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Préambule 

Clostridium difficile est la principale bactérie entéropathogène responsable d’infections nosocomiales 

associées aux antibiotiques dans les pays industrialisés. L'exposition aux antibiotiques, 

l'hospitalisation et l'âge avancé sont les principaux facteurs de risque associés à l'infection à C. 

difficile (ICD). L'ICD peut aller d'une diarrhée légère à une colite pseudomembraneuse grave 

menaçant le pronostic vital.  L’augmentation de l’incidence et de la sévérité des ICDs ces dernières 

années coïncide avec l’émergence de clones épidémiques, en particulier des souches de ribotype 

027. Cette augmentation a été accompagnée d’une augmentation des coûts des soins. Aux États-

Unis, l’impact économique annuel des ICDs sur le système de santé est estimé à près de 4,8 milliards 

de dollars en coûts supplémentaires dans les établissements de soins aigus. La plupart de ces coûts a 

été attribuée à des épisodes primaires d’ICD, avec un coût de 12 607 dollars par cas. En Europe, les 

coûts de prise en charge des ICD estimés par le Centre européen de prévention et contrôle des 

maladies (CEPCM) atteignent près de 4,4 milliards d’euros par an. Ces coûts élevés sont en grande 

partie liés à la prolongation des durées de séjours hospitaliers et la nécessité d'isolement des 

patients. Les toxines cytolytiques TcdA et TcdB de C. difficile représentent les facteurs majeurs de 

virulence et contribuent directement à la pathologie associée aux ICDs. D’autres facteurs jouent 

également un rôle dans la colonisation et la pathogénicité de la bactérie dont les adhésines 

(notamment les protéines de la couche S), les protéines de liaison à la matrice extracellulaire, les 

protéines de choc thermique, des protéases et les flagelles. Les flagelles bactériens confèrent la 

mobilité et le chimiotactisme à la bactérie et jouent également un rôle dans sa virulence en 

contribuant à plusieurs processus infectieux dont l’adhésion aux cellules de l’hôte, l’invasion 

cellulaire, l’auto-agglutination et la formation de biofilms. Les flagelles de C. difficile sont impliqués 

dans l’induction d’une réponse inflammatoire intestinale. En effet, la flagelline (FliC), composant 

structurel du filament des flagelles bactériens, interagit avec le récepteur de l’immunité innée TLR5 

(Toll-like-receptor 5) et induit l’activation des voies de signalisation pro-inflammatoires des MAPKs et 

de NF-B. Notre équipe a récemment rapporté que la souche épidémique (ribotype 027) R20291 de 

C. difficile, via l’interaction FliC-TLR5, active les voies de signalisation des MAPKs ERK1/2, JNK et p38, 

ainsi que celle de NF-B, dans un modèle de cellules épithéliales intestinales Caco-2, et induit la 

production de cytokines pro-inflammatoires. Par ailleurs, nous avons montré, à l’aide d’inhibiteurs 

des voies de signalisation, que la voie de NF-B est la voie du TLR5 principalement activée par la 

flagelline pour la production d’IL-8.  

Dans la première partie des travaux de recherche de cette thèse, nous avons confirmé in vivo, dans 

un modèle murin d’infection à C. difficile, le rôle de la flagelline de C. difficile dans la réponse 

inflammatoire intestinale et l’induction des voies de signalisation pro-inflammatoires associées. Nous 
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avons démontré que les flagelles agissent en synergie avec les toxines dans l’induction de cette 

réponse inflammatoire. Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes de régulation de 

cette réponse inflammatoire intestinale. Différents mécanismes de régulation des voies de 

signalisation des TLR ont été décrits. Parmi ces mécanismes, les microARN, des courtes séquences 

d’ARN non codant endogènes de 21 à 24 nucléotides, responsables de la régulation post-

transcriptionnelle de gènes par leur action spécifique sur les ARNm, jouent un rôle 

d’immunomodulateurs de la réponse innée par la régulation des voies dépendantes des TLRs. Les 

miARN, dont l’expression pourrait être induite par l’activation des TLRs, modulent la réponse 

inflammatoire par l’inhibition d’effecteurs des cascades de signalisation. Ces dernières années, de 

nombreuses recherches ont été initiées pour développer une nouvelle thérapie basée sur les miARNs 

selon deux stratégies distinctes : l'inhibition de leur activité, en utilisant des antagonistes des miARN 

(anti-miR), et l'augmentation de leur activité en utilisant des molécules mimants les miARN (miR-

mimic). Cette activité régulatrice fait de ces molécules des candidats médicament potentiels de 

nouvelle génération. Par conséquent, la modulation de la réponse inflammatoire en utilisant des 

miR-mimics ou des anti-miRs pourrait contribuer à réduire la réponse délétère de l'hôte, induite par 

les ICD, et responsable d’importantes lésions tissulaires et des manifestations cliniques sévères.  

Afin de comprendre le mécanisme de régulation de la réponse inflammatoire induite par C. difficile 

par les miARN, nous avons étudié l’expression et le rôle des miARN in vitro dans un modèle de 

cellules épithéliales intestinales et in vivo dans un modèle murin de l’infection. L’ensemble de nos 

résultats suggère que l'activation de la voie de signalisation pro-inflammatoire NF-B induite par les 

flagelles de C. difficile provoque une surexpression d’un miARN nommé miR-27a-5p qui à son tour 

inhibe, via une boucle de rétrocontrôle négatif, la voie de signalisation NF-B. Les conséquences 

d’une telle régulation pourraient avoir une incidence dans le degré de la réponse inflammatoire et 

donc dans des manifestations cliniques observées durant l’ICD. Cet aspect de la régulation de la 

réponse inflammatoire pourrait apporter des éléments nouveaux à considérer dans le contrôle des 

formes graves de l’infection par C. difficile. Nos résultats apportent la preuve de concept du rôle 

important du miR-27a-5p dans la modulation de la réponse inflammatoire et de son effet anti-

inflammatoire au cours de l’ICD, et font actuellement l’objet d’une demande de brevet.  

Dans la première partie de ce manuscrit, nous présenterons une revue bibliographique consacrée à 

l’infection à C. difficile, à la pathogénicité de la bactérie et à ses interactions avec son hôte. Une 

deuxième partie présentera les microARN, leur biogenèse, leur mécanisme d’action et leurs 

différentes fonctions biologiques. Nous développerons ensuite nos travaux expérimentaux sous 

forme d’un article publié et d’un second préparé pour soumission en attente du dépôt d’un brevet. 

Une discussion générale terminera ce manuscrit.  
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I. Les infections à Clostridium difficile (ICD) 

I.1. Historique  

C. difficile a été décrit pour la première fois par Hall et O’Toole en 1935, lors d’une étude sur la 

modification de la composition microbienne journalière des selles des nouveau-nés après leur 

hospitalisation. La bactérie a été décrite comme un bacille à Gram positif anaérobie strict avec des 

spores allongées et non bombées (Figure 1). A cause des difficultés rencontrées pour son 

isolement et sa culture in vitro, elle a été alors nommée « Bacillus difficilis » (1,2). Une autre 

propriété remarquable était sa pathogénicité. Certaines souches étaient capables de produire des 

toxines qui, injectées dans les tissus, provoquaient une mort par arrêt repiratoire avec des 

œdèmes dans les tissus sous-cutanées des lapins, chats, chiens, rats, pigeons et des cobayes (3). 

Cette bactérie sera classée, en 1938, dans le genre Clostridium et sera nommée Clostridium difficile 

dans l’« Approved List of Bacterial Names » (4). Entre 1940 et 1970, C. difficile a été toujours 

considérée comme commensale de l’Homme, malgré plusieurs études qui ont rapporté l’isolement 

de la bactérie chez des patients hospitalisés mais sans qu’un rôle pathogène ne lui soit attribué 

(5,6).  

Les colites pseudomembraneuses (CPMs) ont été décrites pour la première fois en 1893, avant la 

disponibilité des antibiotiques, comme une complication post-opératoire d’un ulcère peptique 

obstructif chez une jeune femme (7). Dix jours après la chirurgie, la patiente développe une 

diarrhée hémorragique et meurt (8). Après l’autopsie, la maladie a été identifiée comme une colite 

diphtérique. L’association des CPMs avec C. difficile ne sera décrite qu’après 1977, lorsque 

plusieurs études publiées pendant la même période ont rapporté le rôle de C. difficile dans 

l’apparition des CPMs. La première étude a montré la présence d’une grande quantité de toxines 

dans les selles des patients atteints de CPMs, suggérant ainsi que la bactérie, présente en faible 

quantité dans l’intestin des sujets sains, était capable, dans certaines conditions, de se multiplier et 

de produire des toxines qui allaient à leur tour induire des diarrhées post-opératoires ou des CPMs 

(9). En avril 1978, une deuxième étude a rapporté l’isolement de C. difficile dans des selles de 

patients atteints de CPMs, associées au traitement à la clindamycine, la présence des toxines dans 

les selles, mais également la toxicité de l’isolat sur une culture in-vitro (10). Une troisième étude, 

publiée en mai 1978, a montré que C. difficile était responsable des CPMs et que le traitement par 

des antibiotiques pourrait modifier le microbiote intestinal et induire par la suite une susceptibilité 
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à l’infection (Figure 1) (11). Vers la fin de l’année 1978, il a été démontré que la vancomycine 

élimine C. difficile du colon, une élimination associée au rétablissement rapide des patients 

atteints de CPMs (12). Depuis, le nombre d’études qui rapportent les cas d’infection à C. difficile 

(ICD) dans les hôpitaux a fortement augmenté et C. difficile est devenu un pathogène des années 

90 (13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Clostridium difficile. a. Image typique des colonies de Clostridium difficile sur gélose au sang. b. Image en 

microscopie à contraste de phase d'une culture de C. difficile avec des cellules végétatives (bâtonnets allongés), des spores 

en formation (taches foncées subterminales) et des spores brillantes (ellipsoïdes brillants). c. Micrographie électronique à 

balayage des spores de C. difficile. d. Image endoscopique de la colite pseudomembraneuse causée par C. difficile. Les tissus 

sains du colon sont roses, les pseudomembranes résultant d'une infection à C. difficile sont jaunes (2).  

 

Au début des années 2000, une forte augmentation de l’incidence, de la sévérité et de la mortalité 

associées aux ICD a été rapportée en Europe et en Amérique du Nord. Cette augmentation est liée 

à l’émergence de nouvelles souches et principalement les souches dites « hypervirulentes » et « 

épidémiques », nommées « 027 » en référence à leur profil par PCR-ribotypage, ou « NAP1 » selon 

leur profil en électrophorèse en champ pulsé (14). C. difficile représente actuellement un problème 

de santé publique mondiale et est considéré comme la première cause d’infections nosocomiales 

associées aux antibiotiques (15 à 25 % des cas de diarrhées associées aux antibiotiques et plus de 

95 % des cas de CPM) (Figure 2) (15–17). 

Durant ces dernières années, il a été démontré grâce aux technologies de séquençage de nouvelle 

generation que C. difficile présente des caractéristiques très proches de la famille des 
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Peptostreptococcaceae, suggérant ainsi que C. difficile devrait être classé dans un nouveau genre 

de Peptoclostridium tout en modifiant son nom en Peptoclostridium difficile. Ce nouveau genre 

proposé regroupe les bactéries à Gram-positive, mobiles, anaérobies strictes et sporulées (souches 

mésophiles ou thermophiles, pH neutre ou alcalin, oxydase–catalase négative et avec une 

proportion entre 25 et 32  % en GC de l’ADN génomique) (18). Très récemment, une nouvelle 

classification a été proposée. En se basant sur des analyses phénotypiques, chimiotaxonomiques et 

phylogénétiques, le nouveau genre Clostridioides est proposé pour Clostridium difficile, modifiant 

ainsi son nom en Clostridioides difficile  ; il a également été proposé de transférer l’espèce 

Clostridium mangenotii dans ce genre, sous le nom de Clostridioides mangenotii (19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Caractère exponentiel de la littérature et principales dates de l’histoire de Clostridium difficile attestant de 

l’intérêt renouvelé pour la bactérie. La réémergence des infections liées à C. difficile a stimulé la recherche clinique et 

fondamentale sur la bactérie, comme le prouve le nombre d'articles sur C. difficile référencés dans PubMed, multipliés par 

3 entre 2000 et 2013. EAI : enzyme immunoassay ; NAAT : nucleic acid amplification test ; PMC: pseudomembranous colitis 

(17).  

 

I.2. Epidémiologie des infections à C. difficile 

I.2.1.  Données actuelles sur l’épidémiologie des ICD 

C. difficile est considéré comme un problème de santé publique majeur, se traduisant par des 

répercussions économiques importantes dans le monde. L’incidence des ICD, ainsi que le nombre 

de cas, varient considérablement d’un pays à un autre. Durant la dernière décennie, de véritables 

épidémies se sont développées, notamment en Amérique du Nord et en Europe, avec l’apparition 

des souches dites hypervirulentes ou épidémiques 027. Ces souches représentent un groupe 
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distinct parmi quatre groupes génétiquement différents de C. difficile et sont à l’origine de 

l’augmentation de l’incidence et de la mortalité associée aux ICD dans les pays développés (20).  

L’émergence des ICD, accompagnée d’une augmentation de la population vulnérable, en 

particulier dans les établissements de santé, a provoqué une augmentation de la fréquence des 

complications médicales et chirurgicales, des coûts de prise en charge des patients et de la 

mortalité associée aux ICD. Aux États-Unis, entre 1996 et 2000, le nombre de cas annuel d’ICD était 

stable, entre 71 000 et 94 000, mais cette incidence a doublé en 2003 pour atteindre des chiffres 

allant de 151 000 à 205 000 cas d’ICD (21). Cette incidence a été ensuite estimée en 2015 entre 

397 000 et 508 500 cas d’ICD avec une mortalité de 29 300 cas, ce qui montre une progression 

continue de l’incidence de l’infection au cours du temps (22). De plus, dans une étude des cas 

d’infections nosocomiales dans 183 hôpitaux de dix états américains, C. difficile a été le pathogène 

le plus rapporté comme étant responsable de 12,1 % d’infections nosocomiales et de 70,9 % 

d’infections nosocomiales gastro-intestinales (23). Une tendance similaire a été observée au 

Canada (24), où il a été montré que le ratio des ICD a doublé entre les années 1991 et 2003, de 

65,5 à 156,3 pour 100 000 habitants respectivement (25). En outre, la proportion de patients ayant 

développé des complications a augmenté de 7,1 % à 18,2 %, et la mortalité associée a également 

augmenté de 4,7 % à 13,8 % durant la même période (25). 

Plusieurs études multicentriques ont été menées pour décrire l’épidémiologie des ICD et estimer 

leur prévalence et leur incidence en Europe. En 2000, l’incidence des ICD a été estimée à 1,1 cas 

par 10 000 patients-jour (26). En 2005, cette incidence a doublé à 2,5 cas par 10 000 patient-jours 

et elle a atteint 4,1 cas par 10 000 patient-jours en 2008 (27,28). En 2011-13, une étude 

prospective, multicentrique et biannuelle des ICD chez des patients hospitalisés présentant une 

diarrhée (EUCLID) a estimé une incidence d’ICD de 7 cas par 10 000 patient-jours (29). Ainsi, le 

centre européen pour la prévention et le contrôle des maladies (ECDC) a mené une étude des 

infections nosocomiales dans les centres hospitaliers européens sur plus de 230 000 patients dans 

33 pays Européens. La prévalence des ICD a été estimée à 3,7 % alors que le nombre de cas d’ICD a 

été estimé à une moyenne de 123 997 cas par an (entre 61 018 et 284 857) avec une mortalité 

attribuable de 3 % (3 700 décès attribuables par an) (30). 

 En France, les ICD ont été classées en tête de liste des infections nosocomiales déclarées en 2006 

(31). Auparavant, C. difficile n’avait été isolé que de manière ponctuelle dans quelques hôpitaux, 

sans être responsable d’épidémies. En mars 2006, l’Institut de Veille Sanitaire (InVS) recevait le 

signalement de cas groupés d’ICD dans un établissement de santé du Nord de la France. Cet 

épisode a concerné 33 cas d’infections entre janvier et mai 2006 (32). Au total, d’après l’InVS, de 
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janvier 2006 à mars 2007, 41 établissements de santé ont signalé 515 cas d’ICD dans le Nord-Pas-

de-Calais. Cette épidémie a été expliquée principalement par l’emergence des souches 027. Il 

s’agissait alors de la première épidémie d’ICD par la souche 027 détectée en France (33). En 2009, 

une étude basée sur le signalement au réseau d’alerte, d’investigation et de surveillance des 

infections nosocomiales (RAISIN) a été menée sur les formes sévères d’ICD dans 105 hôpitaux de 

court séjour et 95 de moyen et long séjour. L’incidence des ICD était respectivement de 2,28 pour 

10 000 patients-jour, dont 14 % de formes sévères, et de 1,15 pour 10 000 patients-jour, dont 2 % 

de formes sévères (34). 

L’incidence des ICD reste pourtant sous-estimée en Europe, non seulement à cause de l’émergence 

des souches épidémiques, mais également par l’absence de diagnostic microbiologique des ICDs. 

Ainsi, il est nécessaire de sensibiliser les médecins et les professionnels de santé au diagnostic et à 

la détection des ICD par la mise en place d’algorithmes de diagnostic proposées pour pallier la sous 

estimation de ces infections (Voir Chapitre 1.5. Diagnostic des ICD) (29). 

Comme expliqué ci-dessus, l’épidémiologie des ICD a changé au cours de la dernière décennie, 

mais le changement le plus remarquable est l’incidence accrue des ICD communautaires, dans des 

populations considérées historiquement comme étant à faible risque, dont les femmes en 

péripartum non pathologique, les enfants, les patients sans antibiothérapies et ceux non 

hospitalisés (35,36). Les données des États-Unis et de l’Europe suggèrent que 20 à 27 % de tous les 

cas d’ICD ont lieu en communauté (37). Une étude publiée en 2012, menée dans le Minnesota aux 

États-Unis, a montré que 41 % des cas d’ICD sont communautaires, et que leur incidence des ICD a 

augmenté de 5,3 fois entre 1991 et 2005 (38). Ces données démontrent qu’une proportion 

importante des cas d’ICD se développe en dehors du milieu hospitalier et elle implique en général 

des patients plus jeunes et moins malades. L’impact des ICD est donc sous-estimé car il est évalué, 

dans la plupart des études, sur les cas d’ICD dans le milieu hospitalier, sans prendre en compte 

l’incidence de ces infections communautaires. 

I.2.2. Mortalité associée aux ICD 

Au cours de ces dernières années, il a été rapporté non seulement une augmentation de 

l’incidence, mais également de la sévérité des ICD avec une augmentation des complications et de 

la mortalité (25,39–41). Ainsi, durant des épisodes d’ICD, la mortalité toutes causes confondues a 

été estimée entre 15 et 25 % dans le mois suivant l’infection (42–45). Aux États-Unis, le nombre de 

cas de mortalité où l’ICD était la cause principale a augmenté de plus de 9 fois entre 1999 et 2008, 

de 793 à 7483 cas respectivement (46). En 2009, les données d’une étude américaine ont observé 

une mortalité de 9,1 % des patients hospitalisés atteints d’ICD, comparée à moins de 2 % de 
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mortalité par autres causes chez des patients hospitalisés (47). Une étude canadienne a également 

rapporté une augmentation de 4 fois de la mortalité attribuable aux ICD entre 1997 et 2005 (1,5 % 

vs 5,7 %), avec une prédominance pour les patients âgés de plus de 65 ans (44). Une étude Pan-

Européenne menée en 2008 dans 106 laboratoires de 34 pays Européens (avec une contribution de 

1 à 6 hôpitaux par pays, relativement à la taille de la population), a rapporté que 22 % des patients 

décèdent dans les trois mois suivant l’ICD (toutes causes confondues), 2 % des patients décèdant 

directement de leur infection, alors que l’ICD représente une cause contributive dans 7 % des cas 

(27). En France, l’ICD est considérée comme une cause attribuable dans 1 % des cas et une cause 

contributive dans 4 % des cas qui décèdent dans le mois de l’infection (34). 

Cette morbi-mortalité associée aux ICD est très probablement liée à la sévérité de l’inflammation 

intestinale, notamment chez les patients âgés ou les patients présentant d’autres comorbidités 

(cancer, diabète…). Par exemple, dans une étude prospective sur un groupe de 120 patients 

hospitalisés infectés par C. difficile, la persistance de la diarrhée et la sévérité de l’infection ont été 

corrélées à des marqueurs fécaux de l’inflammation intestinale (ARNm fécal de l’interleukine-8 (IL-

8) et de CXCL-5 et protéine IL-8 fécale) mais pas à la charge bactérienne fécale, qui a diminué après 

le traitement par le métronidazole ou la vancomycine. Les auteurs suggèrent ainsi que la 

modulation de la réponse de l’hôte, en plus de la diminution de la charge bactérienne, pourrait 

constituer une approche plus efficace pour traiter les patients avec une maladie persistante (48).  

I.2.3.  L’impact économique des ICD 

Malgré le progrès des outils diagnostiques et thérapeutiques pour la prise en charge des ICD et des 

efforts de prévention pour réduire leur incidence, l’infection reste un vrai défi pour les systèmes de 

santé à l’échelle mondiale. D’un point de vue économique, l’ICD augmente le coût de la prise en 

charge des patients, principalement du fait de l’allongement de la durée d’hospitalisation, mais 

également du fait de l’augmentation des réadmissions et de la consommation en analyses de 

laboratoire et en médicaments (49). Aux Etats-Unis, les coûts directs des ICD ont été estimés à 4,8 

milliards de dollars en 2008, avec un coût moyen de 24 400 dollars par cas, alors que le coût 

cumulé de tous les cas d’hospitalisation d’ICD a été estimé à 8,2 milliards de dollars (1,1 vs 7,1 

milliards de dollars pour l’ICD comme diagnostic principal ou secondaire, respectivement) (47,50). 

La durée d’hospitalisation lorsque l’ICD est le diagnostic principal est de 7 jours, alors qu’elle 

augmente à 16 jours lorsque l’ICD est détectée en diagnostic secondaire avec un surcoût supérieur 

de 3 fois (47). En Europe, les coûts d’ICD sont estimés, en général, entre 5 798 et 11 202 euros par 

cas, mais les données ne sont disponibles qu’à partir de six pays Européens (Irlande, Angleterre, 

Allemagne, Espagne, France et Italie) (51). En Irlande, une étude récente a montré que le coût total 



 

17 
 

des ICD dans un hôpital était de 75 680 euros avec 5 820 euros par cas en moyenne (52). En 

Angleterre, les coûts d’ICD ont été estimés entre 5 000 et 15 000 euros par cas (53). En France, une 

étude multicentrique menée en 2011 sur 12 grands hôpitaux publics a révélé que les ICD 

représentent 5,82 % du nombre annuel cumulatif de patients-jour admis (54). L’incidence annuelle 

des ICD a été estimée selon cette étude à 3,74 cas pour 10 000 patients-jour. Dans le cas où l’ICD 

était le diagnostic principal, le coût d’ICD est estimé à 6 056 euros par cas en moyenne (médiane 

de 4 410 euros). Le coût cumulatif de l’ensemble des hospitalisations dans les 12 hôpitaux était de 

823 656 euros. Lorsque l’ICD était identifiée comme diagnostic secondaire, le surcoût a atteint 11 

251 euros par cas en moyenne (médiane 8 822 euros). Le coût extrapolé à toute la France a été 

estimé, d’après la même étude, à 163,1 millions d’euros. En Allemagne, une étude sur 37 hôpitaux 

et 2 767 cas d’ICD, a estimé un coût de 4 132 euros dans le cas où l’ICD est identifiée comme étant 

la cause d’admission et de 19 381 euros comme diagnostic secondaire (où les coûts des co-

morbidités sont importants). L’extrapolation des données indique un coût moyen de 464 millions 

d’euros pour les ICD sur le système de santé Allemand (55).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Répartition des coûts des infections à Clostridium difficile dans certains pays d’Europe. Le coût des ICD est 

principalement lié à la durée d’hospitalisation dans tous les pays européens faisant part de l’étude. En revanche, et d’une 

manière intéressante, le coût des antibiotiques utilisés pour le traitement des ICD ne représente que 1 % en moyenne du 

coût total de l’infection, sauf en Irlande où ce coût atteint 13,3 % du coût total. Les autres coûts des ICD sont liés à plusieurs 

autres mesures dont l’isolement des patients, le diagnostic, les mesures d’hygiène et les interventions chirurgicales (49).  
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Le coût des récidives des ICD a été également étudié. Ainsi, le coût du premier épisode est estimé, 

par une étude espagnole, à 3 901 euros par cas, ce coût augmentant pour la première récidive à 4 

875 euros et à 5 916 euros pour une deuxième récidive (56). Dans une autre étude multicentrique 

Italienne, le coût attribuable aux rechutes d’ICD est estimé à 17 714 euros par cas alors qu’il est de 

14 936 euros par patient pour un seul épisode (57). Dans la même étude de Le Monnier et al. citée 

plus haut sur les 12 hôpitaux Français, le surcoût lié aux rechutes d’ICD est estimé à 7 514 euros 

par cas (9,5 millions d’euros en 2011 dans les 12 hôpitaux impliqués) ce qui est équivalent à 12,5 % 

du coût d’ICD total estimé dans cette étude (54). Comme indiqué précédemment, le coût associé 

aux ICD est principalement attribué à la durée d’hospitalisation des patients. Plusieurs études en 

Europe ont estimé le surcoût lié à la prolongation de la durée d’hospitalisation entre 43,2 et 95,6 % 

du coût total des ICD (Figure 3) (52,57,58). Ainsi, Wiegand et al. ont estimé, en 2012, la durée 

d’hospitalisation moyenne liée à l’ICD à 15 jours en Europe avec une variation entre les différents 

pays européens (51), alors que le coût lié aux antibiotiques utilisés pour le traitement des ICD ne 

représente que 0,43 à 13,3 % seulement du coût total des ICD (52,57,58). 

I.2.4. Distribution des ribotypes de C. difficile en Europe  

La progression de l’incidence des ICD est liée à plusieurs facteurs, y compris la sensibilisation des 

médecins au diagnostic, les algorithmes utilisés dans chaque pays pour ce diagnostic, ainsi que 

l’émergence mondiale de souches « épidémiques » avec des PCR ribotype (RT) particuliers, comme 

la souche 027. Cependant, des études épidémiologiques européennes récentes montrent que 

certains pays d’Europe ont réussi à contrôler la dissémination du clone 027, alors que d’autres pays 

ont récemment rapporté l’émergence d’autres souches virulentes, épidémiques ou inhabituelles. 

Dans l’étude Pan-Européenne sur C. difficile menée en 2008 sur 106 laboratoires de 34 pays (Voir 

Chapitre I.2.2 Mortalité associée aux ICD), les auteurs ont identifié plus de 65 ribotypes à partir de 

389 isolats de C. difficile. D’une manière intéressante, le ribotype 027 n’était pas prédominant en 

2008 et ne représentait que 5 % des souches isolées. Les ribotypes les plus isolés étaient les RT 

014/020 (16 %), 001 (9 %) et 078 (8 %). Certains RT ont été disséminés en fonction des régions, 

dont le RT 106 principalement décrit en Angleterre et Irlande (27). En revanche, dans l’Etude 

EUCLID, menée en 2012-2013 sur 482 hôpitaux dans 19 pays européens, la diversité des RT était 

beaucoup plus élevée que dans l’étude précédente, avec 125 RT isolées à partir de 1196 isolats 

(29). A l’inverse de la première étude, le RT le plus isolé était le 027 (19 %) soulignant la 

dissémination rapide de cette souche à l’échelle globale (Figure 4). Les RT 001/072 (11 %) et 

014/020 (10 %) ont toujours été en tête du classement des RT en Europe, dans le même sens que 

dans l’étude de 2008. En revanche, la prévalence du RT 078 a chuté de 8 % en 2008 à 3 % en 2012-
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2013. Cette distribution des RT était variable d’un pays à l’autre (Figure 4) (59). En Belgique par 

exemple, une étude multicentrique a isolé plus de 3 333 souches toxinogènes entre 2010 et 2015 

dans 110 hôpitaux Belges. Les RT 027 (4,2 %) et 078 (7 %) ont été associés à des complications plus 

sévères et à une production in-vitro plus élevée des toxines (60). D’autre part, Fawley et al. ont 

comparé les données épidémiologiques des ICD communautaires et nosocomiales dans 113 

laboratoires en Angleterre entre 2011 et 2013. La distribution des RT a été similaire entre les deux 

type d’ICD, sauf pour le RT 002 qui était plus lié aux ICD communautaires alors que le RT 027 était 

plus associé aux ICD nosocomiales (61). En France, plusieurs études en 2013 et 2016 ont montré 

que les RT prédominants étaient les RT 014/020/077 (18,7 – 21,9 %) et 078/126 (9,5 – 12,1 %), 

alors que la prévalence du RT 027 reste faible (3 %) principalement isolé au Nord de la France (34). 

Au total, les RT 014/020 et RT 001/072 sont endémiques dans la quasi-totalité des pays européens, 

alors qu’il existe d’autres RT à spécificité nationale ou régionale, avec une augmentation générale 

de la diversité des ribotypes dans toute l’Europe.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Distribution géographique des ribotypes PCR de C. difficile, par pays européens participants, EUCLID 2012-2013 

et 2013 (n = 1196). Les disques montrent la proportion des ribotypes les plus courants par pays. Le nombre situé au centre 

des disques représente le nombre d’isolats typés dans le pays (59). 
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I.2.4.1. Particularités des souches épidémiques PCR-ribotype-027  

En fonction de la méthode de typage utilisée, ces souches sont nommées PCR-ribotype 027 / PFGE 

(pulse field gel electrophoresis) type NAP1 (North American pulsotype 1) / toxinotype III / REA 

(restriction endonuclease analysis) groupe B1. La première souche 027 a été isolée en 1985 (62). En 

2002, des épidémies provoquées par une souche 027 ont commencé à apparaitre au Canada, 

induisant un nombre important de décès à Montréal (63). Cette souche a été ensuite isolée en 

2005 de patients dans plusieurs pays dont les États-Unis, l’Angleterre, les Pays-Bas et dans 

plusieurs autres pays à travers le monde (63–67).  

Les souches 027 présentent des différences génétiques considérables par rapport aux autres 

souches dont la souche 630 (souche clinique de référence, non épidémique PCR-ribotype 012), 

lesquelles peuvent conférer à ces souches des propriétés particulières, avec plus de 234 gènes 

supplémentaires modifiant ainsi leur mobilité, la survie, la résistance aux antibiotiques et la 

toxicité, ce qui contribue à accroitre la gravité de la maladie, l’échec thérapeutique, la fréquence 

élevée de rechute et la dissémination du pathogène (68).  

La souche 027 R20291, isolée lors d’une épidémie à Stoke Mandeville (Royaume-Uni) en 2006, est 

caractérisée par une délétion de 18 paires de base (pb) ainsi qu’une délétion en position 117 du 

gène tcdC, ce qui résulte en une inactivation de la protéine TcdC qui est un régulateur négatif de la 

production des toxines, augmentant ainsi la quantité des toxines produites (69). De plus, cette 

souche produit une autre toxine nommée toxine binaire qui pourrait également contribuer à sa 

virulence (70). Cette souche épidémique est également résistante aux fluroquinolones en raison de 

la présence de 7 mutations ponctuelles au niveau du gène de l’ADN gyrase (68). D’autres 

différences génétiques existent entre la souche R20291 et la souche 630, et plus particulièrement 

dans le locus F2 codant les glycanes flagellaires (68,71). Ces modifications pourraient jouer un rôle 

important dans l’échappement au système immunitaire de l’hôte, l’agglutination, l’adhérence et la 

colonisation (68). 

En outre, la souche 027 R20291 sporule pendant la phase de croissance exponentielle avec une 

efficacité beaucoup plus importante que la souche 630, ce qui augmenterait la capacité de la 

souche 027 à se répandre plus facilement dans l’environnement et, par conséquent, à provoquer 

des épidémies (72,73).  
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I.3. Facteurs de risques d’ICD 

Le facteur de risque le plus significatif d’ICD est à l’évidence un épisode d’hospitalisation récent. 

Ainsi, l’hospitalisation fréquente et la durée de séjour prolongée a été identifiée comme un facteur 

de risque important d’ICD, puisque 94 % des cas d’ICD ont été associés à des hospitalisations (74). 

Il a été bien démontré que la contamination par C. difficile a lieu par voie oro-fécale, la 

transmission de personne à personne s’effectuant directement par manuportage ou à partir de 

l’environnement contaminé (74). En milieu hospitalier, les souches portées par des patients ayant 

une ICD sont très fortement disséminées. Il a été ainsi rapporté que plus de 49 % des prélèvements 

environnementaux de chambres de patients souffrant d’ICD sont positifs à C. difficile (75). De plus, 

la grande résistance des spores de C. difficile leur permet de résister à l’environnement et donc de 

persister pendant des semaines, voire des mois, sur des supports inertes (75–79). Cette 

dissémination est favorisée également par la promiscuité des patients, en effet une acquisition de 

C. difficile survient en moins de 4 jours chez un patient hospitalisé dans la même chambre qu’un 

patient porteur de C. difficile (75). La fréquence des soins est donc un risque de manuportage par 

les personnels soignants. 

Le traitement par des antibiotiques représente également un risque majeur pour le 

développement des ICD. Pratiquement tous les antibiotiques ont été associés au développement 

des ICD, y compris le métronidazole et la vancomycine actifs contre C. difficile (80). Ainsi, quelle 

que soit la durée du traitement et la dose utilisée (en dose cumulative ou en dose unique pour la 

prophylaxie chirurgicale), les antibiotiques augmentent le risque d’ICD et favorisent la colonisation 

et l’infection par C. difficile (81–84). De plus, l’utilisation d’antibiotiques n’augmente pas seulement 

le risque d’ICD au cours de la durée du traitement, mais également dans les trois mois suivant 

l’arrêt de l’antibiothérapie, le risque le plus élevé ayant lieu pendant le premier mois de traitement 

(85). D’une manière importante, l’utilisation d’antibiotiques a été associée, durant et après le 

traitement, à des niveaux de guérison plus faible, une durée plus longue pour la disparition de la 

diarrhée et un risque accru pour les rechutes (86). Les antibiotiques altèrent la composition du 

microbiote intestinal ce qui favorise la rupture de son effet barrière permettant ainsi la 

colonisation et la multiplication de C. difficile (87). En effet, les antibiotiques utilisés pour le 

traitement des ICD pourraient contribuer eux-mêmes à la rechute, par leur activité non seulement 

sur C. difficile mais également sur les bactéries du microbiote intestinal, favorisant la perte de la 

résistance à la colonisation, mais également à la germination des spores, à la colonisation et à la 

prolifération des formes végétatives de C. difficile et donc à la réémergence de l’infection 

(86,88,89). Plusieurs classes d’antibiotiques semblent être plus favorisantes des ICD que d’autres, 

comme c’est le cas de la clindamycine, des céphalosporines et des fluoroquinolones (81,85). 
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Cependant, la fidaxomycine également utilisée dans le taritement des ICD semble avoir un effet 

moins important sur l’altération du microbiote intestinal , ce qui pourrait être à l’origine de la 

diminution des taux de rechutes chez les patients traités par cet antibiotique (89). 

Les personnes âgées ont été historiquement considérées comme des patients à haut risque de 

développer des ICD. Plusieurs études ont montré que le risque d’ICD est plus élevé chez les 

personnes âgées de plus de 65 ans que chez les patients plus jeunes, et le taux de mortalité est 

plus important (28 %) chez les patients de plus de 60 ans comparé aux patients de moins de 60 ans 

(2,5 %) (45,90). Cette association semble être multifactorielle et expliquée en bonne partie par la 

diminution de la réponse immunitaire, une comorbidité plus élevée et une exposition accrue aux 

antibiotiques et à l’environnement hospitalier (91). 

Les agents diminuant l’acidité gastrique, dont les inhibiteurs de la pompe à protons (IPPs) et les 

antagonistes du récepteur de l’histamine-2 (H2RAs), ont été également associés à un risque accru 

d’ICD (92,93). Ainsi, le risque d’ICD augmente de 2,5 fois chez des patients traités par des IPPs par 

rapport aux patients non traités, l’augmentation de ce risque étant encore plus importante 

(environ 44 fois) lorsque le traitement par les IPPs est associé à une antibiothérapie ou à une 

chimiothérapie (94). Le mécanisme exact de la contribution de ces médicaments au risque d’ICD 

n’a toujours pas été élucidé, mais il peut être lié à la diminution de l’acidité gastrique ce qui 

permettrait aux formes végétatives d’atteindre le colon. Cependant les spores de C. difficile, 

responsables de l’infection, sont résistantes aux acides et restent viables au pH gastrique. Ces 

médicaments pourraient également contribuer à la perturbation du microbiote intestinal 

favorisant ainsi la colonisation par C. difficile (95). Il a été également montré que les IPPs 

pourraient avoir un effet sur l’activité des neutrophiles intestinaux ce qui pourrait interférer avec 

les mécanismes de défense protectives contre l’ICD (96).  

Récemment, comme déjà indiqué, les ICD commencent à apparaitre en communauté, et même en 

l’absence d’une exposition aux antibiotiques (97). Les facteurs de risque des ICD communautaires 

ne sont pas encore bien élucidés, pourtant plusieurs facteurs pourraient contribuer à ces 

infections. Comme expliqué ci-dessus, l’utilisation des agents suppressifs de l’acide gastrique 

pourrait favoriser les ICD communautaires. Il a été montré que le tabagisme pourrait également 

contribuer à ces infections. Une étude a montré en 2012 que la prévalence des ICD était 80 % 

supérieure chez les fumeurs actuels et 30 % chez les anciens fumeurs, que chez les non-fumeurs 

(98). La transmission accrue de C. difficile en communauté pourrait également expliquer ce 

nouveau risque. Ainsi, C. difficile a été détecté dans différents environnements : dans 

l’environnement des patients récemment hospitalisés, dans les maisons familiales et surtout dans 
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les familles comportant des enfants âgés de moins de deux ans normalement fortement colonisés 

par C. difficile (mais porteurs sains), dans la nourriture vendue aux marchés, chez les animaux 

domestiques, entre autres (99–103).  

D’autres facteurs de risque d’ICD ont été également décrits : les maladies inflammatoires 

chroniques intestinales (104,105), les transplantations d’organes (106,107), la chimiothérapie 

(108,109), la gravité de la pathologie sous-jacente (105,110), la maladie rénale chronique et 

l’immunodéficience (76,109). 

 

I.4. Manifestations cliniques des ICD 

La présentation clinique de l’ICD peut recouvrir différents stades de sévérité et tous les 

intermédiaires peuvent s’observer allant du portage asymptomatique, la diarrhée isolée sans 

colite, la colite sans pseudo-membranes, la coite pseudomembraneuse typique jusqu’à la colite 

fulminante et d’autres complications (Figure 5) (111,112). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Images endoscopique, chirurgicale et radiologique d’une infection sévère à Clostridium difficile. a. Image 

endoscopique typique d’une colite pseudomembraneuse. b. Vue peropératoire d'un abdomen aigu d’un homme âgé de 70 

ans présentant une ICD fulminante affectant le colon transverse. La chirurgie a pris la forme d'un lavage, sans résection du 

côlon. c. Image endoscopique d’une pancolite sévère associée à C. difficile chez un patient dialysé âgé de 71 ans. Les 

pseudomembranes individuelles ne peuvent plus être distinguées dans ce cas. d. Image par tomodensitométrie du même 

patient (reconstruction frontale) montrant un fort épaississement de la paroi entière du côlon (112). 
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I.4.1. Portage asymptomatique  

Quelle que soit l’origine communautaire ou hospitalière de l’ICD, il est important de faire la 

distinction entre la colonisation et la maladie ; le portage et la colonisation représentent en effet 

des termes controversés. Le portage est défini comme l’hébergement de la bactérie dans le 

microbiote intestinal sans symptômes d’ICD, alors que la colonisation fait partie du processus 

pathologique de l’ICD (113). Le portage asymptomatique est commun dans les établissements de 

santé et en communauté, et il peut avoir lieu par des souches toxinogènes ou non toxinogènes 

(114,115).  

Dans les hôpitaux, le pourcentage de portage asymptomatique varie entre 7 et 18 %, en fonction 

de la durée de séjour et de l’exposition aux antibiotiques (79). La proportion de portage 

asymptomatique en communauté est plus faible que dans les hôpitaux et varie entre 2 et 4 %. Il a 

été également rapporté que le taux de portage asymptomatique chez les enfants jusqu’à l’âge de 

deux ans peut atteindre 70 à 80 % (100).  

Le portage asymptomatique des souches non-toxinogènes de C. difficile a été considéré comme un 

facteur de protection contre les ICD, mais ce concept est controversé par plusieurs études 

récentes (116,117). D’autre part, les porteurs asymptomatiques pourraient contribuer à la 

dissémination des spores dans l’environnement et à d’autres patients (77).   

I.4.2. Diarrhées à C. difficile 

L’infection à C. difficile se présente le plus souvent sous la forme d’une diarrhée isolée modérée, 

sans altération de l’état général, sans glaire ni sang visible, quelques fois accompagnée par une 

fièvre modérée et des douleurs abdominales de type spasmodiques (80,118). Les symptômes 

apparaissent typiquement 48 à 72 heures après l’infection, mais parfois plusieurs semaines après. 

L’examen clinique est en général normal, de même que la colonoscopie lorsqu’elle est réalisée. 

Dans les formes simples d’ICD, la diarrhée disparaît généralement à l’arrêt de l’antibiotique 

responsable (119). 

I.4.3. Colites à C. difficile 

En cas de colite à C. difficile, les manifestations cliniques sont plus sévères que lors de diarrhées. 

Les formes simples de colites sont associées à des douleurs abdominales et des diarrhées plus 

importantes, avec une leucocytose et de la fièvre. La colonoscopie révèle une muqueuse 

inflammatoire et érythémateuse (120).  
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C. difficile est responsable de plus de 95 % des cas de colites pseudomembraneuses (CPM) qui ont 

lieu dans 10 % des cas d’ICD (80). Ces colites sont associées à des diarrhées abondantes, 

hétérogènes et non sanglantes, une fièvre, des douleurs abdominales souvent sévères et des 

signes de déshydratation extracellulaire (80). Les signes biologiques de l’inflammation 

(augmentation de la protéine C réactive et hyperleucocytose, souvent supérieure à 20 000/mm3), 

sont habituellement présents. A l’endoscopie, la muqueuse colique est recouverte de 

pseudomembranes, des plaques surélevées jaunâtres éparses ou confluentes selon le stade de la 

maladie, à l’origine d’ulcérations de la muqueuse (Figure 1) (111). L’analyse histologique des 

biopsies de ces pseudomembranes met en évidence une nécrose superficielle de la muqueuse, un 

exsudat fibrino-leucocytaire et une accumulation de débris tissulaires et de mucus (121). Ces 

lésions sont plus fréquemment visibles dans le côlon proximal et peuvent être absentes au niveau 

rectal. Les pseudomembranes sont attachées à la muqueuse et ne s’en détachent que difficilement 

(80).  

I.4.4. Complications 

La proportion des formes sévères est estimée à 10 % de l’ensemble des ICD (33). Les CPMs 

pourraient évoluer en colites fulminantes et provoquer des complications toxiques, dont la colite 

fulminante, le choc septique, le mégacôlon toxique (dilatation massive du colon) ou la perforation 

digestive (34). La colite fulminante survient chez 3 à 8 % des patients infectés par C. difficile (122). 

Elle est fréquemment associée à une défaillance multi-organique avec un taux de mortalité élevé. 

Les patients présentent une distension abdominale, des douleurs abdominales sévères, une 

instabilité hémodynamique et une hyperleucocytose. Ainsi, ces complications doivent faire l’objet 

d’une prise en charge médicochirurgicale afin d’éviter d’autres complications et la mort (123).  

I.4.5. Récidives 

Les récidives peuvent survenir en général 3 jours à 8 semaines après l’arrêt du traitement 

antibiotique du premier épisode de diarrhée à C. difficile (121). Le taux de rechute associé à l’ICD 

est élevé avec des taux rapportés de 20 % en moyenne (124). Les rechutes peuvent être multiples, 

ainsi le risque d’une seconde récidive serait de 65 % (124).  

Une récidive peut être due à la même souche de C. difficile responsable du premier épisode 

infectieux, par germination de spores persistantes après un traitement antibiotique auquel elles 

sont résistantes, ou à l’acquisition d’une nouvelle souche toxinogène de C. difficile (réinfection), 

suite au contact avec les surfaces contaminées ou avec les porteurs sains ou malades. Le taux de 

réinfection serait ainsi de 38 à 56 % (121,125,126).  
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Le tableau clinique en cas de récidive serait plus sévère, les patients auraient une douleur 

abdominale plus importante, une fièvre plus élevée et ils feraient plus souvent une colite que lors 

du premier épisode d’ICD (124). 

I.4.6. Autres infections à C. difficile 

D’autres organes peuvent être infectés par C. difficile, et lorsque la bactérie est isolée à partir des 

sites extra-intestinaux, d’autres espèces bactériennes sont souvent présentes (infection 

polymicrobienne), en particulier lorsque le site de l’infection se situe à proximité du côlon, ce qui 

peut donc correspondre à des contaminations fécales (127–130). Des atteintes de l’intestin grêle 

ont été souvent associées à des procédures chirurgicales précédentes de ce site et associée à un 

taux de mortalité élevé (4 décès parmi les 7 patients rapportés) (131). De plus, l’inflammation du 

côlon, dans le cas des colites pseudomembraneuses, peut conduire au développement d’une 

bactériémie transitoire par translocation bactérienne ; ainsi, 15 cas de bactériémie à C. difficile ont 

été rapportés, dont la moitié des patients sont décédés au cours de la semaine suivant l’infection 

(131,132). 

Associées ou non à une atteinte intestinale, les localisations extra-digestives des ICD sont rares : 

pleurésie, septicémie, abcès splénique ou pancréatique, fasciite nécrosante, arthtrite réactionnelle 

du genou et du poignet, ostéomyélite, infections prothétiques (131). 

 

I.5. Diagnostic des ICD 

Le diagnostic des ICD reste un défi, puisqu’il n’existe toujours pas de techniques optimales de 

laboratoire ou même de tests universels uniques de référence. Cependant, la standardisation de 

l’une des deux méthodes de référence suivantes est en débat : la démonstration de la présence 

des toxines responsables des manifestations cliniques dans les selles par le test de cytotoxicité des 

selles (CCNA pour cell cytotoxicity neutralisation assay), ou la démonstration de la présence de C. 

difficile produisant les toxines par le test de la culture toxigénique (TC pour toxigenic culture) (113).   

Le CCNA consiste en l’inoculation in vitro de l’échantillon de selle filtré dans une culture d’une 

monocouche cellulaire, en utilisant des lignées cellulaires comme les cellules Vero, cellules HeLa ou 

cellules Hep-2. Après 24 à 48 heures, les cultures sont observées pour évaluer la morphologie des 

cellules sous l’effet de la toxine TcdB (si présente) qui cause un arrondissement des cellules (133). 

D’autre part, pour le TC, les échantillons de selles sont ensemencés dans un milieu sélectif et 

incubés pendant au moins 48 h. Les colonies suspectées de C. difficile (coloration de Gram, 
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morphologie des colonies, odeur, fluorescence sous UV…) sont ensuite isolées et leur capacité à la 

production de toxine est évaluée in vitro, soit par la même méthode de cytotoxicité des selles 

expliquée ci-dessus, soit par un test de type ELISA (ou enzyme immunoassay EIA) pour la mise en 

évidence des toxines TcdA et TcdB (Tox A/B EIA,voir ci-dessous), ou encore par un test de 

recherche des gènes des toxines par des méthodes d’amplification des acides nucléiques (NAAT 

nucleic acid amplification test) (113).  

Un débat a eu lieu ces dernières années sur le meilleur test à utiliser pour le diagnostic des ICD. 

Ainsi, le CCNA permet la détection des toxines in vivo, alors que le TC permet la détection des 

toxines in vitro. Ce dernier test n’est pas capable de différencier le portage asymptomatique des 

souches toxinogènes de C. difficile des vraies ICD. Des études ont montré que les patients qui 

étaient CCNA-positif ou Tox A/B EIA-positif avaient des pronostics plus sévères que les patients qui 

étaient TC-positif uniquement, ce qui indique que cette dernière catégorie de patients pourrait 

potentiellement concerner des porteurs asymptomatiques plutôt que des patients atteints d’ICD ; 

ceci indique également que ce test augmente artificiellement le taux de détection et le chiffres 

d’incidence des ICD (134). Cependant, le CCNA souffre d’un manque de standardisation des 

conditions de collecte et de stockage des échantillons, ce qui risque de générer des résultats faux-

positifs. Les deux méthodes sont laborieuses, coûteuses et nécessitent des personnels formés.  

Pour ces raisons, des tests faciles et rapides ont été développés, et sont donc actuellement utilisés 

principalement en clinique pour le diagnostic des ICD. Cependant, chacun de ces tests possède ses 

avantages et ses inconvénients. 

Le premier test, Tox A/B EIA, détecte directement les toxines libres dans les selles, et il permet 

alors une corrélation avec les symptômes cliniques (134). Ce test est rapide, facile et pas onéreux. 

Cependant, la sensibilité de ce test n’est pas optimale. En comparant avec le CCNA, la sensibilité 

totale de Tox A/B EIA est estimée à 83 %, alors qu’elle est encore plus faible en comparant avec le 

TC où elle atteint 57 %.  En revanche, ce test possède une spécificité élevée (99 %) par rapport aux 

deux tests TC et CCNA (135).  

Le deuxième test utilisé est le test de la détection de la glutamate déshydrogénase (GDH) par une 

technique EIA, qui est également rapide, facile et peu onéreux. La GDH est une enzyme produite 

par les différentes souches toxinogènes et non toxinogènes de C. difficile. Ce test est sensible, avec 

une sensibilité totale de 94 % et 96 % par rapport aux tests CCNA et TC, respectivement (135). En 

revanche, ce test ne permet pas la différenciation des souches toxinogènes et non-toxinogènes, et 

détecte donc moins spécifiquement les vraies ICD. Ceci se traduit par la faible spécificité de ce test 

qui est à 90 % en comparaison avec le test CCNA (135).  
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D’autres tests basés sur des méthodes d’amplification d’acides nucléiques ou NAAT sont 

également utilisés pour le diagnostic des ICD. Ces tests incluent la PCR (polymérase chain réaction), 

l’amplification hélicase-dépendante et l’amplification loop-mediated isothermal (135). La majorité 

de ces tests cible les régions conservées dans le gène de la toxine TcdB (tcdB), mais certains ciblent 

également une séquence hautement conservée dans le gène de la toxine TcdA (tcdA). D’autres 

tests permettent également la détection de la souche 027/NAP1, par la détection des gènes de la 

toxine binaire CDT (cdt) et la délétion au nucléotide 117 dans le gène régulateur tcdC (136). Les 

NAATs sont sensibles (96 % et 95 % en comparant respectivement avec CCNA et TC) (135), et plus 

spécifiques que les GDH EIAs, puisqu’ils ne détectent que les souches toxigéniques au lieu de 

toutes les souches de C. difficile (spécificité à 94 % et 98 % en comparant respectivement avec les 

CCNA et TC) (137).Cependant, les NAATs détectent uniquement les gènes de toxines ce qui va 

conduire à l’absence de détection du portage asymptomatique des souches non toxinogènes de C. 

difficile (136).  

Bien que ces méthodes soient rapides et pratiques, les résultats des tests GDH EIA et le NAAT ne 

sont pas corrélés directement aux symptômes cliniques ce qui conduit à un sur-diagnostic de l’ICD. 

D’autre part, aucun de ces trois tests, y compris le Tox A/B EIA, n’est suffisamment spécifique pour 

être utilisé tout seul dans le diagnostic des ICD (137). Ainsi, dans une étude, les valeurs de 

prédictions positives du test le plus spécifique (Tox A/B EIA) varient entre 69 % et 81 %, indiquant 

que 19 à 31 % des échantillons soumis au diagnostic d’ICD avec un résultat positif ne 

correspondent pas à des ICD (137). Compte-tenu de ces limitations, la European Society of Clinical 

Microbiology and infectious Diseases (ESCMID) et les Society for Healthcare Epidemiology of 

America/The infectious Diseases Society of America (SHEA/IDSA) proposent d’utiliser des 

algorithmes de diagnostic des ICD pour augmenter au maximum la précision de détection des ICD 

(Figure 6) (136). Selon ces algorithmes, plusieurs tests doivent être effectués d’une manière 

séquentielle, débutant par des tests hautement sensibles dont le GDH EIA ou NAAT, ainsi la 

sensibilité de ces tests permet d’affirmer l’absence d’une ICD en cas de résultat négatif. En 

revanche, si le premier test est positif, le deuxième test doit être alors un test hautement 

spécifique dont le Tox A/B EIA ou le CCNA, permettant d’affirmer la présence de l’ICD si le résultat 

est positif (137,138). Ces algorithmes ont leur propre inconvénient : le temps d'exécution accru. 

Alors qu’un résultat négatif peut rapidement exclure le diagnostic d’une ICD, un diagnostic positif 

d’ICD nécessite deux tests positifs et prend inévitablement plus de temps, surtout si le CCNA est 

utilisé comme deuxième test tel que recommandé par l’IDSA / SHEA. Ceci est un inconvénient de 

poids, car il a été montré que la diminution du temps de diagnostic impacte positivement 

l’évolution de la maladie chez le patient (139).  
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Les méthodes de diagnostic des ICD restent imparfaites et des stratégies alternatives sont en cours 

d’étude comme par exemple la détection de biomarqueurs fécaux, de cytokines et d’interleukines 

immunomodulatrices et les méthodes d’imagerie. Ces stratégies pourraient aider non seulement 

dans le diagnostic des ICD mais également dans la prédiction de la sévérité et le pronostic des ICD. 

Cependant, elles ne sont pas encore disponibles pour remplacer les stratégies conventionnelles de 

diagnostic des ICD (136).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Algorithmes de diagnostic des infections à C. difficile selon les recommandations de l’European Society of 

Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID). a. Algorithme GDH ou NAAT-Tox A / B, b. Algorithme GDH et Tox A 

/ B - NAAT / TC. Dans les deux modèles proposés, le premier test à effectuer est un test hautement sensible permettant 

l’affirmation de l’absence d’une ICD alors que le deuxième test doit être hautement spécifique pour éviter les résultats 

faux-positifs. GDH = glutamate déshydrogénase, NAAT = Test d'amplification d'acide nucléique, TC = culture toxinogène, 

Tox A / B, toxine TcdA / TcdB ; EIA = test immunoenzymatique (136).  
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I.6. Traitement des ICD 

Après le diagnostic d’une ICD, les premières mesures doivent inclure l’évaluation de la possibilité 

d’arrêt de l’antibiotique en cause, ce qui pourrait suffire à la guérison de l’ICD dans 25 % des 

formes simples (120).  Si c'est possible, dans les formes simples d'ICD sans facteur de risque (fièvre 

> 38,5 °C, lactate sérique > 3,5 mmol/l, leucocytes > 15 000/mm3, créatinine sérique > 2 fois le 

niveau préalable, sérumalbumine < 3 g/dL, âge > 65 ans, comorbidités graves comme le diabète 

sucré, l'insuffisance rénale, immunosuppression) (140), le médecin peut attendre le rétablissement 

clinique naturel pendant 48 h sans initier un traitement spécifique, sans risque d'exacerbation de 

l’état du patient. Néanmoins, l’observation attentive de l'état clinique et des paramètres de 

laboratoire (par exemple, numération leucocytaire, CRP, albumine sérique, créatinine) est 

nécessaire pour minimiser le risque de détérioration soudaine (141).  

Les ICD doivent être traitées en fonction de la sévérité de la maladie. Plusieurs facteurs pourraient 

représenter des critères de diagnostic pour la prédiction des formes sévères de l’infection. Ainsi, 

pour une prévention et un traitement optimal des complications, il est important de déterminer un 

score de risque individuel pour chaque patient. Dans une étude multicentrique en 2011, trois 

facteurs ont été identifiés pour la prédiction des formes graves (définies comme des formes d’ICD 

ayant besoin d'admission aux soins intensifs, de colectomie ou celles à risque de mortalité 

attribuée à l’infection dans moins de 30 jours après le diagnostic) : 1) la distension abdominale, 2) 

la numération leucocytaire > 20 000/ mm3 et 3) l’hypoalbuminémie (< 3 g / dl) (142). Dans une 

autre étude prospective aux Pays-bas, d’autres facteurs indépendants pour la prédiction des 

complications ont été identifiés : l’âge (≥ 85 ans ; 50-84 ans), l’admission due à la diarrhée, le 

diagnostic au service des soins intensifs, une chirurgie abdominale récente et l’hypotension 

artérielle (143). Ainsi, un traitement adapté devrait être administré aux patients atteints d’ICD 

remplissant des critères de risque des formes graves de l’infection.  

I.6.1.  Traitement antibiotique 

Des recommandations européennes actualisées ont été proposées par l’ESCMID sous forme 

d’algorithme pour la prise en charge des ICD en fonction de la sévérité de l’infection et des risques 

de rechute (Figure 7) (144). Dans les formes simples ou modérées de l’ICD, le métronidazole est 

encore souvent recommandé comme première ligne de traitement grâce à son efficacité modérée 

et son prix faible (145). Cependant, si les symptômes ne disparaissent pas après 5 à 7 jours, un 

traitement par la vancomycine est indiqué (146).  
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Figure 7. Algorithme de prise en charge des infections à C. difficile selon les recommandations de l’European Society of 

Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID). Degré de Recommandation A = fort, B = modéré, C = marginal, D = 

pas de recommandation. I = preuve d’au moins un essai clinique proprement contrôlé et randomisée ; II = preuve à partir 

d'au moins un essai clinique, sans randomisation, d'études de cohortes ou cas-témoins (de préférence de plus d'un centre), 

à partir de plusieurs séries, ou résultats spectaculaires d'expériences non contrôlées ; III = opinions exprimées par des 

autorités respectées, fondées sur l'expérience clinique, des études de cas descriptives ou des rapports de comités d'experts. 

Chirurgie non incluse dans cet algorithme ; une augmentation de la dose de vancomycine à 500 mg x4/j pour 10 jours peut 

être envisagée (B-III) ; Il n’ya pas de preuves sur l’utilisation de fidaxomicine dans les formes sévères d’ICD (D-III) (144). 

 

En présence de certains facteurs de risque de formes sévères de l’infection, le traitement par la 

vancomycine doit être initié. Il a été montré que la vancomycine et le métronidazole ont la même 

efficacité dans le traitement des formes simples, alors que, dans les formes sévères de l’infection, 

la vancomycine semble être plus efficace (97 % vs 76 % pour le métronidazole) (147–149). Dans 

deux essais cliniques multinationaux randomisés, le traitement par la vancomycine a été efficace 

dans 78,5 % des patients atteints d’ICD, alors que cette proportion n’était que de 63 % pour le 

métronidazole. De plus, la vancomycine a été associée à des taux supérieurs de succès clinique que 

le métronidazole, cette fois ci sans rapport avec la sévérité de l’infection (147,148). Ces différences 

peuvent être corrélées aux différentes concentrations de ces deux antibiotiques retrouvés dans le 

côlon. En effet, des fortes concentrations de vancomycine y sont retrouvées, du fait de la non 

absorption de cet antibiotique lorsqu’il est administré par voie orale (VO), alors que les 

concentrations de métronidazole sont faibles et parfois en dessous des concentrations minimales 

inhibitrices (CMI) des souches (148). Dans les formes sévères de l’infection avec complications, il a 

été suggéré d’utiliser une combinaison du métronidazole par voie intraveineuse (IV) et de la 

vancomycine par VO (138). Récemment, une étude rétrospective a analysé la mortalité des 
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patients avec des formes sévères et compliquées de l’infection traités soit par la vancomycine par 

VO seule, soit par la combinaison suggérée. Le taux de mortalité a été significativement inférieur 

dans le groupe traité par la combinaison des deux antibiotiques comparé au groupe traité par la 

vancomycine (150). La supériorité de la vancomycine par rapport au métronidazole est également 

soulignée par la durée nécessaire pour la résolution des symptômes dans les formes sévères d’ICD. 

Cette durée est estimée à 2,5 – 4 jours pour la vancomycine et à 3,2 – 6 jours pour le 

métronidazole (151–153). 

Les taux de rechutes après un traitement initial efficace par la vancomycine ou le métronidazole 

sont similaires. Dans des essais cliniques randomisées et contrôlées, le taux de rechutes était de 6 

à 38 % après un traitement par le métronidazole et de 4 à 33 % après un traitement par la 

vancomycine (149,151,153). Cependant, le métronidazole ne doit pas être administré pour plus 

d’une récurrence à cause de ses effets secondaires incluant la neuropathie périphérique, les crises 

convulsives et des problèmes d’interaction médicamenteuse (154). Pour une deuxième récidive, la 

vancomycine (en schéma thérapeutique à décroissance ou intermittent) est plutôt recommandée 

(155).  

Une autre molécule a permis récemment de diminuer le taux de rechute d’ICD : la fidaxomicine. 

Cette molécule a obtenu en 2012 l’autorisation de mise sur le marché (AMM) pour le traitement 

des ICD. C’est un antibiotique macrocyclique, administré par VO, faiblement absorbé, qui agit 

principalement au niveau de la lumière intestinale et atteint des concentrations fécales élevées. La 

fidaxomicine agit en inhibant la synthèse d’ARN chez C. difficile et en réduisant la production de 

toxines et de spores. Elle est également caractérisée par son spectre étroit avec, en particulier, une 

absence d’activité sur les bacilles à Gram négatif et sur les Bacteroides, réduisant ainsi 

relativement son impact sur le microbiote intestinal par rapport aux autres antibiotiques (89,156). 

Dans les premières études en 2011, la fidaxomicine a montré une non-infériorité à la vancomycine 

et elle a permis une guérison clinique après 10 jours de traitement (critère principal des études) 

dans environ 92 % des cas, d’une manière similaire à la vancomycine (153,157). D’autre part, la 

fidaxomicine est associée à un taux plus faible de rechute en comparaison avec la vancomycine à 

25 jours après le traitement, avec un taux de rechutes à 12,7 % vs 26,9 % pour la vancomycine 

(153). Dans une autre étude récente sur un groupe de 72 patients en Espagne, la fidaxomicine a 

permis un taux de guérison clinique d’environ 96 % avec seulement 12 % de rechutes (158). En 

revanche, la fidaxomicine semble être plus efficace dans le traitement des infections par des 

souches autres que la souche 027. L’analyse des données de deux essais cliniques a montré que les 

patients infectés par la souche 027 de C. difficile avaient des taux de guérison inférieurs à ceux 

infectés par les autres souches (86 % vs 94,3 %) après le traitement par la fidaxomicine. Dans cette 
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même étude, une absence de différence significative a été observée dans le taux de rechute des 

patients infectés par la souche 027 traités par la fidaxomicine ou par la vancomycine (31,3 % pour 

la vancomycine vs 23,3 pour la fidaxomycine) (159). Le coût de la fidaxomicine représente un autre 

point faible de cette molécule. Le coût moyen d’un traitement de dix jours par la fidaxomicine à 

200 mg excède de dix fois le coût du traitement par la vancomycine, mais ce coût reste à discuter 

par rapport à l’efficacité de cette molécule et son rôle dans la réduction de la durée 

d’hospitalisation par la réduction du taux de rechutes (145,160). 

A ce jour, il n’a pas été établi une indication de la fidaxomicine en monothérapie dans les formes 

sévères de l’infection, mais son efficacité et le taux faible de rechute associé ont fait que la 

majorité des recommandations des sociétés savantes (guidelines) recommande son utilisation dans 

les cas de rechutes sans complications ou lors d’un premier épisode mais à haut risque de rechute. 

D’autres antibiotiques ont été testés dans le traitement des ICD et semblent avoir la même 

efficacité que la vancomycine. La teicoplanine administrée par VO aurait une efficacité clinique 

équivalente à celle de la vancomycine pour le traitement des ICD (> 90 %). De Lalla et al. ont 

retrouvé un taux de récidives plus faible avec la téicoplanine qu’avec la vancomycine (7,7 % vs 20 

%) (161,162). Par ailleurs, deux études ont rapporté l’efficacité de la tigécycline par voie IV sur des 

petites séries de cas d’ICD sévères réfractaires aux traitements classiques par métronidazole et 

vancomycine. Un seul des 4 patients traités n’a pas guéri, les autres ayant guéri sans récidive  après 

un traitement de 15 à 30 jours (163,164). La rifaximine a également été étudiée dans un certain 

nombre de cas d'ICD récidivantes après un traitement par vancomycine. Sept patients sur huit ont 

guéri sans récidive après 2 semaines de traitement à la rifaximine (165,166). L’émergence rapide 

de résistance semble cependant poser un problème pour l’utilisation de  cette molécule. 

I.6.1.1.  Résistance de C. difficile aux antibiotiques   

Comme indiqué, les antibiotiques représentent le facteur de risque majeur des ICD. Toutefois, C. 

difficile est une bactérie sporulée et les spores peuvent survivre au traitement antibactérien pour 

germer ensuite et provoquer des récidives après l’arrêt du traitement. C. difficile est connu pour 

être résistant à plusieurs antibiotiques, dont les aminoglycosides, la lincomycine, les tetracyclines, 

l’érythromycine, la clindamycine, les pénicillines, les céphalosporines et les fluoroquinolones, 

classiquement utilisés pour le traitement des infections bactériennes en clinique (167,168). La 

clindamycine, les céphalosporines et les fluoroquinolones sont connues pour favoriser les ICD. La 

résistance à la seconde génération des céphalosporines (céfotétan et céfoxitine) et des 

fluoroquinolones (ciprofloxacine) est très répandue et elle atteint respectivement 79 % et 99 % des 

souches testées. Une proportion plus faible est rapportée pour la résistance aux céphalosporines 
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de troisième génération (ceftriaxone et céfotaxime ; 38 % des souches testées) et aux 

fluoroquinolones à large spectre (moxifloxacine et gatifloxacine ; 34 % des souches testées) (167). 

La résistance de C. difficile aux antibiotiques communément utilisés pour le traitement des 

infections bactériennes contribue non seulement à l’apparition et aux rechutes des ICD, mais 

également aux modifications épidémiologiques et à l’émergence de nouveaux clones (167). Par 

exemple, l’émergence et la propagation mondiale de la souche 027/BI/NAP1 a été certainement 

corrélée à l’utilisation très large et fréquente des fluoroquinolones (167,169).  

Le métronidazole et la vancomycine, représentant la première ligne de traitement des ICD, restent 

efficaces dans la majorité de cas d’infections mais des souches de C. difficile sont isolées avec une 

susceptibilité à ces antibiotiques significativement réduite, et particulièrement celles avec une 

résistance au métronidazole (170,171). Le nombre de cas d’échec de traitement des ICD par le 

métronidazole a remarquablement augmenté dans les dernières années (172). Ainsi, de nombreux 

cas de résistance de C. difficile au métronidazole et à la vancomycine ont été rapportés dans 

différentes régions du monde. Une surveillance pan-européenne longitudinale de la résistance aux 

antibiotiques des ribotypes prévalents de C. difficile a montré que 0,11 % des souches testées 

étaient résistantes au métronidazole et 2,29 % des souches étaient résistantes à la vancomycine 

(173). Aux États-Unis (Texas), entre 2007 et 2011, 13 % des souches testées étaient résistantes au 

métronidazole (174). En Chine, 15,6 % des souches cliniques isolées entre 2012 et 2015 étaient 

résistantes au métronidazole (175). Au Moyen Orient, la résistance de C. difficile a atteint, en Iran 

en 2011, 5,3 % au métronidazole et 8 % à la vancomycine. La résistance au métronidazole s’élève à 

67,4 % des échantillons des selles de patients atteints d’ICD testés entre 2010 et 2016 à partir de 4 

hôpitaux à Téhéran sans résistance à la vancomycine rapportée (170,176). A Jerusalem, 18,3 % des 

souches testées étaient résistantes au métronidazole et 47 % des souches ribotypes 027 isolées 

ont été résistantes à la vancomycine (171). La résistance à la vancomycine ne semble pas affecter 

l’efficacité du premier traitement des ICD, grâce aux concentrations élevées présentes dans 

lumière intestinale (10 g/litre de fèces après administration par VO) mais ces données posent un 

vrai problème potentiel pour le traitement des ICD par la vancomycine et le métronidazole à 

l’avenir (177). C. difficile développe également une résistance à d’autres options thérapeutiques 

dont la rifamycine (57 %), la tétracycline et le chloramphénicol (173,178–180).  

I.6.2. Traitements non antibiotique des ICD 

Compte tenu du fait que la perturbation du microbiote intestinal est indispensable pour le 

développement des ICD, la restauration d’un microbiote normal représente donc une stratégie 

prometteuse permettant de limiter la prescription d’antibiotiques. La transplantation de 
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microbiote fécal (TMF) consiste à administrer une préparation de matière fécale issue d’un sujet 

sain à un patient atteint d’une pathologie liée à une altération du microbiote intestinal. La TMF est 

actuellement proposée pour : 1) les cas de récidives après trois épisodes ou plus d’ICD simple ou 

modérée et un échec du traitement par antibiotiques après 6 à 8 semaines, 2) deux épisodes ou 

plus d’ICD sévère nécessitant une hospitalisation, 3) une ICD modérée sans réponse clinique après 

une semaine de traitements classiques et 4) une ICD fulminante ou sévère sans réponse clinique 

après 48 h de traitement (181,182). L’efficacité de la TMF dans le traitement des ICD a été analysée 

dans la revue systématique de Gough et al. sur 317 patients traités à partir de 27 séries de cas  

cliniques. Il en ressort que la TMF à partir de donneurs sains s’est avérée très efficace, permettant 

une guérison de l’ICD dans 92 % des cas. Cette efficacité varie en fonction des voies 

d’administration (rectale, nasogastrique ou nasojejunale), des volumes administrés, des pré-

traitements avant l’infusion et de l’origine du donneur (183). Cependant, des études sur la sécurité 

de cette approche sur le long terme restent nécessaires. Chez des patients immunodéprimés, des 

effets secondaires importants sont survenu après une TMF mais il n’est pas clairement établi que 

ces effets puissent lui être attribués directement (184).  

Une autre approche thérapeutique pour le traitement des ICD, et plus particulièrement pour la 

prévention des récidives, consiste à utiliser des souches non toxinogènes de C. difficile mais qui 

sont capables tout de même de coloniser le côlon et d’entrer en compétition avec les souches 

toxinogènes (116). Ainsi, l’administration d’une formulation liquide contenant des spores d’une 

souche non toxinogène, NTCD-M3, après un traitement efficace de l’ICD par la vancomycine ou le 

métronidazole, a réduit significativement le taux de récidives (11 % vs 30 %) (185).  

De plus, l’administration d’anticorps dirigés spécifiquement contre C. difficile ou ses toxines 

constituent une autre alternative thérapeutique contre les ICD. Cette approche a montré une 

efficacité comparable à celle du métronidazole dans la prévention des récidives (186). Cependant, 

cette stratégie reste plus coûteuse que les autres thérapies contre les ICD (187). Par ailleurs, des 

molécules capables de fixer les toxines de C. difficile ont été testées pour bloquer leurs effet 

pathologique comme le Tolevamer (sulfonate de polystyrène), mais cette molécule a montré une 

efficacité inférieure à celle des antibiotiques utilisés pour le traitement des ICD (taux de guérison 

de 46 % pour le Tolevamer vs 81 % et 72 % respectivement pour le métronidazole et la 

vancomycine) (188). Enfin, l’indication de la chirurgie (colectomie) ne devrait être considérée que 

chez une minorité des patients (< 5 %) avec des ICD graves ayant développé une colite fulminante, 

un mégacôlon toxique ou un iléus sévère, qui sont associés à un taux élevé de mortalité (jusqu’à 40 

%) (189). 
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Concernant la prévention des ICD, des stratégies vaccinales sont actuellement en cours 

d’élaboration. Des vaccins contre les toxines de C. difficile, en cours de phase 2 et 3 d’essais 

cliniques, protègent contre l’effet toxique sur l’épithélium intestinal et les signes cliniques associés 

(190,191). Malheureusement, Sanofi a arrété récemment le développement de ces vaccins 

ptobablement à cause d’une faible efficacité. D’autres approches vaccinales ciblant les facteurs de 

colonisation de C. difficile ont été également étudiées, et ont montré une protection partielle 

contre la maladie (192–194). 

I.6.3. La place des immunomodulateurs dans le traitement des ICD 

La réponse immunitaire innée représente le premier mécanisme de défense de l’hôte contre C. 

difficile. Cependant, une réponse inflammatoire excessive semble être à l’origine des 

manifestations cliniques observées et des formes sévères de l’infection (195). Ainsi, les colites 

simples ou les colites pseudomembraneuses sont caractérisées par des infiltrats inflammatoires 

constitués de débris cellulaires nécrotiques, de fibrine, de mucus, de neutrophiles et d'autres 

cellules infiltrées de la circulation périphérique (Figure 8) (196,197). Il pourrait alors être 

envisageable d’utiliser des immunomodulateurs pour contrôler la réponse inflammatoire, 

principalement responsable des lésions sévères liés aux ICD. Or l’utilisation de corticoïdes ou 

d’autres biothérapies pourrait être controversée dans le traitement de l’ICD, et au contraire, elle 

pourrait contribuer à la sévérité de l’infection (198). Les corticostéroïdes sont des 

immunosuppresseurs non spécifiques qui pourraient exercer leur action de déplétion des 

lymphocytes en bloquant l'expression des récepteurs de cytokines sur les cellules T et les cellules 

présentatrices d’antigène, empêchant ainsi l’activation de ces cellules et diminuant la production 

des cytokines pro-inflammatoires (199). De fortes doses de corticostéroïdes peuvent provoquer 

une immunosuppression et compromettre la capacité de résister aux infections (200). 

Une seule étude a montré que l’utilisation de corticostéroïdes par voie IV durant le traitement de 

la maladie pulmonaire obstructive chronique a été associée à une réduction de l’incidence d’ICD 

chez les patients testés. Cependant, il n’a pas été rapporté de données sur les doses de corticoïdes, 

les taux de récidives et la sévérité des maladies. De plus, la taille de l’étude a été jugée par les 

auteurs comme étant relativement petite (201). Dans un rapport de cas en 2003, un patient âgé de 

5 ans a développé une ICD sévère suite à une hospitalisation. Après 14 jours de traitement 

antibiotique sans succès, il a été traité par du méthylprednisolone en IV, qui a permis l’arrêt de la 

diarrhée 24 h après le début de ce traitement, qui a été poursuivi pour une durée d’un mois. 

L’enfant a cependant développé des effets secondaires de la corticothérapie au long cours (facies 

lunaire) (202). 
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Figure 8. Formation des pseudomembranes intestinales induites par Clostridium difficile. Les toxines produites par la 

bactérie et d’autres produits bactériens dont les monomères de flagelline, interagissent avec les cellules épithéliales 

intestinales et induisent la production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires qui attirent à leur tour des 

polynucléaires neutrophiles et d'autres cellules immunitaires infiltrées de la circulation périphérique. L’accumulation de ces 

cellules avec des débris cellulaires nécrotiques, de la fibrine et du mucus, conduit à la formation de pseudomembranes 

modifiée d’après (197). 

 

En revanche, d’autres études déconseillent l’utilisation de corticoïdes dans le traitement des ICD. 

Dans une étude menée aux États-Unis, entre 2004 et 2008, sur 2024 patients, la mortalité des 

patients atteints d’ICD sous traitement par corticoïdes a été significativement supérieure à celle 

des patients non traités (19,3 % vs 9,6 %). En outre, les patients atteints d’ICD et ayant reçu un 

traitement par corticoïdes présentent un risque de mortalité à court-terme supérieur à celui des 

patients du groupe contrôle(203). Dans une autre étude en 2011, l’impact des 

immunosuppresseurs a été étudié in vivo dans un modèle murin de rechute. Un groupe de souris a 

été traité par la dexamethasone après un premier épisode de l’infection. Après la deuxième 

infection des animaux avec des spores de C. difficile, toutes les souris de ce groupe ont développé 

des diarrhées sévères et sont toutes décédées (100 % de mortalité), alors que les souris infectées 

et non traitées à la dexamethasone ont développé des diarrhées moins sévères avec 40 % de 

mortalité, ce qui suggère que les souris traitées par le corticoïde sont plus susceptibles aux formes 

sévères de l’infection (204). Pour comprendre le mécanisme par lequel les corticostéroïdes 

augmentent la sévérité des ICD, Kim HB et al ont étudié en 2016 l’effet in vivo de la 

dexamethasone sur le microbiote intestinal sur un modèle murin d’ICD. La mortalité des souris 

infectées par C. difficile et traitées par des antibiotiques seuls a été inférieure à celle des souris 

infectées et traitées par des antibiotiques et la dexamethasone. L’analyse du microbiome fécal , par 
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séquençage de la région hypervariable V1-V2 des gènes des ARNs 16S, a montré que les profils de 

l’altération du microbiote intestinal entre les deux groupes étaient similaires, mais que le 

microbiote des souris traitées aux antibiotiques et à la dexamethasone a pris plus de temps à se 

rétablir par rapport aux souris traitées aux antibiotiques seuls. Ces données suggèrent donc que les 

corticoïdes retardent la récupération des populations bactériennes du microbiote intestinal altéré 

par les antibiotiques et augmentent ainsi la sévérité de la maladie (205). Une étude récente sur des 

patients âgés vivant en maisons de retraite atteints d’ICD a montré que le risque de rechutes est 

5,9 fois plus élevé chez les patients traités par des corticoïdes (206).  

Les corticostéroïdes sont alors non seulement considérés comme un facteur aggravant la sévérité 

des ICD mais également un facteur de risque favorisant l’initiation de l’infection (207–209). Ainsi, le 

développement d’autres approches thérapeutiques ciblant plus spécifiquement l’inflammation, 

principal facteur responsable du tableau clinique des ICD, s’avère nécessaire et pourrait contribuer 

à la diminution de la morbi-mortalité et des coûts élevés liés aux ICD. 

 

II. Pathogénicité de Clostridium difficile 

C. difficile se transmet par la voie fécale-orale (Figure 9). Les spores sont des cellules dormantes 

hautement résistantes aux conditions environnementales y compris aux désinfectants et aux 

nombreux antibiotiques (voir section 1,6,1,1, Résistance de C. difficile aux antibiotiques) (210). Les 

spores représentent les formes contaminantes puisque les cellules végétatives sont anaérobies 

strictes et donc incapables de survivre à l’extérieur de l’hôte ou dans l’environnement acide de 

l’estomac (211). La germination des spores est activée par la reconnaissance des acides biliaires 

primaires dont le taurocholate par le récepteur CspC, déclenchant ainsi une cascade protéolytique 

conduisant à la dégradation du peptidoglycane de la spore, la libération du calcium dipicolinique et 

la réhydratation de la spore aboutissant enfin à la croissance des formes végétatives (212,213).  

La germination des spores et le développement des formes végétatives sont directement 

influencés par le microbiote intestinal de l’hôte et les métabolites associés. Ainsi, suite à une 

antibiothérapie, la perturbation du microbiote va lever l’inhibition de la germination et la 

compétition de la colonisation par d’autres bactéries et va donc permettre à C. difficile de s’établir 

dans une niche convenable à son développement et sa croissance (212,214,215). 
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Figure 9. Stades du cycle de vie de Clostridium difficile dans l’environnement et le tractus gastro-intestinal humain. Trois 

sources d'infection (environnement lié aux soins de santé, animaux et environnement) sont indiquées. Une série de 

facteurs de l'hôte influencent le cycle de vie de Clostridium difficile, ainsi que le nombre relatif de spores et de cellules 

végétatives (métaboliquement actives) dans l'intestin. Le passage dans l'estomac élimine la plupart des cellules végétatives. 

Cependant, les spores survivent, germent et se développent dans le duodénum. Dans le cæcum et le côlon, C. difficile 

commence à produire des spores à nouveau, et les cellules végétatives sont excrétées par le patient pendant l'infection. La 

toxine est produite dans le côlon. C. difficile étant une bactérie anaérobie stricte, la transmission se fait principalement par 

les spores. SCFA, acide gras à chaîne courte (comme le butyrate) (2). 

Des enzymes mucolytiques dont la cell wall protein 84 (Cwp84) sont sécrétées par la bactérie et 

pourraient dégrader le mucus, ainsi les protéines de la surface bactérienne contribuent activement 

à l’adhésion aux tissus de l’hôte et à la colonisation digestive par C. difficile (14). En effet, ces 

phénomènes sont considérés comme des prérequis à l’infection et aux lésions intestinales : C. 

difficile doit franchir la barrière de mucus, s’implanter et coloniser les cellules épithéliales et 

permettre ainsi aux toxines d’atteindre leurs cibles cellulaires. Parmi ces facteurs de colonisation, 

on retrouve la protéase Cwp84 et des facteurs d’adhésion comme les protéines de la couche S 

(couche cristalline à la surface de la bactérie), l’adhésine Cwp66, la protéine de liaison à la 
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fibronectine Fbp68, la protéine de choc thermique GroEL ou encore les flagelles (Voir section II.2. 

Colonisation). Ainsi, l’inhibition ou la délétion de chacune de ces protéines diminue le niveau de la 

colonisation, suggérant que la colonisation par C. difficile est multifactorielle (14,216–220). 

Les facteurs majeurs de virulence de C. difficile sont les toxines TcdA et TcdB. Ces toxines se lient à 

leur récepteur à la surface des cellules épithéliales intestinales et induisent une réponse délétère 

en perturbant le cytosquelette d’actine et en provoquant la rupture de la barrière épithéliale 

intestinale, la libération des cytokines pro-inflammatoires et le recrutement des cellules 

immunitaires (221). Certaines souches de C. difficile expriment une autre toxine appelée toxine 

binaire ou CDT (Clostridium difficile toxin), dotée d’une activité d’ADP-ribosylation spécifique de 

l’actine provoquant la dépolymérisation de celle-ci, l’altération du cytosquelette et la mort 

cellulaire (222).  

La reconnaissance des déterminant de pathogénicité de C. difficile est médiée par les récepteurs 

de l’immunité innée, les Toll-like receptor (TLR) et les nucleotide-binding oligomerization domain-

like receptors (NOD). Par exemple, la protéine SlpA (Voir section II.2.2. Facteurs de colonisation) 

est reconnue par le récepteur TLR4, la flagelline interagit avec le récepteur TLR5, et NOD1 est 

probablement activé par les composants dérivés du peptidoglycane bactérien (223–225). Les 

cellules intestinales de l’hôte vont agir à leur tour en produisant des composants antimicrobiens 

dont le lysozyme et des peptides cationiques antibactériens, comme première ligne de défense 

(226,227). D’autre part, la résistance de la bactérie à ces composants de l’hôte est multifactorielle 

et médiée par certains mécanismes comme par exemple la modulation de la charge de la paroi et 

la production des protéases dont la PrsW ou des protéines codées par le locus cpr (228–231). Les 

principaux facteurs et mécanismes de virulence de C. difficile seront développés plus loin dans ce 

chapitre. 

 

II.1. La sporulation de C. difficile 

II.1.1. Composition de la spore 

Le noyau de la spore, contenant le chromosome bactérien et des amas de ribosomes et de 

complexes nucléoprotéiques, est recouvert par trois couches protectrices : le cortex (couche 

interne) formé principalement de peptidoglycane, la paroi sporale dense (coat), composée 

majoritairement de protéines, et l'exosporium (couche externe) principalement constitué de 

glycoprotéines (Figure 10) (210). La caractérisation des spores de B. subtilis a grandement 

contribuée à celle des spores de C. difficile. Néanmoins, seulement 25 % des plus de 70 protéines 
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qui composent la paroi de la spore sont conservées entre B. subtilis et C. difficile (232).  Parmi les 

protéines de la paroi de la spore les mieux caractérisées on retrouve les protéines Cot (cotA, cotB, 

cotCB, cotD, et cotE) avec une activité catalase, la protéine SodA dotée d’une activité superoxyde 

dismutase, la protéine CspC composant essentiel du système de détection des acides biliaires et de 

déclenchement de la germination et enfin la protéine CdeC riche en cystéine et placée à proximité 

de l’exosporium, jouant un rôle dans la résistance à la chaleur, au lysozyme et à l’éthanol (233–

235). L'exosporium de C. difficile contient trois glycoprotéines de type collagène, BclA1, BclA2 et 

BclA3, qui sont conservées avec l'exosporium de Bacillus anthracis (236). Ces protéines sont 

responsables de l’interaction entre la spore et la matrice extracellulaire, la régulation de la 

germination, le contrôle de l’hydrophobicité de la spore et l’interaction avec l’épithélium  

(237,238).  

II.1.2. Formation de la spore 

En culture, la sporulation de C. difficile se produit en phase stationnaire lorsque les nutriments 

s’appauvrissent. À un pôle d'une cellule végétative de C. difficile, un septum est créé, ce qui 

entraîne une division asymétrique et la création de deux compartiments de taille inégale (239). Le 

compartiment le plus petit - la partie antérieure - se développera dans la spore, tandis que le 

compartiment plus grand - la cellule mère - préparera l’autre compartiment à la dormance. La 

partie antérieure se transforme en un récipient de stockage des chromosomes desséché et 

résistant au stress, qui sera libéré dans l'environnement par lyse de la cellule mère. Les spores 

peuvent germer et produire de nouvelles cellules végétatives lorsque les conditions 

environnementales redeviennent favorables (Figure 10).  

Les signaux environnementaux déclenchant la sporulation ne sont pas bien connus alors que le 

mécanisme moléculaire permettant la formation de la spore a été bien décrit. Ainsi, plus de 404 

gènes sont impliqués dans la sporulation (240).  

Chez C. difficile, la sporulation est initiée par une signalisation liée à des histidine kinases (CD1352, 

CD1492, CD1579, CD1949 et CD2492 chez la souche 630) qui vont aboutir à la phosphorylation et à 

l’activation du facteur de transcription Spo0A (241,242). Une fois activé, Spo0A va contrôler le 

réseau de régulateurs de la sporulation en régulant d’une manière directe une douzaine de gènes 

(243). Les mutants qui ne possèdent pas le gène codant Spo0A sont incapables de sporuler et leur 

dissémination à partir de souris infectées vers des souris non-infectées est fortement réduite (211). 

L’expression de Spo0A est également contrôlée par deux facteurs de transcription, CodY et CcpA, 

qui peuvent intégrer des informations sur l'état nutritionnel dans le déclanchement de la 

formation des spores. Ce sont des répresseurs qui se lient à L’ADN en présence de GTP et des 
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nutriments (acides aminés à chaines ramifiées par exemple) et inhibent la transcription de 

nombreux gènes y compris celui codant SpoA lui-même (244,245). De plus, la suppression des 

oligopeptides perméases Opp et App diminue la capacité de la bactérie à recueillir les nutriments 

des peptides dans l'environnement local, ce qui entraîne la famine des cellules et accélère la 

transition vers la phase stationnaire (239). Prises ensemble, ces données suggèrent que C. difficile 

réprime la sporulation en présence de nutriments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Sporulation et germination de C. difficile. Un environnement nutritif limité induit la sporulation. Le facteur de 

transcription stage 0 sporulation protein A (Spo0A) est phosphorylé par des histidines kinases, activant ainsi une cascade 

d'événements de signalisation et morphologiques qui créent un espace dans la cellule mère de la bactérie. Après la lyse de 

cette cellule mère, les spores sont libérées dans l'environnement. Le noyau de la spore, qui contient le chromosome 

condensé, est encapsulé par trois couches protectrices : le cortex, la paroi (coat) et l’exosporium. La germination des spores 

peut être initiée par les acides biliaires, tels que le taurocholate, qui signalent via le récepteur CspC. L'activation de 

l'enzyme SleC par CspB conduit à la dégradation du cortex de la spore et enfin à la croissance d'une nouvelle cellule 

végétative (239). 

 

En aval de Spo0A, on trouve un programme de transcription piloté par l'activation séquentielle de 

quatre facteurs sigma d’ARN polymérases spécifiques de différents compartiments : σF, σE, σG et 
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σK (246). σF n'est activé que dans la zone antérieure, ce qui entraîne la production de la protéine 

de signalisation SpoIIR et l'activation subséquente de σE dans la cellule mère (247). La délétion 

individuelle des facteurs sigma, a démontré que σF induit l'activation de σG dans le compartiment 

antérieur, tandis que σE favorise l'activité de σK dans la cellule mère. Cependant, contrairement à 

B. subtilis, l'activité de σG ne dépend pas de σE et σK est indépendant de σG, ce qui suggère que la 

signalisation inter-compartimentée pour l'activation des facteurs sigma n'est pas conservée chez C. 

difficile (248). 

II.1.3. Germination de la spore 

II.1.3.1. Induction de la germination  

Plusieurs facteurs sont impliqués dans l’induction de la germination (Figure 10). Comme déjà 

indiqué, l’utilisation antérieure d’antibiotiques représente le facteur de risque majeur des ICD. La 

dysbiose intestinale pourrait significativement influencer la structure et la fonction du microbiote 

résident. La modification de la composition du microbiote intestinal entraine une diminution de la 

résistance à la colonisation favorisant ainsi la germination de C. difficile, sa croissance et sa 

dissémination dans l’intestin (249,250). En effet, plusieurs études ont montré une diminution de la 

diversité des espèces et de la composition du microbiote intestinal chez les patients atteints d’ICD. 

Le microbiote de ces patients montre une augmentation des Firmicutes et des Proteobactéries et 

une diminution des Bacteriodetes par rappport à celui des patients sains. En outre, les 

Ruminococcacea, les Lachnospiraceae, les Bacteriodaceae et les Clostridia cluster IV et XIVa sont 

diminués tandis qu'une augmentation de l'abondance des Enterococacea pourrait être observée 

(87,251,252). Il a été ainsi montré que la co-colonisation par des taxons bactériens protecteurs, 

dont Clostridium ou Eubacterium, pourrait protéger contre le développement de l’ICD à partir d’un 

portage asymptomatique (253). 

Le rôle exact du microbiote intestinal dans la prévention de la germination et le développement de 

C. difficile n’est pas complétement élucidé. Cependant, il a été montré que, d’une part, la perte des 

acides biliaires secondaires dans le caecum et le côlon suite à une antibiothérapie est fortement 

associée à la susceptibilité de développer une ICD, et d’autre part, le rétablissement ou la guérison 

après la reconstitution du microbiote intestinal par une TMF sont hautement corrélés aux niveaux 

des acides biliaires secondaires (254). Les acides biliaires sont produits dans le foie et secrétés dans 

l’intestin grêle, puis réabsorbés au niveau de l’iléon terminal. Toutefois, environ 5 % des acides 

biliaires passent dans le gros intestin où ils seront convertis par les bactéries anaérobies du côlon 

en acides biliaires secondaires (Figure 11) (255).  
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Figure 11. Rôle du microbiote intestinal dans l’inhibition du développement de C. difficile. a. Le microbiote intact 

convertit les acides biliaires primaires en acides biliaires secondaires, dont plusieurs dérivés inhibent la croissance de 

Clostridium difficile par l’action détergente sur les cellules végétatives. Les bactéries commensales qui expriment les 

sialidases clivent les sucres attachés aux cellules épithéliales et libèrent l'acide sialique dans la lumière intestinale. L’activité 

fermentative des espèces bactériennes commensales transforme les glucides en acides gras à chaîne courte (SCFA), tels que 

le succinate. Les populations bactériennes commensales peuvent consommer ces métabolites en tant que sources 

d’énergie. b. La perturbation du microbiote par les antibiotiques appauvrit ce microbiote en convertisseurs d’acides biliaires 

primaires, ce qui permet la sporulation et la croissance de C. difficile. Les antibiotiques peuvent également épuiser les 

consommateurs d’acide sialique et de succinate en concurrence, libérant une source d’énergie pour le C. difficile (239).  

 

Les acides biliaires primaires dont le glycocholate et le taurocholate sont déconjugués par des 

hydrolases salines exprimées à la surface de nombreuses espèces bactériennes intestinales, pour 

produire des acides choliques qui seront à leur tour désyhydroxylés en désoxycholate ou 

lithocholate, par d’autres espèces bactériennes au niveau du côlon (notamment Clostridium 

scindens) (255,256). Les acides biliaires secondaires sont ainsi capables d’inhiber la germination des 

spores et le développement des formes végétatives de C. difficile. En revanche, les acides biliaires 

primaires ont un effet inverse. Il a été montré que l’addition du taurocholate au milieu de culture 

augmente la croissance des colonies à partir des spores de Clostridium isolées des selles des 

patients (239). D’autres études ont ultérieurement montré que l’addition du taurocholate au 

milieu CCFA, utilisé pour la culture de C. difficile, augmente la récupération des colonies à partir 

des spores (257). D’une manière importante, tous les acides biliaires ne possèdent pas le même 

rôle dans l’induction de la germination. Par exemple, le taurocholate et la glycine vont favoriser 

ensemble la germination des spores de C. difficile alors que l’acide chénodésoxycholique, un autre 
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acide biliaire primaire, inhibe la germination des spores et la croissance des formes végétatives 

dans le milieu de culture liquide (258,259). Ces observations suggèrent alors que la production 

d’acides biliaires secondaires par les bactéries commensales du microbiote, et la diminution 

indirecte de ces acides biliaires par le traitement antibiotique, affecte la susceptibilité au 

développement de l’ICD. 

II.1.3.2. Dégradation du cortex de la spore 

La germination induite par certains acides biliaires primaires conduit à la dégradation du cortex, à 

la libération du calcium et de l'acide dipicolinique et à la réhydratation de la spore, qui sont des 

étapes précoces importantes dans le processus de germination (Figure 10) (260,261). Le récepteur 

des acides biliaires sur les spores de C. difficile, CspC, a été récemment identifié. La protéine CspC 

est codée par le locus cspBAC et est similaire en séquence à celui codant les protéases de la famille 

des subtilisines chez Clostridium perfringens, lesquelles ont été associées à l'activation de SleC, une 

enzyme lytique essentielle à la germination des spores (235). La délétion de CspC rend les spores 

de C. difficile insensibles au taurocholate. Une seule substitution d'acide aminé de la glycine en 

arginine au résidu 457 de CspC modifie l'effet inhibiteur de la germination du chénodésoxycholate 

en un effet stimulant la germination, soutenant de manière significative la notion que CspC 

s'associe directement aux acides biliaires primaires (235). CspB-CspA est une protéine hybride 

codée également par le locus cspBAC. Elle est clivée par une protéase nommé YabG pendant la 

sporulation libérant CspB et pro-SleC qui deviennent des composants de la paroi de la spore 

(262,263). L’interaction du taurocholate avec le récepteur CspC active la protéine CspB qui, par son 

activité enzymatique protéolytique, va cliver la pro-SleC en Slec mature qui dégrade le 

peptidoglycane dense du cortex pendant la germination des spores (Figure 10) (264).  

La protéine CspA possède un domaine pseudoprotéase qui va réguler le niveau du récepteur CspC 

dans la spore (263). Une fois amorcée, la germination des spores de C. difficile est un processus 

complexe qui implique la régulation positive ou négative de plus de 500 gènes (265). L'efficacité de 

la germination varie entre les souches cliniques de C. difficile, et l’éventuelle corrélation entre les 

propriétés de germination et la virulence de la bactérie reste un domaine d'investigation très actif 

(266,267). 

 

II.2. Colonisation du côlon par C. difficile 

L’étape de colonisation est définie par le développement des bactéries dans l’environnement 

colique et implique plusieurs mécanismes, dont l’évasion de l’immunité innée de l’hôte, l’adhésion 
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à la muqueuse intestinale et la multiplication des cellules végétatives, souvent médiés par un 

ensemble de protéines exprimées à la surface de C. difficile interagissant avec l’hôte. 

II.2.1. Résistance aux défenses innées de l’hôte  

Les bactéries pathogènes colonisant les muqueuses ont acquis une résistance aux agents 

antimicrobiens abondants au niveau de ces sites. Par exemple, le lysozyme est une enzyme 

antimicrobienne sécrétée en grande quantité par les cellules épithéliales. C’est une peptidoglycane 

hydrolase qui clive la liaison β (1-4) entre MurNAc (N-Acetylmuramic acid) et GlcNAc (N-

Acetylglucosamine) de la structure du peptidoglycane. La modification du peptidoglycane, 

principalement par la N-désacétylation du GlcNAc représente le mécanisme de résistance direct 

contre le lysozyme (268). C. difficile est naturellement hautement résistant au lysozyme grâce au 

taux élevé de désacétylation de son peptidoglycane (269). La désacytélation est induite également 

par des concentrations sub-inhibitrices de lysozyme, augmentant ainsi la résistance à cet agent. En 

effet, le lysozyme augmente l’expression du facteur σV extracytoplasmique, qui va réguler à son 

tour la désacétylase PdaV (CD630_15560) principalement responsable de la désacétylation chez C. 

difficile (270). D’autres agents antimicrobiens sont également sécrétés par les cellules épithéliales 

et les bactéries commensales, dont les peptides cationiques antimicrobiens (CAMPs) qui possèdent 

une charge positive facilitant leur interaction avec la membrane bactérienne chargée 

négativement. Il a été montré que plusieurs défensines et cathélicidines sont capable de tuer 

efficacement les formes végétatives de C. difficile. Il est à remarquer que la souche 027 possède 

une résistance élevée à la cathelicidine LL-37 alors qu’elle est plus sensible aux défensines que les 

autres souches (228,271). C. difficile résiste à ces CAMPs par plusieurs mécanismes dont la D-alanyl 

estérification des acides téichoïques, ce qui conduit à l’augmentation de la charge positive de la 

surface bactérienne réduisant ainsi l’efficacité des CAMPs (272). Cette modification est codée par 

l’opéron dlt qui est lui-même induit par des concentrations subinhibitrices de plusieurs CAMPs 

(231). D’autres mécanismes qui impliquent des transporteurs ABC contribuent également à la 

résistance de la bactérie aux CAMPs, et pourraient être impliqués dans l’étape de colonisation et 

de la production des toxines par C. difficile (226,227). 

II.2.2. Facteurs de colonisation  

II.2.2.1. Adhésines 

L’adhésion de C. difficile aux cellules de l’hôte fait intervenir des adhésines bactériennes qui sont 

essentiellement des protéines de surface. Plusieurs adhésines de C. difficile ont été caractérisées, 

bien que leur rôle dans la pathogenèse des ICD ne soit pas encore complètement élucidé. 
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La couche S ou S-layer est une couche de protéines exposée à la surface et produite par de 

nombreuses bactéries. Les couches S se composent généralement de sous-unités de monomères 

glycoprotéiques identiques qui forment un réseau cristallin régulier à deux dimensions visible par 

microscopie électronique (273). Les fonctions de la couche S varient entre espèces bactériennes et 

comprennent des rôles tels que la protection contre les phages, l’adhérence et la résistance au 

complément (273). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Maturation des protéines de la couche S de C. difficile. La couche S se forme à partir d’un processus en trois 

étapes : 1) le peptide signal (SP) du précurseur SlpA est clivé, 2) la protéase Cwp84 coupe au sein du précurseur pour 

générer les deux sous-unités LMW-SLP et HMW-SLP, 3) LMW-SLP et HMW-SLP se réassocient à la surface bactérienne afin 

de former la couche S (274). 

 

La couche S forme la couche la plus externe de la bactérie, ce qui lui confère un potentiel 

immunogénique important. Les protéines de la couche S, ou S-layer proteins (SLP), ont été 

détectées dans toutes les souches de C. difficile. Contrairement à la plupart des bactéries, où la 

couche S est composée d'une espèce protéique singulière, la couche S de C. difficile consiste en 

deux sous-unités protéiques appelées High-Molecular Weight-Surface Layer Protein (HMW-SLP) 

constituée d’une protéine de poids moléculaire élevé (47 kDa) et Low-Molecular Weight-Surface 

Layer Protein (LMW-SLP) constituée d’une protéine de faible poids moléculaire (36 kDa). Ces 

formes sont dérivées du précurseur polypeptidique SlpA, codé par le gène slpA, qui subit un clivage 

protéolytique par la protéase Cwp84 (Figure 12) (274,275). Les protéines HMW-SLP sont 

hautement conservées parmi les souches de C. difficile tandis que les protéines LMW-SLP sont 

variables (276). Les sous-unités HMW et LMW forment un complexe non-covalent étroitement 

associé, jouant un rôle dans l'adhésion aux cellules hôtes, mis en évidence par l'adhérence aux 

cellules in vitro et sur des coupes de tissu gastro-intestinal humain (217,277). En outre, il a été 
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décrit que des anticorps contre SlpA sont capables de bloquer l'adhérence de C. difficile aux 

cellules cultivées (217,278). L’adhésion de C. difficile aux cellules épithéliales est considérablement 

réduite sur les monocouches pré-incubées avec les protéines de la couche S ou la SlpA purifiée 

(protéine native et recombinante) (278). 

 

Figure 13. Locus représentant les gènes qui codent les protéines Cwp de surface de C. difficile. Le cluster de gènes 

"clostridial wall proteins (cwp)" porte 18 cadres ouverts de lecture (ORFs) parmi lesquels 12 codent des protéines avec un 

peptide signal, un domaine de liaison conservé à la surface bactérienne (situé dans la partie N ou C-terminale de la 

protéine) et un domaine variant entre les paralogues responsables d'une fonction spécifique. Le domaine C-terminal de 

Cwp66 affiche des propriétés adhésives; le domaine N-terminal de Cwp84 présente des propriétés protéolytiques (275). 

 

Les protéines SLP sont les mieux caractérisées de la famille des protéines de la paroi de C. difficile 

appelées cell wall proteins (CWPs). Cette famille de CWP est constituée de 29 paralogues de la 

protéine HMW identifiés dans la souche 630 par analyse bio-informatique (279). Collectivement, 

ces protéines possèdent 2 à 3 domaines de liaison à la paroi conservés responsables de l’ancrage 

de la protéine à la surface externe de la bactérie avec un domaine unique qui peut déterminer la 

fonction (280). Douze des gènes codant les CWPs sont regroupés dans le locus cwp (> 63 kb) 

(Figure 13) (281). L’analyse bioinformatique récente de ce locus dans 57 isolats cliniques de C. 

difficile montre une grande variabilité entre les souches. Cette variation antigénique rend les 

stratégies de vaccination contre cette région plus difficiles (282). Les 17 locus cwp restants sont 

répartis dans le génome de C. difficile. L’analyse bioinformatique de 40 isolats cliniques de C. 

difficile indique que les locus cwp restants peuvent être divisés en 2 groupes: le premier composé 

de 9 loci cwp hautement conservés à la fois dans et entre les ribotypes, et le deuxième groupe plus 

variable (283). Les analyses transcriptomiques et protéomiques ont montré qu'un certain nombre 

de ces gènes et protéines sont exprimés in vitro (280,284). De plus, l'analyse du sérum de patients 

a détecté des anticorps contre un certain nombre de protéines de la paroi cellulaire, en plus de la  

HMW et LMW-SLP. Cette analyse suggère que ces CPWs sont exprimées in vivo et sont reconnues 

par le système immunitaire, servants de cibles thérapeutiques potentielles (285). 
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Une autre protéine bien caractérisée de la paroi cellulaire de C. difficile est la protéine Cwp84 (84 

kDa), une cystéine protéase impliquée dans la maturation de la couche S (286). Il a également été 

montré que la protéine Cwp84 dégrade les protéines de la matrice extracellulaire in vitro, ce qui 

suggère que cette protéine peut jouer un rôle dans la dégradation des tissus et la dissémination 

bactérienne durant l’infection (216). Cette protéine possède, comme la majorité des Cwp, une 

structure en trois domaines : un peptide signal, un domaine N-terminal qui présente une activité 

catalytique et un domaine C-terminal homologue au domaine d’ancrage de Cwp66 (287). Deux 

formes de cette protéase sont associées à la bactérie : une forme à 80 kDa, et sa forme mature et 

clivée à 47 kDa, dont chacune peut présenter une activité protéolytique différente et avoir des 

rôles différents in vivo dans le processus infectieux (288). Une protéine homologue de Cwp84, 

Cwp13, a également été caractérisée. Elle joue un rôle dans la maturation de Cwp84 mais présente 

une faible activité envers SlpA, et n'est pas considéré comme essentiel pour l'activité Cwp84 ou la 

maturation de la protéine Slp (286). La protéase Cwp84 est capable de cliver ou dégrader in vitro 

certaines protéines de la matrice extracellulaire de l’hôte, telles que la fibronectine, la vitronectine 

et la laminine (216,288). Cependant, le rôle de Cwp84 dans la progression de la maladie est 

probablement limité, puisqu’une souche mutée dans le gène cwp84, et donc dépourvue de la 

protéine Cwp84, est également virulente que la souche sauvage dans le modèle hamster [202]. 

Une autre protéine de surface cellulaire impliquée dans l'adhésion est Cwp66 (66 kDa) qui abrite 2 

domaines, chacun avec 3 répétitions imparfaites, et un domaine additionnel homologue à 

l'autolysine de B. subtilis, CwlB (218). Cette protéine a été détectée à l’aide d’anticorps dirigés 

contre les protéines de surface de bactéries ayant subi un choc thermique, suggérant que Cwp66 

est une protéine de choc thermique associée à la surface. L’adhésion de C. difficile ayant subi un 

choc thermique à des cellules cultivées in vitro s'est avéré être réduite en présence d'anticorps 

dirigés contre les extrémités N et C-terminales de Cwp66, alors que l'adhésion des cellules non 

traitées par la chaleur n’a pas été affectée. Cela suggère que le choc thermique est important dans 

la fonction d’adhésine de Cwp66 et indique que d'autres protéines de surface de C. difficile sont 

impliquées dans l'adhésion aux cellules in vivo.  

La plus grande protéine caractérisée des protéines de la paroi cellulaire de la souche 630 de C. 

difficile, CwpV (167 kDa), a une expression variable selon la phase de croissance (289). Cette 

protéine n’est exprimée que par 5 % des bactéries dans les conditions de croissance standard de 

laboratoire. La région C-terminale de cette protéine avec des séquences répétées est très variable 

entre les souches de C. difficile, avec 5 types de répétition antigéniquement distincts (290). Il est 

suggéré que CwpV est post-traductionnellement clivée en 2 fragments qui se réassocient pour 

former un complexe stable, mais associé de manière non covalente (289,290). Les études 
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proposent que CwpV favorise l'agrégation des bactéries via le domaine C-terminal répétitif, 

indiquant un rôle potentiel pour la protéine dans l'interaction bactérienne et la formation de 

biofilm dans l’intestin de l’hôte (290). Il a été récemment montré que ce domaine C-terminal de 

CwpV pourrait également fournir à C. difficile une protection antiphagique à large spectre ; cette 

hypothèse est justifiée par la résistance d’une souche 027 aux phages après la surexpression de 

CwpV modifiée génétiquement [219].  

II.2.2.2. Protéines de liaison à la matrice extracellulaire  

C. difficile se lie à des protéines de la matrice extracellulaire (MEC) telles que la fibronectine, le 

fibrinogène, le collagène et la vitronectine (291). La fibronectine est une glycoprotéine de masse 

moléculaire élevée de la MEC de l’hôte jouant un rôle important dans l'adhésion de nombreux 

agents pathogènes bactériens. C. difficile possède une protéine de liaison à la fibronectine de 68 

kDa (Fibronectin binding protein 68), annotée FbpA dans la souche 630, dont le gène semble être 

hautement conservé entre les isolats de C. difficile (219). Fbp68 est une protéine de liaison au 

manganèse, nécessitant ce métal pour la stabilité structurelle et la liaison à la fibronectine (292). 

Comme pour de nombreux facteurs de virulence de C. difficile, le rôle de la protéine de liaison de la 

fibronectine dans la pathogenèse de la bactérie n'est pas complètement élucidé. Il a été montré 

que la protéine Fbp68 est capable de se lier aux constituants de la matrice extracellulaire, y 

compris la fibronectine, le fibrinogène et la vitronectine, et les anticorps contre Fbp68 inhibent 

partiellement la liaison de cette protéine aux cellules in vitro (219).  

Par exemple, il a été montré que le mutant fbpA est excrété dans les fèces au même niveau que la 

souche sauvage dans des souris monoxéniques, mais avec une colonisation réduite de l’épithélium 

cæcal (293). De même, aucune différence dans l'implantation intestinale et la colonisation caecale 

était observée entre la souche sauvage et le mutant fbpA chez des souris dixénique et également 

chez des souris avec un microbiote humain (293). 

Une étude récente a identifié une nouvelle métalloprotéase, ZmpI, présentant une similitude de 

séquence avec le facteur létal de B. anthracis, également capable de dégrader les protéines de la 

matrice extracellulaire, en particulier le fibrinogène et la fibronectine (294). Cette propriété de 

dégradation de la MEC pourrait améliorer le caractère envahissant et la propagation de C. difficile 

dans l’hôte infecté, comme cela a été démontré pour d'autres agents pathogènes (295) . 

Une protéine de liaison au collagène, Collagen binding protein A (CbpA), a été récemment 

identifiée. Cette protéine de haut poids moléculaire (environ 118 kDa) associée à la surface 

bactérienne, possède un domaine N-terminal de liaison au collagène. Un motif peptidique SPKTG 
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est présent à son domaine C-terminal et pourrait donc permettre l’ancrage à la surface 

bactérienne grâce à la sortase B (296). Cette protéine est capable de se lier aux collagènes I et V, 

les plus communs des type de collagène retrouvés dans de nombreux tissus y compris l'intestin 

(297). Des recherches supplémentaires sont nécessaires afin d’élucider le rôle de ces protéines 

dans la liaison à la MEC et donc dans la pathogenèse de C. difficile, et en particulier en ce qui 

concerne l'interaction de la bactérie avec la muqueuse intestinale. 

 

II.2.2.3. Protéine de choc thermique GroEL 

L'adhésion de C. difficile aux cellules épithéliales in vitro augmente après un choc thermique (220). 

Ce phénomène a conduit à l'identification et à la caractérisation de la protéine Cwp66 mais a 

également suggéré un rôle pour d'autres protéines de choc thermique telle que GroEL (ou Hsp60 

pour heat shock Protein) dans les propriétés d'adhésion de la bactérie. GroEL est une protéine de 

58 kDa qui est exprimée après exposition à un certain nombre de stress incluant la chaleur, le choc 

acide ou osmotique, la privation en fer, la présence de concentrations sub-inhibitrices d'ampicilline 

ou le contact avec des cellules eucaryotes in vitro (220). Après un choc thermique, GroEL a été 

associée à la surface et même libérée dans le milieu extracellulaire. Des expériences de 

fractionnement cellulaire ont montré que GroEL est retrouvée dans le cytoplasme ainsi que dans la 

membrane bactérienne (220,298). Des anticorps anti-GroEL ainsi que la protéine GroEL purifiée 

inhibent l’adhésion de C. difficile aux cellules eucaryotes in vitro, suggérant que cette protéine joue 

un rôle dans l'adhésion (298). Plus récemment, des études d’immunisation utilisant la protéine 

GroEL recombinante ont réduit la colonisation intestinale de C. difficile chez les souris infectées, 

suggérant un rôle pour GroEL dans l'adhésion intestinale de C. difficile (299). 

 

II.2.2.4. Les flagelles 

La formation de flagelles par de nombreuses espèces bactériennes leur confère la capacité d'être 

mobile, de coloniser des surfaces abiotique ou biotiques, une optimisation de la croissance et la 

survie, et un échappement à la dessiccation dans un environnement hostile (300). Le flagelle 

comprend un moteur moléculaire, un complexe de corps basal et de crochet, et un filament en 

rotation qui est considéré comme un système de sécrétion de type III spécialisé dérivé d'une 

structure ancestrale (Figure 14)(301).  
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Figure 14. Représentation schématique de la structure du flagelle bactérien. Organisation structurale représentative d'un 

flagelle dans une bactérie à Gram-négatif. Le complexe corps-basal (basal body) intégral permet la translocation de 

protéines structurales et les protéines du crochet (hook) hors de la cellule. La structure du crochet ancre les protéines 

filamentaires au corps basal, permettant la formation d'un flagelle mature. La rotation du flagelle entièrement formé est 

possible grâce au moteur interne et aux protéines attachées au complexe corps-basal. Les gènes flagellaires indiqués en 

vert correspondent aux gènes identifiés et/ou caractérisés chez les souches 630 et R20291 de Clostridium difficile (71).  

 

Les composants du flagelle fonctionnent ensemble pour assurer la mobilité bactérienne. Les 

protéines du moteur fournissent la puissance au complexe du corps basal et du crochet pour 

induire la rotation du flagelle apportant ainsi une mobilité à la bactérie (301). Le corps basal est un 

complexe protéique membranaire intégral qui sert également de structure passive permettant la 

translocation d'autres protéines structurelles flagellaires à l'extérieur de la cellule (301,302). Une 

fois ces protéines assemblées, la structure du crochet agit comme un joint universel auquel les 

protéines de filament peuvent être assemblées de manière hélicoïdale. Les flagelles bactériens ont 

été impliqués dans la pathogenèse bactérienne (i) en favorisant l'adhésion aux cellules hôtes ; (ii) 

en fournissant une mobilité pour accéder aux nutriments ; (iii) en facilitant la formation de biofilm ; 

(iv) en facilitant la translocation des facteurs de virulence à travers les membranes cellulaires ; et 

(v) en agissant en tant qu'immunomodulateurs en déclenchant une réponse pro-inflammatoire à 

travers la voie de signalisation du Toll-like receptor (TLR5) (301). La mobilité induite par le flagelle 

est importante pour nombreux pathogènes gastro-intestinaux dont Campylobacter jejuni, Vibrio 

cholerae et Helicobacter pylori (302). Des mutations dans les gènes flagellaires de ces bactéries ont 
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rendu les souches moins capables de coloniser l'hôte, d'adhérer aux cellules épithéliales 

intestinales et incapable d'établir des infections persistantes. Par ailleurs, les mutants flagellaires 

de C. jejuni présentent une déficience dans la sécrétion de certaines protéines de virulence (303–

307). Ainsi, comme C. difficile occupe une niche environnementale similaire à celle de ces 

pathogènes intestinaux, les flagelles de C. difficile pourraient également jouer un rôle important 

dans la colonisation et la pathogénicité de la bactérie. 

Chez C. difficile, le monomère de flagelline (FliC) est le composant protéique structural  principal du 

filament des flagelles. Ces monomères de FliC sont assemblés de manière répétée pour constituer 

le filament flagellaire. Les protéines associées au crochet HAP1, HAP2 et HAP3 (HAP pour hook-

associated proteins) sont essentielles pour raccorder le filament au crochet. Le filament est 

surmonté à son extrémité distale par la protéine FliD formant une coiffe (308). 

Les flagellines bactériennes sont constituées de 250 à 1080 acides aminés en fonction des espèces. 

Chez C. difficile, la protéine FliC est codée par le gène fliC, présent en un seul exemplaire sur le 

chromosome bactérien et constitué de 960 pb correspondant à 319 acides aminés. Il est 

intéressant de remarquer que le gène fliC est présent chez toutes les souches de C. difficile qu’elles 

soient flagellées, ou non (309). La masse moléculaire calculée de la protéine FliC en se basant sur la 

séquence nucléotidique est de 30,9 kDa mais diffère de la masse moléculaire observée en SDS-

PAGE (Sodium Docecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) qui est de 39 kDa. Cette 

différence est expliquée par la présence de modifications post-transcriptionnelles et plus 

précisément d’une O-glycosylation (310). Les études de cristallographie des flagellines 

bactériennes ont mis en évidence quatre domaines distincts D0, D1, D2 et D3 au sein de la 

flagelline (311,312). Les premiers domaines D0 et D1 forment une région hautement conservée 

parmi les flagellines bactériennes, constituée de 160 acides aminés dans l’extrémité N-terminale, 

et 90 résidus dans l’extrémité C-terminale. Cette région joue un rôle important dans la 

polymérisation des filaments de flagelline. Le domaine D0 n’est pas structuré lorsqu’il est en 

solution mais il adopte une structure en hélice alpha (α) dans le flagelle. Le domaine D1 est 

organisé principalement en hélice α (313). Chaque surface convexe des domaines D0 et D1 d’une 

molécule de flagelline interagit avec la zone concave de ces mêmes domaines dans le monomère 

de flagelline adjacent, permettant ainsi l’élaboration d’un polymère stable. Cette région D0-D1 est 

essentielle également dans la signalisation cellulaire via le récepteur spécifique des flagellines, le 

Toll-like receptor 5 (TLR5, voir chapitre III.1.1 « Les Toll-like receptors »). La seconde région est 

constituée des domaines D2 et D3 extrêmement variables dans la séquence de la protéine d’une 

espère bactérienne à une autre (311,312). La structure tridimensionnelle de la flagelline et sa 

conformation spatiale est principalement en hélice α avec un fort taux d’alanine et une faible 
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représentation de résidus proline. Cette région confère à la flagelline son immunogénicité, et est 

impliquée dans la réponse immunitaire innée (314). Cependant, le rôle respectif de chacun de ces 

domaines reste très débattu (315). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Organisation génétique de l'opéron flagellaire chez la souche 630 de Clostridium difficile. Les flèches noires 

représentent des cadres de lecture ouverts avec une annotation au-dessus ou au-dessous des gènes respectifs. Les trois 

régions flagellaires sont indiquées par un crochet au-dessus du locus du gène (F1, gènes flagellaires de la phase terminale ; 

F2, gènes de glycosylation flagellaire ; F3, gènes flagellaires du stade précoce). Les triangles blancs représentent des sites 

d’insertion pour la mutation ClosTron effectués par les auteurs de la figure et les zones grises représentent les régions non 

codantes de l'ADN (71). 

La coiffe des flagelles est formée par la protéine FliD, codée par le gène fliD (1 524 nucléotides 

correspondant à une séquence de 507 acides aminés). La masse moléculaire de FliD calculée à 

partir de cette séquence est de 56 kDa et ne diffère pas de celle déterminée par SDS-PAGE. La 

séquence en acides aminés est très conservée parmi les souches de C. difficile. Le gène fliD est 

également présent chez toutes les souches flagellées et non flagellées (281). 

Les gènes qui contrôlent l'assemblage des flagelles de C. difficile sont organisés en trois opérons 

(figure 15) (316). Le locus F3 contient les gènes de stade précoce, et inclut le facteur FliA sigma 

(également appelé SigD). FliA contrôle l'expression des gènes flagellaires de la phase terminale du 

locus F1, tels que les gènes codant la flagelline FliC et la protéine de coiffe FliD (308,317). La région 

F2 est responsable des modifications post-traductionnelles du flagelle essentielles pour 

l'assemblage fonctionnel des flagelles et la mobilité de C. difficile (310,318). Les trois locus sont 

variables parmi les souches de C. difficile (68,319).  
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Chez d'autres bactéries pathogènes mobiles, l'expression flagellaire des gènes est étroitement 

régulée par les conditions environnementales (320,321). Chez C. difficile, les gènes impliqués dans 

la mobilité sont exprimés à plus haut niveau pendant la phase de croissance exponentielle et sont 

sous le contrôle négatif du facteur sigma alternatif SigH (322). In vivo, deux études ont rapporté 

des résultats discordants : dans le modèle de souris monoxénique, il n’a pas été observé de 

modulation des trois opérons de l'ensemble flagellaire durant une cinétique de 8 h à 38 h après 

l'infection, alors que dans le modèle d’anse ligaturée de porc certains gènes flagellaires ont été 

surexprimés à 4 h après l'infection et inhibés au-delà (316,323). Cela suggère que les gènes 

flagellaires sont exprimés très précocement au cours de la phase de colonisation et pourraient être 

impliqués dans le processus de colonisation. En outre, la production d’anticorps anti-flagelline 

spécifiques chez les patients indique que les flagelles sont exprimés au cours de l'ICD chez l'homme 

(285,324). 

Les premières études sur le rôle des flagelles dans le processus de colonisation ont montré que les 

deux protéines flagellaires purifiées FliC et FliD sont capables de se lier au mucus murin. En outre, 

les souches naturellement non flagellées sont moins adhérentes au caecum de souris que les 

souches flagellées, mais cela n'entraîne pas une diminution de la colonisation intestinale (309). 

Cela suggère un rôle de la flagelline et de la coiffe flagellaire dans l’interaction avec le mucus de 

l’hôte ; ainsi, les propriétés adhésives des protéines flagellaires pourraient favoriser la liaison de C. 

difficile au mucus, suivie par le franchissement du mucus grâce à la mobilité des flagelles. 

Plusieurs études sur des mutants flagellaires ont essayé de décrire plus précisément le rôle de 

l'appareil flagellaire dans l'adhésion et le processus de colonisation. Dans le contexte de la souche 

630, les souches mutantes fliC ou fliD ont montré à plusieurs reprises une adhésion accrue aux 

cellules Caco-2 (modèle de cellules épithéliales intestinales humaines ne produisant pas de mucus) 

suggérant que les flagelles et la motilité ne contribuent pas, ou peuvent même interférer avec 

l'adhésion de C. difficile aux cellules in vitro. Cependant, les niveaux de colonisation in vivo de ces 

mutante fliC et fliD, évalués par l'excrétion fécale de C. difficile, étaient constamment similaires à 

ceux de la souche parentale, quel que soit le modèle animal utilisé (318,325,326). D’une manière 

intéressante, le mutant fliC de la souche 630 pourrait induire une rechute, dans un modèle murin 

d'infection, plus rapidement que la souche parentale après traitement antibiotique (318). En 

revanche, chez la souche R20291 du ribotype 027, l'adhésion aux cellules Caco-2 est 

significativement réduite à la fois pour le mutant fliC et fliD. Le mutant fliC a montré une 

diminution de la capacité de colonisation par rapport à la souche parentale dans un modèle de 

souris dixénique où deux souches sont en compétition (326). Cela peut être lié soit à la perte de 

propriétés adhésives des protéines FliC et FliD ou à la régulation négative d'autres protéines 
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impliquées dans l'interaction avec l'hôte. En effet, l'analyse transcriptomique du mutant fliC de la 

souche R20291 a révélé qu'un grand nombre de gènes semblent être modulés (327). Par exemple 

le gène CDR0802, codant la lipoprotéine annotée CD630_08730 ayant des propriétés adhésives, a 

été fortement inhibée dans le mutant fliC. Toutefois, une souche mutante dans le gène du moteur 

motB, possédant un flagelle paralysé adhère plus que le mutant fliC aux cellules Caco-2, bien qu'il 

adhère moins que la souche parentale, ce qui suggère que la structure flagellaire intacte a des 

propriétés adhésives indépendamment de la mobilité médiée par le flagelle (326). Ces résultats 

suggèrent que les flagelles ne sont pas requis pour l'adhésion et la colonisation de la souche 

R20291, mais la mobilité médiée par les flagelles pourrait contribuer aux fitness de la bactérie. 

Pour résumer, le rôle des flagelles dans le processus de colonisation est encore peu clair et peut 

varier selon la souche. En particulier, le rôle de FliC et de FliD dans la liaison aux cellules 

muqueuses et / ou épithéliales et les conséquences sur le processus de colonisation restent encore 

à élucider. 

Les mutations dans les opérons flagellaires ont un impact considérable sur la virulence de C. 

difficile, même lorsque des niveaux de colonisation similaires sont atteints. Chez la souche 630, les 

mutants fliC et fliD étaient tous deux plus virulents que la souche parentale. In vitro, ces mutants 

ont produit de plus grandes quantités de toxines, ce qui a entraîné une cytotoxicité sur différentes 

lignées cellulaires (325). La cytotoxicité plus élevée a été confirmée par une étude indépendante et 

était liée à une augmentation de l’expression de tcdA, tcdB et de tcdR dans le mutant fliC. En 

revanche, le mutant fliA (sigD) présentait une diminution de la transcription des toxines TcdA et 

TcdB associée à une cytotoxicité diminuée sur les fibroblastes humains (302). La relation entre 

l'expression des opérons flagellaires et la production des toxines dans la souche 630 a été analysée 

plus en détail : le facteur sigma FliA / SigD active directement l'expression de tcdR en dirigeant 

l'ARN polymérase pour reconnaître le promoteur tcdR et activer sa transcription. TcdR active à son 

tour la transcription de tcdA et tcdB (328,329). Concernant la souche R20291, le mutant fliC 

entraîne la mort de 70 % des souris monoxéniques, comparativement aux souris axéniques 

infectées par la souche parentale (pas de mortalité), bien que les deux souches aient exprimé une 

quantité similaire de toxines, à la fois in vitro et in vivo (327). La comparaison des profils 

d'expression globale de gènes entre le mutant fliC de la souche R20291 et sa souche parentale en 

utilisant une approche transcriptomique in vitro et in vivo chez les souris axéniques, a montré, chez 

le mutant fliC, une surexpression considérable de gènes impliqués dans la mobilité, les systèmes de 

transport membranaire (PTS, transporteurs ABC), le métabolisme du carbone, les facteurs de 

virulence connus et la sporulation. Une surexpression plus faible mais significative des gènes 

impliqués dans la croissance cellulaire, la fermentation, le métabolisme, le stress et la résistance 
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aux antibiotiques était également observée, suggérant que ces gènes peuvent être associés à la 

virulence accrue du mutant fliC de la souche R20291 (327). 

 

II.3. Les toxines 

En réponse à la disponibilité limitée des éléments nutritifs, C. difficile produit des toxines qui 

ciblent principalement les cellules épithéliales intestinales. Après l'endocytose des toxines et leur 

activation dans le cytosol, les cellules épithéliales subissent une nécrose qui entraîne une perte 

d'intégrité de la barrière intestinale, une exposition de l'hôte aux microorganismes intestinaux et 

une activation de la réponse inflammatoire de l'hôte. 

II.3.1. Les toxines TcdA et TcdB 

II.3.1.1. Régulation de l’expression  

Bien que plusieurs facteurs de virulence contribuent à la persistance de C. difficile dans le tractus 

gastro-intestinal (330,331), les symptômes associés à l’ICD sont en corrélation avec la présence 

dans le génome bactérien d'un locus de pathogénicité (PaLoc) codant les toxines (332,333). Dans la 

plupart des souches, le PaLoc est localisé au même endroit dans le chromosome (Figure 16a) (334), 

et dans la plupart des souches pathogènes, le PaLoc code les deux grandes toxines homologues, 

TcdA et TcdB, ainsi que trois protéines régulatrices de la production et de la sécrétion de ces 

toxines (TcdR, TcdE et TcdC) (330,331,334). 

TcdR est un membre de la famille de facteurs sigma extracytoplasmiques dont le rôle est critique 

pour l'initiation de la production de TcdA et de TcdB chez C. difficile (335,336). Il est suggéré que 

TcdC code un facteur anti-sigma qui régule négativement la production des toxines (337). Les 

souches du ribotype 027 épidémique portent une mutation non-sens au sein du gène tcdC, ce qui 

pourrait contribuer à l'augmentation de la virulence de ces souches (69). Cependant, malgré de 

nombreuses études visant à définir le rôle de TcdC dans la production de toxines et la virulence, 

des résultats contradictoires ont été rapportés et le rôle fonctionnel de cette protéine reste 

incertain (331). 

TcdE a une homologie avec les protéines holines de bactériophages, qui sont impliquées dans la 

libération des phages synthétisés dans les cellules bactériennes infectées (338). Le rôle de TcdE est 

également mal compris, bien que certaines preuves suggèrent que la protéine facilite la sécrétion 

des toxines TcdA et TcdB (334,339,340). TcdA et TcdB ne possèdent aucun signal reconnaissable ou 

de séquences d'exportation, ce qui suggère qu'elles pourraient être exportées de la cellule 
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bactérienne par lyse ou par une voie de sécrétion non classique, impliquant éventuellement TcdE 

(339,340). 

La synthèse de TcdR et l'activation subséquente de l'expression de tcdA et tcdB sont influencées 

par de nombreux stimuli environnementaux, y compris les acides gras à chaîne courte tels que 

l'acide butyrique qui sont communs dans les fluides intestinaux (335,341–344). Les acides aminés 

dont la proline, la cystéine et certains acides aminés à chaîne ramifiée présents dans 

l'environnement local de la bactérie inhibent la production de toxines par l'action du régulateur 

transcriptionnel global CodY (répresseur pléiotrope transcriptionnel GTP-sensing CodY) (244). La 

présence de glucose ou d'autres sources de carbone rapidement métabolisables dans 

l'environnement local de la bactérie inhibe également la production de TcdA et de TcdB via la 

protéine A de contrôle du catabolite du carbone (CcpA) (245,345). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Régulation des toxines de Clostridium difficile. a. Représentation schématique du locus de pathogénicité (PaLoc) 

et des interactions régulatrices de la production des toxines TcdA et TcdB de Clostridium difficile. Les cases avec des flèches 

indiquent des cadres ouverts de lecture (ORF) et la direction des flèches indique la direction de la transcription. Les gènes 

des toxines tcdA et tcdB sont en bleu, les gènes régulateurs sont en orange (positif) et en vert (négatif) ; tcdE est en jaune et 

les gènes situés en dehors du PaLoc sont en gris. Les flèches en pointillés indiquent la production de protéines à partir d'un 

transcrit génique. D'autres régulateurs (encadré bleu) comme Sigma D (SigD), CodY un répresseur nutritionnel 

pléïotropique transcriptionnel sensible au GTP, CcpA, la protéine de contrôle des catabolites A, Spo0A, la protéine A de 

sporulation affectent la transcription des gènes de toxines et agissent principalement via l'expression du gène tcdR. La 

protéine TcdR est impliquée dans l'initiation de la production de TcdA et de TcdB. b. Représentation schématique du locus 

de la toxine binaire (CdtLoc) et des interactions régulatrices. Les boîtes avec des flèches indiquent des cadres ouverts de 

lecture avec des flèches indiquant la direction de la transcription. Les gènes de la toxine cdtA et cdtB sont en bleu, le gène 

régulateur cdtR est en orange et les gènes situés en dehors du CdtLoc sont en gris (2). 
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Le facteur sigma SigD, qui est associé à l'expression des gènes de la motilité, favorise l'expression 

des gènes des toxines en se liant à une séquence de promoteur dépendant de SigD en amont de 

tcdR  (328). Le régulateur principal de la sporulation Spo0A régule négativement la production de 

TcdA et de TcdB dans les souches de ribotype 027 épidémiques, mais cet effet n’est pas retrouvé 

dans d'autres souches testées (243,346,347). Enfin, les signaux de croissance et la densité cellulaire 

jouent un rôle important dans la régulation des toxines. Dans l'ensemble, la synthèse des toxines 

chez C. difficile est étroitement liée à l'état métabolique de la bactérie et de son environnement 

(348).  

II.3.1.2. Structure et mécanisme d’action de TcdA et TcdB 

Des études structurales et fonctionnelles ont fourni un aperçu des mécanismes d'action des 

toxines TcdA et TcdB de C. difficile. Une fois sécrétées, TcdA et TcdB se lient et entrent dans 

l'épithélium colique pour induire la production de chimiokines et de cytokines inflammatoires, un 

afflux de neutrophiles, la rupture de jonctions serrées et la mort des cellules épithéliales (197).  

Malgré l'homologie entre les deux protéines, TcdA et TcdB ont des fonctions nettement différentes 

dans les modèles de toxicité chez l’animal. Historiquement, TcdA a été considérée comme 

l'entérotoxine la plus puissante, car l'administration de TcdA purifiée dans l’intestin de lapins et de 

rongeurs provoque une nécrose tissulaire et une infiltration intense des cellules immunitaires 

(349–351). Des niveaux élevés de TcdB dans des expériences identiques n'ont pas induit ces effets, 

bien qu'il faille noter que la plupart de ces études ont été conduites dans un modèle en boucle 

iléale et, par conséquent, ne représentent que la réponse de l'intestin grêle. Dans les études 

impliquant le tissu du côlon humain, TcdB semble être une toxine inflammatoire puissante, tandis 

que TcdA possède une activité plus faible (352,353). Ces données suggèrent que les réponses 

différentielles des toxines pourraient provenir en partie des différences dans le tropisme des 

récepteurs et mettent en évidence l'importance de conduire des études mécanistiques dans le 

côlon, qui est le site de développement de C. difficile chez l'hôte. 

Les toxines TcdA et TcdB possèdent quatre domaines fonctionnels : 1) un domaine de 

glycosyltransférase amino-terminal (GTD), 2) un domaine d'autoprotéase (APD), 3) un domaine de 

formation de pores et de livraison, et 4) un domaine de séquences répétés d’oligopeptides 

combinés (CROPS), qui s'étend du résidus 1830 jusqu’à l'extrémité C-terminale (Figure 17a) 

(197,354). Une série d'études en microscopie électronique et cristallographie aux rayons X a révélé 

l'organisation structurelle de ces domaines dans TcdA et suggère que la structure de TcdB est 

similaire (Figure 17b) (354,355). TcdA et TcdB pénètrent dans les cellules via l'endocytose médiée 

par un récepteur (356). Historiquement, la liaison au récepteur a été associée à un domaine CROPS 
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situé à l’extrémité C-termiale de TcdA et TcdB (357). Le domaine CROPS est capable de lier les 

hydrates de carbone, ce qui est cohérent avec le modèle dans lequel TcdA met en jeu des 

récepteurs glycosylés (357). Les preuves soutenant l'idée que le domaine CROPS contribue à la 

liaison au récepteur incluent les observations selon lesquelles les anticorps contre le domaine 

CROPS peuvent bloquer l'intoxication et que l'excès de domaine CROPS peut concurrencer 

l'holotoxine TcdA pour la liaison cellulaire (358,359). TcdA se lie à divers glucides, et bien que de 

multiples glycolipides et protéines glycosylées aient été proposés comme récepteurs, les 

récepteurs spécifiques utilisés pour lier les cellules épithéliales humaines restent inconnus (355). 

Cependant, l'accumulation de preuves suggère que d'autres domaines que les CROPS participent à 

la liaison au récepteur. En effet, TcdA et TcdB dépourvus de domaines CROPS sont toujours 

capables d'intoxiquer les cellules, et la toxine homologue TpeL de Clostridium perfringens manque 

totalement d'un domaine CROPS (340,360,361). Récemment, deux récepteurs de nature protéique 

ont été rapportés pour TcdB : la protéine de type récepteur du poliovirus 3 (PVRL3, également 

appelée nectine 3) et le protéoglycane sulfate de chondroïtine 4 (CSPG4) (362,363). PVRL3 est 

fortement exprimé à la surface des cellules épithéliales du côlon humain et co-localise avec TcdB 

dans le tissu réséqué d'un individu infecté par C. difficile, suggérant que PVRL3 pourrait servir de 

récepteur initial à TcdB (362). CSPG4 est fortement exprimé dans les myofibroblastes intestinaux 

sous-épithéliaux des intestins de souris et humains, suggérant que ce récepteur pourrait être 

engagé après une lésion initiale de l'épithélium colique (363,364). Les deux rcepteurs CSPG4 et 

PVRL3 se lient en dehors du domaine CROPS (362,363). Ces données suggèrent que d’autres 

récepteurs alternatifs supplémentaires pour TcdB pourraient exister. 

Après la liaison au récepteur et l'endocytose qui s’en suit, l'acidification de l'endosome déclenche 

une modification structurelle dans le domaine de livraison, facilitant la formation de pores et la 

translocation de la GTD dans le cytosol (355). L'autoprotéase APD partage une homologie de 

séquence avec la cystéine protéase de la famille des toxines MARTX, une publication a montré que 

la dyade catalytique de TcdA et TcdB sert à coordonner un ion de zinc qui est essentiel pour sa 

fonction (354,365,366). L'activation de l'APD par l'inositol hexaphosphate (InsP6) entraîne la 

libération de la GTD dans la cellule, permettant l'accès aux substrats cytosoliques (365,366). La 

GTD transfère le glucose de l’UDP sur les GTPases de la famille Rho telles que Rho, Rac1 et la cell 

division control protein 42 (Cdc42) (367,368). Ces modifications provoquent un effet cytopathique 

résultant de la perturbation du cytosquelette d'actine et peuvent conduire à l'apoptose (Figure 

17c) (369). À des concentrations plus élevées, TcdB est également capable de coordonner 

l'assemblage du complexe NADPH oxydase sur les endosomes (370). La production d'espèces 

réactives de l'oxygène résultante conduit à la mort cellulaire par un mécanisme nécrotique (Figure 
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17d)(370). Les deux mécanismes peuvent être importants dans le contexte de la maladie ; les effets 

cytopathiques favorisent l'inflammation et la perturbation des jonctions serrées, alors que la 

nécrose induite par le TcdB contribue à l'atteinte tissulaire du côlon observée dans les cas graves 

d'ICD.         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Structure et fonction des toxines de Clostridium difficile. a. Schéma des structures primaires des toxines TcdA et 

TcdB, montrant les quatre domaines fonctionnels : le domaine glycosyltransférase (GTD ; rouge), le domaine autoprotéase 

(APD ; bleu), le domaine de livraison (jaune) et le domaine des oligopeptides répétitifs combinés (CROPS) (vert) qui lie les 

glucides à la surface de la cellule hôte pour faciliter la pénétration des toxines. b. Superposition d'une reconstruction au 

microscope électronique de la structure de TcdA avec la structure cristalline aux rayons X de TcdA dépourvue du domaine 

CROPS (Protein data bank code 4R04). Le code couleur reflète la structure des domaines de la figure a. c. Les domaines 

structurels et fonctionnels des toxines contribuent à un mécanisme d'intoxication en plusieurs étapes. (1) Les toxines se 

lient à un ou plusieurs récepteurs (glucides et / ou protéines) à la surface des cellules et sont internalisées par endocytose 

(2). (3) La V-ATPase contribue à une diminution du pH. Le pH acide provoque un changement conformationnel dans le 

domaine de livraison de la toxine, entraînant la formation de pores (4) et la translocation de l'APD et du GTD dans le cytosol 

(5). L'hexaphosphate d'inositol (InsP6) se lie et active l'APD, entraînant la libération du GTD (6), qui peut inactiver les 

protéines de la famille Rho (7) pour provoquer une apoptose et des effets cytopathiques d’arrondissement des cellules. d. À 

des concentrations > 0,1 nM, la toxine TcdB peut favoriser l'activation du RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) 

(1) et la formation d’un complexe entre le p22phox (également appelé chaîne légère du cytochrome b-245), la NADPH 

oxydase 1 (NOX1), NADPH oxidase activator 1 (NOXA1), NADPH oxydase organizer 1 (NOXO1) et Rac1 sur la membrane 

endosomale pour former le complexe NOX (2). Le complexe NOX entièrement assemblé génère du superoxyde en 

transférant un électron de NADPH à l'oxygène moléculaire (3). La production de superoxyde (5) conduit à la production 

d'espèces réactives de l'oxygène (ROS), qui - à des niveaux élevés - favorisent la nécrose en provoquant des lésions 

mitochondriales, la peroxydation des lipides et l'oxydation des protéines (2). 
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La connaissance des mécanismes d'action des toxines de C. difficile a servi de base à plusieurs 

études précliniques visant à identifier les inhibiteurs d'intoxication à petites molécules, en 

particulier ceux qui sont déjà approuvés pour d'autres utilisations (371). Un criblage récent 

d'inhibiteurs des effets cytopathogènes induits par TcdB a identifié des composés qui agissent en 

inhibant la liaison de la toxine aux cellules, la maturation endosomale ou la fonction 

glycosyltransférase (372). Un autre criblage a permis d’identifier « Ebselen », une petite molécule 

synthétique organoséléniée approuvé par la FDA (US Food and Drug Administration), qui réduit 

l’inflammation tissulaire dans un modèle d'infection de la souris (373). Il a également été rapporté 

qu’Ebselen bloquait l'activité de la NADPH oxydase, une fonction qui pourrait contribuer à une 

diminution de la production d'espèces réactives de l'oxygène induite par la toxine (374). De même, 

la N-acétylcystéine, un antioxydant approuvé par la FDA, a empêché les lésions tissulaires induites 

par TcdB dans un modèle d'explant colique (370).  

II.3.1.3. Toxicité de TcdA et TcdB 

Bien que les rôles de TcdA et de TcdB dans le contexte de l'ICD aient été difficiles à évaluer, des 

progrès récents ont été réalisés grâce à la manipulation génétique de C. difficile. Quatre études ont 

été menées sur des modèles d'infection de hamsters et de souris. Toutes les études indiquent que 

TcdB est capable d'induire les phénotypes de la maladie en l'absence de TcdA, mais diffèrent sur 

l'interprétation du rôle de TcdA en l'absence de TcdB sur la survie des animaux (70,375). L'examen 

histologique du tissu colique et caecal de souris infectées par des souches TcdA+TcdB+ ou TcdA-

TcdB+ de C. difficile a montré des lésions intestinales sévères associées à des cryptes érodées, à des 

ulcérations muqueuses et à une perte des cellules caliciformes (375). Un afflux de leucocytes 

polymorphonucléaires dans la lamina propria, une hyperplasie des entérocytes et un œdème sous-

muqueux sévère associé à une hémorragie ont également été observés dans ces tissus. Les 

souches TcdB négatives (TcdA+TcdB-) ont provoqué moins de dommages tissulaires se limitant à un 

œdème léger et à un infiltrat de cellules polymorphonucléaires (375).  

Conformément à la constatation que TcdB est indépendamment capable de causer la maladie, un 

nombre considérable d'isolats cliniques de C. difficile n'expriment ni la TcdA ni la toxine binaire 

(376). La prévalence de ces souches, de ribotype PCR 017, a augmenté, parfois jusqu'à des 

proportions épidémiques (377). Récemment, la première souche avec un gène tcdA intact, dans un 

environnement génomique différent de celui de PaLoc, mais sans gène tcdB a été caractérisée 

(334). Ce travail a soulevé l'hypothèse selon laquelle les locus codant une seule toxine pourraient 

avoir fusionné pour former le locus typique à deux toxines (PaLoc), qui est la forme la plus 

couramment détectée actuellement dans les isolats cliniques. Cependant, il convient de noter que 
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les cas cliniques confirmés d'ICD provoqués par des souches qui ne produisent que TcdA sont 

extrêmement limités (334). 

II.3.2. La toxine binaire CDT 

II.3.2.1. Régulation de l’expression 

La transférase de C. difficile (CDT ou toxine binaire) est une troisième toxine produite par certaines 

souches de C. difficile, y compris les ribotypes PCR épidémiques 027 et 078. La CDT a reçu une 

attention accrue ces dernières années en raison de sa prévalence croissante dans les isolats 

cliniques (378). La CDT est codée par deux gènes, cdtA et cdtB, qui sont situés dans un opéron sur 

le locus de la toxine binaire (CdtLoc) (Figure 16b) (379,380). Chez les souches CDT-négatives, ce 

locus contient une délétion d’environ 2 kb (381). Le CdtLoc héberge également un gène régulateur, 

cdtR, en amont de l'opéron cdtAB (382). CdtR est un régulateur transcriptionnel positif orphelin de 

type LytTR-like de l'opéron cdt et de la production de CDT. Une protéine CdtR tronquée d’une 

souche du ribotype 078 de C. difficile n'annule pas l'expression de CDT, suggérant que CdtR n'est 

pas essentiel pour l'expression de la toxine (383). Contrairement au PaLoc, les signaux 

environnementaux qui régulent l'expression des gènes CdtLoc ne sont pas connus.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Mécanisme d'action de la transférase de Clostridium difficile (CDT ou toxine binaire). La transférase de 

Clostridium difficile (CDT) est une toxine binaire constituée de la protéine CDTa ADP-ribosyltransférase (rouge) et de la 

protéine CDTb (jaune et vert). La forme monomérique de CDTb se lie au récepteur lipolysis-stimulated lipoprotein receptor 

(LSR), que l'on retrouve dans de nombreux tissus, y compris dans l'intestin. CDTb subit une activation protéolytique et 

oligomérise pour former un prépore heptamérique, ce qui facilite la liaison de la CDTa au complexe prépore-récepteur. Ce 

complexe pénètre dans la cellule par endocytose et, à mesure que l'endosome arrive à maturité, la V-ATPase contribue à 

une diminution du pH. Le faible pH de l'endosome déclenche la formation de pores et la translocation de la CDTa dans la 

cellule. Une fois dans le cytosol, la CDTa, ribosyle l’actine au niveau de l'arginine 177, entraînant un double effet par lequel 

la polymérisation de l'actine G est inhibée et la dépolymérisation de l'actine F est favorisée, conduisant à la destruction 

complète du cytosquelette d'actine et à la mort cellulaire (2). 
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II.3.2.2. Mécanisme d’action de CDT 

Des études récentes ont fourni un aperçu des mécanismes d'action de la CDT, bien que le rôle de 

cette toxine dans la pathogenèse de la maladie reste peu clair. CDT appartient à la famille des 

toxines ADP-ribosylantes binaires et est constituée de deux composants : un composant 

enzymatique (CDTa) et un composant de liaison / translocation (CDTb). Le domaine C-terminal de 

CDTb présente un domaine de liaison qui reconnaît le récepteur aux lipoprotéines LSR (lipolysis-

stimulated lipoprotein receptor) à la surface de la cellule hôte, une protéine transmembranaire de 

type I possédant un domaine N-terminal extracellulaire constituée d'une région non caractérisée à 

l'extrémité N-terminale suivie d'un domaine Ig-like type V. LSR est principalement exprimée dans le 

foie, mais également dans l'intestin et dans d'autres tissus (384). La protéine CDTb interagit avec le 

domaine Ig-like de LSR par les acides aminés 757-866 et cette interaction induit le regroupement 

de LSR dans les radeaux lipidiques (385,386). Les étapes suivantes conduisant à l’internalisation de 

CDTa dans la cellule hôte et à sa libération dans le cytosol sont expliquées selon le modèle actuel 

de la toxine iota de C. perfringens (Figure 18) (197). Une fois dans la cellule, CDTa agit en ribosylant 

les monomères d’actine G au niveau de l’arginine 177 de façon irréversible. Cette ADP-ribosylation 

inhibe la polymérisation de l'actine G en microfilaments d’actine F et rompt l’équilibre entre les 

deux formes d’actine, ce qui provoque une désorganisation du cytosquelette d'actine,  

l'arrondissement des cellules et, enfin, une mort cellulaire (387,388). 

II.3.2.3. Toxicité de CDT 

En dépit d'une compréhension approfondie du mécanisme d'action de la CDT sur les cellules 

intoxiquées, le rôle de cette toxine dans la pathogenèse de la maladie n'est pas clair. Des données 

expérimentales ont suggéré que la CDT aboutit à la formation de saillies à la surface des cellules 

épithéliales qui pourraient augmenter l'adhérence et la colonisation de C. difficile (389). Il est 

important de noter que la présence croissante de CDT dans les souches cliniques communément 

associées aux ICD sévères, tels que les ribotypes PCR 027 et 078, et l'isolement des souches TcdA-

TcdB-CDT+ suggèrent que cette toxine pourrait jouer un rôle important mais encore indéterminé 

dans les ICD (390,391). 
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III. L’interaction hôte - C. difficile 

Après la colonisation de l’intestin par C. difficile et la production de toxines perturbant la barrière 

épithéliale intestinale, les bactéries vont se multiplier et stimuler le système immunitaire de l’hôte. 

Le système immunitaire inné va être alors rapidement activé à la suite de la reconnaissance par 

des récepteurs nommés Pattern Recognition Receptors (PRRs), en particulier les TLRs et les NLRs, 

de différents composants bactériens nommés Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) : 

facteurs de virulence, protéines, acides aminés, lipides, fragments d'ADN ou d'ARN.... Les 

interactions entre les PRRs et les PAMPs aboutissent à des réactions de défense très rapides contre 

C. difficile, lesquelles pourraient être protectrices, mais également délétères dans le cas d’une 

réponse pro-inflammatoire excessive. Enfin, le système immunitaire adaptatif se met en place pour 

contrôler le processus infectieux à moyen terme.  

 

III.1. Les Toll-like receptors (TLR) 

Etant à proximité de la plus grande interface entre le corps et l'environnement externe, le système 

immunitaire intestinal a évolué pour distinguer la plus petite différence moléculaire existant entre 

les micro-organismes pathogènes et non pathogènes afin de réagir rapidement à toute menace 

,avant que le pathogène ne puisse se multiplier ou même avant que des bactéries inoffensives 

puissent muter et devenir dangereuses (392,393). Par conséquent, dans le tractus gastro-intestinal, 

le système immunitaire contribue au maintien de l'équilibre délicat qui existe entre les bactéries, 

les levures, les bactériophages, les virus et l'épithélium intestinal pour garantir l'homéostasie de 

l'organisme. 

La réaction immunitaire provoquée par un pathogène doit être équilibrée et coordonnée, en 

évitant un surpassement pouvant conduire à des réactions délétères pour l'organisme hôte. Par 

conséquent, les premiers signaux des pathogènes reconnus par les cellules sont les plus cruciaux. 

Pendant le processus infectieux, une interaction précoce se produit entre les bactéries 

potentiellement pathogènes et les récepteurs Toll-like (TLR) présents sur la membrane des cellules 

immunitaires intestinales, ainsi que sur la membrane cellulaire de l'épithélium intestinal (394,395).  

Les TLRs appartiennent à la famille des PRRs. Ils reconnaissent les molécules largement partagées 

par les agents pathogènes : les PAMPs et les modèles moléculaires associés aux microbes 

(MAMPS), ces derniers généralement exprimés par les microorganismes résidents du microbiote 

(396,397). De plus, les TLRs reconnaissent les molécules endogènes dérivées des lésions tissulaires 
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définies comme des motifs moléculaires associés aux dégâts cellulaires (DAMPs pour Damage-

Associated Molecular Patterns) (396,398,399) qui comprennent entre autres, des protéines de choc 

thermique (HSP), les HGMB1 (HighMobility Group Box 1), les béta-défensines et l'acide urique. 

Conformément à leurs rôles dans la surveillance immunitaire, l'expression des TLRs est élevée dans 

ces tissus exposés à des environnements externes tels que le poumon et le tractus gastro-intestinal 

avec des profils uniques et spécifiques des types cellulaires (400,401). Chez les mammifères, 13 TLRs 

différents ont été identifiés (humain : TLR1-11, souris : TLR1-9, TLR11-13) avec peu de différences 

fonctionnelles observées entre les TLR humains et murins (402).   

Généralement, les TLRs qui reconnaissent spécifiquement des produits bactériens tels que les TLR1 

et TLR6 (qui reconnaissent des lipoprotéines di et tri-acylées), le TLR2 (reconnaissant des 

lipoprotéines, des peptidoglycane de bactéries à Gram positif, des acides lipotéichoïques), le TLR4 

(qui reconnaît le lipopolysaccharide - LPS), et le TLR5 (qui reconnaît les flagellines bactériennes) sont 

des récepteurs transmembranaires exprimés sur la membrane des cellules immunitaires et des 

cellules épithéliales intestinales. En revanche, les TLRs qui reconnaissent des acides nucléiques tels 

que TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 et TLR13 sont exprimés exclusivement sur la membrane 

des compartiments intracellulaires. Le récepteur TLR4 est cependant exprimé à la fois sur les 

membranes cellulaires (signalisation pro-inflammatoire) et intracellulaires (signalisation anti-

inflammatoire) (Figure 19) (402–405).  

 

Figure 19. Les différents Toll-like receptors (TLRs) et leurs ligands spécifiques. Les TLR12 et 13 ne sont pas représentés 

dans cette figure. Leurs ligands respectifs seraient une proteine (la profiline) de Toxoplasma gondii et l’ARN ribosomal 23S 

bactérien. dsRNA : ARN double-brin ; LPS : Lipopolysaccharide ; ssRNA : ARN simple-brin (405). 

 

Il a été montré que la muqueuse du côlon humain sain contient des niveaux plus faibles de TLR2 et 

TLR4 dans les cellules épithéliales intestinales, avec des niveaux plus élevés de TLR5 (406,407). 

L'expression des TLRs par les cellules épithéliales intestinales est polarisée et différentielle selon le 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_de_choc_thermique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_de_choc_thermique
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=HGMB1&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9fensine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_urique
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niveau de l’intestin (401,406). Les TLR2 et TLR4 sont ainsi principalement localisés aux surfaces 

basolatérales des entérocytes de l'intestin grêle, de même que le TLR5 qui est localisé principalement 

sur les surfaces basolatérales des entérocytes dans le côlon (401,406,408). Cette compartimentation 

est essentielle pour éviter que les bactéries commensales induisent une réponse inflammatoire 

permanente, et elle est donc cruciale pour l’initiation et la progression des conditions pathologiques 

(401). Le profil d'expression des TLRs spécifiques s'étend également à d'autres types cellulaires de 

l'épithélium intestinal tels que les cellules de Paneth, exprimant les TLR2, TLR4 et TLR5, et les cellules 

du système immunitaire telles que les macrophages et les cellules dendritiques (DC) (409). Une 

petite proportion de DC intestinales exprime les TLR2 et TLR4, sans différences significatives entre les 

DC du tissu iléal et colique (410). Les macrophages expriment également les TLR2 et TLR4, mais à des 

niveaux faibles dans des conditions physiologiques. En revanche, un profil d'expression différent des 

TLRs se produit dans des conditions pathologiques. Par exemple, les cellules épithéliales 

intestinales coliques chez les patients atteints d'une maladie inflammatoire chronique de l'intestin 

(MICI, maladie de Crohn et rectocolite hémorragique) présentent des niveaux d'expression plus 

élevés de TLR4, ainsi que des niveaux inférieurs de TLR2 et TLR5 (406,411). La localisation cellulaire 

spécifique des TLRs présente également des changements dans les conditions pathologiques, 

comme il a été démontré chez les patients atteints de la maladie de Crohn où l'expression 

basolatérale du TLR4 est décalée vers une expression apicale au niveau des cellules épithéliales 

intestinales (406,407). A la différence du TLR4, la localisation des TLR2 et TLR5 reste inchangée 

chez les patients atteints d'une maladie de Crohn par rapport aux contrôles sains (407). 

Chaque TLR est composé d'un domaine extracellulaire riche en leucine responsable de la 

reconnaissance des PAMPs, des DAMPs, ou des MAMPs, un domaine transmembranaire, et un 

domaine du récepteur Toll-IL-1 (TIR) cytoplasmique responsable de l’initiation de la cascade de 

signalisation cellulaire (412–414). Le domaine TIR peut recruter (lors de l'activation du TLR 

spécifique) des adaptateurs différents, MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88), TRIF 

(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β), TIRAP / MAL (TIR domain containing adaptor 

protein) et TRAM (TRIF-related adaptor molecule), qui sont ensuite responsables d'une réponse 

biologique spécifique. La protéine MYD88 est utilisée par pratiquement tous les TLRs, alors que TRIF 

est recrutée par les TLR3 et TLR4, et TRAM est sélectivement recrutée par le TLR4 (412–415). Ainsi, la 

majorité des récepteurs TLRs partage deux mêmes voies de signalisation : les voies MyD88 

dépendante ou MyD88 indépendante (Figure 20) (416). 
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Figure 20. Voies de signalisation des Toll-like receptors. Les récepteurs TLRs pourraient activer des voies de signalisations 

dépendantes et/ou indépendantes de la protéine adaptatrice MyD88. La voie MyD88 dépendante est responsable de 

l’activation précoce des voies de NF-kB et des MAPKs qui contrôlent l’induction de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires. La voie MyD88 indépendante active le facteur IRF3 nécessaire à l’induction de l’expression de l’IFN gamma 

et des gènes associés. De plus, cette voie de signalisation peut également aboutir à une activation tardive des voies NF-kB 

et des MAPK contribuant aux réponses pro-inflammatoires (416). 

 

III.1.1. Voies de signalisation associées aux TLRs  

III.1.1.1. Voie de signalisation dépendante de MyD88 

La signalisation dépendante de MyD88 est activée lorsque MyD88 est recruté auprès du récepteur au 

niveau de la membrane plasmique à l'aide de l'adaptateur de pontage TIRAP / MAL (Figure 20) (417). 

En plus de son domaine TIR, MyD88 possède un domaine de mort à l’extrémité N-terminale et lors 

de son recrutement, il s'associe aux membres de la famille des protéines kinase associée à l'IL-1R 

(IRAK), par le biais de leurs domaines de mort (418). Une fois IRAK4 activé, il va phosphoryler et 

activer à son tour IRAK1 par des résidus de l’extrémité N-terminale (419). Après la phosphorylation 

séquentielle d’IRAK4 et d’IRAK1, ils se dissocient de MyD88. En même temps, IRAK2 devient 

phosphorylé et se dissocie du complexe. IRAK1 et IRAK2 interagissent alors avec un adaptateur en 

aval, TRAF6 (TNF-receptor associated-factor 6) (420). TRAF6 est une protéine possédant un domaine 

RING doué d’une activité ubiquitine ligase E3 qui, avec d'autres molécules dont Ubc13 (E2 ubiquitin 
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conjugating enzyme 13) et Uev1A (ubiquitin conjugating enzyme E2 variant 1 isoform A), favorise la 

polyubiquitination de la lysine 63 (K63) des protéines cibles, y compris elle-même et la protéine 

NEMO (NF-kappa-B essential modulator) connue également sous le nom d’IKKγ (inhibitor of nuclear 

factor kappa-B kinase subunit gamma) (421,422). Les protéines NEMO et TRAF6 ubiquitinées vont 

recruter ensuite TAK1 (transforming growth factor-β-activated kinase 1) et ses régulateurs : TAB1 

(TAK1 binding protein 1), TAB2 and TAB3 (421). Deux autres voies sont ensuite activées, la voie des 

protéines kinases activées par les mitogènes MAPK (pour Mitogen-Activated Protein Kinase) et celle 

de NF-B (Nuclear Factor kappa B) débutant par l’activation d’IKK (complexe inhibiteur-B Kinase). 

Les MAPK sont un groupe d'enzymes intracellulaires traductrices de signaux dont l’activation passe 

par leur phosphorylation par une MAPK kinase (MAP2K), qui sont elles-mêmes phosphorylées et 

activées par une MAPKK kinase (MAP3K). TAK1 est une MAP3K qui peut phosphoryler et activer 

MKK3 (mitogen-activated protein kinase kinase 3) et MKK6 (423). Les MAP3Ks phosphorylent et 

activent consécutivement JNK (c-Jun N-terminal kinases) et la voie de p38. L'activation de ces deux 

voies MAPK induit l’activation du facteur de transcription AP-1 (Activator Protein 1). AP-1 coopère 

avec NF-B pour réguler l'expression d’un nombre important de gènes. 

Le complexe IKK est constitué de deux protéines kinases IKKα et IKKβ avec la protéine d'échafaudage 

NEMO qui est essentielle pour la régulation et l'activation du complexe (422,424). TAK1 ubiquitiné 

phosphoryle IKKβ et active le complexe IKK (425). NF-B dans son état naturel est associé aux 

protéines IB (inhibitrices de NF-B), mais lorsqu'il est activé, le complexe IKK phosphoryle IB. Il les 

marque comme cibles pour l'ubiquitination et la dégradation dans le protéasome 26S (426). NF-B se 

lie alors aux sites B dans les régions promotrices de ses gènes cibles, y compris des gènes codant 

des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires. 

Le Nuclear Factor B 

Les protéines de la famille de NF-B ont été décrites en 1986 lors de la découverte fortuite de trois 

protéines NF-B, v-Rel et Dorsal (427–430). Ces protéines ont depuis été largement étudiées et 

caractérisées comme étant membres de la même famille de protéines avec des fonctions biologiques 

dans l’immunité (NF-B), l’oncogenèse (v-Rel) et le développement (Dorsal) (431). La plus grande 

famille de protéines NF-B est composée de deux sous-familles phylogénétiquement conservées : les 

protéines NF-B et les protéines Rel (p100, p105 et Relish ou l’hétérodimère spécifique p50-RelA, qui 

est le principal dimère de NF-B dans de nombreuses cellules). Toutes ces protéines partagent un 

domaine de 300 acides aminés nommé RHD (Rel homology domain) responsable de la translocation 

nucléaire, la liaison à l'ADN et la dimérisation (Figure 21) (432). 
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La sous-famille Rel comprend c-Rel, Rel B, Rel A également appelée p65, Drosophila Dorsal et Dif. La 

sous-famille NF-B comprend p105, p100 et la Drosophila Relish lesquelles se distinguent par leurs 

longs domaines C-terminaux qui contiennent plusieurs copies répétitifs d’ankyrine (431). Les 

protéines NF-B p100 et p105 sont clivées et leurs répétitions d'ankyrine C-terminales sont 

supprimées pour devenir des protéines de liaison à l'ADN actives plus courtes. p105 est 

constitutivement clivée en p50 formant à la fois des dimères contenant p50 et p105, tandis que le 

clivage de p100 en p52 dépend des stimuli et p52 se lie préférentiellement à Rel B (433). En raison de 

l’absence des domaines d’activation C-terminal, les homodimères de p50 et p52 ne sont pas capables 

d’activer la transcription mais agissent plutôt comme des répresseurs transcriptionnels (426). Les 

sous-unités Rel forment des homo- ou des hétérodimères et les différentes combinaisons dimériques 

qui se forment ciblent des séquences d'ADN légèrement différentes permettant une activité 

transcriptionelle distincte de ces différents dimères de NF-B (434). 

Les protéines de la sous-famille de NF-B ne sont généralement pas des activateurs de la 

transcription, sauf lorsqu’ils forment des dimères avec des membres de la sous-famille Rel : la forme 

prédominante de NF-B est l’hétérodimère Rel A (p65)-p50 (431). L'hétérodimère p65-p50 est lié par 

IB. Les protéines IB se lient au dimère NF-B à travers de multiples répétitions d'ankyrine et 

inhibent leur activité de liaison à l'ADN (435). Elles sont rapidement dégradées en réponse aux 

stimuli d'activation de la voie NF-B. Lorsque le complexe IKK activé phosphoryle les protéines IB, 

celles-ci sont marquées (étiquetées) au niveau de la lysine K48 pour l'ubiquitination et la dégradation 

par le protéasome 26S (426). 

 L’hétérodimère p65-p50 de NF-B peut alors se lier aux sites B des régions promotrices de ses 

gènes cibles, y compris les gènes codant les cytokines et les chimiokines pro-inflammatoires (436). Le 

complexe NF-B actif favorise l'expression d’IBα, ce qui constitue un important mécanisme de 

régulation par rétroaction négative assurant la fin de la réponse de NF-B (437). NF-B régule 

l'expression d'une gamme importante de protéines comprenant des cytokines pro-inflammatoires, 

telles que l’IL-1β, l’IL-8, l’IL-6 et TNFα. Il régule également l’expression de molécules d'adhésion telles 

qu’ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1) et VCAM-1 (vascular cellular adhesion molecule 1) et 

d’enzymes inductibles telles que l’iNOS (oxyde nitrique synthase inductible) qui intervient dans la 

réponse immunitaire innée contre des agents pathogènes (426). 
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Figure 21. Structure des protéines de signalisation de NF-κB. Les structures générales des deux sous-familles Rel et NF-KB 

des facteurs de transcription de la famille NF-KB sont présentées en haut. Tous possèdent un domaine de liaison à l’ADN ou 

de dimérisation conservé, appelé RHD pour domaine d'homologie Rel (RHD), qui possède également des séquences 

importantes pour la localisation nucléaire et la liaison à l'inhibiteur IB. La partie C-terminale des protéines Rel possède un 

domaine d'activation transcriptionnelle (TAD). En revanche, la partie C-terminale des protéines de la sous-famille NF-KB 

possède un domaine inhibiteur contenant des répétitions d'ankyrine (barres rouges), qui peuvent être éliminées par 

protéolyse. Comme le domaine C-terminal des protéines NF-κB, les protéines IB indépendantes consistent principalement 

en des répétitions d'ankyrine et plusieurs (IBα, IBβ, IBɛ, IBγ) ont deux résidus sérine (S) N-terminaux qui servent des 

sites de phosphorylation d’IKK, et marquent la protéine pour l'ubiquitination et la dégradation. En bas, sont représentés les 

structures générales de IKKα et β (domaine kinase ; HLH, helix-loop-helix ; LZ, leucine zipper ; NBD, domaine de liaison à 

NEMO) et de NEMO (CC, coiled coil ; LZ, leucine zipper ; ZF, doigt de zinc) (431). 

 

III.1.1.2. Voie de signalisation indépendante de MyD88 

NF-B et AP-1 peuvent également être activés par une voie indépendante de MyD88, impliquant la 

protéine adaptatrice TRIF contenant un domaine TIR avec lequel la protéine TRAM agit comme un 

adaptateur de pontage entre TRIF et le récepteur TLR (Figure 20) (438). TRIF interagit avec RIP1 

(Receptor Interacting Protein 1) après recrutement de celle-ci (439). Cette dernière protéine interagit 

avec le domaine C-terminal de TRIF et la région N-terminale contenant des motifs de liaison TRAF6. 

La polyubiquitination de RIP1 entraîne la formation d’un complexe avec TRAF6 et TAK1 (440). 

Comme dans la signalisation dépendante de MyD88, TAK1 active ensuite le complexe IKK et MAPK 

mentionné précédemment. Cependant, la signalisation indépendante de MyD88 conduit également 

à l'activation de l'IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3) membre de la famille IRF de facteurs de 

transcription. TRIF est d'abord recruté auprès du récepteur, ce qui conduit au recrutement de TRAF3 

(440). Cela entraîne ensuite le recrutement et l’activation de TBK1 (Tank Binding Kinase 1) et d’IKK 

inductible également nommé IKKε. NAP1 (NF-B activating kinase associated protein 1) joue 
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également un rôle dans le recrutement de ces kinases (441). TBK1 et IKKε phosphorylent à leur tour 

IRF3 au niveau des résidus sérine/thréonine clés dans sa région C-terminale (442). La 

phosphorylation de l'IRF3 favorise sa dimérisation et sa translocation nucléaire permettant ainsi une 

interaction avec les co-activateurs transcriptionnels CBP/p300 (cAMP responsive element binding 

protein) (443). CBP/p300 acétyle des homodimères de IRF3, ce qui provoque un changement de 

conformation qui démasque son domaine de liaison à l'ADN (444). IRF3 se lie à la région promotrice 

des gènes codant notamment les interférons de type I ou III. 

 

III.2. La réponse innée contre C. difficile 

L'épithélium intestinal constitue une barrière fonctionnellement interactive, cruciale pour le 

développement de la réponse immunitaire innée. Les acteurs clés de l'immunité innée sont les 

cellules épithéliales intestinales et les cellules immunitaires intestinales telles que les macrophages, 

les monocytes, les mastocytes, les cellules lymphoïdes innées (LCI) et les cellules dendritiques. Les 

ICD sont caractérisées par une réponse inflammatoire intestinale aiguë avec infiltration de 

neutrophiles dans la muqueuse colique due aux activités indépendantes des toxines et d’autres 

composants bactériens (48) (Figure 22).  

III.2.1. Réponse aux toxines TcdA et TcdB 

Les toxines TcdA et TcdB activent les cascades de signalisation inflammatoires et induisent la 

production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires dans les cellules épithéliales 

intestinales et cela indépendamment de l’activité glycosyltransférase (445). Ainsi, TcdA et TcdB 

induisent la production d’interleukine-8 (IL-8), un puissant chimio-attractant de neutrophiles agissant 

par plusieurs mécanismes (446). Cette production est médiée, en partie, par l’activation de la voie 

des MAPKs qui, à leur tour, activent les voies de signalisation de NF-B et AP-1 (447,448). La 

production d’IL-8 est également déclenchée par le stress cellulaire et la libération d’UDP - un signal 

de danger putatif et un ligand du récepteur P2Y6 - induits par TcdA et TcdB ou TcdB seule (445). TcdA 

et TcdB induisent également la production d’espèces réactives de l'oxygène (ROS) (449). Il a été ainsi 

montré que TcdA induit une altération des fonctions mitochondriales et une génération des ROS, 

entraînant à leur tour d’une part l’activation de NF-B et d’autre part la voie MAPK p38 activant la 

production de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2) et la sécrétion de prostaglandine E2 (PGE2), lesquelles 

augmentent la production d’IL-8 par les colonocytes humains (450,451). D'autres cytokines et 

chimiokines peuvent être produites par les cellules épithéliales intestinales après l’exposition aux 

toxines dont MIP-2 (macrophage-inflammatory protein-2), GRO (growth-related oncogen) et MCP-1 
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(CC chemokine monocyte chemo-attractant protein 1)(452–454). L’ensemble de ces molécules 

favorise le recrutement local des neutrophiles et d'autres cellules immunitaires ainsi que la 

production de défensines. 

Figure 22. Réponse immunitaire innée des cellules hôtes dirigée contre C. difficile. C. difficile induit une réponse 

immunitaire innée via au moins quatre effecteurs différents, et conduisant à l'induction de la production de cytokines et de 

chimiokines pro-inflammatoires via les facteurs de transcription NF-κB et AP-1. Les grandes toxines clostridiales, TcdA et 

TcdB, agissent à travers des voies dépendantes et indépendantes de l'inflammasome NLRP3 (contenant des domaines NOD, 

LRR et pyrin). La protéine de la couche S (SlpA) et la flagelline agissent via des voies dépendantes de MyD88 via les 

récepteurs TLR4 et TLR5, respectivement. La voie d'induction dépendante du récepteur intracellulaire NOD1 pourrait être 

également activée par reconnaissance des fragments de peptidoglycane (PG) dérivés de la paroi cellulaire de la bactérie. Les 

lignes en pointillés indiquent les effets indirects. IL-1R1, IL-1 receptor type 1 (2). 

Les toxines TcdA et TcdB peuvent activer différentes cellules immunitaires dans la muqueuse 

intestinale, comme par exemple les mastocytes et les monocytes, conduisant à une deuxième vague 

de libération des molécules pro-inflammatoires et de recrutement des neutrophiles. Ainsi, TcdA 

active la voie des MAPKs dans les monocytes induisant une production accrue d’IL-8 et la nécrose 

cellulaire avant la glycosylation de Rho (455). De même, TcdB active la voie des MAPKs dans les 

mastocytes, ce qui augmente la production de prostaglandines et donc la libération de l’IL-8 (456). 

Les deux toxines activent également l'inflammasome. L’inflammasome est un complexe 

multiprotéique constitué de protéines sensorielles telles que les NLRPs (nucleotide-binding domain 

leucin-rich repeat containing proteins), des protéines adaptatrices dont ASC (apoptosis-associated 

speck-like protein containing a CARD), ainsi que des protéines contenant un domaine d'activation et 

de recrutement de la caspase (CARD) et des protéines effectrices (pro-caspases). Sa formation est 

déclenchée par des agents pathogènes ou des signaux de danger et son induction conduit à la 

formation de caspases actives, qui clivent la pro-IL-1β et la pro-IL-18 sous leurs formes bioactives. 



 

74 
 

L’IL-1β participe à la génération de réponses systémiques et locales à l'infection en générant de la 

fièvre, en activant les lymphocytes et en favorisant l'infiltration des leucocytes aux sites d'infection. 

L'IL-18 pour sa part induit la production d'IFN- et contribue à la polarisation des cellules Th1 (T-

helper1) (454,457,458). 

III.2.2. Réponse aux protéines de la couche S 

Les protéines de la couche S jouent un rôle d’immunomodulation de la réponse de l’hôte contre C. 

difficile et ne semblent pas être impliquées dans la sévérité de l’infection. Il a été montré que les SLPs 

induisent la libération de taux élevés des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-6 dans des 

monocytes humains, ainsi que la maturation des monocytes dérivés des cellules dendritiques 

(MDCD). Les MCDCs matures produisent ensuite la cytokine pro-inflammatoire IL-12p70 en faible 

quantité et en même temps une autre cytokine anti-inflammatoire l’IL-10 en quantité beaucoup plus 

importante, ce qui oriente vers une réponse immunitaire Th2 non inflammatoire, maintenant ainsi 

l’homéostasie du système immunitaire intestinal (459,460). Il a été également montré que les SLPs 

activent les macrophages murins, suggérant que ces protéines sont importantes dans la clairance de 

l'infection à C. difficile (461). 

Une autre étude a montré que les SLPs sont reconnues par le TLR4 (225). Les SLPs activent les 

cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse ou bone-marrow-derived dendritic cells (BMDC) 

qui produisent ainsi l’IL-12, IL-23 et l’IL-10 pour des réponses respectivement Th1, Th17 et Tr1. Les 

SLPs induisent également la maturation des cellules dendritiques. Ces effets n’ont pas été observés 

dans les BMDCs des souris KO TLR4-/-, ou sont inhibés par les inhibiteurs de la protéine p38, indiquant 

que les SLPs interagissent avec le TLR4 et activent la voie de signalisation p38 des MAPKs (222)  . Les 

auteurs ont également montré que les SLPs intactes, contenant les deux protéines HMW-SLP et 

LMW-SLP, sont nécessaires à l’interaction avec le TLR4. De plus, les souris n’exprimant pas le 

récepteur TLR4 ou la protéine MyD88 sont plus susceptible à l’ICD. L’ensemble de ces résultats 

indiquent que les SLPs activent l'immunité innée et adaptative via un mécanisme dépendant du TLR4 

(462). 

III.2.3. Réponse aux flagelles 

D’une manière générale, deux principales cellules sentinelles sont ciblées par l'’interaction de la 

flagelline avec le récepteur TLR5 : les cellules épithéliales intestinales et les cellules dendritiques. Le 

TLR5 reconnaît les monomères de flagelline qui peuvent être sécrétés lors de l'assemblage flagellaire, 

ou provenant de filaments flagellelaires désagrégés à partir de bactéries viables ou délivrés après 

lyse bactérienne. Le TLR5 est capable de reconnaître la flagelline d’une grande diversité de bactéries 
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incluant Salmonella spp., E. coli, Pseudomonas spp., Listeria spp., Legionella spp., Clostridium spp et 

Vibrio spp. En effet, TLR5 reconnaît une région conservée présente à la surface des monomères de 

flagelline mais qui est masquée une fois la flagelline polymérisée. Ce motif reconnu se situe dans une 

région hautement conservée présente sur les extrémités N et C-terminales et qui serait nécessaire à 

la polymérisation de la flagelline. Cependant, la flagelline de certains flagelles fonctionnels et mobiles 

n’est pas reconnue par le TRL5. C’est le cas de la flagelline de Helicobacter pylori, de Campylobacter 

jejuni et de Bartonella bacilliformis. Cette absence de reconnaissance de la flagelline par le TLR5 est 

due à une modification des acides aminés 89-96 de la région N-terminale de la flagelline. Afin de 

conserver des flagelles mobiles, des modifications compensatrices d’acides aminés d’autres régions 

de la flagelline ont été observées chez ces espèces citées (463). 

Cependant, il n’a pas été bien élucidé comment les récepteurs TLR5 distinguent la flagelline des 

bactéries pathogènes et celle des bactéries commensales. Dans le côlon, la plupart des récepteurs 

TLR5 sont localisés du côté basolatéral des cellules épithéliales. Par conséquent, la détection 

épithéliale de la flagelline reposerait sur le fait que des bactéries soient capables de délivrer la 

flagelline à la surface basolatérale à la suite de la rupture de la barrière épithéliale ou de pénétrer 

l’épithélium à travers différents mécanismes d’invasion (464). Le TLR5 active la voie de signalisation 

dépendante de la molécule adaptatrice spécifique aux récepteurs TLRs MyD88 décrite plus haut (Voir 

chapitre III.1.1.1. Voie de signalisation dépendante de MyD88), qui active en aval la voie des MAPKs 

(ERK, p38 et JNK) et de NF-B, activant à leur tour la transcription des gènes impliqués dans 

l’immunité innée et adaptative. Yoshino et al. ont montré dans des cellules rénales transfectées par 

le TLR5 et les lignées de cellules intestinales humaines HT29 et Caco-2 que la flagelline purifiée de C. 

difficile induit l'activation de p38 MAPK et de NF-B et déclenche la production d'IL-8 et de CCL20. La 

production d'IL-8 et de CCL20 induite par la flagelline est significativement inhibée dans les cellules 

traitées par les anticorps anti-TLR5, montrant que la production d’IL-8 et de CCL20 induite par la 

flagelline de C. difficile est médiée par TLR5. Un prétraitement des cellules par la toxine TcdB 

augmente la production de cytokines induite par la flagelline, ce qui suggère que la rupture des 

jonctions serrées des cellules épithéliales intestinales par TcdB pourrait permettre à la flagelline 

d'atteindre le pole basolatéral des cellules et faciliter son interaction avec le récepteur TLR5. Ces 

auteurs ont conclu que la flagelline de C. difficile pouvait jouer un rôle dans la pathogenèse de l'ICD 

(224). 

Notre groupe de recherche a également utilisé deux modèles de lignées cellulaires différentes pour 

mieux caractériser les effecteurs et les médiateurs impliqués dans les voies de signalisation induites 

par l’interaction TLR5-flagelline de C. difficile. Nous avons confirmé que les flagelles (plus 

particulièrement la flagelline FliC) de C. difficile interagissent avec le récepteur TLR5 dans une lignée 
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de cellules rénales épithéliales canine Madin-Derby (MDCK) transfectées par TLR5 (MDCK-TLR5) et 

dans les cellules Caco-2 (465). La souche hypervirulente et épidémique R20291 flagellée de C. 

difficile, ainsi que sa flagelline recombinante, mais pas le mutant FliC- non flagellé, induisent la 

synthèse de l'IL-8. En outre, nous avons démontré, grâce à des expériences d'inhibition avec, soit des 

inhibiteurs chimiques des voies MAPK et NF-B, soit des siRNAs (small interfering RNA), que 

l'interaction de la flagelline avec TLR5 activait principalement la voie NF-B et, dans une moindre 

mesure, la voie des MAPK. Cela a été confirmé par des études de transcriptomiques dans des cellules 

Caco-2 montrant que les gènes codant l’IL-8, TNFα, CCL2, CXCL10 et CSF3 étaient fortement 

surexprimés. D’une manière intéressante, les gènes codant les protéines de la famille Rel, telles que 

les sous-unités p105 et p100 de la protéine NF-B (NFkB1 et NFkB2) et c-Rel (REL), étaient également 

surexprimés (465). 

Par ailleurs, Jarchum et al. ont démontré que l'administration intrapéritonéale de la flagelline de 

salmonelle purifiée protège des souris des colites provoquées par C. difficile et maintient l'intégrité 

de la barrière épithéliale intestinale (466). L'administration prophylactique de la flagelline retarde au 

début la dissémination de C. difficile dans le côlon, réduit l'apoptose des cellules épithéliales 

intestinales et préserve la fonction de la barrière intestinale. Dans cette expérience, la flagelline de 

salmonelle a été administrée avant, pendant et après l’infection par C. difficile et pourrait interagir 

avec le TLR5 basolatéral, conduisant à une défense immunitaire innée préliminaire, empêchant C. 

difficile de perturber l'épithélium. Ainsi, l'administration exogène de composants bactériens stimule 

le système immunitaire inné conduisant à la régulation positive du mécanisme de défense de l'hôte 

(466). 

Dans notre travail de thèse, nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux mécanismes de 

régulation de la réponse inflammatoire induite spécifiquement par la flagelline de C. difficile, mais 

également par la bactérie entière. Nous nous focaliserons sur l’un des mécanismes de régulation 

importants des voies de signalisation des récepteurs TLRs qui est la régulation par les microARN et 

que nous détaillerons dans le chapitre IV.  

 

III.3. La réponse immunitaire adaptative contre C. difficile 

L'importance de la réponse immunitaire adaptative pouvant influencer l’issue de la colonisation et de 

l’ICD est discutée depuis de nombreuses années (467–469), mais les relations individuelles entre les 

classes d'immunoglobulines (Ig) et les facteurs de virulence bactérienne dans les ICD n'ont été 

définies que récemment. Une première infection par C. difficile favorise la libération de cytokines 
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spécifiques, notamment l’IL-10 et IL-4, qui stimuleraient la maturation des cellules B naïves en 

cellules plasmatiques productrices d’Ig et en cellules B mémoire spécifiques (225). Il semble que ce 

défi immunitaire initial se produit dans la petite enfance, puisqu’environ 50 à 70 % des adultes en 

bonne santé ont des anticorps sériques IgG et IgA détectables contre les toxines de C. difficile (470–

473). 

Certaines classes d'immunoglobulines sont plus importantes que d'autres dans la médiation de 

l'immunité humorale contre C. difficile. Les IgA jouent un rôle essentiel dans l'immunité muqueuse et 

devraient jouer un rôle protecteur contre les antigènes de C. difficile dans la lumière intestinale. Les 

faibles taux d'IgA fécales et la réduction des cellules productrices d'IgA dans le côlon associées à la 

muqueuse intestinale se sont avérées être associées à des symptômes prolongés de l'ICD et à une 

récurrence de l'infection (473,474). 

Les IgM sont les anticorps sériques les plus précoces à répondre à l'infection et il a été montré que 

les patients présentant des concentrations élevées d'anticorps IgM sériques contre les antigènes des 

toxines TcdA, TcdB et des autres protéines bactériennes dans les trois jours suivant l'apparition de la 

diarrhée semblent n’avoir qu’un épisode unique de l’infection (sans récurrence) (475). Les patients 

présentant une faible réponse IgM contre les SLPs au troisième jour après le début de la diarrhée ont 

montré un risque de récidive 25 fois supérieur à celui des patients présentant une forte réponse IgM 

anti-SLPs (194). 

Il a été également montré qu’une réponse élevée en IgG contre les toxines de C. difficile et les 

protéines de surface au moment de la colonisation protège contre le développement de l'ICD (476–

478). Une fois qu'une ICD symptomatique est apparue chez le patient, les réponses sériques en IgG 

contre TcdA, TcbB et contre d’autres antigènes en dehors des toxines au douzième jour de la 

diarrhée étaient plus élevées chez les patients présentant un seul épisode d'ICD comparé aux 

patients ayant présenté une récidive (475). Cependant, une réponse spécifique de l’IgG à la SLP ne 

s’est pas révélée protectrice contre la récidive (194). Les protéines flagellaires de C. difficile FliC et 

FliD et les protéines associées à la surface Cwp66 et Cwp84 se sont également révélées 

immunogènes. Des anticorps dirigés contre ces protéines ont été détectés après le diagnostic d’une 

ICD et pendant les 2 semaines suivantes (324). La déficience dans certaines sous-classes d'IgG (IgG2 

et IgG3) s'est également avérée être liée à la récurrence de la maladie (479). 

Bien que les lymphocytes T et B ne contribuent pas à la résolution de la phase aiguë de l'ICD chez la 

souris, les données cliniques indiquent que les réponses immunitaires adaptatives peuvent avoir des 

effets protecteurs (477). Le rôle des cellules T est moins bien compris. Les souris présentant un 

complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (CMH II), dépourvues de cellules T CD4 +, 
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présentent une infection aiguë inchangée, mais la production d'anticorps spécifiques à la toxine et la 

protection contre une infection secondaire par C. difficile sont inférieures à celles des souris sauvages 

(480). D’une manière intéressante, même chez les souris complètement immunocompétentes, la 

colonisation par C. difficile peut persister après l'infection initiale et la récupération, ce qui suggère 

que la fonction principale du système immunitaire est de limiter et de réparer les lésions de l’intestin 

induites par C. difficile (480–482). Par ailleurs, une réponse naturelle élevée en anticorps antitoxines 

ne protège pas toujours contre les ICD symptomatiques.  

 

IV. Les microARN 

IV.1. Généralités 

En 1990, le premier phénomène de type Interférence par les ARN est découvert par hasard chez une 

plante, le pétunia (483). Les chercheurs, en introduisant des copies supplémentaires du gène de la 

chalcone synthase (CHS), pensaient renforcer la couleur violette des pétunias. Or, les fleurs obtenues 

se sont avérées au contraire blanches ou partiellement blanches et le niveau d’ARNm de la CHS 

cinquante fois inférieur à celui des fleurs sauvages. Ce mécanisme, encore incompris, est alors appelé 

« co-suppression » puisque les deux copies du gène (endogène et transgène) semblent interagir de 

manière inverse en se « co-supprimant » (483). Un autre résultat étonnant a été obtenu ensuite par 

Guo et Kemphues en 1995 qui voulaient inhiber l’expression d’une protéine dans les gonades de 

Caenorhabditis elegans par la transfection d’un ARN anti-sens, en supposant qu’il allait s’hybrider à 

l’ARNm de la protéine et inhiber ainsi son expression, et un ARN sens comme contrôle négatif. De 

manière surprenante, le contrôle négatif a également inhibé l’expression de la protéine (484). Ces 

résultats n’ont été expliqués qu’en 1998 avec la première description du mécanisme d’interférence 

ARN (RNAi) chez C. elegans, qui consiste en une inhibition spécifique de l’expression des gènes 

endogènes par la transfection d’ARN double brin (ARNdb) homologue au gène cible mais pas par 

l’ARN simple brin (485). Les résultats obtenus auparavant étaient dus à des produits secondaires 

minoritaires soit de la production de l’ARN anti-sens (activité ARN polymérase non spécifique) soit à 

une faible transcription de l’ARN anti-sens pouvant former un ARNdb avec l’ARN sens. 

Ultérieurement, il a été purifié à partir des extraits cellulaires de cellules de drosophile transfectées 

avec des ARNdb, des complexes ribonucléoprotéiques, avec une activité nucléase, nommés « RISC » 

pour RNA-induced silencing complex (486). Il a été également montré que les ARNdb transfectés sont 

clivés en petits fragment de 21-23 nucléotides par une RNAse de type III appelée Dicer, et s’associent 

ensuite dans le complexe RISC avec des protéines de la famille Argonaute pour cliver leur ARNm cible 
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au centre de la région complémentaire de l’ARN anti-sens (487–489). Ces ARNdb étaient donc 

l’intermédiaire du principe de l’interférence ARN et sont nommé siRNA pour short interfering RNAs. 

 

Figure 23. Exemples de miARN et leurs structures secondaires chez Caenorhabditis elegans. Structures secondaires de 

type tige-boucle prédites par « RNAfold » pour les précurseurs de miARN matures (en rouge) clonés chez C. elegans en 

2001. (A) miARN individuels : miR-84 (un miARN de la même famille que let-7), miR-1, miR-56 et miR-56* (deux miARN 

clonés provenant des deux bras de la même structure tige-boucle) (B) Exemple d’un cluster de sept miARN, le cluster miR-

35 à 41 (490). 

 

Parallèlement à la découverte du mécanisme de RNAi, des recherches menées dans différents 

laboratoires sur des mutants du ver C. elegans ont permis de mettre en évidence l’existence de petits 

ARNs interférents endogènes, transcrits à partir du génome cellulaire : les micro-ARNs (miARN). Le 

premier miARN a été décrit en 1993 chez C. elegans (491). Il existe chez C. elegans quatre stades 

larvaires (L1 à L4) qui peuvent être caractérisés par l’état de division et de différentiation des cellules. 

Il a ainsi été montré que des mutations du gène lin-4 entrainaient des divisions cellulaires 

caractéristiques du stade L1 à des stades plus avancés de développement. Au contraire, des 

mutations de lin-14 entrainaient de manière prématurée des caractéristiques de stades larvaires plus 

avancés. Ruvkun et al. ont montré que lin-14 codait une protéine nucléaire dont la diminution 

graduelle d’expression à la fin du stade larvaire L1 initiait le passage au stade L2 (492). Les 

phénotypes opposés des mutants de lin-4 et lin-14 avaient déjà permis à Victor Ambros de proposer 

que lin-4 soit responsable de l’inhibition de lin-14 (493). En 1993, son équipe montre que le gène lin-

4 ne code pas une protéine mais deux transcrits de petite taille (environ 61 et 22 nt), dont une partie 

de la séquence est partiellement complémentaire à des séquences contenues dans le 3’UTR 

«Untranslated region» (ou région non traduite) de l’ARNm de la protéine lin-14 (494). Au même 

moment, Whigtman et al. montrent que la région 3’UTR de lin-14 est suffisante à sa régulation par 

lin-4 au niveau postranscriptionnel (495). Il est ensuite montré que c’est une interaction directe par 
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un appariement partiel antisens du petit ARN lin-4 avec les séquences contenues dans le 3’UTR de 

l’ARNm de lin-14 qui est responsable de l’inhibition de lin-14 au moment de la traduction, initiant 

ainsi le passage des stades larvaires L1 à L2 (492,496). D’autres miARN ont été ensuite découverts 

chez C. elegans, dont let-7 et des homologues dans d’autres organismes y compris les mammifères et 

une structure de type tige-boucle ou épingle à cheveux du précurseur conservé (Figure 23) 

(490,497,498). On compte aujourd’hui plus de 2600 miARN humains et 2000 miARN murins 

identifiés, séquencés et répertoriés dans la base de données miRBase (www.mirbase.org). Les miARN 

humains et murins sont bien conservés avec plus de 78 % d’homologie. Cependant, il existe  une 

variation dans le niveau d’expression tissulaire des miARN entre la souris et l’homme (499).  

Les miARN sont donc définis comme des petits ARN naturels de 21 à 24 nucléotides non codants, 

responsables d’une régulation post-transcriptionnelle des gènes, en guidant une protéine nommée 

« Argonaute » (AGO) à un ARNm cible. Ils sont nommés en utilisant le préfixe « miR » pour les miARN 

matures et le préfixe « mir » pour les précurseurs. Ce préfixe est suivi d’un numéro d’identification 

unique (miR-1, miR-2, …). Les numéros d'identification sont attribués de manière séquentielle, ainsi 

un numéro identique pourra être donné pour des miARN identiques mais présents chez différents 

organismes. Pour les miARN possédant des séquences paralogues, qui se distinguent par seulement 

une ou deux bases différentes, on ajoute à leur nom un suffixe composé d’une lettre minuscule (miR-

10a, miR-10b, …), alors que, pour les miARN possédant des séquences identiques et qui ne se 

distinguent que par une structure en boucle à cheveux différente, on ajoute à leur nom un suffixe 

formé d’un numéro (mir-281-1, mir-281-2, …) (500). 

Il a été estimé que plus de 60 % des gènes humains codant des protéines sont régulés par des miARN 

(501). Des études fonctionnelles indiquent que les miARN sont impliqués dans plusieurs processus 

biologiques dont le développement, la différenciation, l’homéostasie, la réponse au stress, 

l’apoptose ou l’activation immunologique, chez l’Homme comme chez les animaux, les plantes et 

même chez certains virus à ADN (502). Ainsi, des perturbations dans l’expression des miARN sont 

associées à plusieurs pathologies humaines (cancers, pathologies cardiaques et hépatiques, entre 

autres). 

  

IV.2. Biogenèse des miARN 

IV.2.1. Transcription des gènes codant les miARN 

Durant ces dernières années, les mécanismes de base de la biogenèse et certaines fonctions des 

miARN ont été élucidés (Figure 24) (503). D’une manière générale, les miARN proviennent de la 

http://www.mirbase.org/
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transcription de gènes indépendants (voie canonique) ou d’introns de gènes codant des protéines 

(voie alternative) (504,505). Environ 50 % des miARN humains appartiennent à des unités 

transcriptionnelles déjà connues et annotées du génome, et sont principalement trouvés dans les 

introns de ces gènes (506–508). Très rarement, des miARN pourraient être présents dans des exons 

des gènes comme dans le cas du précurseur du miR-155 qui se trouve dans un exon d’un ARN non-

codant, préalablement connu sous le nom de BIC pour « B-cell integration cluster » (509). Un autre 

exemple, le miR-198 est codé dans un exon d’un gène codant la protéine FSTL1 (506). Par ailleurs, 

environ un tiers des miARN chez les mammifères sont regroupés en « clusters » et transcrits en un 

seul précurseur primaire polycistronique (510,511).  

Les miARN appartenant aux introns des gènes codant des protéines sont co-transcrits avec leur gêne 

hôte, ce qui a été montré par la corrélation entre l’expression de ces gènes et des miARN respectifs 

(506,512). Cependant, environ 30 % des miARN introniques peuvent être transcrits à partir d’un 

promoteur indépendant du gène hôte (513–515). Si la grande majorité des miARN matures sont 

aujourd’hui identifiés et annotés dans le génome, la compréhension de leur organisation génomique 

(comme la localisation exacte de leurs promoteurs) et de leurs mécanismes de transcription reste 

encore incomplète. Les miARN contenus dans des unités transcriptionnelles sont transcrits comme 

les ARNm par l’ARN polymérase II en un long transcrit primaire avec une structure en épingle à 

cheveux mesurant plusieurs kilobases, possédant une coiffe m7G en 5’, polyadénylé et appelé pri-

miARN (507,511,516,517).  

IV.2.2. Maturation et clivage des pri-miARN en pré-miARN par Drosha et DGCR8 

Dans la voie canonique, durant ou après leur transcription, les pri-miARN, sont clivés dans le noyau 

par un complexe protéique, nommé microprocesseur, composé de la protéine Drosha, une RNAse de 

type III et de son partenaire DGCR8 (pour DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8), une protéine 

de liaison à l’ARNdb (518). Le clivage a lieu entre la structure en tige et l’ARN simple brin, libérant 

ainsi les précurseurs secondaires des miARN (pré-miARN). Ce clivage nécessite l’activité catalytique 

de deux protéines Drosha et DGCR8 ensemble puisque chaque protéine seule n’est pas capable 

d’effectuer ce clivage (519,520).  

Le pri-miARN est caractérisé par une tige d’ARNdb d’environ 30 nt présentant des mésappariements, 

une boucle, et des fragments d’ARN simple brin de part et d’autre de cette structure tige-boucle. 

DGCR8 est une protéine qui possède un domaine WW (module qui intervient dans les interactions 

protéine-protéine par la reconnaissance de motifs peptidiques riches en proline et de sites 

phosphorylés de sérine / thréonine-proline) central, et deux dsRBD (double-stranded RNA binding 
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domain) en C-terminal. Les deux dsRBD sont nécessaires à la fixation aux pri-miARN et le domaine de 

liaison à Drosha se situe également en C-terminal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24. Biogenèse des miARN. En général, les miARN proviennent de la transcription des gènes indépendants (voie 

canonique) ou d’introns de gènes codant des protéines (voie alternative). Voie canonique : 1) transcription des précurseurs 

primaires pri-miARN par l’ARN polymérase II, 2) clivage par le complexe protéique Drosha (ARN polymérase III) et DGCR8 

(protéine de liaison à l’ARN) entre la structure en tige et l’ARN simple brin, libérant les précurseurs secondaires pré-miARN, 

structures en tige-boucle de 50 à 70 nucléotides avec extrémité 3’ libre reconnue par l’Exportine 5, responsable du 

transport vers le cytoplasme. 3) Certains pré-miARN sont produits à partir de très courts introns (mirtrons) lors de 

l’épissage, indépendamment de Drosha et DGCR8. 4) Dans les deux voies, les pré-miARN sont exportés du noyau. 5) Les 

pré-miARN sont clivés au niveau de leur boucle terminale par la RNase III cytoplasmique Dicer, formant l’hybride de 2 brins 

de miARN, miARN/miARN*. 6) Chez les mammifères, la protéine AGO2 pourrait soutenir l’action de Dicer par son activité 

endonucléase, en clivant l’extrémité 3’ de certains pré-miARN, formant un autre intermédiaire de maturation ac-pré-

miARN. 7) Ensuite, le brin guide de l’hybride miARN/miARN* est incorporé préférentiellement dans le complexe miRISC 

alors que le brin passager (miARN*) est libéré et dégradé. 8) Le miARN, ou « brin guide », va alors guider le complexe 

ribonucléoprotéique miRISC (miARN, protéine AGO2, GW182 et autres) à son ARNm cible, induisant soit l’inhibition de sa 

traduction soit sa désadénylation et sa dégradation. Modifiée d’après (503).  

DGCR8 reconnaît la jonction entre les fragments d’ARN simple brin en 5’ et 3’ et l’ARNdb de la tige, 

région indispensable à la reconnaissance de la structure tige-boucle et à son clivage (518,521). La 
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fixation de DGCR8 au niveau de la jonction simple brin-double brin permettrait au domaine de liaison 

à l’ARNdb (dsRBD) de Drosha d’interagir transitoirement avec la tige, et positionnerait le centre 

catalytique de l’enzyme (constitué des deux domaines RNase IIIa et IIIb) de manière à ce qu’elle clive 

le duplex d’ARN 11 pb après la jonction (518). Différents facteurs auxiliaires pourraient s’associer à 

Drosha et DGCR8 et permettre de réguler l’activité du complexe ou de l’orienter vers certains pri-

miARN spécifiques (519,522). Par exemple, les ARN hélicases p68 (DDX5) et p72 (DDX17) joueraient 

un rôle de facteurs auxiliaires en favorisant la sélection et la maturation de certains pri-miARN 

spécifiques (523). La protéine suppresseur de tumeur p53, induite en réponse à un dommage à 

l’ADN, est également capable de s’associer au microprocesseur d’une manière dépendante de p68 et 

p72, et favorise ainsi la maturation de certains pri-miARN spécifiques (524). D’autres facteurs sont 

capables au contraire de réguler négativement la maturation de certains pri-miARN par le 

microprocesseur. C’est le cas du complexe de facteurs nucléaires NF90-NF45 qui sont capables de se 

lier spécifiquement à certains pri-miARN, empêchant ainsi l’accès du microprocesseur (525). Certains 

pré-miARN sont produits à partir de très courts introns (mirtrons) lors de l’épissage, 

indépendamment de l’activité de Drosha et DGCR8. 

IV.2.3. Exportation du pré-miARN dans le cytoplasme par l’exportine 5 

Les pré-miARN possèdent une structure en tige-boucle de 50 à 70 nucléotides avec une extrémité 3’ 

libre qui permet leur reconnaissance par l’exportine 5 (XPO5), permettant ainsi leur transport vers le 

cytoplasme (526). XPO5 est une protéine de la famille des karyophérines β, responsables du 

transport de protéines ou d’autres cargos du noyau vers le cytoplasme au travers du complexe de 

pore nucléaire (527–529). La fixation de XPO5 au pré-miARN est dépendante d’un co-facteur, la 

GTPase Ran sous sa forme GTP. L’hydrolyse de RanGTP en RanGDP dans le cytoplasme permet la 

dissociation du complexe et la libération du pré-miARN. XPO5 reconnaît la partie double-brin du pré-

miARN ainsi que les 2 nt sortants en 3’ (530). De plus, la formation du complexe pré-

miARN/XPO5/RanGTP protège le pré-miARN de la dégradation par des nucléases (526,527,530). 

IV.2.4. Clivage et maturation du pré-miARN 

Une fois exportés dans le cytoplasme, les pré-miARN sont clivés au niveau de leur boucle terminale 

par une RNase III (ribonucléase) cytoplasmique nommée Dicer, formant ainsi un hybride composé de 

2 brins de miARN (miARN/miARN*) d’environ 20 pb avec des extrémités 3’ sortantes de 2 nt de 

chaque côté, caractéristiques des clivages successifs par les RNases III Drosha et Dicer (531). La 

protéine Dicer contient un domaine PAZ (nommé d'après les protéines PIWI, AGO et Zwille, chez qui 

il est conservé). Le domaine PAZ est un module de liaison à l'ARN qui reconnaît l'extrémité 3 'des 

siRNA et des miARN, de manière indépendante de la séquence. Le domaine PAZ s’associe à 
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l’extrémité de l’ARNdb et sépare les 2 domaines RNAses III formant un dimère intramoléculaire par 

une hélice α (532,533). La distance qui sépare le domaine PAZ du site catalytique formé par les 2 

domaines RNases III correspond à la longueur d’environ 22 nt des duplex miARN-miARN* générés par 

Dicer (533). Les brins 5’ et 3’ de la tige du pré-miARN sont clivés respectivement par les domaines 

RNase IIIa et RNase IIIb au sein du site catalytique qu’ils constituent (532). In vivo, Dicer interagit avec 

les protéines TRBP (TAR RNA-binding protein) et/ou PACT (Interferon-inducible double stranded RNA-

dependent protein kinase activator A), qui possèdent trois domaines dsRBD et semblent stabiliser 

Dicer et contribuer à la formation du complexe effecteur RISC (534,535). L’un des deux brins du 

duplex miARN-miARN*, communément appelé le brin « guide » ou miARN mature, est ensuite 

incorporé au sein d’un complexe miRISC (miARN-induced silencing complex). L’autre brin, miARN* ou 

brin « passager », est exclu du complexe RISC et éliminé. C’est la stabilité thermodynamique relative 

des deux extrémités des duplex de siRNAs et miARN qui semble déterminer la sélection de l’un des 

deux brins. Ainsi, le brin le plus faiblement apparié à son extrémité 5’ est majoritairement incorporé 

(536,537). Cependant, certains pré-miARN donnent des miARN matures provenant des deux brins à 

une fréquence comparable (parfois distingués dans ce cas par la notation miR-x-3p, brin en 3’, et 

miR-x-5p, brin en 5’) (538–540). La notation miARN et miARN* est établie à partir du ratio entre les 

nombres de séquençages obtenus pour les deux espèces respectives, le miARN mature étant celui 

trouvé le plus abondamment (www.mirbase.org). Pourtant ce ratio varie fortement (entre 1 et plus 

de 100) en fonction du pré-miARN, et varie également en fonction du tissu considéré pour certains 

pré-miARN, indiquant que le brin « passager » miARN* est dans certains cas exprimé de manière 

significative (538,540,541). De plus, les miARN* exprimés sont fonctionnels et peuvent également 

induire la répression de cibles in vivo (538,539,542). 

 

IV.2.5. Le complexe miRISC 

Le complexe miRISC est un complexe ribonucléoprotéique caractérisé par la présence d’une protéine 

effectrice de la famille Argonaute et d’autres protéines, comme la protéine GW182 (glycine-

tryptophan protein 182 kDa), et d’un miARN servant de guide en s’appariant à un ARN cible (Figure 

25) (543). GW182 est une famille de protéines, composant des « corps cytoplasmiques » appelés 

corps P ou corps GW (P-bodies Processing body ou GW-bodies). Ces corps cytoplasmiques 

contiennent des enzymes de dégradation des ARNm et sont impliqués dans la dégradation et/ou le 

stockage des ARNm non traduits (544–548). Les protéines GW182 jouent un rôle clé dans la 

répression induite par les miARN, en interagissant par le biais de leurs répétitions GW (glycine-

tryptophane) en N-terminal avec les protéines AGO ; l’interruption de cette interaction empêche la 

répression induite par les miARN (549–553). La fixation artificielle, sans miARN, de GW182 à un 

http://www.mirbase.org/
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ARNm dans des cellules de drosophile conduit à une répression de l’expression du transcrit, même 

en absence de AGO1, indiquant que GW182 agit en aval de AGO1 (549). De même, dans des cellules 

humaines, le domaine C-terminal des protéines TNRC6A-C (pour Trinucleotide Repeat-Containing 6A, 

B and C, paralogues de GW182) suffit à la répression de la cible, alors que ce domaine n’est pas 

responsable de l’interaction avec AGO (554,555). L’ensemble de ces résultats suggère donc que la 

protéine AGO recrute GW182 au niveau du transcrit cible, puis la région C-terminale de GW182 agit 

en aval pour induire la répression traductionnelle et/ou la dégradation de l’ARNm.  

 

Figure 25. Organisation des domaines des protéines Argonaute et GW182. Les schémas représentent la protéine 

Argonaute-2 humaine (AGO2) et la protéine GW182 de Drosophila melanogaster, deux protéines largement caractérisées 

dans l’inhibition de l’expression des ARNm par les miARN. Le domaine RNAseH-like PIWI (P-element induced wimpy testis) 

est impliqué dans le clivage endonucléolytique de l'ARNm. La région séparant les domaines PAZ (PIWI Argonaute Zwille) et 

PIWI de AGO2 contient deux acides aminés aromatiques (phénylalanines F470 et F505), dont la mutation empêche 

l’inhibition de la traduction. D. melanogaster n’exprime qu'une seule protéine GW182, mais il existe trois paralogues de 

GW182 chez les mammifères (connus sous le nom de TNRC6A-C). N-GW, M-GW et C-GW sont des régions enrichies en 

dipeptides de glycine (G)-tryptophane (W). Le domaine N-GW avec des peptides contenant des répétitions GW plus courtes 

s’est avéré être un médiateur de l'interaction des protéines GW182 avec le domaine PIWI des protéines AGO. La région 

s'étendant de l'extrémité N au domaine riche en glutamine (Q-rich) est responsable du ciblage de GW182 aux corps 

cytoplasmiques (P-bodies). DUF, domaine de fonction inconnue ; RBD, domaine de liaison à l'ARN ; UBA, domaine associé à 

l'ubiquitine ; Q, glutamine (543). 

 

Il existe quatre protéines AGO chez les mammifères (AGO1-4). Alors que seule AGO2 possède une 

activité catalytique de clivage d’un ARNm cible lorsqu’elle est associée à un miARN parfaitement 

complémentaire à sa cible, toutes les protéines AGO sont capables de se lier avec la même affinité 

aux petits duplex d’ARNs (miARN), et les protéines AGO1-4 sont redondantes pour l’utilisation des 

miARN (556–558). Les protéines AGO possèdent trois domaines conservés (Figure 25). Le domaine 

PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille), que possède également Dicer, reconnaît et se fixe à l’extrémité 3’ 

sortante du duplex siRNA ou miARN (556,559–562) ; le domaine MID constitue une poche de fixation 

du 5’-phosphate du duplex ; le domaine PIWI (P-element induced wimpy testis chez la Drosophile), 

qui adopte une conformation secondaire ressemblant à une RNase H, constitue le domaine 
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catalytique de certaines AGO (comme AGO2 chez les mammifères) (556,562–565). De nombreuses 

ARN hélicases dont Gemin3, DDX5 (ou ARN hélicase p68), MOV10 (ARN hélicase putative), ou encore 

RHA (RNA hélicase A), ont été trouvées associées aux complexes RISC et pourraient jouer un rôle 

dans la séparation des deux brins et l’élimination du brin «passager» (566–569). 

 

 

IV.3. Mécanismes d’action des miARN 

IV.3.1. Appariement à l’ARNm cible 

La régulation exercée par les miARN est spécifique grâce à l’appariement du miARN mature 

contenu dans le complexe miRISC avec une séquence partiellement complémentaire située 

généralement dans la région 3’UTR de l’ARNm cible et appelée MRE pour « miARN Response 

Element » (Elément de réponse au miARN). Plusieurs modèles ou profils d’appariement différents 

ont été établis par des analyses expérimentales et informatiques (Figure 26). Le critère le plus 

important est un appariement parfait entre l’ARNm cible et les nucléotides  2-7 à l’extrémité 5’ du 

miARN, qui constituent la seed sequence du miARN ou région de nucléation (région noyau) de 

l’interaction entre le miARN et l’ARNm cible. Ainsi, chez les métazoaires, cette région représente la 

séquence la plus conservée des miARN (570). De plus, des mutations dans la seed sequence, 

donnant lieu à des mésappariements ou des appariements bancals G-U « wobble », diminuent 

considérablement la répression de la cible (571–573). Plusieurs autres études valident également 

ce modèle, dont la validation fonctionnelle in vivo des prédictions in silico des cibles basée sur ce 

modèle d’appariement. Très rarement chez les animaux, des sites cibles fortement 

complémentaires au miARN avec un appariement parfait dans la région centrale peuvent entrainer 

un clivage de l’ARNm cible (574–576). La région 3’ contient souvent un niveau minimal 

d’appariement, qui pourrait jouer un rôle dans la stabilisation de l’interaction du miARN avec sa 

cible mais il n’est pas suffisant à lui seul pour inhiber l’expression de l’ARNm cible. Cependant, un 

appariement supplémentaire au niveau des nucléotides 13-16 améliore la spécificité de 

l’interaction, et un appariement étendu en 3’ compense dans certains cas un mésappariement 

dans la région noyau (573,577). Des logiciels de prédiction des cibles des miARN (miRanda, PicTar, 

TargetScan…) ont été développés sur la base des règles décrites ci-dessus, principalement celle de 

l’appariement parfait au niveau de la séquence noyau, ainsi que sur la conservation des MRE pour 

favoriser l’identification de sites fonctionnels sélectionnés au cours de l’évolution (578–580). Ils 

prédisent plusieurs dizaines à centaines de cibles pour un miARN donné mais elles n’ont pas 
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toujours une réalité biologique. Des validations expérimentales sont nécessaires dans chaque cas 

pour montrer qu’une cible prédite est bien une cible du miARN in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 Appariements entre miARN et ARNm cibles. Types d’appariements possibles entre un miARN et un ARNm cible 

du plus courant (A) au moins courant (E) (colonne de gauche) et exemples validés expérimentalement avec la lettre 

correspondante en minuscule (colonne de droite). (A) Appariement principal au niveau de la séquence noyau (nt 2-7 ou 2-

8) ; (B) Un appariement supplémentaire de minimum 3-4 pb généralement centré sur les nt 13-16 améliore l’appariement 

au niveau de la séquence noyau ; (C) Un appariement de minimum 4-5 pb généralement centré sur les nt 13-16 

complémente un mésappariement dans la séquence noyau ; (D) Appariement central de 11 nt minimum d’affilée qui peut 

permettre le clivage endonucléolytique par AGO2 ; (E) Appariement étendu qui peut permettre le clivage 

endonucléolytique par AGO2. (A, B et C) Un résidu adénosine est souvent retrouvé sur l’ARNm en face de la position 1 du 

miARN, et un résidu adénosine ou uracile est souvent retrouvé en face de la position 9 (en rouge). La pertinence de la 

distinction entre (A) et (B) reste à vérifier, des appariements en 3’ étant très courants mais la validation expérimentale 

d’une cible se faisant toujours par des mutations dans la séquence noyau (581). 

 

D’autres profils d’appariement ont été plus rarement décrits. De nouveaux MRE fonctionnels avec 

des appariements centraux parfaits de 11 nt minimum d’affilée (nucléotides 4-14 ou 5-15) et des 

appariements imparfaits au niveau de la séquence noyau et en 3’ ont été récemment mis en 

évidence (576). Notons qu’un appariement étendu sur toute la séquence du miARN permettant un 

clivage de l’ARNm cible a été également décrit, même si, in vivo, la répression par clivage des ARNm 

cibles semble demeurer un mécanisme minoritaire (Figure 26) (581). 
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Chez les métazoaires, les MRE connus sont localisés généralement dans le 3’UTR, et plusieurs copies 

dans un même ARNm assurent une répression plus efficace (573). De plus, des MRE proches (10-40 

nt d’écart) semblent agir de manière coopérative, avec des effets de répression de la cible plus 

importants que ceux attendus de la contribution de deux MRE indépendants (571,577,582,583). 

D’autres exemples montrent que certains miARN sont capables de réguler l’expression de gènes 

cibles via des MRE situés dans le 5’UTR. Curieusement, dans la plupart des cas, la fixation d’un miARN 

sur un MRE localisé dans le 5’UTR s’accompagne d’une activation de la traduction, contrairement à la 

répression normalement induite par les miARN (584–586). 

Enfin, d’autres facteurs que l’appariement lui-même interviennent dans la reconnaissance d’une 

séquence cible par un miARN et dans sa fonctionnalité. Un de ces facteurs est l’accessibilité du MRE 

in vivo, qui peut être influencée par la structure secondaire de l’ARNm ou encore par l’association de 

protéines de liaison à l’ARNm, qui peuvent agir comme des modulateurs de l’effet des miARN (587–

591). De plus, le contexte dans lequel se situe le MRE influence l’effet du miARN sur la cible. Des 

éléments de séquence non complémentaires au miARN mais présents à proximité dans le 3’UTR, 

comme une région riche en A/U à proximité, sont nécessaires ou améliorent dans certains cas la 

répression de la cible par le miARN (577,592–595).  

Par ailleurs, un miARN donné peut avoir plusieurs cibles différentes, et une cible donnée peut être 

régulée par plusieurs miARN différents. Par exemple, il a été montré que la protéine p21 représente 

une cible validée expérimentalement pour plusieurs miARN dont les miR-20a, miR-17, miR-93 et miR-

106a/b (596–598). Ainsi, l’activité combinée de ces miARN régule l’expression de p21 dans les 

cellules cancéreuses.  En effet, leses miARN constituent un réseau complexe, dont la combinaison de 

plusieurs miARN pourrait cibler un même ARNm. C’est la raison pour laquelle l’étude des miARN 

devrait considérer l’activité combinée de l’ensemble de miARN régulant une même cible (599). Par 

ailleurs,  les interactions miARN-cibles dépendent du contexte cellulaire, et en particulier de la 

quantité respective de miARN et de transcrits cibles. De plus, la fixation d’un miARN sur un ARNm 

diminue la quantité disponible de ce miARN, ajoutant de la complexité au système (600). 

IV.3.2. Régulation de l’expression de la cible 

Compte tenu de la similarité des complexes miRISCs et la manière « simple » dont ils engagent 

leurs cibles, il semblerait que tous ces complexes fonctionnent par un mécanisme commun. 

Étonnamment, cette attente n'a pas été confirmée expérimentalement. Il existe maintenant des 

preuves sur l’existence de plusieurs modes de régulation médiée par les miARN, y compris 

l'inhibition de la traduction, la désadénylation et la dégradation des ARNm, et/ou la séquestration 
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de l'ARNm. Cependant, il n’est pas encore établi si ces différents mécanismes sont 

interdépendants (Figure 28). 

IV.3.2.1. Inhibition de la traduction des ARNm 

La traduction débute par la reconnaissance de la coiffe en 5′-terminal 7‑methylguanosine (m7G) de 

l’ARNm par eIF4E (eukaryotic translation initiation factor (eIF) 4E)), une sous unité du complexe 

d’initiation eIF4F qui contient également les sous-unités eIF4A et eIF4G. L’interaction d’eIF4G avec 

eIF3 facilite le recrutement de la petite sous-unité ribosomique 40S, qui commence alors le balayage 

de la région 5’ à la recherche du codon d’initiation AUG ; l’association entre cette petite sous-unité 

40S et la grande sous-unité 60S permet de former le complexe ribosomique 80S et de commencer 

l’élongation. eIF4G interagit également avec PABPC (poly(A)-binding protein, cytoplasmic), une 

protéine associée à la queue poly(A) en 3’, ce qui permet de donner une conformation circulaire à 

l’ARNm, améliorant ainsi l’efficacité de la traduction, tout en protégeant l’ARNm de la dégradation 

(Figure 27) (601,602). Le mécanisme par lequel miRISC inhibe la traduction est controversé. Plusieurs 

études présentent des résultats indiquant un blocage de l’initiation de la traduction, tandis que 

d’autres études présentent des preuves concernant une répression à des stades post-initiation.  

IV.3.2.1.1. Inhibition de l’initiation de la traduction 

Plusieurs preuves sont en faveur de l’inhibition de la traduction des ARNm par les miARN au niveau 

de l'initiation de la synthèse protéique (Figure 28). Dans une étude, il a été montré qu’un miARN 

endogène réduit l'association de polysomes d'un rapporteur construit avec des sites cibles 

appropriés (603). Dans une autre étude, il a été rapporté que l’inhibition complète de la traduction 

nécessite à la fois la coiffe m7G en 5’ et la queue poly(A) en 3’, alors que des ARNm rapporteurs 

produits à partir d’un IRES «Internal Ribosome Entry Site », ne possédant pas de coiffe m7G ou ayant 

une coiffe non fonctionnelle (ApppN), ne sont pas efficacement réprimés par les miARN (604).  

Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer l’inhibition de l’initiation de la traduction par les 

miARN. Plusieurs études ont montré que l’initiation de la traduction pourrait être inhibée par 

l’inhibition de la reconnaissance de la coiffe. Par exemple, une étude utilisant des gènes rapporteurs 

cibles de let-7 montre que l’inhibition induite par let-7 s’accompagne d’une diminution de 

l’association de l’ARNm cible avec le complexe ribosomique 80S. L’ajout en excès du complexe eIF4F 

lève l’inhibition induite par let-7, indiquant que la phase de reconnaissance de la coiffe est 

importante dans le processus d’inhibition de la traduction de l’ARNm cible (605).  
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D’autres études ont proposé, en revanche, que l’inhibition de l’initiation de la traduction est médiée 

par l’inhibition du recrutement de la sous-unité 60S ribosomale. Il a été ainsi montré que la protéine 

eIF6 et la sous-unité ribosomique 60S sont parmi les facteurs associés au complexe miRISC (534). 

eIF6 est une protéine impliquée dans la biogenèse et la maturation des sous-unités ribosomiques 60S 

et empêche l’association prématurée des sous-unités 60S et 40S. Son association au complexe 

miRISC au niveau de l’ARNm cible permettrait donc d’empêcher le recrutement de la sous-unité 60S 

et donc l’initiation de la traduction.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27. Etapes de la traduction de l’ARNm chez les eucaryotes. La traduction de l'ARNm comprend trois étapes : 

l'initiation, l'élongation et la terminaison. L'initiation est l'étape la plus complexe. La traduction nécessite la participation 

d'au moins 10 facteurs d'initiation, dont beaucoup sont des complexes multi-sous-unitaires. L'initiation de la traduction de 

la plupart des ARNm cellulaires commence par la reconnaissance de la coiffe d'ARNm 5'-terminal 7-méthylguanosine (m7G) 

(représentée par le cercle rouge sur la figure) par la sous-unité 4E du facteur d'initiation eIF4F, qui contient également 

eIF4A (une hélicase à ARN) et eIF4G (une grande protéine multidomaine qui fonctionne comme un échafaudage pour 

l'assemblage du complexe d'initiation de la traduction). L'interaction de eIF4G avec un autre facteur d'initiation à plusieurs 

sous-unités, eIF3, facilite le recrutement de la sous-unité 40S, qui après reconnaissance du codon d'initiation AUG, va se lier 

à la sous-unité ribosomale 60S permettant de demarer la phase d'élongation. Lorsque le ribosome rencontre un codon de 

terminaison, les facteurs de libération de la traduction interviennent dans le processus de terminaison, dans lequel les sous-

unités ribosomales se dissocient à la fois l’un de l'autre et de l'ARNm. Une fonction importante de eIF4G est son interaction 

avec la protéine de liaison poly (A) 1, PABP1, associée à la queue poly (A). Cette interaction entraîne la circularisation de 

l'ARNm, qui stimule l'initiation de la traduction et éventuellement le recyclage des ribosomes.  eIF6 est requis pour la 

biogenèse de la sous-unité 60S. et pourrait également servir de facteur d'initiation pour réguler la jonction de la sous-unité 

(543). 

IV.3.2.1.2. Inhibition post-initiation de la traduction 

Différents résultats, parfois très contradictoires avec ceux décrits précédemment, indiquent que 

l’inhibition de la traduction induite par les miARN se fait après l’initiation. Les premières analyses 

fonctionnelles des miARN ont été réalisées chez C. elegans : il a été constaté que l'abondance des 
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ARNm régulés par les miARN n'était pas substantiellement modifiée, mais l'abondance des protéines 

codées par ces ARNm était nettement réduite (496,606). De plus, les ARNm régulés semblaient être 

présents dans des polysomes et engagés dans des ribosomes impliqués dans l’élongation in vitro 

(496,606). Ces observations frappantes ont suggéré que la suppression de la production de protéines 

par les miARN a lieu par un mécanisme qui fonctionne après l'initiation de la synthèse des protéines. 

Dans une première étude, un ARNm régulé par un miARN dans des cellules HeLa a été retrouvé 

exclusivement dans les polysomes et associé avec des ribosomes compétents pour l’élongation (607). 

Dans une seconde étude, un ARNm rapporteur sensible à un miARN endogène était également 

présent dans les polysomes (608). Plusieurs résultats ont montré que ces polysomes traduisaient 

activement les ARNm, cependant, les polypeptides naissants n’ont pas été détectés par 

immunoprécipitation, suggérant que l’inhibition de l'accumulation des protéines est le résultat d’une 

dégradation co-traductionnelle des protéines dont le mécanisme n’a pas été bien élucidé (Figure 28) 

(608). Dans une troisième étude, la traduction d’un gène rapporteur contenant une région 3’-UTR 

avec des sites cibles conçus avec une complémentarité imparfaite pour un miARN synthétique s’est 

révélée réprimée et l’ARNm associé avec des polysomes. Dans ce cas, les auteurs ont suggéré que le 

déficit de la production des protéines est dû à une terminaison prématurée de la traduction 

(détachement prématuré du ribosome favorisé par miRISC) (Figure 28) (609). 

L’ensemble des études de l'inhibition de la traduction ont révélé des mécanismes distincts par 

lesquels la traduction peut être inhibée. D’une manière intéressante, des différences ont également 

été observées dans la capacité des miARN à supprimer la traduction promue par IRES : deux équipes 

ont trouvés que la synthèse des protéines dirigée par IRES n’a pas été affectée par le miARN, alors 

qu’une autre équipe a montré qu’elle était diminuée en réponse au miARN (603,604,609). 

L'interprétation la plus simple des résultats obtenus jusqu'ici est que l'inhibition de la traduction par 

les miARN peut se produire d’une manière dépendante ou spécifique d’un ARNm donné à des étapes 

distinctes du processus de traduction. Néanmoins, les caractéristiques des ARNm individuels et/ou 

des combinaisons ARNm-miARN qui dictent le mécanisme de répression restent à élucider. 
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Figure 28. Mécanismes d’inhibition de l’expression des ARNm par les miARN. Les ARNm cibles sont reconnus par les 

miARN sous forme de complexes ribonucléoprotéiques (miRNPs), par complémentarité de séquence, généralement entre 

les miARN et les séquences dans la région 3’-UTR de l'ARNm. L'interaction entre le miRNP et l'ARNm peut avoir plusieurs 

conséquences. Celles-ci incluent des effets directs et indirects sur la traduction. Les effets directs se manifestent soit par 

l'inhibition de l'initiation de la traduction, soit par la prévention de l’association des ribosomes avec l'ARNm cible ou par 

inhibition de la traduction après l'initiation. Dans le cas de l’inhibition post-initiation - qui comprend la chute prématurée du 

ribosome, l’élongation ralentie, et la dégradation transcriptionnelle des protéines - l'ARNm inhibé semble être présent dans 

des polysomes, c'est-à-dire associé à plusieurs ribosomes. Outre les effets directs sur la traduction (ou l’accumulation de 

protéines), les miRNPs peuvent avoir d’autres effets sur les ARNm ciblés, notamment en favorisant la désadénylation, ce qui 

pourrait entraîner une dégradation. La désadénylation et la dégradation peuvent avoir lieu dans les corps P (désignés par 

P), qui sont des foyers cytoplasmiques enrichis en facteurs impliqués dans la dégradation des ARNm. Il est possible que les 

ARNm ciblés par les miARN puissent être inaccessible à la machinerie de traduction et dégradés ou stockés pour une 

utilisation ultérieure. Cependant, les ARNm ciblés pourraient être séquestrés comme conséquence de l'inhibition de 

l'initiation de la traduction (610).  

 

IV.3.2.2. Désadénylation et dégradation des ARNm 

Comme discuté dans la partie précédente, il a été initialement admis que la régulation médiée par 

les miARN a lieu principalement au niveau de la traduction et non au niveau de la dégradation de 

l'ARNm. Il est maintenant clair que cette idée n’est que partiellement correcte. Il existe de 

nombreux exemples de miARN déstabilisant leurs ARNm cibles. En effet, le mécanisme par lequel 

les miARN induisent la dégradation de l'ARNm est peut-être, malgré sa rareté, mieux compris que 

le mécanisme de l’inhibition de la traduction (Figure 28). La transfection des cellules par des 

miARN a permis de prouver la déstabilisation des cibles par les miARN. La présence d’un tel miARN 

réduit l'abondance de nombreux ARNm, dont la plupart contenaient des sites cibles pour ce miARN 

(611). En outre, l’examen de plusieurs cibles de certains miARN chez C. elegans a révélé que leur 
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quantité est également réduite de manière dépendante du miARN (612). Le principe de l’induction 

de la dégradation des ARNm par les miARN a permis la création et l'utilisation des micro-array 

d'ARNm pour l'identification des cibles des miARN (549,611,613,614). Il n’existe pas de méthode 

analogue à haut débit pour identifier les cibles régulées strictement au niveau de la traduction. 

Comme déjà indiqué, un appariement parfait entre le miARN et sa cible peut induire un clivage 

direct de l’ARNm par l’activité nucléase de la protéine AGO2 incorporée dans le complexe miRISC, 

même si ce mécanisme reste très rare. D’autre part, il semble que la dégradation médiée par les 

miARN pourrait être également une conséquence de la désadénylation suivie d'un décoiffage 

(l’élimination de la coiffe 5’). Différentes expériences montrent que GW182 entraine une 

désadénylation de l’ARNm cible. L’extrémité N-terminale de GW182 interagit avec AGO grâce aux 

répétitions GW, alors que l’extrémité C-terminale interagit avec la protéine PABP (poly-A binding 

protein) recrutant le complexe désadénylase CAF1:CCR4:NOT1 (PAN2:PAN3 chez les mammifères), 

puis le décoiffage par le complexe DCP1:DCP2 et enfin la digestion exonucléolytique 5’-3’ 

vraisemblablement par XRN1. Dans les cellules de Drosophila melanogaster, la désadénylation est 

effectuée par le complexe désadénylase CCR4:NOT (549). D’une manière intéressante, bien que la 

désadénylation semble être une condition préalable pour le décoiffage et la dégradation de 

l'ARNm, elle ne conduit pas nécessairement à ces résultats. Ainsi, dans une étude chez D. 

melanogaster, trois ARNm rapporteurs ont été analysés (549). Bien que tous les trois aient été 

complètement désadénylés, un seul est resté stable, un second n’a été que partiellement 

déstabilisé, alors que la dégradation du troisième a sensiblement augmenté. Ainsi le niveau de 

régulation de ces ARNm rapporteurs n’a pas été corrélé avec leur stabilité dans tous les cas : l'ARN 

désadénylé stable était encore fortement inhibé au niveau de la traduction (549). 

IV.3.2.3. Séquestration des ARNm dans les corps P 

Bien que beaucoup de protéines aient été identifiées dans les corps P (Voir. Chapitre IV.2.5 Complexe 

miRISC), la composition de ces « puits » cytoplasmiques n'a pas été déterminée, car ils n’ont jamais 

pu être purifiés jusqu’à présent (615). Néanmoins, plusieurs équipes ont montré que les protéines 

Argonaute - qui se lient aux miARN – ont été trouvées dans les corps P (Figure 28) (603,610,616–

618). De plus, des études de co-immunoprécipitation indiquent que les protéines Argonaute DCPlA et 

GW182 interagissent d’une manière indépendante de l'ARN avec les composants des corps 

P (549,568,618). D'autres protéines impliquées dans les mécanismes d’action des miARN ont été 

également retrouvées en fortes concentrations dans les corps P, et trois études ont démontré que les 

ARNm cibles se localisent dans les corps P d’une manière dépendante des miARN (587,603,618).  
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Un modèle simple du mécanisme dépendant des corps P, par lequel les miARN régulent l’expression 

de leurs cibles, a été ainsi proposé (549,615,619). Dans sa forme la plus simple, un miARN lié à une 

protéine Argonaute reconnaît ses ARNm cibles par appariement de base. La protéine Argonaute 

interagit à son tour avec GW182, et le complexe ARNm-miARN-Argonaute est livré aux corps P. 

Quand ce complexe atteint le corps P, l'ARNm ciblé est désadénylé par les désadénylases résidentes, 

puis décoiffé et dégradé ou maintenu en stase (c'est-à-dire retiré spatialement de la machinerie 

traductionnelle, car les corps P sont dépourvus de ribosomes) (615,619). La stase a été démontrée 

par des expériences chez la levure montrant que les corps P peuvent constituer un lieu de dépôt 

pour les ARNm non traduits ; dans les cellules de mammifères, les corps P sont les lieux où un ARNm 

spécifique semble être séquestré en dehors des ribosomes de manière dépendante des miARN 

(587,620). Ce modèle a l’avantage de rationaliser une grande partie de la littérature actuelle en ce 

qui concerne les mécanismes d’action des miARN, y compris les destins disparates des ARNm 

spécifiques régulés. Bien que l’hypothèse des corps P soit séduisante et soutenue par plusieurs 

faisceaux de preuve, plusieurs observations semblent être incompatibles avec l'idée que les 

processus dépendants des corps P prennent en compte toutes les régulations médiées par les 

miARN. Spécifiquement, une analyse microscopique quantitative de la localisation de la protéine 

Argonaute a montré que seule une petite proportion (<2 %) de protéines Argonaute existe dans les 

corps P (621). En outre, plusieurs groupes ont montré que les miARN sont associés à des polysomes, 

et une étude récente a démontré que la plupart des miARN sont associés avec des ARNm en cours de 

traduction (486,607,608,622–624). De plus, la délétion d’un composant des corps P a provoqué la 

disparition de foyers visibles mais sans altérer la fonction des miARN (616). 

Pour conclure, Il n’est pas encore clairement établi si les différents mécanismes d’inhibition proposés 

sont le fruit d’artefacts liés à différentes approches expérimentales, s’ils correspondent à des 

évènements secondaires à un mécanisme initial commun, ou encore si les miARN sont capables de 

réprimer leurs cibles par différents mécanismes indépendants. Il est en effet possible que le 

mécanisme de répression utilisé dans chaque cas dépende du contexte cellulaire, de la cible, du type 

d’interaction miARN-cible, ou encore de la présence d’autres protéines de liaison à l’ARNm. 

 

IV.4. Les microARN extracellulaires 

La plupart des premiers miARN ont été décrits dans le milieu intracellulaire. Depuis 2008, des formes 

stables de miARN ont également été retrouvées dans le plasma et le sérum, ainsi que dans les fluides 

corporels dont l’urine, la salive et le lait maternel (584,625–628). De manière intéressante, la nature 

et la concentration de ces miARN extracellulaires retrouvés dans certains fluides corporels ont été 
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fortement corrélées à différentes pathologies comme le cancer. Le miR-222 par exemple est 

surexprimé dans le plasma des patients atteints de cancer colorectal et le miR-150 dans le sérum des 

patients atteints d’une leucémie lymphoïde chronique, de diabète et de lésions tissulaires (629–631). 

La quantification et la caractérisation de ces miARN extracellulaires pourraient ainsi permettre leur 

utilisation comme biomarqueurs. 

Cependant, l’origine des miARN extracellulaires dans le plasma et dans les fluides corporels est mal 

connue. En effet, les miARN circulants pourraient être libérés par une lyse des cellules endommagées 

mais pourraient également être sécrétés activement par les cellules. Des études montrent que les 

cellules sanguines sont effectivement la source majeure des miARN circulants dans le sang (632). 

D’autres études indiquent que certains organes pourraient également contribuer à la présence des 

miARN extracellulaires, puisque des miARN connus pour être présents de manière importante dans 

des tissus spécifiques (miR-122 dans le foie, miR-133 dans les muscles, miR-208 dans le cœur, etc…) 

ont été détectés dans le plasma (633). D’autre part, il a été montré que les cellules tumorales 

mettent en jeu des mécanismes permettant une libération spécifique des miARN dans la circulation 

sanguine (631). 

Les miARN extracellulaires circulent dans le plasma à une concentration élevée et avec une très 

bonne stabilité malgré la présence de RNases dans la circulation sanguine, indiquant une 

organisation stable des miARN empêchant leur dégradation. Plusieurs modèles de stabilité et de 

biogenèse des miARN extracellulaires ont été proposés (Figure 29). 

Les miARN sont sécrétés des cellules via de petites vésicules membranaires (VMs) les protégeant de 

l’activité des RNases (634). Parmi les différentes vésicules, on retrouve les exosomes, des vésicules 

de 30 à 100 nm de diamètre qui proviennent des corps multivésiculaires et sont libérés par les 

cellules par exocytose (635). 

 D’autres types de vésicules libérées par bourgeonnement, nommées « shedding vesicules » et dont 

le diamètre est compris entre 100 et 1000 nm, sont également impliqués (636). Les VMs ont la 

capacité de délivrer les miARN qu’elles portent à des cellules réceptrices dans lesquelles ces miARN 

vont pouvoir exercer leur action sur leurs ARNm cibles. La sélection des miARN à transporter dans les 

VMs semble être spécifique de certaines conditions physiologiques ou physiopathologiques (637). 

Les miARN empaquetés dans les VMs sont, en général, associés et protégés par des protéines AGO2 

ou d’autres protéines de liaison à l’ARN. Ceci suggère que les VMs ne portent pas seulement les 

miARN mais qu’elles permettent également de délivrer des composants fonctionnels du complexe 

RISC et donc de renforcer la fonction des miARN une fois introduits dans les cellules réceptrices, par 

endocytose, phagocytose ou par fusion directe avec la membrane cytoplasmique (638). 
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Les miARN peuvent être sécrétés en association avec des HDL (high-density lipoprotein) et protégés 

par la formation des complexes lipoprotéines-miARN (639). Ces HDL contiennent des lipides dont la 

phosphatidylcholine, connue pour former des complexes ternaires stables avec les acides nucléiques, 

et l’apolipoprotéine A-I (640). Ces particules possèdent une taille de 8 à 12 nm, donc beaucoup plus 

petites que les VMs, et interagissent avec les miARN extracellulaires par des ponts cationiques 

divalents (639). L’avantage principal de ces particules, outre la protection, est la possibilité de la 

livraison des miARN directement dans le cytoplasme, sans risque de prise en charge par des voies 

lysosomiales. Ceci est rendu possible grâce aux récepteurs SR-BI (Scavenger receptor class B type I) 

qui sont des récepteurs des HDL présents à la surface des cellules.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Modèle de circulation des miARN extracellulaires. Sous leur forme mature, certains miARN pourraient se lier à 

leur ARNm cible pour inhiber leur expression. D’autres miARN pourraient être exportés dans le milieu extracellulaire sous 

trois formes différentes : (1) inclus dans des petites vésicules membranaires dont les exosomes et les « shedding 

vésicules », (2) associés à des lipoprotéines de haute densité (HDL), et (3) associés à des protéines de liaison à l’ARN telles 

que Argonaute2 (AGO2) (628).  

Des études récentes ont montré que 90 % des miARN circulant dans le sang sont associés à des 

protéines de liaison à l’ARN, les 10 % restant correspondant aux miARN portés par des VMs ou des 

HDL (641,642). Ainsi, une proportion significative a été retrouvée associée à la protéine AGO2, 

composante du complexe RISC. Ces complexes protéiques confèrent aux miARN une résistance à la 

grande quantité de RNases présentes dans la circulation. Onze protéines de liaison à l’ARN, dont la 

NPM (nuecleophosmin 1) et la nucléoline, ont été identifiées comme associées à des miARN 

extracellulaires et permettant la protection des miARN contre les RNases (643). 
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IV.5. Fonctions biologiques et physiopathologiques des microARN 

Dans ce chapitre, seuls quelques exemples du rôle des miARN dans la physiologie et les processus 

pathologiques seront présentés afin de mettre en avant l’importance de miARN dans les processus 

biologiques. Depuis leur découverte, les miARN ont été impliqués dans la régulation de quasiment 

tous les processus biologiques. Ils jouent un rôle particulièrement clé dans le développement et le 

maintien des états cellulaires souches et différenciées, mais également dans des processus cellulaires 

comme l’apoptose, la prolifération et la régulation du cycle cellulaire, le métabolisme etc… Ils 

constituent un outil clé et puissant dans la régulation des gènes et constituent donc une nouvelle 

classe potentielle de cibles thérapeutiques. Les miARN présentent une complémentarité largement 

limitée avec leurs ARNm cibles chez les animaux, mais cela reste suffisant pour réguler plusieurs 

processus physiologiques. 

Il a été montré que certains miARN sont hautement spécifiques d’un tissu, d’un type cellulaire ou 

d’un stade de différentiation, constituant ainsi des profils d’expression spécifiques (644–650). Le 

séquençage et le clonage de 250 bibliothèques de petits ARNs provenant de 26 organes ou types 

cellulaires différents de rat et humains montrent que seulement 70 miARN matures s’expriment en 

moyenne par type d’échantillon (650). De même, l’étude du profil d’expression des miARN dans les 

lymphocytes T montre que seuls 7 miARN représentent 60 % des miARN exprimés (651). Le clonage 

des miARN dans l’épiderme et le follicule pileux de souris montre respectivement que 10 et 3 

espèces représentent environ 50 % des miARN clonés (652). Notons également que le nombre de 

miARN exprimés est plus important dans les cellules différenciées par rapport aux cellules souches, 

ce qui est cohérent avec le rôle important que jouent les miARN dans l’induction de la différentiation 

puis le maintien des états différenciés (648). De même, la transfection d’un miARN spécifique d’un 

tissu, comme le miR-1 (spécifique du muscle et du cœur) ou le miR-124 (spécifique du cerveau) dans 

des cellules HeLa, modifie le profil d’expression des ARNm vers celui du tissu en question, avec une 

centaine de transcrits réprimés enrichis en cibles prédites du miARN transfecté (611). Certains 

miARN spécifiques d’un tissu sont donc capables de modifier l’expression de nombreux gènes, jouant 

ainsi un rôle dans la définition de l’identité tissulaire. Les miARN étant capables de cibler plusieurs 

dizaines de cibles, et les ARNm pouvant eux-mêmes être ciblés par plusieurs miARN, ces exemples 

montrent que les interactions entre miARN et cibles peuvent être vues comme un réseau où 

quelques miARN spécifiques assurent le maintien des états spatio-temporels cellulaires tels que 

l’identité tissulaire ou les états souches et différenciés. 

L’expression d’un miARN à un moment précis peut permettre d’amorcer une transition au cours du 

développement ou de la différentiation en réprimant une ou des cible(s) à un niveau d’expression 
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virtuellement nul, où elles ne sont plus fonctionnelles. Par exemple, les mutations de perte de 

fonction des deux premiers miARN identifiés chez C. elegans, lin-4 (abnormal cell lineage-4) et let-7 

(lethal-7) ont causé des défauts dans les processus de développement des larves (494,497). Il a ainsi 

été suggéré que lin-4 régule les premiers stades de développement, alors que let-7 joue un rôle 

important dans les processus de développement tardif chez C. elegans et peut-être chez d'autres 

animaux (653,654). Par ailleurs, le miARN lsy-6 (laterally symmetric-6) détermine l’identité finale de 

deux neurones morphologiquement distincts, ASE left (ASEL) et ASE right (ASER). lsy-6 est exprimée 

dans les neurones ASEL et inhibe l'expression de son gène cible, cog-1 (connection of gonad 

defective-1), ce qui entraîne la perte d'asymétrie. De même, le miR-27a, joue un rôle important dans 

la différenciation érythroide des cellules K562 humaines tout en ciblant la protéine CDC25B 

nécessaire à la transition des phases G2-M de croissance cellulaire (655). Les miARN peuvent 

également agir comme des sortes de rhéostats permettant d’ajuster finement le niveau d’expression 

de la cible à un niveau optimal pour sa fonctionnalité. Par exemple, le mir-375 est exprimé dans les 

îlots pancréatiques et inhibe la sécrétion d'insuline induite par le glucose grâce à la régulation de son 

gène cible, la myotrophine, nécessaire à l’exocytose de l’insuline, à un niveau permettant toutefois 

que la sécrétion de l’insuline soit fonctionnelle (656).  

Certains miARN régulent divers processus physiologiques. Par exemple, les miARN jouent un rôle 

important dans le maintien de la survie des neurones matures et de leurs fonctions. Des études 

suggèrent que la croissance synaptique, dont l’excés conduit à l’apparition de maladies du système 

nerveux (maladie d’Alzheimer, autisme …), peut être régulée par le miR-134 qui contribue au 

développement, à la maturation et à la plasticité synaptique (646). De même, le miR-133b est 

exprimé spécifiquement dans les neurones dopaminergiques (DNs) des noyaux de la base du cerveau 

et est diminué dans les neurones des patients atteints de la maladie de Parkinson. Le miR-133b 

régule la maturation et les fonctions des DNs du cerveau dans un réseau de rétrocontrôle négatif, 

ainsi que la régulation des comportements dopaminergiques tels que la locomotion (657). D’autres 

miARN interviennent également dans la régulation du système nerveux, comme par exemple le miR-

8 impliqué dans la régulation du comportement en ciblant directement l’atrophine ou le miR-27a 

considéré comme un facteur inhibiteur endogène de l’expression du gène Apaf-1 (Apoptotic protease 

activating factor-1) régulant ainsi la sensibilité des neurones à l’apoptose (658,659). Les microARN 

sont également impliqués dans la régulation de l’angiogenèse notamment durant le développement 

embryonnaire, dans laquelle le miR-126, spécifique des cellules endothéliales, semble jouer un rôle 

important in vivo (660). Ainsi, la délétion de ce miARN chez les embryons des souris provoque des 

hémorragies et une létalité embryonnaire partielle, dues à une perte de l’intégrité vasculaire et à des 

défauts dans la prolifération des cellules endothéliales, la migration et l’angiogenèse. Les souris 
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délétées du miR-126 qui survivent développent une néovascularisation cardiaque défectueuse après 

un infarctus du myocarde (661). Les miARN régulent également des processus physiologiques tels 

que la maturation des ovocytes, le développement du corps jaune (corpus luteum) et le 

développement embryonnaire précoce. Yu et al. ont rapporté 29 miARN exprimés différentiellement 

dans les testicules de souris prépubères et adultes, et ont identifié plusieurs ARNm cibles possibles 

dans les cellules germinales mâles (662). D’ailleurs, des ovocytes murins matures mutants 

dépourvues de tous les miARN (par la suppression spécifique de la protéine Dicer des ovocytes), 

n’ont pas pu dépasser le stade de la première division cellulaire probablement en raison de la 

formation désordonnée du fuseau achromatique, démontrant que les miARN maternels sont 

essentiels pour les premiers stades du développement embryonnaire (663). De même, une étude a 

montré une expression différentielle de 59 miARN, dont 31 et 28 miARN étaient exprimés de 

préférence respectivement dans les ovocytes immatures et matures (664). Ce profil d'expression de 

miARN au cours des stades embryonnaires pré-implantatoires a montré donc un modèle 

d'expression temporelle distinct (664). 

La dérégulation des miARN a été décrite dans plusieurs maladies dont les maladies cardiaques et le 

cancer. Par exemple, le miR-21 régule la voie de signalisation d’ERK-MAPK dans les fibroblastes 

cardiaques, laquelle a un impact sur la fonction et la structure cardiaque globale (644). Les niveaux 

du miR-21 sont augmentés sélectivement dans les fibroblastes des cœurs défaillants, augmentant 

l’activation de la voie ERK-MAPK par l’inhibition de la protéine SPRY1 (sprouty homologue 1). 

L’inhibition in vivo du miR-21 par un antagomir (anti-miARN) spécifique dans un modèle murin 

d’hypertension réduit l’activation de la voie ERK-MAPK cardiaque, inhibe la fibrose interstitielle et 

atténue le dysfonctionnement cardiaque. Une étude récente a montré que la protéine PDCD4 

(programmed cell Death 4) représente une cible directe du miR-21 dans les myocytes cardiaques 

(665). Ces résultats montrent que les miARN peuvent contribuer à la maladie myocardiaque par leurs 

effets sur les fibroblastes cardiaques (666).  

Le développement cellulaire anormal dans le cas du cancer a également été associé aux miARN. La 

première étude liant les miARN à la pathologie cancéreuse a été publiée en 2002 et elle a analysé 

l'expression des miARN dans des échantillons de sang de patients atteints de leucémie lymphoïde 

chronique. Deux miARN, le miR-15 et le miR-16, étaient absents ou faiblement exprimés dans la 

majorité des cas (68 %) par rapport aux tissus normaux ou aux lymphocytes. Cette découverte 

suggère que ces deux miARN sont impliqués dans la pathogenèse de la leucémie lymphocytaire 

chronique (667). Les miARN fonctionnent comme des molécules régulatrices, en ayant soit un rôle 

d’oncogènes, soit un rôle de suppresseurs de tumeurs (668). Par exemple, le miR-34a, qui s'est avéré 

être fréquemment absent dans les cellules cancéreuses du pancréas, est induit par la protéine 
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suppresseur de tumeur p53 (669). La surexpression de ce miARN induit l’expression des gènes 

impliqués dans la régulation de la progression du cycle cellulaire, l’apoptose, la réparation de l'ADN 

et l’angiogenèse. L’expression du miR-34a est complètement inhibée dans plusieurs types de cancer, 

en raisond’une méthylation aberrante de la séquence CpG de son promoteur (670). La famille let-7 

des miARN était le premier groupe des miARN décrit comme régulant l'expression d'un proto-

oncogène, la protéine RAS (671). Johnson et al. ont confirmé expérimentalement que let-7 peut 

inhiber l’expression de RAS dans des lignées cellulaires cancéreuses humaines limitant aisni la 

croissance cellulaire et la tumorigenèse (672). Dans des cellules issues du cancer du sein, le miR-9 est 

surexpriméet cible directement CDH1, ARNm codant l’E-cadhérine, entraînant une augmentation de 

la motilité et l’invasivité cellulaire ainsi que l'activation de la signalisation de la β-caténine qui 

contribue à la surexpression du gène codant la VEGF. Ce dernier facteur de croissance agit à son tour 

sur l’augmentation de l'angiogenèse tumorale (673). Par ailleurs, le miR-155 pourrait inhiber 

l'apoptose dans des cellules de leucémie humaines et dans les cellules cancéreuses MDA-MB-453, en 

bloquant l’activité de la caspase-3 (674). Dans le carcinome hépatocellulaire le miR-26 est sous-

exprimé et pourrait activer les voies de signalisation de NF-B, induisant ainsi la production d’IL-6, ce 

qui pourrait jouer un rôle dans le développement de la tumeur (675). Certains miARN sont inhibés 

dans les cancers gastro-intestinaux, ce qui suggère qu'ils peuvent fonctionner comme des gènes 

suppresseurs de tumeurs. Par exemple, les miR-15b et miR-16 sont inhibés dans les cellules 

cancéreuses gastriques humaines et jouent un rôle dans le développement de la multirésistance aux 

médicaments (MDR) par modulation de l'apoptose via le ciblage de la protéine BCL2 (676). 

Récemment, Ueda et al. ont réalisé un profil systématique et une analyse utilisant 353 échantillons 

gastriques et ont identifié 22 miARN surexprimés et 13 miARN inhibés dans le cancer gastrique (CG) 

(677). Cette signature présentait une précision de 83 % pour la distinction des échantillons de CG des 

échantillons sans CG. En outre, les deux sous-types histologiques des tissus de CG présentaient 

différentes signatures : huit miARN étaient régulés dans le CG type diffus et quatre dans le CG de 

type intestinal (677).  

 

IV.6.  MiARN et infections bactériennes  

Les bactéries pathogènes ont des interactions complexes avec leur hôte, ces interactions étant 

devenues un domaine de recherche central des maladies infectieuses. Des études récentes ont mis 

en évidence que l'expression des miARN chez l’hôte est profondément affectée par une variété de 

bactéries pathogènes et en retour les miARN de l’hôte imposent une forte pression aux 

microorganismes (Figure 30). 
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Par exemple, Helicobacter pylori est capable de coloniser l'estomac humain et est donc responsable 

de diverses maladies gastriques, telles que la gastrite chronique active, les ulcères peptiques et le 

carcinome gastrique (678,679). Plusieurs études ont rapporté que l’infection des cellules épithéliales 

gastrique par H. pylori pourrait conduire à une expression altérée des miARN let-7, miR-30b, miR-210 

, miR-1289, miR-152/miR-200b, miR-155, miR-16 et miR-146a (680–688). L’analyse histologique de la 

muqueuse gastrique infectée a montré des taux plus élevés du miR-155. Des sites de liaison 

potentiels au facteur NF-B ainsi qu’à la protéine AP-1 ont été identifiés dans le promoteur BIC du 

miR-155, suggérant que ces deux protéines sont impliquées dans l’induction de l’expression du miR-

155 durant l'infection par H. pylori dans l'épithélium gastrique (686). De nombreux ARNm ciblés par 

le miR-155, y compris ceux des protéines TP53INP1 (tumor protein p53-inducible nuclear protein 1), 

tétraspanine 14 (Tspan14), lipine 1 (Lpin1), Pmaip1 (horbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 

1), PKIα (protein kinase cAMP-dependent, catalytic) inhibitor alpha), IKK-ε (IB kinase ε), SMAD2 

(Sma- and Mad-related protein 2), et FADD (Fas-associated death domain protein), ont été associés à 

des réponses pro-apoptotiques et immunitaires (686,689–691). Des souris knock-out pour le miR-155 

n’ont pas été en mesure de contrôler l'infection à H. pylori et présentaient une protection réduite vis-

à-vis de l'infection, suite à leur vaccination spécifique contre H. pylori, par rapport aux souris 

sauvages, en raison d'une altération des réponses Th1 et Th17 (692). Ces résultats suggèrent que le 

miR-155, lors d’une infection à H. pylori, est impliqué dans la régulation négative de l'inflammation 

par atténuation de la voie de signalisation de NF-B, la différenciation de Th17/Th1 et la régulation 

de l’AMPc (cyclic adenosine monophosphate) (686,691). Un autre miARN, le miR-146a, est 

surexprimé après une infection par H. pylori dans les cellules épithéliales gastriques, ainsi que dans 

les tissus muqueux gastriques, de manière dépendante de NF-B. Par conséquent, le miR-146a peut 

diminuer l'expression des gènes cibles, par exemple, TRAF6 et IRAK1. De plus, le miR-146a peut 

inhiber l’expression des protéines GROα (growth-related oncogen α), MIP-3a (macrophage 

inflammatory protein-3a), TNF-α et IL-1ß, en réduisant l’activité de NF-B (693,694). 

De nombreuses relations ont été également établies entre l’infection par Salmonella et les miARN. 

Les salmonelles sont des pathogènes intracellulaires à Gram négatif appartenant à la famille des 

Enterobacteriaceae, responsable de pathologies chez les humains et les animaux, tels que la gastro-

entérite et la fièvre typhoïde (695). S. enterica possède trois sérovars principaux, Typhi, 

Typhimurium, et Enteritidis, capables d’établir une niche intracellulaire pour assurer leur propagation 

chez l’hôte (696). L’infection par S. Typhimurium induit une surexpression du miR-29a, qui cible la 

cavéoline 2, un facteur d’adhésion focal associé à l’internalisation de bactéries pathogènes (697,698). 

De même, le miR-146 diminue l'induction de six membres de la famille des gènes de 

l'apolipoprotéine dans des embryons de poisson zèbre infectés par S. Typhimurium. Cela suggère que 
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le miR-146 pourrait jouer un rôle dans la régulation du métabolisme lipidique pendant l’inflammation 

(699). De plus, le récepteur TLR4 reconnait le LPS bactérien et inhibe ainsi l'expression de la famille 

let-7 durant l'infection à Salmonella. L’inhibition de ces miARN favorise l'expression des cytokines 

clés IL-6 et IL-10 (698). D’ailleurs, le miR-155 régule la fonction des lymphocytes et des DC, 

conduisant à une diminution globale de la réponse immunitaire ; ainsi, la vaccination de souris 

déficientes en miR-155 avec un vaccin atténué contre S. Typhimurium n'a pas permis de les protéger 

(700). S. Enteritidis module les niveaux du miR-128 dans l'épithélium intestinal, ce qui inhibe la 

sécrétion de M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating factor ou CSF1) et par la même le recrutement 

des macrophages (701). 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste à Gram négatif qui infecte un 

large éventail d'hôtes, envahissant de nombreuses tissus (702). Les infections à Pseudomonas 

multirésistants peuvent être mortelles pour les patients hospitalisés dans les unités de soins intensifs 

dans le monde entier (703). Il a été récemment rapporté que le miR-302b peut être activé par les 

TLR2 et TLR4 via les voies ERK-p38-NF-B après une infection par P. aeruginosa. Le miR-302b, avec 

d'autres membres de la famille des miR-302, est un régulateur crucial en aval de la voie de 

signalisation NF-B induite par les récepteurs TLRs, mais également de l’activation des macrophages 

et des cellules épithéliales, et de l'inflammation respiratoire via le ciblage direct d’IRAK1, essentiel 

pour l’activation de NF-B (704). Il a été également montré que le miR-301b module positivement 

l'expression des cytokines anti-inflammatoires IL-4 et TGF-ß1 et régule négativement l'expression des 

cytokines pro-inflammatoires MIP-1a et IL-17A. Cette fonction est exercée par l’inhibition de 

l'expression de c-Myb. De plus, l’inhibition du miR-301b entraîne des niveaux élevés d'infiltration de 

neutrophiles (705). Il existe plusieurs autres miARN de rétrocontrôle négatif, tels que les miR-762 et 

miR-155, surexprimés par l’infection à P. aeruginosa et réduisant les niveaux de l’expression des 

gènes de la réponse immunitaire (706,707).  
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Figure 30. Exemples des microARN régulés par des infections bactériennes. Les infections bactériennes induisent des 

modifications dans l’expression des miARN intracellulaires qui pourraient avoir des effets de régulation positive ou négative 

sur plusieurs processus cellulaires dont l’autophagie, l’apoptose et la réponse immunitaire. Ces régulations pourraient 

contribuer soit à la défense de l’hôte soit, au contraire, à l’invasion de l’hôte par l’agent pathogène (708). 

 

La tuberculose est une maladie infectieuse très répandue, responsable de fortes morbidité et 

mortalité, dépassant des dizaines de millions de personnes chaque année dans le monde. Les deux 

bactéries intracellulaires Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium bovis peuvent infecter les 

animaux et les humains et représentent les mycobactéries (709). Concernant la réponse immunitaire 

innée, Dorhoi et al. ont démontré que le miR-223 contrôle la susceptibilité à la tuberculose par le 

recrutement de neutrophiles en ciblant les cytokines CCL3 (chemokine (C-C motif) ligand 3), CXCL2 

(chemoattractant chemokine (C-X-C motif) ligand 2), et IL-6. La délétion du miR-223 augmente la 

susceptibilité à l'infection pulmonaire des souris résistantes à l’infection par M. tuberculosis (710). M. 

tuberculosis pourrait également induire l'expression du miR-99 dans les cellules dendritiques (DC) ; 

l'inhibition de ce miARN augmente considérablement le taux des cytokines pro-inflammatoires IL1β, 

IL-12 et IL-6, et diminue la charge bactérienne (711). Le miR-155 est également surexprimé dans les 

macrophages après une infection à M. tuberculosis et M. bovis. La surexpression du miR-155 favorise 

l'autophagie dans les macrophages, facilite la maturation du phagosome et la production de ROS 

diminuant ainsi le taux de survie des mycobactéries intracellulaires (712,713). Les souris déficientes 

en miR-155 infectées par M. tuberculosis meurent beaucoup plus tôt que les souris sauvages, et 

présentent une augmentation drastique de la colonisation bactérienne pulmonaire (714). Cependant, 

le miR-155 pourrait également faciliter la survie de M. tuberculosis dans les macrophages par 

l’atténuation directe de l'expression de Bach1 (BTB and CNC homology 1), un inhibiteur 

transcriptionel de l’haemoxygenase-1 (HO-1), et de SHIP1 (SH2- containing inositol 5′-phosphatase 1 
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), importants pour la survie de M. tuberculosis (715). L’expression d’autres miARN est altérée suite à 

l’infection par les mycobatéries. Parmi ces miARN figurent les miR-132/212, miR-26a, miR-125a, miR-

21 et miR-146a lesquels jouent des rôles de régulateurs positifs ou négatifs de la réponse de l’hôte 

[711]–[713], [714,], [715], [716]. 

Listeria monocytogenes peut échapper aux défenses de l'hôte régulant les miARN dans différentes 

cellules. Les miR-146b, miR-16, let-7a 1, miR-145 et miR-155 sont significativement régulés suite à 

une infection par Listeria dans les cellules épithéliales (722). Schnitger et al. ont démontré que L. 

monocytogenes induit des modifications significatives dans l'expression des miARN dans les 

macrophages, les miR-146a, miR-155, miR-125a-3p / 5p, et miR-149 étant les plus altérés. Il a été 

montré que les miR-125a-3p/5p sont impliqués dans l'axe de signalisation du récepteur TLR2, tandis 

que la transactivation du miR-155 lors de l’infection est influencée par NF-B p65 (723).  

Beaucoup d’autres rapports de la littérature ont décrit une régulation des miARN induite par d’autres 

infections bactériennes, comme c’est le cas des miR-15a et miR-16 dans le sepsis provoqué par 

Escherichia coli, et du miR-718 surexprimé dans des macrophages infectés par Neisseria gonorrhoeae 

(724,725). Les exemples décrits ci-dessus ne représentent qu’une très petite partie des études 

publiées dans la littérature montrant que la régulation des miARN par les infections bactériennes 

pourrait affecter plusieurs fonctions physiologiques cellulaires et plusieurs processus pathologiques 

dépendant de leurs gènes cibles. Les miARN pourraient réguler les mécanismes de l’autophagie et de 

l’apoptose ainsi que d’autres réponses de l’hôte comme la régulation de la signalisation des 

récepteurs TLRs qui sera discutée dans le chapitre suivant. Ces régulations pourraient être en faveur 

du développement bactérien et de l’invasion de l’hôte mais également en faveur des défenses de 

l’hôte et d’une réponse efficace et contrôlée (708). 

IV.7. MiARN et infections virales 

Les virus représentent une large classe de parasites intracellulaires obligatoires qui dépendent de la 

machinerie de l’hôte pour se multiplier et se propager. En conséquence, les virus et leurs hôtes se 

sont engagés dans une course pour pouvoir assurer leur survie respective. Le rôle joué par les miARN 

dans les infections virales a fait l'objet de nombreuses études au cours des 15 dernières années.  

La première interaction miARN-virus découverte est celle impliquant le miR-122 et le virus de 

l’hépatite C (VHC). Le VHC est un virus hépatotrope avec un génome ARN simple brin positif. Le miR-

122 spécifique au foie est essentiel à la réplication virale et régule positivement le virus par 

l'interaction directe du miARN et du génome viral qui contient trois sites de liaison différents pour le 

miR-122 dans les régions 3 'et 5' UTR. La fonction régulatrice du miR-122 est exercée après la liaison 
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à la région 5 'UTR du génome, en amont du site d'entrée ribosomique interne (IRES) et conduit 

l'accumulation de l’ARN viral et à une augmentation de la traduction de la protéine virale, après 

recrutement de la sous-unité ribosomale 48S (584,726). Toutefois, il semblerait que le mécanisme 

dominant à l’origine de l’effet positif de la liaison du miR-122 est la protection de l’extrémité 5' de 

l’ARN génomique. En effet, la liaison de l'AGO2 chargée du miR-122 stabilise l'ARN du VHC tout en 

empêchant sa dégradation très probablement causée par l'exonucléase XRN1 (727–729). 

Le nombre d'exemples d’inhibition viral par une liaison directe des miARN ciblant le génome viral 

reste limité (730). Ceci pourrait être expliqué par une pression de séléction qui entrainerait 

l’élimination des séquences cibles de miARN dans le génome viral, ces séquences étant délétères 

pour le virus. Cette théorie est étayée par l’observation selon laquelle la majorité des interactions 

directes entre les  miARN de l’hôte et l’ARN viral aboutit plutôt à une régulation positive du cycle 

viral. Dans ce cas en effet, si la liaison du miARN au sein du génome procure un avantage évolutif et / 

ou augmente la capacité virale, elle sera alors maintenue par le virus (730).  

Les efftes indirectes des miARN sur la multiplication virale ont largement été décrits dans la 

littérature. L’effet indirect sur les virus est dû au ciblage d’ARNm codant des facteurs de l’hôte 

impliqués dans une ou plusieurs étapes du cycle viral, ou des facteurs impliqués dans l’établissement 

de la réponse immunitaire. Un exemple est représenté par le rôle des miARN dans le tropisme 

cellulaire et l’éntrée du virus par la régulation de l’expression de son récepteur cellulaire spécifique. Il 

a été montré que l’expression du récepteur du virus de l'immunodéficience humaine 1 (VIH-1), la 

protéine de surface CD4, est régulée par deux miARN : les miR-221 et miR-222. Ces deux miARN sont 

en effet sous exprimés dans les macrophages infectés (731). En outre, le tropisme du VIH-1 est 

également déterminé par deux co-récepteurs différents, CCR5 ou CXCR4. Une cascade de 

signalisation impliquant le miR-146a régule l'expression de CXCR4 dans les lymphocytes T CD4+ 

quiescents, les rendant ainsi moins susceptibles à l'infection par le VIH-1. Cependant, après 

l'activation de ces cellules T, le facteur de transcription PLZF régule négativement l'expression du 

miR-146a, conduisant à l'expression du CXCR4, rendant ainsi les cellules susceptibles à l'infection 

(732). Les miARN pourraient également affecter d’autres niveaux du cycle viral comme dans le cas du 

poliovirus, où le miR-555 permet une inhibition de la réplication virale en ciblant la protéine hnRNP 

C, nécessaire au mécanisme de réplication (733). Des processus cellulaires comme la réponse 

immuniatire innée ou l’appoptose, pourraient être également régulés en faveur de l’infection virale. 

Enfin, il est important de noter que certains virus codent leurs propres miARN, ce qui ajoute un 

mécanisme supplémentaire de régulation cellulaire médiée par le virus. Ces petits ARN viraux 
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joueraient un rôle important durant l'infection en mimant des miARN  de l’hôte et en agissant 

directement sur les fonctions cellulaires (734).  

 

IV.8.  MiARN et réponse immunitaire  

Au cours de la dernière décennie, des études ont démontré que les miARN agissent comme des 

« régulateurs fins » du système immunitaire, jouant un rôle central dans le développement et 

l’homéostasie des cellules immunitaires (Figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31. Régulation des fonctions des cellules immunitaires par les microARN. Les miARN sont exprimés dans les cellules 

immunitaires et fonctionnent comme des « régulateurs fins » pour les réponses immunitaires innées et adaptatives. Ils 

représentent une partie importante des réseaux de régulation dans l'immunité innée et régulent les fonctions des cellules 

immunitaires telles que les monocytes, les cellules dendritiques (DC), les macrophages, les neutrophiles, les cellules NK, les 

mégacaryocytes et les granulocytes. Dans l'immunité adaptative, ils sont impliqués dans tous les processus biologiques, y 

compris les voies impliquées dans le développement des cellules T et B, la différenciation, la tolérance centrale et 

périphérique, ainsi que leur fonction (735). 

 

D’une manière importante, certains miARN tels que le miR-146 et le miR-155 ont un impact sur 

l'activation des voies de défense de l'hôte, lesquelles sont liées au contrôle de l'immunité et aux 

séquelles inflammatoires (736). Des études antérieures ont démontré qu'un seul miARN peut jouer 
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un rôle central dans le développement de l'immunité innée et adaptative et que, dans certaines 

conditions, il peut agir comme une voie de rétrocontrôle négatif, modulant et affectant le 

dysfonctionnement immunitaire et la maladie (737). Les études mécanistiques ont suggéré que cette 

fonction critique dépend des interactions entre, d’une part les miARN et d’autres part les facteurs de 

transcription et les protéines de signalisation ciblés, ainsi qu’entre les miARN et des régulateurs de la 

mort cellulaire ciblés (738). Alternativement, le système immunitaire peut réguler la biogenèse des 

miARN à plusieurs niveaux, allant de la transcription et la maturation des miARN jusqu’à leur 

incorporation dans le complexe RISC et leur localisation dans leur site d’action (739). Outre le rôle 

essentiel des miARN dans la régulation du système immunitaire, ces molécules sont également 

capables d'agir comme des agents intracellulaires directs pour lutter contre les agents pathogènes 

(740). 

Les miARN représentent une partie importante des réseaux de régulation de la réponse immunitaire 

innée, agissant comme première ligne de défense. L'activation des voies de défense innées telles que 

la signalisation des récepteurs TLR entraîne des modifications de l'expression des miARN pouvant 

réguler l'expression génique pro-inflammatoire (741). Les miARN régulés peuvent moduler la 

traduction des transcrits, entraînant une diminution des taux de facteurs immunomodulateurs qui 

inhibent ou déclenchent la réponse inflammatoire, agissant ainsi comme des freins « on/off » pour 

réguler l'inflammation (742). Les miARN participent à la modulation des fonctions des cellules 

épithéliales, à la maturation des macrophages et des cellules dendritiques, à la prolifération des 

granulocytes et des monocytes et à la fonction des cellules tueuses naturelles NK (Natural killer) 

(743–747). 

Les miARN sont des régulateurs clés du développement et de la génération de différentes lignées de 

lymphocytes T auxiliaires, ainsi que de la fonction des cellules T CD4 + (748). Ils jouent également un 

rôle central dans le développement, la prolifération, la survie, la migration, la différenciation et les 

fonctions effectrices des cellules T CD8 + et des cellules T régulatrices (Treg) (749,750). Dans les 

cellules B, les miARN semblent jouer un rôle clé dans la différenciation précoce et effectrice, y 

compris la commutation d'isotypes et la maturation par affinité, ainsi que dans la réponse des 

cellules matures et de mémoire (751,752). De façon intéressante, et liée au développement de 

maladies auto-immunes, les miARN sont impliqués dans l'édition des récepteurs et dans la délétion 

clonale nécessaires au maintien de la tolérance des lymphocytes T et B contre les auto-antigènes. 

Ainsi, une expression aberrante de ces miARN est corrélée à l’apparition et au pronostic de 

nombreuses maladies auto-immunes (753). À titre d'exemple, les cellules B déficientes en Dicer 

produisent des titres élevés d'anticorps autoréactifs, ce qui correspond au phénotype d’auto-

immunité chez les modèles animaux (754). Les miARN sont également impliqués dans la production 
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de cytokines par les lymphocytes et dans la présentation de l'antigène par les cellules dendritiques 

(755). De plus, les miARN ont la capacité de réguler les conditions épigénétiques dans les 

lymphocytes telles que la méthylation, amplifiant la force et la sensibilité de la signalisation des 

récepteurs des cellules T et B (735,756). Ces données indiquent que le système des miARN 

représente un réseau de régulation critique dans plusieurs processus biologiques et implique à la fois 

les réponses immunitaires innées et adaptatives.  

IV.8.1. MiARN et inflammation 

L'inflammation est une réponse biologique physiopathologique complexe induite par une infection 

et/ou par des lésions tissulaires et implique un réseau de molécules effectrices et des régulations à 

effet pro- et anti-inflammatoires (757,758). La réponse inflammatoire possède un large éventail de 

stimuli et peut être considérée comme une « arme à double tranchant ». En son absence, 

l'homéostasie ne peut pas être rétablie. D'autre part, l'inflammation excessive peut induire des 

lésions tissulaires réversibles ou permanentes et engendrer des processus pathologiques (759,760). 

L'inflammation implique une séquence d'événements harmonisés, consécutifs et souvent auto-

limitatifs contrôlés par des réseaux régulateurs positifs et négatifs (757). Ainsi, les réseaux 

moléculaires qui régulent l'initiation, la propagation et la résolution de l'inflammation doivent être 

adaptés pour optimiser la réponse immunitaire innée (Figure 32) (761).  

Outre les facteurs de régulation des protéines, les miARN ont émergé comme régulateurs clés de 

l'inflammation, et ils modulent potentiellement la signalisation dès le déclenchement à la fin de 

l'inflammation. Selon les ARNm cibles, les miARN peuvent, soit favoriser, soit contrecarrer 

l'inflammation (761,762). Par conséquent, le système immunitaire utilise plusieurs miARN pour 

réguler correctement sa capacité fonctionnelle, établissant ainsi un équilibre fin entre l'activation et 

l'inhibition du processus inflammatoire (762). L'interaction entre les miARN et la réponse 

inflammatoire est intensément étudiée car cette interaction peut contribuer à une meilleure 

compréhension de la façon dont l’altération de l'homéostasie immunitaire peut être associée aux 

conditions d'auto-immunité et à plusieurs autres maladies inflammatoires chroniques dont la 

polyarthrite rhumatoïde, la maladie de Crohn, les colites ulcératives, la pancréatite et 

l’arthrosclérose (763–769).  
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Figure 32. Le spectre des effets de microARN pendant l'inflammation. L'inflammation est une réponse biologique et 

physiopathologique tissulaire complexe face aux stimuli nocifs, tels que l'infection et les lésions tissulaires. Les étapes 

d'initiation, de propagation et de résolution de l'inflammation sont soumises à des événements régulateurs positifs et 

négatifs via les miARN afin d'aboutir à une réponse immunitaire optimale (flèches vertes). Le rétrocontrôle positif est activé 

pour déclencher une cascade d'événements moléculaires qui mènent à la lutte contre les agents pathogènes microbiens 

envahissants et à la réparation réussie des lésions tissulaires. Le rétrocontrôle négatif n'est activé que pendant une 

inflammation grave et peut être essentiel pour prévenir une inflammation potentiellement excessive et dangereuse. 

L'absence d'initiation ou de dissémination appropriée entrave la réponse immunitaire innée, et l'absence de résolution 

correcte peut entraîner une maladie grave et un état incontrôlé (flèches rouges). Ainsi, les réseaux moléculaires basés sur 

les miARN qui régulent l'initiation, la propagation et la résolution de l'inflammation doivent être adaptés de manière 

appropriée pour optimiser la réponse immunitaire innée (735). 

La régulation de l'inflammation par les miARN est principalement due à une expression modifiée de 

miARN spécifiques dans les cellules stimulées (770). Il existe également des preuves que la biogenèse 

des miARN est régulée dans le cadre de la réponse inflammatoire, en modifiant la transcription, le 

traitement ou la stabilisation des transcrits de miARN matures ou précurseurs (761,771). Les étapes 

d'initiation, de propagation et de résolution de l'inflammation sont sujettes à des événements de 

régulations positifs et négatifs via les miARN (393). Le rétrocontrôle positif déclenche une cascade 

d'événements moléculaires qui permettent de lutter contre l'invasion d'agents pathogènes 

microbiens et de réparer avec succès les lésions tissulaires. En revanche, le rétrocontrôle négatif, 

activé uniquement lors d'une inflammation importante ou sévère, est essentiel pour prévenir les 

processus potentiellement préjudiciables en phase terminale et maintenir l'homéostasie tissulaire. 

Les miARN exercent leurs fonctions anti- ou pro- inflammatoires via de multiples voies, impactant 

dans la majorité des cas la régulation des voies de signalisation des récepteurs TLRs.  
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IV.8.2. MiARN et voies de signalisation des récepteurs TLRs 

Plusieurs mécanismes impliqués dans la régulation des voies de signalisation des TLRs ont été décrits, 

dont les interactions physiques, les modifications conformationnelles, les phosphorylations, 

l’ubiquitination et la dégradation par le protéasome des différents effecteurs. Des études récentes 

indiquent que les miARN s’ajoutent aux mécanismes de régulation des voies dépendantes des TLR 

jouant ainsi un rôle immunomodulateur de la réponse immunitaire innée (772). 

L’expression des miARN peut être induite aux temps précoces de l’activation des TLRs, ce qui pourrait 

contribuer au développement d’une réponse pro-inflammatoire. La première description d’une telle 

induction a été publiée en 2006, avec la surexpression des miR-146a, miR-155 et miR-132 dans des 

monocytes humains stimulés par du LPS (773). À ce jour, presque toutes les expressions de miARN 

semblent dépendre des voies NF-B et MAPK induites par les récepteurs TLRs. L'expression de 

nombreux miARN, dont les miR-146a, miR-155, miR-132, miR-223, miR-147, miR-9, miR-27b, let-7e, 

miR-21, miR-16, miR-23b, miR-30b, miR-301a et miR-125b, est induite d'une manière dépendante de 

NF-B après une stimulation d’un récepteur TLR (743,745,773–785). Par exemple, l'expression du 

miR-9 est directement induite par le LPS via la voie TLR4-MyD88-NF-B-dépendante dans les 

monocytes et les neutrophiles humains (776). En outre, l'expression du miR-155 est induite de 

manière dépendante de NF-B dans divers types cellulaires après de nombreux stimuli, y compris le 

LPS et la LMP1, la protéine latente virale du virus Epstein-Barr (745,779). L'expression du miR-146a 

peut également être induite par la voie dépendante de NF-B en réponse à divers médiateurs 

immunitaires tels que le LPS, l'IL-1β, la LMP1 et le TNF-α (744,773,778,780). Inversement, certains 

miARN (miR-29b, let-7i, miR-98, miR-107, miR-27a et miR-532-5p) sont inhibés par la voie 

dépendante de NF-B induite par les TLRs (780,786–791).  

La voie MAPK est également impliquée dans la régulation de l'expression des miARN. Par exemple, 

les miR-21, miR-146b, miR-155 et miR-146b-5p seraient régulés positivement par les hétérodimères 

Fos et Jun dans différents types de cellules en réponse à divers stimuli (745,792–794). La voie MAPK 

est également impliquée dans la régulation négative de l'expression des miARN, comme c’est le cas 

du miR-99a (795). Cependant, d'autres voies cellulaires sont également responsables de la régulation 

de l'expression des miARN. Par exemple, l'expression du miR-132 est régulée par la protéine de 

liaison à l'élément de réponse à l'AMP cyclique et par le coactivateur transcriptionnel p300 (782). 

L'expression du cluster des miR-143/145 est inhibée par JAK1 (Janus Kinase 1) et dépendante de la 

voie STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1) (796). 

Comme expliqué précédemment (Voir III.1 Les Toll-like récepteurs), L’activation des voies de 

signalisation dépendantes des TLRs est nécessaire à l’élimination de différents microorganismes 
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pathogènes. Cependant, une activation excessive de ces voies pourrait interrompre l’homéostasie 

immunitaire, provoquant des lésions tissulaires et des maladies diverses, dont les maladies auto-

immunes, les maladies inflammatoires chroniques ou les cancers. Par conséquent, la régulation de la 

signalisation des voies TLR est indispensable au contrôle de la réponse inflammatoire. Les miARN 

sont impliqués dans la régulation des signalisations des TLRs en agissant à des niveaux différents, y 

compris la régulation de l’expression des TLR eux-mêmes, des protéines et des molécules associées à 

la signalisation TLR, des facteurs de transcription et au niveau de l’expression des cytokines (Figure 

33) (772,797). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33. L’inhibition des voies de signalisation des TLRs par les miARN. Les miARN interviennent dans la régulation des 

voies de signalisation des TLRs et de la réponse immunitaire innée en ciblant l’ARNm de nombreuses molécules et en 

agissant à plusieurs niveaux y compris les TLRs eux-mêmes, les protéines effectrices, les molécules régulatrices et les 

facteurs de transcription induits par les TLRs (798). 

Puisque les miARN sont des régulateurs d’expression de gènes, la régulation de l’expression des TLRs 

pourrait être une cible clé des miARN. Par exemple, il a été montré que des miARN de la famille de 

let-7, dont let-7e et let-7i, inhibent l’expression des TLR4 dans des macrophages de souris, après 

stimulation par du LPS (774). De même, le miR-223 régule négativement l’expression des TLR4 et 
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TLR3 dans les granulocytes (743), et le miR-146a régule négativement l’expression de TLR4 dans les 

macrophages et de TLR2 après stimulation par de la lipoprotéine bactérienne (799,800). En outre, 

une étude in vitro a montré que le miR-26a cible le TLR3 et inhibe son expression dans les 

macrophages de rat (801). En ce qui concerne le TLR5, auquel nous nous intéressons tout 

particulièrement, une publication a montré une relation entre le miR146-a et le TLR5, avec une 

surexpression d’un facteur 12 du miR-146a en réponse à la stimulation des monocytes par la 

flagelline, mais sans preuve de l’action directe de ce miARN sur l’expression du TLR5 (802). De même, 

dans une autre étude, les miR-378, miR-339, let7i et miR-222 sont surexprimés dans des monocytes 

humains en réponse à la flagelline de Salmonelle (803). 

La régulation par les miARN des molécules de signalisation et/ou des facteurs de transcription 

impliqués dans les voies de signalisation des TLR semble être plus efficace que le ciblage direct de ces 

TLRs. En effet, comme expliqué dans le chapitre III.1.1. Voies de signalisation associées aux TLRs, les 

TLRs recrutent de nombreux types de protéines qui sont impliquées dans leurs voies de signalisation 

après leur activation par fixation du ligand spécifique. Ces protéines comprennent des molécules 

adaptatrices comme MyD88, des protéines kinases telles que les kinases de la famille IRAK et des 

ligases ubiquitaires dont la famille TRAF. Récemment, il a été montré que ces molécules représentent 

des cibles pour un grand nombre de miARN, en particulier pour ceux induits par les TLRs (797,804). 

Par exemple, comme indiqué précédemment le miR-146a inhibe IRAK1 et TRAF6 protéines 

essentielles pour l’activation des voies de signalisation MyD88-dépendantes (773,805). De même, le 

miR-146b peut moduler la signalisation du TLR4 en ciblant plusieurs protéines dont TLR4, MyD88, 

IRAK1 et TRAF6, conduisant à une diminution de la production de plusieurs cytokines et chemokines 

pro-inflammatoires (806). D’autres miARN sont également impliqués dans le contrôle de 

l’inflammation. Les miR-132 et miR-212 ciblent IRAK4 et diminuent ainsi la production des cytokines 

pro-inflammatoires (807). Le miR-155 cible surtout des protéines appartenant à la voie de 

signalisation de NF-B, comme IKK (kinases IB) et IKK , ainsi que la protéine p38 de la voie de 

signalisation des MAPK, et inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires dans les cellules 

dendritiques humaines en réponse aux stimuli microbiens (775). 

Les miARN peuvent également agir au niveau des facteurs de transcription activés par la signalisation 

des TLRs, dont NF-B, AP-1, STAT et IRF, inhibant ainsi l’expression des gènes induits par les TLRs. Par 

exemple, le facteur NF-B est ciblé directement par certains miARN, dont le miR-9 dans des 

neutrophiles humains et le miR-210 dans des macrophages de souris, après stimulation du TLR4 par 

du LPS (776,808). Une étude récente a également démontré que le miR-210 peut cibler le facteur NF-

B1 sous induction par le LPS dans les macrophages murins (808). De plus, le miR-329 joue un rôle 

central dans l'inhibition de l'expression de l'ARNm de l'IL-6 en ciblant la sous unité p65 du facteur NF-
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B (809). D’autres facteurs sont également ciblés par les miARN comme STAT3, inhibé par le miR-223 

ce qui conduit à l’inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-1β dans les 

macrophages (810).  

Les cytokines jouent un rôle important dans l'éradication des agents pathogènes infectieux et le 

recrutement de cellules inflammatoires sur le site de l'infection pour une défense de l'hôte efficace. 

Les miARN peuvent cibler également les ARNm des cytokines induites par des TLRs activés dont les 

IFN-I (interférons de type I), TNF (tumor necrosis factor), IL-6, IL-12 et IL-10 (811). Par exemple, le 

miR-466l peut se lier directement à la région 3’-UTR de l’ARNm de l’IFN-α réduisant ainsi son 

expression lors d’une infection virale par le VSV (vesicular stomatitis virus) (812). De plus, les miR-

26a, miR-34a, miR-145 et let-7b régulent directement l'expression de l'IFN-β en ciblant la région 3’-

UTR de l'IFN-β (813,814). D'autre part, certaines cytokines telles que les IFN de type I peuvent 

également affecter l'expression des miARN. Par exemple, l'activation de l'IFN-α peut inhiber deux 

miARN fortement exprimés, les miR-378 et miR-30e. Cette suppression permet la libération d'ARNm 

cytolytiques, entraînant une augmentation de la cytotoxicité des cellules tueuses naturelles (815). De 

même, l’ARNm du TNF contient un site de liaison qui peut être ciblé par le miR-125b dans les 

macrophages RAW 264.7 de souris (816). Il a été également montré que l'IL-6 peut être ciblée par 

plusieurs miARN tels que les miR-16, miR-365 et miR-142-3p, réduisant par la suite la mortalité 

induite par les endotoxines en limitant la signalisation TLR par un mécanisme de rétrocontrôle 

(814,817,818). 

La stabilité des protéines est très importante pour leur fonction biologique. Des preuves indiquent 

que les miARN coopèrent avec les protéines liant l'ARN (RBP), régulent la stabilité de nombreux 

ARNm codant les cytokines et/ou leur traduction par les éléments riches en AU (ARE) de leurs régions 

3'-UTR. Par exemple, les ARNm du TNF et de l'IL-10 contiennent de longs ARE ciblés par la 

tristétraproline (TTP), facteur clé de la déstabilisation de l'ARNm en aval de la voie de signalisation 

des TLR (819,820). Ainsi, le miR-16 coopère avec la TTP pour médier la déstabilisation de l’ARNm 

(821). De plus, une étude récente a montré que l'ARNm du TNF est directement dégradé par le miR-

221, le miR-579 et le miR-125b avec la TTP, conduisant à la tolérance au LPS (816,822). Parmi ces 

miARN, le miR-221 interagit avec la TTP pour accélérer la dégradation de l'ARNm du TNF, tandis que 

le miR-579 et le miR-125b se combinent à la TTP pour bloquer la traduction de l'ARNm du TNF 

(816,822).  

Les miARN interviennent donc à de nombreux niveaux des voies de signalisation des TLRs, dans un 

ordre chronologique précis, permettant une régulation et un contrôle optimal de la réponse 

inflammatoire, afin de prévenir les dommages résultant d’une réponse pro-inflammatoire excessive. 
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IV.9.  MicroARN et thérapeutique 

Les miARN représentent une piste active de recherche et l’avancée rapide des connaissances dans ce 

domaine révèle l’importance de ces petites molécules d’ARN régulatrices. Le rôle des miARN dans de 

nombreuses maladies a été étudié et caractérisé et plusieurs miARN sont devenus des candidats 

intéressants pour une utilisation diagnostique et thérapeutique. L’absence d’effets délétères sur les 

tissus normaux fait de ces molécules une nouvelle génération potentielle de médicaments. Ces 

dernières années, un grand nombre de recherches a été initié afin de développer une nouvelle 

thérapie basée sur les miARN suivant deux stratégies distinctes : a) l’inhibition de leur activité, grâce 

à l’utilisation d’antagonistes de miARN, et b) l’amplification de leur activité, grâce à l’utilisation de 

miARN mimiques (823). 

Au cours de la dernière décennie, le nombre de brevets délivrés à des sociétés biopharmaceutiques a 

considérablement augmenté. Par conséquent, l'obtention de droits de brevet pour les produits 

thérapeutiques à base d'ARN est un domaine important. Dans la base de données de brevets de 

Delphion, 1 661 documents de brevets américains liés aux miARN ont été trouvés (824,825). Les 

documents de brevet relatifs aux miARN couvrent environ 60 catégories de codes IPC (International 

Patent Classification). Près de 50 % des brevets américains ont été classés dans la catégorie de 

préparations médicinales consistant en des compositions pharmaceutiques qui regroupent des 

composés modulant les miARN ou des procédés liés à la modulation de l’activité des miARN pour le 

traitement de maladies. Les chercheurs décrivent également un grand nombre de demandes de 

brevet liées à des méthodes de traitement du cancer, beaucoup plus que pour toute autre maladie. 

Les auteurs montrent également que le premier brevet basé sur les miARN a été publié en Europe en 

2008 (826).  

Les industries biopharmaceutiques investissent dans le développement des miARN et de siRNAs 

thérapeutiques. Plusieurs industries biopharmaceutiques, telles que Alnylam Pharmaceuticals, 

Rosetta Genomics et Regulus Therapeutics, ont été créées au cours des 25 dernières années. Ces 

sociétés biopharmaceutiques investissent dans le développement de molécules thérapeutiques à 

base de miARN et de siRNAs. Cependant, il existe un défi pour les petites entreprises de 

biotechnologie, car il existe une certaine volatilité financière dans ce domaine (827,828). Les grandes 

industries pharmaceutiques collaborent avec des petites entreprises pour développer des molécules 

destinées à la recherche et développement (R&D) dans le cadre d'essais cliniques. Ces sociétés 

investissent dans ce nouveau domaine pour entrer sur le marché avec de nouvelles molécules 

thérapeutiques à base de miARN et de siRNAs dès que possible. 
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Depuis plusieurs années, des essais cliniques sur des traitements à base de miARN se développent 

(Tableau 1). Les nouvelles sociétés ont mis au point des miARN thérapeutiques pour des indications 

particulières. Ces sociétés comprennent miRagen Therapeutics, Regulus Therapeutics et MiARN 

Therapeutics.  

 

Tableau 1. Des microARN en phase de développement, leur indication et leur société biopharmaceutique (829).  

 

Par exemple, Miravirsen est un oligonucléotide antisens constitué de phosphorothioate et d’ADN 

modifié par LNA (LNA-modified DNA phosphorothioate antisense oligonucleotide) (ASO) qui inhibe le 

miR-122 (830,831). Il s'agit du premier médicament ciblant les miARN à être entré en essais cliniques 

de phase II pour tester son innocuité et sa tolérance chez des patients. Ce médicament est développé 

par Santaris Pharma (Centre d’Innovation Roche). Les essais cliniques ont été réalisés pour son 

utilisation contre l'infection par le virus de l’Hépatite C. Outre les États-Unis, l'essai clinique de phase 

IIa est également en cours dans plusieurs autres pays, notamment aux Pays-Bas, en Allemagne, en 

Pologne, en Roumanie et en Slovaquie. L'essai étudie le Miravirsen en association avec le télaprévir 

et la ribavirine chez des patients infectés par le VHC répondeurs à l'interféron pégylé et à la 

ribavirine. 

Plusieurs miARN peuvent agir en tant que gènes suppresseurs de tumeurs dans les cancers humains, 

comme le miR-34 (832,833). MRX34 délivre un mimique du miR-34 qui agit comme un suppresseur 

de tumeur. Ce médicament peut être utilisé pour le traitement d’une grande variété de cancers, tels 

que le cancer du côlon, le cancer du poumon, le carcinome hépatocellulaire, le cancer du col de 
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l'utérus et le cancer de l'ovaire. MiARN Therapeutics est la société biopharmaceutique qui réalise 

l'essai clinique de phase 1 MRX34 sur les cancers du foie.  

D’autres miARN sont également en cours d’essaies préclinique. miRagen Therapeutics est une société 

biopharmaceutique basée aux États-Unis qui développe des thérapies innovantes ciblant l'ARN, avec 

un accent particulier sur les miARN pour répondre aux besoins non satisfaits en matière de santé 

humaine. miRagen Therapeutics développe plusieurs agents thérapeutiques à base de miARN, 

notamment MGN-1374, MGN-2677, MGN-4220, MGN-4893, MGN-5804, MGN-6114, MGN-8107 et 

MGN-9103. MGN-9103 a été proposé pour ses rôles dans le diabète et l'obésité. L'obésité, le diabète 

de type 2 et l'insuffisance cardiaque sont associés à un métabolisme cardiaque anormal. Il a été noté 

que le miR-208 ciblant le gène MED13 spécifique du cœur favorise une résistance à l'obésité induite 

par un régime riche en graisses et produit une sensibilité à l'insuline et une tolérance au glucose chez 

la souris (834). Le MGN-9103 est un ASO modifié par le LNA (835). Le miR-208 est utilisé pour traiter 

l'insuffisance cardiaque persistante, et il est localisé dans un intron du gène alphaMHC. C'est un 

miARN spécifique du cœur qui est nécessaire au développement de l'hypertrophie cardiaque, la 

fibrose et les modifications de la myosine (836,837). Un autre médicament de miRagen Therapeutics 

est le MGN-4893, qui cible le miR-451. Ce miARN est requis pour l'expansion des globules rouges. 

L'inhibition du miR-451 chez la souris, en utilisant l'anti-miR-451, a bloqué la différenciation 

érythrocytaire, ce qui était utile pour le traitement des troubles liés à la production anormale de 

globules rouges (838–840). Le miR-21 joue un rôle important dans les maladies fibrogènes dans 

différents organes, y compris les reins. Par conséquent, les oligonucléotides anti-miARN-21 peuvent 

prévenir la néphropathie d'Alport (602). RG-012, un anti-miR ciblant le miR-21, est une molécule de 

Regulus Therapeutics dans le pipeline d'essais cliniques pour le traitement du syndrome d'Alport. 

Cette maladie est une maladie rénale génétique potentiellement mortelle qui n'a actuellement pas 

de traitement approuvé (841). 

Les résultats de travaux expérimentaux présentés dans les parties suivantes de ce manuscrit tendent 

à montrer, dans un premier lieu, un rôle des flagelles de C. difficile dans le développement d’une 

réponse immunitaire inflammatoire délétère pour l'hôte. Nous nous sommes focalisés ensuite 

principalement sur l’étude de la régulation de cette réponse inflammatoire par les microARN. Des 

travaux in vitro et in vivo ont permis l’identification d’un microARN jouant un rôle anti-inflammatoire 

et régulant la voie signalisation de NF-B liée à l’infection à C. difficile. Les résultats obtenus 

suggèrent une utilisation potentielle du mimique de ce miARN pour le traitement de l’inflammation 

au cours des ICD et motivent la poursuite de l’étude du mécanisme d’action de ce miARN et de ces 

cibles ainsi que du développement pharmaceutique de ce mimique. 
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Travaux personnels 

 

I. Objectifs scientifiques 

 

Ce travail de thèse est divisé en deux parties. La première sera consacrée à l’étude du rôle in vivo 

de la flagelline FliC dans la réponse inflammatoire lors de l’infection par C. difficile. Dans la 

deuxième partie, nous nous pencherons sur la régulation de cette réponse inflammatoire par 

certains microARN. 

 

I. Etude in vivo du rôle pro-inflammatoire de la flagelline de C. difficile après son interaction 

avec le récepteur TLR5 de l’hôte 

 

a. Caractérisation de la réponse inflammatoire dans la muqueuse intestinale dans un 

modèle murin d’ICD (souris à microbiote conventionnel) infecté par différentes 

souches (sauvages et mutants) de C. difficile ainsi que dans un modèle de souris KO 

tlr5-/- par analyse anatomopathologique. 

 

b. Analyse de l’activation de la voie de signalisation pro-inflammatoire de NF-B et 

étude de l’expression de gènes impliqués dans la voie de signalisation du TLR5 dans 

les modèles murins d’ICD à microbiote conventionnel et de souris KO tlr5-/-. 

 

 

II. Etude de la régulation de l’inflammation induite par C. difficile par les microARN 

 

a. In vitro : 

i. Etude de l’expression des miARN, spécifiquement induite par la flagelline 

FliC, dans un modèle de cellules épithéliales intestinales Caco-2.  

ii. Etude du rôle d’un miARN sur-exprimé (miR-27a-5p) dans la régulation de la 

voie de signalisation de NF-B 
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b. In vivo : 

i. Etude de l’expression des miARN préalablement identifiés in vitro dans le 

caecum du modèle murin de l’ICD (souris à microbiote conventionnel) et des 

souris KO tlr5-/- infectées par C. difficile. 

ii. Etude du rôle de l’analogue synthétique du miR-27a-5p dans la régulation de 

l’inflammation intestinale induite par C. difficile dans le modèle murin de 

l’ICD 
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II. Publication 1  

Clostridium difficile flagella induce a pro-inflammatory response in intestinal epithelium in 

synergy with toxins. 

Jameel Batah*, Hussein Kobeissy*, Phuong Trang Bui Pham, Cécile Denève Larrazet, Sarah Kuehne, 

Anne Collignon, Jean-Christophe Marvaud, Imad Kansau. 

*Ces deux auteurs ont contribué d’une manière égale 

 

Très peu de données de la littérature montrent le rôle des flagelles et de la flagelline FliC de C. 

difficile dans la stimulation du TLR5 et dans l'induction d’une réponse immunitaire de l’hôte lors de 

l'infection par la bactérie. Une étude récente dans un modèle de cellules HT29 et Caco-2 a montré 

que le prétraitement des cellules par la toxine TcdB augmente la production de cytokines induite par 

la flagelline de C. difficile, suggérant que la toxine faciliterait l’accès de la flagelline au TLR5 localisé 

au pôle basolatéral des cellules épithéliales. De plus, dans cette même étude, la flagelline de C. 

difficile induisait l’activation des voies NF-B et p38 (MAPK) via son interaction avec le TLR5, ainsi que 

la production d’IL-8 et de CCL20. Récemment, nous avons rapporté dans un modèle de cellules 

épithéliales polarisées MDCK exprimant le récepteur TLR5 (MDCK-TLR5) et dans un modèle de 

cellules épithéliales intestinales humaines Caco-2, que la souche R20291 de C. difficile ainsi que sa 

flagelline FliC purifiée activent principalement la voie de signalisation de NF-B, et à un moindre 

degré les voies des MAPKs ERK1/2, JNK et p38 via le TLR5. 

Cependant, aucune étude n’a montré à ce jour le rôle des flagelles de C. difficile dans l’inflammation 

intestinale lors de l’infection in vivo. L’ensemble des résultats obtenus in vitro, montrant un rôle des 

flagelles de C. difficile dans la réponse inflammatoire épithéliale de l’hôte, nous a conduit à analyser 

le rôle des flagelles dans la réponse inflammatoire intestinale in vivo dans un modèle murin d’ICD.  
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Les résultats que nous avons obtenus sont décrits ci-dessous : 

Les souches toxinogènes et flagellées de C. difficile, contrairement aux mutants non-toxinogènes 

ou non-flagellés ou exprimant un flagelle paralysé, induisent une réponse inflammatoire caecale 

dans un modèle murin d’ICD. 

Afin d’étudier le rôle in vivo de la flagelline FliC de C. difficile dans l’induction d’une réponse 

inflammatoire intestinale, nous avons constitué quatre groupes de souris à microbiote intestinal 

conventionnel : le premier groupe infecté par la souche sauvage épidémique R20291 de C. difficile, 

un groupe infecté par son mutant isogénique non flagellé (FliC-), un troisième groupe infecté par le 

mutant non toxinogène (A-B-) n’exprimant pas les deux toxines TcdA et TcdB, et un dernier groupe 

infecté par un mutant isogénique immobile (MotB-, muté dans le gène motB codant le moteur du 

flagelle) possédant un flagelle paralysé.  Les souris infectées par la souche sauvage ont développé 

une diarrhée dès le premier jour post-infection (J1), et ont présenté une activité réduite avec le poil 

hérissé au deuxième jour de l’infection (J2), ainsi qu’un taux de mortalité de 50 % et une 

inflammation caecale importante. En revanche, les souris infectées par le mutant toxinogène non 

flagellé (FliC-) ou le mutant non toxinogène flagellé (A-B-) ont développé des manifestations cliniques 

et une inflammation caecale considérablement réduites. Aucun décès n’a été constaté dans ces 

groupes. D’autre part, les souris infectées par le mutant paralysé (MotB-) ont développé une ICD avec 

une sévérité et une mortalité similaires à celles développées par les souris infectées par la souche 

sauvage, suggérant que la présence des toxines et des flagelles est nécessaire au développement 

d’une forme sévère d’ICD dans ce modèle murin. Les quatre groupes de souris présentaient le même 

niveau de colonisation fécale et d’activité cytotoxique (pour les souches toxinogènes) dans les fèces, 

confirmant la colonisation intestinale et la production des toxines équivalentes par les mutants non-

flagellé (FliC-) et immobile (MotB-). L’ensemble de ces résultats suggèrent une synergie entre les 

toxines et les flagelles dans l’induction de la réponse inflammatoire intestinale par C. difficile, 

puisque, ni les toxines, ni les flagelles n’étaient pas cabales d’induire seuls la réponse clinique 

observée chez les souris infectées par la souche sauvage.  

Ces résultats ont été reproduits lorsque les souris ont été infectées par une autre souche de C. 

difficile la souche 630Δerm et ses mutants respectifs FliC- (non flagellé) et A-B- (non toxinogène). 

Ainsi, malgré une virulence moindre induite par cette souche par rapport à la souche R20291, les 

toxines seules ou les flagelles seuls là encore n’ont pas été suffisants pour le développement d’une 

réponse inflammatoire chez les souris. Ces observations montrent le rôle important du flagelle de C. 

difficile dans lésions intestinales induites dans ce modèle murin d’ICD. 
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L’absence du récepteur TLR5 réduit considérablement l’inflammation caecale induite par l’infection 

à C. difficile. 

Nous avons également étudié le rôle du récepteur TLR5 dans la réponse inflammatoire induite par le 

flagelle de C. difficile. Pour cela, nous avons utilisé un modèle d’ICD sur des souris KO tlr5-/- qui 

n’expriment pas le récepteur TLR5 dans la muqueuse intestinale. Les souris ont été infectées par la 

souche R20291 sauvage, par son mutant isogénique non flagellé (FliC-) ou par la souche 630Δerm 

sauvage. Toutes les souris de ces trois groupes ont survécu au deuxième jour après l’infection, et 

n’ont pas développé d’inflammation caecale (à l’exception d’un œdème muqueux, probablement 

induit par les toxines TcdA et TcdB). Ces résultats confirment l’interaction entre le flagelle et le 

récepteur TLR5 dans la réponse pro-inflammatoire intestinale induite par C. difficile et son 

implication dans les manifestations cliniques de l’ICD. 

Les flagelles de C. difficile en présence des toxines induisent l’activation de la voie de signalisation 

de NF-B dans le caecum du modèle murin d’ICD. 

L’infection des souris à microbiote conventionnel par les souches R20291 et 630Δerm sauvages induit 

l’activation de la voie de NF-B dans le caecum des animaux. Cette activation n’a pas été observée 

lorsque les souris sont infectées par les souches non flagellées ou non toxinogènes.  Ces aspects ont 

été observés à la fois au niveau protéique et transcriptomique. Ainsi, une dégradation importante de 

la protéine IB (inhibiteur du complexe NF-B) a été observée dans les tissus caecaux des animaux 

infectés par la souche sauvage mais pas par les souches non flagellées ou non toxinogènes. De 

même, une surexpression des gènes des cytokines pro-inflammatoires KC (équivalent d’IL-8 

humaine), IL-6, IL-1B, IL-22, CXCL-10 et TNF-α a été uniquement observée chez les souches 

toxinogènes et flagellées. L’activation de la voie de NF-B n’a pas été observée dans le caecum des 

souris KO tlr5-/- ce qui va dans le même sens du rôle de l’interaction flagelle-TLR5 dans la réponse de 

l’hôte. En revanche, nous n’avons pas mis en évidence un rôle de flagelle de C. difficile dans 

l’activation des voies de MAPKs dans ce modèle murin d’ICD, suggérant que d’autres produits 

bactériens, dont les toxines, activent ces cascades de signalisation. Le rôle éventuel des voies des 

MAPKs dans la réponse inflammatoire au cours des ICD devra être davantage exploré. 

Conclusion  

L’ensemble de nos résultats montre qu’in vivo, dans le modèle murin d’ICD, le flagelle de C. difficile 

joue un rôle primordial dans la réponse pro-inflammatoire intestinale. En revanche, les toxines à elles 

seules, bien que connues pour induire des voies de signalisation cellulaires dont celle des MAPKs, ne 

semblent pas suffisantes pour induire le degré d’inflammation observé dans le modèle animal d’ICD 
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utilisé dans notre étude. En effet, nous suggérons l’hypothèse que dans la situation pathologique de 

dysbiose et de colonisation intestinale par C. difficile, les toxines vont perturber la barrière épithéliale 

intestinale provoquant l’ouverture des jonctions serrées, ce qui permettrait à la flagelline d’accéder 

aux cellules épithéliales et d’entrer en contact avec le récepteur TLR5, principalement localisé au 

pôle basolatéral de ces cellules. Cette interaction entrainerait l’activation des voies de signalisation 

pro-inflammatoires, notamment celle de NF-B, principalement responsable des lésions tissulaires 

observées. Ainsi, à l’aide de différents mutants bactériens, nous avons montré que le flagelle de C. 

difficile serait responsable, en synergie avec les toxines, du développement d’une réponse 

inflammatoire délétère pour l’hôte.  
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Clostridium difficile flagella induce 
a pro-inflammatory response in 
intestinal epithelium of mice in 
cooperation with toxins
Jameel Batah1, Hussein Kobeissy1, Phuong Trang Bui Pham1, Cécile Denève-Larrazet1, Sarah 
Kuehne2, Anne Collignon1, Claire Janoir-Jouveshomme1, Jean-Christophe Marvaud1 &  
Imad Kansau1

Clostridium difficile is the most important enteropathogen involved in gut nosocomial post-antibiotic 
infections. The emergence of hypervirulent strains has contributed to increased mortality and morbidity 
of CDI. The C. difficile toxins contribute directly to CDI-associated lesions of the gut, but other bacterial 
factors are needed for the bacteria to adhere and colonize the intestinal epithelium. The C. difficile 
flagella, which confer motility and chemotaxis for successful intestinal colonization, could play an 
additional role in bacterial pathogenesis by contributing to the inflammatory response of the host and 
mucosal injury. Indeed, by activating the TLR5, flagella can elicit activation of the MAPK and NF-κB 
cascades of cell signaling, leading to the secretion of pro-inflammatory cytokines. In the current study, 
we demonstrate, by using an animal model of CDI, a synergic effect of flagella and toxins in eliciting 
an inflammatory mucosal response. In this model, the absence of flagella dramatically decreases 
the degree of mucosal inflammation in mice and the sole presence of toxins without flagella was not 
enough to elicit epithelial lesions. These results highlight the important role of C. difficile flagella in 
eliciting mucosal lesions as long as the toxins exert their action on the epithelium.

The Gram-positive anaerobic bacterium Clostridium difficile is responsible for intestinal nosocomial 
post-antibiotic infections in developed countries. The clinical features of C. difficile infection (CDI) include diar-
rhea, moderately serious disease, and severe pseudomembranous colitis. The major risk factors associated with 
CDI are antibiotic exposure, hospitalization, and advanced aged1. A dramatic increase of severe disease and mor-
tality of CDI have been observed in North America, Europe and Australia2, 3, mainly resulting from the emer-
gence of highly virulent and epidemic C. difficile strains3, 4.

The C. difficile toxins TcdA and TcdB are largely involved in lesions of the gut observed during CDI5, 6, but 
other factors such as adhesins7–10, hydrolytic enzymes11, 12, the S-layer proteins13, and cell wall proteins9, are 
needed for the bacteria to adhere and colonize the gut. The C. difficile flagella confer motility and chemotaxis for 
successful intestinal colonization following disruption of the bacterial microbiota14, 15. However, flagella could 
play an additional role in bacterial pathogenesis by contributing to the inflammatory response of the host and 
mucosal injury. Indeed, flagellin, the principal component of bacterial flagella, is recognized by the Toll-like 
receptor 5 (TLR5)16, one of the Pattern Recognition Receptor (PRR) involved in innate immune response, which 
is mostly localized at the basolateral pole of intestinal cells. The TLR5-flagellin interaction triggers activation of 
the MAPK and NF-κB cascades of cell signaling, leading to the secretion of pro-inflammatory cytokines17, 18.

To date, few studies have addressed this role for C. difficile flagella. Yoshino et al. showed that C. difficile flagel-
lin induces activation of NF-κB and the p38 MAPK, thus promoting the synthesis of IL-8 and CCL20 in intesti-
nal epithelial cells19. These authors showed that a pretreatment with toxin TcdB enhances the flagellin-induced 
cytokine production by cells. Recently, we reported that the interaction of C. difficile flagellin and TLR5 
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predominantly activates the NF-κB pathway, thus leading to up-regulation of pro-inflammatory gene expression 
and subsequent synthesis of pro-inflammatory mediators20.

The aim of the current study was to evaluate the role of C. difficile flagella in cooperation with toxins in elicit-
ing an inflammatory host response during in vivo infection. By using a conventional mouse model of CDI and dif-
ferent C. difficile mutants lacking flagella or toxins, we observed that the absence of flagella dramatically decreases 
the degree of mucosal inflammation in mice and the sole presence of toxins without flagella was not enough to 
elicit epithelial lesions as observed in mice infected with wild-type bacteria. These results highlight the important 
role of C. difficile flagella in eliciting mucosal lesions as long as the toxins exert their action on the epithelium.

Results
Toxigenic and flagellated C. difficile R20291 strain, in contrast to non-flagellated or non-toxi-
genic strains, induce a caecal inflammatory response in the CDI mouse model. To study the role 
of C. difficile flagella in the intestinal inflammatory response in vivo, we used a CDI model in conventional mice21. 
As expected, all mice infected with the hypervirulent WT R20291 strain (n = 10) developed CDI with diarrhea on 
the first day post-infection and showed ruffled fur and reduced activity at day 2 after challenge, with a 50% (6/12) 
mortality rate from day 2 post-challenge. A strong colitis with significant caecal dilatation, luminal liquid accu-
mulation and wall hyperemia was observed in all WT-infected mice. To measure the degree of inflammation of 
the caecal mucosa of mice, a histological score based on 4 criteria (submucosa edema, inflammatory cell infiltrate, 
epithelial injury and loss of goblet cells) was developed (Supplementary Table S1). Indeed, a high inflammation 
score of 12 out of 15 was observed in caecal sections of WT R20291-infected mice compared to uninfected mice 
(Fig. 1A,B).

In contrast, mice infected with the fliC (unflagellated but toxigenic) mutant (n = 10) presented only soft 
stools at day 1 or 2 post-infection, and survived the challenge. Similarly, the animals infected with flagellated 
but non-toxigenic A−B− mutant (n = 10) did not develop CDI and all animals survived at day 2 post-infection. 
A mild colitis without caecal dilatation or wall hyperemia was observed in the fliC or A−B− mutant-infected 
mice, compared to the group of non-infected mice (n = 10), suggesting that both TcdA/TcdB toxins and fla-
gella are necessary to induce CDI in this mice model. Moreover, a slight inflammation with moderate edema, 
focal erosion, mild luminal cell desquamation and minimal loss of goblet cells was observed in the fliC or 
A−B− mutant-infected mice (Fig. 1C,D). A statistically significant difference (P < 0.01) was observed between 

Figure 1. C. difficile R20291 flagella are involved in caecal inflammation of mice. C57BL/6 mice (n = 10) 
were infected or not and caeca were collected at the clinical end point day 2 for histology. (A) Representative 
histology of caecum of healthy uninfected mice (control) with epithelium integrity; (B) R20291 WT-infected 
mice with ulcerative colitis, necrosis, desquamation, exudates and necrotic cells in the intestinal lumen, edema, 
inflammatory submucosal cell infiltration, loss of architecture of epithelium and presence of pseudomembranes 
in caecum; (C) R20291 fliC and (D) A−B− mutant-infected mice with edema, focal desquamation of necrotic 
cells in the intestinal lumen and submucosal cell infiltrate; (E) R20291 motB mutant-infected mice with similar 
degree of mucosal lesion than R20291 WT-infected mice (200X magnification). Bar = 200 µm. (F) Inflammation 
histological scores for individual mice in each group. The horizontal lines represent the mean scores for each 
group of animals. (G) Individual evaluation criteria of intestinal inflammation. The bars represent the mean 
scores for each group of animals and standard deviations. *P < 0.01 compared to WT-infected mice.
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the score of the WT-infected mice group (score 12) compared to that of the other two groups (fliC and A−B− 
mutant-infected mice, scores 8 and 6 respectively) and control (score 0, Fig. 1F). The analysis of each inflamma-
tion criteria separately also showed (except for edema) a statistically significant difference (P < 0.01) between the 
WT-infected mice and the other two groups (Fig. 1G).

Toxigenic and flagellum-paralyzed C. difficile R20291 mutant induces a caecal inflammatory 
response in mice. In order to test the role of flagellum in the epithelial inflammatory response we also 
performed in vivo experiments using a motB mutant in R20291 strain which is toxigenic and flagellated but not 
mobile. The motB gene is involved in synthesis of the flagellar motor. Interestingly, all mice infected with the para-
lyzed flagella motB mutant (n = 10) developed CDI with a high (50%) mortality rate, a strong colitis with signifi-
cant caecal dilatation, luminal liquid accumulation and wall hyperemia as observed in the WT R20291-infected 
mice. Indeed, as for WT R20291-infected mice, mice infected with the flagella paralyzed motB mutant showed 
the highest inflammation score (12 out of 15) in caecal sections compared to uninfected mice (Fig. 1E), with a 
statistically significant difference (P < 0.01) between the score of the motB mutant-infected mice group (score 12) 
and those of the other two groups (fliC and A−B− mutant-infected mice, scores 8 and 6 respectively) and control 
(score 0, Fig. 1F). The individual inflammation criteria were similar to those of the WT-infected mice and a sta-
tistically significant difference (P < 0.01) between the motB-infected mice and the other two groups was observed 
(Fig. 1G).

To note, in all performed experiments, the differences observed between the different groups of animals were 
not due to differences in the rate of fecal colonization since the fecal shedding of vegetative forms and spores 
reached by these strains were similar for the 4 groups of mice at days 1 and 2 post-infection (Supplementary 
Fig. S1A,B). Moreover, as expected, the feces from WT strain, fliC and motB mutant-infected mice, but not 
those from A−B− mutant-infected mice, showed a strong and similar level of cytotoxic activity (Supplementary 
Fig. S2A), thus indicating that in vivo toxin production of the WT R20291 strain and its respective fliC and motB 
mutants are quite comparable.

Taken together, these observations suggest that, in presence of toxins TcdA and TcdB, the flagellum of the  
C. difficile R20291 strain plays an important role in amplifying the intestinal inflammatory response during infec-
tion, and that these toxins are necessary for the pro-inflammatory activity of flagella in this CDI animal model.

Flagella and toxins in non-epidemic C. difficile 630Δerm strain are also necessary to induce a 
caecal inflammatory response in the CDI mouse model. To evaluate a potential strain-dependent 
effect for FliC-induced caeca inflammation, we performed the same animal experiments using the non-epidemic 
C. difficile 630Δerm strain and its respective fliC and A−B− mutants. As for R20291 derivatives, comparable fecal 
shedding was observed for all 630Δerm derivative strains (Supplementary Fig. S1C,D) and a cytotoxic activ-
ity was detected in feces of the WT 630Δerm- and the fliC mutant-infected mice, while no cytotoxicity was 
detected in feces of the A−B− mutant-infected animals (Supplementary Fig. S2B). In contrast, in vivo cytotox-
icity was dramatically lower in C. difficile WT 630Δerm-infected mice (600 U), compared to that observed in 
the R20291-infected animals (40 000 U), which is in accordance with the different clinical outcomes observed 
between these animal sets. Indeed, the flagellated WT 630Δerm induced CDI with soft stools, but a moderated 
degree of caecal mucosa inflammation compared to uninfected mice (Fig. 2A,B), and the inflammation level 
was lower (score 8.5, Fig. 2E,F) than that observed in the WT strain R20291-infected mice (score 12). Even if 
an important submucosa edema was observed, the degree of neutrophil infiltrate, epithelial injury and loss of 
goblet cells was considerably reduced in caecal sections of 630Δerm WT-infected mice compared to sections 
of R20291-infected mice. Moreover, as for the fliC mutant in R20291, the 630Δerm fliC and A−B− mutants did 
not induce disease and elicited only a weak degree of caecal mucosa inflammation (Fig. 2C,D) as measured by 
histological scores (Fig. 2E,F). These results suggest that flagella of two different epidemic and non-epidemic C. 
difficile strains contribute with toxins to caecal inflammation during infection in mice, despite major differences 
in the intensity of the inflammation induced by the two strains.

The absence of TLR5 strongly reduces the C. difficile infection-induced caecal inflammation 
of mice. In order to analyze the role of the mucosal TLR5 in the C. difficile flagella-induced inflammatory 
response, we tested the CDI model in C57BL/6 tlr5−/− KO mice, which do not express TLR5 in the intestinal 
mucosa. Mice were infected by oral gavage with the C. difficile R20291 WT strain (n = 10) or its fliC (unflagel-
lated but toxigenic) mutant (n = 10), as well as with the 630Δerm WT strain (n = 10) and the clinical outcome 
and caecal lesions were analyzed. No infected tlr5−/− KO mice developed CDI and all animals survived at day 2 
post-infection regardless of the strain. Neither colitis was observed in infected mice, compared to the group of 
non-infected mice (n = 10), and only mucosal edema was detected in histological sections from caecum of ani-
mals (Fig. 3B–D), probably induced by C. difficile TcdA/TcdB toxins, produced by all tested strains and detected 
in feces of all infected animals (Supplementary Fig. S2C). In accordance with the low level of cytotoxic activity 
detected in WT 630Δerm-infected mice, the lowest inflammation score was observed in animals infected by this 
non-epidemic strain. Altogether, these results strongly suggest that C. difficile flagella-TLR5 interaction leads to a 
pro-inflammatory response of the intestinal mucosa.

The C. difficile flagella, in presence of toxins, induce the NF-κB activation in the caeca of mice. We 
previously showed that the NF-κB and MAPKs signaling were activated by C. difficile flagellin via TLR5 in epithelial 
cells, with a predominant activation of the former20. We thus analyzed the NF-κB activation (IκB-α degradation) in 
the intestine of mice. Significant IκB-α degradation (2 fold) was observed in the R20291 WT-infected mice compared 
to the negative control (Fig. 4A). Nevertheless, non-significant IκB-α degradation was observed in the fliC and A−B− 
mutant-infected animals, compared to R20291 WT-infected mice (Fig. 4A). Interestingly, as for WT-infected mice, a 
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strong NF-κB activation was observed in caeca of the motB mutant-infected mice compared to the negative control 
(Fig. 4A). We also analyzed the ERK1/2 and JNK MAPKs activation in the intestine of mice. Significant increase of 
ERK1/2 (1.5 fold) and JNK (2.5 fold) phosphorylation was observed in the R20291 WT- and motB mutant-infected 
mice compared to the negative control (Supplementary Fig. S3A,B). A similar level of ERK1/2 and JNK activation 
was also observed in the caecum of the fliC mutant, but not in the non-toxigenic A−B− mutant-infected animals 
(Supplementary Fig. S3A,B), suggesting a probable action of toxins which are known to also activate MAPKs in 
intestinal cells22. In accordance to the lesser degree of caecal inflammation observed in the 630Δerm WT-infected 
mice, a weak but significant activation of NF-κB, ERK1/2 and JNK, in caecal tissue of these animals (Fig. 4B and 

Figure 2. C. difficile 630Δerm flagella are involved in caecal inflammation of mice. C57BL/6 mice (n = 10) 
were infected by oral gavage or not and caeca were collected at the clinical end point day 2 for histology. 
(A) Representative histology of caecum of healthy uninfected mice (control) with epithelium integrity; (B) 
630Δerm WT-infected mice with moderate desquamation, exudates and necrotic cells in the intestinal lumen, 
edema, and inflammatory submucosa cell infiltration; (C) fliC and (D) A−B− mutant-infected mice with normal 
mucosa (200X magnification). Bar = 200 µm. (E) Inflammation histological scores for individual mice in each 
group. The horizontal lines represent the mean scores for each group of animals. (F) Individual evaluation 
criteria of intestinal inflammation. The bars represent the mean scores for each group of animals and standard 
deviations. *P < 0.01 compared to WT-infected mice.

Figure 3. C. difficile flagella and caecal inflammation in C57BL/6 tlr5−/− KO mice. C57BL/6 tlr5−/− KO mice 
(n = 10) were infected by oral gavage or not and caeca were collected at the clinical end point day 2 for histology. 
(A) Representative histology of caecum of healthy uninfected mice (control) with epithelium integrity; (B) 
R20291 WT-infected mice with mild to moderate edema; (C) R20291 fliC mutant and (D) 630Δerm WT-
infected mice with mild to moderate edema (200X magnification). Bar = 200 µm. (E) Inflammation histological 
scores for individual mice in each group. The horizontal lines represent the mean scores for each group of 
animals. (F) Individual evaluation criteria of intestinal inflammation. The bars represent the mean scores for 
each group of animals and standard deviations. *P < 0.01 compared to R20291 WT-infected mice.
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Supplementary Fig. S3C,D). However, no activation of these effectors was observed in caecal tissue from the fliC and 
A−B− mutant-infected mice. Moreover, according to the role of TLR5 pro-inflammatory cell-signaling, no NF-κB 
or MAPK activation was observed in caeca of tlr5−/− KO-infected mice (Fig. 4C and Supplementary Fig. S3E,F). 
These results are consistent with our previous in vitro experiments and suggest that both TcdA/TcdB and flagella are 
required for NF-κB activation in caeca of C. difficile infected mice.

Toxigenic and flagellated C. difficile strains elicit up-regulation of pro-inflammatory cytokine 
genes in the caeca of mice. Finally, we investigated the changes in the transcription of genes encoding 
pro-inflammatory cytokines in the intestinal mucosa of C. difficile-infected mice. We selected a set of genes whose 
over-expression was observed previously (Table 1)20. As expected, at day 2 post-infection the KC gene encoding 
keratinocyte derived chemokine (equivalent of the hIL-8 in the mouse) was highly over expressed (114-fold) 
in the set of R20291 WT-infected mice compared to the control group of non-infected mice (Table 1). A strong 
up-regulation was also observed for the genes encoding the pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-1β (47- 
and 49-fold respectively), in accordance to the clinical and histopathological features observed in this group of 
animals. An up-regulation, but to a lesser extent, was shown for the genes encoding IL-22, TNFα and CXCL-
10 (Table 1). Interestingly, in the fliC mutant-infected mice, expression of KC (hIL-8) was increased by only 
17-fold and the increase of other cytokines (IL-6, IL-1β, IL-22, CXCL-10, and TNFα,) was from 2 to 9-fold, 
compared to the control group, suggesting a role for the flagellum of the strain R20291 in the development of this 
pro-inflammatory profile in the gut of infected animals. In the non-toxigenic A−B− mutant-infected mice, a lower 
KC gene up-regulation was also observed (5-fold relative to the control group) as for the other genes, with the 
exception of the IL -1β encoding gene that showed an over-expression slightly greater than that observed in the 
fliC mutant-infected mice (Table 1). As expected, and according to clinical and histological observations, a strong 
up-regulation (except for TNFα gene) was also observed for all these pro-inflammatory cytokines encoding genes 
in animals infected with the paralyzed flagella motB mutant (Table 1), strongly suggesting that the coexistence of 
flagella and toxins largely contributes to the mucosal injury.

We next tested the role of flagella from the non-epidemic C. difficile 630Δerm strain and its derivative mutants 
in cytokine gene up-regulation using the CDI mouse model. In accordance with clinical and histopathological 
observations, the flagellated WT 630Δerm induced a weak up-regulation of KC, IL-6, IL-1β, IL-22, CXCL-10 
and TNFα genes compared to the WT R20291 (Table 1). This gene up-regulation was further decreased in the 
630Δerm fliC mutant-infected mice and completely null in the 630Δerm A−B− mutant-infected animals, except 
for TNFα. These results indicate that despite differences in virulence between R20291 and 630Δerm C. difficile 
strains, both flagella and toxins contribute to the cytokine gene over-expression from intestinal mucosa in the 
mouse model, strongly suggesting that toxins are necessary for the contributing pro-inflammatory role of C. 
difficile flagella.

We also analyzed the pro-inflammatory cytokines gene transcription in the intestinal mucosa of the C. 
difficile-infected tlr5−/− KO mice. The infection with the R20291 WT strain elicited a 23-fold up-regulation of 
KC expression compared to non-infected KO mice, which was very similar to the level of up-regulation observed 
in R20291 fliC mutant-infected conventional mice (Table 1). These results strengthen the role of flagella-TLR5 
interaction in the intestinal pro-inflammatory response of the CDI animal model. A lesser up-regulation of this 
gene was also observed in the R20291 fliC mutant- and 630∆erm WT-infected tlr5−/− KO mice (Table 1), thus 
suggesting that toxins, and probably other bacterial products, elicit up-regulation of pro-inflammatory cytokines 
genes, independently of flagella in tlr5−/− KO mouse model.

Figure 4. C. difficile flagella-induced degradation of IκB-α. Caecal lysates were prepared as indicated in 
Material and Methods section and proteins were resolved by SDS-PAGE. (A) R20291 derivative-infected 
C57BL/6 mice; (B) 630Δerm derivative-infected C57BL/6 mice, and (C) R20291 derivative- or 630Δerm 
WT-infected C57BL/6 tlr5−/− KO mice. Western blot were then performed using anti-IκB-α, actin antibodies. 
Western blot cropped pictures (full-length blots are in the Supplementary Information file) show the results 
of a representative experiment. The density of the bands was measured using Fusion software. Ratios IκB-α/
actin were calculated and for the negative control (C-, uninfected mice), this ratio was normalized to 1. The 
ratio of the other samples was reported to the negative control. Results represent the mean (n = 10) ± standard 
deviations for each group of animals. *Statistically significant differences (P < 0.05) compared to the negative 
control.
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Discussion
Bacterial flagella can be involved in the mucosal inflammatory injury23. Indeed, although the surface components 
of bacteria in the intestinal microbiota play a role in modulating the adaptive immune response, some of these 
components, including flagella, from pathogenic bacteria can reach the mucosa and play a role in amplifying 
the inflammatory response. Flagella from some pathogens such as Salmonella and Pseudomonas aeruginosa, by 
specifically recognizing the innate immune pattern-recognition receptor TLR5, which is expressed at the basolat-
eral pole of the intestinal epithelium, are responsible for inflammatory lesions in the mucosal epithelium during 
infection18, 24. The bacterial flagellins-TLR5 interaction elicits the MAPKs and NF-κB TLR5-related signaling 
pathways, thus inducing a pro-inflammatory response from host16.

The role of C. difficile flagella in the gut inflammatory response remains to be demonstrated. The predicted 
TLR5-agonist of C. difficile flagellin, which shares the conserved amino acids recognized by TLR5 with other 
mucosal pathogens, but not with flagellins known to evade TLR525, 26, was previously confirmed by studies from 
Yoshino et al. and ourselves19, 20. We observed a predominant role for NF-κB, accounting for the importance of 
this major transcription factor in the C. difficile flagellin-associated pathogenesis27.

C. difficile toxins have been considered as the only pathogenic factors involved in intestinal lesions observed 
during CDI, and several studies have shown their role in stimulating pro-inflammatory signaling pathways28. 
The first evidence of the contribution of C. difficile TcdB to the flagellin-induced inflammatory activity was 
reported by Yoshino et al.19. They hypothesize that toxin B by affecting tight junctions facilitate the access of 
flagellin to its receptor in polarized cell monolayers. In a recent report, Kasendra et al.29 suggest that C. difficile 
toxins facilitate bacterial colonization by disrupting cell polarity allowing pathogen-associated molecular pat-
terns (PAMPs) to access the exposed basolateral epithelial surface and trigger the production of inflammatory 
cytokines. Nevertheless, the synergy between toxins and other bacterial compounds involved in inflammation has 
never been demonstrated in vivo. For the first time, we show the putative role of flagella in C. difficile pathogenesis 
in a CDI mouse model21. In this model, we reproduced pathogenesis observed in human CDI as well as different 
clinical outcomes depending on two distinct clinical strains and demonstrated that the absence of flagella in toxin 
producing bacteria dramatically decreases the degree of mucosal inflammation in mice.

We previously reported no difference in the in vitro toxin gene expression between the fliC-R20291 mutant 
and its respective wild-type strain, but increased toxicity in the fliC-630∆erm flagella mutant compared to its 
respective WT strain30. In agreement with these results, our previous in vivo transcriptomic analysis performed 
in the gnotobiotic mouse model, revealed no or weak differences in the toxin gene expression between this 
fliC-R20291 mutant and its parental wild-type strain31. Therefore, toxin gene regulation in absence of FliC is quite 
different between strains 630 and R20291 and the high mortality previously observed in the monoxenic mice 
infected by the fliC-R20291 mutant might be explained not by an increase in toxin gene expression but by the reg-
ulation of other genes whose expression is dependent on flagella31. In the present work, we used a different mouse 
model, the conventional mouse model21, much closer to the human CDI, in which both R20291 and 630∆erm 
strains and their respective fliC mutants induced similar cytotoxicity titer levels in feces.

In this study, the presence of toxins without the flagella was not enough to elicit the high degree of epithelial 
lesions observed in WT R20291-infected mice. The absence of flagella or motility could prevent the fliC R20291 
mutant to reach the mucosa and thus to produce inflammatory lesions induced by toxins alone. However, in 
our study, we found levels of fecal colonization and cytotoxic activity in feces in the unflagellated (fliC) and 
non-motile (motB) mutant-infected mice, which were similar to those observed in the WT R20291-infected 
mice, thus reflecting successful intestinal colonization by these flagellar mutants in this CDI model. Moreover, 
the flagella-paralyzed motB mutant was not only able to colonize the mucosa, but also to produce toxins and 
elicit mucosal lesions as the WT strain. Therefore, in the context of the natural CDI, even if other bacterial fac-
tors, bacterial fitness or metabolic adaptation capability could play a role in the pathogenesis, flagella highly 
contribute to the development of a detrimental inflammatory host response and the outcome of CDI as long as 

Set of infected mice

Genes*
KC IL-6 IL-1β IL-22 CXCL-10 TNFα

Conventional mice

 R20291 WT strain 113, 5 46, 8 49, 3 5, 7 9, 7 8, 2

 R20291 fliC− mutant 17, 5 9, 3 7, 9 3, 7 2, 2 2, 9

 R20291 A−B− mutant 5, 1 4, 9 10, 0 2, 8 1, 8 1, 6

 R20291 motB− mutant 92, 5 39, 0 32, 4 41, 5 18, 0 5, 4

 630∆erm WT strain 14, 9 8, 3 12, 9 4, 4 3, 5 4, 6

 630∆erm fliC− mutant 8, 6 7, 4 7, 9 1, 7 3, 9 3, 9

 630∆erm A−B− mutant 1, 5 1, 7 1, 7 1, 5 1, 7 2, 8

tlr5−/− KO mice

 R20291 WT strain 23, 0 3, 2 11, 1 15, 4 2, 6 6, 0

 R20291 fliC− mutant 14, 9 1, 5 1, 0 6, 8 1, 4 1, 0

 630∆erm WT strain 8, 4 2, 1 8, 7 8, 5 2, 2 3, 0

Table 1. Fold expression of pro-inflammatory cytokine encoding genes of C. difficile-infected mice. *The mean 
Ct from each group is reported to those of the negative control and with the expression of the GAPDH gene for 
each set.
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toxins exert their action on the epithelium. Interestingly, this is not the case of cholera, which is the archetypal 
non-inflammatory diarrheal disease. In V. cholerae infection no synergy should occur between flagella and chol-
era toxin, which induces non-inflammatory watery diarrhea. In the case of CDI, it seems more evident that tox-
ins, by eliciting their actions on the cell cytoskeleton and epithelial tight junctions, could promote the interaction 
between the FliC monomers and the newly exposed TLR5 and the subsequent pro-inflammatory epithelial host 
response. According to this role of C. difficile flagella, analysis of the CDI elicited by R20291 and 630Δerm C. 
difficile strains in the tlr5−/− KO mice, which do not express TLR5 in the intestinal mucosa, strengthens the role 
of the TLR5-related flagellar signaling in the pathogenesis of C. difficile. Indeed, mice infected by the epidemic 
R20291 or the non-epidemic 630Δerm strains developed only mucosal edema with a very low inflammation 
score, without clinical signs of CDI. This mucosal edema was probably induced by TcdA/TcdB toxins, which were 
produced by all the tested strains.

We previously compared the role of R20291 and 630Δerm C. difficile strains in adhesion and colonization 
in vitro and in vivo and showed major behavioral differences between these strains in a germ-free (gnotoxenic) 
mouse model30. In the current study, we show another important role for C. difficile flagella in eliciting an inflam-
matory host response shared by both strains, but according to the hypervirulent traits of strain R20291, differ-
ences persist in the degree of elicited response which may be linked to the level of in vivo regulation of toxin 
synthesis. Nevertheless, in the two strains, toxins alone were not enough to induce the clinical manifestations and 
the mucosal lesions observed in this CDI mouse model. Considering the high homology in TLR5-recognizing 
motifs in FliC from the two strains, we can suggest a similar role for flagella from the two strains in eliciting a 
pro-inflammatory immune response during CDI.

Our work contributes to the knowledge about the virulence factors and pathogenesis of C. difficile and high-
lights other bacterial and host targets in the control of CDI. C. difficile flagellin might constitute an interesting 
vaccine candidate leading to a protective immune response against intestinal pathogens. Interestingly, purified 
Salmonella Typhimurium-derived flagellin protects mice from CDI32. In this context, by stimulating TLR5, flagel-
lin could contribute to the bacterial clearance. On the other hand, the outcome of the CDI could be modulated by 
targeting the pro-inflammatory signaling pathways so as to reduce the severity of the lesions induced by a strong 
inflammatory response. Thereby, by deciphering the regulation mechanisms of the TLR5 signaling cascade, it 
would be possible to target potential effectors of the pro-inflammatory response in order to reduce the effects of 
a deleterious response.

Altogether, our results strongly suggest the role of the C. difficile flagella-TLR5 interaction leading to a 
pro-inflammatory response of the intestinal mucosa in synergy with TcdA and TcdB. Therefore, the C. difficile 
flagellin would exert its action on the pivotal NF-κB signaling pathway through exposed TLR5, thus resulting in 
the development of a deleterious innate immune response which contributes to the pathogenesis of this intestinal 
pathogen.

Materials and Methods
Bacterial strains and growth conditions. The C. difficile strains used in this study were NAP1/027 
R20291 wild-type strain (WT), the fliC and the motB flagellar mutants30, and the tcdA and tcdB double mutant 
(A−B−)33, and the respective fliC-complemented strain (containing pMTL-SB1 fliC-complementation plasmid) 
as described previously. These mutants were created from C. difficile R20291 by insertional inactivation using 
the ClosTron gene knock-out system. For some experiments C. difficile 630Δerm strain and its fliC30 and A−B− 6 
isogenic mutants (ClosTron) were also used. C. difficile strains were cultured in Brain Heart Infusion (BHI) agar 
or broth (Oxoid) in an anaerobic chamber (atmosphere of 90% N2, 5% CO2 and 5% H2) at 37 °C. Strains contain-
ing the pMTL plasmid were grown in BHI supplemented with 15 µg/ml thiamphenicol. Escherichia coli Top10 and 
BL21 were cultured in Luria-Bertani agar or broth (Oxoid) supplemented with 50 µg/ml kanamycin.

C. difficile spores for mouse challenge. C. difficile spores were prepared at 37 °C in an anaerobic chamber 
as previously described by Burns et al.34. Briefly, a preculture was grown overnight in BHI supplemented with 
yeast extract (5 mg/ml, BD) and L-cysteine (0.1%, Merck) (BHIS) and was used to inoculate a starter preculture 
in BHIS, which was grown to OD600nm 0.2–0.5. Sporulation was then induced in BHIS by inoculation with the 
starter culture (1 in 100) and incubation for 7 days. Cultures were then washed in sterile water and heated at 70 °C 
for 25 min to kill vegetative cells and collect spores. Enumeration of spores was performed on BHI agar supple-
mented with the bile salt taurocholate 0.1% (Sigma-Aldrich).

Animal model. 6–7 week old female C57BL/6 mice were purchased from Charles River (France). 6–7 week 
old female C57BL/6 tlr5−/− knock-out (KO) mice were kindly provided by Thierry Pedron (Philippe Sansonetti 
laboratory, Pasteur Institute, Paris) and were housed and bred at the animal facility of the Faculty of Pharmacy, 
Paris-Sud University. Mice were housed in groups of 5 in sterile cages containing irradiated food and autoclaved 
water. To overcome their resistance to CDI, all mice received an antibiotic pretreatment, as previously described21. 
Mice consumed an antibiotic mixture of kanamycin (0.4 mg/ml), gentamicin (0.035 mg/ml), colistin (850 U/
ml), metronidazole (0.215 mg/ml) and vancomycin (0.045 mg/ml) in the drinking water for 3 days. After this 
treatment, mice were switched to regular autoclaved water. Two days later, all mice received a single dose of clin-
damycin (250 µg) by intraperitoneal injection (IP), 24 h prior to challenge. Mice were then infected by oral gavage 
with 105 spores of C. difficile strains. Mice from the control group were pretreated with antibiotic but were orally 
gavaged with water. Animals were observed daily for signs of disease (diarrhea, hunched posture and ruffled fur). 
Two days after challenge, mice were euthanized and caecal tissues were collected, washed with PBS and cut in 3 
pieces for further analyses (gene expression, histopathology and immunoblotting).
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Animal statements. For the mouse studies, animal care and animal experiments were carried out in strict 
accordance with the Committee for Research and ethical Issues of the International Association for the study 
of pain (IASP). The animal experimentation protocol was approved by the Animal Welfare Committee of the 
Paris-Sud University and animal experiments were performed according to the University Paris-Sud guidelines 
for the husbandry of laboratory animals.

Fecal shedding of C. difficile during infection of mice. Unit forming colonies (UFC)/g feces of vege-
tative cells were obtained after serial dilution of feces in PBS and plating in BHI medium supplemented with 3% 
horse blood and Oxoid C. difficile supplement (250 mg/L D-cycloserine, 8 mg/L Cefoxitin). Plates were incubated 
in an anaerobic chamber (atmosphere of 90% N2, 5% CO2 and 5% H2) at 37 °C. For spore count, an alcoholic 
shock was performed and then samples were plated in the same medium supplemented with taurocholate 0.1%.

Quantitative histologic assessment of inflammation in the caecum. The caecal segments assigned 
for histological studies were fixed in 10% neutral formalin for 18 h, transferred into 70% ethanol and paraffin 
embedded. 3 µm sections were stained with hematoxylin and eosin and analyzed in a blinded manner using a his-
topathological scoring scheme. Briefly, caecal inflammation was evaluated with the following criteria measured 
on 10 different microscopic fields: submucosal edema, degree of lamina propria mononuclear cell infiltration, 
epithelial damage as previously described35. We added the criteria of loss of goblet cells which was graded as fol-
lows: 0: >28; 1: 11–28; 2: 1–10; 3: <1 36 (Supplementary Table S1).

SDS-PAGE and Western blot analysis. Caecal tissue was disrupted and homogenized in a buffer con-
taining 186 mM β-mercaptoethanol, 1% bromophenol blue, 10 mM NaF, 25 mM NaPPi, 1 mM Na3VO4, using 
a microtube adapted pellet mixer. After lysis, samples were incubated at 100 °C for 10 min and centrifuged to 
remove insoluble materials. Proteins were resolved by SDS–PAGE, and gels were transferred to polyvinylidene 
difluoride (PVDF) membrane (GE Healthcare). For immunoblotting, membranes were washed with TBS 0.1% 
Tween 20, blocked in TBS (0.1% Tween 20, 5% milk) and probed overnight with the following specific anti-
bodies: anti-ERK1/2, anti-JNK, anti-IκBα, anti-phosphorylated (anti-p)ERK1/2 and anti-pJNK (Cell Signaling 
Technology), or anti-actin (Millipore). Blots were then incubated with HRP-linked secondary antibodies (Cell 
Signaling Technology), followed by chemiluminescence detection with the ECL Plus kit (Millipore) according to 
the manufacturer’s instructions. Chemiluminescence signals were detected with a Fusion FX (Vilber Lourmat) 
and analyzed densitometrically with Fusion-CAPT software (Vilber Lourmat).

Quantitative real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR). Tissue from the caecum was sub-
merged in RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen) to protect the RNA. After stabilization for 15 min at 
room temperature, tissue was lysed using Lysing Matrix D and a FastPrep apparatus (MP Biomedicals). Total 
RNA was then isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). RNA quantification and quality were assessed by 
a 2100 Bioanalyzer Agilent. RNA was reverse-transcribed to first strand cDNA using the RT² First Strand Kit 
(Qiagen). cDNA was prepared from 1 µg RNA using SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen) with 
random primers as described by the manufacturer. qPCR was performed in a 10 µl reaction volume containing 
4 ng of cDNA, 5 µl of SSo Advanced™ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) and 500 nM gene-specific primers. The 
primers designed with Primer3 software, not to amplify genomic DNA, are listed in Supplementary Table S2. 
Reactions were run on a CFX96 Real-time system (Bio-Rad) with the following cycling conditions: 30 s polymer-
ase activation at 95 °C and 40 cycles at 95 °C for 5 s and 60 °C for 10 s. An additional step from a start at 65 °C to 
95 °C (0.5 °C/0.5 s) was performed to establish a melting curve in order to verify the specificity of the real-time 
PCR reaction for each primer pair. The results were normalized using the geometric averaging of the GAPDH as 
reference gene. Normalized relative quantities were calculated using the ΔΔCT method37, 38.

Data were collected from three independent experiments and expressed as down- or up-regulation fold. 
The statistical differences were determined by Student’s t-test. P values < 0.05 were considered statistically 
significant.

Toxicity assay on Vero cell line. Vero kidney epithelial cell line (kindly donated by I. Beau, INSERM 
UMR-S 984, France) were grown in DMEM with L-glutamine (Invitrogen) supplemented with 10% 
heat-inactivated fetal calf serum at 37 °C in an atmosphere containing 5% CO2. Cell lines were harvested from the 
flask with trypsin (0.5 mg/ml)/EDTA (0.2 mg/ml), washed once with medium and seeded into culture plates (TPP, 
ATGC Biotechnologies) at the desired cell densities and incubated at 37 °C in an atmosphere containing 5% CO2 
before experiments. Quantitative detection of toxin in fecal samples was performed by cytotoxicity assay. Briefly, 
feces from each mouse were collected and diluted in PBS at 1 mg/ml. After thorough mixing, the samples were 
centrifuged at 12000 g for 5 min, and the supernatants were collected and then sterilized through a 0.22 µm filter. 
Confluent Vero cells in 96-well plates were exposed to 1:2 to 1:262144 (vol/vol) dilutions of the supernatants in 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco) containing 10% heat-inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) 
(Gibco). The plates were incubated at 37 °C in 5% CO2 and morphological changes were observed by microscopy 
after 24 h. The endpoint titers were expressed as the reciprocal of the highest dilution giving a 50% cytopathic 
effect (CPE). The assays were performed in triplicate on independent culture supernatants.

Statistical analysis. Results from histologic assessment, fecal shedding, Western blot analysis, and toxicity 
assay are expressed as means ± sem. Different groups were compared by using Mann and Whitney test performed 
using StatEL software. P values < 0.05 were considered statistically significant.
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Figure S1. Fecal shedding of C. difficile strains during two days post-infection of mice. (A, C, E) 55 

vegetative cell count, (B, D, F) spore count. (A, B) R20291 WT strain and its respective fliC 56 

(ΔFliC), A-B-, and motB (MotB) mutants in conventional mice. (C, D) 630Δerm WT strain and 57 

its respective fliC (ΔFliC) and A-B- mutants in conventional mice. (E, F) R20291 WT strain and 58 

its respective fliC (ΔFliC) mutant, and 630Δerm WT in tlr5-/- KO mice. (A, C, E) UFC/g feces of 59 

vegetative cells were obtained after serial dilution of feces in PBS and plating in BHI medium 60 

supplemented with 3% horse blood and antibiotics. For spore count (B, D, F), an alcoholic shock 61 

was performed and then samples were plated in the same medium supplemented with 62 

taurocholate 0.1%. The results represent the average CFU/g of 10 mice for each group of animals 63 

infected with each strain at days 1 (D1) and 2 (D2) post-infection. 64 
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 93 

Figure S2. Cytotoxity activity in feces of C. difficile infected mice. (A) R20291 WT strain and 94 

its respective fliC (ΔFliC), A-B-, and motB (MotB) mutants in conventional mice. (B) 630Δerm 95 

WT strain and its respective fliC (ΔFliC), and A-B- mutants in conventional mice. (C) R20291 96 

WT strain and its respective fliC (ΔFliC) mutant, and 630Δerm WT in tlr5-/- KO mice. Feces 97 

from mice were diluted in PBS and centrifuged. Supernatants were filtered (0.22 µm) and added 98 

from 1:2 to 1:262144 (vol/vol) dilutions to confluent Vero cells. Morphological changes were 99 

observed by microscopy after 24 h of incubation at 37°C in 5% CO2. The endpoint titers were 100 

expressed as the reciprocal of the highest dilution giving a 50% cytopathic effect. The assays 101 

were performed in triplicate on independent culture supernatants. The bars represent the mean 102 

scores for each group of animals (n = 10) and standard deviations. * P <0.01 compared to WT-103 

infected mice. 104 
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 134 

Figure S3. C. difficile flagella-induced phosphorylation of ERK and JNK. Caecal lysates 135 

were prepared as indicated in Material and Methods section and proteins were resolved by SDS-136 

PAGE. (A, B) R20291 derivative-infected C57BL/6 mice; (C, D) 630Δerm derivative-infected 137 

C57BL/6 mice, and (E, F) R20291 derivative- or 630Δerm WT-infected C57BL/6 tlr5-/- KO 138 

mice. Western blots were then performed using (A, C, E) anti-phophoERK1/2, ERK1/2, or (B, D, 139 

F) anti-phophoJNK, JNK antibodies. Western blot cropped pictures (full-length blots are in the 140 

Supplementary Information file) show the results of a representative experiment. The density of 141 

the bands was measured using Fusion software. Ratios pERK/ERK (A C, E), and pJNK/JNK (B, 142 

D, F) were calculated and for the negative control (C-, uninfected mice), this ratio was 143 

normalized to 1. The ratio of the other samples was reported to the negative control. Results 144 

represent the mean (n = 10) ± standard deviations for each group of animals. * = Statistically 145 

significant differences (P <0.05) compared to the negative control. 146 

144
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 148 

Table S1. Inflammation score developed for the C. difficile infection mouse model. 149 

1. Submucosal edema  

0 no edema 

1 mild edema with minimal (< 2X) multifocal submucosal expansion 

2 moderate edema with moderate (2–3X) multifocal submucosal expansion 

3 severe edema with severe (> 3X) multifocal submucosal expansion 

4 same as score 3 with diffuse submucosal expansion. 

2. Cellular infiltration (per 400x high power field) 

0 no inflammation (0-5 cells) 

1 minimal multifocal neutrophilic infiltration (6-20 cells) 

2 moderate multifocal neutrophilic infiltration (greater submucosal involvement) 

(21-60 cells) 

3 severe multifocal to coalescing neutrophilic infiltration (greater submucosal ± 

mural involvment (61-100 cells) 

4 same as score 3 with abscesses or extensive mural involvement (>100 cells) 

3. Epithelial damage 

0 no epithelial changes 

1 minimal multifocal superficial epithelial damage. Desquamation (notable 
shedding of epithelial cells into the lumen) 

2 moderate multifocal superficial epithelial damage. Mucosal erosion (loss of 
epithelium with retention of architecture or gaps of 1-10 cells) 

3 severe multifocal epithelial damage (same as above) +/− pseudomembrane 

(intraluminal neutrophils, sloughed epithelium in a fibrinous matrix). Mucosal 

ulceration (destruction of lamina propria or gaps of >10 cells) 

4 same as score 3 with significant pseudomembrane or epithelial ulceration (focal 

complete loss of epithelium) 

4. Loss of goblet cell ( per 400X high power field) 

0 >28 

1 11-28 

2 1-10 

3 <1 

 150 
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Table S2. Primers used for individual qRT-PCR analysis.  153 

Gene Primers 

mKC (IL-8) F’-GCTGGGATTCACCTCAAGAA / R’-AGGTGCCATCAGAGCAGTCT 

mIL-6 F’-CACAAAGCCAGAGTCCTTCAGAGA / R’-CTAGGTTTGCCGAGTAGATCT 

mIL-1 F’-ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACT / R’-
CAGGACAGGTATAGATTCTTTCCTTT 

m-IL22 F’- GCTCAGCTCCTGTCACATCA/ R’-GTTGAGCACCTGCTTCATCA 

mCXCL10 F’-CCCACGTGTTGAGATCATTG / R’-GAGGCTCTCTGCTGTCCATC 

mTNF-α F’-AACTTTGGCATTGTGGAAGG / R’-ACACATTGGGGGTAGGAACA 

mGAPDH F’- GAACTGGCAGAAGAGGCACT / R’-AGGGTCTGGGCCATAGAACT 

 154 
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III. Publication 2 

MicroRNA miR-27a-5p reduces intestinal inflammation induced by Clostridium difficile flagella by 

regulating the NF-B signaling pathway  

Hussein Kobeissy, Cécile Denève-Larrazet, Jean-Christophe Marvaud, Imad Kansau  

 

Nous avons précédemment rapporté qu’in vivo, dans un modèle murin d’ICD, les toxines TcdA et 

TcdB agissent en coopération avec les flagelles de C. difficile pour induire une réponse inflammatoire, 

suggérant un rôle synergique des toxines et des flagelles dans la réponse inflammatoire intestinale 

(Voir Publication 1). La sévérité de l'inflammation intestinale est corrélée à la sévérité des 

manifestations cliniques de l'ICD. 

Différents mécanismes de régulation des voies de signalisation des TLR ont été décrits. Parmi ces 

mécanismes, les microARN, des séquences non codantes d'ARN de 21 à 24 nucléotides, responsables 

de la régulation post-transcriptionnelle des gènes par leur action spécifique sur les ARNm, jouent un 

rôle d'immunomodulateurs de la réponse innée par la régulation des voies dépendantes des TLR. 

L'expression des miARN pourrait être induite par l'activation des TLR pour moduler la réponse 

inflammatoire par l'inhibition des effecteurs des cascades de signalisation. Ils agissent sur 

l'expression des cibles effectrices, des facteurs de transcription des voies de l'inflammation et des 

récepteurs TLR eux-mêmes (Voir chapitre IV. Les microARN). 

À ce jour, une seule étude a signalé un lien indirect entre les ICDs et les miARN. Viladomiu et al. ont 

montré que le miR-146b est régulé positivement dans le côlon de souris infectées par C. difficile et 

cible le co-activateur des récepteurs nucléaires 4 (NCO4), entraînant la suppression du récepteur 

activé par les proliférateurs des peroxysomes (PPARγ). Dans cette étude, la perte de PPARγ 

spécifique aux cellules T a augmenté les lésions inflammatoires du côlon après l’ICD et le traitement 

oral des souris infectées par un antagoniste de PPARγ réduit la réponse inflammatoire. 

Dans la présente étude, nous démontrons qu’un miARN, le miR-27a-5p, est surexprimé in vitro et in 

vivo suite à l'infection par C. difficile et que son expression est induite par l'activation de la voie NF-

B suite à l'interaction de flagelline C. difficile avec TLR5. Nous avons observé que le miR-27a-5p joue 

un rôle anti-inflammatoire en inhibant la voie NF-B. En outre, l’injection intraveineuse de miR-27a-

5p-mimic dans un modèle murin d’ICD réduit la sévérité des manifestations cliniques de l’ICD et 

l’inflammation intestinale. Au total, nos résultats suggèrent que le miR-27a-5p joue un rôle anti-
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inflammatoire dans l’ICD et pourrait être utilisé comme molécule thérapeutique anti-inflammatoire 

pour contrôler les formes sévères d'infection.  

Les résultats que nous avons obtenus sont décrits ci-dessous : 

Le miR-27a-5p est surexprimé dans la lignée cellulaire Caco-2 stimulée par la flagelline de C. 

difficile ou par la souche R20291 WT mais pas par son mutant non flagellé 

Etant donné que les miARN sont capables de moduler les voies de signalisation en agissant sur 

l’ARNm, nous avons d’abord recherché des candidats miARN jouant un rôle potentiel dans la 

régulation de la voie de signalisation pro-inflammatoire NF-B induite par l’interaction de la flagelline 

FliC et son récepteur spécifique TLR5 (récepteur de la réponse innée) durant l’ICD. Nous avons réalisé 

une recherche in silico à l’aide de 3 algorithmes différents de prédiction de cible pour les miARN, 

utilisés par les banques de données miRGator, TargetScan et miRWalk. Ces algorithmes en ligne sont 

basés sur la recherche d’une similarité entre la région 3’ UTR de la séquence d’ARNm d’intérêt et la « 

seed sequence » des miARN présents dans les bases de données spécifiques à chaque banque. Nous 

nous sommes également basés sur des publications scientifiques indiquant un lien entre les miARN 

et les différents effecteurs de la signalisation du TLR5 à la suite de la stimulation par les flagelles 

bactériens. De plus, nous avons utilisé des plaques de qPCR commercialisées par Qiagen et contenant 

des amorces de miARN déjà décrits comme étant impliqués dans les voies de signalisation pro-

inflammatoires connues. Au total, l’expression de cent treize (113) miARN a été étudiée dans des 

cellules épithéliales intestinales humaines (Caco-2) stimulées par la flagelline FliC de C. difficile. Nous 

avons suivi la cinétique d’expression de ces miARN sur 12 heures de stimulation. Parmi les miARN 

testés, le miR-27a-5p a montré une surexpression notamment durant les premières heures 

d’incubation. Par ailleurs, trois autres miARN ont été surexprimé dans ces cellules : les miR-146a-5p, 

miR-222-5p et miR-21-3p (résultats non présentés dans l’article préparé) (Figure 34). La 

surexpression du miR-27a-5p et des trois autres miARN a été confirmée lorsque les cellules ont été 

infectées par la souche R20291 de C. difficile à 2 h d’incubation, alors qu’aucune surexpression n’a 

été observée lorsque les cellules ont été infectées par le mutant non flagellé.  
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L’expression du miR-27a-5p est fortement induite par l’activation de la voie de signalisation pro-

inflammatoire de NF-B induite par C. difficile et par sa flagelline FliC. 

Afin d’analyser l’impact de l’inhibition des voies de signalisation NF-B et MAPKs (ERK1/2, p28 et 

JNK) sur l’expression des miR-27a-5p, miR-146a-5p, miR-222-5p et miR-21-3p, des effecteurs 

spécifiques de ces voies de signalisation ont été inhibées chimiquement par des inhibiteurs 

spécifiques d’IKKα (voie de NF-B) et des MAPKs ERK1/2, p38 et JNK, pendant 1 h avant la 

stimulation des cellules par FliC ou par les bactéries. Après 1 h d’incubation des cellules avec FliC ou 

la souche R20291, l’expression des quatre miARN analysés a été pratiquement abolie (Figure 35). 

Cependant, l’inhibition la plus importante (environ 40 fois) de l’expression du miR-27a-5p a été 

obtenue par l’inhibiteur d’IKKα (BMS 345541), suggérant un rôle important de ce miARN dans la 

régulation de la voie de signalisation pro-inflammatoire NF-B induite par C. difficile et sa flagelline.  

 

Figure 34. Cinétique de surexpression des miARN par les cellules Caco-2 incubées avec la flagelline FliC ou C. difficile. 

Expression des miR-27a-5p (A), miR-146a-5p (B), miR-21-3p (C) et miR-222-5p (D) par les cellules Caco-2 incubées avec 

FliC. (E) Les cellules ont été incubées avec FliC ou infectées par la souche sauvage R20291 (WT) ou son mutant non 

flagéllé (FliC-) pendant 2 h. L’expression des miARN a été mesurée par qRT-PCR avec les oligonucléotides du Tableau S1 

(article en préparation). Les barres correspondent aux écart-types des moyennes d’au moins 3 expériences 

indépendantes.  
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Un miR-27a-5p-mimic inhibe la voie de signalisation pro-inflammatoire NF-B induite par C. 

difficile et sa flagelline FliC in vitro. 

Les résultats précédant suggèrent que le miR-27a-5p, dont l’expression est induite par C. difficile et 

sa flagelline FliC via l’activation de NF-B, joue un rôle dans la régulation de cette voie pro-

inflammatoire. Nous avons cherché à déterminer si ce miARN a un rôle activateur (pro-

inflammatoire) ou inhibiteur (anti-inflammatoire) de la voie NF-B à l’aide de molécules 

(oligonucléotides) mimant son activité (mR-27a-5p-mimic) ou antagonisant son activité (miR-27a-5p-

inhibitor ou anti-miR-27a-5p). 

Après transfection des cellules Caco-2 par le miR-27a-5p-mimic ou le miR-27a-5p-inhibitor, ainsi que 

des oligonucléotides mimic et inhibitor contrôles, l’expression du miR-27a-5p a été mesurée après 

lyse cellulaire. L’anti-miR-27a-5p réduit significativement l’expression de ce miARN dans les cellules 

stimulées par FliC (1,5 fois), alors que le miR-27a-5p-mimic entraine sa forte surexpression (35 fois). 

L’effet de la transfection des cellules par ces deux molécules a été évalué par la mesure de la 

dégradation de l’effecteur IB-α signant l’activation de la voie NF-B, de l’expression des ARNm des 

cytokines pro-inflammatoires TNFα et IL-8, ainsi que de la production d’IL-8 dans le surnageant de 

culture cellulaire.  

L’anti-miR-27a-5p induit une forte dégradation d’IB-α (0,35 fois), une expression accrue des ARNm 

des cytokines TNFα (200 fois) et IL-8 et (350 fois), ainsi qu’une augmentation de la synthèse d’IL-8 

dans le surnageant de culture (27 fois), suggérant que le miR-27a-5p joue un rôle inhibiteur de la voie 

Figure 35. Inhibition de la surexpression des miARN par des inhibiteurs chimiques spécifiques de NF-B et des MAPKs 

dans les cellules Caco-2 incubées avec la flagelline FliC ou la souche R20291 de C. difficile. Les voies NF-B et MAPKs ont 
été inhibées 1 h avant la stimulation ou l'infection des cellules, par 20 μM BMS 345541 (inhibiteur IKKα), 20 μM U0126 
(inhibiteur MEK1/2), 20 μM PD98059 (inhibiteur MEK1), 20 μM SP600125 (inhibiteur JNK) ou 3 μM SB203580 (inhibiteur 
p38). L’expression des miR-27a-5p, miR-146a-5p, miR-21-3p et miR-222-5p a été analysée après incubation des cellules 
avec FliC (A) ou infection par la souche sauvage R20291 (WT) (B) pendant 2 h. L’expression des miARN a été mesurée par 
qRT-PCR. Les barres correspondent aux écart-types des moyennes d’au moins 3 expériences indépendantes. 
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NF-B, et donc un rôle anti-inflammatoire dans la cascade de signalisation induite par l’interaction 

FliC-TLR5. Dans le sens de ces observations, la transfection des cellules par le miR-27a mimic induit 

une réponse cellulaire anti-inflammatoire, caractérisée par l’absence de dégradation d’IB-α et donc 

de l’activation de NF-B, ainsi qu’une forte inhibition de l’expression des ARNm des cytokines TNFα 

(59 fois) et IL-8 (56 fois), et une absence de synthèse d’IL-8 dans le surnageant cellulaire. L’ensemble 

de ces observations montre que le miR-27a-5p pourrait jouer un rôle inhibiteur de la voie pro-

inflammatoire NF-B à la suite de l’activation de cette voie par l’interaction flagelline-TLR5. Ce 

miARN interviendrait ainsi dans une boucle de rétrocontrôle de la cascade de signalisation TLR5-NF-

B. 

Le miR-27a-5p est surexprimé in vivo dans le caecum des souris infectées par C. difficile. 

Afin de confirmer les observations réalisées in vitro quant au rôle potentiel du miR-27a-5p dans la 

régulation de l’inflammation induite par C. difficile et son flagelle, nous avons analysé l’expression de 

ce miR-27a-5p dans l’intestin (caecum) lors de l’infection sur le modèle murin d’ICD. Il faut noter que 

le miR-27a-5p est conservée entre la souris et l’homme et possède la même séquence. 

Deux groupes de souris C57BL/6 (microbiote conventionnel) femelles âgées de 5 à 6 semaines (n = 

10) et un groupe de souris C57BL/6 KO tlr5-/- (n’exprimant pas le TLR5, n = 10) ont été constitués. 

Après le traitement antibiotique des animaux durant les 6 jours précédant l’infection permettant de 

créer une dysbiose (Voir Material & Methods, article en préparation), un groupe de souris a été 

infecté par gavage orogastrique avec la souche sauvage R20291 de C. difficile (WT) et un deuxième 

groupe par le mutant isogénique dépourvu de flagelles (FliC-). Le groupe de souris KO tlr5-/- a 

également été infecté par la souche WT. Un groupe de souris non infectées a servi comme contrôle 

afin d’établir les rapports d’expression relative du miARN pour chaque groupe. L’analyse de 

l’expression du miR-27a-5p dans le caecum des animaux a montré une plus forte expression de ce 

miARN dans le caecum des souris infectées par la souche WT, par rapport à l’expression observée 

chez les souris infectées par le mutant non flagellé (FliC-) et celle des souris KO tlr5-/- infectées par la 

souche WT. Ces résultats indiquent que le flagelle de C. difficile, par son interaction avec TLR5, joue 

un rôle dans l’expression accrue du miR-27-a-5p dans le caecum des souris, suggérant qu’in vivo, 

l’activation de NF-B à la suite de l’interaction flagelle-TLR5 est corrélée à l’expression du miR-27a-

5p. Par ailleurs, l’analyse de l’expression de l’ARNm du gène de la cytokine KC chez la souris, 

équivalent de l’IL-8 humaine, révèle une parfaite corrélation avec l’expression accrue du miR-27a-5p. 
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Un mimique du miR-27a-5p réduit la sévérité de l’inflammation in vivo dans le modèle murin d’ICD. 

Compte tenu du phénotype anti-inflammatoire observé dans les cellules Caco-2 transfectées par le 

miR-27a-5p-mimic, nous avons analysé l’effet d’un miARN-mimic par voie intraveineuse (IV) sur le 

modèle murin d’ICD. Différents groupes de souris C57BL/6 (microbiote conventionnel) femelles 

âgées de 4 à 5 semaines ont été testés (Tableau 2). Après le traitement antibiotique induisant la 

dysbiose, un groupe d’animaux non infectés (contrôle négatif non infecté) a été traité ou non par la 

suspension miR-27a-5p mimic / in vivo-jetPEI® (véhicule permettant la protection du miARN-mimic 

pour administration par voie IV) à raison de 3 doses de 50 μg (soit 2,5 mg/kg), au moment de 

l’infection, 8 h et 24 h après l’infection, par voie IV (150 μL injectés en rétro-orbital) (Tableau 2). Un 

deuxième groupe d’animaux a été infecté par la souche sauvage R20291 de C. difficile (n = 10) ; un 

sous-groupe de 6 souris inféctées a été traité par un oligonucléotide non fonctionnel (contrôle mock) 

; un troisième groupe a été également infecté par la souche de C. difficile mais traité par la 

suspension miR-27a-5p mimic / in vivo-jetPEI® comme pour le premier groupe. 

 

Tableau 2. Groupes de souris utilisés dans l’étude in vivo de l’effet du miR-27a-mimic-5p sur le modèle murin 

d’ICD. 

Groupe de souris Nb Manifestations 

cliniques * 

Score histologique 

de l’inflammation 

Mortalité 

Souris contrôles non-infectées    

                  Non infectées - Non traitées 5 – (100 %) 0 0 

      Non infectées + miR-27a-5p-mimic 10 – (100 %) 0 0 

Souris contrôles infectées par C. difficile    

Infectées 10 + (100 %) 7 (5-9) 2 

Infectées + contrôle mock 6 + (100 %) ** 1 

Souris infectées +  miR-27a-5p-mimic 16 
–  (70 %) 

+  (30 %) 

3 (0-4) 

7 (5-9) 

0 

0 

* Diarrhée, Poils hérissés et activité réduite ; ** En cours ; – Absence et + présence de manifestations cliniques.   

 

À la suite de l’infection, comme attendu dans ce modèle d’ICD, toutes les souris infectées (100 %) et 

non traitées par le miR-27a-mimic y compris le sous-groupe traité par le contrôle mock, ont 

développé des signes cliniques d’ICD : diarrhée, poil hérissé et diminution de l’activité à J1 et J2 post-
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infection avec 19 % (3/16 souris) de mortalité à J2 de l’infection. En revanche, seuls 5 animaux sur 16 

(30 %) du groupe infecté et traité par le miR-27a-mimic ont développé une diarrhée, et ce à J2 post-

infection sans mortalité observée (Tableau 2). Il est à noter que le taux de colonisation intestinal des 

animaux infectés, évalué par le dénombrement bactérien dans le contenu caecal (unités formant 

colonies – UFC/g) à J2 post-infection est équivalent entre les groupes de souris infectées (WT + 

oligonucléotide contrôle négatif et WT + miR-27a-mimic), excluant la possibilité que la différence 

dans les manifestations cliniques entre ces deux groupes soit le résultat d’une faible colonisation 

intestinale des souris. 

A J2 post-infection, l’analyse anatomo-pathologique du caecum des animaux infectés par la souche 

sauvage et traités ou non par le contrôle mock, a montré un aspect hyperhémique inflammatoire 

avec des zones hémorragiques et un contenu caecal muqueux, associé à la présence très faible de 

matières fécales par rapport au caecum normal des souris non infectées. L’aspect inflammatoire du 

caecum a été largement atténué dans le groupe des souris infectées et traités par le miR-27a-mimic 

(Fig. 6E, publication en préparation). En ce qui concerne l’étude histologique des coupes de caeca, 

comme attendu, un œdème important de la muqueuse, avec un infiltrat inflammatoire, une érosion 

épithéliale et une perte de cellules calciformes sont retrouvés dans le caecum des souris infectées 

par la souche sauvage et non traitées par le miR-27a-mimic, avec un score d’inflammation allant de 5 

à 9, comparé au score 0 observé pour le caecum des souris non infectées. En revanche, dans le 

groupe d’animaux infectés et traités par le miR-27-a-mimic, 11 souris sur 16 ont présenté un caecum 

indemne ou avec peu de signes d’inflammation et un contenu caecal normal et sans mucus. Le score 

histologique d’inflammation était inférieur à 5 pour ces animaux qui présentaient principalement un 

infiltrat cellulaire et un œdème léger à modéré. Les souris du groupe infecté et traité par le miR-27a-

mimic ayant présenté une diarrhée à J2 post-infection ont obtenu un score d’inflammation élevé et 

comparable aux souris infectées et non traités, ce qui ramène le taux d’efficacité du miR-27a-mimic à 

70 % sur ce modèle murin d’infection (Tableau 2). 

L’analyse de l’activation de la voie NF-B dans le tissu caecal à J2 post-infection a révélé une forte 

dégradation d’IB-α dans le caecum des souris infectées et non traitées par le miR-27a-mimic, 

comparé aux souris non infectées, ce qui correspond, tout comme pour les manifestations cliniques, 

aux observations habituelles sur ce modèle d’ICD. En revanche, aucune activation d’IB-α n’a été 

détectée dans le caecum des souris infectées et traitées par le miR-27a-mimic. De même, 

l’expression caecale des cytokines IL-8, IL-6 et TNFα a été fortement réduite chez les souris infectées 

et traitées par le miR-27a-mimic par rapport aux souris infectées et non traitées par ce miARN, mais 

par le mock contrôle ce qui renforce les observations précédentes quant à la réduction par le miR-
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27a-5p-mimic des manifestations cliniques et des phénomènes inflammatoires intestinaux associés à 

l’infection par la bactérie dans ce modèle murin.  

Conclusion 

La stimulation de récepteurs de la surface épithéliale muqueuse et l’induction de voies de 

signalisation par des produits de bactéries pathogènes a pour conséquence une réponse de l’hôte 

dont la régulation est essentielle pour maintenir son homéostasie tout en éliminant le pathogène. 

Dans le cas particulier de l’infection à C. difficile, nous avons montré que l’action synergique des 

toxines et des flagelles induit une forte réponse inflammatoire innée responsable de lésions 

muqueuses. La modulation spécifique de cette réponse par les miARN pourrait impacter la 

présentation clinique ainsi que le pronostic des ICD.  

Nous avons identifié le miR-27a-5p comme étant impliqué dans la régulation de la réponse pro-

inflammatoire liée à l’activation de la voie de signalisation NF-B activée par l’interaction flagelles-

TLR5 au cours de l’infection intestinale par C. difficile. Nous avons ensuite caractérisé ce miARN et 

nos résultats suggèrent que l'activation induite par les flagelles de C. difficile provoque une 

surexpression de ce miARN, lequel à son tour pourrait inhiber la voie de signalisation pro-

inflammatoire NF-B. Les conséquences d’une telle régulation pourraient avoir une incidence dans le 

degré de la réponse inflammatoire et donc dans des manifestations cliniques observées durant 

l’infection intestinale par C. difficile. Nous avons ensuite évalué l'effet d’un miR-27a-5p-mimic 

spécifique ciblant cette voie de signalisation pro-inflammatoire TLR5-NF-B induite par C. difficile, 

dans un modèle murin d’ICD dans le but de réduire la réponse délétère de l'hôte responsable des 

lésions tissulaires et des manifestations cliniques sévères. La preuve du concept a été établie : les 

résultats montrent une efficacité de 70 % de ce miARN-mimic dans la diminution de la réponse 

inflammatoire intestinale chez la souris. Cet aspect de la régulation de la réponse inflammatoire 

induite par C. difficile apporte des éléments sur la possibilité d’une approche thérapeutique 

innovante à considérer dans le contrôle et la prise en charge des formes sévères d’infection par la 

bactérie voire dans le contrôle d’autres processus pathologiques inflammatoires de l’intestin. 
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Abstract 11 

Clostridium difficile, a Gram positive, anaerobic bacterium, has become the main cause of intestinal 12 

nosocomial post-antibiotic infections in the Western world. A watery diarrhea and severe 13 

inflammatory response can be developed during C. difficile infection. We recently reported, both in 14 

vitro and in vivo mouse models, that C. difficile flagellin FliC, the major structural protein of the 15 

flagella, by activating the TLR5, induces the activation of the NF-B cell signaling, leading to the 16 

secretion of pro-inflammatory cytokines. However, the regulatory mechanisms of this FliC-induced 17 

inflammatory response are not clear. MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs acting as post-18 

transcriptional regulators of gene expression, and their role in C. difficile infection remains to be 19 

explored. In this work, we analyzed the expression of a panel of miRNAs which are known to be 20 

involved in the cell TLR5- and NF-B-signaling, in the human Caco-2 intestinal epithelial cells. Overall 21 

the tested miRNAs, miR-27a-5p was overexpressed in a time-dependent manner in FliC-stimulated 22 

Caco-2 cells. Moreover, this overexpression was similarly observed when cells were infected with the 23 

epidemic C. difficile R20291 strain but not by its unflagellated mutant, suggesting the role of the 24 

flagellin in miR-27a-5p overexpression. Specific chemical inhibition of the NF-B signaling pathway 25 

strongly inhibited the overexpression of this miRNA. Knocking down miR-27a-5p increased the 26 

activation of NF-B and the production of pro-inflammatory cytokines in FliC stimulated Caco-2 cells, 27 

while its overexpression decreased it.  Furthermore, we showed in a mouse model of C. difficile 28 

infection that miR-27a-5p is also overexpressed in mice caeca and its expression was correlated with 29 

intestinal KC expression level. Systemic treatment of infected mice with miR-27a-5p-mimic 30 

significantly decreased disease activity and intestinal inflammatory response. Finally, in silico 31 

prediction and 3’UTR reporter assay suggest that the NF-B subunit RELA could represent a target of 32 

miR-27a-5p. Taken together, these results suggest that the regulation of the inflammatory response 33 

by miR-27a-5p-mimic could bring new elements to consider in the therapeutic strategies for severe 34 

forms of CDI control. 35 

 36 

 37 

 38 

 39 

 40 

 41 

166



 

 
 

Introduction 42 

Clostridium difficile is the main enteropathogenic bacterium responsible of post-antibiotic infections 43 

in industrialized countries (1,2). Antibiotic exposure, hospitalization and advanced age are the main 44 

risk factors for C. difficile infection (CDI) (1). CDI can range from mild diarrhea to severe 45 

pseudomembranous colitis that is life-threatening. Increasing in the incidence and severity of ICDs in 46 

recent years coincides with the emergence of epidemic clones, particularly strains of ribotype 027. 47 

This increase has been accompanied by an increase from 27 to 93 % in the cost of care (3–5). It is 48 

estimated that the annual economic burden of ICDs in the United States health system is estimated 49 

at nearly $ 4.8 billion annually in excess costs in acute care facilities (3). In Europe, the costs of 50 

treating CDIs estimated by the European Center for Disease Prevention and Control (ECDC) are nearly 51 

$ 4.4 billion per year (6). These high costs are largely related to the need for patient isolation, 52 

expensive treatment, and extended hospital stays.  53 

The cytolytic toxins TcdA and TcdB of C. difficile contribute directly to the pathology associated with 54 

CDI (7), but other factors play a role in the colonization and pathogenicity of the bacterium. Among 55 

these factors, the flagella conferring mobility and chemotaxis to the bacterium (8), play a role in the 56 

intestinal inflammatory response by predominantly activating the NF-B signaling pathways via the 57 

interaction with the Toll-like-receptor 5 (TLR5) (9). We recently reported in vivo, in a mouse model of 58 

CDI, that the toxins act in cooperation with C. difficile flagella to induce an inflammatory response 59 

suggesting a synergistic role of toxins and flagella in the intestinal inflammatory response (10). The 60 

severity of intestinal inflammation is correlated with the severity of clinical presentations of CDI. 61 

Different regulatory mechanisms of the TLR signaling pathways have been described. Among these, 62 

microRNAs (miRNAs), a non-coding RNA sequences from 21 to 24 nucleotides, which are responsible 63 

for post-transcriptional regulation of genes by their specific action on mRNAs (11), play a role as 64 

immunomodulators of the innate response through the regulation of TLR-dependent signaling 65 

pathways. Expression of miRNAs could be induced by the activation of TLRs to modulate the 66 

inflammatory response by the inhibition of effectors of signaling cascades. They act on the 67 

expression of effector targets, transcription factors of inflammation pathways and TLR receptors 68 

themselves (12,13). 69 

To date, only one study has reported an indirect link between CDI and miRNA (14). Viladomiu et al. 70 

showed that the miR-146b is upregulated in colon of C. difficile-infected mice and targets the nuclear 71 

receptor co-activator 4 (NCO4) resulting in the suppression of the peroxisome proliferator-activated 72 

receptor (PPARγ) in T cells. In this study, the loss of T cell-specific PPARγ increased colonic 73 

167



 

 
 

inflammatory lesions following CDI and the oral treatment of infected mice by an antagonist of 74 

PPARγ ameliorated colitis and inflammatory response. 75 

In the current study, we demonstrate that miR-27a-5p is upregulated in vitro and in vivo following C. 76 

difficile infection and its expression is induced by the activation of NF-B signaling pathway via the 77 

interaction of the C. difficile flagellin with TLR5. By using miRNA inhibitor and mimics, we observed 78 

that miR-27a-5p plays an anti-inflammatory role by downregulating the NF-B pathway.  79 

Furthermore, intravenous injection of a miR-27a-5p mimic in a mouse model of CDI dramatically 80 

decreased disease activity and intestinal inflammation. Altogether, our results suggest that miR-27a-81 

5p strongly regulates the pro-inflammatory flagella-induced signaling pathways and could be used as 82 

an anti-inflammatory therapy for the control of severe forms of CDIs. 83 

 84 

Material and methods 85 

Bacterial strains and spores  86 

The C. difficile R20291 wild-type 027 strain (WT) and its isogenic unflagellated mutant (fliC-) obtained 87 

by the ClosTron gene Knock-out system (15) were used.  For in-vitro assays, the vegetative cells were 88 

cultured in Brain Heart Infusion or broth (Oxoid) in an anaerobic chamber (atmosphere of 5% CO2, 89 

5% H2 and 90% N2) at 37°C. For mouse challenge, C. difficile spores were prepared as previously 90 

described by Burns et al (16).   91 

Epithelial cell line culture  92 

Human intestinal epithelial cell line Caco-2 were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 93 

(DMEM, Gibco) supplemented with 15% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Gibco) and 1% 94 

Non-essential amino acid (NEAA, Gibco). The cells were incubated at 37°C in a 10% CO2 humidified 95 

atmosphere. HeLa epithelial cells were cultured in modified Eagle’s medium (MEM, Gibco) 96 

supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 1% NEAA and 1% glutamine. The cells were incubated 97 

at 37°C in a 5 % CO2 humidified atmosphere.  98 

Cell line infection and treatment  99 

Cells were seeded on 24-well cell culture plates at a density of 5 x 105 cells/well and assays were 100 

established at 3 days post-confluence. For analyses of signaling pathways activation, cell monolayers 101 

were FBS depleted for 4 hours before stimulation or infection. Cells were infected with C. difficile WT 102 

strain or with it unflagellated mutant (107 bacteria/ml) for 1 hour or incubated with 10 µg/ml 103 
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recombinant FliC, purified as described previously (17), for 30 min to 12 hours When indicated, NF-κB 104 

and MAPKs pathways were inhibited 1 h before cells stimulation or infection, by adding 20 µM BMS 105 

345541 (IKKα inhibitor) (Sigma), 20 µM U0126 (MEK1/2 inhibitor), 20 µM PD98059 (MEK1 inhibitor), 106 

20 µM SP600125 (JNK inhibitor) or 3 µM SB203580 (p38 inhibitor) (Cell Signaling, Ozyme) to cell 107 

monolayers.  108 

MicroRNA expression analysis  109 

MicroRNA expression analysis was performed using the miScript PCR array (Qiagen) containing 84 110 

inflammation-related miRNAs primers. In addition, 20 miRNAs were selected by in-silico analysis 111 

using TargetScan (www.targetscan.org, release 6.2), miRwalk (www.ma.uni-112 

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk, release 2.0) and miRgator (www.mirgator.krobic.re.kr, release 3.0)  113 

miRNAs databases, or by scientific publications. Expression of these 20 miRNAs was also analyzed by 114 

individual RT-qPCR (Table S1).  115 

MicroRNA overexpression and knockdown in Caco-2 cells 116 

The miR-27a-5p was overexpressed in Caco-2 cells using 25 nM Syn-hsa-miR-27a-5p mimic (miR-27a-117 

5p-mimic) whereas knockdown was achieved with 250 nM anti-hsa-miR-27a-5p (miR-27a-5p 118 

inhibitor), both purchased from Qiagen. Before transfection, Caco-2 cells were seeded in 24-well 119 

plate at 6 x 104 cells per well and transfected with HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen) according 120 

to manufacturer’s instructions. Cells were incubated with transfection complexes under their normal 121 

growth conditions and harvested 48 h after transfection. miScript Inhibitor Negative Control and 122 

miScript Negative Control (Qiagen) were used as negative and positive control respectively. To 123 

monitor the transfection efficiency, AllStars Hs Cell Death Control siRNA (Qiagen) was transfected 124 

into cells in parallel in all transfections, and at least 75% transfection efficiency was achieved. The 125 

miR-27a-5p level expression and the interleukin 8 (IL-8) and TNFα gene expressions, were analyzed 126 

by quantitative RT-PCR, the degradation of the IB protein was assessed by Western blot, and the IL-127 

8 level in cells supernatant was dosed by ELISA. 128 

Animal model and treatment 129 

All animal experiments were performed in accordance with the Committee for Research and ethical 130 

Issues of the International Association for the study of Pain (IASP) and the University Paris-Sud 131 

guidelines for the husbandry of laboratory animals, and were approved by the Animal Welfare 132 

Committee of the Paris-Sud University. 133 
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Female C57BL/6 mice (6-7 weeks-old) were purchased from Charles River (France) and female 134 

C57BL/6 tlr5-/- Knock-out (KO) mice were kindly provided by Thierry Pedron (Philippe Sansonetti 135 

laboratory, Pasteur institute, Paris). CDI was established in mice as previously described (10). Briefly, 136 

an antibiotic mixture (kanamycin, gentamicin, colistin, metronidazole and vancomycin) was 137 

administrated to mice in drinking water for 3 days. Two days later, a single dose of clindamycin was 138 

intraperitoneally injected. After 24 h, mice were orally gavaged with 105 spores of C. difficile WT or 139 

mutant strains or with water for control mice.  140 

The miRNA solution used for the treatment of the mice was prepared by mixing the miR-27a-5p-141 

mimic or a mock nonfunctional oligonucleotide (synthesized by Riboxx®, Germany) with an in vivo 142 

transfection reagent, the in vivo-jetPEI® (Polyplus-transfection®, France). Sequences of miR-27a-5p-143 

mimic and the mock negative control are shown in Supplementary Table S2. 50 μg of miR-27a-5p-144 

mimic or the mock negative control are diluted with sterile glucose solution (final glucose 145 

concentration of 5%); 6 μL of in vivo-PEI reagent are diluted with a sterile glucose solution (final 146 

glucose concentration of 5%), then these two solutions are mixed volume to volume (final 147 

concentration of miRNAs of 0, 33 μg/μL). Mice were then treated with the miR-27a-5p-mimic or the 148 

mock negative control/in vivo-jetPEI® suspension at 3 doses of 50 μg (ie 2,5 mg/kg), at the time of 149 

infection, 8 h and 24 h post-infection, intravenously (150 μL retro-orbital injection). Signs of disease 150 

(diarrhea, hunched posture and ruffled fur) were daily observed. Two days after challenge, mice 151 

were euthanized and caecal tissues were collected for further analyses.  152 

Histological analysis 153 

The caecal tissues were fixed in 10% formalin for 24h, transferred into 70% ethanol and paraffin 154 

embedded. Tissues sections were then processed to hematoxylin and eosin staining in the 155 

Histological Platform of IPSIT (Clamart, France). Microscopic double-blinded analysis of slide 156 

preparations was performed using NDP View software (Hamamatsu) on 10 different fields. A score of 157 

degree of inflammation was established on the basis of submucosal edema, inflammatory infiltrate, 158 

epithelial lesions and mucus cell (goblet Cells) loss (Supplementary Table S3) (18,19).  159 

RNA isolation and Real Time Quantitative PCR Analysis  160 

Tissues from the caecum were lysed using Lysing Matrix D and a FastPrep apparatus (MP 161 

Biomedicals). Total RNA from lysed caecum and cell line were isolated using the miRNeasy Mini Kit 162 

(Qiagen) for miRNA or the RNeasy Mini Kit (Qiagen) for mRNA expression analysis according to 163 

manufacturer’s instructions. RNA quantity was measured by NanoDrop analyzer (NanoDrop 164 

technology) and quality was assessed by a 2100 Bioanalyser (Agilent). First strand cDNA was 165 
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generated for miRNA by using the miScript Reverse Transcription Kit (Qiagen), and Super Script III 166 

reverse transcriptase (Invitrogen) with random primers for mRNA, using 2 µg of RNA for each 167 

reaction.  168 

qPCR reactions were run on a CFX96 Real-time system (Bio-Rad) with different reaction mix and 169 

cycling conditions for mRNA and miRNA expression analysis. For miScript PCR array and miRNAs 170 

expression individual analysis, miScript SYBR Green PCR (Qiagen) was used, and qPCR reactions were 171 

performed in a 10 µl reaction volume containing 3 ng of cDNA, 9 µl of universal primer and master 172 

mix, containing SYBR green and HotStarTaq DNA polymerase, included in the qPCR kit, and 500 nM 173 

miRNA-specific primer. Cycling conditions started by 15 min polymerase activation at 95oC, then 40 174 

cycles of 15 s denaturation at 94oC, 30 s hybridization at 55oC and 30 s elongation at 70oC. For mRNAs 175 

expression analysis, qPCR was performed in a 10 µl reaction volume containing 3 ng of cDNA, 5 µl of 176 

SSo AdvancedTM SYBR Green Supermix (Bio-Rad) and 500 nM gene-specific primers. Reactions were 177 

run with the following cycling conditions: 30 s polymerase activation at 95oC and 40 cycles at 95oC for 178 

5 s and 60oC for 10 s. An additional step from a start at 65oC to 95oC (0.5oC/0.5 s) was performed to 179 

establish a melting curve. The mRNA and miRNAs expression level were normalized to the respective 180 

expression of references genes GAPDH and SNORD2, using the ∆∆CT method (20). The primers are 181 

listed in Supplementary Table S1.  182 

SDS-PAGE and Western blot analysis 183 

Cell monolayers were washed and frozen at -80oC for at least 15 min. Cells were then lysed in a 184 

buffer containing PAGE 5X, 186 mM β-Mercaptoethanol, 1% bromophenol blue, 10 mM NaF, 25 mM 185 

NaPPi and 1mM Na3VO4. Ceacal tissue was disrupted and homogenized in the same lysis buffer using 186 

Lysing Matrix D and a FastPrep apparatus (MP Biomedicals). After lysis, total proteins were separated 187 

by SDS-PAGE on a 10% gel and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (GE 188 

Healtcare). Membranes were then blocked with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline (TBS) with 189 

0.1% Tween for 1 hour at room temperature and probed overnight with specific anti-IBα, β-actin or 190 

anti-RELA (Cell Signaling Technology). Membranes were then incubated with HRP-linked secondary 191 

antibody (Cell Signaling Technology), and the chemiluminescence signal detection was assessed by 192 

ECL plus kit (Millipore) and a Fusion FX Imaging System (Vilber Lourmat). The signal was 193 

densitometrically analyzed using Fusion-CAPT software (Vilber Lourmat). Normalization was 194 

performed by blotting the same membranes with anti-β-actin antibody (Millipore). 195 

 196 

 197 
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Cytokine assays 198 

The levels of IL-8 pro inflammatory cytokine in Caco-2 cell free culture supernatants were evaluated 199 

by ELISA using Human IL-8 ELISA KIT (4Abio, China) according to manufacturer’s instructions. The 200 

detection limit was 4 pg/ml. 201 

Luciferase assay 202 

Promega psiCHECK-2 plasmid cloned with the 3′-UTR from human RELA or a mutated nonfunctional 203 

human RELA genes were constructed and kindly provided by Milagros Romay (Department of 204 

microbiology, University of California, USA) (21). 15 ng per well of 3′ UTR plasmid were transfected 205 

along with miR-27a-5p-mimic into HeLa cells grown in 48-well plates for 24 h. Luciferase activity was 206 

measured using the Luc-Pair Duo Luciferase Assay System from Genecopoeia (LF002). The amount of 207 

Firefly luciferase activity was normalized to Renilla luciferase activity to account for transfection 208 

efficiency in each well. 209 

Statistical analysis 210 

Results are expressed as means ± sem. Distinct groups were compared by using Mann and Whitney 211 

test performed using StatEL software. P values < 0.05 were considered statistically significant. 212 

 213 

Results  214 

MiR-27a-5p is overexpressed in Caco-2 cell line stimulated by C. difficile flagellin or infected with 215 

the R20291 WT strain but not by its unflagellated mutant. 216 

To identify miRNAs potentially involved in the regulation of C. difficile-flagella mediated 217 

inflammation, we stimulated human intestinal Caco-2 cell monolayers over 30 min to 12 hours, by C. 218 

difficile purified flagellin (FliC).  MiRNAs screening was performed using miScript PCR array containing 219 

84 inflammation related miRNAs primers. Additionally, we analyzed the expression of another in-220 

silico-selected 20 miRNAs. The selection was based on scientific publications indicating a link 221 

between miRNAs and the different effectors of TLR5 signaling as a result of bacterial flagella 222 

stimulation. We also relied on similarity between the 3'-UTR region of the mRNA sequence of 223 

interest and the "seed sequence" of the miRNAs presents in the miRNA specific databases 224 

TargetScan, miRgator and miRWalk. Results from qPCR analysis showed a significant overexpression 225 

of miR-27a-5p in a time-dependent manner. The expression of this miRNA was rapidly increased by 226 

8.5 fold after one hour of cells stimulation, and decreased from the second hour to achieve its basal 227 

level after 6 hours of stimulation (Fig. 1A). Furthermore, overexpression of this miRNA was confirmed 228 
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when the cells were infected 1 h with C. difficile R20291 strain, while no overexpression was 229 

observed when cells were infected with its unflagellated mutant (Fig. 1B). These results suggest that 230 

the overexpression of miR-27a-5p is specifically induced by C. difficile flagella and it is not repressed 231 

by the entire bacteria.  232 

MiR-27a-5p overexpression is induced by the C. difficile- or flagellin FliC activated NF-B pro-233 

inflammatory signaling pathway. 234 

In order to analyze the impact of the inhibition of NF-B and MAPKs signaling pathways (ERK1 / 2, 235 

p28 and JNK) on the expression of miR-27a-5p, effectors of these pathways were chemically inhibited 236 

by specific inhibitors of IKKα (NF-B pathway), and MAPKs ERK1/2, p38 and JNK, 1 h before 237 

stimulation of cells by FliC or bacteria. After 1 h incubation of cells with FliC or strain R20291, 238 

expression of miR-27a-5p was abolished (Fig 2A and B). A much stronger (approximately 40-fold) 239 

inhibition of miR-27a-5p expression was obtained by the inhibitor of IKKα (BMS 345541) suggesting 240 

that miR-27a-5p overexpression is induced by the activation of the pro-inflammatory NF-B signaling 241 

by C. difficile and its flagellin (Fig. 2A and B). 242 

MiR-27a-5p-mimic inhibits the C. difficile flagellin-induced NF-B pro-inflammatory signaling 243 

pathway in vitro. 244 

To investigate the role of miR-27a-5p in the regulation of the C. difficile flagellin-induced NF-B 245 

signaling pathway, we used oligonucleotides mimicking the activity of this miR-27a-5p (miR-27a-5p-246 

mimic) or antagonizing its activity (miR-27a-5p inhibitor). After transfection of Caco-2 cells by the 247 

respective miR-27a-5p-mimic, miR-27a-5p inhibitor, as well as by the respective oligonucleotide 248 

mimic and inhibitor mock controls, the expression of miR-27a-5p was measured after cell lysis. As 249 

shown in Fig. 3A, the miR-27a-5p inhibitor significantly reduced expression of this miRNA in FliC-250 

stimulated cells, whereas miR-27a mimic was strongly expressed compared to respective control FliC-251 

stimulated cells. The effect of transfection on cells by these two molecules was measured by the 252 

degradation of the effector IB-α which indicates the activation of the NF-B pathway, the 253 

expression of pro-inflammatory cytokines TNFα and IL-8, as well as the production of IL-8 in the cell 254 

culture supernatants. The miR-27a-5p inhibitor induces a strong degradation of IB-α, an increased 255 

expression of TNFα and IL-8 cytokine mRNAs, as well as an increase in IL-8 synthesis in the culture 256 

supernatant (Fig. 3B, C and D), suggesting that miR-27a-5p plays an inhibitory role of the NF-B 257 

pathway and thus an anti-inflammatory role in the signaling cascade induced by the FliC-TLR5 258 

interaction. According with these observations, the transfection of cells with the miR-27a-5p-mimic 259 

induced an anti-inflammatory cell response characterized by the absence of degradation of IB-α and 260 
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thus the activation of NF-B, a strong inhibition of the TNFα and IL-8 cytokine mRNA expression, and 261 

lack of IL-8 synthesis in the cell supernatant (Fig. 3B, C and D). All these observations show that miR-262 

27a-5p could play an inhibitory role of the NF-B pro-inflammatory pathway following the activation 263 

of this pathway by the C. difficile flagellin-TLR5 interaction. This miRNA would play in an important 264 

feedback loop of the TLR5-NF-B signaling cascade. 265 

MiR-27a-5p is strongly overexpressed in vivo in the caecum of C. difficile-infected mice. 266 

In order to confirm the observations made in vitro regarding the potential role of miR-27a-5p in the 267 

regulation of inflammation induced by C. difficile and its flagella, we analyzed the expression of this 268 

miR-27a-5p in the intestine (caecum) during infection on the ICD mouse model. Three groups of 269 

conventional microbiota C57BL/6 female 4 to 5 weeks old mice (n = 10 for each group) and one 270 

group of C57BL/6 KO tlr5-/- mice (not expressing TLR5, n = 10) have been formed. After the antibiotic 271 

treatment of the animals for 6 days preceding the infection in order to create dysbiosis (see 272 

Materials and Methods), a group of conventional microbiota mice was infected by oral gavage with 273 

the C. difficile wild type strain R20291 (WT), and another one with the isogenic mutant lacking 274 

flagella (FliC-). A group of tlr5-/- KO mice was also infected with the WT strain. A group of uninfected 275 

conventional microbiota mice served as control to establish relative expression ratios for each group. 276 

Analysis of miR-27a-5p expression in the animal's caecum showed a higher expression of this miRNA 277 

in the caecum of conventional microbiota C57BL/6 mice infected with the WT strain, compared to 278 

the expression observed in the mice infected with the non-flagellated mutant (FliC-) and that of the 279 

KO tlr5-/- mice infected with the WT strain (Fig. 4A). Moreover, the analysis of the mRNA expression 280 

of the cytokine KC gene in mice, equivalent to the human IL-8, reveals a perfect correlation with the 281 

increased expression of miR-27a-5p as shown in Fig. 4B These results indicate that the flagella of C. 282 

difficile, through its interaction with TLR5 plays a role in the increased expression of miR-27-a-5p in 283 

the caecum of mice, suggesting that in vivo the activation of NF-B following the flagella-TLR5 284 

interaction previously reported (10), is correlated with the expression of miR-27a-5p. 285 

MiR-27a- 5p-mimic reduces the severity of inflammation in vivo in the murine model of ICD. 286 

Given the anti-inflammatory effects induced by miR-27a-5p in Caco-2 cells, we analyzed the effect of 287 

an oligonucleotide mimicking this miRNA (miR-27a-5p-mimic) administered intravenously (IV) in the 288 

ICD mouse model (Fig. 5). Different groups of mice were tested (Table 1). After antibiotic treatment 289 

induced-dysbiosis, a group of uninfected animals was treated or not intravenously with a miR-27a-5p 290 

mimic/in vivo-jetPEI® suspension (see Materials and Methods) at 3 doses (at time of infection, 8 h 291 

and 24 h after infection). A second group of animals was infected with the WT strain R20291 and 292 
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intravenously injected or not with the mock negative control; a third group was also infected with 293 

this strain but treated with the miR-27a-5p mimic/in vivo-jetPEI® as for the first group.  294 

As expected in this CDI model, following infection, mice infected and untreated or treated with the 295 

mock negative control developed clinical signs of CDI: diarrhea, ruffled fur and decreased activity, at 296 

day 1 and 2 post-infection with 19% of mortality. In contrast, only 5 out of 16 animals in the group of 297 

infected mice and treated with miR-27a-5p-mimic developed diarrhea at day 2 post-infection with no 298 

mortality observed in this group. It should be noted that the rate of intestinal colonization of infected 299 

animals quantified by bacterial count in the caecal content (colony-forming units- CFU/g) at day 2 300 

post-infection is quite equivalent between all groups of infected mice. Thus, differences observed in 301 

clinical outcomes between these groups could not be explained by differences intestinal colonization 302 

rate of the mice. 303 

On day 2 post-infection, the histological analysis of the caecum of the WT-infected and untreated 304 

animals showed an inflammatory hyperemic appearance with hemorrhagic zones and poor caecal 305 

content with mucus compared to the normal caecum of uninfected mice as shown in Fig. 5A and C. 306 

The inflammation level of the caecal mucosa was largely attenuated in the group of mice infected 307 

and treated with the miR-27a-5p-mimic (Fig. 5E). Histological analysis of caecal sections, showed as 308 

expected, a significant mucosal edema with inflammatory infiltrate, epithelial erosion and loss of 309 

goblet cells in the caecum of mice infected with the WT strain treated or not with the mock negative 310 

control, reaching an inflammation score (Table S3) ranging from 5 to 9, compared to a score of 0 for 311 

uninfected mice (Fig. 5G, Table 1). On the other hand, in the group of animals infected and treated 312 

with the miR-27a-5p-mimic, 11 out of 16 mice presented no or weak inflammation and normal caecal 313 

content without mucus (Fig. 5E). Histological inflammation score was less than 5 for these animals, 314 

which showed only a cellular infiltrate and mild to moderate edema (Fig. 5F and G). The miR-27a-5p-315 

mimic-treated infected mice which developed diarrhea at day 2 post-infection showed a high 316 

inflammation score as for infected and untreated mice (Fig. 5G), corresponding to a 70% of efficiency 317 

for the miR-27a-5p-mimic to reduce the level of inflammation on this mouse model of infection. 318 

The analysis of the activation of the NF-B pathway in the caecal tissue at day 2 post-infection, 319 

revealed a strong degradation of IB-α in the caecum of the infected and untreated mice, compared 320 

to uninfected mice, which corresponds, as for the clinical manifestations, to the usual observations 321 

on this CDI model (10). In contrast, no activation of IB-α was detected in the caecum of mice 322 

infected and treated with miR-27a-5p-mimic (Fig. 5H). Expression of proinflammatory cytokine genes 323 

(IL-8, IL-6 and TNF-α) was also downregulated in the caecum of mice infected and treated with miR-324 

27a-5p-mimic (Table 2). Altogether, these results reinforce the previous observations regarding the 325 

175



 

 
 

reduction of clinical manifestations and inflammatory phenomena associated with C. difficile 326 

infection in this mouse model and strongly suggest that miR-27-a-5p downregulates in vivo the 327 

bacterial induced intestinal inflammation.  328 

MiR-27a-5p could targets RELA  329 

To identify the molecular targets of miR-27a-5p, we used miRNA-targets prediction database to find 330 

a suitable NF-B signaling pathway related-target. In agreement with this, TargetScan database lists 331 

RELA as one of the potential targets of miR-27a-5p. RELA has a miR-27a-5p seed sequence 332 

complementarity of 6 bases in its 3’ UTR (Fig. 6A). RELA is a functional subunit of the NF-B forming 333 

complex (p50-RELA) that is essential for the NF-B-related genes transcription (22). Western blot 334 

analysis from FliC-stimulated and transfected with miR-27a-5p inhibitor Caco-2 cells show a 335 

significant increased production level of human RELA protein while miR-27a mimic significantly 336 

decreased it compared to FliC-stimulated control cells (Fig. 6B). In contrast, no difference in the 337 

RELA-mRNA expression level following miR-27a-5p inhibitor or mimic transfection was observed 338 

(data not shown), which could be explained by the mechanism of action of the miRNAs themselves 339 

which consists on a post-transcriptional regulation of genes. Overexpression of miR-27a-5b inhibits 340 

the activity of a luciferase constructs containing RELA 3’UTR. In contrast, the activity of constructs 341 

containing the site mutant 3’UTR of RELA was not inhibited by overexpressing the miR-27a-5p (Fig 342 

6C). These results suggest that RELA could be directly targeted by miR-27a-5p. However, further 343 

studies are required to identify other more interesting targets of miR-27a-5p. 344 

 345 

Discussion 346 

C. difficile infections induce significant intestinal inflammation which is responsible for the largest 347 

part of the clinical outcome of these infections. Indeed, CDIs have been associated to fecal markers 348 

of inflammation and not to markers of bacterial infection. For example, El Feghaly et al. conducted a 349 

prospective study including 120 patients hospitalized and infected with C. difficile, of whom 62% 350 

developed persistent diarrhea for more than five days after initiation of a treatment with vancomycin 351 

or metronidazole (23). In these patients, the fecal bacterial load decreased with antibiotic therapy 352 

and was never correlated with the severity of the disease. In contrast, the fecal level of pro-353 

inflammatory cytokines IL-8 and CXCL5 mRNAs, as well as that of the IL-8 protein, was strongly 354 

correlated with the persistence and severity of the disease.  355 

Several bacterial factors have been described to induce a pro-inflammatory response after early 356 

interaction with intestinal epithelial cells, particularly C.difficile toxins TcdA and TcdB which have long 357 
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been considered as the only virulence factors responsible for intestinal lesions observed during ICDs 358 

(24). Bacterial flagella may be involved in the development of a deleterious inflammatory response in 359 

the mucosa (25). We have recently reported for the first time in a in vivo mouse model, that the 360 

action of toxins alone, without the flagellin, is not sufficient to elicit the important level of intestinal 361 

epithelial lesions observed in infected mice since absence of flagella in bacteria producing TcdA and 362 

TcdB toxins significantly reduces the degree of inflammation of the intestinal mucosa (9). The 363 

activation of the NF-B signaling pathway by flagella could largely contribute to the amplification of 364 

the bacterial associated-inflammatory response of the host. 365 

In this work we studied the regulation of the intestinal inflammation induced by C. difficile. Indeed, 366 

the activation of the innate immune response via TLRs-dependent signaling pathways is necessary for 367 

the clearance of pathogens. However, excessive activation of these pathways could disrupt cellular 368 

and immune homeostasis and cause tissues lesions. Controlling of the C. difficile-induced 369 

inflammatory signaling cascades could limit the intensity of the intestinal lesions and the incidence of 370 

severe forms of infection leading to a more efficient and faster recovery of patients. Among the 371 

regulatory mechanisms of the TLR signaling pathways, we focused our interest on microRNAs which 372 

are short non-coding natural RNA sequences, from 21 to 24 nucleotides, responsible for the post-373 

transcriptional regulation of genes. It has been shown that miRNAs play an important role in the 374 

modulation of TLR signaling pathways, and can act at different levels: regulation of TLR gene 375 

expression themselves, signaling effectors and regulators, transcription factors as well as genes 376 

encoding cytokines (26). To date, only one study has linked CDIs with miRNAs (27). In this article the 377 

authors characterized the role of PPARy in C. difficile infection. For this, they used a mouse model of 378 

CDI and KO mice for PPARy T cells. After analysis of miRNA expression, it was observed that miR-146b 379 

was overexpressed in the colon of C. difficile-infected mice. From their observations, the authors 380 

conclude that the activation of miR-146b and PPARy is involved in the regulation of Th17 cell 381 

response in C. difficile-induced colitis in mice (27). 382 

In order to study the expression of miRNAs potentially associated with the C. difficile flagellin-383 

induced inflammatory response, we performed a restricted screening approach by selecting miRNAs 384 

already described as playing an important role in inflammation signaling pathways. Of the miRNAs 385 

studied, miR-27a-5p was overexpressed in vitro in C. difficile-infected Caco-2 cells and in vivo in the 386 

mouse ICD model. This overexpression of miR-27a-5p was not observed when mice where infected 387 

by unflagellated mutant or when KO tlr5-/- mice where infected by the WT strain, suggesting a 388 

specifically induced overexpression by the flagellin of C. difficile via the TLR5-FliC interaction.  389 
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We investigated the impact of the inhibition of the NF-B signaling pathways and MAPKs to 390 

determine which pathway is involved in the miR-27a-5p overexpression. We observed a very strong 391 

inhibition of the miR-27a-5p expression in FliC- or bacterial stimulated cells treated with a chemical 392 

inhibitor of the NF-B signaling pathway. This suggests that overexpression of the miR-27a-5p is 393 

induced following the activation of the NF-B pathway. A similar degree of inhibition of miR-27a-5p 394 

expression was not observed during inhibition of MAPK pathways. By using an anti-miR-27a-5p or a 395 

miR-27a-5p-mimic we identified an anti-inflammatory role for this miRNA in the C. difficile-396 

stimulated Caco-2 intestinal epithelial cell model. This anti-inflammatory activity of the miR-27a-5p 397 

suggests that this miRNA could act as a negative feedback loop where the activation of the NF-B 398 

pro-inflammatory pathway following the TLR5-FliC interaction induces overexpression of the miR-399 

27a-5p which in turn exerts an anti-inflammatory activity by inhibiting at different possible levels the 400 

effectors of the NF-B pathway itself. The role of the miR-27a-5p in the regulation of MAPK pathways 401 

has not been studied in this work; therefore further studies are necessaries to analyze the impact of 402 

this miRNA on these signaling pathways. 403 

In this work we showed the proof of concept of the in vivo anti-inflammatory effect of the miR-27a-404 

5p in a mouse model of CDI. Indeed, 70% of mice infected and treated with miR-27a-5p-mimic 405 

showed no evidence of CDI, while the remaining 30% of mice only developed simple diarrhea with no 406 

or mild intestinal inflammation without mortality. All the inflammatory markers (histological 407 

inflammatory score, pro-inflammatory cytokine gene expression or IB-α degradation) where 408 

attenuated in the caecum of these mice. Therefore, the miR-27a-5p-mimic could be a good candidate 409 

for developing a miRNA based therapeutic approach against the intestinal inflammation responsible 410 

for severe clinical outcome of CDI. The miR-27a-5p could be used in combination with antibiotic 411 

therapy for the treatment of moderate-to-severe CDIs to modulate the activation of the NF-B 412 

signaling pathway by mimicking the anti-inflammatory activity in the negative feedback loop of 413 

natural miR-27a-5p and controlling the continuous cycles of activation of this pro-inflammatory 414 

pathway.  415 

The anti-inflammatory role of miR-27a-5p has been described in tissues other than the intestinal 416 

epithelium. For example, miR-27a-5p is involved in the regulation of the inflammatory response of 417 

human aortic endothelial cells via the NF-B pathway in response to oxidized glycerophospholipids 418 

and IL-1B (21). Similarly, miR-27a-5p expression is decreased in interstitial mitral valve cells in 419 

response to TNF-α, and its overexpression by a miR-27a-5p-mimic modulates the Jnk and β catenin-420 

signaling pathway and protects interstitial cells from cellular damage induced by TNF-α (28). 421 

Moreover, miR-27a-5p-mimic attenuates inflammatory damage induced by ischemia-reperfusion to 422 

178



 

 
 

the blood-brain barrier by down-regulating TICAM-2 (a TLR4-responsive adapter) and inhibiting the 423 

NF-B/IL-1β pathway (29). In particular, the role of miRNAs has been extensively studied in chronic 424 

inflammatory bowel diseases (IBD) - Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) and a large 425 

number of miRNAs may have either an anti-inflammatory or pro-inflammatory role in the context of 426 

these diseases (30). Nevertheless, the role of miR27a-5p in these chronic diseases remains to be 427 

stablished. 428 

Given the diverse biological functions of miR-27a-5p, toxicity or specificity of this miRNA could be 429 

discussed. It is therefore necessary to identify the direct cellular targets of miR-27a-5p in order to 430 

better characterize its mechanism of action. In our work, we identified RelA as a potential target for 431 

miR-27a-5p based on sequence homology and the construction of a luciferase reporter containing 432 

the RelA 3'-UTR region. Nevertheless, this approach could generate false-positive results. Techniques 433 

that allow direct identification of endogenous miRNA targets exist and will be considered for 434 

identification of the miR-27a-5p targets.  435 

The anti-inflammatory effect of miR-27a-5p-mimic observed in this work may provide new insight in 436 

the CDI pathogenesis and allows to consider a novel therapeutic approach specifically targeting the 437 

C. difficile-induced TLR5-NF-B inflammatory signaling pathway to reduce deleterious host response 438 

responsible for tissue damage and severe clinical manifestations of CDI. 439 
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FIGURE LEGENDS 552 

Figure 1. MiR-27a-5p is overexpressed in Caco-2 cells incubated with flagellin FliC or C. difficile. (A) 553 

Kinetics of expression of miR-27a-5p by Caco-2 cells incubated with FliC for 12 h. (B) Cells were 554 

incubated with FliC or infected with the wild type strain R20291 (WT) or its unflagellated mutant 555 

(FliC-) for 1 h. The expression of miR-27a-5p was measured by qRT-PCR with the oligonucleotide of 556 

Supplementary Table S1. The bars on each point correspond to the standard deviations of the 557 

averages of at least 3 independent experiments. 558 

Figure 2. Inhibition of miR-27a-5p overexpression by specific NF-B and MAPKs chemical inhibitors 559 

in Caco-2 cells incubated with FliC flagellin or C. difficile R20291 strain. The NF-B and MAPKs 560 

pathways were inhibited 1 h before stimulation or infection of the cells, with BMS 345541 (IKKα 561 

inhibitor), U0126 (MEK1/2 inhibitor), PD98059 (MEK1 inhibitor), SP600125 (JNK inhibitor) or 562 

SB203580 (p38 inhibitor). Expression of miR-27a-5p was analyzed after incubation of cells with FliC 563 

(A) or infection with wild-type strain R20291 (WT) (B) for 1 h. The expression of miRNAs was 564 

measured by qRT-PCR with the oligonucleotide of Supplementary Table S1. The bars on each point 565 

correspond to the standard deviations of the averages of at least 3 independent experiments. 566 

Figure 3. Inhibitory effect of miR-27a-5p on the NF-B pathway in Caco-2 cells incubated with 567 

flagellin. Caco-2 cells were transfected with the respective miR-27a-5p-mimic, miR-27a-5p inhibitor, 568 

as well as with the respective oligonucleotide mimic and inhibitor controls (Supplementary Table S2). 569 

Expression of miR-27a-5p was measured by qRT-PCR (A). The degradation of the effector IB-α 570 

indicating the activation of the NF-B pathway was measured by Western-blot (B). (C) The expression 571 

of the pro-inflammatory cytokine TNFα and IL-8 mRNAs (oligonucleotides Supplementary Table S4), 572 

as well as (D) the production of IL-8 in the cell culture supernatant by ELISA was also measured. The 573 

bars on each point correspond to the means ± standard deviations, for at least 3 independent 574 

experiments (* p <0.01). 575 

Figure 4. Expression of miR-27a-5p in the caecum of C. difficile-infected mice. (A) Expression of mir-576 

27a-5p as measured by qPCR in the cecum of conventional microbiota mice infected with the wild 577 

type strain R20291 (WT) or the non-flagellated isogenic mutant (FliC-). The third group corresponds 578 

to the expression of mir-27a-5p in KO tlr5 - / - mice infected with the WT strain. The horizontal bars 579 

correspond to the averages per group. (B) Correlation of mir-27a-5p expression with the expression 580 

of KC mRNA (human IL-8 equivalent, oligonucleotides Supplementary Table S4) in the caecum of 581 

conventional mice infected by the R20291 WT strain. 582 
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Figure 5. Mir-27a-5p-mimic attenuates caecal inflammation C. difficile infected mice. Groups of 583 

C57BL/6 mice with conventional microbiota (n = 9-10) were infected and treated with or without 584 

miR-27a-5p-mimic. The caecums were collected at day 2 post-infection. Caecum and representative 585 

histological section (A, B) of a control mouse (uninfected and treated with miR-27a-5p-mimic), (C, D) 586 

of a mouse infected with wild type strain R20291 (WT) and (E, F) of a mouse infected with the same 587 

strain and treated with the miR-27a-5p-mimic. (G) Histological inflammation scores for individual 588 

mice in each group. The horizontal lines represent the average scores for each group (score 0 for the 589 

control group not shown). The red circle indicates the 3 animals which developed CDI symptoms. (H) 590 

Western blots from caecum lysates revealed using antibodies against IB-α and actin. The density of 591 

the bands was measured using Fusion software and the IB-α/actin ratios were calculated. For the 592 

negative control, the ratio was normalized to 1 and the ratios of the other samples were reported to 593 

the negative control. The bars on each point correspond to the mean ± standard deviation for each 594 

group of animals (*p <0.05). 595 

Figure 6. RelA expression may be regulated by miR-27a-5p. (A) Predicted miR-27a-5p binding sites in 596 

the 3’UTR of human RELA with sequence complementarity of the 6 nucleotides seed sequence 597 

indicated, as predicted by miRNA databse « Targetscan ». (B) RelA protein level in Caco-2 cells 598 

stimulated with FliC and transfected by miR-27a-5p inhibitor /mimic or their respective control, 599 

measured by Western-blot. (C) Luciferase assays using a reporter vector (psiCHECK2) carrying the 600 

3’UTR of RELA in HeLa cells transfected with negative control miRNA mimic (Mock) or miR-27a-5p-601 

mimic. The bars on each point correspond to the means ± standard deviations, for at least 3 602 

independent experiments (* p <0.01). 603 

 604 
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Table 1. Groups of mice used in experiments on the effect of the miR-27a-5p mimic on C. difficile-

induced caecal inflammation. 

Mice Groups N° Clinical 

outcome* 

Histological 

inflammation score 

Mortality 

Uninfected control    

Uninfected - Untreated 5 – (100%) 0 0 

            Uninfected + miR-27a-5p-mimic 10 – (100%) 0 0 

C. difficile infected mice control    

Infected 10 ++ (100%) 5-9 2 

Infected + Mock control 6 ++ (100%) ** 1 

C. difficile infected + miR-27a-5p-

mimic 
16 

++ (30 %) 

– (70%) 

5-9 

0-4 

0 

0 

*Diarrhea, ruffled fur and reduced activity; ** In progress 

 

 

 

Table 2. Fold expression of pro-inflammatory cytokine encoding 

genes in C. difficile-infected and/or treated mice. 

 

 

 

 

 

*The mean Ct from each group is reported to those of the negative control and 
the expression of the GAPDH gene for each set.  

 

  

Infected mice set 

Genes* 

KC IL-6 TNFα 

R20291 WT strain + 

mock 

278.11 15.57 8.65 

R20291 WT  

+ miR-27a-5p-mimic 

32.26 3.3 4.48 
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Figure 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. 
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Figure 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. 
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Supplementary data to:  

MicroRNA miR-27-5p reduces intestinal inflammation induced by Clostridium difficile flagella by 

regulating the NF-B signaling 

 

Table S1. In-silico selected miRNAs qPCR primers.  

Human miRNAs 

hsa-let-7i-5p TGAGGTAGTAGTTTGTGCTG (31) 

hsa-miR-9-5p TCTTTGGTTATCTAGCTGTATGA (32) 

hsa-miR-18a-5p TAAGGTGCATCTAGTGCAGAT (31) 

hsa-miR-19a-3p TGTGCAAATCTATGCAAAACTG miRgator 

hsa-miR-27a-5p AGGGCTTAGCTGCTTGTGAG (31) 

hsa-miR-129-5p CTTTTTGCGGTCTGGGCTTG (31) 

hsa-miR-132-5p ACCGTGGCTTTCGATTGTTAC (33) 

hsa-miR-147a-3p GTGTGTGGAAATGCTTCTGC (34) 

hsa-miR-150-5p TCTCCCAACCCTTGTACCAG Target scan 

hsa-miR-155-5p TTAATGCTAATCGTGATAGGGGT (35) 

hsa-miR-212-5p ACCTTGGCTCTAGACTGCTTA (31) 

hsa-miR-300-5p TATACAAGGGCAGACTCTTC miRgator 

hsa-miR-301a-3p CAGTGCAATAGTATTGTCAAAGC (36) 

hsa-miR-339-5p TCCCTGTCCTCCAGGAGCTC (31) 

hsa-miR-382-5p GAAGTTGTTCGTGGTGGATTC miRwalk 

hsa-miR-378a-5p CTCCTGACTCCAGGTCCTGT (31) 

hsa-miR-431-5p TGTCTTGCAGGCCGTCATGC (31) 

hsa-miR-520a-5p CTCCAGAGGGAAGTATTTCT miRwalk 

hsa-miR-524-5p CTACAAAGGGAAGCACTTTCTC miRwalk 

hsa-miR-525-5p CTCCAGAGGGATGCACTTTC miRwalk 

hsa-miR-548d3p TAGCAAAAACTGCAGTTACTT miRwalk 

hsa-miR-4766-5p TCTGAAAGAGCAGTTGGTGT Target scan 

Reference gene SNORD2 TCATCTTTCGGGACTGACCTG (37) 
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Table S2. In-vivo miR-27a-5p-mimic and negative control sequences 

miR-27a-5p-mimic 
 

Negative control  

 

    

Table S3. Inflammation score developed for the C. difficile infection mouse model. 

1. Submucosal edema  

0 no edema 

1 mild edema with minimal (< 2X) multifocal submucosal expansion 

2 moderate edema with moderate (2–3X) multifocal submucosal expansion 

3 severe edema with severe (> 3X) multifocal submucosal expansion 

4 same as score 3 with diffuse submucosal expansion. 

2. Cellular infiltration (per 400x high power field) 

0 no inflammation (0-5 cells) 

1 minimal multifocal neutrophilic infiltration (6-20 cells) 

2 moderate multifocal neutrophilic infiltration (greater submucosal involvement) (21-60 cells) 

3 severe multifocal to coalescing neutrophilic infiltration (greater submucosal ± mural involvment 

(61-100 cells) 

4 same as score 3 with abscesses or extensive mural involvement (>100 cells) 

3. Epithelial damage 

0 no epithelial changes 

1 minimal multifocal superficial epithelial damage. Desquamation (notable shedding of epithelial 

cells into the lumen) 

2 moderate multifocal superficial epithelial damage. Mucosal erosion (loss of epithelium with 

retention of architecture or gaps of 1-10 cells) 

3 severe multifocal epithelial damage (same as above) +/− pseudomembrane (intraluminal 

neutrophils, sloughed epithelium in a fibrinous matrix). Mucosal ulceration (destruction of lamina 

propria or gaps of >10 cells) 

4 same as score 3 with significant pseudomembrane or epithelial ulceration (focal complete loss of 

epithelium) 

4. Loss of goblet cell ( per 400X high power field) 

0 >28 

1 11-28 

2 1-10 

3 <1 

 

 

 

 

       Guide (5’-3’)  AGGGCUUAGCUGCUUGUGACCCCC 

Passenger (5’-3’)  GGGGGUCACAAGCAGCUAAGCCCU 

       Guide (5’-3’)  AAGGCAAGCUGACCCUGAAGCCCCC 
Passenger (5’-3’)  GGGGGCUUCAGGGUCAGCUUGCCUU 
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Table S4. Primers used for mRNA expression analysis by qRT-PCR 

Gene primers 

hTNF-α 
F’-CGAGTGACAAGCCTGTAGCC 
R’-GTTGACCTTGGTCTGGTAGG 

hIL-8 
F’-GGCACAAACTTTCAGAGACAG 
R’-AAATTTGGGGTGGAAAGGTT 

hACTIN 
F’-AGAAAATCTGGCACCACACC 

R’-AGAGGCGTACAGGGATAGCA 

mKC (IL-8) 
F’-GCTGGGATTCACCTCAAGAA 
R’-AGGTGCCATCAGAGCAGTCT 

mGAPDH 
F’- GAACTGGCAGAAGAGGCACT 
R’-AGGGTCTGGGCCATAGAACT 

h= human; m= mouse 
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Discussion générale  

Les infections à C. difficile induisent une inflammation intestinale importante laquelle est 

responsable d’une grande partie du tableau clinique de ces infections. En effet, la présentation et 

l’évolution des ICD peuvent être corrélées à des marqueurs fécaux de l’inflammation et non pas à des 

marqueurs de l’infection bactériennes. Une illustration de ce fait est l’étude prospective d’El Feghaly 

et al. sur 120 patients hospitalisés et infectés par C. difficile dans laquelle 62 % des patients ont 

développé une diarrhée persistante durant plus de cinq jours après le début du traitement par la 

vancomycine ou le métronidazole (48). Chez ces patients, la charge bactérienne fécale a certes 

diminué avec l’antibiothérapie mais n’a jamais été corrélée à la sévérité de la maladie. En revanche, 

la quantité fécale de l’ARNm des cytokines pro-inflammatoires IL-8 et CXCL5, ainsi que la présence de 

l’IL-8, a été fortement corrélée à la persistance et la sévérité de la maladie. Les auteurs suggèrent 

alors que la modulation de la réponse de l’hôte, en plus de la diminution de la charge bactérienne, 

pourrait constituer une approche plus efficace pour traiter les patients avec une maladie 

persistante. En effet, les colites pseudomembraneuses induites par l’ICD sont dues à une forte 

accumulation des polynucléaires neutrophiles et d’autres cellules immunitaires infiltrées de la 

circulation périphérique, en plus des débris cellulaires nécrotiques, de la fibrine et du mucus (197). 

Ces infiltrats inflammatoires sont principalement recrutés par la production intense de cytokines et 

chimiokines pro-inflammatoires, lesquelles sont produites après l’activation intracellulaire des 

différentes voies de signalisation pro-inflammatoires.  

Plusieurs facteurs ou composants bactériens ont été décrits comme étant capables d’induire une 

réponse pro-inflammatoire après une interaction précoce avec les cellules épithéliales intestinales. 

C’est le cas particulier des toxines TcdA et TcdB de C. difficile qui ont été longtemps considérées 

comme les seuls facteurs de virulence responsables des lésions intestinales observées lors des ICD 

(197). Cependant, il a été rapporté récemment que des souches du ribotype 027 isolées des 

patients infectés par C. difficile, et ne produisant que de faibles quantités de toxines (sous le seuil 

de détection de la méthode de diagnostic par EIA) sont capables d’induire une ICD de même 

sévérité et avec le même niveau de lésions coliques que les souches qui produisent des quantités 

plus importantes de toxines, et ce malgré une capacité de colonisation identique observée entre 

ces deux types de souches (842). Au cours de ces dernières années, plusieurs études ont démontré 

un impact significatif des facteurs autres que les toxines sur la pathogénicité, suggérant que 

l’intoxication des cellules de l’hôte à elle seule n’est pas suffisante à expliquer les lésions tissulaires 

observées lors de l’infection (462).  
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Les flagelles bactériens peuvent être impliqués dans le développement d’une réponse 

inflammatoire délétère au niveau des muqueuses (843). Récemment, le rôle du flagelle de C. 

difficile dans les lésions intestinales a été étudié. La première preuve d’une possible action 

conjointe des toxines et des flagelles de C. difficile sur le processus inflammatoire intestinal a été 

rapportée par Yoshino et al. (224). Notre équipe a ensuite montré que la flagelline de C. difficile 

active principalement la voie pro-inflammatoire de NF-B avec comme conséquence la production 

de cytokines pro-inflammatoires, particulièrement l’IL-8, l’IL-6 et MCP-1 suggérant fortement le 

rôle prépondérant de cette cascade de signalisation centrale suite à l’interaction TLR5-FliC de C. 

difficile (465).  

Alors que le rôle spécifique des toxines TcdA et TcdB dans la réponse inflammatoire a fait l’objet 

d’études in vivo préalables dans le contexte de bactéries flagellées, la coopération entre les toxines 

et les autres composants bactériens dans l’induction de l’inflammation n’a jamais été démontrée 

in vivo. Dans notre travail, nous montrons pour la première fois, dans un modèle murin d’ICD, que 

l’action des toxines à elle seule, sans la flagelline, n’est pas suffisante à provoquer le niveau 

important de lésions épithéliales intestinales observées chez les souris infectées. Ainsi, quelle que 

soit la souche utilisée pour l’infection des souris, R20291 ou 630Δerm, et malgré une sévérité plus 

importante de l’infection provoquée par la souche épidémique R20291, probablement liée à un 

degré différent d’expression des toxines in vivo, la présence des toxines TcdA et TcdB n’a pas suffi 

à elle seule à entrainer les manifestations cliniques et les lésions observées dans ce modèle murin. 

Par ailleurs, malgré la différence quant au rôle des flagelles dans l’adhésion et la colonisation dans 

des modèles in vitro et in vivo observée entre les souches R20291 et 630Δerm de C. difficile (326), 

nos travaux montrent que les flagelles de ces deux souches possèdent la même capacité 

d’induction d’une réponse inflammatoire chez l’hôte. Une façon de confirmer ce rôle similaire de la 

flagelline des deux souches dans l’induction de la réponse inflammatoire serait d’étudier le rôle de 

FliC de la souche 630Δerm dans le fond génétique de la souche R20291 in vivo, en introduisant le 

gène fliC-630Δerm dans le mutant fliC-R20291. Les flagelles semblent alors jouer un rôle essentiel 

dans l’induction et l’amplification de la réponse inflammatoire intestinale. Cela a été confirmé par 

l’absence de manifestations cliniques de l’ICD chez les souris n’exprimant pas le TLR5 (KO tlr5-/-) et 

infectées par la souche R20291, suggérant que la réponse inflammatoire observée chez la souris 

implique une interaction TLR5-flagelline avec pour conséquence l’activation des voies de 

signalisation pro-inflammatoires.  

Nous avons analysé également l’expression des gènes des cytokines pro-inflammatoires dans 

l’intestin et montré une corrélation avec les résultats cliniques et histologiques. En effet, même si 

une activation des voies de signalisation de NF-B et des MAPK a été observée chez les souris 
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infectées par la souche sauvage R20291, la voie de NF-B n’a pas été activée chez les souris 

infectées par le mutant FliC- R20291, suggérant encore une fois le rôle des flagelles dans 

l’activation de cette voie pivot de l’inflammation.  

Nos résultats vont alors dans le même sens que l’hypothèse émise selon laquelle il existerait une 

coopération entre les toxines et les flagelles dans la pathogenèse de C. difficile : les toxines, par 

leur action sur le cytosquelette cellulaire, vont perturber la barrière épithéliale intestinale par 

altération des jonctions serrées permettant à la flagelline d’accéder aux récepteurs TLR5 localisés 

au pôle basolatéral des cellules épithéliales, favorisant ainsi le développement d’une réponse pro-

inflammatoire intestinale. Ce rôle des flagelles et des toxines de C. difficile démontré dans le 

modèle murin d’ICD reste à confirmer chez l’homme. En effet, des différences existent entre les 

caecums murin et humain quant à la composition du microbiote et probablement quant à la 

distribution des sous-populations de cellules immunitaires (844). Ces différences pourraient rendre 

compte d’une réponse de l’hôte différente entre la souris et l’homme. Cependant, les caecums 

murin et humain présentent des ressemblances anatomiques et histologiques, et constituent le 

réservoir hébergeant la plus grande variété d’espèces microbiennes du microbiote intestinal (844). 

Par ailleurs C. difficile colonise principalement cette partie de l’intestin aussi bien chez la souris 

que chez l’homme, même si chez ce dernier tout le gros intestin peut être atteint lors des ICD, ce 

qui n’est pas le cas chez la souris, où les lésions sont localisées principalement dans le caecum. Ces 

ressemblances rapprocheraient le modèle murin d’ICD de l’infection chez l’homme et permettent 

d’extrapoler, tout au moins partiellement, la physiopathologie de l’ICD chez l’homme à partir des 

données chez la souris. 

Ainsi, jusqu’à présent, il était admis que seules les toxines TcdA et TcdB étaient responsables des 

lésions de la muqueuse colique observées au cours de l’infection à C. difficile. Or, l’ensemble de 

nos travaux montrent que, même si la présence des toxines est nécessaire à l’altération de 

l’épithélium muqueux, les flagelles de la bactérie contribuent à la dérégulation de la réponse innée 

par le biais de la stimulation des TLRs exposées au pathogène durant l’infection. Cet aspect 

constitue l’un des aspects les plus originaux de notre travail et apporte de nouveaux éléments à la 

compréhension de la physiopathologie de l’ICD. Par ailleurs, ces données renforcent le fait que la 

flagelline bactérienne pourrait constituer un bon immunogène pour l’induction d’une réponse 

immunitaire protectrice contre des pathogènes intestinaux et elles ouvrent la voie à d’autres 

approches vaccinales en complément des approches utilisant les toxines TcdA ou TcdB comme 

seuls immunogènes et dont l’efficacité en termes de protection s’est révélée jusqu’à présent 

incomplète. 
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Dans le contexte de l’ICD, les flagelles bactériens à proximité de l’épithélium muqueux vont, par la 

stimulation du TLR5 et par leur rôle pro-inflammatoire, lever le phénomène de tolérance et 

d’homéostasie muqueuse, amplifiant par là même la réponse innée de l’hôte. Cette réponse 

dépassera probablement le but principal de clairance du pathogène et provoquera des effets 

délétères au niveau de la muqueuse concernée. C’est sur cet aspect que nous nous sommes 

focalisés dans la deuxième partie de cette thèse, où nous avons tenté de disséquer les mécanismes 

de régulation de 

Cette réponse inflammatoire de l’hôte induite par C. difficile. En effet, l’activation de la réponse 

immunitaire innée via les voies de signalisation dépendantes des récepteurs TLRs est nécessaire à 

l’élimination des agents pathogènes. Or une activation excessive de ces voies pourrait perturber 

l’homéostasie cellulaire et immunitaire et provoquer des lésions tissulaires. Ce processus 

inflammatoire délétère est à l’origine d’une grande partie des manifestations cliniques observées 

lors des ICD, et plus particulièrement des formes modérés et sévères de l’infection, comme dans 

les cas des colites pseudomembraneuses, du mégacôlon toxique, de la colite fulminante ou de la 

perforation colique. Ainsi, ces complications inflammatoires peuvent même favoriser la mort, en 

particulier chez des patients fragiles et à risque. De ce fait, il est tout à fait légitime d’envisager, en 

parallèle d’un traitement antibiotique efficace, le contrôle de la réponse inflammatoire intestinale 

afin de limiter l’intensité des lésions intestinales ainsi que l’incidence des formes graves de 

l’infection et de permettre un rétablissement plus efficace et plus rapide des patients.  Les 

effecteurs des voies de signalisation de NF-B sont relativement bien connus et pourraient 

constituer des cibles directes pour le contrôle de cette voie de signalisation. Néanmoins, la 

spécificité de ce type de ciblage peut s’avérer délicate de par le fait que ces effecteurs sont souvent 

pléiotropes et très ubiquitaires dans les différents tissus. Nous avons alors tenté de rechercher 

d’autres mécanismes de régulation plus spécifiques de la voie NF-B dans le contexte de 

l’inflammation intestinale. 

Nous avons observé dans nos études in vivo du rôle des flagelles, discutées plus haut, une 

augmentation de l’expression des gènes de l’inflammation activée par la voie NF-B, mais 

également une diminution consécutive de l’expression d’autres gènes, dont celui codant le 

récepteur TLR5 lui-même, suggérant la présence d’une régulation négative de ces gènes induite 

par les flagelles eux-mêmes. Parmi les mécanismes de régulation des voies de signalisation des 

TLRs, nous nous sommes particulièrement intéressés aux microARN, responsables de la régulation 

post-transcriptionnelle des gènes. Ces ARN non codant jouent un rôle important dans la 

modulation des voies de signalisation des TLRs (voir Chapitre IV.7.2 miARN et voies de signalisation 

des récepteurs TLRs), et agissent dans la régulation de l’expression des gènes des effecteurs et des 
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régulateurs de signalisation des TLRs, des facteurs de transcription ainsi que des gènes codant les 

cytokines (741). A ce jour, malgré le nombre important de publications établissant le lien entre les 

miARN et une grande variété de pathologies, une seule étude a fait le lien entre les ICD et les 

miARN. Dans cette publication, il est rapporté que le miR-146b est surexprimé dans le côlon des 

souris infectées par C. difficile et que l’activation du miR-146b et de PPARy est impliquée dans la 

régulation de la réponse des lymphocytes Th17 dans les colites induites par C. difficile chez la 

souris (845). 

Afin d’étudier l’expression des miARN associés à la réponse inflammatoire induite par la flagelline 

de C. difficile, nous avons débuté notre étude par le criblage des miARN régulés par les flagelles au 

cours des ICD. Nous avons réalisé une sélection de miARN répertoriés dans les banques de 

données en nous appuyant sur des données publiées montrant, d’une part, un lien entre un miARN 

donné et un effecteur ou une protéine de signalisation commune aux voies des TLRs (tel que le 

complexe IRAK-TRAF ou le facteur NF-B) ou, d’autre part, une variation de l’expression d’un 

miARN en réponse à la flagelline bactérienne. La sélection a également été basée sur des banques 

de données (TargetScan, miRGator et miRWalk) spécifiques des miARN, utilisant des algorithmes 

permettant de prédire leurs cibles par la recherche d’une homologie structurale entre la région 

3’UTR de l’ARNm cible (le TLR5 dans notre cas) et les différents miARN. Un criblage plus large 

aurait pu être effectué, par la technique de RNA-seq par exemple ; cependant, compte tenu du 

grand nombre de miARN humains l’interprétation des résultats pourrait s’avérer complexe avec la 

détection des miARN pas nécessairement impliqués dans le processus inflammatoire (faux-

positifs). Nous avons alors décidé d’adopter cette approche de criblage restreint pour mieux cibler 

la régulation des voies de signalisation pro-inflammatoires impliquées dans la réponse de l’hôte 

associée aux flagelles. 

Parmi 113 miARN dont l’expression a été analysée in vitro, sur une cinétique de 12 h, 4 miARN ont 

présenté une variation d’expression (plus de 2 fois) après stimulation des cellules Caco-2 par la 

flagelline recombinante FliC de C. difficile : les miR-27a-5p, miR-146a-5p, miR-222-5p et miR-21-3p. 

Par ailleurs, ces 4 miARN ont présenté des cinétiques d’expression différentes et ont été 

également surexprimés dans les cellules infectées par la souche R20291 de C. difficile, 

contrairement aux cellules infectées par le mutant isognénique non flagellé, suggérant ainsi une 

surexpression induite spécifiquement par la flagelline de C. difficile. Cette surexpression spécifique 

de ces miARN induite par la flagelline a été également observée in vivo dans le modèle murin 

d’ICD. Ainsi, ces 4 miARN ont été surexprimés dans le caecum des souris infectées par la souche 

R20291 sauvage mais pas dans le caecum des souris infectées par le mutant non flagellé, ni dans le 

caecum des souris KO tlr5-/- infectées par la souche R20291 sauvage de C. difficile. Bien que nous 
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soyons particulièrement intéressés à la régulation de la voie de signalisation activée par 

l’interaction FliC-TLR5, l’étude de l’induction de l’expression de ces miARN par la bactérie entière 

était nécessaire pour confirmer que cette expression n’est pas inhibée par d’autres composants 

bactériens ou qu’elle résulte d’un artéfact expérimental.  

La détection d’une régulation pour seulement 4 des 113 miARN étudiés peut sembler relativement 

faible, mais il est intéressant de noter qu’à l’heure actuelle les rapports de la littérature font mention 

de seulement 1 ou 2 miARN identifiés comme étant spécifiques d’une pathologie particulière. Par 

exemple, le miR-155 semble être impliqué dans la polyarthrite rhumatoïde pour son rôle pro-

inflammatoire (846). Ce miARN est surexprimé dans les macrophages de la membrane et du liquide 

synovial chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde et cible la protéine SHIP-1 (Src 

homology 2-containing inositol phosphatase-1), régulatrice négative de l’inflammation. Ainsi, les 

souris déficientes pour le miR-155 deviennent résistantes à la polyarthrite induite par le collagène. 

D’autre part, le miR-326 est impliqué dans la sévérité de la sclérose en plaques pour son rôle dans la 

voie de développement des lymphocytes Th17 de la réponse immunitaire (847). Ce miARN cible un 

régulateur négatif de la différenciation des cellules Th17 (Ets-1) et son inhibition in vivo, chez la 

souris, permet la diminution de la production des cellules Th-17 et la réduction de la sévérité de la 

pathologie.  

Nous avons étudié l’impact de l’inhibition des voies de signalisation de NF-B et des MAPKs, afin 

de déterminer celles qui induisent les 4 miARN identifiés. Nous avons ainsi observé une très forte 

inhibition de l’expression du miR-27a-5p dans les cellules stimulées par FliC ou par la souche 

R20291 et préalablement incubées avec un inhibiteur chimique de la voie de signalisation de NF-

B. Ceci suggère que le miR-27a-5p est induit par l’activation de la voie de NF-B. Ce fort degré 

d’inhibition de l’expression du miR-27a-5p n’a pas pu être observé lors de l’inhibition spécifique 

des voies des MAPKs ; par ailleurs, l’expression des trois autres miARN a été moins affectée que 

celle du miR-27a-5p dans les différentes conditions testées. Le niveau élevé d’inhibition du miR-

27a-5p nous a conduit à poursuivre notre étude en nous focalisant sur le rôle in vivo et in vitro du 

miR-27a-5p dans l’inflammation intestinale associée à l’ICD. L’utilisation des molécules inhibant 

(anti-miR-27a-5p) ou mimant l’activité (miR-27a-5p-mimic) du miR-27a-5p a permis d’identifier un 

rôle anti-inflammatoire de ce miARN dans le modèle de cellules épithéliales intestinales Caco-2 

stimulées par la flagelline FliC de C. difficile. En effet, le miR-27a-5p-mimic induit une nette 

diminution de l’activation de la voie de NF-B et de l’expression de gènes des cytokines pro-

inflammatoires IL-8 et TNFα, ainsi que la production de l’IL-8 dans le surnageant de culture des 

cellules, alors que l’anti-miR-27a-5p induit l’effet totalement opposé. L’activité anti-inflammatoire 

du miR-27a-5p suggère que ce miARN pourrait participer à une boucle de rétrocontrôle 
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négatif dans laquelle l’activation de la voie pro-inflammatoire de NF-B, suite à l’interaction TLR5-

FliC, induirait une surexpression du miR-27a-5p qui exercerait en retour une activité anti-

inflammatoire, en agissant à différents niveaux possibles de la voie de NF-B elle-même. Le rôle du 

miR-27a-5p dans la régulation des voies des MAPKs n’a pas été étudié dans ce travail de recherche, 

il serait alors intéressant d’étudier également l’impact du miR-27a-5p sur ces voies de signalisation, 

bien que l’impact observé de l’inhibition de ces voies sur ce miARN soit moindre. De plus, le rôle 

des trois autres miARN miR-146a-5p, miR-222-5p et miR-21-3p dans la régulation de la réponse 

pro-inflammatoire associée à l’ICD reste à déterminer. Ces trois miARN ont été décrits comme 

étant impliqués dans la régulation de la signalisation inflammatoire ainsi que dans d’autres 

processus pathologiques. Par exemple, le miR-146a possède une activité anti-inflammatoire dans 

des tissues rénaux de patients atteints de néphrite lupique en inhibant la signalisation de NF-B et 

la synthèse des IL-1β, IL-6, IL-8 et TNF-α par le biais de la régulation de l’expression de la protéine 

TRAF6 (848). En revanche, un rôle pro-inflammatoire a été également montré pour ce miARN, 

comme dans un modèle in vitro de sepsis dans lequel le miR-146a augmente l’expression des 

cytokines pro-inflammatoires dans des cellules endothéliales du cordon ombilical (human umbilical 

vein endothelial cells, HUVEC) ou des vaisseaux pulmonaires (human pulmonary microvascular 

endothelial cells, HPMEC) (849). Quant au miR-21, c’est l'un des miARN les plus fréquemment 

régulés dans les tumeurs solides et il est connu pour être un miARN oncogénique (850). Un rôle anti-

inflammatoire du miR-21 a été également décrit dans la régulation négative de la signalisation TLR4-

NF-B notamment dans les macrophages (851). Enfin, le miR-222 est également impliqué dans le 

cancer dans des processus physiologiques du système cardiovasculaire. Dans le muscle cardiaque par 

exemple, le miR-222 pourrait favoriser la croissance, la prolifération et la survie des cardiomyocytes 

en ciblant directement P27, HIPK-1, HIPK-2 et CITED-4 dans la voie de l'exercice traditionnel (852). Le 

rôle de ce miARN dans l’inflammation n’est pas bien élucidé. 

L’activité anti-inflammatoire du miR-27a-5p observée in vitro nous a permis d’émettre l’hypothèse 

qu’un analogue synthétique de ce miARN (miR-27a-5p-mimic) pourrait réduire l’inflammation 

intestinale observée lors d’une ICD in vivo. Nous avons alors traité des souris infectées par la 

souche R20291 de C. difficile par une formulation du miR-27a-5p-mimic par voie IV. Toutes les 

souris infectées et non traitées par ce miARN mimic ont développé une ICD avec une inflammation 

intestinale importante et un taux de mortalité de 19 % a été observé. En revanche, 70 % des souris 

infectées et traitées par le miR-27a-mimic n’ont présenté aucun signe de la maladie ; les autres 

souris (30 %) n’ont développé qu’une diarrhée simple sans ou avec peu d’inflammation intestinale 

et aucune mortalité n’a été observée dans ce groupe d’animaux. Les analyses 

anatomopathologiques, transcriptomiques et protéiques sur des marqueurs d’inflammation  de la 
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voie pro-inflammatoire de NF-B ont confirmé la réduction de la réponse inflammatoire 

intestinale. Ces résultats apportent la preuve du concept du rôle important du miR-27a-5p dans le 

contrôle de la réponse pro-inflammatoire intestinale induite par l’ICD, et ouvrent la voie à 

l’utilisation de ce miARN, en association à une antibiothérapie efficace, dans le traitement des 

formes modérés à sévères des ICD. En réduisant l’activation de la voie de signalisation de NF-B et 

en mimant l’activité anti-inflammatoire du miR-27a-5p naturel dans la boucle de rétrocontrôle 

négatif, cette molécule pourrait contrôler les boucles continues d’activation de cette voie pro-

inflammatoire.  

Il a été montré que, les flagelles bactériens étant des PAMPs, ils induisent l’expression des miARN y 

compris du miR-27a-5p, dans plusieurs types de cellules (803). Ainsi, ce miR-27a-5p a été décrit 

comme étant impliqué dans la régulation de différents processus pathologiques. Par exemple, le 

miR-27a-5p est inhibé dans des tissus de cancer du poumon à petites cellules, et sa surexpression 

inhibe l’agressivité des cellules cancéreuses (853). Le miR-27a-5p aurait également un rôle 

suppressif de tumeurs pendant les phases précoces de la carcinogenèse de la prostate (854). En 

revanche, ce même miARN pourrait avoir un rôle oncogénique dans d’autres types de cancer, 

comme le cancer du sein (855). Cet aspect devra être pris en compte dans l’éventuel projet de 

développement de ce miARN pour une approche thérapeutique de l’inflammation.  

Le rôle anti-inflammatoire du miR-27a-5p a été décrit dans d’autres tissus que l’épithélium 

intestinal. Par exemple, le miR-27a-5p est impliqué dans la régulation de la réponse inflammatoire 

des cellules endothéliales aortique humaines (HAEC), via la voie NF-B, en réponse à des 

glycérophospholipides oxidizés et à l’IL-1B (856). De même, l’expression du miR-27a-5p est 

diminuée dans les cellules interstitielles de la valve mitrale en réponse au TNFα, et un miR-27a-5p-

mimic cible la voie de signalisation de JNK et β-caténine et protège les cellules interstitielles des 

dommages cellulaires induites par le TNFα (857). Il a été également observé qu’un miR-27a-5p-

mimic atténue les dommages inflammatoires induits par l'ischémie-reperfusion de la barrière 

hémato-encéphalique en inhibant la voie NF-B / IL-1β (858). En revanche, le miR-27a pourrait 

jouer un rôle pro-inflammatoire dans des macrophages stimulés en régulant l’expression de l’IL-10, 

cytokine anti-inflammatoire (859). Par ailleurs, le rôle des miARN (mais pas du miR-27a-5p) a été 

largement étudié dans les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin : ainsi, un grand 

nombre de miARN pourrait présenter un rôle anti- ou pro-inflammatoires dans le contexte de ces 

maladies (860). 

Compte tenu des fonctions biologiques diverses du miR-27a-5p, la question de la toxicité 

potentielle et de la spécificité de ce miARN s’impose. Il s’avère donc nécessaire d’identifier la cible 
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cellulaire directe du miR-27a-5p afin de mieux caractériser son mécanisme d’action. Plusieurs 

cibles du miR-27a-5p dans la voie de signalisation de NF-B ont été décrites dans la littérature. Par 

exemple, la protéine TAB3 qui participe à l’activation de la voie de signalisation de NF-B a été 

décrite comme une cible du miR-27a-5p dans le foie des souris atteint de sepsis et traitées par le 

Paclitaxel (861). Dans une autre étude, la protéine TICAM-2 (un adaptateur de la voie TLR4) a été 

identifiée comme cible du miR-27a dans la barrière hémato-encéphalique des rats (858). Romay et 

al. ont montré que le miR-27a-5p pourrait cibler une 22 protéines différentes séléctionnées in 

silico sur la base de la présence dans la région 3’-UTR de leur ARN de sites de liaison à ce miARN 

(prédits par la base de données miRANDA) par la technique du gène rapporteur.  Parmi ces cibles, 

on trouve des activateurs de la voie de signalisation de NF-B comme la protéine MAP2K7 ou des 

inhibiteurs de cette même voie dont les protéines TNFAIP3 et TNIP1 (856). Cette diversité de cibles 

pour un même miARN pourrait expliquer les rôles différents du miR-27a-5p mentionnés dans le 

paragraphe précédant. A ce jour, le mécanisme par lequel un miARN donné régule 

préférentiellement une cible donnée sans les autres cibles prédites n’a toujours pas été bien 

élucidé. Cependant l’environnement et les conditions cellulaires, les stimuli ainsi que le type 

cellulaire/tissulaire pourraient constituer des facteurs déterminant le rôle d’un miARN ainsi que sa 

cible principale dans ces conditions. Au cours de notre travail, nous avons identifié RelA 

(composant du complexe protéique NF-B) comme cible potentielle du miR-27a-5p en nous basant 

sur une homologie de séquence et la construction d’un gène rapporteur luciférase de la région 3’-

UTR de RelA (résultats non présentés). Malgré les résultats positifs obtenus, cette approche reste 

une approche artificielle qui pourrait générer des résultats faux-positifs. Des techniques qui 

permettent l’identification directe des cibles des miARN endogènes existent et seront envisagées 

pour l’indentification de la ou les cibles du miR-27a-5p.  

L’effet anti-inflammatoire du miR-27a-5p-mimic étudié dans ce travail de thèse pourrait conduire 

au développement à moyen terme d’une approche thérapeutique novatrice ciblant spécifiquement 

la voie de signalisation pro-inflammatoire TLR5-NF-B induite par C. difficile, afin de réduire la 

réponse délétère de l'hôte, responsable des lésions tissulaires et des manifestations cliniques 

sévères. Par ailleurs, dans le cas d’autres maladies inflammatoires sévères de l’intestin comme la 

maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique, cette approche thérapeutique pourrait s’avérer 

être très utile et représenter une véritable alternative aux médicaments anti-inflammatoires 

comme les corticoïdes ou les biothérapies (anticorps monoclonaux anti TNF-α entre autres) dont 

les effets indésirables à moyen et long terme sont considérables voire mortels (risques de 

surinfection graves, développement de cancers, etc.).  
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Conclusion et perspectives  

Le traitement actuel des infections à Clostridium difficile est uniquement basé sur l’utilisation 

d’antibiotiques (vancomycine, métronidazole). Les patients atteints d’ICD en milieu hospitalier et 

développant des formes modérées à sévères de l’infection pourraient bénéficier d’une approche 

thérapeutique ciblant spécifiquement la forte réponse inflammatoire intestinale. La sévérité de 

l’infection est la conséquence d’une forte réponse inflammatoire, laquelle n’est pas contrôlée par 

les antibiotiques, et est à l’origine de l’allongement de la durée de séjour et des coûts élevés de 

l’infection. D’autre part, les traitements standards des maladies inflammatoires chroniques que 

sont les corticostéroïdes, les immunosuppresseurs et des anti-TNF-α sont lourds et présentent de 

nombreux effets secondaires. La proposition d’une nouvelle approche thérapeutique ciblant 

l’inflammation localisée au niveau des cellules épithéliales intestinales, via la modulation de la voie 

NF-αB par un microARN, parait donc pertinente. Les miARN constituent une nouvelle classe 

d’outils thérapeutiques qui commencent tout juste à arriver à arriver sur le marché ; en effet, le 

premier médicament à base d’ARN, développé par Anylam pharmaceuticals, a obtenu son 

autorisation de mise sur le marché (AMM) aux États-Unis et en Europe en août 2018. Le 

développement de ce type de médicament, soutenu par des start-ups ou des sociétés de 

biotechnologies, pour des maladies inflammatoires apparait comme une voie novatrice et 

prometteuse du développement pharmaceutique. 

L’effet anti-inflammatoire du mir-27a-5p-mimic dans les ICD fait actuellement une demande de 

dépôt d’un brevet. Ainsi, nos résultats nous ont permis d’obtenir un financement auprès de la SATT 

Paris-Saclay afin de valoriser nos travaux. Un programme de développement à moyen et long 

terme a été ainsi proposé.  L’objectif principal de ce programme est l’obtention d’un produit 

candidat médicament prêt à entrer en phase préclinique règlementaire. Étant donné que nous 

avons obtenu la preuve de concept sur l’efficacité du miR-27a-mimic dans la régulation de 

l’inflammation intestinale associée aux ICD (dans un modèle murin), l’identification et la validation 

de la cible semblent nécessaires pour comprendre par la suite le mécanisme d’action du miR-27a-

5p.  Cette tâche est alors envisagée pour un programme de pré-maturation, dans un premier 

temps. Nous envisageons alors d’identifier la cible cellulaire principalement grâce à une technique 

nommée TargetLink, dont la mise au point a été initiée au laboratoire). Cette technique consiste à 

co-précipiter le miR-27a-5p endogène lié à son ARNm cible après « cross linking » par rayons UV. 

Une deuxième approche protéique pourrait être envisagée en parallèle pour superposer les 

résultats. Une fois la cible identifiée, la deuxième partie du travail sera consacrée à sa validation in 

vitro dans le modèle de cellules épithéliales intestinales humaines Caco-2 et in vivo dans le modèle 
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murin d’ICD, par l’étude transcriptomique et protéique. L’expression du miR-27a-5p et de sa cible 

sera également étudiée dans des biopsies humaines des patients infectés par C. difficile. 

L’utilisation de siRNAs pour la validation de la ou les cibles est également envisagée. Cette 

technique nous permettra d’identifier, dans le cas où le miR-27a-5p possèderait plusieurs cibles, 

l’ARNm principalement ciblé par le miARN et celui dont l’inhibition a le plus grand impact dans 

l’effet observé sur la modulation de la réponse inflammatoire. En fonction des résultats, un 

changement de l’objet thérapeutique pourrait alors être envisagé plus tard durant la 

« maturation », par un switch miARN en siRNA, qui présenterait une complémentarité parfaite 

avec la cible et donc une spécificité améliorée. L’étude de l’infection chez des souris KO pour la ou 

les cibles identifiées (selon leur disponibilité) pourrait être envisagée pour compléter l’étude et 

valider la cible identifiée. En parallèle de ces travaux, des études de l’effet dose seront effectuées 

pour déterminer la puissance et l’efficacité maximale du candidat médicament. Sous réserve des 

résultats positifs, ce travail sera poursuivi dans le cadre d’une maturation où nous étudierons la 

pharmacocinétique, la biodistribution, la formulation et la voie d’administration du candidat 

médicament, qui dépendront à leur tour des résultats obtenus en pré-maturation. Des études 

préliminaires de toxicité seront également réalisées. 

Les résultats de nos études apportent donc la preuve du concept pour une nouvelle approche 

thérapeutique ciblant l’inflammation intestinale au cours des ICD en complément de 

l’antibiothérapie.  
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Résumé : Clostridium difficile (CD) représente la 
première cause d’infections digestives nosocomiales 
dans les pays développés. Les infections à CD (ICD) 
induisent une inflammation intestinale importante 
laquelle se manifeste principalement par des colites 
pseudomembraneuses et d’autres complications ainsi 
que par un taux de mortalité élevé. Les toxines TcdA et 
TcdB représentent les facteurs majeurs de virulence, 
mais d’autres composants bactériens sont également 
impliqués dans le processus pathologique, et en 
particulier les flagelles. Il a été montré que la flagelline 
de CD interagit avec le récepteur TLR5 exprimé à la 
surface des cellules épithéliales intestinales et active 
principalement la voie de signalisation pro-

inflammatoire de NF-B. Dans la première partie des 
travaux de cette thèse, nous avons validé ce rôle des 
flagelles in vivo dans un modèle murin d’ICD, en 
montrant que les 

flagelles induisent une réponse inflammatoire au 
niveau de la muqueuse caecale en synergie avec les 
toxines. La régulation de cette inflammation par les 
microARN (miARN) a été ensuite étudiée. Nous avons 
montré que CD induit l’expression in vitro et in vivo du 
miR-27a-5p. Les résultats de nos travaux suggèrent que 

ce miARN est induit par l’activation de la voie de NF-B 
dans des cellules épithéliales intestinales Caco-2 
stimulées par FliC et exerce une activité anti-
inflammatoire en modulant l’activation de cette même 
voie de signalisation en boucle de retrocontrôle négatif. 
Le traitement d’un modèle murin d’ICD par un miR-27a-
5p-mimic réduit l’inflammation intestinale des souris 
infectées apportant la preuve du concept pour une 
nouvelle approche thérapeutique. Cette approche 
pourrait être considérée dans le traitement de 
l’inflammation associée aux ICD. 

 

 

Title: Inflammation associated with Clostridium difficile infections: role of flagella and regulation by microRNA 
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Abstract: Clostridium difficile (CD) is the leading cause of 
nosocomial intestinal infections in developed countries. 
CD infections (CDI) induce significant intestinal 
inflammation which is manifested primarily by 
pseudomembranous colitis and other complications as 
well as a high mortality rate. The toxins TcdA and TcdB 
represent the major factors of virulence of CD, but other 
bacterial components, particularly flagella, are also 
involved in the pathological process. It has been shown 
that the CD flagellin interacts with the TLR5 receptor 
expressed on the surface of intestinal epithelial cells and 

predominantly activates the pro-inflammatory NF-B 
signaling pathway. In the first part of this work, we 
validated this role of the flagella in vivo in a mouse model 
of CDI, by showing that flagella induce a pro-
inflammatory response 

in intestinal epithelium in synergy with toxins. The 
regulation of this inflammation by microRNAs (miRNAs) 
was then studied. We have shown that CD induces 
expression of the miR-27a-5p in vitro and in vivo. Our 
results show that this miRNA is induced by the 

activation of the NF-B pathway in FliC-stimulated Caco-
2 intestinal epithelial cells and exerts an anti-
inflammatory activity by modulating the activation of 
this same signaling pathway in a negative feedback 
manner. The treatment of a mouse model of CDI with 
miR-27a-5p-mimic reduces the intestinal inflammation 
of infected mice, providing proof of concept for a new 
therapeutic approach. This approach could be 
considered in the treatment of inflammation associated 
with CDI. 
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