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ABSTRACT

ABSTRACT

N-Acyl-Homoserine Lactones (AHLs) are Quorum Sensing molecules involved in bacterial
network communication and are also able to have effects on eukaryotic cells as part of the inter-
kingdom signalling. Our team identified AHLs in the gut ecosystem, and among them one that
had never been described, 3-oxo-C12:2-HSL. The molecule was decreased in Inflammatory
Bowel Disease (IBD) patients and its presence was correlated to normobiosis. 3-oxo0-C12:2-
HSL is structurally close to 3-oxo-C12-HSL, a well characterised molecule produced by the
pathogenic bacterium Pseudomonas aeruginosa. Following its identification, several goals
have been set to study 3-oxo-C12:2-HSL: (i) explore its effects on the intestinal barrier
function; (ii) study its impact on inflammation; (iii) synthesize analogue molecules with greater
effects aiming at developing new therapeutics. The latter brought us to synthesize 3-oxo-C12-
2-Amino-4-ChloroPhenol (ACP), a molecule which has strong anti-inflammatory properties.
The aim of my PhD was to study the effects of the natural molecule 3-oxo0-C12:2-HSL and
ACP, a synthetic analogue, on intestinal inflammation as well as involved mechanisms and
prospective eukaryotic receptors.

We used the murine macrophages RAW264.7 cell line as well as peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) activated with interferon-y and lipopolysaccharide. Immune cells
exposed to 3-0x0-C12:2-HSL or ACP (50uM) secreted less pro-inflammatory cytokines such
as Tumor Necrosis Factor-o and interleukin 1 comparted to control cells. Moreover, by
analysing the transcriptome of RAW264.7 cell exposed to either one of the AHLs, we identified
specifically one inflammatory pathway differentially down-regulated compared to the control:
JAK-STAT pathways. Phosphorylation of the transcriptional factor RelA from the NF-kB
pathway was decreased in presence of 3-ox0-C12:2-HSL. In addition, this AHL down-regulated
specifically the phosphorylation of JAK1 and STATI. Besides, we hypothesised that, due to
their analogous structure, 3-0x0-C12-HSL and 3-ox0-C12:2-HSL shared the same cellular
partner, notably among the G-protein coupled receptors, the bitter taste receptor T2R38,
expressed by immune cells and intestinal epithelial cells. The immunomodulatory effects of 3-
0x0-C12:2-HSL were abolished in presence of an allosteric inhibitor of T2R38. We also
identified by screening seven other bitter taste receptors by 3-oxo-C12:2-HSL but not ACP.

To conclude, AHLs are new actors in host-microbiota interactions and their study is a new
lead in the IBD physiopathology. Developing mechanisms involved and their effects in vivo is
a requirement to clarify those inter-kingdom interactions.

Key words:

Inflammation; Inflammatory Bowel Disease; Quorum Sensing; N-Acyl Homoserine Lactone ;
Bitter Taste Receptors



RESUME

RESUME

Les N-Acyl-Homoserine Lactones (AHLs) sont des molécules du Quorum Sensing
impliquées dans le réseau de communication inter-bactérien et peuvent également étre
reconnues par les cellules eucaryotes dans le cadre du dialogue inter-régne. Notre équipe a
récemment mis en évidence la présence de différentes AHLs dans I’écosystéme intestinal
humain et identifi¢ une AHL jusqu’alors jamais décrite, la 3-ox0-C12:2-HSL. La présence de
cette molécule était diminuée chez les patients atteints de Maladie Inflammatoires Chroniques
de I’Intestin (MICI), cette diminution étant corrélée a un état de dysbiose. La 3-oxo0-C12:2-HSL
est structurellement proche de la 3-oxo-C12-HSL, molécule bien caractérisée et produite par la
bactérie pathogéne Pseudomonas aeruginosa. Suite a la mise en évidence de la 3-oxo-C12:2-
HSL, plusieurs objectifs ont été définis : (1) explorer les effets de cette molécule sur la fonction
de barricre intestinale ; (ii) étudier les effets sur I’inflammation ; (iii) synthétiser des analogues
ayant des effets plus forts, a visée thérapeutique. C’est dans le cadre de ce troisiéme axe qu’a
¢té¢ synthétisé la 3-oxo-C12-2-Amino-4-ChloroPhénol (ACP), molécule ayant des fortes
propriétés anti-inflammatoires. Les objectifs de ma thése ont ét¢ d’étudier I’impact de la
molécule naturelle 3-oxo0-C12:2-HSL et d’un analogue synthétique ACP sur I’inflammation
intestinale, les mécanismes impliqués et d’identifier de potentiels récepteurs.

Nous avons utilisé¢ la lignée de macrophage murins RAW264.7 ainsi que des cellules
mononucléées issues du sang périphérique stimulés par de [Dinterféron-y et du
lipopolysaccharide. Les cellules immunitaires exposées a la 3-o0xo-C12:2-HSL ou a I’ACP a
50uM sécrétaient moins de cytokines pro-inflammatoires dont le Tumor Necrosis Factor-a et
I’interleukine-1f par rapport aux contrdles. De plus, en analysant le transcriptome des cellules
RAW264.7 exposérs a I’une ou I’autre des AHLSs, nous avons identifi¢ spécifiquement une voie
de I’inflammation différentiellement régulée a la baisse par rapport a la condition contrdle : la
voie JAK-STAT. Cette AHL diminuait spécifiquement la phosphorylation des protéines JAK 1
et STATI. Par ailleurs, nous avons émis I’hypothése que, du fait de leur structure proche, la 3-
0x0-C12-HSL et la 3-0ox0-C12:2-HSL partageaient les mémes cibles cellulaires eucaryotes,
notamment parmi les récepteurs couplés a une protéine G, le récepteur du gotit amer T2R138,
exprimé par les cellules immunitaires et les cellules épithéliales intestinales. Les effets modulo-
inflammatoires de la 3-oxo-C12:2-HSL ¢étaient abolis en présence d’un inhibiteur allostérique
de T2R138. Nous avons également identifié par screening sept autres récepteurs du gout amer
activés par la 3-0x0-C12:2-HSL et non pas par I’ACP.

En conclusion, les AHLSs sont des nouveaux acteurs de ’interaction hote microbiote et leur
¢tude constitue une nouvelle piste dans la physiopathologie des MICI. L’étude des mécanismes
impliqués et leurs effets in vivo demeure nécessaire pour mieux comprendre ces interactions
inter-régne.

Mots Clés :
Inflammation ; Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin ; Quorum Sensing ; N-Acyl
Homosérine Lactones ; Récepteurs du Golit Amer
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PREFACE

PREFACE

Souvent considéré comme un organe a part entiére, le microbiote intestinal est
longtemps resté méconnu, essentiellement par manque d’outil adapté a son étude. Initialement
limitée par les méthodes de culture traditionnelles, la description compositionnelle du
microbiote a été rendue possible grace a I’essor du séquencage a haut débit et d’outils
informatiques a partir des années 1980 (découverte du 16S) et avec un regain dans les années
2000 (métagénomique). Avec le développement de nouveaux outils tels que la spectrométrie
de masse et a la diminution des cofits, une approche plus fonctionnelle des micro-organismes
du microbiote s’est développée. C’est notamment le cas pour certains métabolites ou co-
métabolites bactériens comme les acides gras a chaine courte et les acides biliaires qui font
I’objet de nombreuses ¢tudes. Tout comme la composition du microbiote est affectée chez les
patients atteints de Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI), les fonctions
portées par ce microbiote sont également modifiées, avec une diminution des acides biliaires
secondaires par exemple. La description de ces fonctions altérées lors de pathologies permet
d’envisager de nouvelles pistes thérapeutiques pour certaines maladies n’ayant actuellement
aucun traitement curatif comme les MICI.

Au sein de notre équipe, nous étudions une classe particuliére de métabolites bactériens
les Acyl-Homosérine Lactones (AHLs), utilisées par les bactéries dans le cadre du Quorum
Sensing ou dialogue inter-bactérien. Nous explorons ces molécules car il s’avere qu’elles
exercent également des effets sur des cellules eucaryotes. Elles représentent a ce titre des
molécules d’intérét puisqu’on peut facilement imaginer que des anomalies compositionnelles
du microbiote entrainent des anomalies de ces métabolites. Bien qu’elles soient fréquement
associées aux bactéries pathogeénes, nous étudions 1’effet éventuellement bénéfique de ces
molécules dans le contexte des MICI. Notre ¢tude a pour but de décrire les effets des AHLs sur
I’hote et leur implication dans ce dialogue inter-régne. La finalité est d’inclure ces données de
fagon écosystémique, permettant d’explorer les réseaux qui se créent entre 1’hote, son

microbiote et les micro-organismes entre eux.

X
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INTRODUCTION : L’INTESTIN, ORGANE COMPLEXE A L’ INTERFACE DE DEUX COMPARTIMENTS

I- L’intestin, organe complexe a ’'interface de deux compartiments
A. Organisation générale de I’intestin

1. Structure macroscopique de I’intestin

Le tractus digestif est un organe tubulaire d’environ cinqg métres chez I’homme et
permettant principalement la digestion des aliments : 1’ingestion, le transport, la digestion,
I’absorption et I’élimination. L’appareil digestif comprend des organes variés : la cavité
buccale, le pharynx, I’cesophage, I’estomac, I’intestin gréle, le colon, le rectum et ’anus. Ces
organes sont accompagnés de différentes glandes, permettant d’aider aux fonctions de
I’appareil digestif. Parmi ces organes qualifiés d’annexes, mais pour certains vitaux, il y a les
glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire, le pancréas (Figure 1A).

L’intestin gréle commence a la sortie de I’estomac, au niveau du pylore, et est divisé en
plusieurs parties : le duodénum, le jéjunum et ’iléon. Le caecum regoit 1’iléon terminal et
constitue le début du colon, lui-méme subdivisé en c6lon ascendant, c6lon transverse puis colon

descendant. Le colon se poursuit par le rectum et se termine par 1’anus.

La paroi de I’intestin gréle et du colon est organisée en différentes couches concentriques
(Figure 1B) : la couche externe, musculeuse, permettant le péristaltisme et la progression du
bol alimentaire, la sous-muqueuse puis la muqueuse, au contact de la lumiére intestinale. La
muqueuse est elle-méme formée de différentes couches, de la plus interne vers la lumiére :

¢ la musculaire muqueuse

e la lamina propria (aussi appelée chorion), tissu conjonctif abritant le systeme
immunitaire intestinal ainsi que les vaisseaux sanguins et lymphatiques.

e une lame basale, matrice extracellulaire spécialisée située a I’interface épithélium/tissu
conjonctif

e A partir de ’estomac, 1’épithélium digestif, en contact avec la lumiere est un épithélium

simple prismatique, composé¢ de différentes cellules épithéliales spécialisées.

Le role principal de I’intestin gréle est d’absorber les nutriments présents dans la lumiere
intestestinale, ainsi est-il nécessaire d’avoir une surface d’échange la plus grande possible. Cela
se traduit par une organisation de la muqueuse en villosités et la présence des microvillosités a
la surface des entérocytes, formant une bordure en brosse. Le colon ne posseéde pas une surface
d’échange si importante, étant donné que sa fonction est plutot de réabsorber I’eau et des

¢lectrolytes, mais les colonocytes, cellules épithéliales principales du colon, possédent
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¢galement des microvillosités (plus courtes que dans I’intestin gréle) (Helander and Fandriks,

2014). 11 a souvent été cité que la surface d’échange de I’intestin était de 1’ordre de la surface

d’un terrain de tennis (300 m2), mais une revue récente a ré-estimé que la superficie serait plutot

de 32 m? (Helander and Fandriks, 2014).
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Figure 1 : Anatomie et histologie du systéme digestif
A : Anatomie du systéme digestif humain L’intestin gréle comporte des villosités afin d’augmenter la surface
d’échange pour I’absorption des nutriments d’aprés Mariana Ruiz B : Feuillets de P’intestin L’intestin est
composé de différents feuillets de la lumiére vers I’intérieur : 1’épithélium simple, la muqueuse, le muscle
circulaire, le muscle longitudinale et la séreuse adapté de (Seeley et al., 2003) C : Histologie du colon Section
transverse du colon permettant d’apprécier les cryptes de Lieberkiithn et la structure de la sous-muqueuse
comprenant les follicules lymphoides. adapté de (Seeley et al., 2003)

2. Structure tissulaire et cellulaire de I’épithélium intestinal

La structure de I’intestin est différente selon les régions considérées. L’intestin gréle
présente des villosités, projections de la muqueuse dans la lumiére, et des cryptes de
Lieberkiihn, qui sont au contraire des invaginations de celle-ci (Figure 2A). Le c6lon possede
¢galement des cryptes, mais pas de villosités (Figure 1C et 2B). A la base de ces cryptes les
cellules souches intestinales peuvent se différencier tout en migrant le long de la crypte vers la

lumiere (Peterson and Artis, 2014). A la surface, les cellules se détachent et subissent une mort
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cellulaire en se détachant de 1’épithélium : I’anoikis. La différenciation des cellules épithéliales

intestinales permet de générer différentes cellules spécialisées (Figure 2A, 2B et 2C) :

Les entérocytes, cellules majoritaires de I’intestin, jouent un rdle important
d’absorption des nutriments et de 1’eau. Dans le cdlon, ces cellules sont appelées
colonocytes.

Les cellules a mucus, ou cellules caliciformes, sont intercalées entre les entérocytes.
Elles produisent spécifiquement les mucines, glycoprotéines constituant le mucus
recouvrant I’épithélium. La protéine la plus abondante est MUC2 (Goll and van Beelen
Granlund, 2015).

Les cellules de Paneth sont situées au fond des cryptes et produisent des peptides
antimicrobiens (Voir [-B-1-i1). Les cellules de Paneth sont principalement retrouvées
dans I’intestin gréle, mais également, en minorité¢, dans le cdlon ascendant. Il est
intéressant de noter qu’une cellule de Paneth a environ une durée de vie d’une
soixantaine de jours (Ireland et al., 2005), comparé aux entérocytes dont le
renouvellement est beaucoup plus rapide, de I’ordre de quelques jours (Goll and van
Beelen Granlund, 2015).

Les cellules entéro-endocrines sont parsemées sur 1’axe crypto-villositaire. Elles ont
un role de communication, en transmettant des signaux mécaniques et chimiques grace
a des systémes paracrines, endocrines ou neuraux.

Les cellules tuft ont un réle chimio-senseur, notamment contre les parasites.

Les cellules M (microfold cells) permettent le transport des antigeénes de la lumiére vers
la lamina propria pour I’interaction avec le systéme immunitaire. Ce type de cellule est
retrouvé dans 1’épithélium associé aux plaques de Peyer et est généralement absent du

colon (Allaire et al., 2018)

3. Fonctions de P’intestin

L’intestin posséde plusieurs fonctions. La principale est la fonction d’absorption des

nutriments. Les entérocytes expriment sur leur pole apical et baso-latéral des transporteurs

permettant de transférer les molécules nutritives de la lumiére vers le compartiment intérieur et

la circulation sanguine, selon des mécanismes essentiels et complexes qui ne seront pas abordés

dans cette thése.

La fonction endocrine est rendue possible grace a la différenciation des cellules entero-

endocrines. Ces derniéres sécreétent une vingtaine d’hormones peptidiques dont les cibles sont
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autant intestinales que systémiques. Les principales hormones sont le Glucagon-Like Peptide 1

(GLP1) et la Gastric Inhibitory Polypeptide (GIP), qui sont synthétisées en réponse a un repas,

pour stimuler la sécrétion d’insuline (Gribble and Reimann, 2019).

La fonction de barriére est un parametre important et finement régulé dans la physiologie

de I’intestin. Sa présence permet de séparer le contenu de la lumiére, milieu complexe, du

compartiment intérieur.
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Figure 2 : Composition cellulaire de la barriére intestinale
A : Structure de ’intestin gréle L’intestin gréle comporte des villosités afin d’augmenter la surface d’échange
pour 1’absorption des nutriments adapté de Allaire et al., 2018 B : Structure du cdlon adapté de Allaire et al.,
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sélective de la barriére intestinale. adapté de Le Gall et al., 2019
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B. La muqueuse intestinale et son systeme immunitaire

1. La barriére intestinale

Du fait de la vaste surface de I’intestin et de la présence d’un environnement complexe
dans la lumiére intestinale, comprenant de nombreux micro-organismes et antigénes, la barri¢re
intestinale et son intégrité sont primordiales. Il est important de noter que la barriére intestinale
n’est pas absolue ; il existe une ¢tanchéité relative et une perméabilité sélective. On parle de
« fonction de barriere » et celle-ci met en jeu plusieurs acteurs qui seront décrits ici
successivement :

- la barriere écologique, comprenant les micro-organismes du microbiote

- la barriére chimique

- labarriére physique

la barriére immunologique (Voir [-B.2)
i. Barriére écologique

Les bactéries commensales du microbiote participent a la lutte contre les infections par des
bactéries pathogenes, par compétition pour les nutriments en cosntituant ainsi une niche
¢cologique (Lozupone et al., 2012).

D’autre part, le microbiote stimule la sécrétion de peptides anti-microbiens (PAMs) (voir
B-1-ii) comme les Lectines ou les Défensines par les cellules de Paneth, grace a une
reconnaissance des Pattern Recognition Receptors (PRR), exprimés par les cellules
¢épithéliales (Jandhyala, 2015). Il a été montré que certaines bactéries du microbiote peuvent
stimuler la production d’Immunoglobuline A (IgA). En effet, les bactéries du phylum
Bacteroides peuvent stimuler les cellules dendritiques qui induisent la sécrétion d’IgA par les
plasmocytes intestinaux dispersés dans la muqueuse intestinale (Voir I-B.1.11) (He et al., 2007).

Certaines bactéries peuvent également produire des molécules antibactériennes telles que
des bactériocines, capables d’interférer avec le métabolisme bactérien de I’ADN, des ARN et
des protéines ou de cibler directement la membrane bactérienne. Ces bactériocines des bactéries
Gram négatif ou positif sont différentes selon leurs modifications post-traductionnelles (Chung
and Raffatellu, 2019).

L’ensemble de ces facteurs participent a cette barrieére écologique, premier rempart face
aux microorganismes pathogénes.

ii. Barriére chimique

Dans ce contexte, les cellules de Paneth ont un role crucial en sécrétant de nombreux

PAMs, molécules hautement conservées a travers 1’évolution, démontrant leur caractére

essentiel pour la physiologie. Ces PAMs peuvent agir par plusieurs mécanismes, en

6
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déstabilisant la structure bactérienne ou en séquestrant les nutriments essentiels (Chung and
Raffatellu, 2019).

Les défensines sont des protéines divisées en trois catégories, en fonction de leur structure
(a, B et 0). Les a-défensines sont principalement produites par les cellules de Paneth, les 3-
défensines par les entérocytes de I’intestin gréle et du colon tandis que les 6-défensines ont
seulement ¢été¢ décrites chez les primates non-humains. Chez la souris, les o-défensines sont
appelées cryptidines (Chung and Raffatellu, 2019). Ces protéines s’agrégent sur la paroi
bactérienne et forment des structures proches de pores, induisant une déstabilisation de la
membrane. Par ce mécanisme, elle peuvent cibler les bactéries Gram positives et négatives
(Okumura and Takeda, 2018). La stimulation de leur production est directement due a la
présence de bactéries mais aussi de métabolites bactériens tels que le lipopolysaccharide (LPS)
(Cheng et al., 2019).

Les cathélicidines sont des protéines synthétisées par les colonocytes et fonctionnent
comme les a-défensines (Chung and Raffatellu, 2019).

Les lectines de type C sont exprimées par plusieurs types cellulaires dans I’intestin. Parmi
elles, Regllly agit sur les bactéries Gram positives en adhérant aux peptidoglycanes de la paroi
bactérienne et en la perméabilisant par formation de pores hexameériques (Okumura and Takeda,
2018). En conditions physiologiques, Regllly permet de maintenir une séparation physique
entre le microbiote et les cellules épithéliales.

Le lysozyme est secrété principalement par les cellules de Paneth mais aussi par les
entérocytes. Son action est enzymatique ; il lyse les liaisons entre les peptidoglycanes de la
membrane bactérienne. Son activité est optimisée par la sécrétion par les cellules de Paneth de
la phospholipase A2, qui détruit les phospholipides de la membrane (Chung and Raffatellu,
2019).

Il a récemment été mis en évidence que les chimiokines, molécules orchestres de la
réponse immunitaire, peuvent également jouer un rdle anti-microbien. C’est le cas des
chimiokines CXCL9, CXCL10, CXCLI11, synthétisées par les cellules épithéliales. Elles
agissent en détruisant la membrane bactérienne ou en ciblant la production d’enzymes et de

transporteurs bactériens (Chung and Raftatellu, 2019).

iii. Barriére physique
Au-dela des cellules épithéliales, il existe plusieurs éléments extra-cellulaires participant a

la barriére physique.
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Le Mucus

Comme la plupart des muqueuses, la muqueuse intestinale est recouverte de mucus, dont
les constituants sont en grande partie sécrétés par les cellules caliciformes. Ce mucus empéche
que les bactéries et particules présentes dans la lumicre ne soient en contact direct avec
I’épithélium (Turner, 2009). Cette premiere ligne de défense est un gel aqueux composé de
mucines qui sont des protéines hautement glycosylées, permettant de créer des polymeéres. La
formation d’un réseau de mucines est possible grace a des ponts disulfures et a la sécrétion, par
les cellules a mucus, de facteurs tels que TreFoil Factor 3 (TFF3) qui favorise les liens pour la
formation des polymeéres (Peterson and Artis, 2014). La mucine la plus exprimée est MUC2, et
son importance a €t¢ démontrée, notamment chez des souris invalidées pour le géne Muc?2, qui
vont développer spontanément une colite (Van der Sluis et al., 2006).

Dans le colon, le mucus forme deux couches (Figure 2B) : une couche externe épaisse et
qui contient des bactéries, et une couche interne, plus fine, au contact de la muqueuse,
dépourvue de bactérie grace a la présence de PAMs (Goll and van Beelen Granlund, 2015).
Une ¢tude a démontré que cesystéme était en partie « inductible » : la présence de cellules a
mucus sentinelles a I’entrée des cryptes dans le colon, permet la détection de micro-organismes
ce qui entraine une sécrétion augmentée de mucus afin de protéger les cryptes des micro-
organismes (Birchenough et al., 2016). La production de mucus est dynamique et fréquemment
renouvelée afin de répondre aux modifications de 1’environnement telles qu’un changement de
régime par exemple. Chez I’homme, I’épaisseur de ce mucus varie le long du tractus digestif,
de 150pm dans intestin gréle a 700um dans le colon, ce qui est corrélé avec le nombre de

micro-organismes présents dans la lumiére (Corfield, 2018).

Les jonctions inter-cellulaires

L’épithélium intestinal forme une barriére physique et mécanique, rendue possible
notamment grace aux jonctions intercellulaires (Figure 2D). Trois types de jonctions permettent
de garder les cellules épithéliales polarisées cohésives entre elles : les jonctions adhérentes, les
desmosomes et les jonctions serrées, formant le complexe apical jonctionnel. Les jonctions
intercellulaires sont des complexes de protéines reliés au cytosquelette, permettant d’assurer
plusieurs fonctions : transduction du signal, polarisation des cellules, adhésion cellule-cellule
et fonction de barricre. Cette derniére est assurée par les jonctions serrées, permettant la relative
étanchéité et la sélectivité de la barricre intestinale. Les protéines jonctionnelles sont finement

régulées par phosphorylation notamment (Okumura and Takeda, 2018).
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Les jonctions adhérentes sont composées de cadhérines, protéines transmembranaires
dépendantes du calcium, qui interagissent de facon homophilique avec les cadhérines des
cellules adjacentes (Figure 2D). Dans les cellules épithéliales, la cadhérine majoritaire est la E-
cadhérine. Du coté cytoplasmique, les molécules de E-cadhérine sont liées aux [-caténines,
elles méme interagissant avec les a-caténines. Ces dernieres se lient a 1’actine et permettent la
formation d’une ceinture d’actine (Turner, 2009).

Les desmosomes permettent une adhésion cellule-cellule forte et résistante aux stress
mécaniques auxquels 1’épithélium intestinal est soumis (Odenwald and Turner, 2016) Les
desmosomes sont composés de cadhérines desmosomales : desmogleines et desmocollines,
associées a des protéines cytoplasmiques de la famille des caténines, ce complexe étant relié
aux kératines, filaments intermédiaires du cytosquelette (Odenwald and Turner, 2016).

Les jonctions serrées sont ¢galement constituées de plusieurs protéines (Figure 2D). Les
claudines et I’occludine sont les protéines transmembranaires, liées dans le cytoplasme a des
protéines d’échafaudages nommeées Zonula Occludens 1 et 2 (ZO-1, ZO-2). On peut noter la
présence de la tricelluline aux jonctions tricellulaires, créant un canal pour le passage des
macromolécules, ce qui implique directement cette protéine dans la fonction de barriére
(Higashi and Miller, 2017). Les protéines ZO interagissent dynamiquement avec le
cytosquelette d’actine dans le cytoplasme (Slifer and Blikslager, 2020).

La fonction de barriere est certes controlée par les jonctions serrées, mais il est important
de noter qu’une altération d’un type de jonction intercellulaire entraine une réorganisation des
autres jonctions (Niessen, 2007)

Le passage a travers 1’épithélium intestinal met en jeu différentes voies de transport :

- La voie paracellulaire passive, entre les cellules, est contrélée spécifiquement par les

jonctions serrées. Elle est divisible en deux catégories :
o Le «leak pathway » permettant le passage de macromolécules telles que des
protéines, mais avec une faible capacité
o Le «pore pathway » grace aux pores formés par les protéines des jonctions
serrées bicellulaires et tricellulaires. Ce passage est sélectif sur la taille et la
charge des molécules, permettant le transport d’ions et de petites molécules.

- La voie transcellulaire active ou passive, grace a des transporteurs ou par canaux.

La notion de sélectivité est importante pour la barriére intestinale qui ne doit pas étre vue
comme absolue et completement étanche. Cette perméabilité sélective est indispensable pour
I’absorption de certains nutriments, mais aussi pour 1’éducation du systéme immunitaire

(Anderson and Van Itallie, 2009).
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2. Le systéme immunitaire intestinal

Des publications montrent que 70% des lymphocytes du corps humain sont présents dans
le tractus digestif (Takiishi et al., 2017), ce qui illustre I’importance du systéme immunitaire
intestinal dans la physiologie humaine.

Plusieurs propriétés du systéme immunitaire intestinale sont importantes, notamment le
fait de discriminer les micro-organismes commensaux des pathogeénes. Ce systeme doit
¢galement faire preuve de flexibilité face a un environnement en changement constant ;
I’évolution des micro-organismes est plus rapide que celle de I’hdte. La mémoire est une
caractéristique importante du systéme immunitaire, protégeant a la fois I’individu mais aussi
une population entiere (Nicholson, 2016).

Afin d’assurer une coordination optimale, des cytokines et des chimiokines sont sécrétées
pour orchestrer les réponses. Le cytokines sont des protéines médiatrices formant un réseau de
communication entre cellules (Nicholson, 2016). Les chimiokines sont des petites protéines
ayant des propriétés chimiotactiques, attirant les cellules nécessaires a I’endroit de
I’inflammation. Les cellules immunitaires ne sont pas les seules a étre impliquées dans la
réponse immunitaire ; la plupart des cellules non-immunitaires posseédent des capacités
d’immunorégulation et peuvent sécréter certaines cytokines et chimiokines.

Nous nous intéressons ici au systéme immunitaire présent dans I’intestin, qui s’organise en
Gut-Associated Lymphoid Tissue (GALT). Le GALT est divisé en trois structures présentes
dans I’épithélium et la lamina propria : les plaques de Peyers (follicules lymphoides présents
dans le jéjunum et surtout I’iléon distal), les follicules lymphoides isolés et les ganglions
mésentériques lymphatiques (Figure 3).

i. Systéme immunitaire inné de I’intestin

Les cellules de I’'immunité innée expriment des récepteurs appelés Pattern Recognition
Receptors (PRR), et plus spécifiquement les Toll-Like Receptors (TLR) transmembranaires et
les NLR (NOD-Like Receptor) intracellulaires. Les TRLs ont la capacité de reconnaitre les
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) ou MAMPs (Microbial-Associated
Molecular Patterns), molécules présentes dans la structure méme des micro-organismes.

Le Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing protein 2 (NOD2) est un
récepteur intra-cellulaire de dérivés de peptidoglycanes bactériens (Al Nabhani et al., 2017).
Ils sont exprimés par de nombreuses cellules de la muqueuse intestinale, dont les cellules
immunitaires, mais aussi les entérocytes (Al Nabhani ef al., 2017). Lors de son activation,
NOD2 active les voies de I’inflammation NF-xkB et MAPK, entrainant la synthése de cytokines

et de molécules anti-microbiennes (Al Nabhani et al., 2017).
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Intestinal lumen Small intestine

Effector sites
Scattered lymphoid cells
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Figure 3 : Organisation du tissu lymphoide de I’intestin gréle.

Le Gut-Associated Lymphoid Tissu (GALT) est organisé¢ autour de trois structures : les plaques de Peyers, les
ganglions mésentériques lymphatiques et les follicules lymphoides isolés.

slgA : Immunoglobines A solubles; AMP : peptide anti-microbien; DC : Cellule Dendritique; ILCs : follicules
lymphoides isolées; IESC : cellules épithéliale souche intestinale; LPL : Lymphocytes de la Lamina Propria
d’aprés Ahluwalia et al., 2017

Les TLR sont capables de discriminer les MAMPs des micro-organismes commensaux des
pathogeénes, mais les mécanismes impliqués ne sont pas encore connus. De fagon intéressante,
les cellules épithéliales expriment également des PRR afin de reconnaitre et déclencher une
réponse innée anti-microbienne (Ahluwalia ef al., 2017). La localisation des TLR est polarisée
dans les cellules épithéliales intestinales pour éviter 1’activation inutile de ces récepteurs

(McClure and Massari, 2014). Un méme récepteur, par exemple TLRY, situé sur le pole
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basolatéral des cellules épithéliales intestinales active la voie inflammatoire NF-«xB, tandis que
lorsque TLRY est placé en apical, il est répresseur de cette méme voie (Peterson and Artis,
2014). Le TLR4 peut méme étre exprimé de facon intra-cellulaire, afin de limiter une réponse
trop forte au LPS, son ligand principal (Hornef ef al., 2002; Naik et al., 2001).

Dans I’intestin, les cellules épithéliales peuvent donc étre considérées comme faisant
partie du systéme immunitaire inné. Elles constituent une barri¢re physique, tout en synthétisant
des peptides anti-microbiens et du mucus (Brown et al., 2013). Les cellules épithéliales ont
¢galement un role de senseurs, en exprimant des récepteurs. L’épithélium synthétise des
cytokines et chimiokines, pouvant alerter et attirer les autres cellules immunitaires dans la
muqueuse intestinale (Shi et al., 2017). Une liste extensive des différentes cytokines et

chimiokines sécrétées par les cellules épithéliales intestinales est présentée dans le tableau 1.

Types de cytokine Exemples d’Effets sur 'immunité Référence
CXCL1
CXCL3 .. .
K ff, 2014
CXCL5 Chimioattractant pour neutrophiles (Kagnoff, )

CXCL 8 (IL-8)
CCL2 (monocyte chemotactic protein-1)

Chimioattractant pour macrophages et (Kagnoff, 2014; Vijay-

CCL3 (macrophage inflammatory protein 1-o.) cellules dendritiques Kumar et al., 2014)

CCL5 (RANTES)

Chimioattractant pour cellules
dendritiques et lymphocytes T mémoire
Chimioattractant pour cellules

L22 K ff, 2014
cC dendritiques et lymphocytes Th2 (Kagno )

CCL20 (Kagnoff, 2014)

CXCL9
CXCL10 Chimioattractant pour lymphocytes Th1l (Kagnoff, 2014)
CXCL11
CCLAS Chimioattractant. pour cellules (Kagnoff, 2014)
plasmatiques
(Jung et al., 1995; Kagnoff,
TNFa Amplifie la réponse pro-inflammatoire 2014; Vijay-Kumar et al.,
2014)
promotes the survival and activation of  (Jung et al., 1995; Kagnoff,
GM-CSF
macrophages and granulocytes 2014)
IL-6 Stimule une réponse pro-inflammatoire ~ (Vijay-Kumar et al., 2014)
IL-1B Stimule une réponse pro-inflammatoire (Stadnyk, 2002)
Stimule la prolifération des lymphocyte
TGEB T et la production d’IgA par les cellules (Stadnyk, 2002)

plasmocytes
Tableau 1: Liste non exhaustive des cytokines et chimiokines sécrétées par les cellules épithéliales
intestinales humaines. Ce tableau illustre I’importance des cellules épithéliales dans la coordination de la réponse
immunitaire.

12



INTRODUCTION : L’INTESTIN, ORGANE COMPLEXE A L’ INTERFACE DE DEUX COMPARTIMENTS

Bien d’autres cellules également présentes dans la muqueuse intestinale participent a la
réponse immunitaire innée : les macrophages, les cellules dendritiques, les neutrophiles, les
¢osinophiles, les cellules lymphoides innées comprenant les Natural Killer (NK). Les
monocytes, les cellules dendritiques, les macrophages et les neutrophiles sont des phagocytes ;
ils peuvent ingérer les particules étrangéres sous forme de phagosome qui va fusionner avec un
lysosome, formant un phagolysosome (Murray and Wynn, 2011). Ce processus est accompagné
d’une libération de cytokines pro-inflammatoires (Murray and Wynn, 2011).

Les cellules lymphoides innées (ILCs) sont des cellules qui ont été étudiées relativement
récemment. Les ILCs n’expriment pas de récepteur spécifique comme les autres lymphocytes.
Ce sont des cellules résidentes dans les tissus dont I’intestin (Tait Wojno and Artis, 2012) et
répondant rapidement a un stimulus (Fan et al., 2019). Les ILCs sécrétent différentes cytokines,
selon leur classe (ILC1, ILC2, ILC3) et coopérent avec les autres cellules de I’immunité innée
afin d’optimiser la réponse inflammatoire (Fan ef al., 2019).

Les neutrophiles sont les premicres cellules immunitaires a infiltrer les parties enflammées
de I’intestin. Une fois activés par un stimulus bactérien, ils vont limiter 1’invasion des bactéries
en ayant une forte activité phagocytaire. Les neutrophiles n’agissent pas seulement en phase
aigu€¢ de I’inflammation, mais dialoguent également avec les cellules alentours : les cellules
¢pithéliales, les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes... Ce dialogue passe
par des interactions directes cellule-cellule ou par sécrétion de cytokines et chimiokines
(Schoultz and Keita, 2019).

Les monocytes circulants se différencient dans les tissus en cellules dendritiques et en
macrophages. Ces cellules ont la particularité d’étre des Cellules Présentatrices d’Antigéne
(CPA) enclenchant ainsi les réponses immunitaires adaptatives. Ces cellules ont un double role
dans I’intestin ; maintenir une tolérance face aux micro-organismes commensaux, tout en étant
capables de déclencher une réaction inflammatoire face a un pathogene.

Les cellules dendritiques (DCs) jouent un rdle de sentinelle dans I’intestin ; ce sont des
CPAs par excellence et ont la capacité d’activer les lymphocytes T naifs, présents dans les
ganglions lymphatiques, pour activer la réponse immunitaire adaptative, notamment en
orientant une réponse Thl, Th2, Th17 ou Treg (voir I-B-2-ii). Physiologiquement, les antigénes
peuvent emprunter plusieurs voies pour passer la barriére intestinale. Ils peuvent étre
transportés par les cellules M (voir [-A-2), mais aussi via les DCs, qui peuvent étendre leurs
dendrites pour sonder le contenu intestinal en passant entre les cellules épithéliales afin de
capturer les antigénes dans la lumiére intestinale (Ahluwalia et al., 2017). 11 a aussi été montré

que les cellules @ mucus peuvent contribuer au transfert des antigénes de la lumiére vers la
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muqueuse, directement vers les DCs (McDole et al., 2012). Les DCs peuvent étre divisés en
plusieurs sous-types en fonction de leur maturité et des récepteurs membranaires exprimes

(Coombes and Powrie, 2008).

Les macrophages font partie des cellules les plus abondantes dans la lamina propria des
mammifeéres sains et en font donc un réservoir important de 1’organisme. Le nombre de
macrophages présents dans la muqueuse intestinale semble corrélé au nombre de micro-
organismes présents dans la lumiére intestinale, et atteint donc un maximum dans le colon
(Vijay-Kumar et al., 2014). Les macrophages résidents de I’intestin en situation physiologique
ont un profil anti-inflammatoire (Isidro and Appleyard), qui sont capable de s’auto-renouveler
a partir de progéniteurs présents dans la lamina propria (Figure 4) (De Schepper et al., 2018).
En revanche, lors d’épisodes inflammatoires tels que rencontrés lors des MICI, les macrophages
polarisés pro-inflammatoires sont plus nombreux, avec d’une part des macrophages résidents
qui ont changé de phénotype, mais avec également I’afflux de monocytes circulants se
différentiant en macrophages (Isidro and Appleyard).

Les macrophages participent fondamentalement a la physiologie intestinale, permettant de
controler les réponses inflammatoires en neutralisant les potentielles menaces ayant franchi la
barricre intestinale (Vijay-Kumar ef al., 2014), mais aussi en assurant des fonctions retrouvées
dans tous les autres tissus comme I’¢limination des cellules apoptotiques ou les débris
cellulaires (Bain and Mowat, 2014).

Les macrophages de D’intestin sont situés a proximité de la monocouche de cellules
¢pithéliales, faisant d’eux des spécialistes de la capture et de la neutralisation de particules
étrangeres ayant passé¢ I’épithélium (Figure 4) (Bain and Mowat, 2014). Une caractéristique
essentielle des macrophages intestinaux est I’anergie, leur capacité a ne pas déclencher une
réaction inflammatoire lorsque les TLRs ou les récepteurs NOD sont activés, et donc ne pas
déclencher de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa ou I'IL-6
(Smythies et al., 2005). 1l a été montré que les macrophages sécrétent de fagon constitutive de
faibles doses de TNFa et I’interleukine-10 (IL-10) une cytokine anti-inflammatoire majeure
dans la régulation de la réponse immunitaire (Vijay-Kumar et al., 2014). En effet, des souris
invalidées pour le géne codant I’'IL-10 développent spontanément une colite (KJhn ef al.).

Bien que les macrophages ne soient pas aussi efficaces que les DCs dans 1’induction de la
réponse adaptatrice, il a été montré qu’ils avaient un réle dans le maintien des lymphocytes

Treg dans la muqueuse grace a la synthese d’IL-10 (Kim et al., 2018) et des lymphocytes Th17
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grace a I’IL-1P (Panea et al., 2015). Indirectement, les macrophages affectent la différenciation
des lymphocytes T en transférant les antigénes aux DCs qui vont migrer et activer les

lymphocytes T (Bain and Schridde, 2018).

Au-dela de leur réle immunologique, les macrophages participent également au
renforcement de la barricre intestinale. En effet, ils synthétisent la Prostaglandine E2 (PGE2)
qui stimule la prolifération des progéniteurs épithéliaux dans les cryptes (Bain and Mowat,

2014).
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Figure 4 : Role des macrophages intestinaux en conditions physiologiques et en conditions inflammatoires
Les macrophages résidents sont situés directement sous les cellules épithéliales afin de détecter et phagocyter toute
particule étrangere ou cellule sénescente. Ils sécrétent également des cytokines et des prostaglandines E2 (PGE2).
Parmi les cytokines sécrétées, 1’interleukine 10 (IL-10) permet d’induire les lymphocytes T régulateurs, pouvant
eux-mémes induire la différenciation des macrophages résidents. En cas d’infection, les macrophages acquicrent
un phénotype pro-inflammatoire, avec notamment la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ces derniéres
recrutent des cellules effectrices telles que les lymphocytes Th17 ou Thl. Des macrophages résidents peuvent
cependant continuer a jouer un réle anti-inflammatoire en sécrétant de 1’IL-10.

M : Macrophage; TNFa : Tumor Necrosis Factor-alpha; IL-10 : Interleukine-10; PGE2 : prostaglandine E2;
CCL2 : chimiokines ligand 2 adapté de Bain and Mowat, 2014.
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L’inflammasome est un complexe protéique récemment identifié qui reconnait les signaux
déléteres tels que le stress, les particules microbiennes ou des molécules endogenes. Il est
composé entre autre d’une protéine senseur, une protéine adaptatrice et une caspase
inflammatoire, la caspase 1 (Elinav ef al., 2013). Ce complexe est présent dans de multiples
cellules, dont les cellules hématopoiétiques et les cellules épithéliales (Elinav et al., 2013). En
réponse a un stimulus, il déclenche I’activation de la caspase 1 et la production d’IL-1f3 et d’IL-
18. L’activation de la caspase induit la pyroptose, une mort cellulaire lytique et pro-
inflammatoire (Lamkanfi and Dixit, 2014).

Au cours de I’inflammation, différentes morts cellulaires ont lieu (apoptose, nécrose,
nécroptose, pyroptose) déclenchant le relargage de molécules intra-cellulaires ayant des
propriétés pro-inflammatoires. Ces molécules sont appelées Damage-associated molecular
patterns (DAMPs) ou alarmines. Les DAMPs peuvent déclencher une inflammation
indépendamment de 1’implication de micro-organismes, et activer les TLR. La variété de
DAMPS est considérable, incluant des protéines (défensines, cytokines...), des lipoprotéines,

des acides gras, des acides nucléiques... (de Souza and Fiocchi, 2016).

ii. Systéme immunitaire adaptatif de ’intestin
En paralléles des cellules du systtme immunitaire inné, la lamina propria contient des
cellules de I'immunité adaptative dont des Lymphocytes T CD4+, des lymphocytes
cytotoxiques CD8+ et des plasmocytes (Ahluwalia et al., 2017). Les plasmocytes sont des
lymphocytes B différenciés pour produire des Immunoglobulines (Ig) notamment des IgA .

Les lymphocytes T (LT) de I’intestin, les plus nombreux de I’organisme, sont en grande
majorité des cellules qui ont été en contact avec un antigéne, grace aux CPAs. Une fois activés,
les LT se différencient ensuite en fonction de leur signal d’activation : T-helper 1 (Thl), T-
helper 2 (Th2), T-helper 17 (Th17), T follicular helper cells (TFH) et T regulateur (Treg). Par
exemple, une production d’IL-12 par les DCs entraine une réponse Th1 tandis qu’une synthése
d’IL-4 détermine une réponse Th2. Une fois activés dans les ganglions lymphoides, les
lymphocytes migrent vers le lieu de I’inflammation (Ahluwalia et al., 2017).

Chaque type de LT activé et différencié par les cytokines de son microenvironnement
s’engage dans une réponse spécifique. Les lymphocytes T Helper (Th) expriment le récepteur
CD4, et sont divisés en plusieurs catégories. Les cellules Thl se mettent en jeu lors d’une
infection de virus et de pathogéne intracellulaires par exemple, en produisant de 1’Interféron-y

(IFNy) et du Tumor Necrosis-alpha (TNFa). Ces cytokines par la suite déclenchent une
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signalisation dans les cellules voisines ; I’'IFNy et le TNFa augmentent 1’activité phagocytique
des macrophages par exemple. Les cellules Th2 sont plus spécialisées dans I'immunité
humorale et I’infection par les vers parasites, recrutent les lymphocytes B, les €osinophiles et
les mastocytes. Les cellules Th17 s’activent entre autre en réponse a la présence de pathogenes
extracellulaires. Ces cellules synthétisent de I’IL-17A, une cytokine pro-inflammatoire. Cette
derniére agit notamment sur les cellules épithéliales, en ayant un effet protecteur sur la barriere
afin de limiter I’entrée de pathogenes dans la muqueuse. Les LT cytotoxiques, exprimant les
récepteurs CD8, jouent un role important contre les pathogénes intracellulaires induisant
I’apoptose des cellules infectées grace a la libération d’enzymes telles que les Perforines (créant
des pores dans la membrane) et les Granzymes (clivant les protéines). Les LT cytotoxiques
sécretent également des cytokines, telles que I'IFNy et le TNFa. Les lymphocytes T
régulateurs (Treg) sont généralement considérés immunosuppresseurs, en sécrétant des
molécules telles que I'IL-10, le Transforming Growth Factor B (TGF-B) et I'IL-35. Ces
cellules ont un réle fondamentale dans le maintien de I’homéostasie en prévenant une réponse
inflammatoire excessive (Ahluwalia et al., 2017).

Les Lymphocytes B sont induits principalement dans les plaques de Peyer, suite aux DCs
et la sécrétion de TGF-f principalement, mais aussi IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 (Ahluwalia ef al.,
2017). Cette induction les transforme en cellules plasmatiques, qui sécrétent des
immunoglobulines A (IgA). Les IgA sont des protéines présentes a la surface de la muqueuse,
pouvant rencontrer toute molécule antigénique rapidement, 1’enrobant d’un manteau IgA en
empéchant le contact avec 1’épithélium (Brown et al., 2013). Pour gagner la lumiere intestinale
les IgA secrétées dans la muqueuse par les plasmocytes sont transportées a travers les cellules
¢pithéliales intestinales a 1’aide d’un récepteur spécifique (Brown et al., 2013). De plus, le
butyrate produit par les bactéries augmente la production d’IgA (Ohland and Jobin, 2015).

Les LT CD4+ et CD8+ et les LB ayant été activés par un antigéne spécifique peuvent rester
dans la lamina propria en tant que cellules mémoires, afin de réagir plus rapidement et
efficacement lors de la prochaine présentation de cet antigene (Ahluwalia et al., 2017).

Etant a I’interface avec le contenu de la lumiére intestinale, il est important que le SI
développe une tolérance afin d’empécher le développement d’une réponse inflammatoire non
adaptée contre le microbiote intestinal ou les antigénes alimentaires. Si cette tolérance est mal
assurée, des pathologies telles que des intolérances alimentaires, la maladie cceliaque peut se
mettre en place. Ce mécanisme inclus une absence de réponse de la part des LT appelée anergie

et une inhibition de la réponse de la part des Treg. Pour les macrophages, cette anergie n’est
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pas due a une absence d’expression des TLR, mais plutot a une modulation de la signalisation
suite a ’activation de ces récepteurs (Bain and Mowat, 2014).

Par ailleurs, les cellules ¢épithéliales intestinales produisent des signaux
immunorégultateurs comme la cytokine IL-10 ainsi que d’autres facteurs promouvant le
développement de DCs et de macrophages tolérants. Ces DCs peuvent par la suite favoriser la

différenciation des Treg (Ahluwalia et al., 2017).

C. Le microbiote, élément clé dans I’intestin
1. Composition

Le tractus digestif héberge mille milliards de bactéries. Une étude parue en 2016 établit
une nouvelle évaluation du nombre de cellules présentes dans le corps moyen d’un homme de
70kg avec en moyenne 3,8.10'° bactéries pour 3.10" cellules humaines (Sender et al., 2016).
L’ensemble de ces micro-organismes possede trente fois plus de génes que le génome humain
(Shreiner et al., 2015). Ces chiffres, bien que ne prenant pas en compte de nombreux
parametres, permettent de mettre en évidence I’importance fondamentale d’étudier I’impact de
ces micro-organismes en physiologie humaine.

L’ensemble des micro-organismes présents dans [’intestin est appel¢ Microbiote
intestinal. L ensemble des génomes de ces micro-organismes se nomme Métagénome ou
Microbiome (Turnbaugh et al., 2007). Le microbiote est un véritable écosysteme, parfois
considéré comme un organe « caché » a part enticre, et comprend de nombreuses especes de
bactéries, mais aussi des champignons, des archées, des virus eucaryotes et bactériens, les
bactériophages. La colonisation du tube digestif commence dés la naissance et se stabilise vers
I’age de trois ans (Rinninella ef al., 2019). La composition du microbiote est influencée par de
nombreux facteurs. Dés la naissance, la composition varie en fonction de la voie
d’accouchement (voies basses vs césarienne), le type d’alimentation (lait maternel ou
maternisé), I’environnement et le patrimoine génétique de 1’hote. D’autre facteurs surveinnent
ensuite tels que la prise d’antibiotiques, de médicaments, les polluants, le tabac... (Rinninella
etal., 2019).

Bien que de nombreux facteurs influencent sa composition, la résilience du microbiote est
une caractéristique importante. La résilience est défini comme « la propriété d’un écosystéme
a maintenir son état et se rétablir d’une perturbation » (Dogra et al., 2020). Cela permet de
garder un équilibre homéostatique entre les communautés de micro-organismes mais aussi entre
le microbiote et son hote afin de prévenir I’apparition de troubles métaboliques ou de maladies

chroniques. L’équilibre compositionnel du microbiote est dynamique afin de pouvoir faire face
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aune perturbation comme lors de la prise d’antibiotiques, de changement de régime alimentaire

ou la présence de micro-organismes exogenes (Lozupone ef al., 2012; Sommer ef al., 2017).

Les bactéries sont les micro-organismes les plus nombreux dans le microbiote. La
composition du microbiote bactérien est variable dans le temps et dans 1’espace. Durant les
premieres années de vies de I’Homme, la diversité du microbiote augmente et se stabilise vers
I’age de trois ans avec une majorité des phyla Firmicutes et Bacteroidetes (Rinninella ez a/.,
2019). Malgré le fait que I’intestin n’abrite que quelques phyla, la diversité est considérable a
1’échelle taxonomique, avec de nombreuses especes et souches différentes (Arora and Béckhed,
2016). L’écosysteme intestinal évolue le long du tube digestif, avec un environnement
changeant, notamment dii & une diminution de la présence d’oxygene et une augmentation du
pH (Figure 5). La richesse en micro-organismes augmente selon un axe proximo-distal : 10°
bactéries/mL dans le jéjunum a un maximum de 10'! bactéries/mL dans le colon (Sender et al.,
2016). 1l existe également un gradient transversal selon un axe lumiére-muqueuse ; les genres
Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriacae, Enterococcus, Clostridium,
Lactobacillus et Ruminococcus dominent dans la lumiére tandis que Clostridium,

Lactobacillus, Enterococcus et Akkermansia sont plus proches du mucus (Swidsinski, 2005).

Esophagus pH
< 4.0

Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotella, Rothia sps.,
Streptococcus, Veilonella

Stomach pH
2

Streptococcus, Lactobacillus,
Prevotella, Enterococcus,
Helicobacter pylori

Colon pH
5-5.7

Bacteroides, Clostridium,
Prevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Ruminococcus,
Streptococcus, Enterobacterium,
Enterococcus, Lactobacilus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

Small intestine pH

5-7
Bacteroides, Clostridium,
Cecum pH - Streptococcus, Lactobacillus,
5.7 gFProtecbacteria, Enterococcus

Lachnospira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococeus,
Fecalibacterium, Fusobacleria

Figure 5 : Genre bactérien majoritaires et pH en fonction des segments de ’intestin.
La composition du microbiote varie le long du tube digestif, notamment en raison d’un gradient de pH et
d’oxygene. d’apreés Jandhyala, 2015
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Deux vastes études européennes et américaines, Metagenomics of Human Intestinal Tract
(MetaHIT) et Human Microbiome Project (HMP) respectivement, ont analysé la composition
en micro-organismes ainsi que le répertoire génétique de vastes cohortes humaines (Figure 6).
Ces données ont permis de démontrer que le nombre de génes du microbiome intestinal était
mille fois plus important que le génome humain (Arora and Bickhed, 2016). L’analyse du
métagénome démontre 1’existence d’une grande variation de microbiote entre populations
et entre individus, en lien avec 1’indice de masse corporel mais aussi de facteurs extrinséques
comme la pratique sportive, 1’ethnicité, les habitudes alimentaires et culturelles. Cependant, il
est possible d’identifier un noyau commun a 50% des métagénomes analysés, composés d’une

centaines d’especes des phyla Bacteroidetes et Firmicutes (MetaHIT Consortium, 2010).

Bacteroides21.8%
Others03%
Bifidobacterium 04%
Akkermansia 0.9%
Others02% » 5
Escherichia 08% Alisitpes8.6% Others05%
Sutterella11% Bifidobacterium 2.1%
B Bacteroidetes Aldermansia 2.3%
oo Others 1.0%
Roseburia15% Firmicutes Eﬁ:jc]f;l?; 10
75.7% Dialister2.3% Proteobacteria 45.8%
Verrucomicrobia Prevo A
Faecalibacterium3.5% j X tella 11.8% Others 6.2%
20.5% Actinobacteria
Ruminococcus3.7% Others
46.8% Butyrivibrio 3.0%
Others3.6%
Bacteroides51.1% ;
° Eubacterium6.9% ria39%
Others 6.6% Dialister 4.0%
ers66% Eubacteium14.7% acteriums .
Alisitpes12.3% Prevotalla5.7% Faecalibacterium5.7%

Ruminococcus6.0%

Figure 6 : Composition en bactéries du microbiote fécal humain décrits dans deux vastes études, Human
Microbiome Project et Metagenomics of Human Intestinal Tract.
La composition du microbiote fécal humain varie selon différents facteurs environnementaux et génétiques. Les

L’¢étude MetaHIT a mis en évidence la présence de trois entérotypes chez I’homme. Les
entérotypes sont des clusters déterminés par 1’abondance des bactéries et de leurs fonctions.
L’entérotype 1 possede une plus grande proportion de Bacteroides, 1’entérotype 2 est
caractérisé par une abondance du genre Prevotella et ’entérotype 3 est marqué par une grande
richesse en Ruminococcus (MetaHIT Consortium, 2011).

La plupart des bactéries du microbiote sont des bactéries anaérobies, leur culture étant donc
complexe. L’accroissement du nombre d’études sur la composition du microbiote a été rendue
possible grace au développement de techniques d’identification par séquengage a haut débit,
notamment I’ADN ribosomal 16S, qui est ensuite comparé aux bases de données (Shreiner et
al., 2015). De nouvelles techniques sont développées, telles que le shotgun sequencing. Cela
permet d’obtenir le séquencage du génome entier afin d’étudier non seulement la taxonomie,

mais aussi le répertoire génétique (Barko et al., 2018).
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L’ensemble des champignons dans I’intestin, appelé le Mycobiote, constituent un sujet
d’étude émergeant, notamment sur les interactions qu’il existe avec les bactéries. Malgré leur
plus faible nombre par rapport aux bactéries, leur implication dans certaines pathologies est
démontrée. L’étude du mycobiote impose le développement de nouvelles techniques (Richard

and Sokol, 2019)

Le Virome, comprenant les virus 8 ADN et ARN de I’intestin, est une large population de
micro-organismes, dix fois plus nombreux que les bactéries. A c6té de rares virus eucaryotes
(environ 5% du virome intestinal), le virome contient essentiellement des virus ayant pour cible
cellulaire les bactéries, les bactériophages (phageome), et les archées. Les virus intestinaux
sont une composante encore peu étudiée et le développement de nouveaux outils est en cours

(Mukhopadhya et al., 2019).

Les bactéries, champignons, virus et archées cohabitent depuis longtemps dans I’intestin,
que ce soit les micro-organismes commensaux ou pathogénes. Des interactions inter-
régnes se sont donc développées, le microbiote a influencé 1’évolution de I’hdte et inversement.
Chaque organisme a développé la capacité de reconnaitre et de répondre aux molécules de son
partenaire. L hote a un impact sur la composition du microbiote, par ses habitudes de vie par
exemple comme il a été mentionnée plus haut, mais également par son patrimoine génétique

(Bonder et al., 2016).

2. Importance des fonctions du microbiote dans la physiologie

Au-dela de la composition du microbiote, ¢’est véritablement les fonctions symbiotiques
qu’il posséde qui sont importantes pour la physiologie de 1’hote (Figure 8). La
métatranscriptomique, la métabolomique et la peptidomique sont des techniques permettant
d’obtenir des informations sur les métabolites portant les fonctions exercées par le microbiote.
Ces fonctions sont métaboliques, immunologiques et plus largement de protection de la barri¢re
(Figure 8). Malgré les différences compositionnelles entre individus sains, il est intéressant
d’observer que les fonctions assurées par le microbiote restent constantes dans une population
(Figure 7) (The Human Microbiome Project Consortium, 2012). Cela signifie que certains
micro-organismes possedent des fonctions similaires et sont substituables, et leur étude
permettrait d’adopter une nouvelle approche lors de 1’étude de dysbiose (déséquilibre du

microbiote) compositionnelles et/ou fonctionnelles.

21



INTRODUCTION : L’ INTESTIN, ORGANE COMPLEXE A L’ INTERFACE DE DEUX COMPARTIMENTS

Le microbiote participe au métabolisme des glucides par fermentation, les transformant en
acides gras a chaine courtes (AGCC), comme le butyrate, le propionate ou I’acétate. Ces
AGCC sont la source d’énergie principale des cellules épithéliales intestinales et certains ont
des effets immunomodulatoires. Les Bacteroides sont les bactéries prédominantes dans la
production des AGCC (Jandhyala, 2015). Les bactéries contribuent par ailleurs au métabolisme
des protéines, en produisant notamment de 1’acide y-amino butyrique (GABA), un
neurotransmetteur, a partir du glutamate. Les bactéries sont également sources de vitamines
non synthétisées par 1’organisme, telles que la vitamine K et certaines vitamines B (Jandhyala,
2015). I1 a également été montré que le microbiote participe au métabolisme des polyphénols

(Jandhyala, 2015)

BNttt P 82 10

Phylum Function

I Firmicutes mmm Central carbohydrate metabolism

EEl Actinobacteria mmm Cofactor and vitamin biosynthesis

Bl Bacteroidetes Oligosaccharide and polyol transport systerr
Proteobacteria BN Purine metabolism

B Fusobacteria EEE ATP synthesis

Bl Tenericutes Phosphate and amino acid-transport systen

W Spirochaetes EEE Aminoacyl transfer RNA

W Cyanobacteria B Pyrimidine metabolism

s Verrucomicrobia W Ribosome
. T™M7 B Aromatic aminn-acid metahnlism

Figure 7 : Comparaison de la composition en bactéries du microbiote et les fonctions qu’il exerce
Les fonctions du microbiote sont conservées malgré une composition en bactéries qui varie. Chaque barre

Une fonction primordiale du microbiote est sa capacit¢ a éduquer le systéme
immunitaire (Figure 8). Le microbiote, grace aux PAMPs, permet la maturation du GALT et
stimule I’induction des Treg, permettant de contrdler I’inflammation dans 1’intestin en tolérant
les micro-organismes commensaux tout en restant vigilant face aux pathogénes (Ohland and
Jobin, 2015). Cette fonction est clairement illustrée chez les souris axéniques, dépourvues de
microbiote. Ces souris présentent un GALT trés peu développé, peu de patchs de Peyer et de
ganglions mésentériques lymphatiques, une production trés faible d’anticorps comparé a des
souris conventionnelles (Round and Mazmanian, 2009). Les souris axéniques possedent une
surface intestinale plus petite, le renouvellement de 1’épithélium est plus lent, des villosités plus

petites, une couche de mucus plus petite, un péristaltisme altéré (Jandhyala, 2015; Ohland and
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Jobin, 2015). Lorsque ces souris sont colonisées par un microbiote commensal de souris saines,
ces défauts sont restaurés (Lin and Zhang, 2017).

De plus, les animaux axéniques sont plus sensibles aux infections a des pathogenes comme
le démontre une étude de 1961 sur des cochons d’Inde axéniques infectés par Shigella flexneri
(Sprinz et al., 1961). Les animaux sont moins résistants et la mortalité est plus élevée par

rapport a des souris ayant un microbiote conventionnel.

Certaines bactéries jouent des rdles spécifiques sur la mise en place du systéme
immunitaire. Par exemple, les bactéries filamenteuses segmentées (SFB), appartenant au genre
Clostridium sont nécessaires pour la différenciation des Th17 dans la lamina propria (Ivanov et
al., 2008).

Le microbiote intestinal renforce la barriére intestinale, en maintenant par exemple les
jonctions serrées par une signalisation impliquant les TLR2 (Jandhyala, 2015). Le butyrate
mentionné plus haut peut stimuler la production de mucus (Lin and Zhang, 2017), mais est
¢galement capable d’induire I’expression du TGFB dans les cellules épithéliales intestinales
(Martin-Gallausiaux et al., 2018).

Le microbiote possede également des fonctions trophiques (Figure 8). Il bio-transforme
les acides biliaires primaires en acide biliaires secondaires par déconjugaison puis
déshydroxylation et déshydrogénation. Ces acides biliaires peuvent avoir des -effets
immunomodulateurs. Les acides biliaires sont nécessaires a la digestion des lipides dans
I’intestin, mais possédent également un rdéle de signalisation assimilable & une hormone
endocrine (Joyce and Gahan, 2017).

Un métabolite important a 1’interface entre 1’hote et le microbiote est le tryptophane. Le
tryptophane est un acide aminé essentiel non synthétisé¢ par I’homme, et apporté par certains
aliments, comme les bananes, le fromage, le brocoli ou le chocolat. Le tryptophane est le
précurseur de nombreux métabolites microbiens et humains. Il est métabolisable dans I’intestin
selon trois voies. La premicre est la transformation directe du tryptophane par le microbiote en
dérivés indoles, des ligands du récepteur d’aryl d’hydrocarbone (AhR). La signalisation via le
récepteur AhR est considéré comme majeure dans la réponse immunitaire de la barriére
intestinale et son homéostasie (Agus et al., 2018). Ce récepteur est principalement activé par
des métabolites bactériens, comme le montre une étude réalisées chez des souris axéniques,
dépourvues de microbiote, qui ne possedent que peu d’agonistes AhR (Lamas et al., 2016). La
deuxiéme est la transformation par les cellules immunitaires et les cellules épithéliales

intestinales grace a I’enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) et produit de la kynurénine
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et ses dérivés, régulant divers processus comme I’inflammation, la neurotransmission et la
réponse immunitaire (Agus et al., 2018). La derniére voie est la production de sérotonine par
les cellules entérochromaffines. La sérotonine est un neurotransmetteur du systéme nerveux.
Dans I’intestin, elle est impliquée dans divers processus tels que le péristaltisme, la sécrétion,

la vasodilatation et 1’absorption des nutriments (Agus et al., 2018).

Certaines bactéries spécifiques possédent des propriétés anti-inflammatoires, c’est le cas
par exemple de Faecalibacterium prausnitzii, qui produit un peptide anti-inflammatoire
(Quévrain et al., 2016). Des souches de bactéries ont été spécifiquement isolées et identifiées a
partir du microbiote intestinal et sont envisagées comme probiotiques notamment pour les
patients touchés par les MICI (Cuffaro et al., 2021). C’est le cas par exemple de certaines
souches de Lactobacillus, qui ont démontré de puissants effets anti-inflammatoires chez des
souris modele de colite, tout en induisant la différenciation des lymphocytes Treg (Fernandez
et al., 2011; Hrdy et al., 2020). Certaines peptidoglycan de la paroi bactérienne de la souche
Lactobacillus salivarius 1.s33 sont spécifiquement capable d’induire ces effets (Fernandez et
al.,2011).

Au vu de toutes ces fonctions, conserver une symbiose entre 1’hote et le microbiote
intestinal mais aussi sein méme de I’écosystéme intestinal est un objectif clé dans la

préservation de I’homéostasie.

Toutes les composantes de I’écosystéme intestinal — le microbiote, la barri¢re intestinale,
le systéme immunitaire — cooperent pour maintenir I’homéostasie intestinale. Ces éléments sont
interdépendants et le déséquilibre de ’un peut entrainer I’altération de tout 1’écosystéme,

comme c’est le cas lors de pathologies telles que les MICI.
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Figure 8 : Vue d’ensemble des différentes fonctions du microbiote et leur impact sur I’hote

Le microbiote joue role essentiel sur le développement du systéme immunitaire, participe a la défense de 1’hote et
produit des molécules nutritives et énergétiques pour les cellules eucaryotes de I’hote. SFB : bactéries
filamenteuses segmentées ; sIgA : immunoglobuline A sécrétoire ; SCFA : acide gras a chaine courte ; MAMP :
motif moléculaire associé aux microbes ; Treg : lymphocytes T régulateurs ; DC : cellule dendritique ; GALT :
Tissu lymphoide associé au tube digestif ; LPS : lipopolysaccharides ; IAP : phosphatase alkaline intestinale ;
PSA : polysaccharides d’apres Nishida et al., 2018 et Ohland and Jobin, 2015
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II- Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin

A. Physiopathologie des MICI

1. Considérations générales

Les MICI regroupent principalement la Maladie de Crohn (MC) et la Rectocolite
Hémorragique (RCH). Les MICI sont caractérisées par une inflammation de la paroi de
I’intestin gréle et du colon, liée a une hyperactivation du systéme immunitaire et a un défaut du
microbiote intestinal. Ce sont des maladies « peu visibles » mais invalidantes du fait des
symptomes et des douleurs chroniques liées a I’inflammation ; les MICI ont un fort impact sur
la qualité de vie. Elles sont en général diagnostiquées entre 20 et 30 ans et sont caractérisées
par des périodes de poussée entrecoupées de périodes de rémission. Ces maladies touchent les
hommes et les femmes, et principalement les populations d’Europe et d’Amérique du Nord
avec une prévalence de 0,5% (Tableau 2) (Kaplan and Jess, 2016). L’incidence de ces maladies
est en train de se stabiliser en occident, tandis qu’elle est en augmentation dans les pays
nouvellement industrialisés, méme si la prévalence y reste plus faible (Windsor and Kaplan,
2019). Etant des maladies chroniques qui touchent des sujets jeunes, les MICI peuvent peser
sur I’économie et les systémes de santé des pays émergeants et il semble donc indispensable de

pouvoir mieux comprendre et traiter les MICI.

Incidence moyenne Prévalence moyenne
pour 100 000 personnes par an pour 100 000 personnes par an

MC RCH MC RCH

Amérique du Nord 15.05 15.95 207.4 213.05
Europe de I'Est 7.5 6.4 100.8 171.2
Europe du Nord 5.7 29.8 143 706.5
Europe du Sud 8.2 7.4 70.9 74.2
Europe de I'Ouest 6.2 9.6 175.1 227.6
Asie de I'Est 1.6 2.5 9.8 30.9
Asie du Sud-Est 0.3 0.4 4.4 6.7
Asie du Sud 1.9 3.4 1.2 24.8
Asie de I'Ouest 4.7 3.7 51.9 55.6
Amérique du Sud 1.75 35 21.2 24.5

Océanie 21.2 12.4 176.3 170.5
Afrique 59 33 19 10.6

Tableau 2: Incidence et prévalence moyenne de la Maladie de Crohn (MC) et de la Rectocolite

Hémorragique (RCH) dans le monde, entre 1990 et 2017
La prévalence est la plus ¢élevée en Amérique du nord, en Europe et en Océanie. MC : Maladie de Crohn ; RCH :

Rectocolite hémorragique. d aprés (Ng et al., 2017)
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Les symptomes des MICI sont principalement des diarrhées, des douleurs abdominales et
des hématochézies (Geremia et al., 2014). Par ailleurs, lors de la MC et de la RCH, il existe
fréquemment des manifestations extra-intestinales pouvant atteindre les yeux, les articulations
et la peau (Geremia et al., 2014). Les MICI sont associées a un risque augmenté de cancer
digestifs (colo-rectaux et grélique) li¢ a la transition inflammation chronique-cancer (Geremia
etal., 2014).

La MC et la RCH présentent des localisations différentes dans le tube digestif, ainsi que
des atteintes immunologiques et histologiques différentes.

La maladie de Crohn peut affecter tout le tube digestif, mais touche principalement I’iléon
terminal, le cOlon et/ou la région périanale (Cosnes et al., 2011; Zhang, 2014). La MC présente
une inflammation « en patch » discontinue, avec des 1ésions transmurales (Schirmer et al.,
2019). Histologiquement, elle est caractérisée par des agrégats de macrophages et les 1ésions
sont fréquemment retrouvées a proximité des plaques de Peyer (Schirmer et al., 2019) formant
des granulome épithélioides et giganto-cellulaires caractéristiques mais présents dans
seulement 30% des séries. Il est intéressant de noter que différentes phénotypes de MC existent
et que certains articles incitent a distinguer la MC colique et la MC iléale étant donné les
différences épidémiologiques microbiologiques et génétiques entre ces deux phénotypes
(Atreya and Siegmund, 2021). Cela permettrait d’avoir une approche thérapeutique plus ciblée
et peut etre plus efficace.

La RCH affecte quant a elle uniquement le c6lon et le recum en commencagnt par le rectum
sous la forme d’une inflammation continue et initialement superficielle, affectant la muqueuse
et la sous muqueuse (Cosnes et al., 2011). D’un point de vue histologique, la RCH associe une
inflammation chronique, des abcés cryptiques composés de neutrophiles, dans la lamina
propria, et des déformations épithéliales des cryptes (Schirmer et al., 2019). Il n’y a pas de
granulome au cours de la RCH. Sur un plan génétique, la RCH pourrait se rapprocher de la
maladie de Crohn colique ouvrant la encore des perspectives nouvelles de prise en charge.

Il n’existe pas de traitement curatif pour les MICI, la stratégie thérapeutique actuelle est
constituée d’un contrdle de certains facteurs de risque (essentiellement le tabagisme pour la
maladie de Crohn), de traitements médicamenteux immunosuppresseurs et de recours a la
chirurgie d’exérése souvent délabrante et n’empéchant pas les récidives notamment dans la
MC.

Lors d’une atteinte par les MICI, I’efficacité de la barri¢re intestinale est mise en défaut et
la réponse inflammatoire est altérée (Matricon, 2010).

L’¢étiologie des MICI est mal connue, mais plusieurs facteurs ont été mis en évidence.
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2. Facteurs génétiques

Des données démontrent la part modeste de la composante génétique des MICI reposant
sur I’existence de formes familiales de ces maladies, un taux relativement élevé (< 50%) de
concordance chez les jumeaux monozygotes et de fortes disparités géographiques dans
I’incidence des MICI (Matricon, 2010).

Cent soixante-trois génes de prédisposition génétique aux MICI ont été¢ identifiés en
analysant la totalit¢ des génomes de patients (Ananthakrishnan, 2015). Ces geénes sont
impliqués dans de nombreux processus tels que la reconnaissance des micro-organismes,
I’activation des lymphocytes, la synthése de glycoprotéines du mucus et de peptides anti-
microbiens, la prolifération des cellules épithéliales intestinales... Trente de ces geénes sont plus
spécifiquement associés a la MC, 23 a la RCH alors que 110 sont commun aux deux types de
MICI (de Souza and Fiocchi, 2016).

Certains de ces loci ont fait 1’objet d’études extensives. C’est le cas notamment de celui
qui porte le risque relatif le plus élevé, le géene NOD2 (Nucleotide-binding Oligomerization
Domain-containing protein 2) qui code un récepteur pouvant détecter le Muramyl di-peptide
(MDP) de la paroi des bactéries a Gram positif et négatif. Ce récepteur a donc un rdle clé dans
la réponse immunitaire et sa régulation (de Souza and Fiocchi, 2016). Comme évoqué
précédemment (Voir I-B.2.1.), NOD?2 est activé le MDP du peptidoglycane, et résulte en une
activation des MAPK et de la voie NF-«B, et de I’autophagie (Al Nabhani et al., 2017). Une
mutation de NOD_2 est associée au nibveau cellulaire a une diminution de la synthese d’IL-10,
une cytokine régulatrice anti-inflammatoire, mais a une niveau plus écologique a une
diminution des bactéries Faecalibacterium, ainsi qu’une augmentation des bactéries du genre
Escherichia (Glassner et al., 2020).

CARD9 est un autre locus associ¢ aux MICI. Ce geéne est exprimé par les macrophages et
les DCs et code pour une protéine adaptatrice nécessaire a la transmission de signaux de
reconnaissance de micro-organismes intestinaux. Les animaux invalidés pour CARD9Y
présentent une immunité anormale, avec entre autres une diminution de la cytokine IL-22,
impliquée dans la régénération du tissu, ainsi qu’une diminution du renouvellement des cellules
¢épithéliales intestinales (Lamas ef al., 2016). Ces souris possedent un défaut de métabolisme
du tryptophane. Ces métabolites activent normalement un récepteur, le récepteur d'aryl
d'hydrocarbone (AhR) qui régule la production d’IL-22. Les souris invalidées pour CARD9
possédent également un microbiote modifié, avec une diminution des souches capables de
cataboliser le tryptophane (Lamas et al., 2016). De plus, la production de ligand d’AhR est

diminuée chez les patients atteints de MICI, en particulier lorsque les patients possédent une
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version mutée de CARDY (Lamas et al., 2016). Ces données sont intéressantes car elles
démontrent que le patrimoine génétique de 1’hdte a un impact sur la composition du microbiote.

Cela suggere que la physiopathologie des MICI implique la génétique, le microbiote et la
réponse immune intestinale résultant de modifications écologiques. Dans ce contexte, des
facteurs environnementaux pourraient venir perturber 1’écosystéme et participer a ce jeu a

plusieurs bandes.

3. Facteurs environnementaux

Les facteurs génétiques ne sont donc pas les seuls a avoir un réle dans la mise en place des
MICI, ils agissent en synergie avec des facteurs environnementaux, qui ont ét¢ identifiés ces
dernicéres quinze années. L’environnement peut avoir un impact a I’échelle du pays, de la
communauté, de la famille ou a 1’échelle individuelle. Identifier ces facteurs de risque est
important car, contrairement aux facteurs génétiques, certains pourraient faire 1’objet d’études
d’intervention pour réduire ces risques de développer une MICI, mais aussi pour optimiser les
traitements.

Les MICI étant fortement associées a I’homéostasie du microbiote, de nombreuses ¢tudes
ont étudié le lien avec la prise d’antibiotiques. Plusieurs méta-analyses démontrent un lien
entre 1’exposition des enfants aux antibiotiques et le risque de développer une maladie
intestinale, avec une association plus forte pour la MC (Ananthakrishnan et al., 2018).

Comme évoqué précédemment, le microbiote est influencé par I’environnement présent
pendant I’enfance. Malgré I’influence du mode d’accouchement sur le microbiote, il n’a pas été
démontré de lien entre développement d’une MICI et la naissance par césarienne ou voies
basses. En revanche, de multiples publications ont démontré I’impact positif de 1’ allaitement
maternel sur les MICI ; plus la durée d’allaitement est longue, plus la probabilité d’avoir une
MICI est faible (Ananthakrishnan et al., 2018).

A I’échelle de la population, la pollution environnementale entraine une augmentation de
la perméabilité intestinale, mais les études sur les liens entre MICI et particules fines ne sont
pas univoques. Certains auteurs démontrent d’une corrélation entre hautes concentration en
NO2 et MC ainsi que hautes concentrations de SO2 et RCH (Kaplan et al., 2010) mais ces
facteurs ne sont pas retrouvés pour toutes les tranches d’ages rendant complexe leur
interprétation.

Le régime alimentaire a une influence majeure sur la composition du microbiote, il est
donc naturel d’étudier I’impact de 1’alimentation sur les MICI. Un régime riche en fibres semble

diminuer la probabilité de développer la MC, tandis qu’un régime pauvre en fibre 1’augmente.
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L’exploration des effets des glucides et des protéines fournit des résultats plus hétérogeénes
(Ananthakrishnan et al., 2018). L’augmentation de la consommation de produits alimentaires
transformés entraine I’augmentation de la consommation d’adjuvants alimentaires. L’impact
négatif des émulsifiants sur la composition du microbiote et I’intestin a ét¢ démontré dans de
multiples études. En mod¢le animal, ce microbiote pro-inflammatoire est associé a une
altération dans I’expression génique et au développement d’une colite (Chassaing et al., 2015,
2017; Viennois et al., 2017).

Les facteurs de risque different selon la MC et la RCH ; par exemple la tabagisme est un
facteur de risque pour la MC tandis que c’est un facteur protecteur pour la RCH (Neurath,
2014). C’est également le cas pour I’appendicectomie. Parmi les patients appendicectomisés
pour appendicite aigué avant 20 ans, il exsite une plus faible incidence de la RCH, sans avoir
d’impact clair sur la MC (Ananthakrishnan, 2015). Les mécanismes entre appendicectomie et
RCH ne sont pas encore clairs. En revanche, un lien a été fait entre la présence de 1’appendice
caecal et une augmentation de la longévité chez les mammiferes (Collard et al., 2021). Plusieurs
hypothéses pour expliquer ces observations sont évoquées par cette publication. Il est probable
que ces observations soient liée a la capacité a I’appendice d’étre un « réservoir » de bactéries
commensales pouvant protéger contre les infections de pathogenes entériques, notamment C.
difficile (Collard et al., 2021). Par ailleurs, 1’appendice caecal posséde un GALT important,
permettant des nombreuses interactions avec les micro-organismes que 1’appendice abrite.
Ainsi, des études permettant d’éclairer la fonction de I’appendice caecal dans la symbiose hote

microbiote seraient intéressantes.

Protective
factor

Appendicectomy
Breastfed <3 months,
Smoking

Vitamin D
High fiber diet
Helminths
Childhoof vegeteble garden
Helicobacter pylori

Ulcerative colitis Crohn's disease

Urban living
Oral contraceptive pill
Gastrointestinal infections
Air pollution
Antibiotics

Smoking
Stress

Linoleic acid

Figure 9 : Exemples de facteurs environnementaux ayant un impact sur le développement d’une maladie
inflammatoire chronique intestinale
Ulcerative colitis : Rectocolite hémorragique ; Crohn’s disease : Maladie de Crohn. d’aprés Gearry, 2016.
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Cette liste de facteurs de risques n’est pas exhaustive. Il existe de nombreux articles
démontrant des liens entre MICI et d’autres facteurs environnementaux avec des conclusions
souvent contradictoires. L’étude de 1’environnement reste éminemment complexe et fait
intervenir de multiples biais. Néanmoins, parmi les facteurs de risque démontrés, beaucoup ont
un impact sur le microbiote, ce qui ne fait que confirmer le role central de ce dernier dans la

physiologie et le développement des MICI

B. Perturbations de la muqueuse lors des MICI

1. Réponse inflammatoire exacerbée

Les MICI sont caractérisées par une inflammation chronique et dérégulée de la muqueuse
intestinale. Que ce soit lors de la MC ou de la RCH, il existe une activation générale de la
réponse immunitaire locale via la sécrétion de cytokines par les premiers relais de I’immunité
innée (cellules épithéliales, DCs, macrophages) qui va aboutir in fine a une réponse de type
Th17. Plusieurs phénomeénes interviennent avant [’enclenchement de cette réponse
immunitaire.

Maladie Rectocolite

Cytokine de Crohn  hémorragique

Tableau 3 : Sélection de cytokines dont la production est
Réponse de I'immunité innée modulée lors des maladies inflammatoires chroniques

IL-1B + + intestinales. N : non modulé d’apres Sartor, 2006.
TNFa ++ +
IL-6 + +
IL-8 + +
IL-12 + N
IL-18 + +
1IL-23 + N
1L-27 + N
Réponse des lymphocytes T
IFN-y + N
IL-5 N +
IL-13 N +
IL-17 + N
IL-21 + N

Un des premiers signes d’inflammation est I’infiltration de la muqueuse intestinale par les
neutrophiles, en particulier au cours de la RCH. La libération par les neutrophiles de ROS
(Reactive Oxygen Species), sérine protéases, métalloprotéinases matricielles et de
my¢loperoxydase entraine une érosion des cellules épithéliales et une altération de la barriére
intestinale (Schoultz and Keita, 2019).

Les macrophages intestinaux, qui sont anergiques et ne produisent pas de cytokines pro-
inflammatoires en conditions physiologiques, agissent différemment lors des MICI. Une étude

rapporte que, chez les patients atteints de MC, les macrophages sécrétent abondamment des
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cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-23, TNFa et induisent la synthése d’IFNy (Kamada et
al., 2008). Un autre article montre que les macrophages dérivés des monocytes du sang
périphérique de patients MC sécrétent peu de TNFa apres stimulation par la bactérie E. coli ou
activation de TLR (Smith et al., 2009). Ces résultats contradictoires démontrent que la réponse
aigue des macrophages est dérégulée lors de la MC et conduit a un défaut de défense de la
muqueuse intestinale. Les DCs présentent également des défauts d’expression lors des MICI,
avec une augmentation de 1’expression des TLR2 et TLR4. Lors de la MC, elles expriment
¢galement plus de récepteur CD40 et produisent davantage d’IL-12 et d’IL-6 (de Souza and
Fiocchi, 2016).

Des ¢études ont montré que certains loci de susceptibilité aux MICI contiennent des génes
codant pour des cytokines telles que ’IL-10, PIFNy, ’IL-21 (Neurath, 2014). Par exemple, les
souris invalidées pour le géne codant I’IL-10 développent spontanément une colite, avec
infiltrats inflammatoires, lorsque 1’intestin est au contact d’un microbiote (Kiesler et al., 2015).
Ces souris constituent un modele murin fréquemment utilisés pour étudier les MICI (Kiesler et

al., 2015)

Des tentatives de traitement par des cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL-10 ou
I’IFN se sont révélées peu voire inefficaces (Neurath, 2014). En revanche, certaines stratégies
thérapeutiques ciblent spécifiquement des cytokines pro-inflammatoires. C’est le cas
notamment des anticorps anti-TNFa., sont largement utilisés, mais malheureusement perdent
leur efficacité au cours du temps ou restent totalement inefficaces chez environ un tiers des
patients (Maloy and Powrie, 2011). Des études chez la souris montrent que 1’utilisation
d’anticorps anti-IL-6 améliore la colite, et ces résultats ont ét¢ confirmés dans un essai clinique
avec des patients atteint de la MC (Maloy and Powrie, 2011). Cependant, ce type de thérapie
entraine des effets secondaires tels qu’il ne sont pas utilisés en pratique aux cours des MICI,
avec notamment une augmentation du risque infectieux (Maloy and Powrie, 2011). La nécessité
de développer des thérapies ciblant plus spécifiquement I’intestin reste cruciale pour la prise en

charge de ces patients.

32



INTRODUCTION : LES MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE L’INTESTIN

Lamina propria

o [FNy
NK cell o-17A e Homeostasis
@ 1-18 © oIl -17F o Inflammation
----------- > o1 -22
ILC1

FNy l
o [FNy

L1 =™ 'L ——[Cromsdseme |

* TNF
T Tylcell
o116
—|o1-23 :< Ulcerative colitis
o TNF
Macrophage T2 cell
y %'g’;;\  Homeostasis
i — ——— | *72/F |——| ¢ Ulcerative colitis
Neutrophil el-21 e Crohn'sdisease
T, 17 cell o1-22
Retinoic acid,
T, () ——— 58— [Remittin |
Paneth cell Antirricrobial B
peptides, such Treg Cell
asdefensins DC

Figure 10 : Cytokines clés impliquées dans la physiopathologie des maladies inflammatoires chroniques
intestinales (MICI)

Lors des MICI, il y a une réponse inflammatoire disproportionnée, avec la synthése de cytokines de la part de
multiples cellules, notamment les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules épithéliales intestinales et
les lymphocytes. Il y a un déséquilibre entre les cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFa, et les cytokines
anti-inflammatoires comme I’IL-10. ILC : cellules lymphoides innées ; IL-6 : interleukine-6 ; NK cell : Natural
killer cells ; IFNy : interferon-y ; Thl : lymphocytes Thl ; DC : cellule dendritique ; TGF[ : transforming growth
factor-f. d’aprés Neurath, 2014.

La réponse inflammatoire adaptative semble différente selon qu’il s’agisse de la MC ou de
la RCH. Les patients MC présentent plutdt une réponse Thl et Th17 tandis que en cas de RCH,
I’inflammation est de plutdt type Th2 (Ramos and Papadakis, 2019) (Tableau 4).

Lors de la MC, la réponse Thl et Th17 est induite par la sécrétion d’IL-12, IL-18, IL-23 et
TGEFP par les cellules présentatrices de I’antigene. Ce processus entraine la sécrétion d’I1L-17,
d’IFNy et TNFa, qui stimulent entre autres les macrophages, les DCs, entretenant une boucle
positive de la réponse inflammatoire (Ramos and Papadakis, 2019). Des mod¢les murins
invalidés pour les genes IL-12p40 et IL-23 sont résistants a I’induction de colite, démontrant
I’implication centrale de ces cytokines (Ramos and Papadakis, 2019). Des stratégies visant ces
cytokines ont abouti au développement de médicaments efficaces dans les MICI. La encore, les
résultats ne sont pas généralisables a tous les patients.

L’implication des Treg dans les MICI est moins claire, cependant il a été observé dans la
mugqueuse des patients RCH et MC un nombre plus faible de Treg en période de poussée
(Schoultz and Keita, 2019). L expansion des Treg par certaines stratégies (IL-2 faible dose par
exemple) est en cours d’étude dans les MICI (Allegretti et al., 2021).

33



INTRODUCTION : LES MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE L’INTESTIN

Au niveau intra-cellulaire, plusieurs altérations liées aux MICI ont été décrites.

La voie de signalisation Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NF-xB) est une voie centrale dans I’inflammation. Briévement, pour activer sa signalisation,
il existe deux voies, la voie classique ou la voie alternative (Figure 11). La voie classique est
activée par des stimuli différents tels que le LPS, I’IL-13, le TNFa... résultant en 1’activation
du complexe IkB kinase (IKK), pouvant lui-méme phosphoryler IxB qui séquestre dans le
cytoplasme RelA, le facteur de transcription. Libéré de son complexe inhibiteur, RelA peut

ensuite transloquer dans le noyau (Atreya et al., 2008).

Figure 11: Activation de la
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J la protéine plO0 qui permet au

Des souris génétiquement modifiées de facon a bloquer I’activation de cette voie de
signalisation développent spontanément une colite inflammatoire dans le colon (Nenci et al.,
2007). En absence de voie NF-«kB fonctionnelle, le renouvellement des entérocytes est diminué,
il y a une diminution de la sécrétion de peptides antimicrobiens, résultant en 1’altération de la
fonction de barriere intestinale (Nenci et al., 2007). Parallelement, il a été démontré que les
macrophages et les cellules épithéliales intestinales de patients MICI possédent une
augmentation de I’expression de Rel-A et une augmentation de 1’activation de la voie NF-xB
(Atreya et al., 2008). De plus, la voie NF-kB est responsable de la synthése accrue de cytokines
pro-inflammatoire dans ces macrophages. Il est intéressant de noter que le TNFa peut a son
tour activer la voie NF-kB, créant un rétro-contrdle positif (Atreya et al., 2008). Autant
I’implication de cette voie est claire pour les macrophages, autant des résultats contradictoires

sont rapportés sur la voie NF-xB dans les cellules épithéliales au cours des MICI. Le rdle pro-
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inflammatoire de cette voie a déja été démontré dans de nombreux articles, mais il existe
¢galement des preuves de sa fonction anti-inflammatoire. Par exemple, des souris invalidées
spécifiquement dans les cellules épithéliales pour NEMO, qui fait partie du complexe IKK
(Figure 13), développent spontanément une colite due a une altération de la barri¢re intestinale
(Nenci et al., 2007) tandis que des souris invalidées pour IKKf présentent une augmentation
de la réponse inflammatoire avec une augmentation des cytokines pro-inflammatoires (Zaph et
al., 2007). Ces ¢tudes démontre de I’'importance de NF-kB dans ’homéostasie cellulaire et

intestinale.

L’autophagie est un autre processus cellulaire dérégulé dans la MC, avec deux variants
alléliques ATGI6L1 et IRGM qui augmentent la prédisposition a la maladie (Garrett ef al.,
2010). Des études ont démontré I’'importance de I’autophagie dans les cellules de Paneth. Que
ce soit sur des modéles murins ou chez I’humain, une mutation de A7GI16L1 et NOD2 entraine
des cellules de Paneth non fonctionnelles, diminuant leur capacités bactéricides (Ramos and
Papadakis, 2019). De plus, dans les DCs, une mutation de ces genes entraine une incapacité a
présenter un antigéne aux lymphocytes T (Ramos and Papadakis, 2019).

Le stress du réticulum endoplasmique (RE) des cellules épithéliales est également
impliqué dans les MICI. Le stress du RE est activé suite a I’'unfolded protein response (UPR),
qui est déclenchée par I’accumulation de protéines mal repliées. Parmi les protéines nécessaires
a I’'UPR, Inositol-Requiring Enzyme 1 (IRE1) et Xbox Binding Protein I (XBP1) sont les plus
conservées a travers 1’évolution (Kaser et al., 2010). La mutation de I’un ou I’autre de ces geénes
chez la souris résulte en une susceptibilité accrue a une colite induite par le Dextran-Sodium
Sulfate (DSS), ainsi qu’un stress du RE augmenté (Kaser et al., 2008, 2010). Au niveau
cellulaire, la déplétion de XBP1 augmente I’apoptose des cellules de Paneth, une diminution
des cellules a mucus et une augmentation de la réaction des cellules épithéliales intestinales au
TNFa (Kaser et al., 2008). Cette méme équipe a par ailleurs pu démontrer une association du
locus XBP1 avec la MC et la RCH (Kaser ef al., 2008). La muqueuse non-enflammée de patient
RCH présente un stress du RE plus ¢élevé que les patients contrdles, ce qui pourrait expliquer
une plus grande sensibilité a un stress du microbiote et a une réponse inflammatoire exacerbée
(Tréton et al., 2011).

L’implication de I’inflammasome dans les MICI a récemment été mise en évidence. En
effet, I’inflammasome est impliqué dans la syntheése d’IL-1p et d’IL-18, deux cytokines

majeures dans la physiopathologie des MICI. De plus, le loci de NLRP3, géne codant une
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protéine impliquée dans ’activation de 1’inflammasome, a été associé¢ aux MICI (Maloy and
Powrie, 2011).

Il est intéressant de noter que les DAMPs et PAMPs peuvent jouer un rdle dans
I’inflammation chronique lors des périodes de poussée des MICI. Le concept a été¢ développé
par Nathan et Ding : un stimulus cause I’inflammation, qui provoque des Iésions tissulaires,
libérant les DAMPs, exacerbant I’'inflammation qui entraine une libération de DAMPS,

entretenant un cycle d’inflammation chronique typique des MICI (Nathan and Ding, 2010).

2. Altération de la barriére intestinale

A I’interface entre le microbiote et le compartiment interne de I’hote, la barriére intestinale
est impliquée dans la physiopathologie des MICI. La dysbiose du microbiote mais aussi
I’inflammation exacerbée influencent directement la capacité de 1’épithélium & maintenir une
barricre fonctionnelle. L’augmentation de la perméabilité intestinale au cours des MICI est une
composante de la maladie connue depuis de nombreuses années (de Souza and Fiocchi, 2016).
L’importance de la barriére intestinale dans la pathogénese de la MC a été démontrée par
plusieurs études mettant en évidence une augmentation de la perméabilité intestinale chez les
parents au premier degré de patients MICI (Ramos and Papadakis, 2019).

Les différents acteurs de la barriére intestinale sont perturbés au cours des MICI (Figure
12). D’une part la barriére immunologique est dérégulée, comme évoqué dans le paragraphe

précédent, mais aussi la couche de mucus, la barriere chimique et les jonctions intercellulaires.

i. Altération de la couche de mucus

La présence de la couche de mucus est importante afin de séparer la barriére des micro-
organismes. Un article a démontré, chez des mod¢les murins et chez I’homme atteint de la RCH,
qu’une diminution de I’épaisseur ou de la composition de la couche de mucus entraine un
contact direct entre les bactéries et I’épithélium (Johansson et al., 2014). Cette perméabilisation
du mucus peut en partie étre expliquée par une diminution du nombre de cellules a mucus
observée chez les patients atteints de RCH (Michielan and D’Inca, 2015). Le mucus est altéré
d’un point de vue quantitatif mais aussi qualitatif ; les mucines sont moins nombreuses et
glycosylées et la phosphatidylcholine est diminuée (Michielan and D’Inca, 2015).

MUC?2 est la principale glycoprotéine du mucus intestinal. Sa présence est critique dans la
physiologie de la barriere. Une étude a démontré que lorsqu’une colite est induite chimiquement
par DSS, les souris déficientes pour le géne Muc?2 présentent une inflammation plus importante

et une maladie aggravée par rapport a des souris sauvages (Van der Sluis et al., 2006).
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MUCI1, MUC2, MUC3 et MUC4 voient leur ARNm diminués au cours de la MC (Buisine
et al., 1999; Wibowo et al., 2019).

ii. Altération de la barriére chimique

L’altération de 1’autophagie comme évoqué précédemment entraine une diminution des
capacités fonctionnelles des cellules de Paneth (Ramos and Papadakis, 2019). Lorsque XBP1,
gene codant une protéine de 1’autophagie et associé aux MICI, est muté, le taux de lysozyme
est diminué, ainsi que le nombre de cellules de Paneth (Garrett et al., 2010). Ces altérations
observées sur les cellules de Paneth chez les patients MICI affectent leur capacité a sécréter des
peptides anti-microbiens.

Les patients atteints de MC produisent moins d’a- et B-défensines (Schroeder et al., 2011;
Wehkamp et al., 2002). L’insuffisance en a-défensines est encore plus marquée chez les
patients MC ayant une mutation NOD?2 (de Souza and Fiocchi, 2016).

La sécrétion de la lectine Regllly est dépendante du microbiote. Lors d’une dysbiose,

Regllly voit donc son expression altérée (Schoultz and Keita, 2019).

8 « Y Normal  ° \ IBD
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Figure 12: Comparaison de la barriére intestinale a 1’état sain (a gauche) et lors d’une maladie
inflammatoire chronique intestinale (MICI) (a droite), d’aprés (Michielan and D’Inca, 2015). La barricre est
altérée en cas de MICI, avec une diminution de la barriére chimique (diminution du mucus, des peptides anti-
microbiens), les protéines des jonctions sont perturbées ce qui résulte en une augmentation de la perméabilité aux
macromolécules et aux ions.

iii. Altération des jonctions intercellulaires
Certaines cytokines, telles que I'IFNy et le TNFa, sont connues pour déstabiliser les
jonctions serrées de la barriére intestinale mais aussi rénale et pulmonaire (Turner, 2009).

L’impact du TNFa sur la barriére intestinale a ét¢ largement étudié, du fait de I’implication de
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cette cytokine dans la physiopathologie des MICI. Comme évoqué précédemment, les anti-TNF
sont des molécules tres utilisées en thérapeutique dans le cadre de la MC, ce qui permet de
réguler I’inflammation mais permet également de corriger les perturbations de la barricre
(Suenaert et al., 2002).

Lors des MICI, plusieurs études rapportent que les protéines des complexes des jonctions
intercellulaires voient leur expression diminuer et sont relocalisées, comme 1’occludine, la
tricelluline, ZO-1, certaines claudines et JAM-A (Bhat et al., 2019).

La dynamique des jonctions repose sur 1’association des protéines qui composent le
complexe jonctionnel ; en réponse a différents signaux, la phosphorylation et 1’ubiquitination
de ces protéines régule leur stabilité ou leur turn-over a la membrane (Gonzalez-Mariscal et al.,
2008). La stabilité des complexes jonctionnels dépend également de leur association avec le
cytosquelette d’actine (Voir I-B.l.iii.). La contractilit¢ de la ceinture d’actomyosine est
contrdlée par I’activité de deux kinases : la Myosin light chain kinase (MLCK) et la Rho-
associated protein kinase (ROCK). Chez les patients MICI, la MLCK présente une
augmentation d’activité, notamment dans le colon, ce qui entraine une internalisation des
protéines de jonctions serrées, ce processus pouvant étre a 1’origine d’une hyperperméabilité
intestinale (Blair et al., 2006).

Le locus du géne codant la E-cadhérine (CDH1) a été associé aux MICI, ce qui démontre
de I’'implication de tout le complexe jonctionnel apical et pas seulement des jonctions serrées
dans les MICI (Consortium, 2009). De plus, la E-cadhérine et la caténine pl120 ont une
expression diminuée chez les patients atteints de RCH (Zhang et al., 2015).

Une étude publiée en 2018 a montré que la tricelluline, protéine des jonctions serrées
tricellulaires, est diminuée chez les patients RCH mais pas chez les patients MC (Krug et al.,
2018).

La claudine-2 semble li¢ a la pathogénése des MICI. Son expression relative augmente au
cours de la MC et de la RCH (Bhat et al., 2019). La claudine-2 est impliquée dans le transport
d’ions dans I’intestin et une augmentation de son expression entraine une augmentation de la
perméabilité a certains ions. Cependant, de facon paradoxale, les souris invalidées pour
I’expression de la claudine-2 sont plus susceptibles a une colite induite par le DSS (Ahmad et
al., 2017). Une hypothése formulée par Ahmad et al. est que I’expression augmentée de la
claudine-2 chez les patients MICI est un processus d’adaptation permettant de compenser la
diminution d’expression d’autres protéines de jonction. De futures études doivent étre menées

pour étudier le role de cette protéine.
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C. La dysbiose au cours des MICI
1. Définition
La dysbiose est définie comme un déséquilibre du microbiote, tant dans sa composition
que ses fonctions, menant a une perte de I’homéostasie intestinale (Hooks and O’Malley, 2017).
La dysbiose s’oppose a la normobiose (ou eubiose), état d’équilibre et d’absence de pathologie.
Une dysbiose associée aux MICI a été décrite et semble maintenant étre une caractéristique de
ces maladies (Halfvarson et al., 2017). Dans la suite de cette thése et pour plus de simplicité, la

dysbiose associée aux MICI sera dénommée dysbiose.

Il est parfois difficile de corréler MICI et changements de micro-organismes « signatures »,
a cause de variations interindividuelles telles que le patrimoine génétique ou 1’entérotype. Ce
sont donc plutdt des changements de profils compositionnels et fonctionnels qui t¢émoignent

d’une dysbiose.

Une question clef dans la pathogénese des MICI est 1’ordre séquentiel des évenements.
Est-ce la dysbiose qui entraine une inflammation exacerbée, elle-méme influencant la
composition en micro-organismes ? Comme décrit précédemment, la génétique de 1’hdte
influence la composition du microbiote, par exemple avec des variants de NOD2. L’émergence

d’une MICI demeure une énigme a résoudre.

2. Dvsbiose compositionnelle

Les différences compositionnelles du microbiote au cours des MICI sont trés variables d’un
travail a un autre. Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous sommes plus intéressés aux
aspects fonctionnels qu’aux aspects compositionnels. Néanmoins, voici les grandes lignes de
cette dysbiose compositionnelle. La dysbiose est caractérisée par une forte diminution de la
biodiversité, entrainant le développement d’espéces bactériennes aux dépens d’autres. La
proportion de Firmicutes est diminuée tandis que le phylum des Entérobactéries est en
expansion (Tableau 3) (Maloy and Powrie, 2011; Seksik, 2003). Concernant les Bacteroidetes
et Protéobactéries, des publications rapportent a la fois des augmentations et des diminutions
de ces phyla (Nishida ez al., 2018).

Le phylum des Firmicutes est particuliérement diminué dans le microbiote de patients
ayant une MC, (Figure 13) (Manichanh et al., 2012). La proportion d’Entérobactéries
augmente, notamment les souches E. coli qui posseédent des propriétés d’invasion de la
mugqueuse intestinale, les E.coli adhérent-invasifs (AIEC). Ces derniers peuvent adhérer aux

plaques de Peyer de I’iléon grace aux cellules M, survivre et se répliquer dans les macrophages
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de la muqueuse (Chassaing et al., 2011; Glasser et al., 2001). Il a été démontré que la présence
des AIEC est détectée chez 21% des patients MC en période de poussée, comparé a 6% chez

les sujets sains (Darfeuille-Michaud et al., 2004).

Lors d’une RCH, il a été rapporté une augmentation des bactéries dites « agressives », telles
que les Desulfovibrio, des bactéries impliquées dans le métabolisme du soufre (Manichanh e¢

al., 2012).

Certaines caractéristiques de la dysbiose sont communes a la MC et la RCH. Par exemple,
on observe dans les 2 maladies une diminution des micro-organismes protecteurs
Faecalibacterium prausnitzii (Manichanh et al., 2012). 11 est également observé une diminution
de la stabilité dans le temps des espéces dominantes comparé a des individus sains (Manichanh

etal., 2012).
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Figure 13: Arbre phylogénétique des especes bactériennes associées aux maladies inflammatoires
chroniques intestinales

Résumé de I’intégration des données de multiples études métagénomiques permettant de mettre en évidence des
tendances communes aux articles publiées. Le nom des études est indiqué en bas de la figure, dans les cercles
extérieurs. d apres Schirmer et al., 2019
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Un déséquilibre du mycobiome a récemment été mis en évidence dans la physiopathologie
des MICI. Tout comme les bactéries, une étude sur les féces de patient MC démontre une
diminution de la diversité des champignons, et une augmentation des levures du genre Candida
comparé¢ a des sujets sains (Tableau 3) (Richard and Sokol, 2019).

La composition en bactériophages a ét¢ démontrée comme plus haute chez les patients
MICI par analyse métagénomique, avec notamment une augmentation des Caudovirales
(Norman et al., 2015; Zuo et al., 2019). Cependant, di au fait que les bases de données ne sont
pas complétes étant donné qu’une minorité des phages intestinaux ont été identifiés, environ
15% (Norman et al., 2015), ces données sont potenticllement biaisées. Par une approche
bioinformatique indépendante des bases de données, il a ét¢ démontré que le noyau stable de
bactériophages évolue vers des communautés moins stables et qui reflétent les changements en

population bactériennes chez les patients MICI (Clooney ef al., 2019).

Augmentation Diminution

Bateroides spp.

Fusobacteri .
usooactersum spp Bifidobacterium spp.

Pasturellaceae
. Clostridium 1V et XIVa
Bactéries Proteobacterie (AIEC) . . o
. Faecalibacterium prausnitzii
Ruminococcus gnavus :
. Roseburia
Veillonellaceae
Suterella
Candida albicans
Candida tropicalis
Champignons Clavispora lusitaniae Saccharomyces cerevisiae

Cyberlindnera jadinii
Kluyveromyces marxianus

Virus Caudivirales

Tableau 4 : Dysbiose compositionnelle au cours des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin
d’apres Glassner et al., 2020. AIEC : Escherichia coli adhérant-invasif.

3. Dysbiose fonctionnelle

Les changements quantitatifs décrits ci-dessus s’accompagnent de modifications
qualitiativesentrainant notamment une perte de fonctions symbiotiques. Il semble que ces
anomalies fonctionnelles soient essentielles dans le développement d’une MICI.

Récemment, une vaste étude « multi-omics » a confirmé les pertes de fonctions démontrées
dans les études précédentes tout en mettant en évidence 1I’implication de métabolites microbiens
jusqu’alors non décrits (Franzosa et al., 2019). Cette équipe a également pu mettre en évidence

une perte générale de « diversité métabolique » dans le microbiote de patients MICI, corrélant
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bien avec la diminution de la diversité compositionnelle (Franzosa et al., 2019). Ce travail
démontre I’importance de prendre en compte les fonctions et métabolites dérivés lors de

I’étude du microbiote dans un contexte pathologique.

Le profil des acides biliaires est modulé. Dans les féces des patients atteints de MICI, il y
a une diminution des acides biliaires secondaires, une augmentation des acides biliaires
conjugués et des acides biliaires sulfatés (Duboc et al., 2013). Ces changements de composition
en acides biliaires peuvent étre expliqués par le changement de composition en bactéries, et
donc les enzymes bactériens impliqués dans le métabolisme des sels biliaires. En effet, des
souris axéniques, donc sans microbiote intestinal, possedent un profil d’acides biliaires fécaux
similaires a celui des patients MICI (Duboc ef al., 2013). Or, les acides biliaires secondaires
possédent des propriétés anti-inflammatoires sur la lignée de cellule épithéliale intestinale
Caco-2, ce qui n’est pas le cas des acides biliaires sulfatés (Duboc et al., 2013). Ces résultats
sont cohérents dans le contexte des MICI, avec une diminution des acides biliaires aux

propriétés anti-inflammatoires.

Au cours des MICI, les AGCC sont diminués, comme le montrent les études de
métabolomique. En effet, les bactéries productrices de butyrate du genre Bacteroidetes et
Clostridium sont diminuées, dont F. prausnitzii (Glassner et al., 2020). La diminution de
concentration en AGCC diminue leur capacité a activer les Treg et le renouvellement des
cellules épithéliales intestinales, favorisant une inflammation exacerbée.

F. prausnitzii, comme évoqué précédemment, est fortement diminuée en cas de MC. De
plus, la diminution de la présence de cette bactérie dans les selles a ét¢é montrée comme
prédictive de rechute pour les patient en rémission (Sokol et al., 2008). F. prausnitzii synthétise
une une petite protéine microbial anti-inflammatory molecule (MAM), possédant un pouvoir
anti-inflammatoire sur les cellules épithéliales en bloquant la voie cellulaire NF-kB (Quévrain
etal., 2016).

D’autres métabolites voient leur équilibre modifié¢ au cours d’'une MICI. C’est le cas des
sphingolipides, qui sont fortement augmentés au cours de la MC (Franzosa et al., 2019).
Bacteroides fragilis est connu pour synthétiser des sphingolipides. Or, cette bactérie est
diminuée chez les patients atteints de la RCH (Glassner et al., 2020).

Runinococcus gnavus et Ruminococcus torques sont deux espéces bactériennes

augmentées lors des MICI. Ces sont des bactéries dites « mucolytiques », elles dégradent les
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mucines du mucus, le rendant moins épais. Cela perturbe la barriére intestinale et augmente

donc potentiellement I’inflammation (Nishida et al., 2018).

Impact sur l'integrité de la muqueuse

Dybsiose lors des MICI
y et I'immunité de I'hote

Réduction de la diversité du microbiote Diminution de la source d'énergie pour la prolifération
(diminution des Firmicutes) et différenciation des cellules épithéliales
Diminution des bactéries productrices d'AGCC Altération de la différenciation des lymphocytes T

(Clostridium groupe IV, XIVa, XVII et Faecalibacterium prausnitzzi)
Dégradation du mucus
Augmentation des bactéries mucolytiques

(Ruminococcus gnavus, Ruminococcus torques) Augmentation de I'invasion bactérienne
Augmentation des bactéries réductrices du sulfate Augmentation de I'altération des cellules épithéliales
(Desulfovibrio)

Induction de l'inflammation de la muqueuse
Augmentation des bactéries pathogénes
(E. coli adhérents-invasifs) Altération de la perméabilité de la barriére

Figure 14 : Dysbiose lors des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) et impact sur ’hote,
d’apreés Nishida et al., 2018.

Le métabolisme du tryptophane est perturbé lors des MICI. Il a été montré que la
production d’agonistes AhR était diminuée en cas de MICI avec par ailleurs une diminution
d’expression du récepteur comparé¢ aux sujets sains. Chez la souris, un défaut en AhR
augmente la sévérité d’une colite, qu’elle soit induite chimiquement par DSS ou par transfert
de lymphocytes T naifs. Chez ces souris, la production d’IL-22, cytokine impliquée dans la
protection de la barriére intestinale et la lutte contre les pathogenes, est altérée (Zelante et al.,
2013). De méme chez les cellules mononuclées isolées de la lamina propria, I’activation de
AhR par son agoniste Ficz (6-formylindolo(3, 2-b)carbazole ; un dérivé du tryptophane)
réduit la production d’IFNy et augmente la sécrétion d’1L-22 dans la lamina propria

(Monteleone et al., 2011).

Le changement d’équilibre du microbiote observé chez les patients touchés de MICI ont

donc un impact sur I’hote, certains de ces effets sont résumés dans la figure 14.
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Figure 15 : Facteurs impliqués dans la mise en place des maladies inflammatoires chroniques intestinales
(MICI) d’apres Kaser et al., 2010. L’éthiologie des MICI n’a pas encore ét€¢ mise en évidence de fagon claire. La
mise en place de la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique est multifactorielle : le microbiote, les facteurs
environnementaux, le déréglement de la réponse immunitaire de 1’hote et des susceptibilités génétiques de 1’hote.
Comme démontré sur la figure, ces facteurs sont interdépendants et doivent étre intégrés pour mieux comprendre
le développement de ces maladies intestinales. Les facteurs spécifiques a la maladie de Crohn sont en magenta,
ceux liés a la rectocolite hémorragique en bleu, les facteurs communs aux deux maladies sont en noir.

Il est nécessaire d’intégrer ces différentes paramétres (le microbiote, la réponse
inflammatoire, la barriére intestinale, le dialogue microbiote-hdte) afin de pouvoir comprendre
la pathogénese des MICI (Figure 15). Au cours de ces maladies, de nombreuses dérégulations
sont décrites (Figure 16), dont une inflammation incontrolée, un dysfonctionnement de la
fonction de barriere, une perturbation des populations des micro-organismes du microbiote,

accompagnée d’une dysbiose fonctionnelle.
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Figure 16 : Comparaison des changements dans ’intestin d’un sujet sain (panneau de gauche) vs patient
IBD (panneau de droite) d’aprés Lee et Chang, 2021. Chez les patients MICI (droite) les populations de micro-
organismes sont modifiées par rapport aux sujets sains (gauche). La production d’acides gras & chaine courte
(SCFA) est diminuée avec également une diminution des peptides anti-microbiens et une altération de la couche
de mucus, résultant en une fonction de barriére intestinale affaiblie. La diminution des SCFA et donc de leurs
effets bénéfiques entraine une diminution de I’induction des lymphocytes T régulateurs (Treg) et une augmentation
des lymphocytes T effecteurs (Teff). Ce déséquilibre entre Tref et Teff résulte en une inflammation exacerbée
avec une production de cytokines pro-inflammatoires et une inflammation chronique, entretenant une barriére
intestinale dysfonctionnelle. La dysbiose, le déséquilibre de la réponse inflammatoire et 1’altération de la barriére
intestinale méne a la mise en place d’une maladie inflammatoire chronique.
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ITI- Le Quorum Sensing

A. Quorum Sensing : le réseau social des bactéries
Les métazoaires possedent des modes de communications entre tissus, organes, cellules
tels que les cytokines, les hormones ou encore les neurotransmetteurs. C’est également le cas
des bactéries qui ne sont pas des cellules vivant indépendamment les unes des autres. Afin de
se développer et de survivre dans un environnement complexe, les procaryotes posseédent un

systéme de communication appelé Quorum Sensing.

1. Mécanisme général du Quorum Sensing

i. Découverte du Quorum Sensing chez Vibrio fisheri
Le Quorum Sensing (QS) est un mode de communication inter-bactérien reposant sur la
diffusion dans I’environnement local de petites molécules dites « auto-inductrices ». Ces
molécules, a partir d’une concentration seuil sont reconnues par les bactéries voisines et

déclenchent I’expression de différents geénes de fagcon synchronisée (Figure 17).

A Quorum Sensing: OFF Quorum Sensing: ON
o %\. .%':O: @'9:%\%\ Biofilm formation
@I Q o B @f’:.- o ::> Virulence factors
@: %\ @D @ Synchronized behaviour
Seuil de I'autoinducteur Quorumsensing on
B 1A .
C @ © Selftalk
é) . Cross-talk
@3¢’ Eavesdropping
Quorumsensing off
0 : >
0 Densité bactérienne 1

Figure 17 : Mécanisme d’activation du Quorum Sensing

A et B: a faible densité bactérienne, le Quorum Sensing (QS) n’est pas activé. Les bactéries synthétisent des
molécules auto-inductrices (AI) dont la concentration est proportionnelle au nombre de bactéries. Lorsque la
population (« Quorum ») augmente, la production d’Al est plus importante, et a partir d’un certain seuil, le QS est
activé, déclenchant un comportement de groupe avec I’expression de certains génes impliqués dans notamment la
virulence. C : différents modes de communication existent au sein du Quorum Sensing. Adapté de Mukherjee and
Bassler, 2019 et Coquant et al, 2021
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L’histoire de 1’étude du QS débute en 1970, apres la parution du premier article sur I’auto-
induction de la luminescence par Vibrio fischeri (Nealson et al., 1970). V. fischeri est une
bactérie marine qui n’émet pas de bioluminescence lorsqu’elle est a faible concentration dans
I’océan. En revanche, elle vit en symbiose avec des organismes eucaryotes marins, lui
permettant de vivre dans un environnement riche en nutriments et la population de Vibrio
fischeri devient alors lumineuse. Parmi les animaux colonisés, le calamar Euprymnas colopes
est ’organisme modele pour étudier la relation entre I’hote et V. fischeri qui occupe son organe

luminescent (Norsworthy and Visick, 2013).

Nealson et al. ont alors remarqué que 1’expression de la luciférase €tait proportionnelle a
la quantité de cellules présentes dans le milieu ainsi qu’a la présence d’arginine. La méme
équipe, quelques années plus tard, a émis ’hypothése de 1’existence d’une molécule dite auto-
inductrice (Al), qui s’accumule dans le milieu (Nealson and Hastings, 1979). En 1981, la
molécule Al est extraite et analysée a partir de bactéries Gram négatif et est nommée Al-1
(Eberhard et al., 1981). La molécule identifiée est une N-Acyl-Homosérine Lactone (AHL).
Le gene codant pour I’enzyme principale de la biosyntheése des AHLSs est identifié peu de temps
aprés (Engebrecht and Silverman, 1984; Engebrecht et al., 1983). Ce n’est qu’en 1994 que le
terme Quorum Sensing a été utilisé pour la premiére fois, afin d’introduire 1’idée d’une
population minimale (Quorum) nécessaire pour déclencher un comportement de groupe suite a

un signal (Fuqua ef al., 1994).

ii. Auto-inducteurs et bactéries

Le QS fait donc intervenir de petites molécules Al synthétisées par les bactéries et qui
peuvent diffuser a travers la membrane ou étre transportées. La quantité d’Al présente dans le
milieu est donc proportionnelle au nombre de bactéries. A partir d’une certaine concentration,
I’expression de geénes est activée et entraine différentes réponses cellulaires (Figure 17) (Mion
et al., 2019). Parmi les genes activés, on peut citer les genes liés a la sécrétion de toxines
(facteurs de virulence, molécules antimicrobiennes), des protéases, des composants de
biofilms (enzymes de synthése des polysaccharides extracellulaires) (Schuster ef al., 2013). La
synthése de ces €léments peut étre énergétiquement couteuse a 1’échelle individuelle, mais

bénéfique pour la survie de la population bactérienne et sa fitness.
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Plusieurs systémes de QS se sont développés au cours de 1’évolution, avec des molécules
de différentes natures, présentant des stabilités et propriétés différentes ainsi que des récepteurs
spécifiques, permettant aux bactéries de percevoir au mieux les signaux, de survivre et se
multiplier (Tableau 5) (Cornforth et al., 2014). C’est le cas par exemple de la bactérie
opportuniste Pseudomonas aeruginosa qui posséde quatre systemes de QS qui sont
interconnectés et hiérarchisés, avec un systéme dominant les autres.

L’étude du QS, la socio-microbiologie comme la dénomme Peter Greenberg (Parsek et al,
2005), est une science récente, mais dont 1’étude est propice aux problématiques scientifiques
actuelles (Schuster ef al., 2013). La premiére raison est 1’utilité de contrdler le développement
bactérien, que ce soit pour des problématiques agroalimentaires mais aussi pour combattre la
résistance aux antibiotiques. Par ailleurs, 1’¢tude du QS permet d’étudier un systeme de
coopération entre individus au sein d’une méme population et de I'impact de pression de
sélection. Les bactéries possédent un taux de renouvellement rapide et la manipulation
génétique de ces micro-organismes est maintenant bien maitrisée, permettant d’apporter des
réponses a des questions d’évolution.

Plusieurs moyens de communication a travers le QS existent (Figure 17C) (Prescott and
Decho, 2020) :

- Le self-talk permet a une bactérie et celles de son espéce de produire et de reconnaitre
sa propre molécule de signal, ce qui permet ¢galement une régulation d’expression
génique.

- Le crosstalk permettant a des bactéries de différentes especes de communiquer entre
elles.

- Le eavesdropping est la capacité d’une espece bactérienne A d’intercepter le signal
d’une espece bactérienne B mais sans produire elle-méme un signal

Avoir la capacité¢ « d’écouter » les autres especes bactériennes semble a priori
indispensable dans des écosystemes complexes tels que I’intestin, ou des centaines de bactéries
différentes cohabitent. Pourtant, nous verrons plus loin (Voir III-B.1.) que le QS a été encore
peu étudié dans I’écosysteme intestinal.

Par ailleurs, contrairement a I’idée d’une activation homogeéne du QS dans une population,
des études récentes ont démontré le caractére stochastique du QS. La moitié du Quorum peut
avoir un QS activé tandis que I’autre moitié non. Les mécanismes moléculaires impliqués ne
sont pas encore connus et ces processus nécessitent une étude plus approfondie (Mukherjee and

Bassler, 2019a).
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Récemment, il a ét¢ montré que les bactériophages de Vibrio cholerae possédent un
récepteur pouvant détecter 1’ Al de la bactérie et décider de I’orientation vers un cycle lytique

ou lysogénique du phage (Silpe and Bassler, 2019).

2. Les différents OS

Les différents Al connus ne sont pas employés par toutes les bactéries, il est possible de
différencier les molécules du QS utilisées par les bactéries Gram positif et Gram négatif. Il
existe une troisiéme catégorie Al-2, dite « universelle » permettant une communication inter-
especes.

i. Quorum Sensing des Bactéries 4 Gram négatif

Comme évoqué plus haut, le premier systéme de QS décrit est celui de V. fisheri, qui est
une bactérie a Gram négatif. Il utilise un systéme qui est a ce jour le plus étudié et considéré
comme le plus commun, reposant sur les N-Acyl-Homosérine Lactones (AHLs), de type Al-
1. La synthése des AHLs repose sur le systéme LuxI/LuxR de V.fisheri : I’ AHL est synthétisée
par la protéine synthase LuxlI a partir de la S-adénosyl-méthionine (SAM) et d’un Acyl Carrier
Protein et I’AHL diffuse librement dans le milieu extracellulaire (Figure 18). L’AHL peut
ensuite diffuser a travers la membrane ou dans la bactérie 1’ayant synthétisée). Elle est alors
reconnue par son récepteur intracellulaire LuxR, qui posséde deux domaines : un domaine
amino-terminal de liaison a ’AHL et un domaine de liaison a ’ADN carboxy-terminal
(Papenfort and Bassler, 2016). L’interaction entraine une homodimérisation de LuxR, qui lui
permet de se lier a la lux box sur le promoteur cible (Abisado ef al., 2018). Tres souvent LuxR
induit I’expression du géne de synthase Lux/, ce qui créé un rétro-contrdle positif et augmente

la concentration en AHL (Abisado et al., 2018).

Chez certaines bactéries, LuxR est synthétisé mais ne possede pas son partenaire LuxI ; le
récepteur est alors qualifi¢ d’« orphelin » ou « solo » (Smith et al., 2011) et est appelé SdiA,
c’est le cas de 76% des homologues LuxR (Hudaiberdiev et al., 2015). Par exemple la bactérie

Escherichia coli possede le récepteur homologue LuxR mais pas de LuxI (Tobias et al., 2020).
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Figure 18 : Modéle de la synthése et reconnaissance des AHLs dans une bactérie
Les AHLs sont synthétisées par LuxI a partir d’une S-AdenosylMethionine (SAM) et la longueur de la chaine
varie en fonction de 1’Acyl Carrier Protein (ACP). L’AHL peut diffuser librement a I’extérieur de la bactérie.
Lorsqu’elle diffuse vers I’intérieur de la bactérie, elle est reconnue par LuxR, qui se dimérise et cible la Lux-box
sur I’ADN, permettant 1’expression de génes. adapté de Fuqua and Greenberg, 2002.

Les AHLs sont constituées d’un noyau lactone relié par un lien amide a une chaine
carbonée (Tableau 5). Il existe une grande diversité d’AHLs parmi les bactéries mais aussi au
sein d’'une méme espece bactérienne. La chaine carbonée est constitué de 4 a 18 carbones, en
général en nombre pair ; la longueur de la chaine a un impact sur la stabilité de la molécule, ce
qui peut affecter la signalisation (Papenfort and Bassler, 2016). Le troisi¢me carbone peut étre
oxydé (groupement cétone « oxo » avec une double liaison liée & un carbone), posséder un
groupement hydroxyle (groupement « OH ») ou étre réduit (Fuqua and Greenberg, 2002;
Papenfort and Bassler, 2016). Certaines AHLs possédent également une insaturation sur la

chaine carbonée (Fuqua and Greenberg, 2002; Ziesche et al., 2019).

Le systéme QS de la Protéobactérie Pseudomonas aeruginosa est un des plus étudié et des
mieux décrits. P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste, les patients les plus vulnérables
¢tant les personnes immunodéprimées et les personnes souffrant de mucoviscidose. Cette
bactérie est responsable de nombreuses infections nosocomiales, notamment a cause de sa

résistance a de nombreux antibiotiques.
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P. aeruginosa posséde cinq systemes QS imbriqués et hiérarchisés, lui permettant
d’intégrer les différents signaux de 1’environnement. Deux des systémes sont canoniques et
reposent sur le principe LuxI/LuxR : Lasl/LasR avec une N-(3-Oxododecanoyl)-L-homosérine
lactone (3-0x0-C12-HSL) et RhlI/RhIR avec une N-butanoyl-L- homosérine lactone (C4-
HSL). Le troisitme systtme de QS est le Pseudomonas Quinolone Signal
(2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone ; PQS) ; la synthase PgsABCDH synthétise 1’Al et PgsR le
reconnait (Figure 19) (Papenfort and Bassler, 2016). Le dernier systeme QS a été¢ découvert
plus récemment, en 2013, et a été nommé 1’ Integrated Quorum Sensing (1QS) (Lee et al., 2013).
L’IQS est activé notamment en cas de privation de phosphate (Lee et al., 2013). Enfin, la
molécule Al (2-(2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-carbaldehyde) est synthétisée par 1’enzyme
AmBCDE et son récepteur n’a pour I’instant pas été identifié (Lee et al., 2013).

Les systemes de QS chez P. aeruginosa sont astucieux et hautement interconnectés (Figure
19). La hiérarchie repose sur LasR situé en haut de la pyramide. Dans une boucle de rétro-
controle positif, LasR, RhIR et pgsR activent leur systéeme de synthase, respectivement Lasl,
RhlI et PqsABCDH (Fléches rouge sur la figure 19) (Papenfort and Bassler, 2016). LasR active
le systtme RhlI/RhIR et le systeme PQS. Le systeme PQS peut activer le systtme RhlI/RhIR
mais le systeme RhlI/RhIR inhibe le systeme PQS, afin d’avoir un ratio adéquat de 3-oxo-C12-
HSL / C4-HSL (Papenfort and Bassler, 2016).

Différents signaux permettent de moduler le QS chez Pseudomonas tels que le phosphate,
le fer, ’oxygeéne, mais aussi la cytokine humaine interféron-y qui active le syst¢eme Rhl (Lee
and Zhang, 2015; Wu, 2005)

P. aeruginosa possede également un récepteur LuxR orphelin dénommé QscR (Papenfort
and Bassler, 2016). Ce récepteur peut détecter des AHLs telles que C8-HSL, C10-HSL,
3-0x0-C10-HSL, C12-HSL, 3-0x0-C12-HSL and C14-HSL (Papenfort and Bassler, 2016).
Cela permet a P. aeruginosa de détecter les autres especes bactériennes alentours.

Cette inter-connectivité démontre de I’intégration de nombreux signaux extracellulaires et
intracellulaires afin de réguler le QS de fagon robuste. Le QS de P. aeruginosa controle plus de
300 genes ; le role de 1’activation du QS pour établir une infection aigué et chronique a été

démontrée dans de nombreux articles (Schuster et al., 2013).
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Figure 19 : Les différents systémes de Quorum Sensing présents chez la bactérie Pseudomonas aeruginosa
Les différents systétmes de Quorum Sensing sont interconnectés, permettant 1’intégration des signaux et
I’expression de nombreux geénes. d 'aprés Mukherjee and Bassler, 2019.

En 2013, il a été rapporté la synthése d’une AHL par une bactérie & gram positif du genre
Exiguobacterium. Le géne codant pour la synthase a été isolé, il présente une séquence proche
des LuxR présent dans les bactéries a Gram négatif, ainsi qu’un homologue de LuxI (Biswa
and Doble, 2013). Une équipe a également étudié in silico la présence d’homologues putatifs
LuxI/LuxR chez les bactéries a Gram positif. Les Firmicutes et les Actinobactéries posseédent
des homologues de LuxR, et dans une moindre mesure LuxI, trés probablement en raison d’un
transfert horizontal de geénes dans les écosystemes ou bactéries a Gram positif et négatifs

cohabitent (Rajput and Kumar, 2017).

AI-3 est un Al qui a été mis en évidence chez la bactérie entéro-hémorragique Escherichia
coli O157:H7 (Sperandio et al., 2003). Cette bactérie est présente dans le microbiote intestinal
et est responsable de diarrhée hémorragique. Sperandio et al. ont démontré que 1’adrénaline et
la noradrénaline sont capables de se fixer sur le méme récepteur qu’Al-3, démontrant
potentiellement une structure proche (Sperandio et al., 2003). Récemment, la structure et la
biosyntheése d’Al-3 a été décrite et appartient a la classe des pyrazinones, molécules pouvant

inhiber les protéases humaines et avoir des effets modulo-inflammatoires (Tableau 5) (Kim et

52



INTRODUCTION : LE QUORUM SENSING

al., 2020). Les métabolites d’Al-3 peuvent moduler la sécrétion de cytokines, notamment 1’IL-
6 et I'IL-8 (Kim et al., 2020). Le systetme Al-3/adrénaline/noradrénaline a ¢té¢ décrit chez
d’autres bactéries dont les bactéries entéropathogeénes Shigella flexneri, Salmonella sp., Yersinia
sp., et est impliqué dans I’expression de geénes de virulence (Lustri et al., 2017). Cela est
confirmé par Kim et al qui démontrent la production d’Al-3 par, entre autre, P. aeruginosa,
Vibrio cholerae, Salmonella enterica in vitro, mais aussi in vivo, dans les féces de souris (Kim
et al.,2020).
ii. Bactéries a Gram positif et Quorum Sensing

Les bactéries Gram positif utilisent des oligopeptides liné¢aires ou cycliques pour
communiquer. L’Al est synthétisé dans le cytoplasme et sécrété dans le milieu grace a un
transporteur (Abisado et al., 2018). A I'inverse des AHLs qui diffusent librement dans les
cellules, les peptides du QS Gram positif se lient & des récepteurs membranaires déclenchant la
transduction du signal permettant d’activer ou réprimer les génes cibles, dont la synthése de
I’ATI lui-méme (Novick and Geisinger, 2008). Le QS des bactéries a Gram positif est moins
connu que celui des bactéries a Gram négatif, et davantage de recherches sont nécessaires pour
en comprendre tous les mécanismes.

iii. AI-2 : Quorum Sensing universel

Le systéme de communication inter-bactérien AI-2 est partagé par les bactéries a Gram
positif et négatif et est donc qualifi¢ « d’universel » car il peut transmettre des signaux inter-
especes. Bonnie Bassler et ses collegues ont beaucoup travaillé sur le sujet, ils ont démontré
I’existence et caractérisé la structure et la signalisation d’Al-2 (Bassler ef al., 1994; Chen et al.,
2002; Ismail et al., 2016; Miller et al., 2004), qualifiant AI-2 d’« Esperanto bactérien ». Al-
2 a été identifié pour la premiere fois dans les années 1990 chez Vibrio harveyi, comme Al
régulant 1’émission de bioluminescence (Galloway et al., 2011). Le géne codant pour la
synthase d’Al-2, LuxS, a depuis été retrouvé dans de trés nombreuses espéces (Galloway et al.,
2011). I existe deux structures connues d’Al-2: (2S,4S)-2-methyl-2,3,3,4-
tetrahydroxytetrahydrofuranborate (S-THMF-borate, BAI-2) (Chen et al., 2002) et (2R,4S)-2-
methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofuran (R-THMF, Al-2) (Miller et al., 2004) (Tableau 5).

Il est intéressant de noter que les cellules épithéliales de mammiféres sont capables de
synthétiser une molécule « imitatrice » d’Al-2 qui active le QS chez les bactéries en réponse
a des molécules bactériennes et a une perturbation des jonctions serrées (Ismail et al., 2016).

Par ailleurs, la surexpression d’Al-2 est capable d’augmenter la proportion de

Firmicutes au détriment des Bacteroidetes lorsque le microboite de souris est perturbé par des
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antibiotiques (Thompson et al., 2015). Le QS de type AI-2 est donc capable de moduler la

composition du microbiote intestinal.

Il est treés intéressant de remarquer que le terme de QS commence a étre utilisé pour
parler de la communication des cellules immunitaires, en particulier les macrophages (parfois
dénommé Quorum Licensing) (Muldoon et al., 2020; Postat and Bousso, 2019; Postat et al.,
2018). Le Colony-Stimulating Factor-1 (CSF-1) a été proposé comme auto-inducteur
controlant la taille de la population cellulaire. Cependant, contrairement au QS bactérien, il
s’agit plutot de QS indirect, ou I’auto-inducteur est produit par les cellules stromales et non par
les macrophages. Le Quorum Licensing contrdlerait la production de cytokines telles que le

TNFa, avec des boucles de rétrocontrole (Muldoon et al., 2020).

1. Quorum Quenching

Le Quorum Quenching (QQ) désigne tous les processus biotiques et abiotiques qui
interviennent dans la dégradation du signal du QS (Whiteley et al., 2017). La dégradation du
signal peut se faire spontanément, par exemple un pH basique transforme les AHLs en acide
tétramique (Grandclément et al., 2016). Cette modification chimique est réversible
spontanément, lorsque le pH est diminué. La température modifie également la stabilité des
AHLs, en fonction de la longueur de leur chaine carbonée (Grandclément et al., 2016). Cette
modulation du signal par le pH est intéressante car les organismes tels que les plantes et les
animaux peuvent augmenter leur température et leur pH lors d’une infection, permettant entre
autres une dégradation des Al impliqués dans le QS et la virulence (Grandclément et al., 2016).

Les deux principaux types d’enzymes pouvant dégrader les AHLs sont les lactonases
(hydrolysant le noyau lactone pour donner une acyl-homosérine) et les acylases (clivant le lien
amide), créant un acide gras et une homosérine lactone (Whiteley et al., 2017). Il est important
de noter que I’humain est capable de synthétiser des lactonases appelées Paraoxonases (PON).
Cet ¢élément sera développé dans le paragraphe I11-B-4-ii.

Le QQ constitue une piste attirante pour développer des thérapies anti-microbiennes
alternatives aux antibiotiques, rendues nécessaires par 1’antibio-résistance. Le QQ ne tue pas

les pathogénes mais permet de bloquer la production de facteurs de virulence (Wu et al., 2020).
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Exemple de bactéries
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Tableau 5 : Vue d’ensemble des molécules utilisées par les bactéries pour leur Quorum Sensing d apres la
these d’Agathe Peyrottes ; Abisado et al., 2018 ; Diggle et al., 2007 ; Kim et al., 2020 ; Lee and Zhang, 2015 ;

Peyrottes et al, 2020
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B. Effets inter-regnes des AHLSs : dialogue entre I’hote et son microbiote

Eucaryotes et procaryotes ont coexisté et évolué conjointement pendant de nombreuses
années, permettant le développement de coopérations symbiotiques telles que dans I’intestin.
Le processus est appelé Signalisation Inter-Reégne (/nter-Kingdom Signalling). Ce terme a été
utilisé pour la premiere fois par Shiner, Rumbaugh et Williams en 2005 (Shiner et al., 2005),
mais 1’étude du phénomene est plus ancienne.

Nous n’aborderons qu’une partie de la signalisation inter-régne, les interactions entre les
AHLs du QS et les cellules des mammiféres. De nombreuses études in vivo et in vitro
démontrent 1I’impact des AHLs sur les cellules immunitaires, les fibroblastes et les cellules

épithéliales.

1. Effets des AHLs sur les cellules épithéliales et la barriére intestinale

L’impact des molécules du QS sur la fonction de barriére est particulierement pertinent
dans le contexte des infections pulmonaires a P. aeruginosa mais aussi au sein de 1’écosystéme
intestinal, du fait de la promiscuité entre les bactéries et les cellules épithéliales intestinales. La

plupart des études présentées ci-apres développent les effets des AHLs de Pseudomonas (Figure

20).

La 3-0x0-C12-HSL exerce un effet délétére sur la fonction de barriére épithéliale. Dans
un modele de cellules épithéliales polarisées, Caco-2, en présence de la 3-oxo-C12-HSL (100-
300uM), la perméabilité aux macromolécules et aux ions est augmentée (Vikstrom et al.,
2006). Cette hyperperméabilité est accompagnée d’une perturbation des complexes des
jonctions intercellulaires, notamment des protéines occludine, ZO-1, E-cadhérine et la
tricelluline dont I’ expression et la localisation sont modifiées par rapport aux cellules contrdles
(Eum et al., 2014; Vikstrom et al., 2006, 2009, 2010). Ces protéines présentent une
augmentation de leur phosphorylation (Vikstrom et al., 2009, 2010). De plus, 3-oxo-C12-HSL
(50-400uM) active les métalloprotéinases matricielles MMP-2 et MMP-3 via les récepteurs
activés par les protéases PAR (Eum et al., 2014). Les MMPs sont des enzymes impliquées dans
le remodelage de la matrice extracellulaire qui interviennent également dans la régulation de la
dégradation des protéines de jonctions (Rodriguez et al., 2010). De fagon intéressante,
I’expression des MMP est augmentée dans le colon de patients atteints de MICI (Naito and
Yoshikawa, 2005).

Récemment, il a été démontré, par expériences de transplantation fécale, que la 3-oxo-C12-

HSL provoquait une inflammation systémique et une perte de poids chez les souris (Cheng et
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al., 2021). Du plus, I’AHL avait des effets délétéres sur la morphologie et la taille du colon,
entrainant un défaut de barriére intestinal (Cheng et al., 2021).

La signalisation calcique est largement impliquée dans les effets de la 3-oxo-C12-HSL sur
les jonctions intercellulaires. En effet, I’inhibiteur de transporteur de calcium du réticulum
endoplasmique (thapsigargine), atténue les effets de I’AHL sur la perméabilité paracellulaire
dans les cellules Caco-2 (Vikstrom et al., 2010). Ces résultats sont confirmés dans des cellules
épithéliales pulmonaires, des fibroblastes et des cellules endothéliales ou les effets pro-
apoptotiques de la 3-oxo-C12-HSL (100uM) sont abolis en présence de la thapsigargine
(Schwarzer et al., 2014; Shiner et al., 2006).

La perturbation de la fonction de barriere passe également par la mort des cellules
¢épithéliales provoquée par la 3-oxo-C12-HSL comme démontrée par de multiples publications

(Maurice et al., 2019; Schwarzer et al., 2014; Shiner et al., 2006; Tao et al., 2016, 2019, 2021)

De fagon intéressante, la C4-HSL n’exerce aucun de ces effets déléteéres sur la lignée

d’entérocytes Caco-2 (Eum et al., 2014).

La 3-0x0-C12-HSL (10-100uM) altére également le fonctionnement de la mitochondrie,
en modifiant sa morphologie, entrainant un dysfonctionnement respiratoire et énergétique.
L’AHL provoque une augmentation de la production d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS)
et une oxydation de I’ADN mitochondrial et enfin I’apoptose de cellules pulmonaires (Maurice
etal.,2019; Tao et al., 2021).

Dans les cellules 2 mucus (la lignée cellulaire LS174T) la 3-oxo-C12-HSL (100uM)
augmente la production de ROS, activant la signalisation de la caspase 1 et 3 et affectant donc
la viabilité des cellules (Tao et al., 2016, 2019). De plus, il y a une augmentation de la synthese
de cytokines pro-inflammatoires et une diminution de la production de mucines (Tao et al.,

2016, 2019).

Au-dela des effets sur la barriére, la 3-oxo-C12-HSL module également la réponse
inflammatoire de I’h6te. Comme évoqué précédemment, les cellules épithéliales peuvent étre
considérées comme cellules de I’immunité innée. La 3-oxo-C12-HSL (100uM) induit une
sécrétion plus importante d’IL-6, cytokine pro-inflammatoire, par des cellules épithéliales
pulmonaires modele de mucoviscidose (invalidées pour des geénes rencontrés lors de cette

pathologie) et est dépendante de la signalisation calcique (Jahoor et al., 2008; Mayer et al.,
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2011). De plus, la C4-HSL n’induit aucune de ces réponses aux mémes concentrations (Mayer

etal.,2011).

2. Effets des AHLs sur ’immunité innée

Les effets des AHLs sur les cellules immunitaires ne sont pas toujours concordants et sont
dépendant de la concentration, du mode¢le étudié et des conditions expérimentales. Il est indiqué
pour chaque étude citée les concentrations en AHLs utilisées. Les effets sont rassemblés dans
le tableau 6.

i. Les cellules dendritiques

La 3-0x0-C12-HSL induit, selon les publications, une augmentation d’IL-10 par des DC
humains (Li et al., 2015) et a la fois une absence d’effet sur cette cytokine chez la souris
(Skindersoe et al., 2009). En revanche, la production d’IL-12 est diminuée en présence de 3-
ox0-C12-HSL de facon dose dépendante, chez la souris mais aussi chez ’Homme (Li et al.,
2015; Skindersoe et al., 2009). De plus, les DCs stimulées par la 3-oxo-C12-HSL (5-100uM)
induisent préférentiellement la différenciation des Treg plutdt que des LT CD4 (Li et al., 2015).
Ces résultats démontrent la capacit¢ de la 3-oxo-C12-HSL a diminuer la réponse anti-
microbienne des DCs pour installer une infection chronique de P. aeruginosa.

ii. Les neutrophiles

La 3-ox0-C12-HSL (0,1-200uM) de P. aeruginosa et la 3-oxo-C10-HSL (12,5-200uM)
de Burkholderia sp (pathogene opportuniste retrouvé lors d’infection chez les patient atteints
de mucoviscidose) sont des chimioattractants pour les neutrophiles humain issus de culture
primaire (Karlsson et al., 2012a; Zimmermann et al., 2006). Les effets observés sont abolis en
présence de thapsigargine, inhibiteur de la signalisation calcique (Karlsson et al., 2012a).
L’implication du calcium dans la signalisation des AHLs converge vers les résultats décrits
précédemment dans les cellules épithéliales.

Les Mitogen-activated protein kinases (MAPK) sont impliqués dans la signalisation de la
3-0x0-C12-HSL (10uM, 100uM). En réponse a I’exposition a I’AHL, la p38 MAPK est
rapidement phosphorylée, déclenchant une cascade de signalisation résultant en la
polymérisation de I’actine (Kahle et al., 2013).

Comme pour les cellules épithéliales, la 3-oxo-C12-HSL (3-100uM) exerce des effets pro-
apoptotiques sur les neutrophiles (Singh et al., 2019; Tateda et al., 2003).

De nouveau, la C4-HSL ne possede pas les méme propriétés que les AHLs a chaine longue
(Karlsson et al., 2012a; Singh et al., 2019; Zimmermann et al., 2006), méme s’il est a noter que

cette AHL induit un changement dans I’organisation de I’actine (Karlsson et al., 2012a).
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iii. Les macrophages

Les propriétés immuno-modulatrices de la 3-oxo-C12-HSL sur les macrophages ont été
amplement étudiées. Cette AHL exerce des effets aboutissant a une diminution de la réponse
inflammatoire, permettant la mise en place d’une infection chronique par Pseudomonas
aeruginosa. Le premier article a s’intéresser a 1’activité modulo-inflammatoire des AHLs date
de 1998. Telford et al. démontrent que les macrophages murins stimulés par du LPS (1pg/mL)
sécretent moins de TNFa et d’IL-12 en présence de 3-oxo-C12-HSL (30uM).

Dans la lignée de macrophages murins RAW264.7 stimulés par du LPS (10ng/mL), la 3-
0x0-C12-HSL (10-50uM) stimule la production d’IL-10 de fagon dose dépendante tandis que
la sécrétion de TNFa diminue (Glucksam-Galnoy et al., 2013). Cela est confirmé sur des
macrophages murins péritonéaux (Glucksam-Galnoy et al., 2013). L’implication de la MAPK
p38 dans la signalisation de la 3-ox0-C12-HSL est proposée par plusieurs groupes (Glucksam-
Galnoy et al., 2013; Kravchenko et al., 2006; Vikstrom et al., 2005). La 3-oxo-C12-HSL (10-
25uM) peut moduler la voie NF-kB lorsque les cellules étaient dans un contexte pro-
inflammatoire (LPS 100ng/mL), résultant en une diminution de I’expression de génes codant
des protéines pro-inflammatoires telles que TNFa, RANTES, MCP-1 (Kravchenko et al.,
2008).

De fagon intéressante, la signalisation de la 3-oxo-C12-HSL (5-50uM) ne semble pas
passer par la voie canonique des TLR (Kravchenko et al., 2006). En effet, dans des
macrophages murins, I’invalidation pour le géne TLR2 ou TLR4 n’empéche pas, entre autre, la
phosphorylation de p38, lorsque les cellules sont exposées a I’AHL (Kravchenko et al., 2006).
Les TLR sont les récepteurs canoniques des PAMPs et il semble surprenant que les AHLs,
molécules d’origine bactérienne, n’activent pas ces récepteurs.

Par ailleurs, I’'UPR, en réponse a un défaut de repliement des protéines dans le réticulum
endoplasmique, est activé en présence de 3-oxo-C12-HSL a une dose faible de 6,25uM (Zhang
etal.,2014).

De méme que dans les cellules épithéliales, I’exposition de macrophages a la 3-oxo-C12-
HSL (12-50uM) induit leur apoptose (Tateda et al., 2003).

Une caractéristique importante des macrophages est leur capacité a phagocyter les
particules étrangeres. Les macrophages humains présentent une activité de phagocytose
augmentée en présence de 3-0xo-C12-HSL (100uM) (Holm et al., 2015; Vikstrom et al., 2005).
Contrairement a ce qui a été rapporté¢ dans d’autres modéles cellulaires, Vikstrom et al. ne

notent pas d’augmentation de la production de ROS. En revanche, 1’équipe confirme
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I’implication de la MAPK p38 (mais pas de p42/44), et son inhibition abolit I’augmentation de
la phagocytose provoquée par la 3-oxo-C12-HSL (Vikstrom et al., 2005).

La 3-0x0-C12-HSL (10-50uM) a des effets sur le volume et la forme cellulaire des
macrophages humains (Holm et al., 2016). L’AHL induit I’augmentation de I’expression de
I’aquaporine 9, protéine formant des pores membranaires et impliquée dans les mouvement
d’eau (Holm et al., 2015, 2016). Les aquaporines interagissent directement avec le
cytosquelette et induisent des cascades de signalisation aboutissant a un remodelage du
cytosquelette. Les changements de forme et de volume des macrophages jouent un role

important dans leur capacité de phagocytose.

Une publication rapporte les effets immunomodulateurs d’AHLs dérivées de la bactérie
opportuniste Chromobacterium violaceum, notamment la dodecanoyl-HSL (C12-HSL),
identique a la 3-oxo0-C12-HSL de Pseudomonas, mais dépourvue de la fonction cétone. Les
macrophages RAW264.7 exposés a la C12-HSL (35,28uM) a 1’état basal sécrétent plus de
TNFa et d’IL-1B que les cellules contrdles (Gomi et al., 2006). La 3-oxo-C10-HSL et la 3-oxo-
C14-HSL induit une phosphorylation de la MAPK p38 des macrophages (Kravchenko et al.,
2006).

Les bactéries Acinetobacter baumannii et Acinetobacter nosocomialis, pathogénes
responsables de maladies nosocomiales synthétisent la 3-OH-C12-HSL (Woo et al., 2021).
Cette AHL similaire a ’AHL de P. aeruginosa, exerce les mémes effets : diminution de la
viabilité cellulaires, effets pro-inflammatoires, induction du calcium intra-cellulaire, production
de ROS et activation du stress du reticulum (Woo et al., 2021).

Comme dans les types cellulaires abordés précédemment, la C4-HSL n’exerce pas d’effets
immunomodulateurs (Kravchenko ef al., 2006) ou pro-apoptotiques (Tateda et al., 2003) sur

les macrophages.
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Effets de la 3-oxo-C12-HSL Références
Type
cellulaire
Cellules de I'immunité innée
Propriétés anti-inflammatoires a travers 1L-12 et
Telford et al., 1998
TNFa (0.1-100uM) crordetat,
Effets Pro-apoptotiques (12-50uM) Tateda et al., 2003
Augmentation de la phagocytose (100uM) Vikstrom et al., 2005
Inhibition de la voie NF-kB (4.7uM) Kravchenko et al., 2008
Effets anti-inflammatoires dose-dépendants (1- Glucksam-Galnoy ef al., 2013
50uM)
Macrophages Glucksam-Galnoy et al., 2013:
Implication de la voie des MAPK p38 dans la ueksam-batioy et ar., ’
signalisation (1-100M) Kravchenko et al., 2006;
8 # Vikstrom et al., 2005
Activation de 1'Unfold Protein Response (6.25-
Zh tal., 2014
100uM) ang et al., 20
Modification du volume et de la forme cellulaire (10- Holm et al., 2016
50uM)
Effets pro-apoptotiques (100puM) Boontham et al., 2008
Pas d'effet sur la sécrétion d'1L-10 (5-30uM) Skindersoe et al., 2009
Cellules Augmentation de la production d'IL-10 (5-100uM) Lietal., 2015
dendriti . . Li et al., 2015; Skind t
ENETHAUES | by iminution de la séerétion d'TL-12 (5-100uM) era mdersoe @
al., 2009
Augmentation de I'induction des Treg (5-100uM) Lietal., 2015
. -Karlsson et al., 2012b;
Chimioattractant (0.01-100uM) Zimmermann ef al., 2006
Génération de ROS ((3-100uM) (Singh et al., 2019)
Neutrophiles
Activation des MAPK (12-50uM) Kahle et al., 2013
. Singh et al., 2019; Tateda et
Effet pro-apoptotique (12-50uM) al.. 2003
Cellules de I'immunité adaptative
Boonth tal., 2008; Gupt
Inhibition de la prolifération et de I'activation (0.1- oontham ¢t @ 9 > upta
100uM) etal.,2011; Hooi et al., 2004;
i Telford et al., 1998
Activation des lymphocytes T vers un phénotype .
Smith et al., 2002
Lympzocytes Th (5uM) mith et al.,
Réduction de la sécrétion d'IL-4 et I’ IFNy (5uM) Ritchie ef al., 2005
Induction de I'apoptose via la voie mitochondriale Jacobi et al., 2009
(100uM)
Induction des lymphocytes T régulateurs (1-50uM)  Lietal., 2015
Lymphocytes | Modulation de la production d'immunoglobines (0.1- Telford et al., 1998 ; Ritchie et
B 100uM) al., 2003
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Cellules épithéliales

(Cheng et al., 2021; Eum et al.,
2014; Song et al., 2019;

Altération de l'intégrité de la barri¢re (100-400uM) Vikstrom of al.. 2006. 2009

2010)
Cellules | Nfodulation de la migration (1.5-12uM) Karlsson et al., 2012b
épithéliales :
M tal.,2019; T t
intestinales | Génération de ROS (10-1001M) ( | ol )e e 2 Tee
al.,

Diminution de la viabilité cellulaire (100-400uM) Tao et al., 2016

(Landman et al., 2018;

Modulation de I’expression d’IL-8 (1-50uM) Peyrottes et al., 2020)

Cellules
i : Jah t al., 2008; Smith et
épithéliales | Augmentation de I’expression d’IL-8 (100uM) Ezla 5(())516) a mith e
pulmonaires -

Tableau 6 : Tableau récapitulant les effets de la 3-0x0-C12-HSL sur les cellules eucaryotes (voir figure 20)
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3. Effets des AHLs sur Pimmunité adaptative

L’¢étude de I’'impact des AHLs sur les cellules de I’immunité adaptative est plus restreinte
que sur ’immunité innée. De plus, les effets rapportés sont souvent contradictoires.

Telford et al. signent le premier article rapportant des effets sur les lymphocytes. La 3-oxo-
C12-HSL (70-100uM) inhibe la prolifération des LT de la rate de souris (Telford ez al., 1998).
Cela a également été rapporté sur des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC)
humains stimulés par 1-100uM de 3-0x0-C12-HSL (Hooi et al., 2004), qui induit également la
production d’Immunoglobuline E (IgE) (Telford et al., 1998). Les IgE sont les anticorps
sécrétés par les plasmocytes, différenciés a partir de lymphocytes B et sont impliqués dans la
défense contre les parasites. Ces observations traduisent plutdt une réponse Th2. Ces résultats
ont ¢té remis en cause (Ritchie et al., 2003, 2005; Smith et al., 2002a). D’une part la 3-oxo-
C12-HSL (5uM) stimule les LT activés, induisant la sécrétion d’IFNy, promouvant une
réponse Thl (Smith ef al., 2002a). D’autre part, Ritchie et al. démontrent que la 3-oxo0-C12-
HSL (10uM) inhibe la sécrétion de cytokines des lymphocytes murins, inhibe la réponse pro-
inflammatoire Th1 ou Th2 (Ritchie ef al., 2003, 2005).

Par ailleurs, lorsque des DCs dérivés de moelle osseuse sont en contact avec la 3-oxo-C12-
HSL (5-100uM), elles induisent la différenciation des LT en Treg avec une augmentation de
la sécrétion d’IL-10 et une diminution de I’'IFNy et de I’IL-12 (Li et al., 2015), démontrant le
caractere anti-inflammatoire de la 3-oxo-C12-HSL. Cela permet de constater que les effets de
I’AHL sur un type de cellule spécifique ont également un impact indirect sur d’autres types de
cellules.

De plus, il n’y a pas de de cytotoxicité de la 3-oxo-C12-HSL sur les LT spléniques a des
concentrations faibles (1-10uM) (Ritchie et al., 2005). A contrario, la 3-oxo-C12 (10-100uM)
entraine ’apoptose des cellules de la lignée Jurkat (lignée cellulaire de LT) via la voie
mitochondriale (Jacobi et al., 2009). On peut noter que parmi 7 AHLs testées, la 3-oxo-C12-
HSL (ayant la chaine carbonée la plus longue) est la seule toxique (Jacobi et al., 2009).

Concernant les récepteurs, des lymphocytes issus de PBMC exposés a la 3-oxo-C12-HSL
(1-100uM) augmentent I’expression de TLR2 de facon dose dépendante, tout en inhibant la
sécrétion de TNFa (Bao et al., 2017). Ces résultats sont intéressants car il a été démontré que

la signalisation de la 3-0x0-C12-HSL ne passe pas par les TLR (Kravchenko et al., 2006).

Ces résultats concernant I’impact de la 3-oxo-C12-HSL sur les cellules immunitaires ou

sur les cellules épithéliales ne mettent pas en évidence d’effets consensuels (Figure 20), mais il
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est possible de voir que les effets pro-inflammatoires ont lieu en général dans des cellules a
I’état basal, tandis que les effets anti-inflammatoires sont observés dans des cellules activées
par du LPS ou des cytokines. Ces effets anti-inflammatoires aboutissent & une suppression de

la réponse immunitaire vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa permettant de mettre en place

une infection chronique.

Fonction de barriére intestinale Systéme immunitaire intestinal
Pseudomonas aeruginosa
3oxo-C12-HSL
@ 3-ox0-C12-HSL O
$ OO O: C')‘ 3-0x0-C12-HSL 3-0x0-C122-HSL
=) 0O R o P PON
£ ; N O 09 . @ 3eox0-C12-HSL
.3 ; Y 3-0%0-C12:2-HSL ;O ; o ° o
: i E “a .. ; 3 ; ',‘ 3 O
i vk : : : :

Tight
junctions

Mugueuse

Figure 20 : Effets des AHLS sur la fonction de barriére intestinale et sur la réponse immunitaire (voir
tableau 6).

La 3-0x0-C12-HSL de Pseudomonas aeruginosa induit I’apoptose dans de nombreux types cellulaires, dont les
cellules épithéliales, provoquant une perturbation de la barriére intestinale. De plus, la 3-oxo-C12-HSL
désorganise les jonctions serrées, augmentant la perméabilité paracellulaire et module également la production
de mucus. A I’inverse, la 3-ox0-C12:2-HSL exerce des effets protecteurs sur les jonctions serrées. Tandis que la
3-0x0-C12-HSL stimule la chimioattraction et la phagocytose des neutrophiles ainsi que la mort cellulaire, ses
effets sur les cellules immunitaires sont plus complexes (voir tableau 6). LA 3-0x0-C12:2-HSL induit une
diminution de la production d’IL-8 par les cellules épithéliales. Il reste encore nécessaire d’identifier les
mécanismes permettant aux AHLs de traverser la barriére et atteindre les cellules immunitaires dans un contexte
physiologique in vivo. D’aprés Coquant et al, 2021
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4. Cibles eucaryotes des AHLs

Plusieurs questions demeurent concernant la signalisation des AHLs dans les cellules
eucaryotes, notamment leur entrée dans les cellules. D une part, de par leur caractere lipophile,
les AHLs peuvent rentrer dans les cellules de fagon passive jusqu’a atteindre un équilibre de
concentration de part et d’autre de la membrane plasmique des lymphocytes T et des DC
(Ritchie et al., 2007). Une étude récente a démontré que la 3-oxo-C12-HSL de Pseudomonas
¢tait capable de s’incorporer aux lipides de la membrane plasmique et d’induire sa
désorganisation entrainant [’apoptose du lymphocyte (Song et al., 2019). De facon
contradictoire, en présence de 3-oxo-C12-HSL, I’expression des transporteurs ABC est
augmentée dans des cellules épithéliales pulmonaires (Bryan et al., 2010). En présence d’un
inhibiteur de ces récepteurs, I’AHL ne traversait plus la membrane (Bryan ef al., 2010). Il est
donc possible que le mode d’entrée des AHLs dépend du type cellulaire.

D’autre part, ’hypothese de récepteurs membranaires se pose également.

i. Absence de récepteur défini

Les réponses eucaryotes a la 3-oxo-C12-HSL ne dépendent pas des TLR et des récepteurs
NOD, contrairement & ce qui est fréquemment observé avec les molécules d’origine
microbiennes (Kravchenko et al., 2006). Une étude contradictoire suggere toutefois que la 3-
0x0-C12-HSL induit I’expression de TLR2 et que ce récepteur est nécessaire pour exercer ses
effets immunomodulatoires dans les cellules épithéliales de cornée humaine (Hu ez al., 2021).

Aucun récepteur n’a été clairement identifi¢é pour les AHLs. Comme développé
précédemment, I’implication de différents voies et processus cellulaires ont été associées a la
réponse a la 3-oxo-C12-HSL : NF-kB (DiMango et al., 1998; Kravchenko et al., 2008), les
MAPK (Glucksam-Galnoy et al., 2013; Kravchenko et al., 2006; Vikstrom et al., 2005), la
signalisation calcique (Schwarzer et al., 2014; Vikstrom et al., 2010), I’'UPR (Zhang et al.,
2014), ’apoptose (Maurice et al., 2019; Tateda et al., 2003).

ii. PPARy

Néanmoins, il a été montré par plusieurs groupe que la 3-oxo-C12-HSL interagit avec le
Peroxisome Proliferator Activated Receptor-gamma (PPARY) et ce & des concentrations tres
faibles, InM (Cooley et al., 2010). Les PPAR sont des facteurs de transcription li¢ a la
membrane nucléaire qui jouent un role important dans le métabolisme des lipides et dans

I’inflammation (Cooley et al., 2010; Jahoor et al., 2008). L’inhibition de PPARY a un effet pro-
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inflammatoire sur les cellules. L’AHL agit comme antagoniste de PPARY et empéche la liaison
du facteur de transcription a I’ADN (Cooley et al., 2010; Jahoor ef al., 2008).
iii. IQGAP1

En étudiant I’impact de la 3-o0xo-C12-HSL sur la migration cellulaire, Karlsson et al. ont
mis en évidence une interaction entre I’AHL et IQ-motif containing GTPase-Activating Protein
(IQGAP1) (Karlsson et al., 2012b).

IQGAPI est une protéine d’échafaudage impliquée dans la signalisation et 1’organisation
du cytosquelette (Tanos et al., 2018). Elle posséde également un role dans I’assemblage des
jonctions serrées, notamment en interagissant avec les claudines (Tanos et al., 2018).
L’interaction 3-oxo0-C12-HSL / IQGAP1 semble donc une piste intéressante, étant donné que
I’AHL perturbe 1’organisation de la barriére intestinale et ses jonctions serrées.

iv. AhR

Il a trés récemment été démontré que la 3-oxo-C12-HSL de Pseudomonas interagit avec le
récepteur d’aryl d’hydrocarbone (AhR) et en inhibant la signalisation du récepteur (Moura-
Alves et al., 2019). L’étude a été menée sur plusieurs types cellulaires in vitro, dont des
macrophages et des cellules épithéliales, mais également in vivo dans des modéles murins et de
poisson z¢ebre.

v. T2R138

Une autre cible cellulaire potentielle des AHLs est la protéine T2R38. C’est une protéine
faisant partie de la famille des récepteurs du gotit amer (bitter taste receptor ; BTR). Ce sont
des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a une protéine G (RCPG) (Avau
and Depoortere, 2016). Au départ identifi¢ dans 1’épithélium de la cavité buccale, il a été
découvert que les BTR sont exprimés dans de nombreux tissus extra-oraux, tels que les
poumons, I’intestin, le cerveau... Les BTR peuvent étre activés par de nombreuses molécules,
naturelles comme synthétiques mais tous les BTR n’ont pas de ligand identifiés (Avau and
Depoortere, 2016). Leur signalisation implique la protéine G nommée Gustducine et la
phospholipase B2 et, grace au message secondaire inositol triphosphate (IP3), aboutit au
relargage du calcium du réticulum endoplasmique (Figure 21) (Lu et al., 2017).

L’étude des récepteurs du gotit amer au-dela de la cavité buccale suscite de plus en plus
d’intérét. D’une part, les récepteurs du gotit influencent notre régime alimentaire, qui est un
facteur important dans les MICI. De plus, les récepteurs du gofit sont exprimés tout le long du
tractus digestif (Jeon et al., 2011; Latorre et al., 2016; Turner et al., 2019; Yu et al., 2015) ainsi
que par les cellules immunitaires (Maurer et al., 2015; Tran et al., 2018; Verbeurgt et al., 2017).
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Des souris invalidées pour le géne codant pour la gustducine sont plus sensibles aux colites
inflammatoires, avec une augmentation du TNFa et de 'IFNy (Feng et al., 2018a). Cela suggére
un role des BTR dans la modulation de I’inflammation intestinale. Un site internet recense les
BTR et leurs ligands connus et permet ¢galement de tester de potentiels ligands (Dagan-Wiener
et al., 2019). Par ailleurs, plusieurs agonistes des BTR ont un effet anti-inflammatoire en
diminuant la production de TNFa et d’IL-8 dans des macrophages pulmonaires humains
(Grassin-Delyle et al., 2019).

Du fait de son interaction avec la 3-0x0-C12-HSL, nous nous focaliserons sur un récepteur
spécifique, T2R38, qui sera dénommé par la suite hT2R38 pour la protéine humaine et
mT2R138 pour I’orthologue murin. Plusieurs agonistes synthétiques pour hT2R38 et mT2R 138
ont ét¢ identifiés, notamment le PhénylThioCarbamide (PTC) (Avau and Depoortere, 2016).

Lee et al. démontrent que, dans I’épithélium pulmonaire humain, hT2R38 est activé par la
3-0x0-C12-HSL et la C4-HSL, activant des effets antibactériens (Lee ef al., 2012). De fagon
intéressante, les polymorphismes de 74S3R38 sont liés a la capacité de 1’individu a éliminer
Pseudomonas aeruginosa, démontrant que certaines personnes sont plus sensibles aux
infections (Lee et al., 2012). Ces résultats ont également été retrouvés chez la souris (Lee ef al.,
2014).

Une interaction entre hT2R38 et la 3-oxo-C12-HSL a également ¢ét¢ montrée dans les
neutrophiles isolés du sang circulant humain. Cette interaction a été observée par co-
localisation par immunofluorescence et par co-immunoprécipitation a 1’aide de I’AHL couplée
a une biotine (Maurer et al., 2015). Il est intéressant de noter que hT2R38 a été par ailleurs
localis¢ dans les gouttelettes lipidiques des neutrophiles et des cellules pancréatiques
cancéreuses (Gaida et al., 2016; Maurer ef al., 2015). Le méme groupe a montré qu’en réponse
a I’activation de hT2R38 par le PTC ou la 3-oxo-C12-HSL, la MAPK p38 est activée, ce qui
est cohérent avec les résultats décrits plus hauts (Gaida et al., 2016).

Plusieurs articles rapportent 1’activation de la phospholipase C ainsi que I’implication de
I’IP3 dans la signalisation induite par la 3-oxo-C12-HSL (Schwarzer et al., 2014; Shiner et al.,
2006; Yadav et al., 2018), ce qui est un argument en faveur de la signalisation des AHLs via
un RCPG, dont T2R38.

Par une approche de type étude structure-fonction, les acides aminés impliqués dans les
interactions entre plusieurs récepteurs du gotit amer (T2R, T2R14, T2R20) et la 3-0x0-C12-
HSL ont ét¢ identifiés (Jaggupilli et al., 2018). Cette étude a permis d’avoir plus d’informations
mécanistiques sur les interactions entre le récepteur et son ligand, pour mieux comprendre ces

« capteurs bactériens ».
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Par ailleurs, de nombreuses autres molécules bactériennes peuvent activer h\T2R38, comme
cela a ét¢ démontré dans une étude de screening dans des cellules rapportrices (Verbeurgt et

al., 2017).

Figure 21 : Signalisation canonique des récepteurs du goiit amer.
Les récepteurs du gout amers (T2R) sont des récepteurs couplés a une
protéine G. Leur activation aboutit au relargage du calcium du
réticulum endoplasmique. T2R : récepteur du gout amer ; PLCB2 :
Phospholipase B2 ; IP3 : Inositol triphosphate ; CA%" : ion calcium ;
IP3R : Récepteur IP3 D’apres Lu et al, 2017

Dans le cadre de ce modele ou les métabolites bactéries seraient reconnues par les
récepteurs du golit amer, une association entre susceptibilité a la rhinosinusite chronique et les
polymorphismes des BTR, en particulier hT2R38 a été mise en évidence. Les homozygote
PAV/PAV (Proline Alanine Valine ; dénommés « supertasteurs ») sont moins sensibles que les
AVI/AVI (Alanine Valine Isoleucine ; dénommés « non-tasteurs ») (Jeruzal-Swiatecka et al.,
2020). Plus récemment, les récepteurs du goiit ont suscité un intérét dans la crise du Covid-19.
Un des symptomes du SARS-CoV-2 est la perte du gott et de I’odorat, aussi a-t-il été étudié
les phénotypes des BTR. Une étude de 2000 sujets a montré une association entre les « non-
tasteurs » qui €taient plus susceptibles d’avoir une forme plus grave du Covid-19 que les

supertasters (Barham et al., 2021).

Il serait intéressant d’identifier les récepteurs eucaryotes des AHLs, afin de pouvoir
mieux comprendre les mécanismes d’action de ces molécules sur 1’hote. Un modéle ou les
AHLs agiraient a la fois sur un récepteur membranaire mais aussi en intra-cellulaire en rentrant

par diffusion passive doit également tre envisagé.

5. Réponse des cellules de ’hote au Quorum Sensing

i. Les Paraoxonases
Dans le cadre de la signalisation inter-régne, les mammiferes sont capables de synthétiser
des lactonases, qui « ouvrent » le noyau lactone des AHLs en I’hydrolysant (Grandclément et
al., 2016). Ces enzymes dépendantes du calcium sont appelées Paraoxonases (PON) et il en

existe trois types. Les PON1, PON2 et PON3 sont hautement conservées chez les vertébrés, en
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particulier chez les mammiféres. Les PON1 et PON3 sont principalement exprimées dans le
foie et les reins et ensuite sécrétées dans le sérum, tandis que la PON2 est exprimée dans de
nombreux tissus et est principalement intra-cellulaire (Grandclément et al., 2016). Concernant
I’intestin humain, il y a une plus forte expression de la PON2 dans le jéjunum que dans le
duodénum, I’iléon et le colon (Levy et al., 2007). La PON2 a la plus grande efficacité pour
cliver les AHLs (Teiber et al., 2008). En effet, la PON1 est connue pour son activité sur les
organophosphates contenus dans les insecticides notamment, mais aussi sur les acides gras en
clivant les noyaux lactones (Grandclément et al., 2016). Les PONs présentent une forte
efficacité contre les AHLs a chaines longues telles que la 3-oxo-C12-HSL, mais peu contre la
C4-HSL (Grandclément ef al., 2016).

De fagon intéressante, les PON1 et 3 sont moins exprimées dans I’intestin des patient MC
et RCH par rapport a des sujets sains (Rothem et al., 2007).

La 3-0x0-C12-HSL induit 1’augmentation du calcium intra-cellulaire. Le calcium
déclenche la dégradation de I’ARNm et la protéine PON2 (Horke et al., 2008). Pseudomonas
aeruginosa est donc capable de réduire la défense cellulaire en neutralisant la PON2, en plus
de diminuer la réponse inflammatoire.

La PON2 exerce également des propriétés anti-oxydante dans les cellules Caco-2, lignée
de cellules épithéliale intestinale (Levy et al., 2007; Précourt ef al., 2012).

En fonction des études, un inhibiteur de paraoxonase est utilisé. Néanmoins, une équipe a
démontré qu’en présence d’un inhibiteur de PON2 (Triazolo[4,3-a]quinolone, TQ416), la 3-
ox0-C12-HSL n’avait plus d’effets pro-apoptotiques sur la lignée de cellules épithéliales
coliques LS174T, démontrant de la nécessité de la PON intra-cellulaire pour une signalisation
de I’AHL (Tao et al., 2016).

ii. Molécules de communication de I’h6te et Quorum Sensing

Une étude pilote publiée en 1992 a démontré que les catécholamines (comprenant
I’adrénaline) favorisent la croissance des bactéries et leur virulence (Lyte and Ernst, 1992). En
conséquence, le terme d’endocrinologie microbienne a été proposé dans les années 1990 pour
décrire 1’étude des effets des hormones de 1’hote sur la croissance, le métabolisme et la
virulence des bactéries (Lyte, 2004). Comme discuté précédemment pour le systeme Al-3 et
I’adrénaline/noradrénaline (Sperandio et al., 2003), certaines hormones eucaryotes peuvent
interagir avec le QS. Les AHLs possedent une structure et un mécanisme d’action proche de
certaines hormones synthétisées par les mammiféres. Etant donné que les cellules de

mammiferes réagissent en présence d’AHLs, dans le cadre du QS il parait naturel de faire
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I’hypothése que réciproquement ces hormones ont également un impact sur les cellules
procaryotes.

L’étude de I’impact des hormones et cytokines sur la formation des biofilms et la virulence
est notamment motivée par le besoin de trouver de nouvelles molécules anti-microbiennes pour

lutter contre 1’antibio-résistance.

C. Le Quorum Sensing dans I’intestin

1. Connaissances actuelles

Au vu du nombre de bactéries et de leur diversité dans I’intestin, il semble cohérent d’y
envisager la présence physiologique de molécules du QS. Par ailleurs, le QS étant fortement
associé a la notion de virulence, il est également intéressant de s’interroger sur I’existence de
molécules du dialogue bactérien dans I’intestin dans un contexte infectieux et pathologique.

La présence d’Al-2 dans I’intestin de mammiferes a été démontrée par plusieurs articles
(Kaper and Sperandio, 2005; Li et al., 2019; Sperandio et al., 2003). AI-2 étant considéré
comme « langage universel », il n’est pas surprenant de retrouver cet Al dans un écosystéme
aussi complexe que I’intestin.

Il existe de nombreuses études in vitro sur la production des AHLs et leur impact sur les
cellules eucaryotes, mais peu ont été menées in vivo, sur des écosystémes complexes. Certaines
bactéries pathogenes telles que Yersinia enterocolitica possedent le systeéme de production et
détection des AHLs, tandis que d’autres pathogenes entériques tels que Sa/monella sp posséde
seulement le récepteur SdiA (Swearingen et al., 2013). Jusqu’a récemment la présence d’AHLs
n’avait jamais été mise en évidence dans les bactéries commensales intestinales. Des analyses
bio-informatiques issus de The Human Microbiome Project ont permis d’identifier le récepteur
aux AHLs SdiA dans de nombreuses bactéries commensales, parmi lesquelles Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella. Cette méme analyse a pu détecter trois organismes
possédant la paire d’homologues LuxI/LuxR : Hafnia alvei, Edwardsiella tarda, and Ralstonia
sp. strain 5 7 47FAA (Swearingen et al., 2013).

Il est intéressant de noter que, grace a I’utilisation de systémes rapporteurs bactériens, des
AHLs ont été retrouvées dans I’écosysteme de rumen de vaches (Erickson et al., 2002a). La
nature des AHLs ou les bactéries productrices n’ont pas pu étre identifiées. Un article récent
analyse une base de données métagénomiques de pres de 450 rumens différents de vaches. Ils
mettent en évidence la présence du géne de synthase LuxlI, chez les bactéries a Gram négatif du
genre Citrobacter sp. et un homologue de LuxR est présent chez 4,5% des Gram positifet 5,1%

des Gram négatif (Won et al., 2020). Par ailleurs, I’équipe détecte la présence de lactonase,
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pouvant hydrolyser et neutraliser les AHLs, dans neuf génomes issus de la base de donnée (Won
et al.,2020).

Un article datant de 2008 rapporte la présence d’AHLs dans les selles de quatre nouveau-
nés a I’aide de rapporteurs bactériens (Kumari et al., 2006, 2008).

La présence des AHLs dans I’intestin de mammiféres repose donc sur des études bio-
informatiques ou I’utilisation de rapporteurs bactériens, mais n’utilise pas de technique
permettant I’identification directe des AHLs. Plusieurs facteurs peuvent expliquer 1’absence de
publications apportant des preuves directes des AHLs « entériques ». Les AHLs peuvent étre
dégradées par de nombreux facteurs mentionnés précédemment et qui sont pertinents dans le
cadre de I’intestin : un pH alcalin, la présence de PON, des acylases-oxidoréductases-lactonases
bactériennes. De plus, il peut exister des verrous techniques, avec une limite de sensibilité
notamment pour 1’utilisation de rapporteurs bactériens.

C’est pourquoi les auteurs d’une revue se sont interrogés sur la présence des AHLs dans
Iintestin :  « Are there Acyl-Homoserine Lactones within Mammalian Intestines? »
(Swearingen et al., 2013). C’est la premicre question a laquelle notre équipe a voulu répondre

(Landman et al., 2018).

2. Identification de la 3-o0x0-C12:2-HSL dans 1’écosystéme intestinal

humain

Notre équipe a donc recherché la présence des AHLs dans 1’écosystéme intestinal de sujets
sains, mais aussi de patients atteints de MICI. En effet, lors des MICI, la dysbiose implique un
déséquilibre des bactéries du microbiote et donc il est possible d’émettre 1’hypothése d’une
modulation des AHLs potentiellement présentes. Par ailleurs, plusieurs études activité de la
PON1 et risque de développer une MICI (Boehm et al., 2009; Karban et al., 2007; Rothem et
al., 2007).

Afin de répondre a la question, notre équipe a mis au point une technique d’extraction des
AHLs solide-liquide puis liquide-liquide et de détection par chromatographie liquide haute
pression couplée a la spectrométrie de masse en tandem (HPLC-MS/MS) (Landman et al.,
2018). Les féces de 75 sujets ont été analysées : 26 sujet sains, 22 patients atteints de la MC,
27 patients atteints de RCH. Parmi les 49 patients, 24 sujets étaient en période de poussée et 25
¢taient en rémission. Quatorze AHLs ont pu étre identifiées, avec une distribution différente
selon I’état pathologique des individus (Figure 22A). Parmi ces AHLs, I’une d’entre elle (m/z
294.2) était prédominante, elle était présente dans 40% des échantillons, soit 30 individus,

tandis que les autres sont présentes dans moins de 10 échantillons. Grace a la spectrométrie de
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masse de haute résolution, il a été possible de déterminer sa masse précise, 294.1700 m/z, et
donc sa formule : Ci6H2404N (Figure 22B). Notre équipe en a déduit que cela correspondait a
une AHL avec une chaine de 12 carbones avec deux insaturations, nomme¢ 3-o0xo0-C12:2-HSL,
molécule qui n’avait jusqu’alors jamais été décrite (Tableau 5). La position précise de ses
doubles liaisons n’a pas pu étre déterminée en raison de la faible quantité de produit extrait
mais a €té déterminée par analyse de la bibliographie scientifique. Aprés synthése chimique,
Iactivité QS de la 3-0x0-C12:2-HSL a pu étre vérifiée grace a un systéme rapporteur bactérien.

La structure de cette molécule est donc trés proche de celle de la 3-oxo-C12-HSL de
Pseudomonas aeruginosa, avec deux insaturations en plus. La présence d’une double
insaturation de la chaine carbonée d’une AHL est trés peu rapportée mais un article décrit la
présence d’'une AHL avec une chaine de 12 carbones ayant deux doubles liaisons, produite par
des bactéries marines du genre Roseobacter (Ziesche et al., 2019). Sans pouvoir déterminer de
facon précise la localisation des insaturations, cette équipe a synthétisé plusieurs molécules
candidates. L’article conclue que la configuration et stéréochimie des insaturations a peu
d’importance dans la signalisation bactérienne (Ziesche et al., 2019).

Des différences de distribution de la 3-0x0-C12:2-HSL parmi les individus de 1’étude ont
¢été observées. En effet, cette molécule est diminuée chez les patients atteints de MICI en
période de poussée (16% sont positifs a la 3-oxo-C12:2-HSL) et en période de rémission (37,5%
sont positifs a la 3-0x0-C12:2-HSL) ) comparé¢ a des sujets sains (65,4% sont positifs a la 3-
0x0-C12:2-HSL) ) (Figure 22C). D’un point de vue quantitatif, on note une concentration plus
faible de 3-0x0-C12:2-HSL dans les selles de sujets en période active de la maladie (en
moyenne 0,25 nmol/g féces) par rapport aux sujets sains (en moyenne 2,62 nmol/g feces)
(Figure 22D).

Par ailleurs, I’absence de la 3-ox0-C12:2-HSL est corrélée a un état de dysbiose, avec une
diminution des bactéries du phylum Firmicutes (en particulier les Clostridium, dont
Faecalibacterium prausnitzii) et une augmentation des d’Escherichia coli par rapport aux
individus possédant I’AHL (Figure 22E).

La 3-0x0-C12:2-HSL exerce en outre des effets anti-inflammatoires de facon dose-
dépendante sur la lignée de cellules épithéliales intestinales Caco-2/TC7 (Figure 22F). De plus
de facon trés intéressante, a 1’état basal, cette molécule n’augmente pas la perméabilité
paracellulaire aux macromolécules, contrairement a la 3-oxo-C12-HSL de P. aeruginosa
(Figure 22G). Cette étude a donc mis en évidence, pour la premiére fois, la présence d’AHLs
dans I’écosystéme intestinal humain, dont une est prédominante, la 3-oxo-C12:2-HSL. De plus,

il a été possible de corréler I’absence de cette molécule a un état pathologique.
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Figure 22 : Mise en évidence de la 3-0x0-C12:2-HSL dans I’écosystéme intestinal humain

A : Heatmap du profil des Acyl-Homoserine Lactones (AHLs) dans les féces des sujets sains (HS), les patients
MICI en rémission (R-IBD) et des patients MICI en période de poussée (A-IBD). Les AHLs sont désignées par
leur masse sur charge (m/z) et sont représenté par des rectangles, le plus foncée désignant une forte concentration
au plus clair, une faible concentration. L’AHLs m/z =294.2 est la 3-0x0-C12:2-HSL B : Full Scan (80-100) de la
fraction contenant la 3-ox0-C12:2-HSL (m/z = 294.2) C et D : Graphique représentant la distribution et la
concentration de la 3-ox0-C12:2-HSL dans les féces parmi les sujets. E : Composition bactérienne dans les féces
des sujets de I’étude a 1’échelle du phylum. F : Sécrétion de ’interleukine-8 (IL-8) par les cellules épithéliales
Caco-2/TC7 stimulées ou non par de I'IL-1p, et traitées par la 3-oxo-C12-HSL ou 3-ox0-C12:2-HSL aux
concentrations indiquées, illustrant les effets anti-inflammatoires de la 3-ox0-C12:2-HSL comparés a ceux de la
3-0x0-C12-HSL G : Effet des 2 AHLs sur la perméabilité aux macro-molécules aprées 4h ou 20h d’exposition aux
AHLs. Proportion de FD4-FITC dans le compartiment basal des cellules Caco-2/TC7 cultivées sur transwell. Les
cellules ont été exposées a 200uM d’AHL. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. adapté de Landman et al., 2018
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3. Modulations chimiques d’AHLs avant des effets optimisés

Cette AHL nouvellement mise en évidence dans 1’intestin constitue une piste prometteuse
dans la mise au point de nouvelles molécules anti-inflammatoires. On peut donc 1’envisager
comme un modele pour le développement de molécules d’intérét thérapeutique.

L’utilisation d’analogues synthétique des AHLs a été adoptée notamment dans le but de
créer de nouvelles alternatives aux antibiotiques, comme le rapporte de maniére extensive
Christiane Chbib (Chbib, 2020). Ce travail est en grande majorit¢é mené contre la bactérie
pathogene P. aeruginosa, a partir de son AHL 3-o0xo0-C12-HSL. Chhabra et son équipe ont
démontré que 1’ajout d’une double liaison ou d’un substitut non polaire au bout de la chaine
aliphatique avait des effets immunosuppressifs, tandis que la modification du noyau lactone ou
I’ajout de substitut polaire supprimait les effets de I’AHL synthétique (Chhabra ef al., 2003).
La nécessité du noyau lactone intact a été confirmé par une autre étude (Kravchenko et al.,
2006). En son absence, la signalisation de la 3-oxo-C12-HSL synthétique est abolie par rapport
a son analogue naturel. De plus, une chaine aliphatique longue est nécessaire pour que la
molécule exerce des effets sur les cellules eucaryotes (Tateda et al., 2003).

Des ¢études rapportent également la modulation de structure des AHLs avec comme objectif
de trouver des molécules anti-inflammatoires (Thomas ef al., 2006). Ainsi, notre équipe a, en
collaboré avec 1’équipe de Jean-Maurice Mallet de ’ENS. Agathe Peyrottes, doctorante dans
I’équipe du Dr. Maller, a synthétisé au cours de sa theése plusieurs analogues, dont certaines
ont fait I’objet d’un brevet (PAT2602795PC00). Cette molécule, dénommée 3-oxo-C12-2-
Amino-4-ChloroPhénol (ACP) posséde un noyau phénol a la place du noyau lactone ainsi
qu’une fonction chlore et phénol (Tableau 5) (Peyrottes et al., 2020). Cette molécule posséde
des effets anti-inflammatoires plus forts que la 3-0x0-C12:2-HSL sur des mode¢les de
macrophages murins et de cellules épithéliales intestinales. Par ailleurs, elle n’active pas le
récepteur bactérien a la 3-oxo-C12-HSL (contrairement a la 3-oxo-C12:2-HSL), ce qui est un
avantage ¢tant donné que ce sont des récepteurs majoritairement décrits dans les bactéries
pathogénes. Enfin, cette molécule posséde une plus grande stabilité¢ et est insensible aux

lactonases sécrétées par 1’hote.
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OBJECTIFS

La 3-0x0-C12:2-HSL est une nouvelle AHL, identifiée dans 1’écosystéme intestinal
humain et diminuée chez les sujets atteints de MICI par rapport a des sujets sains. Notre équipe
a abordé¢ 1’étude des propriétés de cette molécule potentiellement mise en jeu dans le dialogue
héte-microbiote par différents angles; (i) ses effets sur la barriére intestinale, (ii) sur
I’inflammation et sur la composition du microbiote et (iii) la recherche d’analogues. Ce dernier
axe a fait ’objet d’une collaboration avec une équipe de chimistes qui a permis la synthése
d’analogues a visée thérapeutique.

L’absence de 3-0x0-C12:2-HSL étant corrélée a un état inflammatoire chez les patients, il
¢tait primordial d’étudier son implication dans I’inflammation intestinale. Les objectifs de mon
travail de these ont donc été de caractériser les effets de la 3-oxo0-C12:2-HSL sur
I’inflammation intestinale et d’identifier les mécanismes mis en jeu, mais aussi d’étudier
les effets sur la composition du microbiote. J’ai abordé cette question sur des modéles in
vitro de cellules immunitaires et de cellules épithéliales, ainsi qu’in vivo dans un mod¢le de
colite expérimentale chez la souris.

En paralléle, j’ai pu participer au développement des autres angles de recherche sur la 3-
0x0-C12:2-HSL. J’ai ainsi pris part aux travaux de thése de Doriane Aguanno, portant sur les
effets de la 3-ox0-C12:2-HSL et de la 3-0x0-C12-HSL sur la fonction de barriére intestinale,
dans un contexte d’inflammation. J’ai ainsi participé aux expériences d’analyse de la
perméabilité in vitro et in vivo. Ce travail, dont je suis 2°™ auteure a fait ’objet d’une
publication (Aguanno et al, 2020), présenté¢ dans la partie « Résultats ». Par ailleurs, j’ai
participé au screening des analogues d’AHLs synthétisés par une autre doctorante de 1’équipe,
Agathe Peyrottes. Une publication, a laquelle j’ai activement participé, a résulté de ce travail
(Peyrottes ef al, 2020) et est présenté en annexe. Une des molécules s’est révélée prometteuse
et a fait I’objet d’un dépdt de brevet. Nous avons donc intégré au cours de ma thése, 1’étude de
I’ACP, AHL synthétique, a 1’étude la 3-ox0-C12:2-HSL, molécule naturelle.

Lors de mon doctorat, j’ai également eu 1’opportunité de participer a la rédaction de
plusieurs revues présentées en annexe. La premiere est un article publié dans le journal médical
« La revue du praticien » et intitulé « Quel est le role du Microbiome dans les MICI ? ». Lors
du confinement li¢ au Covid-19, j’ai pu mettre a profit le temps hors du laboratoire pour mener
la rédaction d’une seconde revue intitulée « Impact of N-Acyl-Homoserine Lactones, Quorum

Sensing Molecules, on Gut Immunity » (Coquant et al, 2020). Un troisieme article de revue m’a
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permis d’aborder le Quorum Sensing plus largement, au-dela des AHLs ; cette revue intitulée
« Gossip in the gut: Quorum Sensing, a new player in host-microbiota interactions » est

actuellement sous presse (Coquant et a/, 2021).

Mon travail de thése a été financé par la Fondation pour la Recherche Médicale pendant

trois ans et prolongé de trois mois par Sorbonne Université.
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L’objectif général de ce projet était de décrire les effets de la 3-oxo-C12:2-HSL, sur
I’homéostasie intestinale, dans un contexte de pathologie inflammatoire. En paralléle, nous
avons ¢étudié les effets d’un analogue synthétique aux AHLs, I’ACP, afin de mieux caractériser
ses effets.

Les résultats sont présentés en deux parties. La premicre partie, traitant des effets de la 3-
0x0-C12:2-HSL, comprend un article soumis a Scientific Report qui décrit des effets anti-
inflammatoires mettant en la voie JAK-STAT ainsi que l’interaction de I’AHL avec les
récepteurs du gout amer, et un article publi¢ dans Tissue Barriers, qui montre que la 3-oxo-
C12:2-HSL protége les jonctions serrées des entérocytes du démantélement induit par des
cytokines pro-inflammatoires. Des résultats complémentaires que nous n’avons pas inclus dans
ces publications sont également présentés.

Les effets in vitro de I’ACP sont présentés dans une deuxiéme partie. Nous avons observé
que cette molécule analogue exercait des effets anti-inflammatoires puissants sur les mod¢les
de cellules immunitaires. Néanmoins, nous n’avons pas identifi¢ I’implication des mémes
mécanismes de signalisation que ceux observés avec la 3-0x0-C12:2-HSL. Nous avons

¢galement étudié les effets de I’ACP in vivo dans un modele murin de colite.

I- Effets de la 3-ox0-C12:2-HSL, molécule naturelle, sur I’homéostasie intestinale
A. La 3-0x0-C12:2-HSL, molécule du Quorum Sensing du microbiote intestinal
humain, inhibe I’inflammation dans les cellules immunitaires via les récepteurs du

gout amer (Article principal)

D’une part nous avons exploré I’impact de ces molécules sur des modeles de lignée in vitro,
principalement sur des macrophages murins RAW264.7, ainsi que sur des cellules
mononucléées du sang périphérique (peripheral blood mononuclear cell - PBMC). Nous avons
pu démontrer que la 3-0x0-C12:2-HSL diminue la sécrétion de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires : TNFa et IL-13. L’AHL exerce des effets anti-inflammatoires sur les cellules
immunitaires, en prévenant I’activation de la voie JAK-STAT, centrale dans 1’inflammation.
De plus, nous avons mis en évidence I’implication des récepteurs du golit amer dans la
signalisation de I’AHL naturelle. Ces résultats in vitro sont présenté sous forme d’un article en

cours de soumission au journal Scientific reports.
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Abstract

In gut ecosystem, micro-organisms regulate group behaviors and interplay with host via a
molecular system termed quorum sensing (QS). The QS molecule 3-oxo-C12:2-HSL,
discovered in human gut microbiota, exerts anti-inflammatory effects and could play a role in
inflammatory bowel diseases where dysbiosis has been described. We aimed at identifiying
which signalling pathways are involved in this effect. We observed that 3-oxo-C12:2-HSL
decreases pro-inflammatory cytokines expression, Interleukine-1f (-35 %) and Tumor Necrosis
Factor-a. (TNFa) (-40 %) by stimulated immune RAW264.7 cells and decreases TNFa
secretion in a dose-dependent manner, between 25 uM to 100 uM, by stimulated PBMC.
Transcriptomic of RAW264.7 cells exposed to 3-0xo0-C12:2-HSL, in a proinflammatory setting,
pointed out JAK-STAT, NF-xB and TFN signalling pathways and we could confirm in vitro
inhibition of JAK1 and STATI1 phosphorylation by 3-oxo-C12:2-HSL. We also showed
through a screening and then an inhibition assay that 3-oxo-C12:2-HSL interacted with several
human bitter taste receptors. Its anti-inflammatory effect involed T2R38 interaction and led to
an increase in intracellular calcium level. We thus demonstrated anti-inflammatory effect

exerted by QS molecule 3-0x0-C12:2-HSL and revealed involved cellular pathways.
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Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD), including Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC), are chronic relapsing inflammatory conditions of the gastrointestinal tract leading
to bowel damages and increased intestinal cancer risk!. The incidence and prevalence of CD
and UC is increasing and estimated 0.3% of the European population suffers from IBD
equalling 2.5-3 million persons?. IBD, which affects young adults and lasts a long time, account
for substantial costs to the health care system and society. Disease management have changed
significantly in the last decade with the use of parenterally administrated biologic agents and
new oral small molecules such as pan-Janus kinase (JAK) inhibitor’. Those are used more
widely and earlier in the disease course'. However, this strategy is not always effective, quite
expensive and expose patients to adverse effects, mainly serious infections and malignancy®.
Thus, there is a place for more “gut restricted” and physiological therapeutic approaches mostly

based on gut microbiota knowledge.

Indeed, gut microbiota has been strongly implicated in the pathogenesis of IBD>® where
microbial unbalance (dysbiosis) has been described’. Thus microbiota-based treatments, such
as faecal microbiota transplantation, are being studied®’. In this setting, investigating gut
microbiota derived molecules remains an attractive way to control gut inflammation and
prevent IBD flares. In fact, gut microbiota mutually interacts with co-evolved host epithelial
and immune cells in a beneficial reciprocal relationship and host-microbiota interactions drive
inflammatory responses as dysbiosis alters microbial metabolites production'®'3. A largely
overlooked metabolite component is that of diffusible signal molecules represented by bacterial
quorum sensing (QS) molecules, called autoinducers'*. Acyl-Homoserine Lactones (AHL) are
a class of autoinducers that can have an impact on the host, as part of the inter-kingdom
signalling'®. Our team identified for the first time several AHL in the gut ecosystem, and among
them, the most prominent was the 3-0x0-C12:2-HSL, a molecule that had never been
described". 3-0x0-C12:2-HSL was decreased in IBD patient compared to healthy subjects and
its presence was correlated to normobiosis'>. 3-ox0-C12:2-HSL is structurally close to 3-oxo-
C12-HSL synthesized by Pseudomonas aeruginosa, a molecule well characterised in the
literature. We previously described anti-inflammatory effects of 3-ox0-C12:2-HSL on intestinal
epithelial cells Caco-2/TC7 stimulated by interleukin-B, in a dose-dependent way'>. In addition,
we demonstrated that 3-oxo-C12:2-HSL protect tight junctions’ disruption induced by pro-

inflammatory cytokines and thus has a beneficial role on intestinal barrier function'®. In the
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present study, we aim at characterising the effects of 3-ox0-C12:2-HSL on cell inflammation
and identifying cellular target of the autoinducer. Using immune cell line RAW264.7 as well
as peripheral blood mononuclear cell (PBMC) stimulated lipopolysaccharides (LPS) and
interferon-y (IFNy), we assessed how 3-0x0-C12:2-HSL modulates host-inflammatory
response and the mechanisms involved. The AHL exerted anti-inflammatory effects by down-
regulating pro-inflammatory cytokines secretion. By transcriptomic analysis, we identified
several pathways involved and one in particular, the JAK-STAT pathway. 3-0x0-C12:2-HSL
was able to prevent from JAK-STAT signalling activation. We also identified a potential

receptor for this AHL, known as bitter taste receptors.
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Results

3-0x0-C12:2-HSL decreases pro-inflammatory cytokine expression and secretion by immune

cells

We first observed the effect of 3-ox0-C12:2-HSL on immune cell inflammation. We
exposed RAW264.7 murine macrophages cells to lipopolysaccharides (LPS) and Interferon-y
(IFNYy) in order to trigger a M1 classical macrophage activation!’. Cells were treated with 50
uM of 3-0x0-C12:2-HSL and we measured secreted cytokines from the supernatant (Fig. 1 a,
b, c). Secreted pro-inflammatory Tumor Necrosis Factor-o. (TNFa) (-40 %, Fig. la) and
Interleukine-18 (IL-1B) (-35 %, Fig. 1b) were decreased in presence of 3-oxo-C12:2-HSL
compared to the control. We then investigated the effects on inflammation at the transcript level.
mRNA levels of the two cytokines mentioned above were also reduced in macrophages exposed
to 3-0x0-C12:2-HSL, in the same order of magnitude as the protein (Fig. 1lc, d). Anti-
inflammatory cytokine IL-10 expression was strongly increased when cells were exposed to the
AHL (Fig. le).

In order to confirm those results in a more physiological model, we tested the impact of
the AHL on Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) from healthy donors. Inflammation
was triggered with LPS (10 ng/mL), and we exposed PBMC to an increasing dose of 3-oxo-
C12:2-HSL. We measured TNFo secretion, it was strongly decreased in a dose-dependent
manner, between 25 uM to 100 uM (Fig.1f).

To note, cytotoxicity was monitored through lactate dehydrogenase release for all
experiments and no significant difference from the control was observed for the used doses

(Supplementary Fig.1).

3-0x0-C12:2-HSL modulates gene expression in RAW264.7 cells
With the aim of wunderstanding the mechanisms behind 3-oxo0-C12:2-HSL

immunomodulatory effects on immune cells, we performed an analysis of the RAW264.7
transcriptome exposed to 3-oxo-C12:2-HSL in a proinflammatory setting. We observed that 3-
0x0-C12:2-HSL down-regulated 736 genes and up-regulated 1140 genes compared to the
control cells treated with DMSO (Figure 2a).

Differential expressed genes were analysed by Gene Ontology (GO) (Fig. 2b). The

higher down-regulated terms were “immune system process”, “innate immune response” and

“inflammatory response”, reflecting the anti-inflammatory effects of 3-oxo-C12:2-HSL
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observed in Figure 1. Moreover, we could identify biological processes involved in
inflammation signalling and among them the most represented that were downregulated were
NF-xB (5 terms) and Toll Like Receptor (TLR) (2 terms) signalling pathways but also the TNF
signalling pathway (3 terms). The latter correlated with the decrease of TNFa protein secretion
observed in Figure 1a and g.

We also analysed differential expressed genes by KEGG pathways (Fig. 2c). A high
number of pathways were modulated by the AHL (Supplementary Fig. 2), we therefore selected
pathways related to inflammation and IBD, as displayed on Figure 2c. Some of the crucial
pathways in inflammation signalling were down-regulated, such as “JAK-STAT signalling
pathway”, “NF-kB signalling pathway” and the “TFN signalling pathway”. Several cluster of
genes related to inflammation were down-regulated by 3-oxo0-C12:2-HSL, for instance
“apoptosis”. Interestingly, 3-oxo-C12:2-HSL differentially down-regulated genes related to
IBD. Moreover, 3-0x0-C12:2-HSL was able to down-regulate the ABC pathways, as opposed
to P. aeruginosa’s 3-0xo-C12-HSL who is able to up-regulate the expression of the ABC
receptors'®,

From both GO and KEGG pathway analysis, we were able to identified specific cellular
pathways involved in the signalling of 3-oxo0-C12:2-HSL. We chose to specifically study one
lead: the JAK-STAT signalling pathway.

3-0x0-C12:2 prevents the activation of the JAK-STAT pathway
In order to explore the effects of 3-0x0-C12:2-HSL on the JAK-STAT pathway, we

analysed the phosphorylation level of proteins involved in the pathway. As this pathway is
composed of different isoforms of the proteins, we studied several of them in RAW264.7
macrophages activated by LPS and IFNy. When cells were treated with the pro-inflammatory
cocktail, we observed an increase of the phosphorylation of the pathway (Fig3a, b, c, d, e).
When exposed to 3-0x0-C12:2-HSL in combination of LPS and IFNy, phosphorylation of JAK 1
(-50%) and STAT1 (-40%) was lower than the control (Fig3a and b). on the contrary, JAK2
and STAT3 phosphorylation level was not significantly changed upon exposure to 3-oxo-
C12:2-HSL.

Those results demonstrate that 3-oxo-C12:2-HSL prevents the activation of the JAK-

STAT pathway, by specifically reducing the phosphorylation of JAK1 and STAT1 proteins.

3-0x0-C12:2-HSL interacts with bitter taste receptors
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To identify potential eukaryotic receptors, we adopted a targeted approach. As 3-oxo-
C12:2-HSL chemical structure is close to 3-oxo-C12-HSL synthesized by P. aerugionosa, we
hypothesized that 3-oxo0-C12:2-HSL can interact with the bitter taste receptor T2R38. Bitter
taste receptors are G protein-coupled receptor and their role beyond oral taste is the subject of
numerous studies in the last decade!®. Taste receptors are express all along the digestive tract?*-
23, but also by immune cells?*2°,

We exposed RAW264.7 cells to Probenecid, a known allosteric inhibitor of T2R38%"-2
(Fig. 4a). When exposed to the inhibitor and 3-0x0-C12:2-HSL in a pro-inflammatory context,
a higher amount of TNFa is secreted compared to cells exposed only to 3-oxo-C12:2-HSL.
This shows that when T2R38 is inhibited, 3-oxo0-C12:2-HSL anti-inflammatory effect is
abolished. In order to elucidate if 3-0x0-C12:2-HSL was able to activate other bitter taste
receptors, we screened 25 known human bitter taste receptors in reporter-cells (Fig. 4b). Among
these bitter taste receptors®, the AHL was able to activate several GPCR: T2R1, T2R8, T2R 10,
T2R13, T2R14, T2R38. T2R8 (ECs0=333 £27 uM), T2R1 (ECs0=496 £38 uM) and T2R14
(ECs0=693 +2 uM) have the highest half effectiveness concentration (ECso), translating the
highest potency of 3-oxo-C12:2-HSL, while T2R10 (ECs0=438 £120 puM) and T2R38
(ECs0=476 £125 uM) exhibited a lower EC50. No response was detected at concentration
below 250 uM. Transduction of taste signalling results in the opening of IP3R-dependant
calcium channels and the intracellular release of Ca**!'°, Therefore, we investigated the effect
of 3-ox0-C12:2-HSL with a Fluo-4 probe, at basal state. Thapsigargin was used as a positive
control. We observed an increase in intracellular calcium level when RAW264.7 cells were
exposed to 3-0x0-C12:2-HSL compared to the control (Fig. 4c and d). The response was lower
than the one observed with thapsigargin, however the slope of the curve was significantly higher

than observed with the control condition (Fig. 4d).
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Discussion

As the human gut is one of the most densely populated ecosystem, the study of QS molecules
in this environment seems legitimate. AHLs are the most studied QS auto-inducers and our
team identified a never-described one in the gut ecosystem, 3-oxo0-C12:2-HSL'>. Our initial
work showed that 3-0x0-C12:2-HSL correlated with normobiosis and was less found in IBD
associated dysbiosis. Our group observed that this molecule decreased IL-8 production by the
intestinal epithelial cell line Caco-2/TC7 stimulated by IL-1B!°, we therefore aimed at
investigating how 3-0x0-C12:2-HSL can modulate inflammatory response of immune cells.
Here, we demonstrate that 3-oxo0-C12:2-HSL exerts anti-inflammatory effects on immune cells
by preventing JAK-STAT pathway activation and by activating bitter taste signalling.

AHL have been described to modulate host’s immunity, in particular 3-oxo-C12-HSL from
Pseudomonas aeruginosa, structurally close to 3-0x0-C12:2-HSL. In a number of study, the
AHL downregulated cytokine secretion by macrophages®® 3’ dendritic cells**, T
lymphocytes®®*33 as well as epithelial cells'>?°. In the present study, 3-oxo-C12:2-HSL
displays similar effects, by downregulating secretion of pro-inflammatory cytokine TNFa and
IL-1B, as well as their respective gene expression by RAW264.7 murine macrophages.
Interestingly, this AHL was also able to increase anti-inflammatory cytokine IL-10 expression,
suggesting a powerful anti-inflammatory effect in immune cells. Those results were confirmed
using a more physiological model, PBMC stimulated by LPS, where TNFa was strongly
decreased by 3-ox0-C12:2-HSL exposure, in a dose-dependent manner. We activated
RAW?264.7 cells with LPS and IFNy, leading the macrophages to a M1 profile!”, similar to what
is observed during IBD physiopathology. Indeed, in the mucosa of patients, there is an influx
of pro-inflammatory macrophages®’. In those conditions, the JAK-STAT pathway activation is
enhanced, with a particular involvement of the protein STAT1°**°. Our AHL of interest was
able to prevent JAK1 and STAT1 phosphorylation and this result is particularly relevant in the
field of IBD. Indeed, 3-ox0-C12:2-HSL is decreased in IBD patients'> and remains a microbial
product able to reach IBD pathways involved in chronic inflammation. Novel IBD therapeutic
are targeting the JAK proteins*!. Current drugs in IBD are targeting one or several cytokines
(such as anti-TNF)*' whereas new oral small molecules act by inhibiting pan-JAK or specific
JAK pathways. However, clinical trials on JAK inhibitors revealed serious adverse events.
Alternative approaches using gut restricted molecule is appealing with drugs exerting a strong

anti-inflammatory effect while being less prone to side effects. The use of AHL as modulators
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of gut inflammation is thus an interesting and promising path. Moreover, 3-oxo-C12:2-HSL
was shown to stabilize proteins involved in gut barrier'®, counterbalancing leaky gut observed
in IBD. Altogether, those results pave the way for future therapeutic development of this type
of molecule. In this setting, investigating mechanisms of action by which an AHL signal its
effect on epithelial cells and immunes cells remains crucial. To further ours results we need to
focus on this pathway and explore how this molecule is able to prevent phosphorylation of
JAKI and STATI proteins.

Interkingdom effects of AHL raises the question of eukaryotic AHL receptors. Some
proteins were identified as target of 3-oxo-C12-HSL from P. aeruginosa: the scaffolding
protein IQGAP1%2, the aryl hydrocarbon receptor (AhR)*, PPARY*** | the bitter taste receptor
T2R38%*4648  The latter raised our curiosity as bitter taste receptors are getting interest,
particularly in their extra-oral expression!®. In this study, we demonstrate that T2R38 signalling
is needed for 3-ox0-C12:2-HSL to exert anti-inflammatory effects on immune cells. Taste
receptor signalling, through the second messenger 1P3, activate the release of calcium of the
endoplasmic reticulum!®. We demonstrated that 3-oxo-C12:2-HSL is able to induce calcium
flux in RAW264.7 macrophages, adding a proof in the hypothesis that 3-oxo-C12:2-HSL
signals through taste receptors. In addition, we did a screening of all the human bitter taste
receptors and we identified six that were activated in presence of the AHL of interest. Among
them, some have numerous known ligands, such as T2R14 which can bind to more than 150
compounds while others only have two known synthetic ligands like T2R13, according the
database BitterDB*. Advances in knowledge of BTR involvement in inflammatory pathways
are needed to link our findings with AHLSs signalling in immune cells.

One could imagine that 3-ox0-C12:2-HSL also exerts effect on gut microbial communities
at a scale of the gut microbiota. We could make the hypothesis that 3-oxo-C12:2-HSL
participates to gut normobiosis. The group of Karina Bivar Xavier showed that universal QS
molecule, AI-2, was able to recapitulate gut microbiota after antibiotic challenge in vivo. AI-2
was delivered by modified E. coli and increased Firmicutes proportions of the microbiota. In
the same way, the role of 3-ox0-C12:2-HSL in shaping gut microbiota needs to be investigated.
Effect induced in the gut microbiota could be additive to the effects on host cells. In the present
study, we restricted our investigation on effect on immune host cells. Our results could be added
to those observed on gut microbiota population once those effect will be revealed.

Our work is part of an innovative approach to the role of QS molecules on host cells outside
the interaction with a pathogenic bacterium. Our results provide a first set of data in this field.

We propose a model for the effect of 3-oxo0-C12:2-HSL on immune cells (Fig5). 3-oxo0-C12:2-
87



RESULTATS : EFFETS DE LA 3-0X0-C12 :2-HSL, MOLECULE NATURELLE, SUR L’HOMEOSTASIE
INTESTINALE

HSL is able to activate bitter taste receptors, which results in the release of calcium from the
endoplasmic reticulum. Besides, 3-ox0-C12:2-HSL prevents from the activation of the JAK-
STAT pathways in activated macrophages by specifically preventing the phosphorylation of
JAK1 and STATI. Our model sets the basis for the effects induced by this molecule. We feel
confident that a molecule found in a regular ecosystem should not provide toxicity and could
represent an ecological immune-modulator. Finally, 3-ox0-C12:2-HSL effect on immune cells
highlights the role of this type of molecule in pathophysiology of puzzling diseases such as IBD
where dysbiosis drives gut inflammation. Investigating QS molecules and their interkingdom
effect remains therefore an unquestionable quest when searching for links between

inflammation and gut microbiota.
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Methods

Cell culture

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were extracted from whole blood of anonymous
donor and collected by Etablissement Frang¢ais du Sang of Paris, France.

RAW264.7 murine macrophage cells (ATCC, Manassas, Virginia, USA) were cultured
between passage 12 and 25 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10%
heat-inactivated fetal calf serum and 1% L-glutamine (ThermoFisher Scientific). The
macrophages were seeded at 35,000 cells per well in 12-well plates (Falcon) for ELISA
experiments or 110,000 cells per well in 6-well plates (Falcon) for cell lysates, upon reaching
80-90 % confluence after 3-day culture. The cells were maintained at 37 °C with 5 % CO2/air
atmosphere and the media were changed every other day.

Human Peripheral Blood Mononuclear Cell isolation

Peripheral blood was harvested in EDTA tubes, blood was diluted with PBS 1:1, layered over
Histopaque-1077® (Sigma) and centrifuged for 20 min at 400 g at room temperature. Extracted
PBMC were washed twice with sterile PBS then centrifuged at 300 g for 5 min and resuspended
in complete medium. PBMC were cultured in Roswell Park Memorial Institute medium
(ThermoFisher Scientific) with 10% heat-inactivated fetal calf serum, 1 % L-glutamine, 1 %
non-essential amino acids, 1 % sodium pyruvate, penicillin (100 IU/ml), and streptomycin (100
pg/ml). For experiments, cells were seeded at 300,000 cells per well in 200 pL of medium in
96-well plates (ThermoFisher Scientific).

Cell Treatments

Cells were exposed to 3-oxo-C12:2-HSL (synthesized as previously described'® or DMSO
0.1% as a control for different duration depending on the experiment, in the presence of the
lactonase inhibitor 2-hydroxyquinoline (100 puM, Sigma-Aldrich), in order to limit the
hydrolysis of the AHL lactone ring.

In RAW264.7 cells, inflammation was triggered with LPS (10 ng/mL, Sigma) and IFNy (10
U/mL, R&Dsystems). PBMC were exposed to LPS (10 ng/mL) and AHL for 24 hours. For
T2R38 inhibition experiments, cells were exposed to T2R38 allosteric inhibitor probenecid (1
mM, Sigma) for one hour before adding AHLs and the inflammatory cocktail, without changing
the media.

Lactate dehydrogenase release

Lactate Dehydrogenase release in the medium was used as a reflection of cellular toxicity. LDH
concentration was measured using the Cytotoxicity Detection Kit (Roche, Boulogne-

Billancourt, France) according to the manufacturer’s instructions. The media were centrifuged
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Smin at 250 g to remove any cells. 50 pL of reaction mixture was added to 50 uL of media
supernatant per 96-well. After 10min at room temperature, 25 pL of stop solution was added.
Absorbance at 490 nm was determined with a microplate spectrometer (FLUOstar Omega;
BMG Labtech). Results are expressed as absorbance arbitrary units.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

After incubation, the medium was centrifuged at 300g for Smin at 4°C. supernatant was frozen
at -80 °C until ELISA assays. ELISA kits were purchased from R&D systems and performed
according to manufacturer’s instructions. Briefly, plates were coated with capture antibody and
incubated overnight. Wells were blocked using 1% bovine serum albumin-PBS solution
(Sigma), then exposed for two hours to the cell supernatants. Wells were washed and incubated
with detection antibody for two more hours. After thorough washing, Streptavidin-HRP
solution was added for 20 min. Wells were washed one last time, then incubated with TMB
(Biolegend) solution for 20 min and the reaction was stopped using H2SO4. Absorbance was
measured by a spectrometer (FLUOstar Omega; BMG Labtech) at 450nm and the absorbance
at 540 nm was subtracted.

RNA extraction for RNA sequencing

After two hours of incubation, cells were washed one with PBS and RNA was extracted using
RNeasy minikit (Qiagen). Briefly, cells were lysed and 1 volume of ethanol was added. The
sample was transferred into a spin column and centrifuged at 8,000 g for 15 sec. The column
was washed several times and then eluted with water. RNA quality was assessed using
NanoChip (Agilent) on a chip reader (Bioanalyzer 2100, Agilent)

mRNA sequencing

After extraction, total RNA were qualified with AGILENT tapeStation 2200. mRNA library
preparation was realized following manufacturer’s recommendations (KAPA mRNA
HyperPrep Kit from ROCHE). Final samples pooled library prep were sequenced on
ILLUMINA Novaseq 6000, corresponding to 2x28 Millions of 100 bases reads per sample after
demultiplexing.

RNA-Seq data analysis workflow

fastQC v 0.11.9°° was used for the quality control of raw paired-end fastq data set. Illumina’s
adapters were removed from reads using cutadapt v2.10°!. Trim_galore v0.6.4°% was used to
trim bad quality bases (Phred < 20). Salmon v 1.4.0% was used to quantify paired-end reads
against a mapping-based index built from the Ensembl GRCm38 transcript set for all samples.
Downstream analysis was handled in R platform v4.0.2°* and its add-on packages. Quantified
1%,

transcripts were imported into R using the package tximport vI1.16. Gene-level
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DESeqDataSet object was built from previously imported transcript level abundances using the
package DESeq2°° in order to perform the differential expression analysis. A pre-filtering was
applied to remove genes having less than 5 counts in one sample. For visualisation, raw counts
were transformed by the “variance stabilizing transformation” method implemented in the
package DESeq?2. To obtain the overview in term of the between sample variability, Principal
Component Analysis was performed on variance stabilizing transformation and normalised
count dataset using the package ade4 v 1.7-16°". Differential expression analysis was performed
by the function DESeq of the package DESeq?2. Briefly, the size factor was estimated for each
sample, the dispersion was estimated for each gene, counts were fitted to a Negative Binomial
Generalized Linear Model and Wald’s test was performed for testing the difference of
expression between biological conditions. Benjamini-Hochberg’s method®® was used for
controlling the False-discovery rate (FDR). Significant level was fixed at type I error alpha =
0.01. Volcano plots were used to display the results of differential analysis using the package
ggplot2 v3.3.3%°. All significant gene lists were annotated for enriched biological functions and
pathways using the DAVID platform through the package RDAVIDWebService v1.28.0 for
gene ontology®! and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes terms®?. Significant terms had
adjusted p-value, according to the Benjamini-Hochberg’s method, below 0.05. In addition to
the traditional gene by gene analysis, count dataset was analysed at KEGG pathway level using
the package Ensemble of Gene Set Enrichment Analysis (EGSEA) v1.16.0% that that combines
results from twelve algorithms to improve the biological relevance of the pathways. Thus,
significant pathways had adjusted p-value below 0.01. Gene expression heatmaps were
produced by the package pheatmap v1.0.12%. We used Venn diagrams to globally visualize the
overlap between all significant genes as well as all significant pathways in the biological
condition comparisons.

Determination of protein levels by Wes™ capillary electrophoresis

RAW264.7 cells were scraped into lysis buffer (20 mM Tris- HCL, pH 7.4, 5 mM EDTA, 0.15 M Nac(l,
1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate) supplemented with protease inhibitor cocktail (Complete
Mini; Roche, Boulogne-Billancourt, France) and phosphatase inhibitor cocktail (PhosSTOP, Sigma-
Aldrich). Protein concentrations were determined using the BC Assay (Uptima/Interchim). Wes™
analyses (capillary electrophoresis system; ProteinSimple, San Jose, CA) were performed according to
the manufacturer’s recommendations, and adequate protein concentrations and antibody dilutions were
determined in preliminary assays in order to allow optimal quantitative conditions. The microplates were
loaded with 0.8 pg/uL protein, primary antibodies (as detailed below), and reagents provided by the
manufacturer : anti-JAK1 (1:25; Rat, Biotechne MAB4260), anti-Phospho-JAK1 (1:100 ; Rabbit,
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Invitrogen 44422QG), anti-JAK2 (1:13 ; Rabbit, Cell Signalling, 3230), anti-Phospho-JAK2 (1:13 ;
Rabbit, Cell Signalling 3776), anti-STAT1 (1:50 ; Rabbit, Cell Signalling 9172), anti-Phospho-STAT1
(1:40 ; Rabbit, Biotechne AF2894), anti-Actin (1:1000 ; Rabbit, Millipore MAB1501R). Data were
analysed using Compass for SW3.1 software (ProteinSimple). Protein levels were determined by
chemiluminescence signal (AUC) and Phospsho-Protein levels were normalized to the total protein of
interest, after verification that actin levels do not differ between conditions (p = 0.745).

Bitter Taste Receptors Screening

Bitter taste receptor cDNA were cloned into pcDNA4 mammalian expression vector
(Invitrogen) using full coding receptor sequences reported on UniProt database. The synthetic
constructs were codon optimized (Genewiz) and combine the first 45 amino acids of rat
somatostatin type 3 receptor at the amino terminus to improve plasma membrane targeting of
the receptors in the heterologous expression system. The FLAG epitope was added at the
carboxy terminus without interfering with the functionality of the receptors and can be used for
immunocytochemistry. The calcium-mobilization assays were performed using human
embryonic kidney cells (HEK293T) stably transfected with chimeric Gal6gust44 protein®.
Cells were seeded in 96-wells black clear plates coated with poly-D-lysine at a density of 35000
cells/100uL in high glucose DMEM supplemented with 10% dialysed fetal bovine serum and
1% penicillin/streptomycin. Twenty-four hours later, the cells were transiently co-transfected
using Lipofectamine 2000 (Life Technologies) with one of the TAS2R synthetic optimized
vectors or empty expression plasmid, as a negative control, and the pCMV-GCaMP5G
construct (Addgene #31788) coding for a genetically encoded calcium indicator®®®’. Twenty-
four hours after transfection, cells were washed twice with C1 buffer (130 mM NaCl, 5 mM
KCl, 10 mM HEPES, 2mM CaCl2, 5SmM sodium pyruvate, pH7.4). Test substances were solved
in DMSO and further diluted in C1 buffer. Next, the cells were placed in a fluorometric imaging
plate reader (Flexstation® 3, Molecular Devices) and stimulated with automatic injection of
increasing concentrations of HSLs. Calcium responses leading to increase in fluorescence were
monitored at 510 nm after excitation at 488 nm. Experiments were performed in duplicates and
repeated at least four times. The recorded calcium levels of each wells receiving the same
stimulus were averaged, response of mock-transfected cells were subtracted from receptor
transfected cells and net signals were normalized to background fluorescence (F/FO, FO
fluorescence light before stimulus application). The resulting dose-response curves of the
averaged fluorescent signal amplitudes against the logarithm of the agonist concentration were

fitted using Sigma Plot software. For data analysis, the four-parameter logistic equation
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[f(x)=min+(max-min)/(1+(x/EC50)nH)] was used to calculate the half-maximal effective
concentrations (EC50 values).

RNA extraction and RT-qPCR

Total RNA was extracted from RAW264.7 cells using TRIzol (Invitrogen) according to the
manufacturer's instructions. Reverse Transcription (RT) was performed with 1 pg RNA using
LunaScript® RT SuperMix Kit (NewEngland Biolabs). Semi-quantitative real-time PCR was
performed with the Mx3000P Stratagene system using SYBR Green (Applied Biosystems)
according to the manufacturer's procedures. Cyclophilin was used as the reference gene. After
amplification, Ct were determined. Sequences of the oligonucleotide primers used are reported

in table 1.

Target gene
(Protein) Forward primer Reverse primer
Tnf (TNFa) | CCAGACCCTCACACTGAGATC | CACTTGGTGGTTTGCTACGAC
I11b (IL-1B) AGTTGACGGACCCCAAAAG AGCTGGATGCTCTCATCAGG
110 (IL-10) | CTGGACAACATACTGCTAACC | GGGCATCACTTCTACCAGGTA
Ppib
(Cyclophilin B)

GCCTTAGCTACAGGAGAGAA TTTCCTCCTGTGCCATCTC

Table 1: Sequence of the primer used in this study

Intracellular calcium assay

RAW264.7 cells were seeded in 96-black-plate, clear bottom (Costar) at 20,000 cells per well.
The next day, release of intracellular Ca** was measured using Fluo-4 (Fluo-4 Direct Calcium
Assay; Life Technologies) according to manufacturer’s instructions. Medium was discarded
and 100 pL of 1 X Fluo-4 dye was incubated at 37 °C for 1h in 5 % COo, protected from light.
Then, basal fluorescence was measured using an fluorospectrometer (FLUOstar Omega; BMG
Labtech), excitation at 485 nm and emission at 520 nm. Molecules of interest were then added
with an electronic pipette; thapsigargin (10 uM, Sigma) as a positive control, 3-oxo-C12:2-HSL
(1,000 uM) or DMSO 0.5 %; with 8 replicates per conditions for every experiments. The
fluorescence signal was immediately measured every 80 sec for 2 h. Results are expressed as a
ratio of the fluorescence at time x over the basal fluorescence (F/FO0).

Quantification and statistical analysis

Data are expressed as means + standard error of the mean (SEM) unless otherwise indicated.
The number of independent experiments and replicates are indicated in the figure legends.
Figures and statistical analyses were performed with Graphpad® Prism 8.0 (Ritme
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Informatique, Paris, France). Normal distribution was tested using Shapiro-Wilk test. When
normal distribution was confirmed, statistical differences between the means were assessed by
ANOVA or t-test otherwise by a non-parametric Kruskal-Wallis test. Post-test are indicated in
the legend of the figures. For all results, p<0.05 was considered statistically significant. Values
are represented as follows: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; p<0.0001Statistical details of

experiments and exact value of n can be found in the figure legends.
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Figure 1: 3-0x0-C12:2-HSL decreases pro-inflammatory cytokine secretion by immune
cells. (a), (b): secreted TNFa, IL-1p levels measured by ELISA from supernatant after
RAW264.7 macrophages were exposed to 50 uM of 3-0x0-C12:2-HSL with LPS and IFNy for
6 hours. Unpaired t-test, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<(0.0001 vs. control. (¢), (e),
(f): mRNA levels for Tnf, 1l1b, 1110 genes measured by RT-qPCR after RAW264.7
macrophages were exposed to 50 uM of 3-oxo0-C12:2-HSL with LPS and IFNy for 2 hours..
Results are expressed in arbitrary unites as a ratio of the target gene to cyclophilin (Ppib) as the
housekeeping gene. Unpaired t-test, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001 vs.
control. (f): Secreted TNFa measured by ELISA from supernatant of PBMC exposed to a range
of concentration of 3-0xo0-C12:2-HSL with LPS (10 ng/mL). One Way ANOVA Dunnett’s
post-test. 30C12:2 stands for 3-oxo-C12:2-HSL. (mean + SEM of triplicates from 3 independent

experiments)

99



RESULTATS : EFFETS DE LA 3-0X0-C12 :2-HSL, MOLECULE NATURELLE, SUR L’HOMEOSTASIE
INTESTINALE

a Differential expression
«Down =NS +Up
b

.Down - Up

MAPK signaling dpathway
Regulation of Ig)olyss in adipocytes
3 signaling pathway

] Apoptosis - multiple specxes
Intestinal immune netwonk for IgA production
Lysosome
ABC trans) Tp
JAK-STA sngnalmg pathway
Olfactory transduction  ©
Apo tosis H
IL-17 signalin, pathwaY
Toll-lske receptor sugna ng pathway
NF-kappa B smnahng way
Inflammatory bowel disease
TNF signaling pathway
: Cytokme-cytoklne recepmr interaction
0.0 25 5 75 10 5 5
log2FoldChange -Iogm(padj)

Genes: 1195; Down-regulated genes: 736; Up-regulated genes: 1140

C .Down . Up

g

-log10(pvalue)

immune system p i
celiular response to interferon-beta ) '
innate immune response positive ion of ion from RNA I promoter
mnammalnry response covalent chromatin modificatios
fense response to virus! egatwe nagu!a(non of tvanscnptéon from RNA polymerase Il promoter
po of

rgsponse to virus!

immune responses egati lve of DNA
c@llutar responss 1o, lipopolysaccharides of from RNA [} pvomolqv
response to lipopol ysacohand ce .
. defense responsel RNA processing .
{ positive re?uladon of m"ammalorf response Ilula responss 1o DNA damage stimulus
' cellular response (o inler'dron—gamm ing
! nsé to cytokine) egulation ol csll éycle
golallcn of cell proliferatiol hythmic pr ¥
positive’ regulanon of I-kappaB Kir nasalNF kappaB signaling! ircadian regub(mﬂ of gene expression
fense response to prolozoa lapoptotic process 1
posmve regulation of tumor necrosis factor producton ing
I kappaB kinase/NF-kappal slgnalm alternative mRNA splicing, via spliceosome
negative regulation of viral genome replicatior Iskeletal muscle cell differentiation
protection from natural killer cell mediated cytotoxici ] ¢
1 positive regulla kon of apoptofic proces:
A

)paB p
posmve regulation of NF- kapFaB transt :mptlon famor acﬂv
re

. of inflammatory respo
posmve vegulauon of apoptotic signaling path
t ive regutation of interleukin-6 pmducl

mol
cellular response ‘o mechamcal snmulu !
4 totic process '
t requ |aum of apoptotic process? t
negative regula\lun of NF-kappaB tramscription factor activit
mmnscc apoptotic signaling pathway in response to DNA damage!
' positive regulation of gene expressior
+activation of cys\em&type endopeptidase activity involved in apoptotic proce:
DOS'(

S’(:-nu(g

1
1

1

1

1

)

1

)

)

3

)

i

ive regulation of smooth muscle cell proliferatior 1
1 celiular response to interleukin-1l 3

; positive regulaupn of cytokine secretion| i
hesion of symbiont to host! 3

tumor necrosis lactor iated sainalmg pathway . .
; pasitive re?ulanon of interleukin-8 uctio . N
i

)

)

|

1

|

}

3

1

1

1

|

)

!

)

|

==

il-like reéeplor sn?nalmg pathwa
respohse jamma
cytokme med;aled | signaling pa hwa

posmve

?ol' hon of protein phosphoryian 1
positive reguiatlon of toll-like receptor signaling pathwa: '
positive regulation of angiogenesi
1 positive regulation of chemokine productio '
1 cellular response to tumor necrosis facto I
regulation o{ innate immune response
N roallrve regulation of cAMP-mediated signaling!
' |pcpo|ysacchande-medra\ed signaling pathwa
N rotein ubiquitinatior
chemokine-mediated signaling Famwa
negative regulation of cell proiiferatiot

] ]
| i i ] | 1 i ] ) | i
30 3 20 15 10 5 o 5 10 15 20 5 30
~logsolpad))

Figure 2: 3-0x0-C12:2-HSL modulates gene expression in RAW264.7 macrophage cells

(a): Volcano plot of differentially expressed genes between the control and 3-0x0-C12:2-HSL-
exposed cells. The blue, grey and red dots represent down regulated, not significantly regulated
and up regulated genes respectively. (b) Significant Gene Ontology (GO) biology processes
enriched by differentiated expressed genes modulated by 3-ox0-C12:2-HSL. Terms annotation
were made with Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID).
The red and green bars represent down-regulated and up regulated pathways respectively. (¢):
Significant KEGG pathways differentially modulated by 3-0x0-C12:2-HSL and identified by
EGSEA method (p value<0.01). The red and green bars represent down-regulated and up
regulated pathways respectively. The figures (¢) shows a selection of pathways involved in
inflammation processes; to see all the pathways, see Supplementary Figure 2 (GO: Gene

Ontology, KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
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Figure 3: 3-0x0-C12:2-HSL prevents the activation of the JAK-STAT pathway

(a) Protein levels of P-JAK 1 normalized to the total JAK1 protein (b) Protein levels of P-STAT
1 normalized to the total STATI protein (c) Protein levels of P-JAK2 normalized to the total
JAK2 protein (d) Protein levels of P-STAT3 normalized to the total STAT3 protein. (f) Protein
level of Actin. Protein levels were quantified by Wes™ capillary electrophoresis. (e)
Reconstructed images are displayed, based on the area under the curve from
chemiluminescence signal obtained for one experiment, representative of 3 independent
experiments. Molecular markers are indicated on the left (kDa) Phospho-protein levels are
expressed as a ratio of the Phosphorylated protein to the total protein from the area under the
curve from chemiluminescence results. One-Way ANOVA, Dunnett’s post-test ** P<0.01, ***
P<0.001, **** P<0.0001 vs. control (mean £+ SEM of triplicates from 3 independent
experiments). 30C12:2 stands for 3-oxo-C12:2-HSL.
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Figure 4: 3-o0x0-C12:2-HSL interacts with bitter taste receptors. (a): RAW264.7
macrophages were pre-treated for an hour with Probenecid (ImM), an allosteric inhibitor of the
bitter taste receptor T2R138. When exposed to 3-0x0-C12:2-HSL combine with Probenecid,
the level of secreted TNFa is the same as the control, the anti-inflammatory effect of the AHL
is lost. mean = SEM of triplicates from 3 independent experiments, Two Way ANOVA Tukey’s
post-test (b): Dose response of bitter taste expressing HEK293 cells after stimulation with 3-
0x0-C12:2-HSL. (¢): Intracellular calcium flux in RAW264.7 cells exposed to 3-oxo-C12:2-
HSL (1,000 uM) or thapsigargin (10 uM) as a positive control or DMSO (0.5%) as a negative
control. Fluorescence (F) was measured for two hours and normalized to the basal fluorescence
(FO). figure representative of 3 independent experiment of 8 replicates. (d): Quantification of
the area under the curve detailed in (¢). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001 vs.
control. 30C12:2 stands for 3-oxo0-C12:2-HSL
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Figure 5: Proposed mechanisms of 3-0x0-C12:2-HSL effects on inflammation

In immune cells, 3-ox0-C12:2-HSL is able to activate bitter taste receptors, a G-protein coupled
receptor, triggering a signalling cascade resulting in the release of calcium from the
endoplasmic reticulum. In addition, in RAW264.7 cells activated by lipopolysaccharides and
interferon-y, 3-oxo-C12:2-HSL prevents from the activation of the JAK-STAT pathways, by
specifically preventing JAK1 and STAT]1 phosphorylation. This leads to a decrease in the pro-
inflammatory cytokine secretion and an overall diminished inflammatory response.

Furthermore, when bitter taste receptors are inhibited, the anti-inflammatory response is lost.
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Supplemental information titles and legends

Supplementary figure 1
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Supplementary figure 1: Cytotoxicity of 3-0x0-C12:2-HSL in RAW264.7 and PBMC.
Cytotoxicity is expressed as arbitrary unites representing LDH released in the media. a:
RAW264.7 cells, b: PBMC from healthy donors.
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Supplementary figure 2: GO pathways differentially modulated by 3-0x0-C12:2-HSL. The
red and green bars represent down-regulated and up regulated pathways respectively.
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B. Effets des AHLs sur la fonction de barriére intestinale (Article 2)

Jai pu également prendre part a 1’étude de la fonction de barri¢re intestinale exposée aux
AHLs, lors du projet de thése de Doriane Aguanno. J’ai notamment contribué aux expériences
de perméabilité. Les résultats ont été publiés dans Tissue Barriers, article pour lequel je suis
deuxiéme auteure. Au cours de ce travail, les effets de la 3-0x0-C12:2-HSL ont été comparés a
la 3-0x0-C12-HSL de P. aeruginosa, molécule dont les effets ont été extensivement rapportés
dans la littérature scientifique. La structure de ces deux molécules est trés proche et les effets
de la 3-0x0-C12-HSL ont été¢ extensivement décrits. Nous avons démontré que, dans un
contexte pro-inflammatoire, la 3-oxo0-C12:2-HSL n’augmente pas la perméabilité para-
cellulaire, contrairement a la 3-oxo-C12-HSL. La deuxiéme partie de la publication, a laquelle
j’al moins participé, présente les mécanismes par lesquels la 3-ox0-C12:2-HSL préserve les
jonctions serrées. Les effets passent par une diminution de I’ubiquitination des protéines des
jonctions serrées induite par les cytokines pro-inflammatoires, en présence de 3-oxo-C12:2-

HSL.
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ABSTRACT

The intestine is home to the largest microbiota community of the human body and strictly regulates
its barrier function. Tight junctions (TJ) are major actors of the intestinal barrier, which is impaired in
inflammatory bowel disease (IBD), along with an unbalanced microbiota composition. With the aim
to identify new actors involved in host-microbiota interplay in IBD, we studied N-acyl homoserine
lactones (AHL), molecules of the bacterial quorum sensing, which also impact the host. We pre-
viously identified in the gut a new and prominent AHL, 3-ox0-C12:2, which is lost in IBD. We
investigated how 3-oxo-C12:2 impacts the intestinal barrier function, in comparison to 3-oxo-C12,
a structurally close AHL produced by the opportunistic pathogen P. aeruginosa. Using Caco-2/TC7
cells as a model of polarized enterocytes, we compared the effects on paracellular permeability and
TJ integrity of these two AHL, separately or combined with pro-inflammatory cytokines, Interferon-y
and Tumor Necrosis Factor-a, known to disrupt the barrier function during IBD. While 3-oxo-C12
increased paracellular permeability and decreased occludin and tricellulin signal at bicellular and
tricellular TJ, respectively, 3-oxo-C12:2 modified neither permeability nor TJ integrity. Whereas
3-0x0-C12 potentiated the hyperpermeability induced by cytokines, 3-oxo-C12:2 attenuated their
deleterious effects on occludin and tricellulin, and maintained their interaction with their partner
Z0-1. In addition, 3-oxo-C12:2 limited the cytokine-induced ubiquitination of occludin and tricellu-
lin, suggesting that this AHL prevented their endocytosis. In conclusion, the role of 3-oxo-C12:2 in
maintaining TJ integrity under inflammatory conditions identifies this new AHL as a potential
beneficial actor of host-microbiota interactions in IBD.
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Introduction formed by a network of highly regulated multi-

Among the multiple actors involved in the intest-
inal barrier function, the intestinal epithelium plays
a unique role as it physically separates the micro-
biota residing in the lumen from systemic tissues
and limits the permeation of potential pro-
inflammatory molecules from the luminal environ-
ment to the lamina propria and circulation. The
intestinal epithelial barrier is achieved by the coop-
eration of three cell-cell junctions forming the api-
cal junctional complex, ie. tight junctions,
adherens junctions and desmosomes, which allow
epithelial cells to be tightly connected.' Tight junc-
tions (T]) are key actors in the barrier function
since they seal the intercellular space and specifi-
cally control the paracellular permeability.” TJs are

protein complexes, in which several classes of
transmembrane proteins are connected to
a cortical actomyosin belt through a variety of
scaffolding and signaling proteins, including the
members of Zonula Occludens (ZO) proteins (ZO-
1, 2, and 3). This cytosolic plaque is crucial for TJ
stability and dynamics.™*

T] permeability to water, ions, small or macro-
molecules is controlled by different families of
transmembrane proteins and is modulated by
numerous physiological and environmental factors.
A large repertoire of claudins selectively regulates
anion and cation passage, in a high capacity but
highly selective “pore pathway”.” Besides, a “leak

pathway”, corresponding to the permeation of
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macromolecules, is restricted by occludin at bicel-
lular TJs® and by tricellulin at tricellular TJs.”
Contrary to the pore pathway, the passage of mole-
cules via the leak pathway is very limited in phy-
siological conditions.”

The integrity of the intestinal barrier is compro-
mised in a variety of clinical conditions, including
gastrointestinal disorders (i.e. inflammatory bowel
disease, celiac disease, irritable bowel syndrome,
infectious diarrheas) and extra-digestive patholo-
gies such as type I diabetes, obesity, liver steatosis
and AIDS.® Impairments of both pore and leak
pathways have been described in these diseases
and the increased passage of macromolecules such
as bacterial products from the commensal micro-
biota is thought to be particularly harmful since it
may trigger an excessive activation of the mucosal
immune system.” Increased recruitment of leuco-
cytes (including neutrophils, lymphocytes or
macrophages) in close proximity to the epithelial
lining leads to local accumulation of proinflamma-
tory mediators such as inflaimmatory cytokines
further exacerbating the epithelial barrier
failure.”'? In inflammatory bowel disease (IBD),
although intestinal barrier dysfunction is poten-
tially both a cause and a consequence, several data
argue for its early implication in the pathogenesis.
An increased intestinal permeability was high-
lighted in healthy first-degree relatives of Crohn’s
disease (CD) patients'"'* and was shown to predict
disease relapse.'""” Linked with these permeability
modifications, alterations of several T] proteins,
including increase in expression of the pore-
forming claudin-2"*'® and decrease in several bar-
rier-forming claudins,'* as well as decreased levels
of JAM-A,'"*'® occludin'®'” and tricellulin'*'> have
been reported in the intestinal mucosa of IBD
patients. Most alterations were reported in active
state of the disease, nonetheless several of them
occurred also in the quiescent sate'>'” or in healthy
relatives,'” highlighting intestinal barrier impair-
ment as a possible early step in the pathogenesis
of IBD>'® and the importance of deciphering the
mechanisms involved in such defects.

Bacteria-host crosstalk plays a central role in
intestinal epithelial homeostasis and is dysregulated
in IBD. In recent years, our knowledge of the impact
of gut-derived metabolites on the host in the context
of IBD has increased considerably. Among the most

studied metabolites, are short-chain fatty acids
(SCFA), bile acids and tryptophan metabolites.'
A yet poorly documented aspect of these micro-
biota-host interactions is the crosstalk mediated by
quorum sensing (QS) molecules. QS is a bacterial
communication network that relies on the ability of
bacteria to monitor and respond to population den-
sity via diffusible molecules named autoinducers.
Different QS systems allow bacterial populations to
coordinate gene expression and behavior, and reg-
ulate a variety of physiological processes, including
virulence factor production and biofilm formation.*
Bacterial QS molecules also exert several effects on
eukaryotic cells of the host, in a process named inter-
kingdom signaling.*'

N-Acyl homoserine lactones (AHL), which med-
iate auto-induction (AI)-1 type QS, are the most
studied QS molecules. QS driven by AHLs has been
described in many bacterial ecosystems, but its
study in the gastrointestinal tract has long been
restricted to pathogens.”” In a recent study, we
demonstrated for the first time the presence of 14
different AHLs in the human gut ecosystem and
identified the 3-0x0-C12:2 AHL as the most con-
served and abundant one in healthy subjects.”’
Importantly, 3-oxo-C12:2 AHL levels were reduced
in IBD patients, more particularly during flare, and
its absence was correlated with dysbiosis,** suggest-
ing a beneficial role of this new molecule in the
intestinal ecosystem and protective properties for
intestinal mucosa.

This newly described 3-oxo0-C12:2 AHL is struc-
turally very close to the widely studied 3-oxo-C12
AHL (Figure 1). The latter is produced by
Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic pathogen
that is the source of various infections, mostly noso-
comial disease and lung infections in cystic fibrosis,
and is able to cross epithelial barriers.** 3-oxo-C12
AHL has been shown to disturb a variety of biologi-
cal processes in host cells,”> among which perturba-
tion of epithelial junctions. In intestinal epithelial cell
lines, 3-0x0-C12 AHL induced an increased paracel-
lular permeability to ions and macromolecules.**>*’
This was accompanied by perturbation of the locali-
zation and phosphorylation of the T] proteins occlu-
din, ZO-1,® tricellulin,*® JAM-A, ZO-3,” together
with the adherens junction proteins E-cadherin and
B-catenin.”” 3-oxo-C12:2 AHL has never been stu-
died in this setting.
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Figure 1. Chemical structure of 3-0x0-C12 and 3-0x0-C12:2 N-acyl-homoserine lactones. (a) N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine
lactone (referred as 3-ox0-C12) is produced by P. aeruginosa. (b) Unsaturated 3-oxo0-C12:2 homoserine lactone (referred as 3-oxo-C12:2)
was identified in the human gut microbiota and was synthesized as described in.?

In the perspective of using QS molecules as ecolo-
gical therapeutic approaches for IBD treatment, an in-
depth knowledge of their effects on host is an essential
step. We therefore focused on the epithelial barrier
function, which is compromised during IBD. The aim
of the present study was to investigate the putative
beneficial role of the newly identified 3-oxo-C12:2
AHL on intestinal epithelial barrier, compared to
3-0x0-C12 AHL, thus unraveling differential effects
of these two structurally close AHLs. Focusing on
tight junctions as key actors of the barrier function,
we addressed in particular whether the AHLs could
modulate the effects of pro-inflammatory cytokines
Interferon-y (IFNy) and Tumor Necrosis Factor-a
(TNFa), known to have deleterious consequences on
the intestinal epithelial barrier.”**' Using Caco-2/TC7
cells as a model of polarized enterocytes, we evaluated
the effects of both AHLs, alone or combined with
IFNy and TNFa, on paracellular permeability and
tight junction integrity. While 3-oxo-C12 AHL dis-
rupted intercellular junctions, increased paracellular
permeability and potentiated the effects of IFNy and
TNFa, we showed that 3-0x0-C12:2 AHL protected
and stabilized tight junctions, through moderating the
increase in occludin and tricellulin ubiquitination

induced by cytokines.

Materials and methods
Cell culture and treatments

We used the Caco-2/TC7 cell line, which is a clonal
population established from human colon carcinoma
Caco-2 cells at late passage.’ This cell line reproduces
to a high degree most of the morphological and func-
tional characteristics of normal human absorptive
enterocytes.’> Caco-2/TC7 cells form mature intercel-
lular junctions, which make them a good model of

intestinal epithelial barrier.>>** The cells were used
between passages 20 and 32 (starting from cloning)
and were assessed for the absence of mycoplasma
contamination. Caco-2/TC7 cells were cultured in
high-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Glutamax (Thermofisher Scientific) supplemented
with 20% heat-inactivated fetal calf serum (FCS)
(Eurobio Abcys, Courtaboeuf, France), 1% non-
essential amino acids, penicillin (100 IU/ml), and
streptomycin (100 pug/ml) in a 10% CO2/air atmo-
sphere on semi-permeable filters (24 mm Transwell®,
3 um pore size; Costar) for 16-18 days to reach
optimal-differentiated state as described previously.>
From confluency (7 days), cells were switched to
asymmetric conditions, i.e. with medium containing
20% FCS in the basal compartment and serum-free
medium in the apical compartment.

Caco-2/TC7 cells were exposed on their apical
side to either N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine
lactone (150 pM, referred as 3-oxo-Cl12, Sigma
Aldrich) or 3-0xo0-C12:2 homoserine lactone
(150 pM, referred as 3-oxo-C12:2, synthesized as
previously described®®) for 48 h, in the presence of
the lactonase inhibitor 2-hydroxyquinoline
(100 pM, Sigma-Aldrich), in order to limit the
hydrolysis of the AHL lactone ring.***® Similar
concentrations of 3-ox0-Cl12, which are in the
range of doses found in biofilms,>” were previously
shown to disrupt tight junctions in the parental cell
line Caco-2.%° Both AHLs were dissolved in DMSO
and then diluted in the apical medium with a final
concentration of DMSO as 0.075% for all condi-
tions including untreated control cells. When indi-
cated Interferon-y (IFNy) and Tumor Necrosis
Factor-a (TNFa) (50 ng/mL, R&D systems) were
added in the basal compartment for 48 h. Media
with treatments were daily changed. When speci-
fied, Caco-2/TC7 cells were treated with Dynasore
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(Sigma-Aldrich), which was added to both apical
and basal compartments (75 uM) on the last
4 hours of the experiment.

In some experiments, Caco-2/TC7 enterocytes
were co-cultured with activated THP-1 monocytic
cells.”® THP-1 cells were grown at 37°C in a 5%
CO2/air atmosphere in RPMI-1640 (Thermofisher
Scientific) containing 10% heat-inactivated fetal
calf serum and supplemented with penicillin (100
IU/ml), streptomycin (100 pg/ml) and 0.01% pB-
mercaptoethanol (Sigma-Aldrich). Prior to co-
culture experiments, THP-1 cells were activated
with LPS (10 ng/mL, Sigma-Aldrich) for 18 h.
THP-1 cells were then harvested and centrifuged,
and seeded (10° cells per well) in the basal compart-
ment of Transwell’°containing Caco-2/TC7 cells
exposed on their apical side to either 3-oxo-C12
or 3-0x0-C12:2 AHL (150 uM) or DMSO (total
exposure time 48 h). Co-culture was maintained
for 24 h prior to permeability measurements.

Permeability measurements in Caco-2/TC7 cells

To assess paracellular permeability, FITC-labeled
dextran 4 kDa (1 mg/mL; TdB Consultancy AB,
Uppsala, Sweden) or FITC-sulfonic acid 0.4 kDa
(0.2 mg/mL; Thermofisher Scientific) was added to
the apical medium. Samples of basal medium were
collected after 4 h, and fluorescence was deter-
mined with a microplate fluorometer (FLUOstar
Omega; BMG Labtech). Transepithelial electrical
resistance (TEER), which is inversely proportional
to permeability to ions, was measured after treat-
ment using a volt-ohm meter (Millipore,
Guyancourt, France).

Lactate dehydrogenase release

The release of the cytoplasmic enzyme lactate dehy-
drogenase (LDH) in the apical medium was used to
assess treatment cytotoxicity. LDH concentration
was measured using the Cytotoxicity Detection
Kit (Roche, Boulogne-Billancourt, France) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Briefly, api-
cal media were centrifuged 10 min at 250 g to
remove intact extruded cells. 50 puL of reaction
mixture was added to 50 pL of media supernatant
per 96-well. After 10 min at room temperature,
25 uL of stop solution was added. Absorbance at

490 nm was determined with a microplate spectro-
meter (FLUOstar Omega; BMG Labtech). Results
are expressed as absorbance arbitrary units.

Immunofluorescence analysis of junctional proteins
and image analysis

Caco-2/TC7 cells grown on 24 mm Transwell® were
fixed and permeabilized with methanol (5 min, -
20°C). The following primary antibodies were used:
anti-E-cadherin (rat monoclonal antibody ECCD2
M108; Takara Bio Europe; 1:1000), anti-occludin
(rabbit polyclonal antibody, #71-1500;
Thermofisher Scientific; 1:200), anti-tricellulin
(rabbit monoclonal antibody, #700191;
Thermofisher Scientific; 1:200) and anti-ZO-1
(mouse monoclonal clone 1A12, #33-9100;
Thermofisher Scientific; 1:200). Alexa 488-, Alexa
546- and  Alexa  647-conjugated  anti-
immunoglobulin G were used as secondary antibo-
dies (1:400; Thermofisher Scientific). Nuclei were
stained by 4'-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI),
and cells were examined by structured illumination
microscopy using an Axio Imager 2 microscope
equipped with Apotome.2, allowing optical section-
ing (Zeiss, Oberkochen, Germany). Images were
acquired by ZEN 2011° software (Zeiss).
Quantification of fluorescent labeling was per-
formed by measuring the staining area on thre-
sholded images using Fiji software (https://imagej.
net/Fiji/Downloads).

Proximity ligation assay (PLA) and image analysis

Following fixation and permeabilization in metha-
nol (5 min, - 20°C), PLA was performed on cells
using two primary antibodies: anti-ZO-1 or anti-
ubiquitin (mouse monoclonal clone P4D1 anti-
body, #BML-PW0930; Enzo; 1:400) or anti-itch
(mouse monoclonal clone 32/itch antibody,
#611199; BD Transduction Laboratories™; 1:200)
combined with either anti-occludin or anti-
tricellulin. PLA PLUS and MINUS probes for
mouse and rabbit and the Duolink® Orange detec-
tion kit reagents (Sigma-Aldrich) were used
according to manufacturer’s instructions. Nuclei
were stained by DAPI, and cells were examined by
structured illumination microscopy as described
above. Images were acquired by ZEN 2011°



software. For Occludin/ZO-1 PLA, the high density
and close proximity of spots did not allow to indi-
vidualize and count PLA spots. Thus the average
integrated density of a single PLA spot was calcu-
lated over 10 thresholded images per condition for
each experiment and this representative value ()
was then used to estimate the number of spots per
image (estimated number of spots = integrated
density of the field/A). In order to quantify scatter-
ing of tricellulin/ZO-1 PLA spots, images were first
analyzed using QuPath software’ for the detection
of spots and transferred to Image].** The ‘Tubeness
plug-in (https://www.longair.net/edinburgh/ima
gej/tubeness/) was then applied to estimate the
continuity of junctional networks. Data were pre-
sented as the tubeness average size. For occludin/
ubiquitin, tricellulin/ubiquitin, occludin/itch or tri-
cellulin/itch PLA assays, spots were well individua-
lized and the number of spots per field was
calculated using the ‘Analyze Particles’ plug-in on
thresholded images in Fiji software and was then
normalized to respective fluorescence levels (based
on area) of either occludin or tricellulin. All macros
are available upon request.

All data were analyzed as the average from 4 to 5
random fields per biological duplicate or triplicate
from three independent experiments.

Levels of mRNA junctional protein genes by
(RT)-qPCR analysis

Total RNA was extracted from Caco-2/TC7 cells
using TRI Reagent (Molecular Research Center,
Cincinnati, OH, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. Reverse Transcription (RT)
was performed with 1 pg RNA using a high-
capacity complementary DNA (cDNA) reverse
transcriptase kit (Applied Biosystem, Thermo
Fisher Scientific). For claudin genes, as CLDN4
(claudin 4) has no intron, RT was performed with
0.5 pg of previously DNAse-treated RNA
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(Invitrogen™ Kit TURBO DNA-free). Semi-
quantitative real-time PCR was performed with
the Mx3000P Stratagene system using SYBR
Green (Agilent, Les Ulis, France) according to the
manufacturer’s procedures. Cyclophilin was used
as the reference gene. After amplification, Ct were
determined and relative gene expression was ana-
lyzed using the 27*“' method. Sequences of the
oligonucleotide primers used are reported in
Table 1.

Determination of protein levels by Wes™ capillary
electrophoresis and ELISA

Caco-2/TC7 cells were scraped into lysis buffer
(20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 5 mM EDTA, 0.15 M
NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycho-
late) supplemented with protease inhibitor cock-
tail (Complete Mini; Roche, Boulogne-
Billancourt, France) and phosphatase inhibitor
cocktail (PhosSTOP, Sigma-Aldrich). Protein
concentrations were determined using the BC
Assay (Uptima/Interchim). Wes'™ analyses
(capillary electrophoresis system; ProteinSimple,
San Jose, CA) were performed according to the
manufacturer’s recommendations, and adequate
protein concentrations and antibody dilutions
were determined in preliminary assays in order
to allow optimal quantitative conditions. The
microplates were loaded with 0.8 pg/uL protein
(for occludin, tricellulin and ZO-1 analysis),
0.2 pg/uL protein (for E-cadherin analysis) or
0.5 pg/uL protein (for p-MLC2 and MLC2 ana-
lysis), primary antibodies (as detailed below),
and reagents provided by the manufacturer.
The same primary antibodies targeting tight
junction proteins were used for immunofluores-
cence and Wes'™ analyses: anti-occludin (1:25),
anti-tricellulin (1:2000) and anti-ZO-1 (1:200).
For E-cadherin detection, the following antibody
was used: mouse monoclonal clone 36 (#610181;

Table 1. Oligonucleotide primer sequences used for real-time PCR in this study.

TARGET GENE (protein) Forward

Reverse

PPIB (Cyclophilin B)
TJP1 (ZO-1)

OCLN (occludin)
MARVELD? (tricellulin)
CLDN2 (claudin-2)
CLDN4 (claudin-4)
CLDN?7 (claudin-7)

(S RNV, RV, RV, RV, RV, BV, |

" -GCCTTAGCTACAGGAGAGAA-3'
-CAGAGCCTTCTGATCATTCCA-3’
" -AGGAACCGAGAGCCAGGT-3’
" -CAGGCTGTCCTGAGGAAGTT-3’
" -ATTGTGACAGCAGTTGGCTT-3’
" -CTGTGGCCTCAGGACTCTCT-3’
-AAAATGTACGACTGCGTGCTC-3’

-TTTCCTCCTGTGCCATCTC-3'
-CATCTCTACTCCGGAGACTGC-3'
-GGATGAGCAATGCCCTTTAG-3'
-CCGAATGATGTGGCAATCT-3’
-CTATAGATGTCACACTGGGTGATG-3’
-CAGAGGGGATCAGTCTCCAG-3’
-CACTTCATGCCCATCGTG-3'

(S BNV, RV, RV, RV, RV, IV, |




e1832877-6 D. AGUANNO ET AL.

BD Biosciences, Rungis, France, 1:1000). For
Myosin Light Chain detection, the following
antibodies were used: mouse monoclonal anti-
MLC2 (clone 7C9, Novus, #NBP1-28871, 1:50),
rabbit anti-pMLC2 (Serl9) (Cell signaling,
#3671, 1:50). Data were analyzed using
Compass for SW3.1 software (ProteinSimple).
Occludin, tricellulin, ZO-1 levels were deter-
mined by chemiluminescence signal (AUC) and
normalized to E-cadherin levels, after verifica-
tion that E-cadherin levels do not differ between
conditions (p = .84).

Myosin Light Chain Kinase (MLCK) concentra-
tions were determined in total cell lysates by ELISA
according to the manufacturer’s instructions
(CUSABIO # CSB-E09048h).

Statistical analyses

Data are displayed as means * standard error of
the mean (SEM) unless otherwise indicated. The
number of independent experiments and repli-
cates are indicated in the figure legends.
Measurements of permeability (passage of FITC-
dextran 4 kDa) and of cytotoxicity (lactate dehy-
drogenase release) were systemically carried out
as internal controls of the treatment’s effects for
other assays, which explains the larger number
of independent experiments performed for these
two parameters.

Figures were created with Graphpad® Prism 6.0
(Ritme Informatique, Paris, France). Statistical ana-
lyses were performed with Graphpad® Prism 6.
Statistical differences between the means of the
groups were determined by either ordinary one-
way ANOVA, or non-parametric Kruskal-Wallis
test (when data did not pass test for normal dis-
tribution). When ordinary one-way ANOVA or
Kruskal-Wallis test established statistical differ-
ences, comparisons between the following groups
were performed respectively by Holm-Sidak’s or
Dunn’s multiple-comparison post hoc tests:
Control vs. all other conditions; 3-oxo-C12 vs.
3-0x0-C12:2; IFNy+TNFa vs. IFNy+TNFa +
3-0x0-C12; IFNy+TNFa vs. IEFNy+TNFa + 3-oxo-
C12:2; IFNy+TNFa + 3-0x0-C12 vs. IFNy+TNFa +
3-0x0-C12:2. p < .05 was considered statistically
significant.

Results

Unlike 3-oxo0-C12, 3-oxo-C12:2 AHL does not modify
paracellular permeability

We first studied the effects of 3-oxo-C12:2 AHL
compared to 3-0x0-C12 on paracellular perme-
ability to macromolecules (assessed through the
flux of the fluorescent tracer FITC-Dextran 4kDa)
and to ions (assessed through the TEER, inversely
proportional to the ions flux) in the enterocytic
cell line Caco-2/TC7. In accordance with the
literature,”**” 3-ox0-C12 AHL induced a 4.8-fold
increase in the macromolecular FITC-Dextran
4kDa (FD4) flux (Figure 2a) and a trend toward
a 10% decrease in TEER (Figure 2b) compared to
untreated control cells. 3-oxo0-C12:2 AHL modi-
fied neither FD4 flux (Figure 2a) nor TEER
(Figure 2b). These observations support our
hypothesis of a beneficial role on the epithelial
barrier. We then investigated whether these AHLs
could modulate an increase in paracellular per-
meability induced upon exposure to the two pro-
inflammatory cytokines Interferon-y and Tumor
Necrosis Factor-a (thereafter referred as IFNy
+TNFa), previously shown to impair the intest-
inal barrier function by disrupting tight
junctions.® IFNy+TNFa induced a 5-fold
increase in FD4 passage (Figure 2a) but had no
significant effect on TEER (-5%, Figure 2b) com-
pared to control. Strikingly, 3-oxo-C12 AHL sig-
nificantly potentiated the cytokine effects on both
FD4 flux (18-fold increase, Figure 2a) and TEER
(30% decrease, Figure 2b). On the contrary,
3-0x0-C12:2 AHL did not modulate the cytokine-
induced increase in paracellular permeability to
macromolecules (Figure 2a) or to ions (Figure
2b). Similar response profiles were observed for
the smaller size tracer sulfonic acid (0.4kDa,
Supplementary Figure 1A). We then wanted to
determine whether the AHLs modulated epithelial
cell permeability in the presence of endogenous
inflammatory cytokines secreted by immune cells.
To this end, Caco-2/TC7 enterocytes exposed to
each AHL were co-cultured with activated THP-1
monocytic cells (Figure 2c). The co-culture of
Caco-2/TC7 with THP-1 cells induced a modest
increase in paracellular permeability of the
epithelial monolayer (1.5-fold increase, Figure
2¢). While the addition of 3-oxo-C12 AHL
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Figure 2. Distinct effects of 3-0x0-C12 and 3-ox0-C12:2 AHLs on paracellular permeability in Caco-2/TC7 cells in basal or
inflammatory conditions. (a) Paracellular permeability to macromolecules assessed by the passage from the apical to the basal side
of FITC-Dextran 4kDa (FD4) upon apical exposure to each AHL (150 uM, 48 h) or basal exposure to IFNy+TNFa (50 ng/mL, 48 h).
Treatments were performed individually or in combination as indicated. Results are expressed as percentage of the initial quantity of
tracer (mean + SEM of triplicates from 9 independent experiments, Kruskall-Wallis test ****P < .0001). (b) Paracellular permeability to
ions assessed by the transepithelial electrical resistance (TEER). Treatments were as in (a) (mean = SEM of triplicates from 3
independent experiments, ordinary one-way ANOVA ****P < 0001). (c) Paracellular permeability to macromolecules assessed by
the passage of FD4 from the apical to the basal side of the Caco-2/TC7 cells treated on their apical side with each AHL (150 uM, 48 h)
and co-cultured with activated monocytic THP-1 cells added in the basal compartment for the last 24 h of the experiment (mean + SEM
of triplicates from 2 independent experiments, Kruskall-Wallis test **P < .01). For a,band ¢, respective Holm-Sidak’s or Dunn’s posttests:
**p < 01, ****P < 0001 vs. control; *P < .05, *P < .01, #*P < 001, P < .0001 vs. indicated conditions. C12 stands for 3-oxo-C12 and

C12:2 stands for 3-oxo-C12:2.

triggered a 30-fold rise in FD4 flux in the co-
culture, 3-oxo-C12:2 AHL did not modify THP-1
effects on FD4 passage.

Thus, our results confirmed the deleterious role
of 3-0x0-C12 AHL on the epithelial barrier func-
tion and further demonstrated that it can synergize
with another detrimental stimulus such as pro-
inflammatory cytokines, whereas 3-oxo0-C12:2
remained harmless.

Cell death contributes to intestinal hyperper-
meability under inflammatory conditions, gener-
ating a TJ-independent unrestricted pathway.*'
We assessed cell cytotoxicity through the lactate
dehydrogenase (LDH) release in the presence of
AHLs, combined with IFNy+TNFa or in co-
culture experiments. The treatment with AHLs
alone did not induce significant cytotoxicity in
Caco-2/TC7 cells. The increase of LDH release
observed in the presence of IFNy+TNFa alone
(2.3-fold, Supplementary Figure 1B) was not
further modified when 3-0x0-C12:2 AHL was
added. In combination with 3-0x0-C12, the
increase in LDH release was slightly greater
(3-fold), but without statistic difference.
Interestingly, in Caco-2/TC7 cells co-cultured
with  THP-1 monocytes, the only increase in
LDH release was observed upon 3-oxo-Cl12 treat-
ment (2.3-fold, Supplementary Figure 1 C). Taken

together, these results showed that the effects of
AHLSs on permeability were only partially concor-
dant with the cytotoxicity measured in the differ-
ent conditions. This suggested that cell death was
likely to participate in the increase in paracellular
permeability in the presence of IFNy+TNFa, but
that other mechanisms concomitantly contributed
to the differential effects of the two AHLs on the
barrier function.

3-0x0-C12:2 AHL protects tight junctions from IFNy
and TNFa deleterious effects

Tight junctions (T]) seal the paracellular space and
thus control the flux of molecules or solutes
between adjacent cells. We thus investigated
whether TJ reorganization accompanied the effects
described above on paracellular permeability.
Representative images of immunofluorescence
staining (Figure 3a), and quantification of the fluor-
escence (Figure 3(b,c)), showed that treatment with
3-0x0-C12 AHL alone tended to reduce the signal
of both transmembrane proteins occludin (Figure 3
(a,b)), =19% vs control) and tricellulin (Figure 3(a,
c)), —16% vs control), respectively at bicellular or
tricellular cell contacts. On the contrary, in the
presence of 3-0x0-Cl12:2, occludin or tricellulin
staining remained similar to control (Figure 3(a,b,
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Figure 3. Opposite effects of 3-ox0-C12 and 3-ox0-C12:2 AHLs on tight junction proteins. (a) Representative fields of structured
illumination microscopy images from immunofluorescence of occludin (bicellular contacts), tricellulin (tricellular junctions) and Zonula
Occludens-1 (ZO-1) upon apical exposure of Caco-2/TC7 cells to each AHL (150 uM, 48 h) and/or basal exposure to IFNy+TNFa (50 ng/
mL, 48 h). Scale bar: 20 pm. (b,c,d) Quantification of immunofluorescence staining area of occludin (b, mean + SEM of duplicates from
5 independent experiments, ordinary one-way ANOVA ****p < 0001), tricellulin (c, mean + SEM of duplicates from 4 independent

experiments, ordinary one-way ANOVA ****p < 0001) and Zonula Occludens-1 (ZO-1) (d, mean +

SEM of duplicates from 3

independent experiments, Kruskall-Wallis test P = .3). Forband ¢, Holm-Sidak’s post tests: *** P < .001 and **** P < .0001 vs. control.

C12 stands for 3-oxo0-C12; C12:2 stands for 3-oxo-C12:2.

c)), confirming an absence of deleterious effect on
the barrier function.

Upon exposure to IFNy+TNFa, signals at cell-
contacts were significantly decreased compared to
control for occludin (Figure 3(a,b), —44%) and tri-
cellulin (Figure 3(a,c), —=50%), and this effect was
maintained to a comparable extent in combination
with 3-0x0-C12 (occludin —56% and tricellulin
—52%). More importantly, 3-oxo-C12:2 AHL par-
tially prevented the cytokine-induced decrease in
fluorescence for occludin (Figure 3(a,b)), —27% vs.
—44% with cytokines only) as well as for tricellulin
(Figure 3(a,c), —24% vs. —50% with cytokines only).

We then analyzed Zonula Occludens-1 (ZO-1),
which is the main cytoplasmic partner of transmem-
brane TJ proteins. Interestingly, in the presence of

3-0x0-C12 AHL with or without cytokines, only
a slight decrease in ZO-1 staining was observed,
which was much less pronounced than for trans-
membrane TJ proteins (Figure 3a), and modifica-
tions between conditions did not reach statistical
differences (Figure 3d). ZO-1 staining was main-
tained in presence of 3-oxo0-C12:2 AHL. In addition,
the transmembrane protein E-Cadherin, forming
adherens junctions, was partially mislocalized (iden-
tified as intracellular puncta) in the presence of
3-0x0-C12 AHL or IFNy+TNFa, individually or in
combination (Supplementary Figure 2). Conversely,
3-0x0-C12:2 AHL preserved E-Cadherin at cell-cell
contacts and abolished cytokine-induced mislocali-
zation (Supplementary Figure 2). Thanks to
E-cadherin staining, which delineates cell contours,



irregular epithelial morphology was observed in the
presence of cytokines as expected, whereas the reg-
ular cobblestone shape of Caco-2/TC7 was main-
tained with 3-oxo-C12:2.

Collectively, these data confirmed in Caco-2/
TC7 intestinal cells previous studies showing
impairment of tight junctions by the 3-oxo-C12
AHL alone. We further showed that 3-oxo-C12
did not modulate the deleterious effects of pro-
inflammatory cytokines on intercellular junctions,
whereas we highlighted for the first time
a protective role of 3-0x0-C12:2 AHL, notably on
the bicellular T] protein occludin and tricellular T]
protein tricellulin.

3-0x0-C12:2 AHL maintains TJs protein complexes in
presence of cytokines contrary to 3-oxo-C12 AHL

To better understand at what level of T] regulation
the effects of AHLs occured, we first determined
whether mRNA levels of genes encoding TJ pro-
teins and/or total protein levels were modified in
response to AHLs and cytokines. Our results
showed that upon IFNy+TNFa exposure, mRNA
levels of both occludin and tricellulin tended to be
decreased (OCLN, Figure 4a, MARVELD?2, Figure
4b), as well as their total protein levels (Figure 4(d.f,
g)). This tendency was maintained in combination
with both AHLs without any distinct effects of each
molecule compared to cytokines only (Figure 4(a,b,
d,e,f,g)). It is worth noting that exposure to 3-oxo-
C12:2 alone induced a slight increase in occludin
mRNA levels (Figure 4a, 1.3-fold) and a similar
tendency for tricellulin (Figure 4b, 1.3-fold),
whereas 3-ox0-C12 AHL did not. In addition,
Z0O-1 gene mRNA levels (TJP1, Figure 4c) and
Z0-1 total protein levels (Figure 4(d,h)) remained
unchanged in all conditions. Similarly, E-Cadherin
levels were not modified (Figure 4(d,e)).

Although the pore pathway was less impacted
than the leak pathway in our conditions, the
expression of several claudins was analyzed. The
level of the sealing claudin-7 mRNA was not
significantly modified by pro-inflammatory cyto-
kines, that of the sealing claudin-4 tended to be
increased and the pore-forming claudin-2 was
decreased (Supplementary Figure 3). As with
occludin and tricellulin, the presence of either
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AHL did not significantly modulate cytokine
effects on mRNA levels of claudin genes.

Overall, pro-inflammatory cytokines IFNy
+TNFa tended to downregulate the expression of
TJ proteins involved in the leak pathway, in accor-
dance with the data from immunofluorescence ana-
lyses. The results showed that 3-oxo0-C12:2, which
partially prevented the decrease in occludin and
tricellulin signal at cell-contacts caused by cyto-
kines (Figure 3), did not modulate their effects on
mRNA or total protein levels. We thus hypothe-
sized that protective effects exerted by this AHL
could occur through the regulation of TJ stability
at cell-cell contacts.

In order to study T] protein complexes, we used
the Duolink proximity ligation assay (PLA) to
visualize in situ specific endogenous protein-pro-
tein interactions. We analyzed interactions between
occludin and its cytoplasmic partner ZO-1 on one
hand, and between tricellulin and ZO-1 on the
other hand.

In untreated Caco-2/TC7 cells, PLA spots of
occludin/ZO-1 interaction appeared as fluorescent
punctate labeling at bicellular cell-cell contacts
(Figure 5a, upper panel) thus recapitulating TJ
network. Treatment with 3-oxo-C12 AHL alone
led to a decreased number of PLA spots of occlu-
din/ZO-1 compared to control, while 3-0x0-C12:2
AHL did not seem to affect by itself the interac-
tion between these proteins. In the presence of
cytokines IFNy+TNFa, the density of occludin/
ZO-1 PLA spots was diminished and this
decrease was maintained in combination with
3-0x0-C12 AHL. When 3-o0x0-C12:2 AHL was
combined with cytokines, the pattern observed
was strikingly different since a very intense net-
work of PLA spots delineating cell-cell contacts
was maintained.

In order to objectify our qualitative observations,
we estimated the number of occludin/ZO-1 PLA
spots (Figure 5b). A strong trend toward reduced
counts of occludin/ZO-1 PLA spots was observed
upon exposure to IFNy+TNFa (-55% vs. control)
or in co-treatment with 3-0x0-C12 (-46% vs. con-
trol). In accordance with the microscopy observa-
tions, quantification confirmed a significant
preventing effect of 3-oxo-C12:2 AHL against the
cytokine-induced drop of occludin/ZO-1 PLA
spots.
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Figure 4. mRNA and total protein levels of occludin, tricellulin and ZO-1 upon exposure to each AHL in basal or inflammatory
conditions. Caco-2/TC7 cells were treated on their apical side by each AHL (150 pM, 48 h) or on their basal side by IFNy+TNFa (50 ng/mL,
48 h). Treatments were performed individually or in combination as indicated. (a, b, ¢) mRNA levels were determined by (RT)-qPCR for
occludin gene (OCLN) (a, ordinary one-way ANOVA ****P < 0001), tricellulin gene (MARVELD?) (b, Kruskall-Wallis test ****P < .0001) and
Zonula Occludens-1 gene (TJP1) (c, ordinary one-way ANOVA P = .36). Results are expressed as 27" using cyclophylin as the house
keeping gene (mean + SEM of triplicates from 3 independent experiments). (d) Total protein levels of occludin, tricellulin and Zonula
Occludens-1 and E-cadherin were quantified by Wes ™ capillary electrophoresis. Reconstructed images are displayed, based on the area
under the curve from chemiluminescence signal obtained for one experiment (representative of 3 independent experiments). Molecular
weight markers (in kDa) are indicated on the left. (e) Total E-cadherin protein levels (Areas under the curve from chemiluminescence
results, ordinary one-way ANOVA P = .82). (f, g, h) Total protein levels of occludin (f, ordinary one-way ANOVA ***P < .001), tricellulin (g,
ordinary one-way ANOVA **P < .01), and ZO-1 (h, ordinary one-way ANOVA P = .8): areas under the curve from chemiluminescence results
are normalized to respective E-Cadherin levels, which do not differ between conditions (e), and expressed as ratio values normalized to the
control condition (mean + SEM of duplicates from 3 independent experiments). For a-c and e-h, respective Holm-Sidak’s or Dunn'’s
posttests * P < .05 and ** P < .01 vs. control. C12 stands for 3-oxo-C12; C12:2 stands for 3-oxo-C12:2.

Being representative of tricellulin localization  the presence of 3-0x0-C12 AHL alone, PLA spots of
pattern, PLA spots of tricellulin/ZO-1 interaction  tricellulin/ZO-1 were less dense compared to con-
were mostly visualized in untreated cells at tricel-  trol, while treatment with 3-oxo-C12:2 did not
lular cell-cell contacts and more sporadically at  modify the density or localization of tricellulin/
bicellular junctions (Figure 5a, bottom panel). In  ZO-1 PLA spots (Figure 5a). Interestingly, in
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Figure 5. The 3-0x0-C12:2 AHL maintains interaction of occludin and tricellulin with their cytoplasmic partner Zonula
Occludens-1 under inflammatory conditions. Caco-2/TC7 cells were treated as in Figures 2 and 3 and interactions between TJ
proteins were analyzed by Proximity Ligation Assay (PLA) (a) Representative fields of structured illumination microscopy images from
PLA (white spots) between occludin and Zonula Occludens-1 (ZO-1) (top) or between tricellulin and ZO-1 (bottom). Scale bar: 20 pm. (b)
Quantification of Occludin/ZO-1 PLA spots (mean + SEM of 2 or 3 replicates from 3 independent experiments, ordinary one-way
ANOVA **P < .01, Holm-Sidak’s posttests: “P < .01 vs. indicated conditions). (c) Quantification of the tubeness average size of
Tricellulin/ZO-1 PLA spots, as an index of junctional network continuity (mean + SEM of 2 or 3 replicates from 3 independent
experiments, ordinary one-way ANOVA P = .23). C12 stands for 3-oxo-C12; C12:2 stands for 3-oxo0-C12:2.

response to IFNy+TNFa only or in association with
3-0x0-C12, the density of tricellulin/ZO-1 PLA
spots did not seem changed but their spatial dis-
tribution was modified and they appear less orga-
nized and more scattered throughout the cells
compared to control (Figure 5a, lower panel). By
contrast, when 3-0x0-C12:2 AHL was added to
cytokine-treated cells, the density and distribution
of tricellulin/ZO-1 PLA spots were not affected
compared to control, and were preserved from
cytokine-triggered scattering. To objectify the dis-
persal of tricellulin/ZO-1 complexes, we analyzed
the continuity of junctional networks formed by
PLA spots (Figure 5c). Although no statistical dif-
ference arose, the analysis showed that IFNy+TNFa
tended to disperse tricellulin/ZO-1 complexes and
that  3-oxo-C12:2 AHL  prevented  this
disorganization.

Taken together, these data showed that 3-oxo-
C12 AHL disrupted TJ] complexes, but without
synergistic effects with cytokines. More importantly
3-0x0-C12:2 AHL prevented TJ disruption caused
by pro-inflammatory cytokines by maintaining
interactions between occludin or tricellulin with
their main cytoplasmic partner ZO-1 and the
proper localization of complexes at cell-cell
contacts.

3-0x0-C12:2 AHL limits cytokine-induced
ubiquitination of occludin and tricellulin

To go further, we investigated pathways involved in
TJ stabilization that could be targeted by 3-oxo-C12
:2 AHL and partake in its protective effects against
cytokine damages. The two well-characterized
pathways mediating TJ] disruption in response to
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pro-inflammatory cytokines IFNy and TNFa
involve an enhanced expression of the Myosin
Light Chain Kinase (MLCK)****? and Rho-
associated Kinase (ROCK), which both lead to
higher levels of Myosin Light Chain 2 (MLC2)
phosphorylation, actin cytoskeleton reorganization
and thus internalization of transmembrane TJ
proteins.*** We did not find any modulation of
either MLCK total protein levels or phosphorylated
MLC2/total MLC2 levels (Supplementary Figure 4),
and we thus concluded that these pathways were
unlikely to be involved in the protective effects of
3-0x0-C12:2 on T7Js in presence of cytokines.
Ubiquitination is the most common post-
translational modification and the diversity of ubi-
quitin motifs (the ‘ubiquitin code’) allows regula-
tion of a wide range of processes including the fate
of a cell surface transmembrane protein such as its
endocytosis, recycling and degradation.***
Occludin and tricellulin both undergo ubiquitina-
tion, which mediates their degradation.*>*’ Hence,
we postulated that opposite effects of the two AHLs
on TJ integrity could involve pathways regulating
their stability at the cell membrane such as their
ubiquitin-mediated internalization. We thus deter-
mined ubiquitination levels of occludin and tricel-
lulin in Caco-2/TC7 cells, using PLA in order to
obtain information on the location of ubiquitiny-
lated proteins (Figure 6a). In control cells, occlu-
din/ubiquitin or tricellulin/ubiquitin PLA spots
were scarce and mostly visualized at cell-cell con-
tacts, which were visualized by E-Cadherin staining
(Figure 6a, solid line arrows). In addition, a few
intracellular PLA spots (close to the plasma mem-
brane) also appeared in both cases (Figure 6a,
dashed line arrows). The qualitative and quantita-
tive results showed that in the presence of 3-oxo-
C12 alone, but not 3-oxo-C12:2, the number of
PLA spots tended to be increased for occludin/
ubiquitin (Figure 6b, 1.8-fold increase vs. control)
and tricellulin/ubiquitin (Figure 6c, 1.7-fold
increase vs. control). Exposure to IFNy+TNFa
alone led to a 3.2-fold increase in the number of
occludin/ubiquitin PLA spots (Figure 6b) and to
a 3.5-fold increase in the number of tricellulin/
ubiquitin PLA spots (Figure 6¢). In co-treatment
with 3-0x0-C12, this increase was maintained to
a similar extent for tricellulin/ubiquitin PLA spots
(Figure 6¢), and it was slightly higher for occludin/

ubiquitin spots (Figure 6b, 4.2-fold increase vs.
control). Most importantly, when Caco-2/TC7
cells were exposed to both IFNy+TNFa and 3-oxo-
C12:2, the increase in the number of occludin/ubi-
quitin PLA spots was totally suppressed (Figure 6b)
and the increase in the number of tricellulin/ubi-
quitin PLA spots was significantly attenuated
(Figure 6¢).

To reinforce our data, Caco-2/TC7 cells were trea-
ted with 3-0x0-C12:2 or IFNy+TNFa, individually or
in co-treatment with the dynamin inhibitor Dynasore,
which blocks endocytosis. We postulated that block-
ing endocytosis would lead to an accumulation of
ubiquitinylated occludin or tricellulin at cell-cell con-
tacts. Accordingly, occludin/ubiquitin and tricellulin/
ubiquitin PLA spots seemed to be more abundant in
control+Dynasore- or in 3-0xo-C12:2+ Dynasore-
treated cells (Supplementary Figure 5) than observed
without the dynamin inhibitor (Figure 6a). In addi-
tion, the increasing effects of IFNy+TNFa on occlu-
din/ubiquitin and tricellulin/ubiquitin PLA spots
number were recapitulated in the presence of
Dynasore (Supplementary Figure 5). These observa-
tions suggested that under inflammatory conditions,
ubiquitination of either occludin or tricellulin at the
plasma membrane occurred prior to their internaliza-
tion and thus mediates their endocytosis.

As a whole, these data clearly showed that pro-
inflammatory cytokines IFNy and TNFa upregu-
late ubiquitination of the T] transmembrane pro-
teins occludin and tricellulin. Our results
demonstrated that 3-0xo0-C12:2 can abolish or
attenuate these deleterious effects of cytokines on
occludin and tricellulin, thus supporting our initial
hypothesis that this new AHL stabilizes transmem-
brane TJ proteins at the plasma membrane.

3-0x0-C12:2 AHL restrains the interaction between
the ubiquitin-ligase itch and occludin or tricellulin

Occludin and tricellulin are both targets of the
ubiquitin-ligase itch,***’ which is known to ubi-
quitinate several cell-surface proteins and to med-
iate their endocytosis.”® Therefore, we sought to
study the interaction between itch and occludin
or tricellulin in response to 3-oxo-C12:2 AHL
alone and in the presence of cytokines, using
PLA since this technique allows to visualize tran-
sient interactions. Microscopy images in
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Figure 6. The 3-0x0-C12:2 AHL protects occludin and tricellulin from ubiquitination induced at the plasma membrane in
presence of pro-inflammatory cytokines. Caco-2/TC7 cells were treated on their apical side by each AHL (150 pM, 48 h) or on their
basal side by IFNy+TNFa (50 ng/mL, 48h). Treatments were performed individually or in combination as indicated. (a-c) Ubiquitination
levels of occludin or tricellulin were determined by Proximity Ligation Assay (PLA). (a) Representative fields of structured illumination
microscopy images of PLA (white spots) between occludin and ubiquitin (top) or between tricellulin and ubiquitin (bottom). Cell-cell
contacts are visualized by E-Cadherin immunofluorescence staining in blue. The solid line arrows show PLA spots localized at the
plasma membrane while dashed line arrows show PLA spots localized within the intracellular space. Scale bar: 20 um. (b)
Quantification of the number of occludin/ubiquitin PLA spots normalized to occludin fluorescence levels. Results are expressed as
ratio values normalized to the control condition (mean + SEM of 2 or 3 replicates from 3 independent experiments, ordinary one-way
ANOVA ****p < 0001). (c) Quantification of the number of tricellulin/ubiquitin PLA spots normalized to tricellulin fluorescence levels
(mean £ SEM of 2 or 3 replicates from 3 independent experiments, ordinary one-way ANOVA ****pP < 0001). (d-f) Interaction of
occludin and tricellulin with the ubiquitin-ligase itch was determined by PLA. (d) Representative fields of structured illumination

microscopy images from PLA between occludin and itch (top) or between tricellulin and itch (bottom). Cell contacts are visualized by
E-Cadherin shown in blue. Scale bar: 20 pum. (e, f) Quantification of the number of occludin/itch PLA spots (e, mean + SEM of 2 or 3
replicates from 3 independent experiments, ordinary one-way ANOVA ***P < .001) or tricellulin/itch PLA spots (f, mean = SEM of 2 or 3
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untreated cells showed scarce occludin/itch PLA
spots, localized at the cell membrane (Figure 6d,
upper panel). Interestingly, tricellulin/itch PLA
spots were more abundant and were also strictly
localized at cell-cell contacts (Figure 6d, lower
panel). Microscopy analysis and PLA spots quan-
tifications showed that treatment of cells with
3-0x0-C12:2 AHL alone did not significantly
modify PLA spots pattern for occludin/itch
(Figure 6(d,e)) or tricellulin/itch (Figure 6(d,f)),
although we noticed a trend toward a decrease in
their number (respectively —23% and —30% vs.
control). Conversely, exposure to IFNy+TNFa
alone led to an increase in the number of PLA
spots for occludin/itch (Figure 6(d,e), 4-fold
increase vs. control) and tricellulin/itch interac-
tions (Figure 6d,f) , 2.7-fold increase vs. control).
Concomitant treatment with 3-oxo-C12:2 AHL
attenuated the increase in occludin/itch (Figure
6(d,e)) and tricellulin/itch PLA spots (Figure 6
(d,f)) observed with cytokines.

zInterestingly, no modification of itch localiza-
tion or itch signal intensity was noticeable in our
conditions (data not shown). It is noteworthy that
all occludin/itch or tricellulin/itch PLA spots were
localized at the cell membrane, including in con-
ditions in which they were more numerous, thus
suggesting that the interaction between the ubi-
quitin-ligase itch and occludin or tricellulin
occurred at the plasma membrane and likely
prior to internalization of T] proteins.

Altogether these results suggest that 3-oxo-C12:2
acts on itch-mediated ubiquitination of occludin and
tricellulin at cell-cell contacts, before the engagement
of these TJ proteins in the endocytic pathway.

Discussion

Acyl-homoserine lactones (AHLs) are the most
studied quorum sensing molecules having an
impact on host cells, and as such, deserve to be
extensively studied in the context of the gut ecosys-
tem. We recently identified a never described AHL,

3-0x0-Cl12:2, as the most prominent intestinal
AHL.>® The present study reveals a protective role
of this molecule against tight junction dysregula-
tion under inflammatory conditions, in contrast
with the deleterious effects exerted by the structu-
rally close 3-0x0-C12 AHL produced by the oppor-
tunist pathogen P. aeruginosa.

Several previous studies demonstrated that
3-0x0-C12 AHL, at doses in the range of concen-
trations found in biofilms,”” disrupts epithelial
barriers, in particular through alteration of tight
junction proteins.%’29 On the opposite, our pre-
vious study showed no impact of 3-oxo0-C12:2 on
paracellular permeability to macromolecules in
Caco-2/TC7 enterocytic cells.”> While it is well
known that different N-acyl-homoserine lactones
with varying acyl chain length exhibit distinct
properties,”®*">> our group demonstrated the
importance of acyl chain insaturations on biolo-
gical activities.”” In the present study, we confirm
contrasting effects of the two structurally close
molecules, and we further show opposite out-
comes when mimicking inflammatory conditions
encountered in IBD. In presence of a mixture of
two pro-inflammatory cytokines IFNy and TNFa,
known to impair tight junction integrity,>® or in
co-culture with activated monocytic cells, the
3-0x0-C12 AHL from P. aeruginosa dramatically
amplifies hyperpermeability. It is worth noting
that the synergistic effect of 3-oxo-C12 and
proinflammatory cytokines occurs on permeabil-
ity to macromolecules (passage of dextran 4 kDa)
and, to a lesser extent, to smaller molecules (pas-
sage of sulfonic acid 0.4 kDa), but not on perme-
ability to ions (TEER). This is in accordance with
the loss of occludin and tricellulin at tight junc-
tions, since these two proteins are known to
control the leak pathway.>” In full opposition,
the newly described 3-oxo-C12:2 AHL clearly
preserves occludin and tricellulin at tight junc-
tions under inflammatory conditions but without
improving epithelial permeability to either macro-
molecules or ions (Figure 7).

replicates from 3 independent experiments, ordinary one-way ANOVA **P < .01). Numbers of PLA spots are reported to occludin or
tricellulin fluorescence levels and results are expressed as ratio values normalized to the control condition. For b, c,eand f, Holm-Sidak’s
post tests: *P < .05, **P < .01, ***P < .001, ****P < 0001 vs. control; *P < .05, **P < .001, ***P < .0001 vs. indicated conditions. C12

stands for 3-oxo-C12; C12:2 stands for 3-oxo-C12:2.
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Figure 7. Proposed mechanisms explaining the distinct effects of 3-ox0-C12 and 3-0x0-C12:2 AHLs on the intestinal epithelial
barrier under basal or inflammatory conditions. (a) In physiological conditions (left), tight junctions (TJ) seal the paracellular space
between intestinal epithelial cells and control paracellular permeability in a selective manner. Under inflammatory conditions (right),
recapitulated by IFNy and TNFa exposure, interactions between TJ proteins are destabilized. Pro-inflammatory cytokines induce an
increase in the interaction of the E3-ligase itch with TJ proteins, which undergo higher ubiquitination and are internalized. These
events lead to increased paracellular permeability. How cytokines regulate itch interaction with TJ proteins remains to be determined
(dashed arrow and question mark). In addition, cytokines induce a moderate rate of cell death, which participates in hyperpermeability
through the TJ-independent unrestricted pathway. (b) Exposure to 3-oxo-C12 AHL alone (left) alters TJ integrity and induces a mild
increase in permeability. Under inflammatory conditions (right), 3-oxo-C12 AHL does not further impair TJ but aggravates cytokine-
induced cell death, hence drastically exacerbating the increase in permeability. (c) Presence of 3-oxo-C12:2 AHL alone (left) does not
impair TJ structure and does not modify paracellular permeability. Under inflammatory conditions (right), 3-oxo-C12:2 AHL stabilizes TJ
by tempering the dismantling of TJ protein complexes. In addition, while the permeability remains elevated through the unrestricted
pathway, this AHL limits the interaction between TJ proteins and itch and attenuates the increased ubiquitination of TJ proteins, thus

preventing their endocytosis.

In IBD, ulceration and epithelial apoptosis

contribute to disruption of the

intestinal

barrier."*>® In addition to damaging tight junc-

tions, pro-inflammatory cytokines

such

as

TNFa - through activation of their receptor —

trigger epithelial cell apoptosis and generate

a tight

junction-independent

unrestricted

pathway.*' As expected, given the cytokine treat-
ment we used, a moderate cytotoxicity evaluated
by LDH release was observed and was likely to
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contribute to the increased permeability to
macromolecules besides tight junction opening.
Remarkably, 3-0x0-C12 or 3-oxo0-C12:2 AHLs
had very distinctive effects on cytokine-induced
unrestricted pathway. We hypothesized that the
drastic increase in macromolecule permeability
induced by the combination of cytokines and
3-0x0-C12 was due to increased cell death
since we showed that tight junctions were not
synergistically damaged. Accordingly, 3-oxo-C12
AHL and cytokines both induced apoptosis in
the Caco-2/TC7 monolayer and the aggravating
effect of 3-0x0-C12 on cytokine-induced hyper-
permeability was completely abolished in the
presence of a large spectrum caspase inhibitor
(data not shown). We thus concluded that cell
death was responsible for the synergistic effects
of cytokines and 3-oxo-C12 (Figure 7b), in
accordance with studies showing that this AHL
induces apoptosis in several cell types.”>>*>’
Regarding 3-oxo-C12:2, this AHL did not pre-
vent cytokine-induced hyperpermeability, despite
clear protective effects on TJ integrity and stabi-
lity. Given that this AHL decreased neither cell
toxicity nor apoptosis induced by cytokines (not
shown), we assume that cell death hid beneficial
effects of TJ-protecting 3-oxo-C12:2 AHL on
epithelial permeability (Figure 7c).

We focused our study on two tight junction-
associated MARVEL proteins (TAMPs) known
to control the leak pathway: occludin and tricel-
lulin and their cytoplasmic partner ZO-1.
Although 3-ox0-C12 AHL did not quantitatively
decrease signal of T] proteins, their junctional
localization was slightly altered by the molecule,
in accordance with previous studies.*®*® Both
occludin and tricellulin were diminished at cell-
cell junctions in response to IFNy and TNFa, as
expected. On the contrary, the junctional locali-
zation of ZO-1 was much less affected and ZO-1
protein content remained unchanged unlike the
two transmembrane proteins occludin and tricel-
lulin, whose total levels were decreased upon
cytokine treatment. These results may be
explained by the fact that ZO-1 could be present
at the plasma membrane through its interaction
with many other transmembrane junctional pro-
teins, several of which are probably not - or
less - affected in our conditions. Despite the

apparent lack of perturbation of the whole ZO-
1 pool, our PLA experiments showed that mole-
cular complexes involving occludin and ZO-1
were greatly decreased in response to 3-oxo-
C12 AHL and/or cytokines. Complexes involving
tricellulin and ZO-1 were spatially scattered,
suggesting disorganized tricellular TJ. A striking
effect of 3-0x0-C12:2 AHL was the conservation
of occludin or tricellulin interaction with ZO-1
at the plasma membrane and the correct spatial
distribution of these two different complexes,
supporting a preserved barrier. While little is
known about the functional outcome of tricellu-
lin/ZO-1 complex, the occludin interaction with
Z0O-1 has been shown to regulate occludin traf-
ficking, localization at the plasma membrane and
its barrier function.’®”

Increased endocytosis is an important
mechanism involved in junction disassembly
during intestinal inflammation.* Internalization
of cell-surface proteins - including transmem-
brane TJ proteins®® — involves several pathways
leading to either their recycling or degradation.
In addition, ubiquitination is a crucial post-
translational modification of transmembrane
proteins regulating their endocytosis, trafficking
and ultimately their cell surface level.***
Phosphorylation of several T] proteins including
occludin® has been associated with their
ubiquitination.®® Here, we show that IFNy and
TNFa increased the proportion of ubiquitinated
molecular complexes involving occludin and tri-
cellulin. The accumulation of such complexes at
the plasma membrane upon endocytosis inhibi-
tion supports our hypothesis that ubiquitination
of occludin and tricellulin occurs at cell-cell
contacts and probably mediates their endocyto-
sis. We further demonstrate for the first time
that these cytokines promote interaction at
cell-cell contacts of both TAMPs with itch, iden-
tifying this E3-ubiquitin ligase as a potential new
actor in the signaling pathways involved in junc-
tion disassembly under inflammatory conditions.
The 3-0x0-C12:2 AHL can modulate these inter-
actions, and we propose that the down-
regulation of itch-mediated occludin and tricel-
lulin ubiquitination stabilizes both proteins
together with their molecular partners at the
cell membrane, a mechanism that could explain



the AHL protective effects on TJ integrity and
stability (Figure 7c). The molecular pathways
through which 3-0x0-C12:2 can modulate the
ubiquitination process remain to be determined.
The identification of eukaryotic AHL interactant
proteins is a challenging objective. Among the
mammalian interactants of the P. aeruginosa-
produced 3-oxo-C12 AHL that have been so far
identified, are the IQ-motif-containing GTPase-
activating protein IQGAPL,®" the peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARs),%* as
well as the bitter receptor T2R38.°> In future
studies, the identification of 3-ox0-C12:2 specific
eukaryotic targets will allow to further decipher
its mechanisms of action, a strategy used in
a previous study using biotinylated 3-oxo-C12.°!

We previously demonstrated that 3-oxo-C12:2
AHL is lost in IBD patients, especially during
flare.”> Further studies will be needed to integrate
all the properties of this new AHL in the context of
the gut ecosystem, including its possible impact on
the microbiota composition as well as its anti-
inflammatory activity.”> Our new findings show-
ing that 3-0x0-C12:2 is able to limit tight junction
dismantling in epithelial cells exposed to an
inflammatory environment may have therapeutic
perspectives in dysfunction of the intestinal bar-
rier in IBD.

Abbreviations:
T) tight junctions;
AHL N-acyl homoserine lactones;
IFNy Interferon-y;
TNFa Tumor Necrosis Factor-q;
Z0-1 Zonula Occludens-1;
SCFA short chain fatty acids;
IBD inflammatory bowel disease;
cD Crohn'’s disease;
Qs quorum sensing;
FD4 FITC-Dextran 4 kDa;
TEER transepithelial electrical resistance;
LDH lactate dehydrogenase;
PLA Proximity ligation assay;
DAPI 4' -6-diamidino-2-phenylindole;
MLCK Myosin Light Chain Kinase;
ROCK Rho Associated Kinase;
MLC2 Myosin Light Chain 2;
TAMPs Tight junction Associated MARVEL Proteins;
IQGAP1 1Q-motif-containing GTPase-activating protein;
PPAR peroxisome proliferator-activated receptor
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C. Résultats complémentaires

1. Effets de la 3-0x0-C12:2-HSL sur un panel de cytokines

Dans I’article Coquant ef a/, nous avons mis en évidence des effets anti-inflammatoires de
la 3-0x0-C12:2-HSL sur les cellules immunitaires impliquant notamment la voie JAK-STAT
et les récepteurs du gout amer. Préalablement a cette étude, afin de pouvoir évaluer largement
les effets de la 3-0x0-C12:2-HSL sur I’inflammation des cellules eucaryotes, nous avons réalis¢
une analyse multiplexe d’un panel de cytokines. L’inflammation était déclenchée dans les

cellules RAW264.7 par une combinaison de LPS (10ng/mL) et d’IFNy (20U/mL).

IL-12  IL-12
IL-2 L3 L4 L5 IL-6 IL-9 IL-10 0 70) IL-13 IL-17A Eotaxin G-CSFGM-CSF IFN- KC RANTES TNF-a

Figure 23 : Effets de la 3-0x0-C12 :2-HSL sur la sécrétion d’un panel de cytokines par les RAW264.7

Les cellules RAW264.7 en conditions pro-inflammatoires avec une combinaison de LPS (10ng/mL) et d’IFNy
(20U/mL) ont été exposées pendant 6 heures a la 3-oxo-C12:2-HSL aux concentrations indiquées et vingt
cytokines et chimiokines ont été mesurées dans le surnageant de culture par multiplex protéique (Biorad, Bio-Plex
Pro Mouse cytokine standard 23-plex groupl). Les données ont été normalisées au controle (100%) et sont
représentées sous forme de heatmap (I’échelle en pourcentage est montrée a droite). Chaque point est la moyenne
d’un triplicat d’une expérience unique

Plusieurs cytokines pro-inflammatoires étaient diminuées en présence de 3-oxo-C12:2-HSL,
dont ’IL-1P, I’IL-12, RANTES et le TNFa (Figure 23). En revanche, de fagon surprenante,
I’IL-6 était augmentée. Ces effets étaient dose-dépendants et étaient maximal a 50uM. Aucune
cytotoxicité n’a été observée aux concentrations utilisées.

Les résultats de cette analyse multiplexe ont été confirmés par ELISA et qPCR pour une
sélection de cytokines, et présentés dans 1’article en cours de soumission a Scientific reports.
Ces données nous ont permis de mieux comprendre et confirmer le role de la 3-oxo-C12:2-HSL
sur I’inflammation et nous ont conduit a étudier les mécanismes impliqués dans I’effet anti-

inflammatoire, comme décrit dans ’article soumis cité précédemment.

2. Effets de la 3-0x0-C12:2-HSL sur la composition du microbiote a I’état basal

Afin d’étudier les effets de la 3-ox0-C12:2-HSL sur un modele intégré prenant en compte
des parametres plus physiologiques, nous avons mené des expériences in vivo avec des souris.
Ces premiéres expériences ont été réalisées dans le cadre de la thése de Doriane Aguanno, en

collaboration avec Florian Chain de I’institut MICALIS (Institut national de recherche pour
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l'agriculture, I'alimentation et I'environnement, INRAE, Jouy-en-Josas). L’objectif était
d’étudier les effets de deux AHLs (la 3-oxo-C12-HSL de P. aeruginosa et la 3-oxo-C12:2-
HSL) sur la sévérité d’une colite induite chimiquement au DSS.

Dans le but d’étudier les effets de la 3-0x0-C12:2-HSL sur la composition du microbiote a
I’état basal, nous avons utilisé¢ les souris controle des expériences de Doriane Aguanno. Les

souris ont recu quotidiennement les AHLs par gavage intra-gastrique pendant 7 jours.

i. Les AHLs atteignent-elles le colon ?

Dans un premier temps, nous nous sommes demandés si les molécules 3-oxo-C12:2-HSL et
la 3-ox0-C12-HSL, apportées par gavage intra-gastrique, ¢taient capables d’atteindre le c6lon,
organe cible dans une colite inflammatoire.

Pour doser les AHLs chez les souris, nous avons collaboré avec Raphaél Lami et alice
Rodrigues du Laboratoire de Biodiversité et Biotechnologies Microbiennes (Observatoire
Océanographique de Banyuls-Sur-Mer, Sorbonne Université). A partir du protocole utilisé par
notre équipe pour isoler et caractériser la 3-oxo-C12:2-HSL des féces humaines (Landman et
al, 2018), nous avons optimisé les conditions pour doser les AHLs dans les féces, caecums et
sérums des souris par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse
(LC-MS/MS).

Les échantillons solides ont été lyophilisés, pesés et une extraction solide-liquide a été
réalisée au méthanol. Concernant les échantillons liquides, nous avons réalisé¢ une extraction
liquide-liquide a ’acétate d’éthyle, suivant un protocole utilisé en routine par le laboratoire de
Banyuls a partir de culture bactérienne mais aussi décrit dans une publication utilisant du sérum
de souris (Dal Bello et al., 2020).

Nous avons détecté et quantifié la 3-0x0-C12:2-HSL et la 3-0x0-C12-HSL dans les féces
des souris ayant recu les molécules respectives (Figure 24). Cependant, la détection n’a été
possible que sur une partie des échantillons (3 échantillons sur un total de12). Une explication
possible est que les échantillons ont été collectés entre 2 ans et 6 mois avant le dosage des
AHLs. Bien que conservés a -80°C, il est possible que certains échantillons se soient dégradés.
Les formes dégradées n’ont pas été quantifiées, mais il est envisageable de les doser dans des
expériences futures. Néanmoins, ce résultat nous a permis de valider ce mode d’apport des
AHLSs en montrant qu’au moins une partie des molécules atteint le colon sans étre dégradée et

ainsi d’interpréter les expériences menées chez la souris.
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Figure 24 : Présence de la 3-ox0-C12:2-HSL dans les féces d’une souris gavée avec cette AHL

Les souris ont été gavées en intra-gastrique quotidiennement pendant 7 jours avec la 3-oxo-C12:2-HSL. Les féces
ont été collectées a 7 jours, lyophilisées et une extraction solide-liquide a été réalisée au méthanol. A :
Chromatogramme du standard 3-ox0-C12:2-HSL; B : Chromatogramme de I’échantillon extrait ; C : Spectre de
masse du standard 3-0x0-C12:2-HSL D : Spectre de masse scan de 1’échantillon extrait. Les échantillons sont
analysés par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide par ion secondaire (LC-MS SIM) en
injectant 7uL. Analyse des données via FreeStyle ThermoFisher. RT : temps de rétention ; AA : aire sous la courbe
du pic ; m/z : masse sur charge

ii. Les AHLs modifient-elles la composition du microbiote a I’état basal ?

Etant donné que les AHLSs sont des molécules du dialogue bactérien, nous nous sommes
posés la question de I’effet de ces molécules sur la composition du microbiote. Au vu de
I’absence d’effet clair des AHLs sur la sévérité de la colite chez les souris traitées au DSS, nous
nous sommes concentrés sur I’impact des AHLs sur la composition du microbiote des souris a
I’état basal, c’est-a-dire sans inflammation. Nous avons séquencé I’ADN ribosomique 16S des
feces des souris des trois expériences afin de comparer les microbiotes entre le jour initial (JO)

et le jour 7 (J7) (Figure 25 et 26).
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Figure 25 : Variabilité du microbiote indépendamment des traitements

Les féces des souris ont été récolté au jour initial (JO) des expériences. L’ADN des féces a été extrait et I’ADN
ribosomique 168 a été séquence puis analysé. A : Diversité alpha sur la diversité en OTU du microbiote fécal pour
chacune des expériences A, B et C. Résultats exprimés sous forme de boite a moustache représentant la médiane
et les quartiles des données. Les moustaches représentent 1.5 fois 1’écart interquartile. (n=6 par condition, t-test,
*p<0.05) ; B : Diversité beta : analyse en composantes principales basée sur la matrice de distance de Bray-Curtis,
permettant de discriminer 3 groupes ; C : Taxonomie des phyla des trois expériences a JO. A, B et C représentent
trois expériences menées indépendamment. Les séquences de I’ADN ribosomique 16S ont été analysées avec le
logiciel QIIME2 avec le pipeline DADA2. Puis, les séquences ont été alignées avec les séquences de la base de
données SILVA avec le logiciel R et les packages Phyloseq et metagenomeSeq, les figures sont générées sous R.
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La figure 25 compare la composition du microbiote des trois expériences (A, B et C) qui ont
¢été menées indépendamment. L’analyse de la diversité alpha met en évidence une variabilité
trés importante entre les trois expériences (Figure 25A). De plus, 1’analyse de la diversité béta
réveéle une séparation en trois groupes : les différences d’abondances entre les différents
¢chantillons d’une méme expérience sont faibles, mais trés importantes entre les trois
expériences (Figure 25B). La figure 25C nous permet de comparer la composition au niveau
des phyla au début des expériences. La composition en Verrucomicrobia et Protéobacteria varie
non seulement entre les trois expériences mais aussi entre les groupes expérimentaux. Ces
différences ont rendu difficile I’analyse des changements de populations bactériennes suite a

des traitements.

Lors de deux expériences, nous avons testé les effets des AHLs 3-ox0-C12-HSL et 3-oxo-
C12:2-HSL sur le microbiote des souris a 1’état basal. L’analyse de la diversité alpha et beta ne
souligne aucune tendance de variation entre les trois groupes expérimentaux (Figure 26A et B).
En revanche, la diversité béta démontre que deux clusters sont formés, représentant chacun une
expérience. Aucune tendance franche n’est observable dans la variation des phyla entre les trois
groupes de traitement (Figure 26C). Les souris exposées a la 3-oxo0-C12:2-HSL dans
I’expérience A ont une diminution des Verrucomicrobia tandis que I’on observe la tendance
inverse dans 1’expérience B.

En résumé, ces données ne permettent pas de conclure que la 3-0x0-C12 :2-HSL ou la

modulent significativement la composition du microbiote.

132



RESULTATS : EFFETS DE LA 3-0X0-C12 :2-HSL, MOLECULE NATURELLE, SUR L’HOMEOSTASIE
INTESTINALE

A Shannon

Group by day F3 D0 F D7

DMSO || 30C12 | [ 30C12_2
51 ns ns ns
4.8
(]
345
S
4.2
3.9 T T T T T T
DO D7 DO D7 DO D7
Condition

Bray-Curtis proportion

02
S
2 0l Group
= ® DMSO
™ 00 ® 30C12
.é’ ® 30C12 2

-0.1

C

Expérience A Expérience B
DMSO 3-0x0-C12 3-0x0-C12:2 DMSO 3-0x0-C12 3-0x0-C12:2
D0 |[ D7 D0 |[ D7 D0 |[ D7 D0 |[ D7 D0 |[ D7 Do |[ D7
1.00
0.75 Phylum
3 I Actinobacteria
S O (B:actergld?tes
anobacteria
2050 Fl):micqtes .
2 Patescibacteria
< Proteobacteria
0.25 I Tenericutes
: I Verrucomicrobia

0.00

Figure 26 : Impact des AHLs sur la composition du microbiote bactérien

Les souris ont été gavées en intra gastrique quotidiennement a la 3-oxo-C12:2-HSL ou a la 3-oxo-C12-HSL avec
10mg/kg. Les feces ont été récolté au jour initial (JO) et aprés 7 jours de gavage (J7). L’ADN des fécés a été extrait
et ’ADN ribosomique 16S a été séquencé puis analysé. A : Diversité alpha sur la diversité en OTU du microbiote
fécal pour les deux expériences A et B. Résultats exprimés sous forme de boite a moustache représentant la
médiane et les quartiles des données. Les moustaches représentent 1,5 fois I’écart interquartile. (n=6 par condition,
t-test) ; B : Diversité beta : analyse en composantes principales basée sur la matrice de distance de Bray-Curtis,
permettant de discriminer 3 groupes ; C : Taxonomie des phyla des trois expériences a JO. A et B représentent
deux expériences menées indépendamment. Les séquences de I’ADN ribosomique 16S ont été analysées avec le
logiciel QIIME2 avec le pipeline DADA2. Puis, les séquences ont été alignées avec les séquences de la base de
données SILVA avec le logiciel R et les packages Phyloseq et metagenomeSeq, R a été également utilisé pour
faire les figures
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II- Impact de PACP, molécule synthétique, sur I’homéostasie intestinale
A. Effets in vitro de ’ACP

En collaboration avec 1’équipe de Jean-Maurice Mallet, des analogues synthétiques de AHLs
ont été synthétisés. Une des molécules ayant les effets anti-inflammatoires les plus prometteurs
a été séléctionnée et fait I’objet d’une publication (Peyrottes ef al, 2020, en annexe).

Apres avoir observé des effets anti-inflammatoires puissants de 1’analogue synthétique
d’AHL ACP sur la sécrétion d’IL-8 par les cellules entérocytaires Caco-2/TC7 et sur la
sécrétion d’IL-6 par les macrophages RAW264.7, nous avons voulu caractériser ces effets et
comprendre ses mécanismes d’action. Pareillement a la 3-oxo-C12:2-HSL, nous avons mesuré
par analyse multiplexe les effets de I’ACP sur un panel de cytokines. L’expérience a été
conduite sur le méme modele cellulaire, les macrophages murins RAW264.7, stimulés par de

I’IFNy et du LPS.

H-12 #-12
i-ta -1 H-2 K3 K4 BS5 -8 10 (pd0)  (p70) W13 IL-17A Eotaxin G-CSFGM-CSF IFN-y KO RANTESTNF-q

Contrdle
ACP
12.5uM
ACP
25puM
ACP
50uM

Figure 27 : Effets de PACP sur la sécrétion d’un panel de cytokines par les RAW264.7 sous forme de
heatmap

Les cellules RAW264.7 en conditions pro-inflammatoires avec une combinaison de LPS (10ng/mL) et d’IFNy
(20U/mL) ont été exposées pendant 6 heures a I’ACP aux concentrations indiquées et vingt cytokines et
chimiokines ont été mesurées dans le surnageant de culture par multiplex protéique (Biorad, Bio-Plex Pro Mouse
cytokine standard 23-plex groupl). Les données ont été¢ normalisées au contréle (100%) et sont représentées sous
forme de heatmap (I’échelle en pourcentage est montrée a droite). Chaque point est la moyenne d’un triplicat
d’une expérience unique

40

20

L’étude par multiplex protéique a révélé que ’ACP diminuait de nombreuses cytokines,
dont I’IL-6, le G-CSF, RANTES et le TNFa (Figure 27).

Ces résultats ont été confirmés par ELISA (Figure 28 et 29). En présence d’ACP, les
RAW264.7 sécrétent moins d’IL-13, d’IL-6, de RANTES et de TNFa par rapport au controle
(Figure 28 A, B, C et D). Ce résultat était dose-dépendant avec un effet maximum a la
concentration de SO0pM. Toutes les doses d’ACP supérieures a 50uM entrainaient une
augmentation de la mort cellulaire, contrélée par la mesure du relargage de LDH (non montré).
Nous avons pu observer les mémes effets au niveau des taux d’ARNm, apres avoir exposé les

cellules pendant deux heures a 50uM d’AHL (Figure 28E, F, G et H).
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Figure 28: L’ACP diminue D’expression et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les
macrophages murins RAW264.7

Les cellules RAW?264.7 ont été exposées a I’ACP, a 25uM et 50uM pendant 6h pour doser les cytokines dans le
surnageant a I’aide de kits ELISA (Biotechne, Duoset) (A, B, C et D) et a 50uM pendant 2h pour mesurer
I’expression génique par RT-qPCR (E, F, G et H). A, B : one-way ANOVA, Dunnett’s post test ; C, D : Kruskal
Wallis Dunn’s post test ; E, F, G et H : unpaired t test. Moyenne = SEM * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, ****
P<0.0001 vs. controle.

Nous avons ¢galement voulu évaluer I’effet anti-inflammatoire de 1’ ACP sur un mode¢le plus
physiologique, les cellules mononucléées issues du sang périphérique (peripheral blood
mononuclear cell - PBMC).

En présence de LPS et d’ACP, il y a une forte diminution de la sécrétion de la cytokine pro-
inflammatoire TNF-a par les PBMC, de fagon dose-dépendante (Figure 29), sans augmentation
de la cytotoxicité par rapport au controle (mesure du relargage de LDH dans le surnageant,

données non montrées).

TNFa
Figure 29 : L’ACP diminue la sécrétion de TNFa par les cellules

1500- mononucléées issues du sang périphérique (PBMC)
. Les PBMC de sujets sains (isolé de sang de donneurs anonymes de

'g' ] 1’établissement Frangais du Sang) ont été isolés par gradient de Ficoll et
% 10007 exposés pendant 24h aux doses indiquées d’ACP, en conditions
2 ] o inflammatoires déclenchées par 10ng/mL de LPS. La sécrétion de
3.; 500-] TNFa a été mesurée par ELISA (kit ?).
i ] iy One-way ANOVA, Dunnett’s post test ; Moyenne + SEM ** P<0.01,
- 1 *#%% P<0.0001 vs. Controle (n = 12 sujets testés en triplicats)

o

Controle ACP ACP
50uM  100pM
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Pareillement a la 3-0x0-C12:2-HSL, nous avons étudié les effets de I’ACP sur le
transcriptome des macrophages murins RAW264.7 en conditions pro-inflammatoires (Figure
30). Globalement, 539 genes étaient différentiellement régulés a la baisse par I’ACP et 378
différentiellement augmentés (Figure 30A). Peu de voies cellulaires modulées ont été
identifiées par I’analyse du transcriptome en soumettant les données a la base KEGG (Figure
30B). La voie de I'inflammation JAK-STAT était diminuée, ainsi que le cluster de génes
impliqués dans les interactions cytokines-récepteurs de cytokines. En analysant les genes
différentiellement régulés par la base de données GO (figure 30C), un plus grand nombre de
termes étaient significatifs, dont plusieurs liés a une diminution de la réponse inflammatoire,
mais aussi liés a la voie NF-kB et aux TLR.

Un nombre plus faible de voies sont diminuées a la baisse en présence d’ACP par rapport a
la 3-0x0-C12:2-HSL (Voir I’article principal), mais certaines voies sont communes telles que
JAK-STAT ou NF-kB.

Nous avons également évalué les effets de I’ACP sur la fonction de barriére, dans le
modele entérocytaire Caco-2/TC7, dans des conditions identiques a celles pour lesquelles nous
avons testé la 3-oxo-C12:2-HSL, en soumettant les cellules aux cytokines pro-inflammatoires
TNFa et IFNy (Aguanno et al, 2020). Nous n’avons pas observé d’effets de ’ACP a 150uM,
que ce soit sur la mortalité cellulaire, la perméabilité aux macromolécules (via la mesure du
traceur fluorescent FD4) ou la perméabilité aux ions (via la mesure de la résistance €lectrique

trans-épithéliale).

En résumé, la molécule analogue ACP exerce des effets sur ’inflammation des cellules
immunitaires, mais les mécanismes impliqués semblent différents de ceux de engagés par la 3-
0x0-C12:2-HSL. Par ailleurs, contrairement a la molécule naturelle, la molécule synthétique ne

semble pas induire d’effets protecteurs sur les jonctions inter-cellulaires.
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Figure 30: L’ACP module I’expression de génes impliqués dans I’inflammation par les RAW264.7

\

Les macrophages murins RAW264.7 ont été exposés a

I’ACP pendant deux heures en conditions pro-

inflammatoires avec du LPS (10ng/mL) et de I'IFNy (20U/mL) avec 50uM d’ACP. L’ ARN a été isolé sur colonnes
(RNeasy minikit, Qiagen), la qualité des ARN a été mesurée sur des puces (NanoChip, Agilent). Le séquencage a
été fait a la plateforme de I’Institut du Cerveau et de la Moelle osseuse (KAPA mRNA HyperPrep Kit, ROCHE)
les échantillons ont été séquencés sur un appareil ILLUMINA Novaseq 6000, a 2x28 Millions de 100 lectures de
base par echantillons. A : Volcano plot des génes différentiellement régulés par I’ACP B : L’ACP module
plusieurs voies cellulaires issues de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). C : L’ ACP module

de nombreux termes issus de GO (Gene Ontology)
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B. Effets des AHLSs in vivo dans un modele de colite inflammatoire chez la souris

1. Mise au point des conditions expérimentales

Un de nos objectifs était de tester I’impact de 1’ACP, analogue des AHLs, sur un mode¢le
global et prenant en compte un plus grand nombre de paramétres que des cellules in vitro. Ces
expériences ont été réalisées a la plateforme d’hébergement et d’expérimentation animale

(PHEA) du Centre de Recherche Saint-Antoine.

Dans un premier temps, nous avons cherché les conditions permettant d’induire une colite
inflammatoire modérée, afin de pouvoir observer I’effet des traitements aux AHLs qui ne soient
pas masqués par une maladie trop intense. Nous avons induit la colite grace a un agent chimique
abrasif, le Dextran Sulfate Sodium (DSS) de 36-50kDa, a des souris C57BL/6J de 8 semaines.
Le DSS agit principalement dans le c6lon et déclenche une inflammation apparentée a la RCH
(Chassaing et al., 2014). Etant donné que les effets dépendent de la dose, du fournisseur et du
lot du produit, nous avons testé différentes doses de DSS pour optimiser le protocole.

Nous avons décidé d’administrer le DSS en continu pendant 7 a 8 jours dans I’eau de
boisson, sans période de récupération afin de prélever les organes en période d’inflammation.
Des doses croissantes de DSS ont été administrées, de 1% a 2.5% (Figure 29). Le score de la
maladie a été déterminé selon un baréme utilisé en routine par notre équipe et établi d’aprés
deux publications (Chassaing et al., 2014; Schultz et al., 2004). Le tableau 7 résume 1’échelle
de score apprécié quotidiennement, accompagnée de la mesure du poids. Nous avons de plus
mesur¢ la longueur du colon a la fin de I’expérience, qui est un parametre modulé par le DSS

(Chassaing et al., 2014).

Description Score
Consistance normale
Diarrhée Consistance molle
Consistance liquide
Aucun
Sang dans les feces Leger saignement
Saignement abondant
<1%
1-5%
Perte de Poids 5-10%
10-15%
>15% 4
I Score d’activité de la colite sur 12 : Addition des trois scores I

(=)

W N = O DNDO|IR DN

Tableau 7 : Baréme utilisé pour établir le score de la colite inflammatoire déclenchée par le DSS. D apres
Schultz et al., 2004
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Nous avons obtenu une réponse dont la sévérité était corrélée a la dose comme attendu
(Figure 31A). La dose de 2% a été choisie pour les expériences ultérieures, au vu du score de
la maladie qui était modéré, ainsi qu’a une perte de poids raisonnable (Figure 31B). De plus, la

longueur du cdlon était diminuée en présence de 2% de DSS (Figure 31C).
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Figure 31 : Mise au point de la dose de Dextran Sulfate Sodium (DSS) pour induire une colite
inflammatoire modérée chez la souris

Les souris (n= 5 par condition) ont recu du DSS dans 1’eau de boisson pendant 7 a 8 jours. Le score d’activité de
la maladie a été établi selon le tableau 7. Les souris ont été scorées et pesées quotidiennement. A la fin de
I’expérience, les animaux ont été sacrifiés et le colon a été prélevé et mesuré afin d’évaluer la gravité de la maladie.
Moyenne = SEM B: One-Way ANOVA Dunnett’s post test *** P<0.001, **** P<0.0001 vs. Contrdle

2. Effets des AHLs dans un modéle de colite inflammatoire

Nous avons gavé quotidiennement en intra-gastrique les souris avec les AHLs, I’ACP ou de
la 3-0x0-C12:2-HSL a 10mg/kg diluées dans le DMSO a 0.1%. En parall¢le, les souris ont recu
du DSS a 2% dans I’eau de boisson. Nous avons établi tous les jours le score de la colite, ainsi
que la courbe de poids.

Apres 7 jours d’induction de la maladie, nous avons administré par gavage intra-gastrique
un traceur fluorescent, le FITC-4kDa (FD4), nous permettant d’évaluer la perméabilité
intestinale. Quatre heures aprés le gavage, nous avons prélevé le sang périphérique afin de
mesurer la fluorescence, reflétant la perméabilité intestinale. Nous avons ensuite sacrifié les
souris et prélevé différents segments de I’intestin afin d’évaluer la gravité de la maladie.

La figure 32 représente les différents parametres mesurés. Nous avons bien induit une colite
comme le montre les souris contréles DSS qui ont un score qui augmente par rapport aux souris
n’ayant pas recu de DSS (Figure 32A, B, C et D). Nous n’avons pas observé de différence sur
la courbe de poids en fonction du traitement aux AHLs pour les souris traitées au DSS. En
revanche, il y a une diminution du score global d’activité de la colite en présence d’ACP, di a

une diminution du score de la diarrhée comme observé sur la figure 32C. Cet effet n’est pas
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observé pour la 3-0x0-C12:2-HSL. Nous n’avons pas constaté de différences entre les groupes
DSS en ce qui concerne la longueur du clon (Figure 32E) et la perméabilité intestinale (Figure
32F). En revanche, en présence d’ACP, nous avons observé une tendance (p=0.17) vers la
diminution du taux de lipocaline-2 et de calprotectine dosées dans le contenu colique, avec des

réponses trés hétérogenes entre les souris (Figure 32G et H)
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Figure 32 : Effets de ’ACP et de la 3-0x0-C12:2-HSL sur la colite inflammatoire de souris

Deux expériences ont été réalisées avec 9 souris par groupe, réparties en 3 cages. Le groupe 3-ox0-C12:2-HSL
n’était présent que dans un groupe. Un groupe n’est pas présenté dans les figures, les souris ayant regu de I’ACP
mais pas de DSS, car nous n’avons pas observé de différence par rapport au contréle DMSO. Les souris ont re¢u
quotidiennement par gavage intra-gastrique 1’une ou I’autre des AHLs (3-0x0-C12:2-HSL ou ACP a 10mg/kg),
ou du DMSO a 0,1% pour le contrdle. En paralléle, les souris ont regu du DSS 2% dans leur eau de boisson, afin
d’induire une colite inflammatoire modérée. Tous les jours, le score de la maladie (A) a été évalué, en fonction du
poids (B), de la consistance des feces (C) et de la présence de sang dans les féces (D). Au bout de 7 jours, la
perméabilité intestinale a été évaluée grace a un traceur fluorescent, le FITC-Dextran 4 kDa (FD4, Sigma) (F), la
longueur du cdlon a été mesurée (E) et la lipocaline-2 et la calprotectine du contenu du cdlon ont €té dosés par
ELISA (G et H). Données issues de deux expériences indépendantes constituées chacune de 9 souris par groupes
(sauf condition 3-0x0-C12:2-HSL, 1 expérience avec une souris) Moyenne + SEM C : unpaired T-test ; E et F :
One-Way ANOVA Dunnett’s post test ; G et H : Kruskal-Wallis Dunn’s post-test. *** P<(.001, **** P<(0.0001
vs. Contrdle ou vs. la condition indiquée.
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Par ailleurs, nous avons dosé¢ différentes cytokines dans un lysat de c6lon total (Figure 33).
De facon surprenante, il n’y a pas de différence de taux de cytokines pro-inflammatoires entre
les souris contrdles négatifs (sans DSS et sans AHL) par rapport aux souris contrdles positifs
(avec DSS et sans AHLs), hormis pour la cytokine pro-inflammatoire IL-1p (Figure 33A).
L’IL-6 diminue de fagon significative et le TNFa a tendance a diminuer également lorsque les
souris regoivent de I’ACP (Figure 33D). Les diminutions sont plus marquées et significatives
pour I'IL-6 et le TNFa en présence de 3-oxo-C12:2-HSL (Figure 33B et D). L’IL-10 a

¢galement tendance a diminuer en présence de [’une ou 1’autre des AHLs (Figure 33C).
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Figure 33 : Taux de cytokine dans le c6lon de souris traitées au DSS et aux AHLs

A la fin de I’expérience décrite dans la figure 32, le colon total des souris a été lysé et les cytokines ont été dosées
par ELISA (Duoset, Biotechne) Les concentrations des cytokines ont ét¢ normalisés aux protéines totales ainsi
qu’au contrdle (sans DSS et sans AHL). Les données sont issues de deux expériences indépendantes constituées
chacune de 9 souris par groupes., sauf le groupe 3-ox0-C12:2-HSL, présent dans une seule expérience. A, B, C,
D : Moyenne = SEM One-Way ANOVA Tukey’s post-test * P<0.05, ** P<0.01, **** P<0.0001 vs condition
indiquée.

L’ADN ribosomique 16S des féces des souris de ces expériences a été extrait et séquencé.
Cela nous a permis d’analyser la composition du microbiote bactérien et d’évaluer I’influence

de I’apport de I’ACP (Figure 34). L’analyse de la diversité alpha et beta ne souligne aucune
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tendance de variation entre les groupes expérimentaux, dans nos conditions (Figure 34A et B).
En revanche, la diversité béta démontre que deux clusters sont formés, les souris 7 jours apres
avoir regu du DSS et les souris n’ayant pas re¢u de DSS (Figure 34B). Le traitement pendant 7
jours au DSS a donc bien eu un impact sur la composition bactérienne du microbiote. Aucune
tendance franche n’est observable dans la variation des phyla entre les trois groupes de

traitement (Figure 26C).
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Figure 34: Impact de ’ACP sur la composition du microbiote bactérien
Les souris ont été gavées en intra gastrique quotidiennement a I’ACP avec 10mg/kg ou au DMSO comme contrdle.
Les féces ont été récoltés au jour initial (JO) et apres 7 jours de gavage (J7). L’ ADN des féces a été extrait et I’ADN
ribosomique 16S a été séquencé puis analysé. A : Diversité alpha sur la diversité en OTU du microbiote fécal pour
une expérience. Résultats exprimés sous forme de boite & moustache représentant la médiane et les quartiles des
données. Les moustaches représentent 1,5 fois 1’écart interquartile. (n=4 ou par condition, t-test) ; B : Diversité
beta : analyse en composantes principales basée sur la matrice de distance de Bray-Curtis, permettant de
discriminer 2 groupes : les souris ayant re¢u du DSS et les souris qui n’en ont pas eu ; C : Taxonomie des phyla
des trois expériences a JO et J7. Les figures sont représentatives de trois expériences menées indépendamment.
Les séquences de I’ADN ribosomique 16S ont été analysées avec le logiciel QIIME2 avec le pipeline DADA?2.
Puis, les séquences ont été alignées avec les séquences de la base de données SILVA avec le logiciel R et les
packages Phyloseq et metagenomeSeq, R a été également utilisé pour faire les figures
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L’ensemble de ces résultats sont encourageants et suggerent qu’un effet anti-inflammatoire
de la part de la molécule naturelle 3-0x0-C12:2-HSL et de la molécule synthétique ACP dans

ce modeéle murin.
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I- Les AHLs, point de vue original dans le paradigme du Quorum Sensing

L’intestin est un des écosystémes les plus densément peuplés. La concentration bactérienne
est de prés de 10'! bactéries par millilitre de contenu de colon (Sender et al., 2016). Aussi
semble-t-il cohérent d’étudier les systémes de communication inter-bactériens au sein de cet
environnement, et leur impact sur I’hdte. Fréquemment étudi¢ d’un point de vue de la
pathologie et de la virulence des agents infectieux (Amara et al., 2011; Reen et al., 2019; Smith
et al., 2002b), une perspective différente émerge dans 1’étude du Quorum Sensing (QS). Karina
Bivar Xavier et son équipe ont publié plusieurs articles démontrant de I’impact bénéfique pour
I’hote de Al-2, la molécule du QS dite « universelle » au sein du microbiome. La colonisation
du microbiote intestinal de souris dysbiotiques par des bactéries E. coli modifiées pour
synthétiser Al-2 permet d’augmenter la proportion de Firmicutes et influence 1’équilibre
compositionnel du microbiote (Thompson et al., 2015). AI-2 est une molécule permettant de
créer de larges réseaux entre bactéries a Gram négatif et positif (Mukherjee and Bassler, 2019b).

Notre équipe s’est intéressée a une autre catégorie de molécule signal : Al-1, représentée par
les AHLs. Pour la premiére fois, notre équipe a décrit la présence d’AHLs dans ’intestin en
situation physiologique et a montré que ces AHLs étaient diminuées chez les patients atteints
de MICI, en particulier en période de poussée (Landman et a/, 2018). La 3-ox0-C12:2-HSL est
dominante dans 1’écosystéme intestinal humain, et I’objectif a donc été d’explorer les effets de
cette molécule sur 1’hdte, en conditions pro-inflammatoires. Une premicre étude a démontré
que cette AHL permettait, in vitro, de protéger la fonction de barriére intestinale contre les
effets déléteres des cytokines pro-inflammatoires (Aguanno et al, 2020). En effet, la 3-oxo-
C12:2-HSL atténue la désorganisation des jonctions serrées, notamment en diminuant
I’ubiquitination et ’internalisation des protéines induites par les cytokines interféron-y et
TNFa.

Au cours de ma theése, nous avons également mis en évidence les effets anti-inflammatoires
de la 3-0x0-C12:2-HSL sur un mod¢le de lignée de macrophages murins RAW264.7 mais aussi
sur un modele plus physiologique de cellules immunitaires mononuclées issues du sang
périphérique (PBMC). Ces effets passaient en partie par la diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires, telles que TNFa, et PIL-1B. Etonnamment, I’IL-10, cytokine
anti-inflammatoire, était é¢galement diminuée en présence de I’AHL. Nous avons également mis
en évidence une diminution de certaines protéines pro-inflammatoires (IL-6 et TNFa) dans le

colon de souris exposées au DSS et a la 3-oxo-C12:2-HSL par rapport aux souris traitées au
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DSS seul. D’autre part, en analysant le transcriptome des macrophages exposés a I’AHL en
condition inflammatoire, nous avons observé I’implication des voies NF-kB et JAK-STAT dans

la signalisation de la 3-ox0-C12:2-HSL.

Au cours de ces travaux, nous avons eu a déterminer les doses des AHLSs utilisées dans les
différents types d’expériences sans connaitre les doses auxquelles les cellules intestinales sont
exposées a I’état physiologique. Pour les modeles de cellules en culture, les concentrations
employées dans ce travail sont cohérentes avec celles utilisées dans la littérature, S0uM pour
les expériences sur I’inflammation (Glucksam-Galnoy et al., 2013), 150uM pour celles menées
sur la perméabilité (Aguanno et al., 2020; Vikstrom et al., 2006), mais nous avons également
observé des effets sur les jonctions a des doses employées pour les effets anti-inflammatoires
(These de Doriane Aguanno). In vivo, une étude menée sur I’intestin de petits animaux a utilisé
une dose de 20mg/kg d’AHL en intra-péritonéal (Cheng et al., 2021), tandis que nous avons
gavé les souris avec 10mg/kg d’AHLs, ce qui est un ordre de grandeur courant. Il est difficile
d’estimer les concentrations locales en AHLs chez I’homme. Chez des patients ayant la
mucoviscidose et infectés par P. aeruginosa, des concentration de 1 a 20nM en 3-0x0-C12-
HSL ont été mesurées dans leur expectorations (Erickson et al., 2002b). Par ailleurs, dans des
biofilms in vitro, des concentrations allant jusqu’a 600uM ont été détectées, tandis qu’a 1’état
planctonique les bactéries ne synthétisent que quelques micromolaires d’AHL (Charlton et al.,
2000). Concernant la 3-ox0-C12:2-HSL, il en a été détecté environ 2,6 nmol par gramme de
feces humain (Landman et a/, 2018). Dans nos expériences in vivo, nous avons détecté environ
2,5 pmol de 3-0x0-C12:2-HSL par gramme féces de souris qui ont recu de la molécule, soit un
facteur mille par rapport a ce qui a été détecté dans les feces humains. L’estimation des
concentrations physiologiquement relevantes est trées compliquée au vu du fonctionnement du
systéme du QS. Ce sont des molécules sécrétées localement et dont les concentrations locales
peuvent étre trés élevées (comme c’est le cas dans les biofilms par exemple) tandis que la

concentration générale a I’échelle du microbiote sera plus faible.

Au-dela des doses d’AHLs utilisées, les modéles cellulaires utilisés dans ce travail sont aussi
a considérer pour discuter des résultats. Le modele des RAW264.7, lignée cellulaire de
monocytes principalement utilisée dans ce travail, activés par une combinaison de
lipopolysaccharide (LPS) et d’interféron-y (IFNy), a été établi par des travaux précédents au

laboratoire (Thése d’ Agathe Peyrottes, 2020). Le LPS et ’IFNy sont classiquement utilisés pour
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mimer un contexte inflammatoire dans des lignées de cellules immunitaires et oriente les
macrophages vers une polarisation pro-inflammatoire (Isidro and Appleyard).
Classiquement, les macrophages étaient classés en deux catégories, M1 et M2, avec
respectivement une activation classique pro-inflammatoire et une activation alternative anti-
inflammatoire. Cette nomenclature est remise en question, et il est possible de discriminer de
multiples sous-populations de macrophages en fonction de leurs phénotypes et leur fonctions,
et de I’état physiopathologique (Moreira Lopes ef al., 2020). Lors d’une poussée inflammatoire
chez les patients MICI, il y a un afflux de macrophages dérivés des monocytes circulants, qui
présentent un profil pro-inflammatoire avec une activation classique (Isidro and Appleyard). 4
contrario, les macrophages résiduels, dits « macrophages régulateurs », permettent la
résolution de I’inflammation en sécrétant la cytokines anti-inflammatoire IL-10 et induisant un
retour a une période de rémission (Moreira Lopes et al., 2020). Cependant, lors des MICI, cette
sous-population est largement diminuée et il y a un déséquilibre des populations de
macrophages (Moreira Lopes et al., 2020; Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Les
macrophages activés par I'I[FNy et du LPS activent la voie JAK-STAT, en utilisant en
particulier STAT1 (Darnell et al., 1994; Held et al., 1999; Orecchioni et al., 2019), mais aussi
la voie NF-xB via le Toll Like Receptor-4 (TLR4) (Held et al., 1999; Viola et al., 2019) et AP-
1 (Viola et al., 2019). En présence de 3-oxo-C12 :2-HSL, nous avons observé, dans les
macrophages murins RAW264.7, une diminution de I’activation de STAT1 ainsi qu’une
diminution de I’activation de JAKI1, traduisant une diminution de la réponse inflammatoire
provoquée par le LPS et ’'IFNy. De plus, la phosphorylation du facteur de transcription RelA
de la voie NF-kB était également diminuée en présence de I’AHL. Ces observations sont en
accord avec I’induction d’une réponse inflammatoire dans notre modéle et démontrent de la
capacité de la 3-ox0-C12:2-HSL a atténuer 1’activation pro-inflammatoire des macrophages.
Plus encore, étant donné que les patients MICI présentent une augmentation des macrophages
types M1 (Moreira Lopes et al., 2020), I’absence de la 3-0x0-C12:2-HSL dans I’écosystéme
intestinal chez ces patients est cohérent (Landman et a/ 2018).

L’utilisation en premiére intention d’une lignée de macrophages murins est un bon modéle
pour pouvoir transposer les résultats in vitro aux résultats in vivo chez la souris. Cependant,
I’utilisation des lignées cellulaire a des limites. Nous avons donc, par la suite, testé les effets
des molécules d’intérét sur des cellules mononucléées issues du sang périphérique (PBMC)

afin d’avoir un modele humain plus physiologique. Nous avons observé une forte diminution
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de la sécrétion de TNFa en présence de 3-oxo-C12:2-HSL (de I’ordre de 80%), démontrant un
fort effet anti-inflammatoire, qui augmentait avec la dose de I’AHL.

Au-dela de I’é¢tude des AHLs naturelles dans I’intestin, il est également intéressant
d’exploiter ces effets anti-inflammatoires afin de développer de potentiels composés
thérapeutiques. Ce travail de thése a donc démontré la possibilité de développer des AHLs
analogues telles que I’ACP (Peyrottes et al, 2020). Cette molécule exerce des effets anti-
inflammatoires plus puissant que la 3-0x0-C12:2-HSL sur D’inflammation des cellules
immunitaires in vitro, notamment sur les PBMC, renforcant notre intérét pour ces molécules.
De plus, ’ACP n’active pas le récepteur bactérien aux AHLs LasR (Peyrottes et al, 2020). Etant
donné que le QS est li¢ a la virulence de bactéries pathogenes, il parait intéressant d’avoir une
AHL qui conserve les effets anti-inflammatoires sur 1’hdte, mais qui n’active pas les récepteurs
bactériens. Nous pouvons donc poser I’hypothése que les effets observés in vivo par I’ACP ne

s’exercent pas via une modulation du microbiote mais directement sur I’hote.

L’influence du microbiome et de ses métabolites sur la physiologie de I’hdte suscitent un
intérét croissant et des nombreuses corrélations sont faites avec une multitude de pathologies
(Dickerson et al., 2017; Maruvada et al., 2017; Vogt et al., 2017). De multiples traitements
pour favoriser le « retour a 1’équilibre du microbiote » sont développés et attisent la curiosité
du grand public ... Des études scientifiques ont démontré les effets bénéfiques de certains
probiotiques tels que Bifidobacterium longum : un effet anti-inflammatoire, une amélioration
de la fonction de barricre intestinale et également la capacité a moduler la composition du
microbiote (Abraham and Quigley, 2017). L’ Association Scientifique Internationale pour les
Probiotiques et les Prébiotiques (ISAPP) définit plusieurs catégories (Salminen et al., 2021).
Les probiotiques sont des « micro-organismes vivants qui, administrés en quantité adéquates,
conferent un bénéfice sur la santé de 1’hote ». Les prébiotiques « stimulent la croissance des
micro-organismes et conferent ainsi un bénéfice santé sur I’hote ». La troisiéme catégorie, les
postbiotiques, a ¢t¢ défini relativement récemment et est considérée comme « une préparation
de micro-organismes inanimés et/ou de leurs particules restantes qui confére un avantage pour
la santé de 1I’hote ». Les AHLs, naturelles ou synthétiques, ne peuvent étre qualifiées par de tels
termes, I’ISAPP recommande plutot de dénommer les métabolites purifiés par leur propre
nomenclature chimique. Au-dela de ces questions de nomenclatures, le développement de
molécules telles que ’ACP, ayant des effets anti-inflammatoires, mais n’activant pas les
récepteurs bactériens LasR (Peyrottes et al, 2020) serait un atout majeur dans le cadre des

maladies inflammatoires.

149



DISCUSSSIONS ET PERSPECTIVES

Plusieurs stratégies peuvent étre envisagées dans la conception d’analogues d’AHLs : (i) Les
AHLs étant des molécules du dialogue bactérien, il est possible d’imaginer des AHLs
permettant la croissance de bactéries bénéfiques pour 1’hote et diminuées lors de dysbiose de
MICI, telles que F. prausnitzii (Sokol et al., 2008, 2009). Les AHLs auront donc un effet
indirect sur I’hote ; (ii) Des AHLs n’activant pas les récepteurs bactériens mais ayant des effets
anti-inflammatoires directement sur les cellules de I’hdte, comme c’est le cas de ’ACP ; (iii)
des AHLs agissant a la fois sur les populations bactériennes, pour un retour a une normobiose,

et a la fois directement sur 1’hote.

II- Récepteurs et mécanismes d’action inter-régne des AHLs

La caractérisation et la compréhension des mécanismes qui expliquent les effets des AHLs
naturelles, dont la 3-0x0-C12:2-HSL sur I’hdte est une question qui se pose également. Notre
€quipe a pour la premicre fois mis en évidence la présence d’AHLs dans I’écosystéme intestinal
humain, dont la 3-ox0-C12:2-HSL, qui n’avait jusqu’alors jamais été décrite (Ladman et al,
2018). La structure de cette AHL est trés proche de la 3-oxo0-C12-HSL de P. aeruginosa, nous
avons donc émis des hypothéses sur les effets de la 3-oxo-C12:2-HSL par analogie avec la 3-
oxo0-C12-HSL.

Malgré les nombreuses publications rapportant des effets inter-régnes de la 3-oxo-C12-HSL
de Pseudomonas sur I’inflammation des cellules de 1’hote, les mécanismes cellulaires impliqués
restent encore mal compris. L implication de la voie NF-kB a ét¢ démontrée pour les effets sur
la modulation de I’'inflammation de macrophages humains (Kravchenko et al., 2008) et des
MAPK pour I’activité phagocytique des macrophages et le chimiotactisme des neutrophiles
(Kahle et al., 2013; Kravchenko et al., 2006; Vikstrom et al., 2005) mais aucun consensus n’a
vraiment été établi. Cependant, les effets de la 3-oxo-C12-HSL, comme développé dans
I’Introduction, dépendent trés fortement du type cellulaire étudié et de la dose employée.

Afin d’identifier de potentiels voies impliqués dans la réponse cellulaire aux AHLs, nous
avons séquencé le transcriptome des RAW264.7 exposés a la 3-oxo-C12:2-HSL ou a ’ACP
en conditions pro-inflammatoires. Cela nous a permis de mettre en évidence dans les
macrophages, en présence de I’une ou I’autre des AHLs, que 1’expression des génes liés a la
voie JAK-STAT était diminuée et qu’en présence de 3-oxo-C12:2-HSL, c’était également le
cas pour la voie NF-kB. De fagon intéressante, le nombre de voies différentiellement régulées

par la 3-ox0-C12:2-HSL (64 voies) était considérablement plus €levé que celles régulées par
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I’ACP (8 voies). Il est possible que la cinétique d’action des deux molécules soit différente et
que nous n’observions pas autant d’effet au méme temps d’exposition. Il est envisageable que
certains genes et voies n’aient pas été identifiés par transcriptome mais que des cascades de
phosphorylation sont impliquées et une plus ample exploration est nécessaire.

L’identification de la voie JAK-STAT dans la signalisation des AHLs est particuliérement
intéressante. En effet, une partie des nouvelles thérapeutiques actuelles ciblent spécifiquement
les Janus Kinases (JAK) (Yeshi ef al., 2020). Les inhibiteurs de JAK sont utilisés depuis
presque dix ans dans le cadre de la maladie chronique inflammatoire polyarthrite rhumatoide
(Danese et al., 2019). Des pan-inhibiteurs de JAK, ciblant les trois isoformes, ont été
développés en premiere approche, mais en raison de nombreux effets secondaires dont des
infections, des inhibiteurs spécifiques ont été testés (Danese et al., 2019). Une des stratégies
thérapeutiques pour les MICI est de cibler des protéines pro-inflammatoires telles que le TNFa
a ’aide d’anticorps anti-TNF. Cependant, une telle approche est restreinte a une cytokine,
certains patients ne sont pas réceptifs et I’efficacité diminue souvent avec le temps (Danese et
al., 2019). L’avantage d’inhiber 1’activation des JAK est de pouvoir cibler de multiples
cytokines dont I’expression est controlée par ces kinase. Cibler JAK1 et JAK3 semble
prometteur, tandis que les études menées sur JAK2 ont démontré de nombreux effets
secondaires (Danese et al., 2019). De plus, I’objectif est de développer des molécules qui
seraient spécifiques a I’intestin afin de diminuer les effets secondaires (Hernandez-Rocha and
Vande Casteele, 2020). Le Tofacitinib est le seul anti-JAK approuvé comme thérapie contre la
RCH et plusieurs essais cliniques sont en cours pour évaluer le bénéfice de ces anti-JAK pour

les MICI (Hernandez-Rocha and Vande Casteele, 2020).

Par ailleurs, les récepteurs eucaryotes aux AHLs restent a identifier. Parmi les récepteurs
de la 3-0x0-C12-HSL de P. aeruginosa, le récepteur du gout amer T2R38 est celui qui a le plus
¢été étudié ((Gaida et al., 2016; Lee et al., 2012; Maurer et al., 2015). De nombreux articles font
le lien entre polymorphisme du géne codant pour T2R38, et susceptibilité a I’infection a P.
aeruginosa (Maurer et al., 2015; Turnbull et al., 2018; Verbeurgt et al., 2017). Au vu des
conformations proches de la 3-oxo-C12-HSL et la 3-ox0-C12:2-HSL, nous nous sommes
demandés si cette derniére interagissait aussi avec T2R38. Par une approche ciblée, nous nous
sommes intéressés aux récepteurs du golt amer (BTR pour Bitter Taste Receptors) qui
suscitent un intérét croissant, au-dela de I’alimentation, et leur implication dans I’immunité, la
contraction musculaire, le tractus uro-génital... (Lu et al., 2017). En premiére approche, sur le

modele des cellules RAW264.7, nous avons démontré que lorsque T2R38 était inhibé, nous
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n’observions plus de réponse anti-inflammatoire en présence de la 3-oxo-C12:2-HSL. Ces
résultats nous ont amenés a collaborer avec Loic Briand (Centre des Sciences du Goit et de
I'Alimentation, INRAE de Dijon), afin de faire un screening large pour identifier les récepteurs
du golt amer humains activés par la 3-0x0-C12:2-HSL et I’ACP. Nous avons identifié six
récepteurs activés par la 3-oxo-C12:2-HSL, dont certains sont qualifiés d’«orphelinsy», c’est-a-
dire sans ligand connu.

La cascade de signalisation des BTR aboutit au relargage du calcium par le réticulum
endoplasmique, via I’activation des récepteurs a l'inositol triphosphate (Jeruzal-Swiatecka
et al., 2020). Nous avons démontré que la 3-oxo-C12:2-HSL induisait une augmentation des
flux calciques intra-cellulaires, ce qui appuie I’hypothese d’une interaction entre BTR et 3-oxo-
C12:2-HSL.

Le lien entre inflammation et récepteurs du golt amer a été abordé par plusieurs
publications et Menizibeya Welcome a effectué¢ une recherche extensive de la bibliographie
pour établir un lien entre BTR et inflammation dans le tractus uro-génital (Welcome, 2020).
Un article décrit des effets anti-inflammatoires induits par plusieurs agonistes de récepteurs du
golt amer, en diminuant la sécrétion des protéines pro-inflammatoires TNFa, IL-8 et CCL3
par des macrophages pulmonaires (Grassin-Delyle ef al., 2019). De plus, des souris invalidées
pour le géne codant la Gustducine, une protéine impliquée dans la transduction du signal des
récepteurs du gotit amer, sont plus sensibles a une colite induite par du DSS (Feng et al., 2018b).
Ces résultats similaires ont été obtenus avec les récepteurs du goiit sucré (Zhou et al., 2018).

De fagon surprenante, I’ACP n’a activé aucun des récepteurs testés. Bien que cette molécule
partage la méme chaine aliphatique que la 3-0x0-C12-HSL, le noyau lactone est substitué¢ par
un cycle phénol ; nous pouvons donc émettre 1’hypotheése que le cycle lactone est nécessaire a

I’interaction avec les récepteurs du gotit amer.

A co6té de I’identification des récepteurs du golit amer comme récepteurs membranaires
putatifs, les AHLs étant capables de rentrer passivement dans la cellule au vu de leur structure
chimique (These d’Agathe Peyrottes, 2019), il ne faut pas exclure la possibilité¢ de I’existence
de récepteurs intra-cellulaires. Plusieurs équipes ont suggéré I’interaction de la 3-oxo0-C12-HSL
et de PPARy (Bedi et al.,2017; Cooley et al., 2010; Jahoor et al., 2008). PPARY est un récepteur
nucléaire qui est un facteur de transcription permettant de réprimer ou activer I’expression de
certains genes, dont ceux impliqués dans I’inflammation (Ning et al., 2019). PPARY réprime

en particulier la voie NF-«xB et est capable de réguler la réponse immunitaire innée et adaptative
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(Pascual ef al., 2005). Ce récepteur nucléaire est fortement exprimé dans le colon (Roudsari,
2020). I1 a ét¢ montré dans plusieurs études que 1’expression de PPARY était diminuée chez les
patients touchés par la RCH (Ning et al., 2019). De fagon intéressante, la signalisation du 5-
ASA (acide 5-aminosalicylique), anti-inflammatoire largement utilisé en thérapeutique dans le
cadre des MICI (Yeshi ef al., 2020), dépend de I’activité de PPARy (Rousseaux et al., 2005).
Etant donné que nous avons observé une diminution de la voie NF-kB en présence de la 3-oxo-
C12:2-HSL, nous pouvons poser 1I’hypothése de I’implication de PPARY dans la signalisation
de cette AHL.

Approfondir I’étude des récepteurs des AHLs permettrait d’envisager une approche
structure-fonction, pour synthétiser des analogues aux AHLs plus affins aux récepteurs cibles.
Pouvoir identifier de nouveaux récepteurs implique de surmonter des difficultés techniques.
D’une part, cela nécessiterait la synthése d’AHLs biotinylées, pour trouver des interactants par
co-immunoprécipitation par exemple. De méme, il serait un avantage d’avoir des AHLs
couplées a des fluorochromes, afin de pouvoir, en imagerie, identifier les compartiments
cellulaires dans lesquels les AHLs s’accumulent. Pour répondre a cette question, il serait
¢galement possible de faire des fractionnements cellulaires et d’analyser par spectrométrie de

masse la présence des AHLs.

Nous avons par ailleurs observé que la 3-0x0-C12:2-HSL protégeait contre la
désorganisation des jonctions serrées induite par les cytokines pro-inflammatoires (Aguanno
et al, 2020). La perturbation de la barri¢re intestinale est une caractéristique des patients MICI
(Odenwald and Turner, 2016), notamment dii au contexte pro-inflammatoire et au TNFa (Su
et al.,2013). Le mécanisme par lequel la 3-oxo-C12:2-HSL protége les protéines des jonctions
serrées contre 1’ubiquitination et I’endocytose demeure indéterminé. Identifier les cibles
eucaryotes de cette AHLs permettrait de mettre en lien les effets sur la fonction de barriére et
sur 'inflammation. Il a été rapporté que la 3-oxo-C12-HSL interagit avec la protéine
IQGAPI(Karlsson et al., 2012b). IQGAP1 est une protéine d’échafaudage qui intervient dans
de nombreux processus cellulaires. Elle interagit notamment avec la E-cadhérine, mais il est
aussi possible que IQGAPI1 participe au recrutement des claudines 2 et 4 au niveau des jonctions
serrées (Tanos et al., 2018). Etant donnés les effets de la 3-oxo-C12:2-HSL que nous avons
observées sur les jonctions serrées, il semble naturel d’explorer les interactions éventuelles

entre cette AHL intestinal et [QGAP1.
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De fagon intéressante, Vikstrom et son équipe ont suggéré que la 3-oxo-C12-HSL de P.
aeruginosa induisait la désorganisation des jonctions serrées via la mobilisation du calcium du
réticulum endoplasmique (Vikstrom et al., 2010). Ces observations sont a rapprocher de nos
résultats sur la 3-oxo-C12:2-HSL, d’une part la modulation des flux calciques dans les
macrophages RAW264.7 et d’autre part une protection des jonctions serrées dans les cellules
épithéliales Caco-2/TC7 (Aguanno et al, 2020). On peut ainsi proposer que ces deux AHLs
dont les structures chimiques ne différent que par une double insaturation, partagent des voies
de signalisation communes, mais avec des effets opposés sur 1’organisation des jonctions

intercellulaires.

La modulation des flux calciques est liée au stress du réticulum endoplasmique (RE). Lors
d’un déséquilibre des concentrations en calcium, a I’intérieur ou a I’extérieur du RE, le stress
du RE est activé, en particulier ’'UPR (Unfold Protein Response) (Krebs et al., 2015). L’'UPR
induit, entre autres, I’activation de la voie NF-kB (Deng et al., 2004; Hu et al., 2006) mais aussi
I’expression de cytokines (Coleman and Haller, 2019). L’UPR peut également jouer sur la
fonction de barriére, en augmentant notamment I’apoptose des cellules épithéliales intestinales,
en diminuant I’autorenouvelement des cellules souches intestinales mais aussi en diminuant la
capacité des cellules de Paneth a synthétiser des peptides anti-microbiens (Coleman and Haller,
2019). Réciproquement, I’inflammation peut déclencher 1’activation du stress du RE (Krebs ef
al.,2015). Par ailleurs, la 3-oxo-C12-HSL de P. aeruginosa induit le stress du réticulum (Shiner
et al.,2006; Woo et al., 2021; Zhang et al., 2014).

Collectivement, ces résultats démontrent de la nécessité d’étudier ’homéostasie du RE en
présence de 3-oxo0-C12:2-HSL. De surcroit, le stress du RE est impliqué dans la
physiopathologie des MICI, de nombreuses études démontrent que les souris invalidées pour
les génes codant des protéines de I'UPR sont plus sensibles & une colite inflammatoire

(Coleman and Haller, 2019).

III-  Dialogues sociaux dans ’intestin : conversation entre le microbiote et I’hote

L’étude des interactions entre le microbiote, ses métabolites et 1’hdte, dans un
environnement aussi complexe que l’intestin, nécessite inévitablement le passage a des
expériences in vivo.

Nos expériences chez la souris ne nous ont pas permis de mettre en évidence une influence

claire de la 3-0x0-C12:2-HSL ou de I’ ACP sur une colite inflammatoire. Nous avons néanmoins
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observé une diminution de cytokines pro-inflammatoires dans le célon (IL-6 et TNFa). Les
cytokines ont été dosées sur un lysat total de colon et il serait plus judicieux par la suite d’isoler
la muqueuse et de faire un dosage sur ce compartiment, afin d’avoir une mesure plus fine.

L’ACP a par ailleurs exercé un effet bénéfique sur la diarrhée des souris affectées par une
colite inflammatoire. La consistance des féces est liée aux flux ioniques et hydriques au niveau
de I’épithélium intestinal. La claudine-2 forme un canal paracellulaire permettant le passage
s¢lectifs des cations (Luettig et al., 2015). Il est connu que 1’expression de la claudine-2 est
augmentée dans la muqueuse de patients MC et que les cytokines pro-inflammatoires TNFa et
IFNy induisent une augmentation de 1’expression de cette protéine in vitro (Amasheh et al.,
2009; Luettig et al., 2015). 1l serait intéressant de mesurer 1’expression de la claudine-2 dans le
colon et I’iléon des souris exposées a I’ACP. De plus, nous pourrions approfondir les effets de
I’ ACP sur les flux ioniques dans le modele de monocouche de cellules épithéliales Caco-2/TC7
cultivées sur transwell et traitées avec de I’EGTA, un chélateur du calcium connu pour
augmenter les flux ioniques (Artursson, 1990; Boulenc et al., 1993).

Dans nos conditions expérimentales, les AHLs n’ont pas eu d’impact sur la courbe de poids,
la longueur du colon ou la perméabilité intestinale aux macromolécules. Le modele employé
est un modele de colite aigiie, mais il est également envisageable d’induire une colite chronique
avec du DSS, qui refléterait 1’alternance de périodes de poussées et de rémission qui
caractérisent les MICI. Dans ce modele, le DSS serait administré a faible dose pendant une
semaine en alternance avec une période de rémission de deux semaines, pour une durée de trois
cycles (Wirtz et al., 2017). Ce modele est plus long a mettre en place mais refléterait mieux les

changements immunologiques observés lors de MICI.

Concernant le microbiote fécal dans ces modeles murins, nous n’avons pas observé d’effet
de la 3-0x0-C12:2-HSL ou de I’ACP sur la composition du microbiote a 1’état basal. Il est
néanmoins possible que les effets des AHLs ne soient pas visibles sur la composition du
microbiote mais se traduisent par des modifications fonctionnelles sur certains métabolites
bactériens. Ainsi, il serait intéressant d’analyser le profil d’autres métabolites bactériens
régulant et ou participant a I’inflammation tels que des acides biliaires ou des acides gras a
chaine courte par spectrométrie de masse par exemple, ce qui est une compétence bien maitrisée
par notre laboratoire. Par ailleurs, nous ne nous attendons pas nécessairement a ce qu’un
microbiote de souris saines subisse un changement de sa composition, notamment grace a la

capacité de résilience du microbiote.
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Les souris ayant subi une colite DSS dans nos expériences ont un microbiote différent des
souris controles, ce qui démontre que nous avons bien induit un phénotype de dysbiose. En
revanche, nous n’avons pas observé de différences entre les souris DSS ayant recu I’ACP et les
souris DSS controle. Etant donné que I’ACP est une molécule qui n’active pas le récepteur
bactérien a la 3-oxo0-C12-HSL LasR, ces résultats ne sont pas inattendus.

Pour approfondir ces expériences in vivo, il serait également intéressant d’analyser par

spectrométrie de masse I’impact des AHLs sur le métabolome des souris, a partir du sérum.

L’analyse du microbiote avant 1’induction de la colite démontre de la variabilit¢ de la
composition bactérienne ce qui est un biais dans nos essais. Nous pourrions utiliser des souris
a microbiote contrdlé, telles que le modéle Oligo-MM!? (Brugiroux et al., 2017). Ces souris,
utilisées par une partie de notre équipe en collaboration avec I’Institut Pasteur, possédent un
microbiote intestinal composé de douze souches bactériennes représentatives du microbiote
intestinal et qui est stable dans le temps. L’utilisation de ce mod¢le permettrait de s’affranchir
de la variabilité du microbiote de souris achetées dans le commerce.

De plus, un mode¢le autre que la colite induite par le DSS pourrait étre utilisé pour étudier
les effets des AHLs sur le microbiote. Par exemple, I'utilisation d’antibiotiques permettrait
d’analyser si les AHLs sont capables d’induire un retour a une normobiose.

La voie d’administration des AHLs et la galénique sont également des facteurs a prendre en
considération. Wei Cheng et son équipe, lors de leur étude de I’impact des AHLs dans ’intestin,
ont injecté la 3-oxo-C12-HSL en intra-péritonéal, a une dose deux fois plus élevée que celle
que nous avons utilisée (Cheng et al., 2021). Il est également envisageable d’administrer les
AHLs par gélule orale, cela permettrait de contrdler la localisation de la libération des
molécules.

Nous n’avons pas réussi a détecter I’ ACP dans les féces des souris ayant regu cette molécule.
Cela est trés certainement di a des problémes techniques étant donné que I’ACP est une
molécule relativement stable (Peyrottes ef al, 2020) et il est nécessaire d’optimiser le protocole.
En effet, nous avons utilisé la méme procédure que pour les AHLs classiques, or I’ACP ne
posseéde pas les mémes propriétés chimiques, notamment en raison de la présence d’un noyau

phénol a la place du noyau lactone.

Notre équipe s’est initialement concentrée sur la caractérisation des effets inter-régnes de
I’AHL. Dans un second temps, élucider la question de 1’origine de la 3-oxo-C12:2-HSL dans

I’intestin permettrait une avancée majeure dans la compréhension de son implication dans la
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physiopathologie. Plusieurs équipes ont tenté¢ de déterminer par une approche bio-informatique
un systeme de synthése bactérien des AHLs dans 1’intestin (Erickson ef al., 2002a; Kumari et
al.,2008; Landman et al., 2018; Swearingen et al., 2013; Won et al., 2020). Parmi les génes du
microbiome qui ont été séquencés et recensés dans les bases de données, aucune piste solide
n’a été mise en évidence. Il est également envisageable que la 3-ox0-C12:2-HSL soit le produit
d’une chaine trophique, ou des enzymes de I’hdte sont impliquées, notamment pour créer les
doubles insaturations.

Par ailleurs, la 3-0x0-C12:2-HSL n’a pas ¢été la seule AHL identifiée dans I’intestin
(Landman et a/, 2018). La caractérisation de la composition intestinale en auto-inducteurs, sans
restreindre aux AHLs, permettrait d’établir des profils métaboliques, au méme titre que le sont
les acides gras a chaine courte ou les acides biliaires (Glassner et al., 2020). Il est envisageable
de considérer les auto-inducteurs comme des marqueurs d’état d’équilibre du microbiote. Les
molécules impliquées dans le QS jouent un rdole déterminant dans la diversité et la composition
du microbiote, le profil de ces molécules est donc un reflet de 1’état et du changement
d’équilibre du microbiote intestinal. Bien évidemment, des avancées considérables sont
nécessaires, notamment en spectrométrie de masse, pour mettre au point des protocoles robustes

et répétables a grande échelle sur les féces humaines.

La stratégie expérimentale du laboratoire était d’étudier en premier les effets inter-régnes de
la 3-0x0-C12:2-HSL et de I’ACP. Pour cette dernicre, nous ne nous attendons pas a des effets
importants sur les bactéries, étant donné que I’ ACP n’active pas le récepteur LasR de bactéries
rapportrices (Peyrottes et al, 2020) Peu d’exploration ont été faites jusqu’a présent sur leurs
effets sur les populations bactériennes. L’étude peut étre envisagée dans un premier temps sur
la croissance et/ou la formation de biofilm de différentes souches individuelles représentatives
de I'intestin telles que Faecalibacterium prausnitzii, identifiée comme bactérie bénéfique anti-
inflammatoire (Quevrain et al., 2016), 1l serait intéressant d’étudier I’impact de la 3-oxo-C12:2-
HSL sur des souches pathogenes telles que E. coli LF82 adhérent-invasif, qui est augmentée
chez les patients MICI. Cela serait d’autant plus pertinent que E.coli possede le récepteur
homologue a LuxR, qui reconnait les AHLs et qui est activé par la 3-ox0-C12:2-HSL (Landamn
etal,2018).

Par la suite, un modele plus complexe pourrait étre envisagé telle qu’une co-culture de
plusieurs bactéries ou directement des féces humaines cultivées en fermenteurs. Cela
permettrait d’évaluer les effets sur la croissance bactérienne, mais aussi I’impact de nos AHLs

d’intérét sur la dynamique entre populations bactériennes.
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D’un point de vue global, I’¢étude des effets de la 3-oxo-C12:2-HSL sur les micro-organismes
du microbiote aiderait a comprendre et a mieux caractériser les effets in vivo. Cela permettrait
d’intégrer la 3-0x0-C12:2-HSL dans le contexte des MICI dont la physiopathologie associe

inflammation, perturbation de la fonction de barriere intestinale et dysbiose.
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En conclusion, au cours de ce travail, nous avons mis en évidence et caractérisé des effets
anti-inflammatoires exercés par la 3-oxo-C12:2-HSL. Ces effets sont médiés en partie par la
voie NF-kB et JAK-STAT. De plus, la 3-0x0-C12:2-HSL active plusieurs récepteurs du goit
amer, ce qui aboutit au relargage du calcium du réticulum endoplasmique. Les récepteurs du
golt amer sont des acteurs suscitant de plus en plus d’intérét dans le tractus gastro-intestinal et
I’interaction avec les métabolites bactériens identifiés dans cette étude en démontre la
pertinence. La 3-0x0-C12:2-HSL, AHL nouvellement mis en évidence dans 1’écosystéme
intestinal humain, est I’AHL majoritaire et lors des MICI, sa présence est diminuée lors de la
dysbiose. Dans le contexte de la physiopathologie des MICI, il faudrait poursuivre d’une part
I’¢tude de la molécule naturelle 3-oxo-C12:2-HSL pour comprendre son role dans la
physiologie intestinale. D’autre part, il est envisageable de développer 1’étude d’AHLs
synthétiques telles que I’ACP afin de développer de nouveaux outils thérapeutiques anti-
inflammatoires innovants dans le cadre des maladies inflammatoires. Nous avons démontré des
effets anti-inflammatoires puissants de la part de I’ACP, un analogue synthétique des AHLs.
Les mécanismes impliqués sont différents de ceux observés pour la 3-oxo-C12:2-HSL, et
restent a caractériser.

La multiplicité des acteurs et de leurs échanges dans I’intestin démontre que 1’intestin est le
siege de plusieurs réseaux sociaux : les cellules de 1’hote communiquent entre elles grace aux
cytokines, aux hormones et a d’autres métabolites, qui ont eux- méme un impact sur le
microbiome ; tandis que les bactéries dialoguent avec 1’hote a travers les métabolites qu’elles
sécretent. Bien qu’encore peu étudiées dans ce contexte, notre travail montre que les molécules
du QS sont des acteurs importants de ce dialogue et poursuivre 1’étude du QS, en particulier

des AHLs dans I’intestin, permettra de mieux comprendre 1’équilibre hote-microbiote.

La 3-0x0-C12:2-HSL est une molécule qui n’a été que trés récemment identifiée et qui ouvre
de nombreuses questions sur le Quorum Sensing intestinal, sa place lors des MICI mais aussi
son role en situation physiologique. Les études menées dans notre équipe laissent entrevoir un

intérét pour ce métabolite bactérien et de nombreux aspects restent encore a exploiter.
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Quel est le role du microbiote intestinal dans les MICI ?
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aphysiopathologie des maladies inflammatoires

chroniques intestinales (MICI) implique une

réponse inflammatoire exacerbée de I'intestin

enréponse a des facteurs combinés tels que des
facteurs environnementaux, génétiques, etle microbiote
intestinal. Grace a 'avenement d’outils nouveaux, on
assiste aujourd’hui a une véritable redécouverte de ce
monde microbien intestinal. I1 s’intégre dans un écosys-
téme digestif extrémement complexe, et est responsable
de fonctions physiologiques importantes. Les MICI
restent le champ médical exemplaire pour étudier
I'impact du microbiote intestinal en santé humaine. La
dysbiose a été initialement décrite au cours de ces mala-
dies et cela a initié des avancées majeures dans la com-
préhension de ces maladies et des développements théra-
peutiques innovants. Répondre a la question du role du
microbiote intestinal dans les MICI reste donc pertinent.

Dysbiose compositionnelle:
bactérienne, fungique, virale

Pluto6t que I'identification de bactéries marqueurs, ce
sont des profils compositionnels et fonctionnels qui té-
moignent d’une dysbiose. Chez les patients ayant une
MICI, il existe une dysbiose caractérisée par un déséqui-
libre des populations de micro-organismes composant
le microbiote, accompagnée d'une diminution de la di-
versité (v. tableau).

Les changements des populations bactériennes ont
été tres étudiées dans le cadre des MICI. On observe une
diminution des bactéries «bénéfiques» telles que celles
appartenant au phylum des Firmicutes, tandis que la
proportion de bactéries présumées défavorables (pro-
inflammatoires), comme les Proteobacteria, estamplifiée.
Certaines bactéries retrouvées typiquement au cours
des MICI, comme les Escherichia coli adhérents et inva-
sifs (AIEC) - présents chez un tiers des patients atteints
de maladie de Crohn iléale - ont été particulierement
étudiées.! L’inflammation, délétére pour la barriére in-
testinale, facilite la colonisation par les AIEC, résultant
en une réaction pro-inflammatoire exacerbée et
témoignant delarupture delasymbiose hote-microbiote.

Bien que moins nombreux et moins exploreés que les
bactéries, les champignons semblent également jouer un
role au cours des MICI. La composition et la diversité du

mycobiome de I’écosystéme intestinal sont perturbées.
De plus, il existe des interactions spécifiques entre
bactéries et champignons illustrant un dialogue in-
ter-régne, avec des différences entre les patients atteints
d’une rectocolite hémorragique et ceux atteints de la
maladie de Crohn.*

Egalement présente dans le microbiote, 'impact de
la population virale (virus des eucaryotes, bactério-
phages) est assez peu étudié dans le cadre des MICI. Il a
néanmoins été montré une altération du virome intesti-
nal au cours de la maladie de Crohn et de la rectocolite
hémorragique, avec une augmentation des bactério-
phages. I1en émerge donc un modeéle ot le virome contri-
bue, tout comme les bactéries, a cette dysbiose.?

Les interactions au sein de 1’écosystéme intestinal,
entre micro-organismes (bactérie-bactérie) ainsiqu’entre
deuxrégnes (bactérie-champignon ou bactérie-hote) sont
un point majeur d’étude pour la compréhension des MICL.
Eneffet, le patrimoine génétique de’hote agit surla com-
position dumicrobiote. Des polymorphismes de certains
genes impliqués dans ce dialogue hote-microbiote (NOD2,
CARDS9, etc.) sont retrouvés chez les patients ayant une
MICI. La complexité de ces interactions et leur impact
sont al’étude au cours des MICI.

Dysbiose fonctionnelle

Les perturbations écologiques observées au cours des
MICIneselimitent pas a une dysbiose compositionnelle.
11 existe aussi une perte de certaines fonctions symbio-
tiques au cours de I'inflammation intestinale. Les tech-
niquesdites «omics» permettent désormais d’obtenir des
informations sur les espéces bactériennes (séquencage
de nouvelle génération a haut débit) mais aussi sur les
fonctions métaboliques du microbiome (métatranscrip-
tomique, métabolomique, peptidomique).

Différentes anomalies métaboliques secondaires a
une dysbiose associée aux MICI ont été décrites, et leurs
mécanismes d’action sur les voies immunitaires et la ré-
action inflammatoire sontactuellemental’étude (v.figure).
Au cours des MICI, des fonctions importantes pour I’ho-
meéostasie intestinale sont altérées, voici quelques
exemples. Les acides gras a chaine courte, tels que le
butyrate, représentent une source d’énergie pour les cel-
lules et les bactéries et peuvent aussi exercer une modu-
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DYSBIOSE COMPOSITIONNELLE AU COURS DES MICI

Diminués dans les MICI

Composition microbienne Bifidobacterium spp.
Clostridium, groupes IV et XIVa
Faecalibacterium prausnitzii
Roseburia

Sutterella

Bacteroides

Saccharomyces cerevisiae

Tableau. MICI : maladies inflammatoires chroniques intestinales

lation de’expression des génes et activerla prolifération
cellulaire et la réponse immunitaire. I1s sont issus de la
fermentation bactérienne des fibres végétales. Les es-
péces capables de cette digestion sont diminuées en situa-
tion inflammatoire. Les métabolites du tryptophane mo-
difient la physiologie de I’hdte non seulement en
diminuant le tryptophane disponible mais aussi en pro-
duisantles dérivés indoles qui activentle récepteur d’aryl
d’hydrocarbone (AhR) quijoue unrole clé dans!’intestin.
Une modification du métabolisme du tryptophane, avec
notamment une diminution de la production d’agoniste
AhRestobservée dansle microbiome des patients atteints
de MICL.*Parmiles molécules rencontrées par le micro-
biote, lesacides biliaires occupent une place primordiale.
Synthétisés par le foie, ils subissent des modifications
moléculaires importantes portées par le microbiote (dé-
conjugaison, transformation, désulfatation, isomérisa-
tion, etc.) et représentent donc le produit emblématique
d’un co-métabolisme. Au cours des MICI, les modifica-
tions de I’écosysteme bactérien entrainent donc de fait
une altération du métabolisme des acides biliaires avec
une augmentation des acides biliaires conjugués et sul-
fatés et une diminution des acides biliaires secondaires.
Ces profils altérés d’acides biliaires fécaux peuvent étre
utilisés pour le diagnostic et I'évaluation des patients
atteints de MICI. Les acides biliaires secondaires ont des
propriétés anti-inflammatoires et les acides
biliaires sulfatés peuvent provoquer une colite chez la
souris. Faecalibacterium prausnitzii produit une protéine
(microbial anti-inflammatory molecule) capable d’inhiber
T’activation des voies pro-inflammatoires et de prévenir
le développement de la colite chez la souris® ainsi que
d’autres métabolites protecteurs, dont’acide salicylique.
Lesacyl-homosérinelactones, molécules du quorum sen-
sing (dialogue inter-bactérien) connues dans les éco-
systémes marins, sont diminuées dansles MICI et ont un
effet anti-inflammatoire sur les cellules de la muqueuse

Augmentés dans les MICI

Escherichia coli entéro-invasif

Fusobacterium spp.
Ruminococcus gnavus
Pasteurellaceae
Veillonellaceae
Caudovirales

Clavispora lusitaniae
Kluyveromyces marxianus
Candida albicans

Candida tropicalis
Cyberlindnera jadinii

intestinale cultivées in vitro. Une étude récente «multi-
omics» corrélantla dysbiose aux anomalies métaboliques
apermis de confirmer les anomalies sus-citées et met en
évidence de fagon globale une diminution des métabolites
chezles patients atteints de MICI, suggérant une perte de
la diversité métabolique chez ces patients.”®

Aspects thérapeutiques

L’idée de manipuler le microbiote avec I’objectif de res-
taurer une normobiose compositionnelle ou fonctionnelle
pour controler et prévenir I'inflammation intestinale
découle naturellement des connaissances acquises surle
microbiote. Les moyens pour y parvenir au-dela des
antibiotiques sont'utilisation de pré- et/ou probiotiques,
et, de fagon plus pragmatique, la transplantation de
microbiote fécal.

Aucun prébiotique (substrats de certaines bactéries)
n’a montré d’efficacité dans ces maladies. Des probio-
tiques, micro-organismes vivants, non pathogeneset qui,
lorsqu’ils sont administrés en quantité suffisante, im-
pactent positivement la santé de I'hote, ont fait I'objet
d’essais randomisés. Au cours de la maladie de Crohn,
de nombreux essais avec différents probiotiques ont été
réalisés sans qu'aucun n’ait été concluant. Enrevanche,
aucoursdelarectocolite hémorragique, une souche spé-
cifique d’E. coli, 1a souche Nissle 1917, est aussi efficace
que ’acide 5-aminosalicylique (5-ASA), traitement de
premiére ligne.’ Les résultats les plus probants ont été
obtenus au cours de la pochite, une inflammation du
réservoir iléal apres coloproctectomie totale pour recto-
colite hémorragique. Le VSL#3, mélange de 8 souches
bactériennes, amontré son efficacité dans la prévention
et dans le maintien en rémission de la pochite.” L’autre
grande voie de manipulation du microbiote intestinal
est la transplantation de microbiote fécal. Cette proceé-
dure commence a étre évaluée danslarectocolite hémor-
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ragique a travers des essais cliniques avec quatre essais
randomisés controlés dont trois sont positifs.'! Au cours
delamaladie de Crohn, les essais sont en cours. La place
de la transplantation fécale dans les MICI reste bien str
apréciser dans les années a venir.

D’autres voies telles quel'utilisation de probiotiques
génétiquement modifiés pour la production de métabo-
lites actifs,? I'utilisation de phages, de composés actifs
issusdumicrobiote oude’hote (peptides antimicrobiens,
acidesbiliaires, etc.) restent du domaine delarecherche.”

VERS UNE MEDECINE DE PRECISION

La dysbiose initialement décrite au cours des MICI cor-
respond a un déséquilibre del’écosystéme entrainant des
anomalies dans la composition du microbiote, avec des
conséquences fonctionnelles sur desmécanismes de sym-
biose entrelemicrobiote et]’hote. Parmi cesmodifications
del’écosystéme, on retient une diminution globale de mé-
tabolites d’origine bactérienne avec en particulier une
perte d’éléments protecteurs tels que certains acides
biliaires, certains métabolites du tryptophane, ou les
acides gras a chaine courte. L’étude du microbiote au
cours des MICI a permis des avancées majeures dans la
compréhension de ces maladies et des développements
thérapeutiques innovants. La modulation du microbiote
est a I’étude au cours des MICI et pourrait rapidement
trouver sa place dans les stratégies thérapeutiques. A
T’heure de lamultidisciplinarité, requise pour la prise en
charge des maladies chroniques, 1'intégration des données
dumicrobiote intestinal incarne parfaitementla pratique
dela médecine moderne et la médecine de précision. ®

RESUME QUEL EST LE ROLE DU MICROBIOTE INTESTINAL
DANS LES MICI?

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont des maladies dont
l'origine résulte de I'effet combing de facteurs environnementauy, génétiques et d'une
réponse immunitaire de I'hdte altérée a un déséquilibre du microbiote (dysbiose).
L'apport des approches de génomique, protéomil ique et mé i

a transformé la caractérisation de cette dysbiose, marquée au cours de ces maladies
par une altération du microbiote bactérien (diminution des Firmicutes, augmentation
des Enterobacteriaceae) mais aussi du virome et du mycobiome. Cette dysbiose com-
positionnelle est en fait reliée a une dyshiose fonctionnelle marquée par une diminu-
tion de certains métabolites d'origine bactérienne avec, en particulier, une perte
d'éléments connus pour étre protecteurs tels que certains acides es, certains
métabolites du tryptophane, ou les acides gras a chaine courte. Les stratégies théra-
peutiques de modul du microbiote ( prébiotiques, probiotiques et
transplantation de microbiote fécal) seront d'autant plus pertinentes que les méca-
nismes d'action du microbiome seront précisément connus.

SUMMARY WHICH ROLE OF THE GUT MICROBIOME IN IBD?

1BD are inflammatory bowel diseases resulting from the combined effect of environ-
mental and genetic factors and immune responses of the host to an imbalance of the
microbiota (dysbiosis). The contribution of genomic, proteomic, peptidomic and meta-
bolomic approaches has changed the characterization of this dysbiosis, marked by an
alteration of the bacterial microbiota (decrease in Firmicutes, increase in Enterobac-
teriaceae) but also of the gut virome and the gut mycobiome. This compositional
dysbi in fact, a functional dysbiosis showing an overall decrease of bacterial
metabolites known to be protective such as some bile acids, some metabolites of
tryptophan, or the short-chain fatty acids. The therapeutic strategies aiming to modu-
late the gut microbiota (antibiotics, prebiotics, prabiotics and fecal microbiota transplan-
tation) will be all the more relevant as the mechanisms of action of the microbiome
will be better known
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Among numerous molecules found in the gut ecosystem, quorum sensing (QS)
molecules represent an overlooked part that warrants highlighting. QS relies on the
release of small molecules (auto-inducers) by bacteria that accumulate in the environment
depending on bacterial cell density. These molecules not only are sensed by the microbial
community but also interact with host cells and contribute to gut homeostasis. It therefore
appears entirely appropriate to highlight the role of these molecules on the immune
system in dysbiosis-associated inflammatory conditions where the bacterial populations
are imbalanced. Here, we intent to focus on one of the most studied QS molecule family,
namely, the type | auto-inducers represented by N-acyl-homoserine lactones (AHL).
First described in pathogens such as Pseudomonas aeruginosa, these molecules have
also been found in commensals and have been recently described within the complex
microbial communities of the mammalian intestinal tract. In this mini-review, we will
expound on this emergent field of research. We will first recall evidence on AHL structure,
synthesis, receptors, and functions regarding interbacterial communication. Then, we
will discuss their interactions with the host and particularly with agents of the innate and
adaptive gut mucosa immunity. This will reveal how this new set of molecules, driven by
microbial imbalance, can interact with inflammation pathways and could be a potential
target in inflammatory bowel disease (IBD). The discovery of the general impact of these
compounds on the detection of the bacterial quorum and on the dynamic and immune
responses of eukaryotic cells opens up a new field of pathophysiology.

Keywords: quorum sensing, gut microbiota, interkingdom communication, inflammatory bowel disease,
gut inflammation

INTRODUCTION

Dysbiosis in inflammatory bowel disease (IBD) is characterized by a reduction in bacterial
biodiversity. This change in biodiversity is associated with a reduction in the bacterial load
of various bacterial groups and expansion of others (1). Bacteria are capable of exchanging
small signaling molecules depending on the bacterial density, a process called quorum sensing
(QS). QS coordinates gene expression and physiology of bacterial populations. There are several
families of molecule used by microbes to communicate. A universal system relying on type II
auto-inducers (AI-2) can be used by all bacteria (2). Gram-positive bacteria use oligopeptides,
although Gram-negative QS display various molecules (3). Among them, the most studied system
is represented by the type I auto-inducers based on N-Acyl-homoserines lactones (AHL). Beyond
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bacteria-bacteria communication, QS molecules are also
involved in interkingdom interplay between gut bacteria and
host cells. In the early 2000s, researchers investigated the impact
of AHL on plant physiology (4) showing that the presence of
these molecules produced by soil bacteria can induce plant
benefits (5) such as induction of the immune system to resist
pathogens (6, 7). More recently, underlying potential on
health and disease, AHL have been described in mammals’ gut
lumen and lately in humans. It is likely that IBD dysbiosis is a
condition that cannot only modify QS but also be maintained
by QS. Therefore, a better knowledge of this largely overlooked
metabolite component appears important to improve our
understanding of the molecular mechanisms implicated in the
immune gut responses in IBD.

N-Acyl-Homoserine Lactones

Quorum Sensing Molecules for Bacteria

Bacteria are not single cells living independently. They have
“social” interactions called QS. QS was first studied in the 1970s
through the bioluminescence emitted by a marine bacterium,
Vibrio fischeri. These bacteria live in symbiosis with marine
animals. V. fischeri does not emit light at low concentrations in
the water; however, when the bacterial population is growing in
symbiosis with a squid, within a rich environment, the bacteria
emits light (8). This phenomenon is possible, thanks to QS.
However, the term was used for the first time two decades later,
by Fuqua et al. (9).

This system relies on the release, by bacteria, of small
molecules (auto-inducers) that accumulate in the environment
depending on bacterial density and are sensed by the bacteria
community. Once a threshold concentration is reached, this
triggers the expression of certain bacterial genes, encoding
for virulence factors, biofilm formation, etc. (Figure 1). Gram-
negative bacteria use AHL as one of the QS molecules (10).
AHL is a family of molecules composed by a unique lactone
ring, an acyl chain of various lengths, and substitutions at the
acyl C3 position that define the molecular species. The integrity
of the lactone ring is important for AHL immunoactivity (11).
Quorum quenching is the mechanisms by which QS signal
is degraded, and it can occur enzymatically, through acylases
(cleavage of the AHL amid bond, releasing a fatty acid and
homoserine lactone) and lactonases (hydrolysis of the HSL
ring) (12).

AHL Genes Induction

AHL diffuse freely in bacteria and recognize the receptor
LuxR, allowing them to act as a transcription factor. Once
activated, QS induces the expression of a series of bacterial
genes contributing to bacterial virulence and/or adaptation such

Abbreviations: AHL, N-acyl-homoserine lactones; 3-oxo-C12-HSL, N-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserine lactone; Al auto-inducer; C4-HSL, N-butyryl-
homoserine lactone; DCs, dendritic cells; IBD, inflammatory bowel disease; IFNy:
interferon-y; IL-10, interleukine 10; IQGAP1, IQ motif containing GTPase-
activating protein 1; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PON, paraoxonase;
PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; PRR, pattern recognition
receptor; QS, quorum sensing; TGFp, transforming growth factor-f; TLR-2, Toll-
like receptor-2; TNFa, tumor necrosis factor-o; UPR, unfolded protein response.
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FIGURE 1 | Quorum sensing signaling in bacteria. Acyl-homomserine lactones
(AHLs) are auto-inducers used by Gram-negative bacteria to communicate.
The enzyme Lux| synthesizes the AHL, and the latter can diffuse freely through
the membrane. Upon reaching a threshold concentration, AHL can bind to its
receptor LuxR. The dimerization of the receptor allows it to act as a
transcription factor on the Lux box. This triggers not only the expression of
target genes involved in the virulence of the bacteria but also the expression of
AHL system LuxI/LuxR.

as toxins, motility, enzymes, secretion systems, iron uptake,
metabolism, and biofilms (Figure 1) (3). AHL also regulate their
own synthase and receptor genes, in a positive retro-control loop.
This system has been mostly described in pathogens, while the
impact of these factors on gut immunity has not been directly
investigated. However, few reports showed that AHL found in gut
ecosystem could benefit host physiology (13). Thus, there is still
a gap in research on AHL derived from commensals and their
impact on host.

Most studies have focused on the impact of auto-inducers
from the opportunistic bacterium Pseudomonas aeruginosa,
N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone (3-oxo-C12-HSL)
and N-butyryl-homoserine lactone (C4-HSL). Signaling works
through the LuxI/LuxR homolog system. LuxI synthesizes the
AHL, the molecule freely diffuses in the environment, and LuxR
detects the auto-inducer, which acts as a transcription factor
(14) (Figure 1). Bacteria can use different ways to communicate:
(i) crosstalk, different species talking to each other; (ii) self-talk,
bacteria from the same species talk with its own auto-inducer
and regulate their gene expression; and (iii) eavesdropping, when
bacteria from one species can intercept the signal of another
species without creating a signal by itself (15). Indeed, some
bacteria express a LuxR homolog without its partner LuxI. LuxR
is then labeled LuxR solo, and the receptor is called SdiA (16).
For instance, Escherichia coli has the SdiA receptor without being
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able to produce an auto-inducer (17). This ability to “listen”
to other bacterial species is essential in complex ecosystem like
the gut microbiota, where hundreds of different bacteria coexist.
However, these ways of communicating bypass the bacterial
world, and those small molecules are part of an interkingdom
signaling, allowing cross-talk between gut microorganisms and
the host.

AHL Interkingdom Signaling

Since eukaryotic and prokaryotic cells have coevolved for
thousands of years, the signals from one have adapted to
the other’s. In this setting, bacterial QS molecules have been
shown to have an effect on eukaryotic cells, a phenomenon
called “interkingdom signaling” (18). To date, most studies
on the effects of AHL on mammal cells have focused not
only on the well-known 3-o0xo-C12-HSL and C4-HSL from
P. aeruginosa but also on N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine
lactone (3-0x0-C6-HSL) from V. fischeri. AHL are amphiphilic
molecules, as lactone ring remains hydrophilic and the acyl
chain is hydrophobic. It has been shown that these properties
allow the 3-ox0-CI2-HSL to diffuse freely through the cell
membrane of eukaryotic cells, similar to bacteria, while long-
chained versions are mostly actively transported (19). AHL are
chemically analogous to many lipid-based hormones such as
the eicosanoid family of lipidic and steroid hormones involved
in hundreds of biological functions in eukaryote. It is also
thought that AHL can enter the host cell, bind to intracellular
receptors, and regulate gene transcription (18). Using labeled
molecules, it has been shown that, depending on cell lines, they
can indeed enter cells and be detected in the nucleus or the
cytoplasm (19, 20).

The AHL perception mechanism in mammalian cells is still
fairly unclear. To date, no mammalian receptor has been clearly
demonstrated; only certain hypotheses have been proposed. It has
been shown that the AHL were not recognized by the classical
pattern recognition receptors (PRRs) from the innate immune
system like other microbial molecules (21). The studies done on
the 3-oxo0-C12-HSL produced by P. aeruginosa have identified
different receptors based on the cell types and methods used.
Proinflammatory effects have been associated with receptors such
as nuclear factor kappa B (NF-kB) or activator protein-2 (AP-2)
(21). Using other cellular models, mitogen-activated protein
kinases (MAPKSs) have been proposed as potential receptors (22).
In 2008, Jahoor et al. identified the peroxisome proliferator-
activated (PPAR) receptors PPAR{y/8 and PPARy as potential
AHL receptors (23). The interaction between 3-oxo-C12-HSL
and PPARY has also been reported by another group, at very low
concentration (1 nM) of AHL (24).

Other candidate mammalian AHL receptors are the
G-protein-coupled receptors and, among these, member 38
of the bitter taste receptor family (T2R38), one of the most
studied bitter taste receptors. It is widely expressed in the
human digestive tract from the tongue to the colon (25). In
the lower gastrointestinal tract, T2R38 is suspected to play
a role in eliciting immune responses to toxic compounds or
pathogens in digestive diseases and metabolic conditions.
Indeed, TAS2R38 polymorphisms have been linked to increased

susceptibility to infections and colorectal cancer (26-28).
Moreover, reports shows that both 3-oxo-C12-HSL and C4-
HSL can activate T2R38 in pulmonary epithelium (28). The
interaction between AHL and this receptor was described in
neutrophils, by immunofluorescence and pull-down assays
(29, 30).

Another potential AHL receptor is the IQ-motif-containing
GTPase-activating protein (IQGAP1) (31). IQGAP1 is a
scaffolding protein, participating in cytoskeleton organization
(32). It has been shown that IQGAP1 plays a role in tight
junction assembly (32), and as 3-oxo-C12-HSL is known to
disrupt junction integrity (10), the interaction between IQGAP1
and AHL seems rational.

Finally, according to the cell type, the receptors and
their localization can be different (33, 34) but mainly
involves inflammatory pathways. Host cells have developed
the abilities to disrupt QS signaling, by degrading them
through the production of paraoxonases (PON), which can
be expressed by intestinal epithelial cells and macrophages
(35). Regulation of this communication between host cells and
bacteria can occur in gut ecosystem. Moreover, it has been
shown that PON1 polymorphisms may confer protection
against the development of IBD (36). Therefore, AHL
interkingdom signaling can be viewed as potent axis of the
gut microbiota-host crosstalk in chronic inflammation and
especially in IBD.

Impact of AHL on Innate Immunity

It has been shown, on cell lines and primary cell cultures,
that AHL, depending on their acyl chain length, double
bounds, and concentrations, may differently affect innate
immune system.

Epithelial cells provide a physical barrier between the host
and the lumen of the intestine, relying on tight junctions.
This prevents the luminal content to harm the host’s integrity.
Epithelial cells contribute to the innate immune response, as
they keep foreign particles from spreading into the host mucosa.
Vikstrom et al. showed, on an intestinal epithelial cell line Caco-
2, that P. aeruginosa 3-oxo-C12-HSL alters intestinal barrier,
disrupting protein junctions integrity (37-40). When exposed to
the AHL, permeability to macromolecules and ions is increased,
and the expression and localization of junction proteins such
as occludin, E-cadherin, and zonula occludens-1 is modified
(37-39). This alteration process not only involves the MAPK,
notably p38 and p42/44, but also needs the phosphorylation of
junction proteins leading to disturbance of junction integrity
(37-39). Alteration of calcium signaling is also part of the
response to 3-0xo0-C12-HSL (39, 41). Interestingly, C4-HSL
does not disturb barrier integrity like 3-oxo-CI2-HSL (40).
Moreover, an AHL identified recently in the gut, 3-oxo-C12:2-
HSL, exerts anti-inflammatory effects on Caco-2/TC7 cell line
stimulated by interleukine-1f (IL-1f), as shown on IL-8-reduced
secretion (13).

Some groups identified AHL as chemoattractant to
neutrophils, as it is the case for 3-oxo-Cl12-HSL and 3-
0x0-C10-HSL, but not C4-HSL. AHL attract neutrophils in
a dose-dependent fashion, through actin remodeling and
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calcium mobilization (42, 43). Moreover, 3-oxo-C12-HSL exerts
proapoptotic function on neutrophils, by targeting mitochondria
and their calcium balance (43).

Macrophages are one of the most studied cell type regarding
3-0x0-C12-HSL impacts. Overall, the observed effects aim at
decreasing the inflammatory response, allowing the set-up of
a chronic P. aeruginosa infection. The effects are various,
from cell-volume increase through water flux (44), unfold
protein response (UPR) (45) to apoptosis (46) and also
on immune functions. Indeed, P. aeruginosa 3-oxo-C12-HSL
exerts anti-inflammatory responses in macrophages, as was
reported by Glucksam-Galnoy et al. on RAW264.7 murine
macrophages, in a dose-dependent fashion. Notably, a decrease
in tumor necrosis factor-a production and increase in IL-
10 secretion was observed (47). As mentioned earlier, when
macrophages are in a proinflammatory context, 3-oxo-Cl12-
HSL can modulate the NF-kB pathway resulting in a decrease
in the expression of proinflammatory cytokines such as
tumor necrosis factor-a (TNFa), regulated upon activation,
normal T cell expressed, and secreted (RANTES), or monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) (48). The involvement of
MAPK p38 has also been reported several times (21, 47,
49) but needs further studies to determine its role in the
signaling. In addition, it has been shown that macrophages in
the presence of 3-0x0-C12-HSL have a higher phagocytic activity
(49, 50), and those effects are abolished when MAPK p38 is
inhibited (49).

Dendritic cells (DCs) stimulated by lipopolysaccharides and
in the presence of 3-oxo-C12-HSL show a decrease in their
proinflammatory cytokine such as IL-12 and interferon-y (IFNy)
(51-53). However, reports on anti-inflammatory IL-10 are
contradictory. In both studies, the cells were stimulated by
lipopolysaccharides and exposed to the same dose of 3-oxo-
C12-HSL; one team reported an increase in IL-10 secretion by
human DCs (53), while another group did not see any change
in IL-10 production by mouse DCs (52). By modulating DCs
activation through its QS molecules, P. aeruginosa suppress
the adaptive immune response, favoring the establishment of
chronic infection (52, 53). 3-0x0-C12-HSL has also proapoptotic
effects on humans DCs, as is the case for several cell
types (54).

AHL have cell-type-specific impacts, but overall, the
effects tend to be anti-inflammatory. Besides, 3-oxo-Cl12-
HSL effects on apoptosis are dependent on the cell types,
as multiple studies do not report toxicity on differentiated
epithelial cells or fibroblasts (31, 55, 56). The effects
of 3-0x0-C12-HSL on immune cells are compiled in
the TableS1. These pathogen-related AHL also display
multiple disruptions on several cell functions from innate
immune cells.

Impact of AHL on Adaptive Immunity

Once again, most of the knowledge in that field relies on
3-0x0-C12-HSL from P. aeruginosa. It had been first shown
that this AHL could inhibit T-cell proliferation (57). This was
confirmed by later reports showing that the same AHL could
inhibit the proliferation and function (cytokine production)

of both mitogen-stimulated (11, 58) and antigen-stimulated
(59) T lymphocytes and modulate antibody production by
B lymphocytes (57, 58). Overall, AHL from P. aeruginosa
tend to have a less effective antibody-mediated, rather than a
more effective cell-mediated, adaptive immune response to the
bacteria, and could thus facilitate persistence of the pathogen. A
structure—activity relationship study of 3-oxo-C12-HSL indicated
that, like QS activity, immune modulatory activity requires
an intact HSL ring, L-configuration at the chiral center, and
an acyl chain of 11-13 carbons (11). Moreover, 3-oxo-C12-
HSL can rapidly induce apoptosis via mitochondrial pathway
on Jurkat cell line (60) and can inhibit DCs and T-cell
activation and proliferation, and downregulate the expression
of costimulatory molecules on DCs (54, 61, 62). This results
in shifting immune responses away from host-protective Thl
responses to pathogen-protective Th2 responses (62). More
precisely, 3-oxo-C12-HSL is able to promote the induction
of regulatory T cells such as CD44-CD25+Foxp3+ induced
regulatory T cells and to enhance their IL-10 and transforming
growth factor-p (TGFB) production associated with reduced
IFNy and IL-12p70 production (53). At the molecular level,
3-0x0-C12-HSL prevents human DCs maturation by blocking
the upregulation of surface molecules, including CD11c, HLA-
DR, CD40, and CD80, and DCs switched to an interleukin IL-10
(high), IL-12p70 (low) phenotype (53).

In addition, it has been reported that 3-oxo-CI12-HSL
increases the expression of Toll-like receptor-2 (TLR2), in a dose-
dependent fashion, in lymphocytes from peripheral blood (63).
Those observations are interesting because it has been shown that
this AHL signaling does not rely on TLR recognition (21).

Taking together, there are limited observations showing T-cell
inhibition and Treg induction by one AHL from a pathogen. It is
crucial to look at the effect of other natural AHL especially those
coming from commensal gut bacteria.

AHL Within Intestinal Communities

Clues on the Presence of AHL in the Gut

The existence of AHL in the gut has been subject to questioning.
An article from 2013 entitled “Are There Acyl-Homoserine
Lactones within Mammalian Intestines?” examine the question
(64). Mammalian pathogens such as P. aeruginosa or Yersinia
enterocolitica are well known for their ability to produce AHL,
but what about commensal bacteria? As mentioned by the
authors, previous studies relied on the use of LuxR-based
biosensors, where the detection limit may be too high to detect
AHL from the gut, and there is thus a need for the development of
new more sensitive tools (64). Moreover, the Human Microbiome
Project, aiming at sequencing and analyzing the microbiome
of several cohorts, gives clues about the presence of AHL in
the intestines. Indeed, the LuxI/LuxR homolog has been found
in three strains from the gastrointestinal tract: Hafnia alvei,
Edwardsiella tarda, and Ralstonia sp. strain 5_7_47FAA (64).
In addition, bacteria like E. coli, Enterobacter, or Klebsiella are
part of the normal gut microbiota and express, as mentioned
above, the receptor SdiA and therefore can sense AHL (17).
One must highlight the fragility of small molecules like AHL.
Indeed, they are pH sensitive and can also be inactivated by the
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FIGURE 2 | Proposed model of modulation of gut mucosa inflammation by N-acyl-homoserine lactone (AHL)-driven quorum sensing and associated cellular
pathways. Inflammatory bowel disease (IBD) is the result of multiple factors. It involves an imbalance of the microbiota (dysbiosis), an alteration of the epithelial barrier,
as well as an uncontrolled inflammation in the gut mucosa, as described on the left panel. As a result of the dysbiosis, the AHL composition is changed compared to a
physiological state. During normobiosis (right panel), when the bacterial communities are balanced, the AHL profile is modulated compared to a disease state. Beyond
reshaping bacterial composition, AHL can modulate the inflammatory state of gut mucosa as well as restore epithelial barrier integrity. The pathways involved in those
effects are listed on the right panel of the figure. We propose a strategy to control gut inflammation by modulating AHL composition using natural or synthetic AHL.

presence of ont only host lactonases like PON but also bacterial
enzymes. Those degradations can decrease the concentration
of the molecules, making it harder for biosensors to reach
the threshold detection (64). Moreover, it is also possible that
auto-inducers are present in the mammalian gut, but with a
yet unknown structure, like aryl-homoserine lactones, with an
aromatic side chain instead of an acyl chain and thus not
detectable by biosensors (64). It is also interesting to note that
AHL have been found in the rumen of cattle by several teams
(65, 66).

Our team investigated the question of AHL in the human
gut, in the context of IBD. By using mass spectrometry, we
were able to detect 14 different AHLs in the feces of IBD
patients and healthy subject, and the distribution of the AHL
were correlated to the disease state (13). Indeed, one of the
AHL was prominent: 3-0x0-C12:2-HSL. This molecule was, until
then, undescribed and carries two insaturations on its acyl
chain. 3-Oxo-C12:2-HSL was highly decreased in fecal samples
of IBD patients in flare (16%) compared to remission patients
(37.5%) and to healthy subjects (64.5%) (13). The absence
of this AHL was correlated with dysbiosis and a decrease in
Firmicutes, considered as beneficial bacteria. In addition, 3-oxo-
C12:2-HSL exerts anti-inflammatory properties on intestinal cell
lines Caco-2/TC7 (13).

Toward the Use of AHL to Modulate Microbiota
Composition and Gut Inflammation

The study of QS molecules is mainly done on single species
bacteria or in vitro cells. As emphasized by Karina Bivar
Xavier, QS is also an interspecies communication network,
and more studies on the impact of QS on multi-communities
ecosystems should be done (67). In vivo studies are crucial
to understanding relationships in an environment as complex
as the intestine. Kumari et al. have developed a whole-cell

sensing systems for the detection of AHL and have shown
that these signaling molecules detected in saliva and stool
may be potential non-invasive biomarkers of gastrointestinal
inflammatory disease (68). To emphasize this point, given
that AHL profile relies on bacterial dynamics, it could be
considered as an indicator of dysbiosis, opening new perspectives
in managing chronical diseases such as IBD. Understanding
the interactions between bacteria in high concentrations and
high diversity can help us decipher what species are most
beneficial to mammalian gut. To note, another QS type of
molecule, AI-2, has been used to modulate gut microbiota
composition and dysbiosis (69). As illustrated in Figure 2,
AHLs remain good candidates in the strategy to use natural
molecules from QS to modulate microbiota composition and
gut inflammation.

CONCLUDING REMARKS

Gut microbiota mutually interacts with coevolved host epithelial
and immune cells in a beneficial reciprocal relationship. QS
signaling of bacteria probably contributes substantially to
establishing symbiotic interactions in some cross-kingdom
interactive dynamics. In IBD, where, host-microbiota
interactions drive inflammatory response, looking at quorum
sensing changes and impact on immunity appears as a
completely novel and original approach. The mechanisms,
including the regulation of synthesis and degradation of
these diffusible signaling molecules are still not completely
understood. However, the discovery of the general importance
of auto-inducer signaling molecules involved in quorum or
efficiency sensing of bacteria and the dynamic and immune
responses by eukaryotes toward them opens up a new field
of pathophysiology.
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Abstract: Background: Since acyl-homoserine lactone (AHL) profiling has been described in the
gut of healthy subjects and patients with inflammatory bowel disease (IBD), the potential effects of
these molecules on host cells have raised interest in the medical community. In particular, natural
AHLs such as the 3-ox0-C12-HSL exhibit anti-inflammatory properties. Our study aimed at finding
stable 3-oxo-C12-HSL-derived analogues with improved anti-inflammatory effects on epithelial
and immune cells. Methods: We first studied the stability and biological properties of the natural
3-0x0-C12-HSL on eukaryotic cells and a bacterial reporter strain. We then constructed and screened
a library of 22 AHL-derived molecules. Anti-inflammatory effects were assessed by cytokine release
in an epithelial cell model, Caco-2, and a murine macrophage cell line, RAW264.7, (respectively,
IL-8 and IL-6) upon exposure to the molecule and after appropriate stimulation (respectively,
TNF-« 50 ng/mL and IFN-y 50 ng/mL, and LPS 10 ng/mL and IFN-y 20 U/mL). Results: We found
two molecules of interest with amplified anti-inflammatory effects on mammalian cells without
bacterial-activating properties in the reporter strain. The molecules furthermore showed improved
stability in biological medium compared to the native 3-oxo-C12-HSL. Conclusions: We provide new
bio-inspired AHL analogues with strong anti-inflammatory properties that will need further study
from a therapeutic perspective.

Keywords: AHL; inflammatory bowel disease; gut microbiota

1. Introduction

The gastrointestinal tract is a complex milieu in which host epithelial and immune cells coexist
with a wide array of microorganisms, namely gut microbiota and food antigens. The gut microbiota is
composed of trillions of bacteria (10'® bacteria) that collectively play major roles in human physiology,
being notably involved in the intestinal barrier and immune system maturation [1]. Gut microbiota
metabolites such as short-chain fatty acids, bile acids, and tryptophan metabolites are the main known
drivers of the impact of gut microbiota on hosts [2]. Manipulating gut microbiota, and especially
microbiota derived metabolites, to influence host physiology remains therefore a major challenge in an
increasing number of human diseases. This approach seems perfectly suited in inflammatory bowel
diseases (IBD) where dysbiosis (imbalance in gut microbiota) and inflammation are seen [3]. A largely
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overlooked component of gut microbiota is that of diffusible signal molecules, which are known to
modulate the physiological response in human cells. A particular class of these signaling compounds
is represented by bacterial quorum sensing (QS) molecules and particularly N-acyl-homoserine
lactones (AHLs).

Because eukaryotic and prokaryotic cells have co-existed and co-evolved together, they have
adapted to the signal molecules secreted by one another. AHLs are known to influence gene expression
and certain behaviors in eukaryotes, a phenomenon called interkingdom signaling [4-6]. To date,
most studies on the effects of AHLs on mammal cells have focused on the well-known molecules
3-0x0-C12-HSL (1) and C4-HSL from the pathogenic bacteria Pseudomonas aeruginosa, and 3-oxo-C6-HSL
from Vibrio fischeri for medical and historic reasons [7-10]. AHLs have been described to enter human
cells, where they can exert various effects ranging from apoptosis induction to immune and inflammation
modulation [7,8,11-13]. Not only can AHLs recruit specific cell types, but they also modulate the
cytokine secretion in vitro at both the RNA and protein levels [14]. AHL effects have been described to
date on very diverse cell types, from breast cancer to immune cells, but also lung epithelium, and more
recently on intestinal epithelial cells [14-16].

Indeed, QS driven by AHLs has been described in many bacterial ecosystems, but it has not been
well studied in the human intestinal microbiota. We published the first detection by LC-MS/MS of
AHLs from the human gut, and profiled AHLs distribution over a cohort of healthy individuals and
IBD patients [17]. This led to the identification of the most conserved, abundant, and never-described
AHL associated to the healthy human gut: It is a doubly unsaturated AHL of formula 3-oxo-C12:2-HSL
(2) [17]. Unsaturated AHLs are not commonly found in bacteria, which favor saturated molecules [18].
To date, only the marine Roseobacter clade is a well-known producer of mono- and di-unsaturated
AHLs, with carbon chains ranging from 10 to 18 atoms [19-21]. However, none of these molecules carry
a ketone [19-21]. Hence, the discovery of new active forms of AHLs questions the tight relationship
between their chemical structure and their bioactivity in both mammals and bacteria. In fact, rates of
3-0x0-C12:2-HSL in feces of individuals negatively correlates with IBD status: healthy controls and
patients in remission exhibited high levels of the molecule, while patients with active disease showed
no or little amounts of this molecule [17]. This led to the hypothesis of an anti-inflammatory effect of
the 3-ox0-C12:2-HSL. We were able to show a modest anti-inflammatory effect of 3-ox0-C12:2-HSL on
epithelial cells [17].

In order to enhance this effect, we searched for more powerful and more stable molecules.
Using the natural AHL 3-oxo0-C12-HSL as a template, we here report the development of several AHL
analogues. The newly designed molecules were then screened for bioactivity on both mammalian cell
lines and bacterial reporter strains.

2. Results

2.1. The Natural AHL 3-Oxo0-C12-HSL Exerts Modest Anti-Inflammatory Effects on Gut Barrier
Eukaryotic Cells

2.1.1. AHL 3-Oxo0-C12-HSL Exerts Anti-Inflammatory Effects on Epithelial Cells

Non stimulated Caco-2/TC7 cells exposed with increasing doses of 3-oxo-C12-HSL did not show
significant change in interleukine-8 (IL-8) secretion. When epithelial cells were stimulated with IL-13,
we observed a significant decrease in IL-8 secretion in the presence of 5 uM 3-oxo-C12-HSL, compared
to that of the control DMSO (Figure 1a). There was a bell-shaped activity curve, with significant
decreases of IL-8 secretion at low concentrations (range 1-10 uM), while the effects were abolished
at higher concentrations (over 50 uM). The maximum magnitude was reached with a dose of 5 uM,
where a reduction of 27.6% of secreted IL-8 was observed compared to that of control. Of note,
no toxicity of 3-oxo-C12-HSL was observed on the epithelial cell line Caco-2/TC7 (Supplementary
Material S1).
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2.1.2. AHL 3-Ox0-C12-HSL Anti-Inflammatory Effects on Macrophage Cell Line are Milder

Non-stimulated RAW264.7 macrophages challenged to increasing doses of 3-oxo-C12-HSL did
not show changes in IL-6 secretion compared to that of control DMSO. In murine macrophage cell
lines stimulated with lipopolysaccharide (LPS) and interferon-y (IFNy), we observed a decrease in
IL-6 secretion when adding 3-oxo-C12-HSL at 15 uM as compared to that of the control (Figure 1b).
Yet, the reduction was only 17% compared to that of control and did not reach statistical significance.
Moreover, no toxicity of 3-oxo-C12-HSL was found between 1 and 50 uM (Supplementary Material S2).

2.2. The Natural AHL 3-Oxo0-C12-HSL but Not C4-HSL Activates LasR

AHL Are Natural Bacterial Modulators and 3-Oxo-C12-HSL Can Activate the LasR Receptor

3-0x0-C12-HSL was tested on the bacterial reporter strain E. coli pSB1075 to assess its interactions
with the P. aeruginosa AHL receptor, LasR, and the resulting activation. As expected, the 3-oxo-C12-HSL
elicited a strong activation of LasR, with a read ECsy of 9 nM (Figure 1c). In contrast, the short-chain
AHL from P. aeruginosa, C4-HSL, showed no induction of luminescence and was then used as a negative
control (Figure 1c).
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Figure 1. Cell response to 3-oxo-C12-HSL exposure: (a) IL-8 secretion of Caco-2/TC7 cells exposed
to IL-18 and a range of N-acyl-homoserine lactones (AHL) concentrations for 18 h. Secreted IL-8 is
normalized to control DMSO. Points are the mean of several replicates (n > 10) = SEM. * p < 0.05,
*** p < 0.001, **** p < 0.0001 vs. control, one-way ANOVA (p < 0.0001), Tukey’s post-test. (b) IL-6
secretion of RAW264.7 cells exposed to LPS/TNF-« and a range of AHL concentrations for 6 h. Secreted
IL-6 is normalized to control DMSO. Points are the mean of several replicates. (c) Bioluminescence
of reporter strain E. coli pSB1075 with increasing doses of 3-oxo-C12-HSL and C4-HSL. Points are the
mean value of several replicates (n > 3) + SEM.

2.3. AHL 3-Ox0-C12-HSL Is an Unstable Molecule in Biological Media

2.3.1. The AHL Instability Results from Its Chemical Characteristics

Degradation at biological pH affords by-products (3) and (4), respectively, called tetramic acid
and open-form AHL or 3-oxo-C12-HS (Figure 2a).
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Figure 2. Degradation of 3-oxo-C12-HSL: (a) Degradation scheme into by-products (3) and (4).
(b) Kinetics of decay of (1) in cell-free aqueous medium and apparition of tetramic acid (3) and 3-oxo-
C12-HS (4).

The chemical composition of a solution of 3-0xo-C12-HSL in non-conditioned cell-free DMEM
was studied at room temperature over 24 h. AHL decay gave the expected by-products (3) and (4),
and kinetic constants were interpolated using standard curve solutions (Figure 2b). The 3-oxo-C12-HSL
degradation follows an apparent first-order mechanism, with apparent constants kapp and ty,
respectively, 0.2 h~! and 3.8 h. Overall, the AHL hydrolysis in cell medium was observed within hours,
with product (4) largely predominant over product (3) (91:9 ratio).

2.3.2. Biological Study of Tetramic Acid (3)

The degradation product tetramic acid (3) from 3-oxo-C12-HSL was synthesized and its bioactivity
studied on both the Caco-2/TC7 and RAW264.7 cell lines and the bacterial reporter. Compared to control,
the molecule showed no effect on cell lines but significant cytotoxicity (Supplementary Material S3).
In the AHL receptor reporter strain, the molecule acted as a weak agonist of LasR, with an apparent
ECsg 300-fold greater than that of the parent AHL 1 (2.7 uM vs. 9 nM) (Figure 3). Overall, our results
suggest tetramic acid (3) cannot be accountable for the observed modulatory effects of 3-oxo-C12-HSL.

2.4. Intracellular Traffic of 3-Oxo0-C12-HSL

The entry and distribution of 3-ox0-C12-HSL over time in Caco-2/TC7 cells was examined,
in the presence and absence of 2-hydroxyquinoline (2-HQ). 2-HQ inhibits enzymatic PON-mediated
hydrolysis of the AHL lactone. The distribution of the inhibitor is predominantly extracellular
(Supplementary Material S4). In the presence of 2-HQ, 50% of the AHLs entered the cells within 5 min,
and approx. 90% were found in cell lysates after 1 h. Without 2-HQ, only 18% of the AHLs were
intracellular after 5 min, and only 65% of the AHLs were internalized over experiment time (Figure 3a).
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From these observations we hypothesized that inhibition of PON hydrolysis in the extracellular
environment promotes the maintenance of AHL integrity, and thereby its penetration into cells.

While studying the proportional repartition of intact 3-oxo-C12-HSL (1) and degraded
3-0x0-C12-HS (4), it appeared that (1) rapidly hydrolysed into its open homoserine (Figure 3b).
By investigating the ratio between molecules (1) and (4) in total cell lysates we observed that the
open-form (4) became prevalent within minutes after cell penetration, and was the major form over
longer timespans. The absence of 2-HQ retarded the appearance of 3-oxo-C12-HSL'’s peak concentration
from 5 min to 20 min, otherwise no significant difference was observed with or without inhibitor.
Overall, the open form dominated in cells, representing between 60 and 95% of the total amount found
in cell lysates.
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Figure 3. Cellular traffic of 3-oxo-C12-HSL: (a) Influence of 2-HQ on AHL penetration in Caco-2/TC7
cells over time, expressed as % of initial AHL concentration. (b) Time evolution of 3-oxo-C12-HSL and
3-0x0-C12-HS % in Caco-2/TC7 cell lysates in the presence (left) or absence (right) of 100 uM 2-HQ
(truncated time profile). Points are the mean value of replicates (n = 3) + SEM.

The 3-ox0-C12-HSL limited stability in biological media, and its activating properties on bacteria
are ill-suited for direct use as an ecological drug, although the AHL evidently possesses mild
anti-inflammatory properties. However, a library of analogues was designed in order to take advantage
of the latter anti-inflammatory properties. It allowed for the identification of chemical structures in our
cell models, without exhibition of bacterial activation and stability issues.

2.5. Structure-Activity Relationship in AHL and Identification of Two Hit Compounds

2.5.1. Construction of a Library of AHL Analogues

Using 3-oxo0-C12-HSL (1) as a framework, chemical characteristics of the AHL molecular class
were challenged for their impact on biological activity. Chemical modifications were performed on the
acyl chain, the C3-ketone and the lactone headgroup, to build a total library of 22 compounds (Table 1).
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Table 1. Overview of the AHL analogues library.

Entry Common Name Structure
1 (S)-3-ox0-C12-HSL /\/W\)l\/lLNZ);)
Z 0o O
2 (5)-3-0x0-C12:2-HSL M t)
N(S)
9 (S)-3-dioxolane-C12-HSL /\/\/\/\NLN Z;)
26 (5)-3-ox0-C6-HSL D
(S)
27 12-N3-(5)-3-0x0-C12-HSL \/\/W\)J\)LNZ;)
28 (R)-3-0x0-C12-HSL /\/W\/k/lLNz);)
29 (S)-3-ox0-C12-HTL /\/\/\/\)I\/U\N p
30 (5,5)-3-oxo0-C12-ACH '@
0O O
31 (R,S)-3-0x0-C12-ACH Ae~esA~AAN G
H On
o0 O OMe
32 3-0x0-C12-p-methoxyanilide /\/\/\/\)J\/U\N
H
0O O
33 3-0x0-C12-0-methoxyanilide /\/\/\/\MN
H OMe
O O
34 3-0x0-C12-m-methoxyanilide /\/\/\/\)I\/U\N OMe
H
Cl
. O O
35 3-0x0-C12-2,4-aminochlorophenol /\/\/\/\M
N
H on
o o
36 3-ox0-C12-Bz /\/\/\/\*/”ﬁ@
0O O 0
37 3-oxo-C12-aminopiperidine /\/\/\/\)I\/U\N
H o
O OH
38 3-oxo-C12-fructose H JUOJ\/\/\/\/\

6 of 19
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Table 1. Cont.

Entry Common Name Structure
O O COOH
39 3-ox0-C12-Ala /\/\/\/\)J\/U\NJ\
H
0 O
40 3-0x0-C12-B-Ala /\/\/\/\)J\/U\N/\/COOH
H
O O COOH
41 3-ox0-C12-Ser /\/\/\/\)J\/U\NJ\
H on
(0}
0 (0}
0 (S)-C4-HSL /\)LNI\)
H

0 0}
43 (5)-C12-HSL PPN B,
ﬁ )

(0)
o 0 O
44 (S)-3-0x0-C14-HSL /\/\/\/\/\)‘\)LN\T\)
)
H

The synthetic strategy was adapted from published literature (Supplementary Material S5),
and enhanced with additional steps (Supplementary Material S6), to afford increased yields, easier
purifications, and improved synthetic flexibility [22-27]. The total synthesis of natural AHL and
bio-inspired analogues started with the coupling of an appropriate carboxylic acid to Meldrum’s
acid. The resulting intermediate was refluxed in methanol to yield the corresponding carboxylic
acid methyl ester. The ketone was protected with ethylene glycol, and the terminal ester hydrolyzed
to the free carboxylic acid. This acid was coupled to the appropriate headgroup, and finally the
ketone deprotection afforded the target compound. Meanwhile, the synthesis of non-3-oxo AHLs
was straightforward and required only one step: coupling of an appropriate carboxylic acid with the
headgroup (Supplementary Material S6). The resulting library contained natural AHLs, analogues,
and other closely related molecules, spanning across a variety of acyl chain lengths, headgroups,
and C3 substitution patterns.

2.5.2. Compared Results of the Two New Molecules on Mammalian Cell Lines versus the Parent AHL

Analogue (S,5)-3-0x0-C12-ACH (30): Although, this analogue showed a similar level of reduction
of IL-8 secretion in IL-13 stimulated Caco-2/TC7 cells as that of 3-oxo-C12-HSL (1) (Figure 4a), its effect
was stronger on RAW264.7 macrophages. The (S,5)-isomer analogue revealed a 52% reduction of IL-6
at 50 uM (Figure 4b), without cytotoxicity (Supplementary Material 57).
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Figure 4. Biological activity of (5,5)-3-oxo-C12-ACH: (a) IL-8 secretion of Caco-2/TC7 cells exposed
to inflammation and increasing doses of (S,S)-3-0xo-C12-ACH for 18 h. Secreted IL-8 normalized to
control DMSO. Points are the mean of several replicates (n > 8) + SEM. No statistical difference vs.
control observed in Tukey’s post-test, yet positive one-way ANOVA (p < 0.0001). (b) IL-6 secretion of
RAW264.7 cells exposed to LPS/TNF-« and increasing doses of (S,5)-3-oxo-C12-ACH for 6 h. Secreted
IL-6 normalized to control DMSO. Points are the mean of several replicates (1 > 8) + SEM. * p < 0.05,
**p > 0.01, ** p < 0.001 vs. control, one-way ANOVA (p < 0.0001), Tukey’s post-test. (c¢) Compared
bioluminescence in reporter strain E. coli pSB1075 with increasing doses of 3-oxo-C12-HSL (1) and
(5,5)-3-0x0-C12-ACH (30). Points are the mean value of several replicates (1 > 6) = SEM.

Analogue 3-0x0-C12-2-amino-4-chlorophenol (35): Compared to 3-oxo-C12-HSL (1), this analogue
showed a 50% reduction of IL-8 secretion by stimulated Caco-2/TC7 epithelial intestinal cells with
a clear dose-dependent effect (Figure 5a). Moreover, we observed a 60% reduction in IL-6 secretion
by stimulated RAW264.7 at 15-50 uM. There was no cytotoxicity on both studied cell lines induced
by analogue (35) (Supplementary Material S8). This analogue appears the most active of our library
(Figure 5b).

2.5.3. The (5,5)-3-Ox0-C12-ACH (30) Activated LasR While the 3-Ox0-C12-2-amino-4-chlorophenol
(835) Did Not

Analogue (5,5)-3-ox0-C12-ACH (30) is an agonist of the bacterial receptor with ECsg of 170 nM
(Figure 4c. In contrast, molecule (35) showed an inability to induce luminescence when incubated with
the biosensor (Figure 5c). After demonstrating that the two analogues were non-toxic to the bacteria,
the ACP analogue (3-ox0-C12-2,4-aminochlorophenol) was tested in an inhibition assay (Figure 5d).
It was concluded that molecule (35) was a weak LasR antagonist, with an ICs( of 28.2 uM.
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Figure 5. Biological activity of 3-oxo-C12-2-amino-4-chlorophenol: (a) IL-8 secretion of Caco-2/TC7 cells
exposed to inflammation and increasing doses of 3-ox0-C12-2-amino-4-chlorophenol for 18 h. Secreted
IL-8 normalized to control DMSO. Points are the mean of several replicates (1 > 7) + SEM. * p < 0.05,
**p>0.01,**p <0.001 vs. control, one-way ANOVA (p < 0.0001), Tukey’s post-test. (b) IL-6 secretion of
RAW264.7 cells exposed to LPS/TNF-« and increasing doses of 3-oxo0-C12-2-amino-4-chlorophenol for
6 h. Secreted IL-6 normalized to control DMSO. Points are the mean of several replicates (1 > 8) + SEM.
*p <0.05, ***p < 0.001 vs. control, one-way ANOVA (p < 0.0001), Tukey’s post-test. (c) Compared
bioluminescence in reporter strain E. coli pSB1075 with increasing doses of 3-oxo-C12-HSL (1) and
3-0x0-C12-2-amino-4-chlorophenol (35). Points are the mean value of several replicates (1 > 6) + SEM.
(d) Inhibition of 3-oxo0-C12-HSL-induced bioluminescence in E. coli pSB1075 with increasing doses of
3-0x0-C12-2-amino-4-chlorophenol. Points are the mean value of several replicates (1 > 6) + SEM.

3. Discussion

Natural 3-ox0-C12-HSL exerts modest anti-inflammatory effects on epithelial and macrophage cell
lines but remains unstable. Our study indicates that AHL analogues with stronger biological effects
can be found from a synthetic library derived from 3-oxo-C12-HSL (1). This strategy allowed us to find
out a stable analogue, 3-ox0-C12-2-amino-4-chlorophenol (35), exerting a strong anti-inflammatory
effect on both cell lines without activating the bacterial AHL receptor LasR. These properties make it a
good candidate to be a new anti-inflammatory molecule to prevent intestinal inflammation.

3.1. Stability and Concentration

As signal molecules, it is not unexpected that AHLs degrade rapidly after secretion. Indeed,
AHL-sensing allows bacteria to detect other members of the colony. Hence it is important that
AHLs get degraded to ensure their concentration closely reflects the temporal dynamics of the
bacterial population. Human niches represent bio-diverse environments where AHLs could play a
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signaling role. In the pulmonary ecosystem, Losa et al. demonstrated parallel evolutions between
3-0x0-C12-HSL concentration and P. aeruginosa loads [28]. In the gut ecosystem, our group previously
showed that 3-oxo-C12:2-HSL correlates to normobiosis, higher counts of Firmicutes, and lower
counts of E. coli [17]. However, the 3-oxo-C12-HSL is unstable at biological pH due to two main
degrading phenomena: a spontaneous, irreversible, and non-enzymatic rearrangement according to a
Claisen-like mechanism to produce tetramic acid (3) and the hydrolysis of its lactone ring to produce
the open-form (4). Our results suggest that these by-products do not have anti-inflammatory properties.
Moreover, we have shown, in accordance with the literature that 3-oxo-C12-HSL can enter cells within
minutes [29,30]. This compromises pH-dependent hydrolysis in the extracellular compartment and
rises the problem of AHL enzymatic degradation.

Our experiments described a short half-life for 3-oxo-C12-HSL incubated at 37 °C in the presence
of Caco-2/TC7 cells. This result is concordant with findings from Losa et al. on polarized bronchial
epithelial cells [28]. Indeed, eukaryotic cells secrete degrading enzymes that catalyze lactonolysis
reactions to produce open-ring AHLs, called lactonases. In particular, lactone-hydrolyzing paraoxonases
(PON) are expressed in most human tissues, including the intestine [31], and are conserved in
post-confluency, differentiated, and polarized Caco-2 cells [32-35]. Our results show that using a
competitive PON inhibitor in the extracellular compartment increases the half-life of undegraded
AHLs in cell supernatant and improves their capacity to penetrate the intracellular compartment.
Inside cells, the molecule is not protected by the PON inhibitor anymore, and rapidly hydrolyzes
into 3-oxo-C12-HS. Kravchenko et al. made similar findings on macrophages [36]. Their results were
later confirmed by Horke et al. on several PON2-producing cell lines [37]. We believe that PON are
required intracellularly for AHL activity, while their extracellular presence will prevent AHL cell
penetration and thus decrease the observed effects. This is supported by literature demonstrating
that the 3-oxo-C12-HSL cellular effects were reversed after incubation with PON inhibitor TQ416,
suggesting that AHL requires PON-mediated intracellular hydrolysis to perform its function [37-39].
Our hypothesis does not refute the statement that the structural integrity of the lactone ring is required
to mediate its effects on mammalian cells [27,36]; but rather we believe that lactone is required to
mediate AHL penetration into cells, like a pro-drug.

It seems quite important to examine the dosage of AHL employed in our experiments and its
biological relevance. AHLs have been identified in vivo in an array of fluids, from human sputum to
bacterial biofilms, and now in feces as reported by our team [17]. “Indirect” sampling, where samples
are not taken in the immediate cellular surroundings, shows very low AHL concentrations. It is,
however, probable that this method may only provide insights of the actual AHL levels or may undergo
technical bias. Thus, concentrations ranging from 1 to 20 nM were detected in the sputum of patients
with cystic fibrosis [40], while 0.2 to 2 nM/g AHL were found in fecal samples from IBD patients.
In contrast, very high concentrations of AHL are measured in P. aeruginosa biofilms: levels as high
as 300-600 uM have been reported by Charlton et al., and biofilms have been identified in the lungs
of infected cystic fibrosis patients [41]. Our work aimed at exploring AHL's effects on cells lines in
the context of gut inflammation driven by local dysbiotic microbiota. Planktonic P. aeruginosa secrete
AHLs at low micromolar concentrations [42], similar to the concentrations detected in a murine model
of P. aeruginosa acute lung infection (1-20 uM). Hence, we thought it was relevant to broaden this
concentration range to 1-100 uM, which could be the AHL dose range that intestinal cells from an IBD
patient would encounter in a non-infected but inflammatory and dysbiotic state.

3.2. Choice of Chemical Modifications

Requirements for full AHL activity on mammalian cell lines are traditionally described as follows:
integrity of the lactone head, an acyl chain from 10-14 carbons, and an oxo or hydroxyl substitution at
carbon-3 [27,36,43]. Our chemical modifications aimed at challenging each of these requirements and
identifying analogues of 3-oxo-C12-HSL with valuable activity.
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Eight molecules (2, 9, 26, 27, 42, 43, and 44) were chosen to investigate the influence of ketone
substitution, acyl chain length, substitution, and saturation. Fifteen analogues with modified
headgroups but that retained the other native patterns (12-carbon-long acyl chain and 3-oxo substitution)
were synthesized to study the involvement of the lactone headgroup in activity. The headgroups
were selected according to four parameters: the stereochemistry of the x-carbon to the lactone ring,
the influence of electron-donating atoms in the ring, the ring size, and the capacity to be hydrolyzed.

The stereochemistry of the lactone is crucial in natural AHL, where only the (L)-enantiomer
is active. Chhabra et al. have in particular demonstrated that the immunomodulatory activity of
AHLs depended critically on their (L)-conformation [27]. Where possible, the (S)-stereochemistry was
conserved and the reverse enantiomer was synthesized for comparison, while some headgroups were
voluntarily selected for their planar structure. All headgroups but one included electron-donating
atoms, whose lone pairs promote H-bonds formation and non-covalent interactions of the molecule
in its active site. Most of the synthetic compounds cannot be hydrolyzed because they are resistant
to lactonolysis. Three hydrolysable molecules were included: the (R)-lactone and thiolactone rings
remain sensitive to hydrolysis.

3.3. Structure—Activity Relationship in AHL and Analogues

Our molecular library highlighted conservative and deleterious modifications to AHL cellular
activity. Overall, we confirmed the need for the acyl chain and carbon-3 substitution. Maximum
activity is achieved with 12-14 carbon-long chains, and carbon substitution with linear heteroatoms
has moderate effects. Addition of large groups on C3 abolishes activity, while the complete
removal of substituent weakens it. Results on AHL ring substitution have widened the spectrum
of possibilities, until now believed to be restricted to homoserine groups only. Headgroups that
retained activity include the homocysteine lactone rings, amino-cyclohexanol, and amino-chlorophenol.
Surprisingly, the thiolactone group, closest to native HSL in terms of structure, retained good
biological activity but was not the most active. Both lead candidates (S,S)-3-ox0-C12-ACH and
3-0x0-C12-2-amino-4-chlorophenol exhibit common features: they are 6-membered rings with hydroxyl
group in the ortho position. The major difference is the nature of those rings, which impacts their 3D
structures and spatial interactions. Aromatic rings are less flexible than saturated rings and cannot
accommodate to best fit their receptor, but their locked conformation can confer energetic advantages.
This assumption should, however, be verified by proper docking and partner investigation.

Bacterial results are in accordance with the published literature. Modest modifications of the
alkyl chain have important impacts on the molecule capacity to bind the LasR receptor. Only tail
length ranging from 10-14 carbons retains activity in the nanomolar range, including analogues with a
heteroatom. Besides length, alkyl chain flexibility seems required to retain activity, as confirmed in the
literature [44,45]. Smith et al. pioneered the investigation of AHL analogues with aminocyclohexanol
headgroups. The group described the (S,5)-isomer (30) as a LasR agonist with inducing properties
similar to that of native 3-oxo-C12-HSL [46]. The authors hypothesized that the hydroxyl group of
amino-cyclohexanol appropriately mimics the carbonyl group of native AHL to participate in H-bonds,
while the cyclohexane ring mimics the ring structure in hydrophobic interactions.

Aromatic AHL analogues have been described as LasR antagonists by several groups [25,46-49].
Observing that both (35) and a 2-aminophenol AHL analogue exhibited similar LasR antagonisms,
Smith et al. assumed the pattern of adjacent hydroxyl and amino groups was required for activity
in aromatic rings, like in aminocyclohexanol analogues. The unsaturated carbon bonds would then
create a difference in behavior between agonism and antagonism.

Itis important to note that 3-oxo-C12-2-amino-4-chlorophenol (35) best meets the criteria we defined
for lead candidate. On top of demonstrating improved activity on mammalian cell assays and being
PON-resistant, this analogue does not positively modulate the bacteria LasR receptor. The molecule is
furthermore not toxic for bacterial populations. Bactericidal properties could indeed be deleterious in
dysbiotic and immuno-compromised individuals, as they would make ecological niches available for
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colonization by pathogenic bacterial communities. In contrast, analogue (5,5)-3-oxo0-C12-ACH (30)
exhibits promising activity on mammalian models, but its LasR agonistic behavior might prevent it
from future in vivo experimentation.

3.4. Future Work

Form our results, one can imagine testing molecules of interest, such as the 3-oxo0-C12-2-amino-
4-chlorophenol, in vivo. Indeed, our study paved the way to understanding the relationships between
AHL-derived molecules in an environment as complex as the intestine. The stability of the molecule,
the absence of recognition by AHL receptors, and its anti-inflammatory effect on murine macrophages
indicate the next steps of our study. In this setting, a murine model of colitis appears a good model
to evaluate the impact of (35) on gut inflammation without modifying gut microbiota. Another
implementation of our work could be to synthesize labelled AHLs of interest to perform molecular
imaging and functional assays. Labelling could be done at multiple positions. The substitution should
preserve the whole structure and be “transparent”. We are currently thinking of short PEG groups
attached to a biotin or a fluorescein in position C12, or on the 3-keto group. The resulting fluorescent
analogue (35) could then be used for cell and tissue imaging, and to localize and follow the fate of the
compound in epithelial and immune cells. Using the same method, a biotinylated molecule could help
identify molecular partners in vivo. For instance, AHL-coated beads can be used to extract relevant
ligand proteins from human intestinal epithelial Caco-2/TC7 cells. This technique was already proven
successful in finding eukaryotic ligands (T2R38 and IQGAP1) of the 3-oxo-C12 AHL [50,51].

To conclude, gut microbiota mutually interacts with co-evolved host epithelial and immune
cells in a beneficial reciprocal relationship. QS-signaling of bacteria probably contribute substantially
to establishing symbiotic interactions in some cross-kingdom interactive dynamics. Searching for
QS-derived molecules to control host immune responses appears to be a completely novel and original
approach from a medical perspective. Our study opens this new field of research showing that
more stable and efficient anti-inflammatory molecules derived from AHLs can be found. Moreover,
development of such an approach could help in understanding the mechanisms of action and
degradation of these diffusible signaling molecules that impact human gut physiology.

4. Materials and Methods

4.1. Reagents

2-hydroxyquinoline, 3-oxo-C12-HSL, and sterile DMSO were bought from Sigma. All chemical
reagents were purchased from commercial suppliers Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA) and TCI
Chemicals (Paris, France), and used without further purification.

4.2. Cell Culture Methods

Caco-2/TC7 cells were seeded at 10° cells/well in 6-well plastic culture plates and maintained in
high glucose medium (DMEM GlutaMAX 4.5 g/L glucose, ThermoFisher Scientific Waltham, MA, USA)
supplemented with 20% heat-inactivated fetal calf serum (FCS, GE Healthcare, Life Science, Chicago, IL,
USA), 1% non-essential amino acids NEAA, and 1% penicillin-streptomycin (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA). The cells were cultured at 37 °C in a 10% CO,/air atmosphere. The media were
changed every day. Confluency was reached on day 6. On day 17, the cells were serum-starved,
and used for stimulation on day 18.

RAW264.7 murine macrophage cells (ATCC, Manassas, VA, USA) were cultured in DMEM
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum and 1% 200 mM L-glutamine (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). The macrophages were seeded at 40,000 cells/well in 24-well plates,
upon reaching 80-90% confluence after 4-day culture. The cells were maintained at 37 °C with 5%
COy/air atmosphere and the media were changed every other day.
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4.3. Cell Stimulation Protocols

For stimulation, Caco-2/TC7 cell medium was serum-free and supplemented with 100 uM 2-HQ
(Sigma, Saint-Louis, Missouri, USA). The cells were incubated for 18 h at 37 °C with stimulation
medium containing 0.1% DMSO or tested compounds, with or without a pro-inflammatory cytokine
(IL-18 at 25 ng/mL). After 18 h, the supernatants were collected, and stored at —80 °C before IL-8
quantification by ELISA (Duoset Human CXCLS8/IL-8, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), according
to manufacturer’s instructions. Cells were washed with PBS 1X and lysed in PBS 1X containing 1%
triton X-100. Cells were harvested by scraping and stored at —80 °C before protein quantification by
BCA assay (Interchim, Montlucon, France).

RAW?264.7 cells were incubated for 6 h at 37 °C with stimulation medium containing 0.1% DMSO
or tested compounds, with or without LPS (10 ng/mL, Sigma, Saint-Louis, Missouri, USA) and IFN-y
(20 U/mL, R&D systems, Minneapolis, MN, USA) to establish inflammation. After 6 h, the supernatants
were collected, and stored at —80 °C before IL-6 quantification by ELISA (BD OptEIA Mouse 11-6
ELISA Set kit BD Biosciences, Eysins, Vaud. Switzerland), according to manufacturer’s instructions.
Cells were harvested by scraping and stored at —80 °C before protein quantification by BCA assay
(Interchim, Montlucon, France).

Cytotoxicity was monitored via the dosage of LDH released. LDH assays (Roche, Basel,
Switzerland) were performed immediately before freezing. All cell experiments were done in triplicates.

4.4. Bacterial AHL Receptor Reporter Assay

The AHL receptor reporter strain contains a pSB1075 plasmid with genes encoding for tetracycline
resistance and expression of the Pseudomonas aeruginosa AHL receptor LasR, as well as a fusion gene
from the LasR promotor and the luxCDABE gene from Photorhabdus luminescens. On day 1, a 1/100
dilution of the bacterial strain (P1) was grown for 24 h at 37 °C under agitation in LB medium containing
tetracycline. The bacterial culture was diluted on day 2, and in a black 96-well plate were placed
200 uL of P2 and 10 pL of compound (medium, water, and DMSO for negative controls, C4-HSL and
3-0x0-C12-HSL for positive controls, or tested sample). The plate was incubated for 4 h at 37 °C under
agitation. Luminescence was read at endpoint at all wavelengths on a microplate reader. Data were
normalized using the 3-oxo-C12-HSL as a 100%-induction response as a means for comparison.

4.5. Chemical Synthetic Procedures

Unless otherwise stated, all reactions were performed under argon atmosphere in dry glassware.

4.5.1. Total Synthesis of 3-Oxo-substituted Natural AHL and Analogues

The appropriate carboxylic acid was conjugated to Meldrum's acid by EDC- and DMAP-mediated
coupling. The resulting Meldrum’s acid derivative 5a-c underwent methanolysis by reflux in
excess methanol. The ketone of the resulting 3-ketomethyl ester 6a-c was then ketal-protected
with ethylene glycol in toluene, to afford the ketal-protected methyl ester 7a-c. The methyl ester was
then removed through basic hydrolysis using NaOH in THE, to afford the free carboxylic acid 8a-c.
The resulting ketal-protected carboxylic acid was linked to the appropriate headgroup, by means of
EDC- and DMAP-mediated coupling in DCM. The ketone of the final intermediates 9-25 was freed by
ketal-removal in TFA and water, to afford the desired final products 26—41. If necessary, at any stage of
this synthesis, the intermediate was purified by flash chromatography [22,24-27,47,52,53].

4.5.2. Synthesis of Terminal Azido-Carboxylic Acids

The appropriate bromo-carboxylic acid (1.0 equiv) and sodium azide (1.5 equiv) were dissolved in
DME. The reaction was heated to 60 °C and stirred overnight under an argon atmosphere. At completion,
the solvent was removed under reduced pressure. The resulting oil was dissolved in a 1:1:1 (v/v/v)
mixture of EtOAc, H,O, and brine. Organic compounds were extracted with EtOAc and washed with
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half-saturated brine before drying (magnesium sulfate). Solvents were removed under vacuo to afford
product as an oil [54].

4.5.3. Synthesis of Non-3-Substituted AHLs

To a stirred solution of (5)-(—)-(«)-amino-butyrolactone hydrochloride (1.0 equiv) in DCM were
added Et3N (2.2 equiv) and the appropriate acyl chloride (1.0 equiv), on an ice bath. After dissolution,
the ice bath was removed, and the mixture allowed to rise to room temperature. It was then stirred
overnight at room temperature. At completion, the reaction mixture was washed with 1M HCl and
brine, dried, and solvents were removed under vacuo to afford the desired product. If necessary,
the product was purified by flash chromatography in EtOAc/cyclohexane [55].

4.5.4. Synthesis of 3-Acyltetramic Acids from 3-Oxo-C12-HSL

A solution of 0.5 M sodium methoxide in methanol (1.0 equiv) was added to a stirred solution of
3-0x0-C12-HSL (1.0 equiv) in methanol. The reaction mixture was stirred for 3 h at 55 °C and then
overnight at 50 °C. The mixture was cooled to room temperature and then passed through an acidic
ion exchange resin. The resin was eluted with MeOH, the eluents combined, and concentrated in
vacuo to afford the desired tetramic acid as a solid. If necessary, the product was purified by flash
chromatography [56,57].

4.6. Mass Spectrometry: Tandem LC/MS-MS

Evaluation of AHL half-life in cell culture medium at room temperature: The AHL was dissolved
at 15 uM in DMEM GlutaMax and the solution stirred at room temperature. Samples (1 mL) were
taken at intervals over 24 h, and extracted twice with 1 mL EtOAc, then acidified with 1M HClI
solution to decrease pH to approximately 4-5, and extracted again with 1 mL EtOAc. All aqueous
and organics phases were stored at —80 °C before treatment and analysis. For MS sample preparation,
the organic extracts and aqueous phases were evaporated under a nitrogen stream at 50 °C. The residues
were dissolved in 250 L MeOH (HPLC grade) and placed in 2 mL MS vials (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) equipped with 250 puL inserts (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

4.7. Kinetic Study of AHL Cellular Entry

Eighteen-day-old serum-starved Caco-2/TC7 were incubated with 1 mL/well of starvation medium
containing 15 uM 3-oxo-C12-HSL, with or without 100 uM 2-HQ. At regular intervals, supernatants
of selected wells were removed and placed in 1.5 mL Eppendorf microtubes, while the cells were
scrapped in 500 pL ice-cold PBS 1X and lysed by sonication. All samples were extracted twice with
EtOAc using a vortex and 3 min centrifugation at 5000 rpm. Aqueous phases were acidified with 20 pL
of 1M HCl solution to bring the pH to 4, and extracted with EtOAc again following the same protocol.
All aqueous and organics phases were stored at —80 °C before treatment and analysis. MS sample
preparation was achieved as previously described.

4.8. AHL Detection by Tandem HPLC-MS/MS

The chromatographic separation of compounds was carried out on a Zorbax eclipse XDB-C18
column (Agilent Technology, Santa Clara, CA, USA) fitted on an Agilent 1100 tandem HPLC-MS/MS
system. Column’s temperature was 45 °C. Then, 5 uL of compound solution were injected. The mobile
phases consisted of (A) water with 0.1% formic acid and (B) acetonitrile with 0.1% formic acid in an
80:20 starting ratio, respectively. The linear gradient for AHL elution was programmed as follows:
After increasing B in A from 20% to 40% over 5 min, and from 40% to 95% over 15 min, the gradient
was kept constant over 10 min before 5 min re-equilibration (overall run time 35 min). Separation
was achieved at a flow rate of 0.4 mL/min. This method allowed for separation of AHLs based
on hydrophobicity.
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Mass spectra were obtained using an API® 2000 Q-Trap (AB-Sciex, Villebon sur Yvette, France)
equipped with a Turbolon electrospray set in the positive mode with nitrogen as the nebulizer gas.
The ion source temperature was set at 350 °C. Declustering and entrance potentials were set at 60 V and
5000 V, respectively. Data were acquired by the Analyst® software (version 1.4.2, AB-Sciex, Villebon
sur Yvette, France) in the multiple reaction monitoring mode.

AHL quantification was expressed in pmol/L after calibration with commercially available
3-0x0-C12-HSL and normalization relative to the internal standard N-butyryl-L-homoserinelactone-d5
(C4-d5-HSL, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA).

4.9. Statistical Analysis

All data are represented as mean + SEM of independent experiments and were tested for gaussian
distribution. Statistical significance was examined by means of one-way ANOVA associated with
post-test. Differences were considered significant at p < 0.05. All statistical analyses were realized
using software Prism 6.0, GraphPad.

5. Patents

A patent “Analogues of N-acyl-homoserine lactones and Pharmaceutical composition comprising
them” PAT2602795PC00 has been registered in France and submitted to the European Office of La
Haye PCT/EP2020/079913 (23 October 2020).

Supplementary Materials: Supplementary Materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/24/9448/s1.
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Abbreviations

2-HQ 2-hydroxyquinoline

ACH Amino-cyclohexanol

AHL N-Acyl Homoserine Lactone
DCM Dichloromethane

DMAP 4-dimethylaminopyridine
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxide

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
HSL Homoserine Lactone

IFNy Interleukine-8

LPS Interferon-y

IL-8 Lipopolysaccharide

PON Paraoxonase

QS Quorum Sensing
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Abstract

Bacteria are known to communicate with each other and regulate their activities in
social networks by secreting and sensing signaling molecules called autoinducers, a
process known as quorum sensing (QS). This is a growing area of research in which
we are expanding our understanding of how bacteria collectively modify their
behavior but are also involved in the crosstalk between the host and gut microbiomes.
This is particularly relevant in the case of pathologies associated with dysbiosis or
disorders of the intestinal ecosystem. This review will examine the different QS
systems and the evidence for their presence in the intestinal ecosystem. We will also
provide clues on the role of QS molecules that may exert, directly or indirectly through
their bacterial gossip, an influence on intestinal epithelial barrier function, intestinal
inflammation, and intestinal carcinogenesis. This review aims to provide evidence on
the role of QS molecules in gut physiology and the potential shared by this new player.
Better understanding the impact of intestinal bacterial social networks and ultimately
developing new therapeutic strategies to control intestinal disorders remains a

challenge that needs to be addressed in the future.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease; Quorum Sensing; gut microbiota; Dysbiosis;

Inflammation; Intestinal barrier

Core tip:

Host-microbiota interactions play a crucial role in the pathophysiology of many
intestinal diseases. While biological components have been repeatedly described, a
largely overlooked component is quorum sensing (QS), a density-dependent system
able to coordinate bacterial responses and interact with host cells constantly exposed
to bacteria. This review intends to describe the different QS systems to show evidence
that QS is part of the intestinal ecosystem and highlight its impact on intestinal
epithelial barrier function, inflammation, and intestinal carcinogenesis. From this

report, we open up a new area of intestinal physiology.



INTRODUCTION

Gut microbiota mutually interacts with coevolved host epithelial and immune cells in
a beneficial reciprocal relationship!!l. The advent of multi-omics sequencing in the past
decade has allowed researchers to investigate the complexity of the intestinal
microbiota in various human disordersl?l. Many lines of evidence support a role for
alteration of gut microbiota (dysbiosis) in the development or perpetuation of
inflammatory and metabolic disorders; recent data pointed out the consequences of
dysbiosis on host-microbiota interactions in this setting[® 4. Currently, gut microbiota
metabolites recognized as the main drivers of the impact of gut microbiota on hosts
are short-chain fatty acids, branched-chain amino acids, trimethylamine N-oxide, bile
acids, tryptophan, and indole derivativesl® 3. A largely overlooked component is
diffusible signaling molecules, which modulate the physiological response in the three
domains of lifel®. A particular class of these signaling compounds is represented by
bacterial quorum sensing molecules called autoinducers (Als). Quorum sensing (QS)
is a density-dependent mechanism allowing bacterial populations to coordinate gene
expression and physiology by modulating, for example, metabolic pathways, secretion
of virulence factors, or biofilm formation in response to AIl”l. Drawing on its density-
dependent nature, it can be hypothesized that the production of bacterial signaling
molecules is abundant in the highly densely populated environment of the
mammalian intestinal tract.

Moreover, since several eukaryotic systems from fungi to plants and animals are
known to recognize and respond to bacterial signaling compounds, it seems likely that
human intestinal cells constantly exposed to bacterial compounds might also have
developed response mechanisms to Al with consequences on intestinal physiologylsl.
The purpose of this current review is to provide clues to consider bacterial QS as a new
actor of host-microbiota interactions. We will start by presenting the bacterial QS
systems and evidence of QS in the gut. We will then provide an overview of the impact
of QS molecules on host cell functions within the gut. Finally, we will investigate how
modulation of the QS could be thought of as a therapeutic option, determine the key

challenges, and suggest directions for future QS research.



I- QUORUM SENSING: GOSSIP IN A BACTERIAL WORLD
In the conventional view of prokaryotic existence, bacteria live as unicellular
organisms, with responses to external stimuli limited to detecting chemical and
physical signals of environmental origin. This view of bacteriology is now recognized
as overly simplistic because bacteria communicate through small ‘hormone-like’
organic compounds. QS is a bacterial cell-cell communication process that involves the
production, detection, and response to extracellular signaling molecules called Al Al
enables bacteria to perceive and respond to temporal and contiguous environments
and coordinates the behavior of colonies by altering gene expression. QS controls
genes that direct beneficial activities when performed by groups of bacteria acting in
synchrony. Processes controlled by QS include bioluminescence, sporulation,
competence, antibiotic production, biofilm formation, and virulence factor secretion
(Figure 1A). Similar to languages between humans, these signals vary between species.
Some bacterial species can interpret many different signals, while others respond to a
few. The first such system was described in 1979 in Vibrio fischeril®} a symbiotic species
that provides marine eukaryotic hosts with light. Light emission depends on
transcription of the luciferase operon, which occurs when the cell population density
is sufficient to produce a threshold accumulation of a secreted Al, a specific N-acyl
Homoserine Lactone (AHL). It was only in 1994 that the term quorum sensing was
first used to introduce the idea of a minimal population (quorum) that was needed to
trigger a group behavior thanks to a signalll%l. The science of studying group behavior
in microorganisms has even been named "sociomicrobiology" [111.
L1 Different ways of talking
Bacterial quorum sensing is highly complex and mediates communications thanks to
the diversity of its different systems. QS systems can be divided into systems specific
to species and mediating communication between (i) Gram-positive bacteria, (ii)
Gram-negative bacteria, and (iii) interspecies systems (Table 1 and Figure 1).
QS in Gram-positive species is driven in most cases by 5-17 amino acid oligopeptides
(AIPs for Autolnducer Peptides), which are detected by membrane receptors

belonging to the histidine kinase family and are involved in virulence or



competencell?l. In addition, y-butyrolactones are produced and integrated by
Streptomyces sp. as signals controlling antibiotic production’3l or metabolism!4].

QS in Gram-negative bacteria relies on a high diversity of different systems, with some
bacteria, such as Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), possessing several QS systems
(Table 1). The expression of over 300 genes is regulated by QS. The most common
system is driven by Al-1 molecules belonging to the AHL family, which are constituted
by a homoserine lactone ring carrying a 4-18 carbon acyl chain. The lengths and
modifications of the acyl chain give each AHL its species specificity[!®l. The first
described model is the Vibrio fischeri system, in which N-3-oxohexanoyl-homoserine
lactone (3-0x0-C6) is synthesized by LuxI synthase and passively diffuses out of the
cell and enters another bacterium in which it binds its receptor LuxR[®l (Figure 1B).
Above a threshold, the AHL/receptor binds a consensus DNA sequence, thus
triggering luciferase expression(!”l. This model applies to all AHL systems (Table 1 and
Figure 1B). The system involves a positive feedback loop, thus promoting QS
activation at the population scale (Figure 1B). To date, numerous homologous systems
(i.e., genes coding synthases and receptors) have been described in many gram-
negative bacteria, including over 70 Proteobacteria species 18] (Table 1).

Other Gram-negative QS systems involve the AI-3 molecule, initially identified in
enterohemorrhagic E. coli (EHEC) serotype O157:H7[°l. AI-3 regulates flagellar genes
and pathogenicity!20 21l and is thought to be present in other enteropathogens (Table
1). A recent study!??l uncovered the structure of Al-3 and its natural analogs, including
the prominent analog in mouse feces in vivo, which belongs to the pyrazinone family.
The authors showed that various gram-negative and Gram-positive bacteria produce
AI-3 analogs, thus redefining the specificity of AI-3 molecules.

Last, the third type of QS system has been identified in Gram-negative bacteria such
as EHEC or Vibrio species and Gram-positive bacteria such as Salmonella enterical? 241,
It relies on AI-2 molecules such as S-THMF-borate (for (2S,4S)-2-methyl-2,3,3’,4-
tetrahydroxy-tetrahydrofurane-borate)?>l and R-THMF (for (2R,4S)-2-methyl-2,3,3’,4-
tetrahydroxy-tetrahydro furane)?¢l. AIl-2 has now been found in various bacterial
species in which it regulates many processes(?’l and is proposed to mediate poly-

species communication (Figure 1C).



In addition, indole is produced from tryptophan (Trp) by Gram-negative and Gram-
positive commensal and pathogenic bacteria displaying tryptophanase activity[28-31l.
As the source of tryptophan is supplied by the diet and cannot be synthesized
endogenously, either by bacteria or by the host, indole is a bacterial byproduct of Trp
metabolism. However, in recent years, some authors have considered indole to be a
QS molecule, as it is produced in a density-dependent manner and regulates several
bacterial physiological processes, such as the formation of spores or biofilms, virulence
traits, bacterial motility, and drug resistancel?® 32 331,

The versatility of QS systems and their autoinducer molecules highlights the
complexity of communication and thus emphasizes the key role QS could play in a

diverse ecosystem: the intestinal microbiota.

L2 Quorum sensing in the gut

The study of QS in the gut is still a relatively recent matter of interest, as QS is generally
addressed from the pathogenic bacterium Pseudomonas aeruginosa point of view in the
lung ecosystem. However, many arguments suggest that QS is a new player in the gut
ecosystem.

1.2.1 AHLs in the gut

As part of the eavesdropping mechanism, some bacteria from the human gut can sense
AHLs from other species (Figure 1A). Gram-negative bacilli such as E. coli,
Enterobacter, or Klebsiella express the receptor SdiA, which can sense AHL, without
producing such a signal34l. The opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa, which
targets the digestive tract in severely immune-compromised patientsl3> 3¢, and the
more common enteropathogen Yersinia enterolitica are known to produce AHLs[.
Analyses from sequencing databases have shown the presence of LuxI/LuxR
homologs in a few commensals: Hafnia alvei, Edwardsiella tarda, and Ralstonia sp. strain
5_7_47FAA P¥7l. However, the latter article did not demonstrate the presence of AHLs
but only homologs of the genes coding for the synthase complex and the receptor. A
cohort low sample size pediatric study (n=4) demonstrated, thanks to bacterial
reporter systems, the presence of AHLs in the feces of patients without identifying

them[38l. Our team investigated the question of AHLs in the human gut in the context



of inflammatory bowel disease (IBD). With high-resolution mass spectrometry, we
identified approximately ten AHLs in the feces of healthy patients, IBD patients in

remission, and flarel39. We also found a never-described AHL, 3-oxo-C12:2-HSL, that

was less represented in IBD patients, especially in flares than in healthy subjects[39].

1.2.2. AI-2 in the gut

AI-2 presence in the gut has been reported by several articles [ 40, 41l but is mainly
linked to pathogenic bacteria such as enterohemorrhagic E. colill®l. As Al-2 is
considered a “universal language”, it is not surprising to find this Al in an ecosystem
as diverse as the gut microbiota.

Thompson et al. showed that most Firmicutes contain LuxS protein orthologs, an
important enzyme that allows AI-2 production?l. In contrast, its presence is less
represented in Bacteroidetes. Mutant E. coli engineered to regulate AI-2 levels in the
mouse gut counteract antibiotic-induced dysbiosis#2l. AI-2 produced by E. coli benefits
Firmicutes while restraining Bacteroidetes representation!#?, suggesting an important

role of Al-2 in the gut ecosystem.

L1.2.3. Other QS signals

Concerning other QS signals, there is less proof of their implications in gut microbiota.
A recent study showed a correlation between indole and Clostridioides difficile infection
(CDI) with higher indole concentrations for patients with CDI than for CDI-negative
patients with diarrheal*3l. C. difficile induces indole production through overexpression
of the tryptophanase gene tnaA in enterotoxigenic E. coli and other indole-producing
anaerobes. This increased indole level has been shown to be detrimental to some of the

beneficial bacteria and favors C. difficile colonization.

These mechanisms collectively suggest a complex QS network between bacteria in the
gut ecosystem. The key issue is now to decode every language to fully understand its

potential in host-microbiota interactions.



1.3 Gossip in the gut: direct dialog with the host and indirect effects through bacterial
behavior

In an ecosystem as networked and complex as that in the gut, bacterial communication
has to be seen from a large perspective, with multiple bacterial populations
crosstalking to each other through eavesdropping or crosstalking between species
(Figure 1A). Therefore, the question of how QS affects the host can be addressed in
two ways (Figure 2).

QS modulates microorganism metabolism, which in turn can affect the host’s
physiology; one could consider this to be an indirect effect of QS molecules on the host
(Figure 2). Bacterial metabolism modifies beneficial byproducts such as short-chain
fatty acids (SFCAs) and bile acids[*?l. By modulating intestinal microbiota composition,
QS can indirectly influence gut physiology by promoting deleterious or beneficial
bacteria (Figure 2). Thompson et al. demonstrated that AI-2 modulates dysbiotic
microbiota composition by enhancing Firmicutes growthl42l. Several reports in vitro
and in vivo describe how enteropathogens can signal through QS to commensals and
trigger the expression of toxins, virulence factors, and biofilm formation/*4-4¢l. In
addition, AI-3 controls the genes that enable enterohemorrhagic Escherichia coli to
cause lesions by the attachment and effacing process!9l.

The question addressed in this review is how quorum-sensing molecules can directly

affect the host, independent of the producing bacteria (Figure 2).

II- HOST: “YOU’VE GOT MAIL”

As discussed above, it remains largely unknown how the microbial communities
hosted in the gut lumen use quorum sensing communication systems. However, there
is evidence that at least several bacterial species commonly found in the
gastrointestinal tract have the capacity to synthesize QS moleculesl® 8 3.

Studies on the impact of QS molecules on the biology of intestinal host cells have
focused on key actors of barrier function and the immune response. Intestinal barrier
function includes the ability of epithelial cells to form (i) a selective barrier whose
permeability is controlled by cell-cell junctionsl*’], (ii) synthesize a protective mucus

layer and antimicrobial peptidesl*s #], and (iii) secrete cytokines and chemokines



allowing appropriate crosstalk with the underlying immune compartment. The
intestinal immune system is involved in tolerogenic or inflammatory responses to the
commensal microbiota or pathobionts/pathogens!® 51l and it represents the largest
immune organ in the body. Intestinal epithelial cells, intraepithelial lymphocytes, and
immune cells located in the lamina propria are involved in the modulation of

immunity and inflammation by microbiotal>2.

The impact of QS molecules on barrier function and the immune response has been
mainly studied in the context of host-pathogen interactions, probably because most of
the data rely on AHLs produced by P. aeruginosa. However, evidence of the presence
of QS molecules in the healthy intestinal lumen has led to further study on their effects
on the host compartment, including barrier function, inflammatory process, and

carcinogenesis.

I1.1 Effects of quorum-sensing molecules on intestinal epithelial barrier function
I1.1.1. Acyl Homoserine Lactones

3-o0x0-C12-HSL produced by P. aeruginosa is probably the QS molecule whose effects
on the barrier function of epithelial cells have been the most studied during the last
two decadesl®3l. P. aeruginosa synthesizes various virulence factors, which act
synergistically with QS molecules to destabilize cell-cell junctions and promote
bacterial transmigration across epithelial and endothelial barriers(>4.

3-0x0-C12-HSL induces an increase in paracellular permeability to ions and
macromolecules®5-¢0] (Table 2). This deleterious effect of 3-oxo-C12-HSL on barrier
function is accompanied by an alteration of tight junctions (TJs) (Figure 3). In the Caco-
2 intestinal epithelial cell line, 3-ox0-C12-HSL induced a decrease in the expression, as
well as mislocalization, of the TJ proteins occludin, tricellulin, ZO- 1, ZO-3, JAM-A,
and of the adherent junction proteins E-cadherin and p-catenin 55 58-611 (Table 2). Loss
of occludin/ZO-1 and tricellulin/ ZO-1 interaction at the plasma membrane suggested
the dismantling of T] protein complexesl®ll. In addition, hyperphosphorylation of
occludin, ZO-1, ZO-3, JAM-A, E-cadherin, and B-catenin on tyrosine residues (as well

as serine and threonine for E-cadherin and ZO-1) was reported in the presence of 3-



0x0-C12-HSL, whereas the serine and threonine residues of occludin, JAM-A and f3-

catenin were less phosphorylated[58 5.

Several signaling mechanisms, including p38 and p42/44 MAP kinases [ [€0], Ca2*
releasel®”, 58], matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-3 via protease-activated
receptor (PAR) signaling[®l and oxidative stressl®2], have been implicated in 3-oxo-C12-
HSL effects on junctional proteins and on the concomitant increase in permeability

(Table 2).

As discussed above, the most prominent AHL detected in the human intestinal
ecosystem is unsaturated 3-oxo-C12:2-HSLBl. Despite a high structural homology
with the P. aeruginosa 3-oxo-C12-HSL, this intestinal AHL has recently been found to
have opposite properties concerning barrier function (Table 2). In contrast to 3-oxo-
C12-HSL, 3-ox0-C12:2-HSL does not increase paracellular permeability in Caco-2/TC7
enterocytic cellsl® 61l Most importantly, 3-oxo-C12:2-HSL can limit T] disruption
induced by the proinflammatory cytokines interferon-y (IFN-y) and tumor necrosis
factor-a (TNF-a)l¢ll (Figure 3). In these conditions mimicking intestinal inflammation
encountered, for example, in IBD, 3-ox0-C12:2-HSL maintains the interaction of the T]
transmembrane proteins occludin and tricellulin with their main cytoplasmic partner
ZO-1. It limits cytokine-induced occludin and tricellulin ubiquitination and the
interaction of these TJ] proteins with the E3 ubiquitin ligase itch, suggesting
stabilization of T] complexes at the plasma membrane in inflammatory conditions.
Altogether, these results show that “commensal” intestinal 3-oxo-C12:2-HSL mitigates
the deleterious effects of the inflammatory environment on TJs, which are key actors
in epithelial barrier functionl(®ll.

Epithelial barrier disruption may combine TJ alteration and an unrestricted passage,
which occurs following epithelial damage, generated, for example, by cell apoptosis
upon exposure to harmful molecules such as high doses of proinflammatory
cytokinesl®3-65. This TJ-independent breaking of the barrier allows translocation of
large particles such as large proteins, entire bacteria, and viruses, which a priori cannot
cross the epithelium through the paracellular route even in conditions where TJs are

“open”l®®l. The 3-oxo0-C12-HSL produced by P. aeruginosa exerts cytotoxic effects,



particularly through apoptosis induction, in numerous cell types, including the
intestinal and colonic epithelial cell lines LS174T[67-6%1, Caco-2[70) and CT26l62] (Table 2
and Figure 3). Apoptosis triggered by 3-oxo-C12-HSL relies on oxidative stress and
caspase-dependent processesl®? ¢l whereas short-chain C4-HSL does not exert any
apoptotic effectsl®’l. Interestingly, the increase in paracellular permeability to
macromolecules induced by 3-oxo-C12-HSL was dramatically exacerbated in Caco-
2/TC7 cells cultured in the presence of IFN-y and TNF-a or cocultured with THP-1
activated monocytic cellslll. These synergistic effects on barrier disruption probably
rely on epithelial cell apoptosis, as they are abolished by a caspase inhibitor
(unpublished results). In contrast, intestinal AHL 3-ox0-C12:2-HSL neither exerts
cytotoxic effects nor synergizes with proinflammatory cytokines to disrupt the
epithelial barrierl®1l.

Epithelial injury accompanying acute inflammatory conditions is followed by a re-
epithelialization phase, during which cell migration plays an important rolel”ll.
Interestingly, 3-oxo-C12-HSL has been shown to dose-dependently modulate Caco-2
cell migration in a wound-healing assay and interact directly with the GTPase
activating protein IQGAP1 stressing a potential role of AHL in cytoskeletal
reorganization 2 (Table 2).

Another key actor of the intestinal physical barrier is the mucus layer, which is
essential to maintain segregation between luminal microorganisms and the
epithelium!*9l. 3-oxo0-C12-HSL induces reduced expression and production of Mucin 2
in LS174T cellsl®’], as well as a decrease in the levels of MUC3 mRNA in the Caco-2 cell
line cultivated in an undifferentiated statel”0! (Table 2 and Figure 3). Interestingly,
differentiated Caco-2 cells, which express higher levels of mucin 3, showed less
sensitivity to 3-oxo-C12-HSL-induced apoptosis in the latter study, and the addition
of mucin dose-dependently protected cells from apoptosis induced by this AHLI?0L

It must be specified that all these studies on barrier function were carried out with high
concentrations of AHLs (100-400 pM) (Table 2), knowing that the concentration of 3-
ox0-C12-HSL has been estimated to reach 600 pM in biofilms of P. aeruginosal’3l.

I1.1.2 Gram-positive quorum sensing peptides



The effects of AIP (Gram-positive bacteria) on intestinal barrier function are much less
documented than those of Gram-negative QS. Whereas most of the studies on the
effects of AIP on host inflammation describe the indirect effects of Al through the
modulation of bacterial metabolism, one article reported the direct effects of AIP.
Fujiya et al. [74] reported that Bacillus subtilis AIP, named competence and sporulation
factor (CSF), induces heat shock protein-27 (HSP27) expression and the p38/MAPK
pathway and reduces cell death and the loss of the epithelial barrier induced by
oxidative stress (Table 2 and Figure 3). Inducible HSPs are needed under stress and
help stabilize proteins to prevent denaturationl’l. B. subtilis is part of the normal
microbiota; it is also used as a commercial probiotic and is beneficial to the host.
Moreover, CSF seems to signal through a receptor named OCTN2 (organic
cation/carnitine transporter 2), and polymorphisms of this gene’s receptor are part of

the susceptibility locus of Crohn’s diseasel”4l.

I1.1.3 Indole

Indole exerts a beneficial role on TJ protein expression in several intestinal epithelial
cells 76791 (Table 2). Oral administration of indole to germ-free mice, which display
very low indole fecal levels, increased the expression of tight junction and adherens
junction-associated proteins in the colonic epithelium and improved their resistance
to dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis[”7l. Indole has been identified as an
endogenous agonist of aryl hydrocarbon receptor (AhR), which can compete for
receptor binding with well-known AhR ligands[8) several studies have also stressed
the key role of the AhR pathway in indole derivative protective effectsl81-83l.
Accordingly, several studies have shown that AhR activation strengthens the
epithelial barrier by protecting TJsl82 84871 (Figure 3) or by stimulating antimicrobial

peptide production via IL-22188 8],

I11.2 Effects of Quorumn Sensing molecules on immune response
In addition to their effects on the intestinal barrier, QS molecules were analyzed on

different actors of the immune compartment of the intestine, which is involved in



complex crosstalk with the epithelial compartment to maintain an appropriate
immune response toward the content of the intestinal lumen.

11.2.1 AHLs

Our group described that 3-oxo-C12:2-HSL, an AHL recently discovered in the human
gutlBl, exerts anti-inflammatory effects on intestinal epithelial cells. Intestinal
epithelial cells can secrete some cytokines, among which the chemokine IL-8 promotes
the recruitment of neutrophils in the mucosa and participates in the acute-phase
response (%0911 In a study comparing the effect of 3-oxo-C12:2-HSL to 3-oxo-C12-HSL
produced by P. aeruginosa, our group demonstrated in the human enterocytic Caco-
2/TC7 cell line that 3-oxo-C12:2-HSL, but not 3-oxo-C12-HSL, attenuated the
induction of IL-8 secretion induced by the proinflammatory cytokine IL-1p[3% 2] (Table
3 and Figure 3). This potential anti-inflammatory effect of 3-oxo-C12:2-HSL is
consistent with the hypothesis of a beneficial role of this AHL in gut ecosystems[3],
similarly to its protective effects on T] integrity described above. The impact of
intestinal 3-ox0-C12:2-HSL on immune cells remains largely unknown.

The effects of 3-oxo-C12-HSL depend on the concentration and cell type studied!® 3.
Telford et al.1 showed that 3-oxo-C12-HSL inhibits the production of TNF-a and IL-
12 (a cytokine involved in the T helper cell-1 type response (Thl-type response)) by
lipopolysaccharide (LPS)-activated macrophages at high concentrations and
stimulates the production of antibodies, particularly immunoglobulin G1 (IgG1),
which is an indicator of a Th2-type response at lower concentrations (Table 3).
Conversely, Smith et al.%l showed that 3-oxo-C12-HSL activates and promotes the
differentiation of naive T lymphocytes toward a Thl-like phenotype, while Ritchie et
al.1%] observed that 3-oxo-C12-HSL inhibits the differentiation of both Th1l and Th2 T
lymphocytes (Table 3). Altogether, these results demonstrated that 3-oxo-C12-HSL is
an immunomodulator of the Th1l/Th2 response. 3-oxo-C12-HSL and two other QS
molecules from P. aeruginosa, PQS (Pseudomonas quinolone signal), and HHQ (4-
hydroxy-2-heptylquinoline), suppress both innate and adaptive immune responses
acting on lymphoid cells, dendritic cells, and neutrophil monocytes/macrophages!?*
97, 98], 3-ox0-C12-HSL and PQS decreased the production of the cytokines IL-12 and

IFN-y by activated dendritic cells, which in turn decreased T-cell proliferation and



activity[®8-100] while promoting the induction of regulatory T-cells[®® (Table 3). 3-oxo-
C12-HSL provoked apoptosis of macrophages, neutrophils, and T lymphocytes
through activation of caspases and the mitochondrial apoptosis pathwayl101 102],
Several reports described inhibition of the nuclear factor-kappa B (NF-xB) pathway by
QS molecules from P. aeruginosa 931031061 and / or the activation of signaling pathways
such as p38 MAPKI1%, 107 (Table 3). It has been recently demonstrated that only long-
chain AHLs such as 3-oxo-C12-HSL modulate the phenotype of dendritic cells and the
type 2 immune response through mechanisms involving retinoic acid signaling and
the protein kinase AKTI106],

The molecular mechanisms involved in the effects of QS molecules from P. aeruginosa
on immune cells are independent of the Toll-like receptor pathwayl1%l], which is a
classical cell process involved in recognizing pathogen fragments. Some reports have
indicated that the perception of AHL by mammalian cells involves the bitter taste
receptor T2R38[108-110] which is widely expressed in the human digestive tract from the
tongue to the colon[l. Polymorphisms in the TAS2R38 gene may increase
susceptibility to infections and colorectal cancer(2l. It has been shown that these
receptors use inflammatory pathways, which differ according to the cell type and their
localization'3l. 3-0x0-C12-HSL binds to the transcription factor peroxisome
proliferator-activated receptor y (PPARy)!114], which has been proposed as a potential
receptor for AHL and seems to be involved in AHL proinflammatory effects[!15l.
Recently, Moura-Alvez et al.[170] showed that QS molecules produced by P. aeruginosa
modulated the activity of the transcription factor AhR, which plays an important role
in regulating innate and adaptive immunity{117 18],

Overall, it has been demonstrated that QS molecules from P. aeruginosa have an
immunosuppressive effect, allowing the pathogen to evade the immune system
during infection. It remains to be determined whether and by what mechanisms
endogenous intestinal 3-oxo-C12:2-HSL participates in controlling intestinal immunity
in health and diseases.

11.2.2 AI-2 and AI-3

AlI-2 is produced by both Gram-negative and Gram-positive bacteria and is mainly

studied for its role in bacteria-bacteria communication and the virulence of pathogenic



strains [8l. However, little is known about the effect of AI-2 on immune cells. In mice,
AI-2 administration has no effect by itself on cytokine expression but aggravates lung
inflammation during P. aeruginosa infection by interfering with QS molecules
produced by this pathogenl(!9]. In cultured macrophages, Al-2 induces the expression
of several cytokines and chemokines as well as the expression of TNFSF9 (TNF
superfamily member 9), a protein involved in the immune responsel#!] (Figure 3).

The AI-3 system is mainly described in enterohemorrhagic E. coli and is therefore
linked to the development of intestinal epithelial lesions, suggesting its
proinflammatory activityl'?0l (Table 3 and Figure 3). Indeed, AI-3 and its analogs
increase IL-8 secretion by THP-1 monocytes[?2l. Given that the AI-3 structure has only
been uncovered recently(??], the direct effect of this molecule on the host is poorly
known thus far. In addition, given that the AI-3 bacterial receptor can recognize host-
synthesized epinephrine/norepinephrine (Figure 3), one could suggest that
adrenergic receptors could recognize AI-3[1°l. However, it has been shown that AI-3
and its analogs do not activate or modulate adrenergic signalingl?2l.

11.2.3 Gram-positive autoinducer peptides (AIP)

The effects of Gram-positive AIP bacteria on inflammation are much less documented
than those of Gram-negative QS. Moreover, most of the studies on the effects of AIP
on host inflammation describe the indirect effects of Al through the modulation of
bacterial metabolism.

A study described that AIP could selectively cross intestinal epithelial cell Caco-2 cell
monolayers!?ll. Additionally, it has been reported that AIP can cross the highly
selective blood-brain barrier in vivol122l. These processes seem to be peptide-specific:
Clostridium acetobutylicum AIP easily penetrates the blood-brain barrier, while
Streptococcus pneumonia’s AIP crosses poorly [1221. This shows that small molecules such
as autoinducers affect the host's physiology beyond the gastrointestinal tract. For
instance, it has been described that AIP has various effects on muscle inflammation as
part of the gut-muscle axis. De Spiegleer et al. performed an extensive screening of 75
QS molecules on muscle cells. They demonstrated both pro- and anti-inflammatory
effects of four peptides from the genera Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, and

Bacillus, and some of those peptides have been described in the gut 121,



I1.2.4 Indole

Several studies have reported that indole exerts anti-inflammatory effects in the
intestine and protects against pathogenic infectionl'?®! (Table 3). AhR, an important
contributor to the maintenance of innate and adaptive immunity, drives most of these
effects, particularly in the intestinal mucosall17, 118, 124],

Several reports have shown altered tryptophan metabolism in gut inflammation in
humans and mice [81.125-127]. A decrease in endogenous indole was observed in human
feces from subjects with celiac disease or IBDI'?7]. This was associated with a decrease
in AhR activity in the intestinal mucosa. In parallel, an increase in tryptophan levels
in the same samples suggested that the gut microbiota-dependent metabolism of
tryptophan was altered'?”l. In mouse models of celiac disease and IBD, the
implantation of indole-producing bacteria increases AhR activity and protects them
from gut inflammation(®l. Interestingly, Moura-Alvez et al. showed that 3-oxo-C12-
HSL and HHQ had an inhibitory effect on AhR activity and could compete with well-
known activators of AhRIM¢l. This observation raises the question of potential
competition between several QS molecules for AhR-dependent modulation of innate

and adaptive immunity.

11.3 Effects of Quorum Sensing molecules on Carcinogenesis

There is growing evidence that gut microbiota dysbiosis plays a major role in
colorectal cancer (CRC) development['?8]. Indeed, modifications of commensal gut
microbiota in favor of opportunist bacteria promote intestinal inflammation, which is
well known as a driver event in CRC onset[!2% 130]. Thus, the concept of the “bacterial
driver-passenger model” highlights the crosstalk between host immunity and colonic
microbiotall3ll. For example, some driver pathogens, such as Bacteroides fragilis, have
been proposed to promote a strong Thl7 inflammatory responsel’32. This
proinflammatory microenvironment might favor colonization by opportunist
pathogens such as Fusobacterium spp. Accordingly, Fusobacteria-dominant biofilms
were associated with human CRCI33-1351 Altogether, these findings support that

polymicrobial interactions, and intercellular communications might play an important



role in CRC developmentli%]. Nevertheless, how bacteria communicate with

themselves and with the host during CRC remains poorly understood.

Recent findings provide new insights into the role of the QS molecule AI-2 in
intercellular communication during CRC. First, the AI-2 concentration is increased in
tumors compared to the surrounding normal tissue in human CRCI*. These levels
also correlate with the progression of the disease according to the CRC TNM (tumor
node and metastasis) scorel*ll. Regarding the tumor immune microenvironment, the
AI-2 concentration positively correlates with TNFSF9 expression, which is mainly
expressed by tumor-associated macrophages, and negatively correlates with the
CD4/CDS8 ratio, suggesting that AI-2 associates with the antitumor responsel*!l. At the
molecular level, it was demonstrated that AI-2 induces in vitro M1 polarization of
U987-derived macrophages through the TNFSF9 signaling pathwayll¥l. These
findings reveal that AI-2 could be an important factor linked to the immune tumor
microenvironment and shed light on the role of the quorum-sensing system during
CRC development and progression. Interestingly, mammalian epithelial cells are able
to produce AI-2 analog molecules that mimic Al-2 effects (Figure 3), illustrating the
complexity of bacteria-host crosstalk [43l. Thus, a better characterization of quorum
sensing molecules involved in tumorigenesis might be an opportunity to improve our

knowledge of the mechanisms underlying CRC development.

11.4 The Host strikes back to Quorum Sensing

Interkingdom signaling works in two ways, as host cells are able to counterattack the
QS system using several strategies.

As described above, as part of Al-3 signaling, host hormones such as epinephrine and
norepinephrine can be recognized by EHEC and lead to the expression of virulence
genesl!?l. This Al-3/epinephrine/norepinephrine signaling is not restricted to EHEC,
and the receptor QseC is also expressed, for example, by the intestinal pathogenic
Salmonella enterica serovar Typhimurium(i3! (Table 1). Recently, in silico analysis

suggested that another catecholamine neurotransmitter, dopamine, can bind to QseC.



However, no effect in vitro was measured'®]. This study of interkingdom signaling
through hormones has been named “microbial endocrinology” [140].

Interestingly, there is evidence that human epithelial cells can produce AI-2 mimicking
molecules. The study was conducted on Caco-2 intestinal epithelial cells, and the
authors showed that an AI-2 mimic is produced not only when cells are in contact with
bacteria but also after tight junction disruption by calcium deprivation or DSS
treatmentl*5]. This emphasizes how much Al-2 is a universal language between Gram-
positive and Gram-negative bacteria and the host (Figure 3).

Hosts have also developed defense tools against QS, leading to a mechanism named
quorum quenching. Mammals can synthesize enzymes named paraoxonases (PONs)
that hydrolyze the lactone ring of long-chain AHLs[41] (Figure 3). There are three types
of PONs (PON 1, PON2, PONB3) that are highly conserved across species, and PON2
has greater activity on AHLs[#2l. It has been demonstrated that PON2 is more highly
expressed in the human jejunum than in other parts of the intestinell43]. Interestingly,
PONT1 and PON3 are expressed at lower levels in patients with Crohn’s disease and
ulcerative colitis than in healthy subjects[!44l. A case-control study has also shown that
carriage of the PON1 R192 allele in Ashkenazi Jewish may confer protection against
the development of IBD. This allele was significantly less common among IBD

Ashkenazi patients, with a significant odds ratio of 0.61[145].

III- QUORUM SENSING IN THE GUT: FUTURE DIRECTIONS FOR THIS
NEW PLAYER

I11.1 Using QS to modulate gut microbiota: application in gut ecosystem disorders
Gut dysbiosis is an imbalance in the composition of microorganisms inside the
digestive tract, especially described with bacteria. This dysregulation has been shown
to be a preponderant risk factor in several digestive and extra digestive diseasesl146-149],
For example, in IBD and recurrent C. difficile infections, it is well known that the over-
and underrepresentation of certain phyla can lead to a pathologic statel*® 1.
Modulating the gut microbiota may be the key to treating or even preventing such
diseases by restoring normobiosis. Fecal microbiota transplantation is now commonly

used in the setting of C. difficile infections [152.153]. However, the lack of standardization



and the safety and quality issues of this procedure call for the development of new
strategies.

Theoretically, AHLs remain good candidates in this approach using natural molecules
from QS to modulate microbiota composition and gut inflammation. As seen above,
AHL signaling may involve different pathways that contribute to controlling intestinal
inflammation, such as inhibition of NF-xB, modulation, inhibition of MAPK activation,
increase in regulatory T cell induction, decrease in proinflammatory cytokines, and
modulation of junctional complexes in the epithelial barrier. Indeed, using QS
molecules could play a role in both components (gut microbiota and host responses)
of gut ecosystem disorders observed in metabolic and inflammatory diseases. AHL-
based QS devices already exist as therapeutic applications for the dynamic control of
Gram-negative bacterial populations, especially in infectious diseases. Other QS
molecules could be extended as potential clinical therapies for diseases related to the
gut microbiota and involve biofilm formation and antibiotic resistance [1%4l. Research
efforts must investigate the potential of this new trial.

In addition to therapeutic applications, one could consider QS molecules as reliable
biomarkers for dysbiosis-related chronic diseases such as IBD or CRC. Indeed, it has
been shown that the presence of some AI-1 QS molecules in the gut ecosystem directly
correlates with bacterial group size [¥l. AHLs could represent a biomarker of the
bacterial level population acting as a magnifying glass for dysbiosis. In addition, AI-2
concentration increased during adenomas to colorectal transition and CRC
progressionl4ll. This opens the perspective for using the QS system as a biomarker for
the prevention and follow-up of chronic diseases.

II1.2 For the future

Knowing which commensal bacteria carry QS systems, their site of production, their
ability to be mobilized during dysbiosis, and their effect on the luminal or mucosal
microenvironment are as many unresolved questions. The scientific community,
together with gastroenterologists, needs to tackle these issues to pave the way for
translation into clinical use. Future directions also involve designing dedicated QS
derivatives targeting either the host cells or the bacterial compartment. Such QS

derivatives have already been reported to control the epithelial cell inflammation



pathway with a wider effect than natural 3-oxoC12:2 without bacterial-activating
properties®?l. Using QS molecules as an approach to tackle the gut microbiota
compartment has already been proven to be a successful strategy [#2, thus leading to
interesting perspectives. Considering the QS system as a new player in the gut
ecosystem, it represents a control platform to shape the host's gut microbiota
population and/or major physiological pathways.

In conclusion, the intestinal microbiota interacts mutually with epithelial and immune
cells of the coevolved host in a beneficial, reciprocal relationship. The QS signaling of
bacteria probably contributes substantially to establishing symbiotic interactions in
certain dynamics of interaction between the different kingdoms. A better
understanding of QS systems by researchers and gastroenterologists involved in
describing and managing ecological disorders of the intestinal ecosystem is a new

approach that opens up fascinating therapeutic opportunities.



ABBREVIATIONS

AHL: Acyl Homoserine Lactone; AhR: Aryl Hydrocarbon Receptor; Al: AutoInducer;
AIEC: adherent-invasive Escherichia coli; AIP: Autolnducer Peptides; B cells:
lymphocytes B; CAI: Cholera Autolnducer-1; CDI: Clostridioides difficile infection; CRC:
ColoRectal Cancer; CSF: Competence and Sporulation Factor; DSS: Dextran Sulfate
Sodium; EHEC: enterohemorrhagic Escherichia coli; EPEC: enteropathogenic
Escherichia coli; HHQ: 4-hydroxy-2-heptylquinoline; HSL: Homoserine lactones;
HSP27: Heat Shock Protein 27; IBD: Inflammatory Bowel Diseas; IFNy: Interferon-y;
IL: InterLeukin; ILC: Innate Lymphoid Cells; IQGAP1: IQ Motif Containing GTPase
Activating Protein 1; 1QS: Integrated Quorum Sensing; LPS: lipopolysaccharides;
MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase; MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase;
MMP-2/-3: Matrix Metalloproteinase-2/-3; NF-xB: Nuclear Factor-Kappa B; OCTN2
(organic cation/carnitine transporter 2); PAR: Protease-Activated Receptor; PON:
Paraoxonase; PPARy: Peroxisome Proliferator Activated Receptor vy, PQS:
Pseudomonas Quinolone Signal; QS: Quorum Sensing R-THME: (2R,4S)-2-methyl-
2,3,3’ 4-tetrahydroxytetrahydrofurane); Racl/Cdc42: Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1/ Cell division control protein 42 homolog; SCFA: short chain fatty acids;
S-THMF-borate: (25,4S)-2-methyl-2,3,3’,4-tetrahydroxy-tetrahydrofurane-borate; T
cells: Lymphocytes T; TAS2R38: Taste Receptor Type 2 member 38 Th: T helper; TJ:
Tight Junctions; TLR: Toll Like Receptors; TNFSF9: TNF Superfamily Member 9;

TNFa: Tumor Necrosis Factor-a; Treg: regulatory T cells
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Figure 1: Main known mechanisms of quorum sensing activation in bacteria. A: Quorum
sensing (QS) signaling depends on the release of autoinducers (Als) in the environment. Above
a threshold concentration depending on bacterial density, QS is activated and triggers gene
expression. QS can be classified into three categories: self-talk (i.e., one species “talking” to
itself), crosstalk (i.e., different species communicating using common Al), and eavesdropping,
which refers to “listening” by species unable to produce Al by itself. B: The acyl-homoserine
lactone (AHL) used by gram-negative bacteria is produced by the synthase complex, and AHL
can freely diffuse through the membrane. AHL is recognized by its intracellular receptor, and
the complex binds to target gene regulatory elements. C: The AI-2 system is used by both
Gram-negative and Gram-positive bacteria. AI-2 needs a transporter protein to exit and enter
the cell. For both AHLs and Al-2, there is a positive feedback loop, allowing the expression of
the synthase complex and receptor of Al
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Figure 2: Interkingdom dialog between bacteria and the host through quorum sensing
molecules. When reaching a threshold concentration within a bacterial community, quorum
sensing (QS) autoinducers synchronize group behaviors such as virulence and attachment-
effacement strategies as in enterohemorrhagic Escherichia coli, thus directly affecting the host
(dotted line arrow, middle). QS molecules can impact the host through direct contacts (full
arrow, left) with host cells, such as epithelial or immune cells, as has been extensively shown
for the Pseudomonas aeruginosa QS molecule 3-ox0-C12-HSL, which freely enters mammalian
cells. In addition, QS molecules can indirectly modify the host (dotted line arrow, right)
through effects on other bacterial populations with different metabolic properties.
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Figure 3: Effects of quorum sensing molecules on intestinal barrier function (see Table 2)
and on the immune response (see Table 3). The Pseudomonas aeruginosa quorum sensing (QS)
molecule 3-0x0-C12-HSL induces apoptosis in various cell types, including epithelial cells,
promoting a breach in the intestinal barrier. In addition, 3-oxo-C12-HSL disrupts tight
junctions, thus leading to increased paracellular permeability, and affects mucin production.
Conversely, intestinal AHL 3-ox0-C12:2-HSL and the tryptophan metabolite indole protect
tight junctions. Bacillus subtilis competence and sporulation factor (CSF), which binds to
OCTN?2, also promotes intestinal barrier integrity by reducing cell death through activation of
HSP27 signaling. While 3-oxo-C12-HSL stimulates chemoattraction and phagocytosis in
neutrophils and induces cell death, its pro- or anti-inflammatory effects on immune cells are
more complex (see Table 3). AI-2 and AI-3 both exert proinflammatory effects on macrophages
by inducing the expression of the immune mediators TNSF9 and IL-8, respectively, whereas
3-0x0-C12:2-HSL reduces IL-8 production by epithelial cells. It remains to be clarified how all
these QS molecules could cross the intestinal barrier and/or reach immune cells in vivo in a
physiological context, as illustrated by dotted lines. Last, just as QS molecules can impact
eukaryotic cells, the host can interfere with QS: the hormones epinephrine/norepinephrine
bind to the AI-3 receptor in EHEC; intestinal epithelial cells secrete an AI-2 mimic in addition
to paraoxonase (PON) enzymes degrading homoserine lactones.



Table 1: Examples of bacterial quorum sensing autoinducer and corresponding systems

Autoinducer

Example of producing

Bacterial QS-regulated

(Al) bacteria Qs system processes Ref.
Staphylococcus aureus agr Virulence [155]
, Listeria monocytogenes agr Virulence [156]
+ Autoinducer Clostridium perfringens agr Virulence [157]
g Peptide (AIP) Enterococcus faecalis FsR Virulence [158]
b5} Bacillus subtilis com Competence [159]
\ Streptomyces genus scb Antibiotics o
butyrolactone scg Metabolism [14]
Al Vibrio fischeri Luxl/LuxR Luminescence [16]
Vibrio harveyi LuxLM/LuxN Luminescence & [160]
(Acyl- Vi [161]
. irulence
Homoserine Lasl/LasR
Lactones) Pseudomonas aeruginosa RhI/RAIR Virulence & Biofilm [162-165]
QS regulation [166]
Pyocyanin [167]
PQS Pseudomonas aeruginosa  PqsABCD/ PgsR Iron homeostasis [168, 169]
Virulence [167,170]
é Biofilm (171
g Qs Pseudomonas aeruginosa ~ AmbBCDE/ IgsR Response to stress 1172
CAl Vibrio (cholerae) CqgsA/CgsS Virulence (73]
EHEC O157:H7 Qse/QseBC Attachment-Effacement [19,21,22]
EPEC 026:H11 Qse/ Unknown Unknown (22, 40]
AIEC LF82 Qse/ Unknown Unknown (22]
Al3 Escherichia coli MG1655 Unknown Unknown (22]
Escherichia coli BW25113 Unknown Unknown (22]
Salmonella enterica Qse/Unknown Unknown [22, 40, 174]
Shigella flexneri Qse/Unknown Unknown 22,40, 174]
Yersinia sp. Qse/Unknown Unknown [22, 40, 174]
, Vibrio harveyi LuxS/LuxPQ Bioluminescence, TSS, (24, 160, 175]
o3 protease
+ Al-2 Vibrio cholerae LuxS/LuxPQ Virulence & Biofilm [175,176, 177]
g Enterococcus faecalis LuxS/LuxPQ Unknown (24, 178]
b5} EHEC LuxS/LsrB (?) Attachment-Effacement [175,178]
Salmonella enterica LuxS/LsrB Pathogenicity & invasion 26,175, 179]




Table 2: Effects of QS molecules on different parameters of the intestinal epithelial barrier function

QS molecule

Effects

Ref.

Effects on the intestinal epithelial migration

3-ox0-C12-HSL

Increased migration at low concentrations (1.5-12uM) vs. inhibition at 200uM

[72]

Interaction with IQGAP1 and increase in Rac1/Cdc42 (1.5-200uM)

[72]

Effects on the intestinal epithelial permeability and intercellular junctions

3-o0x0-C12-HSL

Increased permeability to ions and macromolecules (100-400uM)

[55, 58-61]

Activation of p38 and p42/44 and calcium signaling (100-200uM)

[58-60]

Decreased expression levels of tight junction genes (100-400uM)
Disassembly of tight and adherens junctions (modification of their phosphorylation status
and involvement of MMP-2 and -3)

[55, 58-61]

Decreased levels of tight junction proteins occludin and tricellulin (100-400uM)

[58]

Decreased protein levels of extracellular matrix and tight junction proteins (400uM)

[62]

3-0x0-C12:2-HSL

No deleterious effects on permeability
Protection of tight junction integrity and maintenance of junctional complexes at the
plasma membrane under pro-inflammatory conditions

[39, 61]

3-0x0-C14-HSL

Decreased protein levels of extracellular matrix and tight junction proteins (400uM)

[62]

Indole &
indole derivatives

Decreased permeability to ions and increased expression of genes coding tight junction
and cytoskeleton proteins

176, 7]

Decreased permeability to macromolecules

[79]

Increased transcripts levels of genes coding tight junction proteins

[78]

Effects on the mucus layer components

3-0x0-C12-HSL

Decreased MUC3 mRNA levels (30uM)

[70]

Decrease in Muc2 production in goblet cell-like cell line (100puM) vs. increase in colonic
cell line (400uM)

[67]

Indole

Increased expression of genes involved in the production of mucins

[76]

Effects on intestinal epithelial cell viability

3-0x0-C12-HSL

Mitochondrial dysfunction and induction of apoptosis in goblet cell-like cell line (100uM)
and in colonic cell line (30-100uM)

[67-70]

Induction of apoptosis, mitochondrial dysfunction, oxidative stress and blocking of cell
cycle (400uM)

[62]

3-0x0-C14-HSL

Induction of apoptosis, mitochondrial dysfunction, oxidative stress and blocking of cell
cycle (400uM)

[55, 58-62]

CSF

Reduction of oxidative stress-induced cell death and loss of the epithelial barrier
(involving HSP27 and p38/MAPK pathway)

[74]




Table 3: Effects of quorum sensing molecules on inflammation in different cell types

Cell type QS molecule

Effects

Ref.

Effects on innate immune cells

3-0x0-C12-HSL
Macrophages

Anti-inflammatory effects on IL-12 and TNFa (0.1-100puM)

[94]

Increased TLR2 and TLR4 expression and decreased TNFa
production (1-100uM)

[180]

Pro-apoptotic effects (12-50uM)

[102]

Increased phagocytosis (100uM)

[107]

NF-«B inhibition (4.7uM)

[104]

Dose-dependent anti-inflammatory effects (1-50uM)

[105]

Involvement in p38/MAPK signaling (1-100uM)

[105, 107,
181]

Activation of the Unfolded Protein Response (6.25-100uM)

[182]

Change in cell volume and shape (10-50uM)

[183]

Indole derivatives

Prevents the induction of pro-inflammatory cytokines

[184]

Al-2

Induction of the expression of cytokines, chemokines and TNFSF9

[41]

Al-3 and

Monocytes
analogues

Increase in IL-8 secretion

[22]

Dendritic cells  3-oxo-C12-HSL

Pro-apoptotic effects (100uM)

[185]

No effect on IL-10 secretion (5-30uM)

[100]

Increased IL-10 production (5-100uM)

[99]

Decreased IL-12 secretion (5-100uM)

[99, 100]

Increased induction of Treg (5-100uM)

[99]

Neutrophils 3-0x0-C12-HSL

Chemoattraction (0.01-100uM)

[186, 187]

Activation of MAPK signaling (12-50uM)

[102, 188]

Increased phagocytosis (10uM)

[189]

Pro-apoptotic effects (12-50uM)

[102]

Effects on adaptive immune cells

3-ox0-C12-HSL
T cells

Inhibition of proliferation and activation (0.1-100uM)

[94, 185,
190, 191]

Activation of naive T cells towards Th1 phenotype (5uM)

[95]

Decreased secretion of IL-4 and IFNy (5uM)

[96]

Induction of apoptosis via the mitochondria pathway (100uM)

[101]

Induction of Treg (1-50uM)

[99]

Indole derivatives

Re-programming into tolerogenic T cells

[192]

Promotion of differentiation towards a regulatory type 1 phenotype

[193]

B cells 3-0x0-C12-HSL

Modulation of immunoglobulin production (0.1-100uM)

[94, 194]

ILC Indole derivatives

Promotion of IL-22 production

[195]

Effects on epithelial cells

Pulmonary
tract epithelial
cells

3-o0x0-C12-HSL

Induction of IL-8 production and NF-«B activation (100uM)

[196]

Increased expression levels of pro-inflammatory cytokines

[115]

Intestinal 3-oxo-C12-HSL

Mitigation (1-10uM) or aggravation (>50uM) of IL-8 expression
induction

[92]

epithelial cells 3-0x0-C12:2-HSL

Attenuation of the induction of IL-8 expression (5-50uM)

[39]




