulant le recrutement des récepteurs autophagiques a la
bactérie cible : Il a réccemment été montré que la GTPase Rab35 permet le recrutement de NDP52
a ses cibles, que ce soit des bactéries ou des mitochondries (Minowa-Nozawa et al., 2017). La
kinase TBK1 favorise également le recrutement de NDP52 et de Rab35 aux bactéries
intracellulaires (Minowa-Nozawa et al., 2017). Ainsi, dans le cas de I’implication de NDP52 dans
I’élimination des bactéries AIEC par I’autophagie, il serait intéressant d’étudier 1’implication de la
GTPase Rab35 et de TBK1. L’implication de Rab35 dans le ciblage des AIEC a 1’autophagosome
par NDP52 pourrait étre analysée en utilisant un siARN dirigé contre Rab35 et en observant ensuite
le recrutement de NDP52 aux bactéries AIEC, la colocalisation avec LC3 et Rab35 par
immunofluorescence et la réplication intracellulaire de ces bactéries. L’implication de la kinase
TBK1 dans le recrutement de Rab35 et de NDP52 aux AIEC intracellulaires pourrait étre étudiée
en utilisant un inhibiteur de TBK1, le BX795, ou en diminuant son expression par transfection d’un
SiIARN et en observant ensuite la colocalisation entre Rab35, NDP52, LC3 et les AIEC en

microscopie confocale.

- Implication des galectines : En plus de 1’ubiquitine, les galectines jouent aussi un role
important dans le ciblage des bactéries a 1’autophagosome. NDP52 peut se lier a la galectine 8 de
la vacuole endommagée contenant les Salmonella Typhimurium afin d’éliminer ces bactéries via
I’autophagie sélective (Thurston et al., 2012). Dans le cas ou I’implication du récepteur NDP52
serait confirmée, nous analyserons si le ciblage des bactéries AIEC aux autophagosomes par ce
récepteur peut passer par la reconnaissance de la galectine 8. L’implication de la galectine 8 pourra
étre déterminée par observation de la colocalisation entre les bactéries AIEC, LC3 et la galectine 8
en microscopie confocale, mais également par transfection des cellules T84 avec un siARN dirigé
contre la galectine 8 et analyse de la capacité de réplication intracellulaire des bactéries AIEC par
un test de protection a la gentamicine.

e Etude du réle des récepteurs autophagiques dans les autres étapes du processus
autophagique que dans le ciblage les bactéries aux autophagosomes

En plus de cibler les bactéries aux autophagosomes, les récepteurs de 1’autophagie peuvent
agir a d’autres niveaux du processus autophagique afin de permettre son bon déroulement. L’OPTN
favoriserait le recrutement du complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 aux phagophores contenant
WIPI2 en interagissant avec ATGDS, favorisant ainsi la production de LC3-I1 et la maturation du

phagophore (Bansal et al., 2018). Plusieurs récepteurs de 1’autophagie et notamment NDP52, OPTN
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et TAX1BP1 sont impliqués dans la maturation de 1’autophagosome en interagissant avec la
myosine VI, permettant ainsi la formation de I’autolysosome (Tumbarello et al., 2012, 2015;
Verlhac et al., 2015). Ces fonctions de récepteurs autophagiques seront étudiées dans le contexte
de I’infection par des bactéries AIEC. L’impact des polymorphismes dans les génes NDP52 et

OPTN associés a la MC sur ces fonctions pourrait étre analyse.
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IV. Conclusion génerale

Les travaux menés au cours de cette these ont révélé le mécanisme par lequel les exosomes
sécrétés par les cellules épithéliales intestinales infectées par les bactéries AIEC limitent
I’autophagie dans les cellules épithéliales intestinales adjacentes, favorisant ainsi la réplication
intracellulaire des AIEC et plus généralement de bactéries pathobiontes. Cependant, cette étude n’a
porté que sur I’impact des exosomes dans 1’interaction entre les cellules épithéliales intestinales.
Au niveau physiologique, les exosomes des cellules épithéliales intestinales se retrouvent
probablement en contact avec d’autres types cellulaires, tels que les cellules immunitaires de la
lamina propria, et pourraient alors moduler leur réponse a I’infection par les bactéries AIEC. De
plus, les exosomes sécrétés par les cellules épithéliales intestinales pourraient, en réponse a
I’infection par les AIEC, favoriser le recrutement de différentes populations de cellules
immunitaires dans la lamina propria, pouvant ainsi avoir un impact sur I’inflammation. De méme,
les défauts de barriere épithéliale observée chez les patients atteints de MC facilitent le passage des
bactéries AIEC au niveau de la lamina propria, qui peuvent alors infecter les macrophages et les
neutrophiles sécrétant eux aussi des exosomes pouvant avoir un effet sur les cellules adjacentes. Il
apparait donc nécessaire d’étudier ’impact de I’infection par les bactéries AIEC sur les exosomes
sécrétés par les différentes populations cellulaires présentes au niveau de la lamina propria et leurs

effets réciproques sur ces mémes cellules.

Ainsi, I’infection par les bactéries AIEC peut impacter le contenu de I’ensemble des
exosomes sécrétées par les différentes populations cellulaires au niveau systémique. L’analyse du
profil en mIARN des exosomes du sérum des patients atteints de MC pourrait permettre de
diagnostiquer d’une maniére non invasive la présence des bactéries AIEC. De plus, 1’utilisation des
exosomes en tant que vecteur pour I’administration de molécules thérapeutiques telles que les anti-
sens des MiR-30c et 130a pourrait étre envisagée. L’administration de ces anti-miARN pourrait
potentiellement permettre d’inhiber la colonisation par les AIEC, a la fois au niveau local et
systémique, chez les patients atteints de MC. Enfin, les exosomes étant capables de faire de la
présentation antigénique de maniere directe ou indirecte et ces vésicules contenant probablement
des antigenes bactériens, leur utilisation comme « vaccin » afin de protéger les patients contre

I’infection par les AIEC pourrait étre envisagée.

Un autre axe de ce travail de these visait a identifier les acteurs clés de la machinerie
autophagique impliqués dans le ciblage et la dégradation des bactéries AIEC ainsi qu’a décortiquer
les mécanismes sous-jacents. Il apparait egalement nécessaire d’étudier I’impact des variants de

risque des génes codant pour ces acteurs sur le contréle des AIEC par 1’autophagie.
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Ensemble, ces études contribueront & la compréhension des multiples aspects de
I’interaction entre 1’hote et les bactéries AIEC pathogeénes associées a MC et permettront a I'avenir
de mieux comprendre la pathogenése et de faciliter le diagnostic et le traitement de cette maladie.
Les travaux menés sur les exosomes ont donné lieu a la soumission d’un article dans le journal Gut
Microbes. Cette étude a également fait 1’objet de plusieurs présentations orales et affichées a des
congrés nationaux et internationaux et a été récompensée par plusieurs prix (voir Valorisation

Scientifique en Annexe).
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ABSTRACT

One of the most significant challenges of inflammatory bowel disease (IBD) research is to understand
how alterations in the symbiotic relationship between the genetic composition of the host and the
intestinal microbiota, under impact of specific environmental factors, lead to chronic intestinal inflam-
mation. Genome-wide association studies, followed by functional studies, have identified a role for
numerous autophagy genes in IBD, especially in Crohn disease. Studies using in vitro and in vivo models,
in addition to human clinical studies have revealed that autophagy is pivotal for intestinal homeostasis
maintenance, gut ecology regulation, appropriate intestinal immune responses and anti-microbial
protection. This review describes the latest researches on the mechanisms by which dysfunctional
autophagy leads to disrupted intestinal epithelial function, gut dysbiosis, defect in anti-microbial
peptide secretion by Paneth cells, endoplasmic reticulum stress response and aberrant immune
responses to pathogenic bacteria. A better understanding of the role of autophagy in IBD pathogenesis
may provide better sub-classification of IBD phenotypes and novel approaches for disease management.

Abbreviations: AIEC: adherent-invasive Escherichia coli; AMPK: AMP-activated protein kinase; ATF6: activating
transcription factor 6; ATG: autophagy related; Atg16/1[AIEC] mice: mice with Atg16/1 depletion specifically in
intestinal epithelial cells; Atg16/1[HM] mice: mice hypomorphic for Atg16/1 expression; BCL2: B cell leukemia/
lymphoma 2; BECN1: beclin 1, autophagy related; CALCOCO2: calcium binding and coiled-coil domain 2; CASP:
caspase; CD: Crohn disease; CGAS: cyclic GMP-AMP synthase; CHUK/IKKA: conserved helix-loop-helix ubiqui-
tous kinase; CLDN2: claudin 2; DAPK1: death associated protein kinase 1; DCs: dendritic cells; DSS: dextran
sulfate sodium; EIF2A: eukaryotic translation initiation factor 2A; EIF2AK: eukaryotic translation initiation factor
2 alpha kinase; ER: endoplasmic reticulum; ERBIN: Erbb2 interacting protein; ERN1/IRE1A: ER to nucleus
signaling 1; FNBP1L: formin binding protein 1-like; FOXP3: forkhead box P3; GPR65: G-protein coupled receptor
65; GSK3B: glycogen synthase kinase 3 beta; IBD: inflammatory bowel disease; IECs: intestinal epithelial cells;
IFN: interferon; IL: interleukin; ILT10R: interleukin 10 receptor; IRGM: immunity related GTPase M; ISC: intestinal
stem cell; LAMP1: lysosomal-associated membrane protein 1; LAP: LC3-associated phagocytosis; MAP1LC3B:
microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta; LPS: lipopolysaccharide; LRRK2: leucine-rich repeat kinase
2; MAPK: mitogen-activated protein kinase; MHC: major histocompatibility complex; MIF: macrophage migra-
tion inhibitory factor; MIR/miRNA: microRNA; MTMR3: myotubularin related protein 3; MTOR: mechanistic
target of rapamycin kinase; MYD88: myeloid differentiation primary response gene 88; NLRP3: NLR family, pyrin
domain containing 3; NOD2: nucleotide-binding oligomerization domain containing 2; NPC: Niemann-Pick
disease type C; NPC1: NPC intracellular cholesterol transporter 1; OMVs: outer membrane vesicles; OPTN:
optineurin; PI3K: phosphoinositide 3-kinase; PRR: pattern-recognition receptor; PTPN2: protein tyrosine phos-
phatase, non-receptor type 2; PTPN22: protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lymphoid);
PYCARD/ASC: PYD and CARD domain containing; RAB2A: RAB2A, member RAS oncogene family; RELA: v-rel
reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian); RIPK2: receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine
kinase 2; ROS: reactive oxygen species; SNPs: single nucleotide polymorphisms; SQSTM1: sequestosome 1;
TAX1BP1: Tax1 binding protein 1; Th: T helper 1; TIRAP/TRIF: toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain-containing
adaptor protein; TLR: toll-like receptor; TMEM173/STING: transmembrane protein 173; TMEM59: transmem-
brane protein 59; TNF/TNFA: tumor necrosis factor; Treg: regulatory T; TREM1: triggering receptor expressed on
myeloid cells 1; UC: ulcerative colitis; ULK1: unc-51 like autophagy activating kinase 1; WT: wild-type; XBP1:
X-box binding protein 1; XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis.
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Introduction intestinal microbiota [1]. Of the genetic factors implicated in

The etiology of inflammatory bowel diseases (IBD), including
Crohn disease (CD) and ulcerative colitis (UC), has involved
environmental factors, infectious agents and genetic susceptibil-
ity, leading to abnormal mucosal immune response against the

IBD etiology, variants in the autophagy-related genes have been
identified. Autophagy is a process conserved during evolution in
eukaryotes, by which the cytoplasmic materials are degraded
inside the lysosome [2]. Three distinct forms of autophagy
have been described, including microautophagy, chaperone-
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mediated autophagy and macroautophagy [3]. Macroautophagy
is the most studied form, and here we use the term autophagy to
refer to macroautophagy if not otherwise mentioned. Autophagy
was initially characterized as a nonspecific process induced
under starvation conditions to recycle building blocks to com-
pensate for the lack of nutrients, and thus was so-called non-
selective bulk autophagy. Later, it has been evidenced that autop-
hagy can be induced in non-starved cells to degrade specific
substrates, such as aggregated proteins, damaged mitochondria
or invading pathogens, which is known as selective autophagy
[4]. Autophagy plays a key role in maintaining intestinal home-
ostasis, in regulating the interaction between gut microbiota and
innate and adaptive immunity, and in host defense against
intestinal pathogens [3]. A dysfunction of autophagy is asso-
ciated with several human pathologies including IBD [2].

The pioneer evidence for the implication of autophagy in IBD
etiology came from genome-wide association studies, which
revealed single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the autop-
hagy-associated genes as susceptibility factors for CD. Most evi-
dence for the association between these genetic variants and IBD
etiology has come from functional studies using the ATGI6LI
(autophagy related 16 like 1)™%4 variant [2,5]. Pioneer studies
showed that human cells having the ATG16L1"**** variant exhibit
impaired autophagy-mediated clearance of intracellular bacteria
and increased pro-inflammatory cytokine production [5]. Paneth
cells from CD patients homozygous for the ATGI6L1™"* allele,
or from mice hypomorphic for Atgl6l1 expression (Atgl611[HM]
mice), mice with Atg16/1 depletion specifically in intestinal epithe-
lial cells (Atgl6l1[AIEC] mice) or knock-in mice expressing the
ATGI6L1™"* variant exhibit structural and functional aber-
rances with decreased expression of antimicrobial peptides [2,5].
The ATGI6LI™** variant also leads to defects in autophagy
induction, bacterial trafficking and antigen processing and pre-
sentation in dendritic cells (DCs) [2,5]. Together, these studies
suggest a role for ATGI6L1 in the control of intestinal epithelial
homeostasis and inflammatory immune responses. The potential
mechanisms linking the ATG16L1"7%** variant to defective autop-
hagy were recently discovered. Indeed, ATG16L17*°* protein
exhibits enhanced CASP3 (caspase 3)-dependent degradation in
response to stress signals [6]. The ATGI6LI™"* variant also
influences the ability of ATGI6LI to interact with TMEMS59
(transmembrane protein 59), which engages ATG16L1 to induce
autophagy in response to bacterial infection [7]. The interaction
between ATG16L1 and NOD2 (nucleotide-binding oligomeriza-
tion domain containing 2), encoded by the first CD susceptibility
gene, reinforces the importance of autophagy in CD pathogenesis.
Indeed, the CD-associated NOD2"%71C frameshift mutation
leads to impaired autophagy-mediated intracellular bacterial
clearance, due to a defect in recruiting ATG16L1 to the plasma
membrane at the bacterial entry site, and fails to promote major
histocompatibility complex (MHC) II-mediated antigen presenta-
tion by DCs [2,5]. Further studies have shown a link between the
CD-associated susceptibility gene IRGM (immunity related
GTPase M) and defect in autophagy-mediated clearance of CD-
associated adherent-invasive Escherichia coli (AIEC), as well as the
association between granulomas, one of the microscopic hall-
marks of CD, and the genetic variants in the autophagy-
associated genes ATG4A, ATG2A, FNBPIL (formin binding pro-
tein 1 like) and ATG4D [2,5]. However, the pathological relevance

of the CD-associated SNPs in other autophagy-associated genes,
such as ULK1 (unc-51 like autophagy activating kinase 1), LRRK2
(leucine rich repeat kinase 2), PTPN2 (protein tyrosine phospha-
tase non-receptor type 2) and CALCOCO?2 (calcium binding and
coiled-coil domain 2), has remained mostly unknown [2,5].

Efforts have been continuously made to explore the mole-
cular mechanisms by which any shortcoming in autophagy
could lead to disrupted intestinal epithelial function, gut dys-
biosis, defect in antimicrobial peptide secretion by Paneth
cells, endoplasmic reticulum (ER) stress response in entero-
cytes and aberrant immune responses to pathogenic bacteria,
which are hallmarks of IBD pathogenesis. The latest impor-
tant findings will be discussed in this review.

Autophagy and intestinal homeostasis
Autophagy and intestinal epithelial barrier function

The intestinal epithelium, which separates the luminal content
from the mucosal immune system, is an important defensive line
to protect the homeostasis of the gut microbiota and minimize
intestinal inflammatory responses [8]. Increased intestinal per-
meability has been reported in IBD, which is associated with
abnormal expression of tight junction proteins [9]. In 2015,
autophagy was reported for the first time to regulate intestinal
barrier function via inducing lysosomal degradation of the tight
junction protein CLDN2 (claudin 2), thus decreasing epithelial
permeability [10]. Increased CLDN2 level and tight junction
defects in intestinal epithelial Caco-2 monolayers treated with
the pro-inflammatory cytokine TNF/TNFA (tumor necrosis
factor) partly arises from the inhibition of autophagy-mediated
CLDN2 degradation [11] (Figure 1A). It was recently shown that
defects in mitochondria and ER functions induce intestinal
permeability, promoting E. coli internalization and transcytosis
across the epithelium, and these are counteracted by selective
autophagy-mediated elimination of intracellular bacteria, which
is so-called xenophagy [12]. Moreover, the trans-epithelial per-
meability instigated by mitochondrial dysfunction is amplified
by NOD2 knock-down in intestinal epithelial T84 cells [13].
These studies together showed a role for autophagy in protection
of epithelial barrier function.

Autophagy and epithelial cell death

Epithelial apoptosis, especially TNF-induced apoptosis, has been
associated with IBD pathogenesis [14]. Recently, it has been
evidenced that autophagy can modulate cytokine-induced pro-
grammed cell death in intestinal epithelium, limiting intestinal
inflammation [15,16]. Using Atg1611°"E“ mice exhibiting chronic
colitis triggered by the intestinal opportunistic pathogen
Helicobacter hepaticus, autophagy was demonstrated to protect
IECs from TNF-induced apoptosis, allowing the maintenance of
intestinal barrier integrity [16]. AtgI6l1“™®“ mice infected with
murine norovirus and then treated with dextran sulfate sodium
(DSS) exhibit exacerbated pathological score and increased non-
apoptotic epithelial cell death compared to control mice [15].
Moreover, the viability in response to TNF treatment of intestinal
organoids carrying the CD-associated ATGI6L1™"** variant is
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Figure 1. Role of autophagy in the maintenance of intestinal homeostasis and potential mechanisms by which defective autophagy may contribute to CD development. At
the intestinal epithelium: (A) Autophagy modulates epithelial barrier function via lysosome-mediated degradation of CLDN2. Dysfunctional autophagy leads to increased
CLDN2 level associated with increased intestinal permeability [10,11]. (B) Defective autophagy leads to intestinal dysbiosis and increased IgA-coated bacterial amount
[26,27,32]. (C) By promoting mitochondrial homeostasis, autophagy protects IECs from cell death and prevents loss of Paneth cells [15,16]. MIR346, induced under ER stress,
enhances GSK3B translation, favoring the dissociation between BCL2 and BECN1. This consequently activates mitophagy, thus reducing ROS level [41]. ROS-mediated NLRP3
inflammasome activation, which leads to CASP1 activation and subsequently IL18 and IL1B production, is also inhibited by EIF2AK4-induced mitophagy upon amino acid
starvation [63]. Dysfunctional autophagy leads to accumulation of damaged mitochondria and ROS, increasing inflammasome activation and inflalmmation [63] and
aggravating ROS-induced cell death [41]. (D) NOD2 recruits ATG16L1 to the plasma membrane at the bacterial entry site, initiating autophagy. Association of IRGM with
NOD2 promotes IRGM ubiquitination and the assembly of the core autophagy machinery, promoting xenophagy [76]. Autophagy-associated risk variants induce defective
autophagy and impaired intracellular bacterial clearance. (E) Stimulation of NOD and TNF receptors in IECs activates CHUK, which phosphorylates ATG16L1, leading to its
stabilization, thus preventing ER stress during inflammation. Inactivation of CHUK fails to stabilize ATG16L1, which is consequently degraded by CASP3, increasing ER stress
[47]. (F) In Paneth cells, NOD2 activation in response to commensal bacteria leads to recruitment of LRRK2, RIPK2 and RAB2A to dense core vesicles, a process required for
sorting and secretion of lysozyme and other antimicrobial peptides. Dysfunctional NOD2 or LRRK2 result in lysosome-mediated degradation of lysozyme [21,22]. (G) During
infection of Paneth cells with invasive bacteria, ER-Golgi secretion pathway is impaired, lysozyme is secreted via secretory autophagy. This process requires ER stress-
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decreased compared to those carrying the wild-type (WT)
ATGI6LI allele [15]. It has been reported that anti-TNF antibo-
dies, a major biological therapy for IBD, can induce regulatory
macrophages resembling to M2 type macrophages implicated in
limiting inflammation [17]. It was recently reported that anti-TNF
-induced macrophages present an increased level of autophagy
compared to IFNG (interferon gamma)-induced macrophages,
and that the induction of macrophages by anti-TNF is impaired
in healthy subjects carrying the ATGI16L1">*** variant compared
with those having the WT ATGI6LI allele [17]. Moreover, M2
phenotype and viability of anti-TNF-induced macrophages are
dependent on the autophagy-related protein CTSS (cathepsin S)
[17]. These results suggested that a functional autophagy is
required for an optimal response to anti-TNF therapy in IBD.

A link between autophagy and ERBIN (Erbb2 interacting
protein), a protein required for the polarity of epithelial cells
and implicated in intestinal inflammation, was recently discov-
ered [18]. ERBIN expression is decreased in the colons of UC
patients, or of mice with DSS-induced colitis or mice deficient
in 110 (interleukin 10), and Erbin deficiency in mice leads to
increased susceptibility to DSS-induced colitis due to excessive
activation of autophagy leading to autophagy cell death [18].
Intraperitoneal injection of chloroquine, an autophagy inhibi-
tor, attenuates excessive inﬂammatory response in DSS-treated
erbin”” mice [18]. Using in vitro and in vivo models of neonatal
necrotizing enterocolitis, an inflammatory intestinal disease of
new-born infants, it was reported that TNF induces autophagy
via the MAPK1/ERK2 (mitogen-activated protein kinase 1)-
MAPK3/ERK1 pathway to suppress cell proliferation and pro-
mote apoptosis, which might consequently favor disease devel-
opment [19]. Even if these studies diverged in the precise
mechanism of cell death, they all suggested that defective
autophagy may lead to an excessive level of epithelial cell
death, favoring IBD development.

Autophagy and paneth cell homeostasis and function

Autophagy is critical for the development, maintenance and
functions of Paneth cells. Under physiological conditions,
antimicrobial peptides are synthesized in the ER and trans-
ported to the Golgi, where they are packed into immature
secretory dense core vesicles in Paneth cells [20]. Then, imma-
ture dense core vesicles undergo a maturation process, during

which the peptides that are destined to extracellular secretion
are retained into dense core vesicles, while the others are
directed to the endosomal-lysosomal pathway to be degraded.
Recent studies have highlighted the mechanism by which
lysozyme is sorted into dense core vesicles in Paneth cells,
which requires the small GTPase RAB2A (RAB2A, member
RAS oncogene family), NOD2, LRRK2 and the adaptor pro-
tein RIPK2 (receptor [TNFRSF]-interacting serine-threonine
kinase 2) encoded by CD susceptibility genes [21,22].
Mechanistically, NOD2 is activated by symbiotic bacteria-
derived muramyl dipeptide, which in turn activates the
LRRK2-RIPK2-RAB2A pathway. This allows the recruitment
of NOD2, LRRK2, RIPK2 and RAB2A to dense core vesicles,
which is required for lysozyme sorting [21,22] (Figure 1F).
Dysfunctional NOD2 or LRRK2 results in lysosomal degrada-
tion of lysozyme [21,22]. The role of autophagy in maintain-
ing Paneth cell-mediated lysozyme secretion during invasive
pathogen infection, which induces ER stress and damages in
Golgi apparatus, was recently discovered [23]. Indeed, to
counteract Golgi apparatus damages induced by Salmonella
Typhimurium infection, Paneth cells can bypass the ER-Golgi
secretion pathway and redirect lysozyme through an autop-
hagy-based alternative secretion pathway [23] (Figure 1G).
Activation of secretory autophagy in Paneth cells requires
bacteria-induced ER stress through the EIF2AK3 (eukaryotic
translation initiation factor 2 alpha kinase 3)-EIF2A (eukar-
yotic translation initiation factor 2 alpha) pathway [23]. In
addition, it requires activation of MYD88 (myeloid differen-
tiation primary response gene 88) in DCs and IL22 secretion
by type 3 innate lymphoid cells [23]. Importantly, knock-in
mice expressing the ATGI16L1"*** variant exhibit disruption
of both ER-Golgi secretion pathway and secretory autophagy
in Paneth cells in response to invasive bacterial infection [23]
(Figure 1G). These results supported a role for autophagy in
lysozyme secretion during bacterial infection, and suggested
how the CD-associated variants in autophagy genes could lead
to aberrant lysozyme packaging and secretion that character-
ize dysfunctional Paneth cells in CD patients. Furthermore,
using Atgl6lI[AIEC] mice and a virally-triggered mouse
model of IBD, it was reported that by promoting mitochon-
drial homeostasis, autophagy is essential to prevent Paneth
cell loss and exaggerated cell death, thus contributing to
intestinal barrier maintenance [15] (Figure 1C).

mediated EIF2AK3-EIF2A activation in Paneth cells and activation of TLR-MYD88 in DCs that promotes IL22 secretion by type 3 innate lymphoid cells. Paneth cells with
defective autophagy fails to secrete lysozyme via secretory autophagy [23]. (H) During ER stress in Paneth cells, ERN1 is recruited to autophagosomes via its interaction with
OPTN, thus being degraded by autophagy. Impaired clearance of ERN1 aggregates during ER stress due to defective autophagy leads to increased ER stress and spontaneous
CD-like transmural ileitis in mice [44]. (I) In intestinal stem cells, autophagy limits ROS accumulation that inhibits their differentiation, allowing epithelium regeneration.
Defective autophagy leads to ROS accumulation and impaired epithelium regeneration [57]. (J) In macrophages, in response to TLR4 activation, which drives TIRAP-
dependent inflammation, autophagy is activated to control TIRAP turnover and to limit production of IFNB1. Defective autophagy leads to TIRAP accumulation and
subsequently increased IFNB1 production [83]. In response to TLR4 activation, NFKB activates expression of NLRP3, pro-IL1B and SQSTM1 [67]. SQSTM1 promotes mitophagy
to prevent NLRP3 inflammasome activation, thus inhibiting IL1B production [67]. IRGM also limits NLRP3 inflammasome activation by preventing its assembly and by
mediating selective autophagic degradation of the inflammasome components [68]. Defective autophagy leads to accumulation of dysfunctional mitochondria and ROS,
enhancing NLRP3 inflammasome activation and subsequently IL1B production. (K) In DCs, autophagy degrades intracellular pathogens and participates in the presentation
of antigens to T cells to induce adaptive immune responses. EIF2AK4-induced mitophagy inhibits ROS-mediated NLRP3 inflammasome activation, decreasing IL18 and IL1B
production [63]. Defective autophagy leads to impaired bacterial elimination and antigen presentation, impairing T cell activation [92]. T cell activation is supported by the
autophagic receptor TAX1BP1 that binds to LC3 and induces autophagy, providing critical amino acids that activates MTORC1 complex and induces metabolic transition of
activated T cells [99]. An alteration of autophagy impairs T cell metabolic transition and proliferation, leading to decreased numbers of CD4* and CD8* T cells, impaired
memory CD8" T cell development, decreased Treg cell survival and increased Th2 and Th17 responses [91,93-99]. (L) Bacteroides fragilis from gut microbiota secrete
immunomodulatory molecules through OMVs that are recognized by DCs via TLR2, activating LAP through NOD2 and ATG16L1 and inducing FOXP3* Treg cells, which
produce IL10, thus limiting CD4" T cell-mediated inflammatory responses [101,102]. DCs having the autophagy-related risk variants fail to induce IL10 production by FOXP3*
Treg cells in response to B. fragilis-derived OMVs [101,102].



The autophagy-associated protein IRGM and its murine
ortholog IRGM1 have also a role in Paneth cell morphology
and function. Indeed, irgm1”" mice display marked Paneth cell
alterations, including abnormal secretory granule development,
decreased expression of selected antimicrobial peptides and
increased susceptibility to DSS-induced colitis [24]. Moreover,
in contrast to conventionally raised irgm1”’~ mice, specific-
pathogen-free irgm1”" mice present only a slight increase in
susceptibility to DSS-induced inflammation and minimal
abnormalities in Paneth cell morphology and antimicrobial
peptide production [25]. These mice also present a profound
difference in the gut microbiota composition [25]. These sug-
gest that environmental conditions, by modifying the gut
microbiota composition, strongly impact the effect of genetic
susceptibility on Paneth cells, and subsequently on epithelial
functions and susceptibility to intestinal inflammation.

Together, these studies show that autophagy is a key reg-
ulator of Paneth cell homeostasis, and that autophagy dys-
function might be implicated in the abnormality of Paneth
cells observed in CD.

Autophagy and gut microbiota

Autophagy has a role in the control of gut microbiota com-
position, and dysfunctional autophagy has been linked with
intestinal dysbiosis (Figure 1B). Indeed, mice with colonic
epithelial cell-specific Atg7 deficiency show altered fecal
microbiota composition with an increase in total bacteria
and an enrichment in Clostridum leptum, Eubacterium cylin-
droides and Bacteroides fragilis compared to WT control mice
[26]. Furthermore, mice with colonic epithelial cell-specific
Atg7 deficiency exhibit increased bacterial burden in the
colonic epithelium compared with WT mice under the steady
state and following DSS-induced colitis [26]. Similarly, com-
pared with WT mice, Atg5[AIEC] mice exhibit altered gut
microbiota composition with reduced diversity, as observed
in CD, and a decreased number of the bacteria implicated in
the control of inflammatory responses, such as those from the
Lachnospiraceae and Ruminococcaceae families, of which the
abundance is decreased in CD [27]. Conversely, Atg5[AIEC]
mice exhibit an increased number of pro-inflammatory bac-
teria, such as those from the Pasteurellaceae family, of which
the abundance is increased in CD [27]. Moreover, Atg5
[AIEC] mice exhibit decreased abundance of Akkermansia
muciniphila, as shown in IBD, and increased abundance of
Candidatus Athromitus, segmented filamentous bacteria able
to induce the differentiation of naive CD4" T cells towards Th
(T helper) 1 and Th17 cells implicated in IBD pathogenesis
[27]. Recently, changes in the fecal microbiota composition of
knock-in mice expressing the ATGI6L17°* variant com-
pared to WT mice at steady state with an increase in the
order Bacteroidales was reported [28]. During DSS-induced
colitis, the knock-in mice display altered fecal microbial com-
position associated with a decrease in the phylum Firmicutes
and an increase in the phyla Bacteroidetes, Proteobacteria and
Cyanobacteria, compared to WT mice [28]. Gnotobiotically-
housed knock-in mice expressing the ATGI6L1™"°* variant
that received stool from a patient with active CD, but not
from one with active UC, exhibit a difference in the fecal
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microbiota composition, with an increase in Bacteroides abun-
dance, compared to WT mice [28]. This is associated with
increased Th17 and Thl cells in the lamina propria of the
colon and the ileum without the development of intestinal
inflammation [28]. Together, these results revealed that the
ATGI16L1""* risk variant contributes to gut dysbiosis and
dysregulated immune response prior to disease symptoms.
However, how host genotype or particular SNPs influence
gut microbiota composition or function is still not fully
understood. Or in other words, cause-consequence mechan-
isms behind the link between human host genetics and the gut
microbiota are still unclear.

Recently, our group showed that deficiency of the amino
acid deprivation sensor EIF2AK4 (eukaryotic translation
initiation factor 2 alpha kinase 4) in mice, which leads to
impaired autophagy-mediated clearance of CD-associated
AIEC and consequently enhanced inflammation [29], induces
changes in the fecal microbiota composition upon AIEC
colonization but not under the steady state [30]. This sug-
gested that in some conditions, defective autophagy alone
does not trigger intestinal dysbiosis but its combination with
an infectious agent can do so. It was reported that the IBD-
associated risk variants, including those in NOD2, ATGI16L]1
and IRGM genes, can influence the fecal microbiota composi-
tion of healthy individuals, characterized by a decrease in
Roseburia spp., an acetate-to-butyrate converter that produces
butyrate, a short-chain fatty acid having an important role in
IEC homeostasis [31]. Zhang and co-authors also reported an
increased amount of IgA-coated bacteria, which were identi-
fied as IBD-promoting microbes [32], in the feces of mice
with myeloid cell-specific Atg16l1 deficiency and in both non-
IBD and CD patients carrying the ATGI6L1"*** variant [33]
(Figure 1B). Furthermore, CD patients homozygous for the
ATGI6L1™?4 variant exhibit a higher abundance of the
pathosymbiont groups, including Enterobacteriaceae (mostly
Escherichia coli), Bacteroidaceae (mostly Bacteroides fragilis)
and Fusobacteriaceae, in the inflamed ileum compared with
the patients homozygous for the WT ATGI6LI allele [34].

Autophagy in host cells can be influenced by the gut micro-
biota composition. It was shown that fecal microbiota trans-
plantation induces an increase in autophagy-related protein
levels in the intestinal mucosa of piglets, suggesting that intest-
inal microbiota modulation may influence mucosal autophagy
[35]. Bacterial metabolites have a major effect on energy home-
ostasis and also on autophagy in colonic epithelial cells [36]. In
particular, germ-free mice exhibit altered energy metabolism,
leading to enhanced autophagy in colonic epithelial cells com-
pared to conventionally raised control mice [36]. Colonization
of germ-free mice with the microbiota derived from conven-
tionally raised mice or with Butyrivibrio fibriosolvens,
a butyrate-producing bacterial strain, restores autophagy in
colonic epithelial cells to normal levels [36].

We and others have shown that abnormal AIEC coloniza-
tion suppresses autophagy by modulating microRNA (MIR/
miRNA) levels in host cells [37,38]. Lu and co-authors
revealed that MIR106B and MIR93 levels are increased in
various human cell lines upon AIEC infection, inhibiting
ATGI6L1 expression and impairing autophagy-mediated
AIEC elimination [38]. We also showed in vitro and in
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vivo that AIEC induce an upregulation of Mir30c and
Mirl30a levels in IECs, leading to inhibition of ATG5 and
ATGI6L1 expression, respectively, and to impaired autop-
hagy-mediated clearance of intracellular AIEC [37]. This con-
sequently leads to abnormal intracellular replication of AIEC
and enhanced AIEC-induced inflammation [37]. We also
observed an inverse correlation between the levels of
MIR30C and MIRI30A and those of ATG5 and ATGI6LI
mRNAs in the ileal mucosa of CD patients compared to
control subjects or UC patients. Although the presence of
AIEC in these human biopsies was not defined, this result
suggested that AIEC might reduce autophagy to favor their
own colonization in CD.

Together, these data highlighted how autophagy in host
cells regulates intestinal microbial communities and limits the
expansion of pathobionts, and how the pathobionts have
adapted to subvert this process to evade host cells.

Autophagy and ER stress

Autophagy, unfolded protein response and ER stress are
interconnected at many levels [39]. ER is the primary site
for folding and quality control of proteins, and any perturba-
tion that alters ER homeostasis can cause misfolded protein
accumulation, leading to activation of unfolded protein
response, autophagic response or apoptosis [39]. In response
to extended ER stress, unfolded protein response activation
induces Ca®" release from the ER, which in turn activates the
key regulator of autophagy AMPK (AMP-activated protein
kinase) [40]. It was reported that ER stress activates ATF6
(activating transcription factor 6)-DAPK1 (death-associated
protein kinase 1) signaling in IECs, enhancing autophagic
killing of intracellular bacteria [12]. Recently, it was shown
that ER stress upregulates MIR346 level in both epithelial and
squamous cell lines, leading to enhanced translation of GSK3B
(glycogen synthase kinase 3 beta) mRNA and consequently
increased GSK3B protein level. This favors the dissociation
between BCL2 (B-cell lymphoma 2) and BECN1 (beclin 1),
thus promoting mitophagy, a selective degradation of mito-
chondria by autophagy, and reducing levels of intracellular
reactive oxygen species (ROS) [41] (Figure 1C).

Autophagy can reduce ER stress in various inflammatory
and immune diseases [42]. In a mouse model of DSS-induced
colitis, pharmacological or genetical inhibition of TREMI1
(triggering receptor expressed on myeloid cells 1), known to
amplify inflammation in several diseases, enhances both
macroautophagy and chaperone-mediated autophagy by
inducing MTOR (mechanistic target of rapamycin kinase)
deregulation, thus compensating the unfolded protein
response to reduce ER stress [43]. This also re-establishes
gut microbiota homeostasis, thus preventing colonic inflam-
mation and attenuating experimental colitis severity [43].
Dysfunctional autophagy leads to increased ER stress in mur-
ine IECs [44-46]. A correlation between the presence of the
ATG16L1™%4 variant and ER stress in Paneth cells and
increased AIEC colonization in patients with quiescent CD
was reported [46]. Atgl611°"E mice develop spontaneously
CD-like transmural ileitis, and this is mediated via impaired
clearance of the aggregates of the ER stress sensor ERN1/

IREIA (ER to nucleus signaling 1) during ER stress in
Paneth cells [44]. ERN1 accumulation was also observed in
intestinal epithelial crypts of healthy individuals and CD
patients homozygous for the ATGI6LI™* allele [44].
Mechanistically, in mouse IECs experiencing ER stress,
when autophagy is defective, ERNI is not recruited to autop-
hagosomes, which is mediated via its interaction with the
autophagy receptor OPTN (optineurin), and thus is not
degraded by autophagy [44] (Figure 1G). Together, these
results showed that the impaired clearance of ERN1 aggre-
gates during ER stress due to defective autophagy may pre-
dispose to IBD [44].

Moreover, stimulation of NOD and TNF receptors in IECs
in a mouse model of DSS-induced colitis leads to ATG16L1
phosphorylation specifically at serine 218 by CHUK/IKKA
(conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase), thus protect-
ing ATG16L1 from CASP3-dependent cleavage and limiting
ER stress activation [47] (Figure 1E). However, in mice
expressing inactivable CHUK specifically in IECs, ATG16L1
degradation is enhanced as observed with the ATG16L17>%*
protein, leading to increased ER stress response [47]. This
consequently increases CASP12 level, resulting in CASP1
activity inhibition and decreased secretion of the cytoprotec-
tive IL18, thus delaying epithelial regeneration and enhancing
inflammation [47]. This study shows a novel mechanism by
which CHUK prevents ER stress and inflammation via limit-
ing degradation of the CD-associated ATG16L1""* protein.

ER stress and defective autophagy can act in synergy to
promote IBD development [45]. Indeed, mice deficient in both
Atgl6ll and Xbpl (X-box binding protein 1) specifically in IECs
(Atgl6l1[AIEC]Xbp1[AIEC]) develop more severe colitis com-
pared to Atgl6l1[AIEC] or XbpI1[AIEC] mice [45]. However, all
Atgl6lI[AIEC], Xbpl[AIEC] and Atgl6l1[AIEC]XbpIl[AIEC]
mice exhibit increased accumulation and hyper-activation of
ERNI1 [45], which seems to be due to defective ERN1 degrada-
tion by autophagy [44]. Primary IECs from CD patients carrying
several risk variants implicated in both autophagy and ER stress,
but not in autophagy alone, exhibit significantly higher ER stress
response after ER stress induction but not at the basal level,
indicating that the genetic predispositions in both pathways
should be considered when looking at functional level [48].

Autophagy and mitochondrial ROS secretion

Autophagy, especially mitophagy, by eliminating damaged or
superfluous mitochondria, plays a major role in limiting ROS
accumulation. Mutations in the autophagy-related genes or
autophagy deficiency have an impact on ROS levels via the
impaired elimination of dysfunctional mitochondria in several
cell types [49,50]. Murine macrophages expressing dysfunc-
tional ATG16L1 produce higher amount of ROS following
lipopolysaccharide (LPS) stimulation compared to WT macro-
phages [51]. Consistently, ROS production by Atgl6l1-deficient
murine DCs is increased compared to WT DCs either at base-
line or upon Salmonella Typhimurium infection, and this is
associated with an increased number of mitochondria probably
due to impaired mitophagy [52]. In regulating ROS level,
autophagy has an impact on cytokine secretion [53]. Indeed,
in human intestinal epithelial T84 cells depleted in NOD2 or



ATGI6LI gene, disruption of mitochondrial functions leads to
increased IL8 production in response to commensal E. coli
compared to WT cells [54]. Furthermore, autophagy deficiency
increases secretion of the pro-inflammatory cytokine MIF
(macrophage migration inhibitory factor) by macrophages
both basally and in response to bacterial LPS in
a mitochondrial ROS-dependent manner [55]. Macrophages
depleted in the autophagy gene Mapllc3b (microtubule-
associated protein 1 light chain 3B) exhibit dysfunctional mito-
chondria, associated with increased ROS production, leading to
enhanced IL1B and IL18 secretion in response to LPS [56].

Autophagy and ROS are involved in intestinal stem cell (ISC)
maintenance [57] and IEC defense against intracellular bacteria
[13] (Figure 1I). Indeed, Atg5[AIEC] mice exhibit a fewer num-
ber of ISCs, associated with higher ROS level and defective ISC-
associated intestinal recovery after irradiation, compared to WT
mice [57]. Treatment of Atg5[AIEC] mice with an antioxidant
rescues the defect in ISC-associated intestinal recovery, suggest-
ing that autophagy, by reducing excessive ROS level, allows the
maintenance of ISCs and intestinal regeneration [57].

Finally, in modulating autophagy, intestinal microbiota may
influence ROS production. Indeed, trimethylamine-N-oxide,
a choline-derived metabolite produced by gut microbiota, via
inhibiting ATG16L1, SQSTM1 (sequestosome 1) and LC3-II,
increases ROS production in a dose and time dependent man-
ner, thus explaining its involvement in IBD [58].

Autophagy and inflammasome activation

Previous studies showed that dysfunctional autophagy leads to
abnormal inflammasome activation, which is associated with
increased CASP1 activity, elevated IL1B and IL18 production
and higher susceptibility to experimental intestinal inflamma-
tion in mice [59,60]. Recently, it was shown that mice with
macrophage-specific Atg5 depletion or knock-in mice expres-
sing the ATG16L1™°°* variant exhibit increased inflamma-
some-mediated IL1B secretion compared to their controls,
leading to more severe endotoxin-induced uveitis, an eye
disease frequently developed by CD patients [61]. Murine
macrophages deficient in the anti-inflammatory cytokine
IL10 exhibit impaired mitophagy together with damaged
mitochondrial accumulation, increased ROS production and
aberrant inflammasome activation upon LPS stimulation [62].
Macrophages from il10”" mice or IBD patients with a null
mutation in the ILIOR (interleukin 10 receptor) gene exhibit
damaged mitochondrial accumulation, associated with dysre-
gulated NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3)
inflammasome activation and elevated IL1B production [62].
These results suggested that IL10 prevents the development of
intestinal inflammation, at least in part, via promoting mito-
phagy to limit inflammasome activation and inflammatory
responses [62]. Autophagy-mediated inhibition of inflamma-
some activation was also reported as a novel mechanism
underlying the role of EIF2AK4 in controlling intestinal
inflammation [63]. Indeed, upon amino acid starvation,
EIF2AK4 activation exerts a protective effect on DSS-
induced colitis in mice by inducing autophagy, thus reducing
ROS-dependent inflammasome activation in ITGAX/CD11¢"
antigen-presenting cells and IECs and inhibiting intestinal
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inflammation [63] (Figure 1K). Eif2ak4 deficiency specifically
in CD11c" antigen-presenting cells or IECs in mice results in
impaired autophagy activation, leading to increased mito-
chondrial ROS level and subsequently to increased suscept-
ibility to DSS-induced colitis [63] (Figure 1K). Recently, the
CD susceptibility genes PTPN2 (protein tyrosine phosphatase
non-receptor type 2) and PTPN22 have been implicated in the
regulation of autophagy and inflammasome activities [64,65].
It has been reported that a loss-of-function variant in PTPN2
gene is a risk factor for CD, while a gain-of-function variant
in PTPN22 gene is associated with reduced risk of CD [66].
PTPN22 dephosphorylates NLRP3 inflammasome to limit the
sequestration of NLRP3 into autophagosomes to be degraded
in autolysosomes [64] (Figure 1J). In human macrophages
and murine bone marrow-derived DCs, loss of PTPN22
leads to enhanced NLRP3 phosphorylation and subsequent
NLRP3 degradation, thus decreasing IL1B secretion [64]. Loss
of functional autophagy counteracts the reduction of NLRP3
activation observed in PTPN22-deficient cells, leading to
increased IL1B secretion [64] (Figure 1J). PTPN2, involved
in autophagy regulation, was shown to regulate inflamma-
some activation and IL1B secretion by limiting the phosphor-
ylation of the adaptor molecule ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD), which is required
for inflammasome assembly. In mice, loss of Ptpn2 in myeloid
cells results in increased susceptibility to DSS-induced colitis
due to increased inflammasome assembly and elevated IL1B
production [65] (Figure 1J). Autophagy and inflammasome
activation are recently linked via the key inflammatory reg-
ulator NFKB (nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B cells) [67]. Indeed, NFKB activates expression
of the selective autophagy receptor SQSTM1, promoting the
mitophagy-mediated elimination of damaged mitochondria
that secrete NLRP3-activating signals, thus inhibiting inflam-
masome activation and IL1B production [67] (Figure 1J).
Recently, Mehto et al. showed for the first time that IRGM/
IRGM1 mediates its anti-inflammatory activity by suppressing
the activation of NLRP3 inflammasomes via at least two
distinct mechanisms: (i) IRGM/IRGM1 physically interacts
with NLRP3 inflammasome components and prevents inflam-
masome assembly, and (ii) IRGM/IRGM1 interacts with
SQSTM1 and mediates SQSTM1-dependent selective autop-
hagic degradation of NLRP3 inflammasome components [68]
(Figure 1]). Using IRGM-depleted human THP-1 macro-
phages and irgmI” mice, it was shown that IRGM/IRGM1,
by restricting inflammasome activity, protects from inflam-
mation-induced cell death and suppresses DSS-induced colitis
[68]. This work importantly showed a direct role of IRGM in
suppressing inflammation and suggested that the CD-
associated IRGM risk variant fails to do so, thus exacerbating
inflammasome activity and the subsequent inflammation.
Whereas most of the studies on the cross-talk between
autophagy and inflammasome have reported that autophagy
inhibits inflammasome activation to prevent excessive inflam-
mation, ROS and inflammasome can be involved in the reg-
ulation of autophagy activation. Indeed, NLRP3 was identified
as a novel binding partner of the autophagy inhibitor MTOR
[69]. Under inflammatory conditions, NLRP3 inflammasome
binds to and promotes MTOR phosphorylation, inhibiting
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autophagy and impairing the autophagy-mediated elimination
of pro-inflammatory mediators and consequently exacerbat-
ing inflammation [69]. Hypoxia, an important environmental
factor that influences IBD development, can counteract intest-
inal inflammation in a mouse model of DSS-induced colitis or
in il10”" mice by reducing NLRP3-MTOR binding, thus acti-
vating the autophagy-mediated degradation of NFKB signal-
ing mediators and reducing expression of pro-inflammatory
genes [69]. However, it was reported that during Legionella
pneumophila infection, inflammasome activation promotes
autophagy, thus facilitating bacterial clearance [70].
Furthermore, in response to intracellular pathogens, CASP4
is activated, leading to inflammasome activation, thus posi-
tively regulating autophagosome biogenesis and trafficking to
lysosomes in macrophages [71]. This consequently increases
xenophagy-mediated pathogen elimination [71].

Therapies involving the modulation of autophagy and NLRP3
inflammasome to alleviate IBD have been largely studies.
Administration of andrographolide, a herbal extract isolated
from a Southeast Asian plant, to mice with DSS-induced colitis
enhances mitophagy in peritoneal macrophages, leading to
NLRP3 inflammasome inhibition and subsequently amelioration
of colitis [72]. Agonist-mediated activation of cannabinoid recep-
tor 2, a G protein-coupled receptor mainly located on immune
cells and has been used to treat IBD, increases autophagy, which
in turn inhibits NLRP3 inflammasome activation and attenuates
DSS-induced colitis in mice [73]. Conversely, inhibition of
NRLP3 inflammasome could be an efficient strategy to promote
autophagy activation. Administration of Ginsenoside Rd, an anti-
inflammatory molecule, was reported to inactivate NLRP3
inflammasome, thus inducing SQSTM1-driven mitophagy, lead-
ing to amelioration of DSS-induced colitis in mice [74].

Together, these studies showed a mutual regulation
between autophagy and inflammasome, and raised the possi-
bility to use NLRP3 inhibitors that induce autophagy or
autophagy activators that inhibit inflammasome as potential
therapeutic molecules for IBD treatment.

Autophagy and innate and adaptive immune
responses

The role of autophagy in maintaining intestinal immune
homeostasis has been largely investigated. Previous studies
have shown that autophagy is required for intracellular bac-
terial handling, inhibiting pro-inflammatory cytokine produc-
tion in IECs and immune cells, and that the CD-associated
variants in the autophagy-associated genes fail to do so [2,5]
(Figure 1D and J). Recently, it was shown that primary
Atgl6ll-deficient murine macrophages and primary human
macrophages harboring the ATGI6L1™°°* variant exhibit
increased ROS production, impaired mitophagy and dimin-
ished fusion of Salmonella Typhimurium-containing vesicles
with LAMP1 (lysosomal-associated membrane protein 1)-
labeled lysosomes, leading to impaired bacterial clearance
and reduced MHC class II antigen processing [33]. Mice
with Atgl6ll deficiency in myeloid cells show exacerbated
DSS-induced  colitis  with  increased ratio of pro-
inflammatory to anti-inflammatory macrophages, enhanced
pro-inflammatory cytokine production, and elevated IgA-

coated intestinal bacterial numbers [33]. Using bone marrow-
derived macrophages from transgenic mice overexpressing
Lrrk2 infected with Mycobacterium leprae, LRRK2 was
shown to bind to BECNI to induce BECNI1 degradation,
thus inhibiting autophagy [75]. Moreover, increased LRRK2
expression, as given by the CD-associated risk variant in
LRRK?2 gene, leads to enhanced NFKB activation induced by
CLEC7A/Dectin-1, a recently discovered pattern-recognition
receptor (PRR), and consequently excessive pro-inflammatory
cytokine secretion [75]. LRRK2 inhibitors decrease CLEC7A-
induced TNF production by mouse DCs and ameliorate DSS-
induced colitis in control and Lrrk2 transgenic mice, and
inhibit TNF production by DCs from CD patients [75].
Although the implication of IRGM in xenophagy-mediated
intracellular bacterial restriction and regulation of inflamma-
tion has been documented, the exact underlying molecular
mechanism was just recently revealed. Indeed, IRGM func-
tions as a key player in the formation and activation of the
autophagy initiation complex, including ULK1 and BECNI,
while at the same time physically couples to NOD2 and
ATGI16L1, and this is crucial for the antimicrobial and anti-
inflammatory functions of autophagy [76] (Figure 1D).

Early onset of CD was recently associated with Niemann-
Pick disease type C (NPC), a neurodegenerative lysosomal
lipid storage disorder, in which the NPCI (NPC intracellular
cholesterol transporter 1) gene involved in lipid transport is
mutated [77]. Using peripheral blood monocyte-derived
macrophages from patients having the NPCI gene mutation,
it was shown that this mutation is linked to impaired autop-
hagy due to a defective autophagosome formation. This con-
sequently abolishes NOD2-mediated handling of intracellular
bacteria, and this is similar to the effects given by the CD-
associated variants in NOD2 or XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis) gene [77]. XIAP binds and ubiquitinates the adap-
tor protein RIPK2 following muramyl dipeptide-mediated
NOD?2 activation, thus activating NFKB signaling pathway
and cytokine production [77]. In contrast to NOD2 and
XIAP variants, NPCI variant does not influence NOD2-
RIPK2-XIAP-dependent cytokine production [77]. The defect
in bacterial clearance given by the NPCI variant can be over-
come by pharmacological activation of autophagy [77].
Recently, it was revealed that inhibitors of apoptosis proteins,
such as XIAP, are required for the fusion of autophagosome
with lysosome during autophagy [78]. Inhibition or loss of
function of inhibitor of apoptosis proteins results in impaired
autophagic flux, responsible for defective mitophagy and
impaired bacterial clearance, and increased secretion of TNF
and IL1B, which may lead to CD development [78]. In addi-
tion to an efficient fusion of autophagosome with lysosome,
a functional lysosome is also required to guarantee pathogen
elimination. It was recently shown that GPR65 (G protein-
coupled receptor 65), a H'-sensing G protein-coupled recep-
tor encoded by an IBD susceptibility gene, plays a role in
maintaining lysosomal pH and thus lysosomal function, pre-
serving autophagy and pathogen defense [79]. Epithelial cells
or lymphoblasts from IBD patients carrying the GPR65/1231L
missense variant exhibit aberrant lysosomal acidification,
which results in lysosomal dysfunction, and impaired autop-
hagy-mediated intracellular bacterial clearance [79]. Mice



with Gpr65 deficiency are more susceptible than WT mice to
Citrobacter rodentium-induced intestinal disease, as shown by
higher levels of C. rodentium in the caecum, colon and feces
and more severe colonic inflammation with enhanced infiltra-
tion of T cells [79].

However, other studies have reported that autophagy defi-
ciency increases resistance to infection with C. rodentium
[80,81]. Marchiando et al. reported that compared to WT
mice, Atgl6l1I[HM] mice are more resistant to C. rodentium
infection, displayed by reduced number of C. rodentium asso-
ciated to the colon and caecum, increased survival, decreased
weight loss and diarrheal disease and protection from colonic
inflammation [80]. Mechanistically, this protection is due to
enhanced immune response in Atgl6/I[HM] mice and is
dependent on monocytes and NOD2 [80]. Similarly, Atgl6ll
[HM] mice are protected against C. rodentium infection via
enhanced IFN-I response to the gut microbiota [81]. The same
results were obtained in atg4b'/ ~ and Ic3b™" mice, but not in
mice deficient in Atgl6l1 specifically in myeloid cells, indicating
that the autophagy-mediated protection against C. rodentium
requires myeloid cells [81]. These studies suggested that autop-
hagy-associated gene variants may have conferred the host
a protection against certain pathogen infections.

Recently, an unexpected role of ATG16L1 in regulating IL22
signaling in the intestinal epithelium via modulating CGAS (cyc-
lic GMP-AMP synthase)-TMEM173/STING (stimulator of inter-
feron genes protein)-IFN-I pathway was revealed [82]. Aden et al.
showed that IL22 stimulation results in transient ER stress, thus
activating IFN-I signaling via CGAS-TMEM173/STING in
intestinal organoids, and this is increased in those derived from
Atgl6l1[AIEC] mice [82]. This consequently exacerbates TNF
production and TNF-induced cell death in Atgl6lI-deficient
intestinal organoids. Systemic treatment of Atgl16/1[AIEC] mice
with IL22 aggravates intestinal inflammation and causes exces-
sive necroptotic intestinal cell death, and these effects are ame-
liorated by inhibiting IFN-I signaling [82]. This study suggested
that IL22 signals together with autophagy-associated risk factors
may contribute to tissue damage and inflammation in CD. IFN-I
responses and cytokine secretion may be also regulated by selec-
tive autophagy-mediated control of the turnover of the innate
adaptor TIRAP/TRIF (toll-interleukin 1 receptor [TIR] domain-
containing adaptor protein) in response to TLR (toll-like recep-
tor) activation [83] (Figure 1J). Indeed, the autophagy receptors
SQSTM1 and TAX1BP1 (Tax1 binding protein 1) target TIRAP
for degradation by selective autophagy, and that Atgl6ll-
deficient murine bone marrow-derived macrophages or DCs
exhibit TIRAP accumulation, driving TIRAP-dependent inflam-
matory signaling upon TLR stimulation with increased IFNBI
and IL1B production [83] (Figure 1]). Consistently, elevated
production of IFNB1 and IL1B upon LPS treatment by human
macrophages carrying the ATGI6LI™"* allele compared to
those harboring the WT ATG16L1 allele was observed [83].

Another IBD-associated MTMR3 (myotubularin-related
protein 3) risk allele was shown to amplify the PRR-induced
innate immune response by decreasing autophagy [84]. Indeed,
myeloid cells from healthy individuals carrying the IBD-
associated polymorphism in the MTMR3 gene exhibit
increased MTMR3 expression, leading to decreased PRR-
induced autophagy by reducing cellular levels of
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phosphatidylinositol-3-phosphate, which are associated with
autophagy initiation and maturation. This consequently leads
to increased PRR-induced CASP1 activation and cytokine
secretion [84].

Selective autophagy receptors, such as OPTN, are required
for an appropriate regulation of cytokine response. Indeed,
bone marrow-derived macrophages from Optn-deficient mice
present a reduced ability to secrete TNF and IL6 upon stimu-
lation with heat-killed E. coli, due to a mis-trafficking of these
cytokines to lysosomes [85]. Optn-deficient mice are more
susceptible to C. rodentium-induced colitis, associated with
greater colitis score, reduced TNF level in the serum and
impaired neutrophil recruitment to the site of infection com-
pared to WT mice [85]. Transcriptomic analysis of CD and
control macrophages revealed that the gene encoding OPTN
is under-expressed in approximately 10% of CD patients, and
this is associated with decreased OPTN protein level and
reduced cytokine secretion by macrophages upon bacterial
infection [86]. Moreover, neutrophils can be the target of CD-
associated AIEC, which invade and replicate within these cells
[87]. Indeed, AIEC reside in non-acidic autolysosomes with-
out being degraded, suggesting that AIEC either delay or
prevent the full maturation of autolysosomes [87]. This is
correlated with the induction of autophagic cell death and
exacerbated IL8 production [87].

It was recently shown that ATGI6L1 can act as an impor-
tant player in innate immune defense by limiting pathogen
dissemination during infection via an autophagy-independent
mechanism. Indeed, ATG16L1 and its binding partners ATG5
and ATGI12 are required for the repair of plasma membrane
damage caused by bacterial pore-forming toxins, thus main-
taining cell viability [88]. ATG16L1 was also found to restrict
cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes by limiting plasma
membrane damage mediated by listeriolysin O, a pore-forming
toxin expressed by the bacterium [88]. Importantly, expression
of the CD-associated ATGI6L1"*** risk allele leads to a defect
in plasma membrane damage repair upon L. monocytogenes
infection and increased cell-to-cell spread by the bacterium
[88]. Thus, it should be kept in mind that the autophagy-
related genetic variants can contribute to IBD pathogenesis
via autophagy-independent pathways or mechanisms.

In addition to its role in innate immunity, autophagy has
been implicated in adaptive immunity. After the degradation of
intracellular pathogens in autolysosomes, the produced antigens
are presented by MHC class II molecules to T cells to induce
adaptive immune responses, a process that can be promoted by
autophagy [89]. Infection of DCs by AIEC activates autophagy,
thus contributing to the elimination of intracellular AIEC and to
generation of MHC class II antigen-specific CD4" T cell
response [90]. Furthermore, autophagy negatively modulates
adaptive responses by destabilizing the immunologic synapse,
which is the DC-T cell contact site [91]. Depletion of Atgl6lI or
Irgml in DCs in mice results in hyperstable DC-T cell interac-
tion, increased T cell activation, and activation of a Thl7
response [91]. DCs from CD patients carrying the
ATGI6LI"*** allele have a similar hyperstable DC-T cell inter-
action [91]. This suggests that the IBD-associated genetic var-
iants in autophagy-associated genes might lead to increased
adaptive immunity, enhancing disease development.
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Several studies have revealed that T cells are highly sensitive to
alterations of autophagy process [92]. Indeed, murine models
with T-cell-specific defective autophagy exhibit decreased num-
bers of CD4" and CD8" T cells and alteration of T cell prolifera-
tion, revealing the key role of autophagy in T cell homeostasis
[93-95] (Figure 1K). Moreover, autophagy substantially contri-
butes to effector CD8" T cell survival and memory formation
[96-98] (Figure 1K). It was recently demonstrated that autophagy
mediated by the autophagy receptor TAX1BP1 is implicated in
the control of cellular metabolism enabling T cell activation,
revealing the crucial relationship between immune activation,
autophagy and metabolism of immune cells [99] (Figure 1K).
Th cells play a critical role in intestinal immune responses, and
their number and behavior vary during IBD [100]. Autophagy is
directly involved in favoring regulatory T (Treg) cell survival and
in restricting pro-inflammatory Th2 cell expansion, and T cell-
specific autophagy inhibition leads to changes in the balance
between different Th cell types in the intestine [95]. Mice lacking
Atgl6l1 in CD4™ T cells develop spontaneously intestinal inflam-
mation characterized by Th2 responses against dietary and gut
microbiota antigens and by a loss of Treg cells, suggesting that
autophagy plays a role in promoting the survival of Treg cells,
limiting mucosal Th2 cell expansion and thus limiting Th2 type
inflammation [95] (Figure 1K). Mice deficient in Eif2ak4 speci-
fically in antigen-presenting cells or IECs exhibit exacerbated
Th17 responses and intestinal inflammation, and this is mechan-
istically due to impaired autophagy, enhanced inflammasome
activation and IL1B production [63] (Figure 1K).

Recently, it was reported that a functional autophagy is
required for the sensing of microbiota-derived protective sig-
nals to initiate an efficient immune response and to inhibit
intestinal inflammation [101]. Indeed, the commensal bacter-
ium Bacteroides fragilis secretes the immunomodulatory
molecule polysaccharide A through outer membrane vesicles
(OMVs), which is then sensed by DCs through TLR2 [102],
resulting in enhanced conversion of naive CD4" T cells into
FOXP3" (forkhead box P3) Treg cells that produce IL10 and
subsequently protection of mice from experimental colitis
[102]. OMVs require ATG16L1 and NOD2 to activate the
LC3-associated phagocytosis (LAP), a non-canonical autop-
hagy pathway specifically activated by microbial ligands, in
murine bone marrow-derived DCs [101] (Figure 1L). Upon
oral administration of OMVs, although WT mice are pro-
tected from 2,4-dinitrobenzenesulfonic acid-induced colitis,
mice deficient in Afgl6ll specifically in CD11" DCs exhibit
increased weight loss and elevated mortality similarly to those
that did not receive OMV's [101]. Moreover, the production of
IL10 by CD4"FOXP3" Treg cells is significantly reduced in
mice deficient in Atgl6ll in CD11" DCs versus WT mice
[101]. Murine bone marrow-derived DCs deficient in Nod2
are also defective in inducing IL10 production by FOXP3"
Treg cells in response to B. fragilis-derived OMVs during
in vitro co-culture [101]. Finally, in contrast to those carrying
the WT alleles, monocyte-derived DCs from CD patients or
healthy controls homozygous for the ATGI6L1™* variant
pulsed with B. fragilis OMVs and co-cultured with syngeneic
CD4" T cells are unable to induce IL10 production by
FOXP3" Treg cells. These findings suggest that IBD-
associated genetic variants may lead to defective sensing of

protective signals from the microbiota, favoring the disease
development [101] (Figure 1L).

Collectively, these studies highlighted the molecular
mechanisms contributing to the modulation of innate and
adaptive immune cell function by autophagy, thus influencing
the outcome immune responses.

Future directions and conclusion

As discussed in this review, defective autophagy may have
a strong impact on the course of IBD, via disruption of
intestinal homeostasis, affecting gut microbiota composition,
impairing intracellular bacterial clearance and amplifying
intestinal inflammation. Thus, efforts have been made to
develop IBD treatments based on modulating autophagy.

Treatment with the rapamycin analogue everolimus, an
inducer of autophagy, ameliorates CD-like ileitis in /107
mice [103] and improves CD symptoms [104,105]. Two case
reports revealed an improvement of CD symptoms in two
patients treated with everolimus and another rapamycin analo-
gue named sirolimus by enhancing autophagy level [104,105].
However, in these contexts, the beneficial effects of rapamycin
analogues may be given by the autophagy-independent immu-
nosuppressive effects. The use of autophagy modulators as
a therapy remains challenging given the low pharmacological
specificity for their targets, the absence of specificity for
a particular cell type and the autophagy-independent effects.

Thus, strategies to modulate specifically autophagy with no
toxic effects should be developed to establish an efficient
therapy for IBD treatment. Interestingly, some compounds
derived from dietary products, such as vitamin D and curcu-
min, have been shown to induce autophagy [106,107].
Vitamin D deficiency is a critical factor in the pathology of
IBD, and it was recently shown that treatment of IECs with
vitamin D3 leads to increased autophagy activation [108].
This suggested that a vitamin D complementation in IBD
patients may palliate their deficiency and increase autophagy
level, leading to beneficial effects. Similarly, it was reported
that glutamine enhances autophagy in IECs both under basal
and stress-induced conditions by regulating MTOR and
MAPK/p38 pathways, thus limiting stress-induced cellular
apoptosis [109]. Several studies have recently revealed that
curcumin treatment, which has been shown to ameliorate
pathology in animal models of IBD and in clinical studies
[110], promotes autophagy in vitro and in vivo via diverse
molecular mechanisms [111-113]. Andrographolide, a herbal
extract, enhances mitophagy in macrophages, inhibiting
NLRP3 inflammasome and ameliorating DSS-induced colitis
[72]. Another herbal extract called celastrol extracted from the
root of Tripterygium wilfordii, a traditional Chinese medicine,
enhances autophagy by inhibiting the PI3K (phosphoinositide
3-kinase)-AKT-MTOR signaling pathway in colonic tissues of
il10”" mice, thus limiting colonic inflammation [114]. These
outcomes suggested that nutritional complementation of IBD
patients with natural products that induce autophagy may
alleviate the disease, and further investigations using large
patient cohorts are needed to confirm this effect.

Given the multifactorial etiology of IBD and the fact that the
underlying risk factors and pathophysiology being specific to



each patient, the development of efficient personalized
approaches for disease treatment appears essential. The induc-
tion of autophagy in CD patients having autophagy-associated
genetic defects to restore functional antimicrobial peptide secre-
tion and antimicrobial activity in Paneth cells and to activate an
efficient immune response could be an attractive therapeutic
concept [115]. Gene therapy is also a potential therapeutic strat-
egy to relieve, but also cure, IBD. Several miRNAs have been
reported to suppress autophagy by inhibiting expression of
autophagy-associated genes [106]. In this regard, we showed
in vitro and in vivo that inhibition of Mir30c and Mirl30a in
IECs abolished the AIEC-induced autophagy inhibition, rees-
tablishing an efficient AIEC clearance and inhibiting intestinal
inflammation [37]. This suggested that targeting these miRNAs
could be a strategy to treat specifically CD patients with abnor-
mal AIEC colonization. The use of an autophagy-inducing pep-
tide termed ‘Tat-BECN1I’, which can be internalized and induce
autophagy in various human cell types, has been also proposed
to treat human diseases with defective autophagy [116].
However, the use of autophagy-inducing peptide or miRNA-
based therapy to treat IBD remains problematic and requires the
development of gut-specific delivery systems as well as demands
further assessment on the effectiveness and security.

In conclusion, understanding the molecular mechanisms
behind the impact of IBD-associated autophagy alleles and
their interactions with other etiology factors required for disease
manifestation, including the resident microbiota and environ-
mental triggers, is crucial when developing new therapeutic
strategies. It should be kept in mind that the IBD-associated
autophagy gene variants are also present in healthy individuals,
and their presence alone is not sufficient to induce IBD. Thus,
the development of multiple pathway-integrated treatments,
depending on each patient subset, may be a successful strategy
to provide a cure for IBD. In particular, vectorized therapies to
target and modulate autophagy specifically in IBD patients with
defective autophagy should be highly considered.
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