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le traitement de l’inflammation dans l’intestin : Interactions hôte-microbiote 
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Résumé : Le microbiote intestinal est un écosystème 

de microorganismes dont les nombreuses fonctions 

digestives et immunitaires le rendent indispensable 

à la bonne santé de son hôte. Une susceptibilité 

génétique associée à des perturbations 

environnementales peut rompre cet équilibre et 

entrainer une dysbiose. L’inflammation chronique en 

résultant se traduit en différents troubles locaux et 

systémiques. Ainsi la dysbiose a été mise en cause 

dans la physiopathologie des maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin et également 

au développement de troubles métaboliques 

associés à l’obésité.  

Les peptides antimicrobiens sont des molécules du 

système immunitaire innée ayant des fonctions de 

contrôle de la population bactérienne au niveau 

de la barrière intestinale et empêchant le contact 

direct entre celles-ci et les cellules épithéliales. 

L’objectif de cette thèse est d’étudier le potentiel 

thérapeutique des peptides antimicrobiens dans le 

traitement de maladies liées à la dysbiose comme 

les MICI et le syndrome métabolique. Pour cela 

Lactococcus lactis, une bactérie lactique 

interagissant de manière transitoire avec la 

barrière épithéliale intestinale, a été utilisée 

comme vecteur de la molécule d’intérêt. Durant 

cette thèse j’ai pu établir que la cathélicidine 

humaine (hCAP18) et REG3A avaient un impact sur 

le microbiote et amélioraient les symptomes de la 

colite induite et de l’obésité chez le rongeur. 

 

 

Title: Recombinant Lactococcus lactis as a vector of expression of antimicrobial peptides in the treatment of gut 

inflammation: Host-microbiota interactions. 

Keywords: Inflammation, antimicrobial peptides, gut microbiota, inflammatory bowel diseases (IBD), obesity 

Abstract: Intestinal microbiota is an ecosystem of 

microorganisms with many digestive and immune 

functions, which are vital for its host’s health. Genetic 

susceptibility and environmental disturbances break 

this balance and lead to dysbiosis of the gut 

microbiota, which was linked to chronic inflammation 

and many associated disorders like inflammatory 

bowel diseases and obesity-associated conditions 

such as type-2 diabetes, non-alcoholic fatty liver 

disease and cardiovascular diseases 

Antimicrobial peptides are part of the innate immune 

system and a key component for the control of 

bacterial population at the epithelial barrier. 

They prevent direct contact between gut microbes 

and host cells. 

In this thesis, I study the therapeutic potential of 

antimicrobial peptides against inflammatory bowel 

disease and metabolic syndrom, two dysbiosis-

related conditions. I use recombinant Lactococcus 

lactis, a lactic acid bacteria allowing transient 

interaction with the epithelial barrier, as a vector for 

our molecules of interest: human cathelicidin 

(hCAP18) and REG3A. I show that these peptides 

ameliorate chemically induced colitis and obesity in 

mice. 
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Abréviations

AIEC : E. coli adhérente invasive 

ALAT : Alanine aminotransférase 

AGCC : Acide gras à chaine courte (SCFA en 

anglais) 

ASAT : Aspartate aminotransférase 

CCL et CXCL : Chemokines 

CD45 : Cluster Differentiation 45 ou Protein 

tyrosine phosphatase, receptor type, C 

CFU : Colony Forming Unit 

ChREBP : Carbohydrate response element 

binding protein 

CPA: Cellules présentatrices d’antigènes 

CRP : Protéine C-réactive (C-Reactive Protein) 

DAMPs : Danger-Associated Molecular Patterns 

DSS: Dextran Sodium Sulfate 

FFAR3 : Free Fatty Acid Receptor 3 

GR : Glucocorticoid receptor 

HAS: La Haute Autorité de Santé est une 

autorité publique indépendante à caractère 

scientifique dont les missions comprennent 

l’évaluation des produits de santé et la mise en 

place des recommendations de bonne pratique 

HBD : Human Beta Defensin 

HNP1-4 : Human Neutrophil Peptide 1 à 4 

ICAM-1 : InterCellular Adhesion Molecule-1 

IFN-γ : Interféron gamma 

IKKi : Inhibitor of nuclear factor kappa B kinase, 

inducible 

IKKs : Inhibitory kappa B kinases 

IL : Interleukine 

IRAKs : Interleukin-1 receptor-associated kinase 

1 

IRF : Interferon regulatory transcription factor 

LPS : Lipopolysaccharide 

LT CD4+ : Lymphocytes T naïfs 

LT CD8+ : Lymphocytes T cytotoxiques 

MAL/TIRAP : MyD88 adaptor-like/TIR-

containing adaptor protein 

MAPK : Mitogen-activated protein kinase 

MC : Maladie de Crohn 

mCRAMP : mouse Cathelicidin-Related 

Antimicrobial Peptide 

MD2 : Myeloid Differenciation factor 2 

MHC : Major histocompatibility complex 

MICI : Maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin 

MyD88 : Myeloid differentiation primary 

response 88 
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MST1 : Macrophage Stimulating 1 

NAFLD : Non-alcoholic fatty liver disease 

(maladie du foie gras) 

NEE : Nutrition entérale exclusive 

NFκB : Nuclear Factor-kappa B 

NOD2 : Nucleotide-binding Oligomerization 

Domain 2 

OTU : Operational Taxonomic Unit 

PAMPs : Pathogens-Associated Molecular 

Patterns 

PAMs : Peptides antimicrobiens (AMPs en 

anglais) 

PBS : Phosphate-buffered Saline 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PGN : Peptidoglycane 

PPARγ : Peroxisome proliferator-activated 

receptors gamma 

PRRs : Patter recognition receptors 

RCH : Rectocolite hémorragique 

REG3 : Regenerating islet-derived protein 3 

RIP : Receptor-interacting protein kinases 

SNC : Système nerveux central 

SREBP : Sterol regulatory element-binding 

protein 

Stress RE : Stress du réticulum endoplasmique. 

Lié à l’accumulation de protéines mal 

conformées dans le RE conduisant à l’activation 

du système imunitaire. 

TANK : TRAF family member associated NFKB 

activator 

TBK1 : TANK Binding Kinase 1 

TG : Triglycerides 

TGF-β : Transforming Growth Factor beta 

Th : T Helpers 

TIR domain : Toll-interleukin receptor 

TLR : Toll-Like Receptor 

TNBS/DNBS: 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic 

acid/dinitrobenzene sulfonic acid 

TNF-α : Tumor Necrosis Factor alpha 

TRAF : Tumor necrosis factor receptor–

associated factor 

Treg : Lymphocytes T régulateurs 

TRIF/TICAM-1 : TIR domain-containing adaptor 

inducing interferon-β/TIR domain-containing 

adaptor molecule 1 



  

9 

 

 

 

Liste des publications 

En cours de publication 

Esther Borras Nogues, Camille Kropp, Laureline Bétemps, Cassiana de Sousa, Florian Chain, Sandrine 

Auger, Vasco Azevedo, Philippe Langella and Jean-Marc Chatel. Lactococcus lactis engineered to 

deliver hCAP18 cDNA alleviates DNBS-induced colitis in C57BL/6 mice by promoting IL17A and 

IL10 cytokine expression. Manuscrit soumis à Scientific reports. 

Esther Borras Nogues, Alisson Agus, Aurélia Bruneau, Florian Chain, Léa Graci, Philippe Langella and 

Jean-Marc Chatel. REG3A and IL22 have opposite effects on fat accumulation in the liver in a milk-

fat based high-fat diet. A soumettre. 

Publiées 

Tatiani Uceli Maioli+, Esther Borras-Nogues+, Sara Candida Barbosa, Vinicius Dantas Martins, Licia 

Torres, Vasco Ariston Azevedo and Jean-Marc Chatel*. Possible Benefits of Faecalibacterium 

prausnitzii for Obesity-Associated Gut Disorders. Front. Pharmacol., 02 December 2021 | 

https://doi.org/10.3389/fphar.2021.740636 

Meynier Maëva, Baudu Elodie, Rolhion Nathalie, Defaye Manon, Straube Marjolène, Daugey Valentine, 

Modoux Morgane, Wawrzyniak Ivan, Delbac Frédéric, Villéger Romain, Méleine Mathieu, Borras Nogues 

Esther, Godfraind Catherine, Barnich Nicolas, Ardid Denis, Poirier Philippe, Sokol Harry, Chatel Jean-Marc, 

Langella Philippe, Livrelli Valérie, Bonnet Mathilde, Carvalho Frédéric Antonio. AhR/IL-22 pathway as 

new target for the treatment of post-infectious irritable bowel syndrome symptoms. Gut Microbes. 

Jan-Dec 2022;14(1):2022997. https://doi:10.1080/19490976.2021.2022997  

Auger, S.; Kropp, C.; Borras-Nogues, E.; Chanput,W.;Andre-Leroux, G.; Gitton-Quent, O.; Benevides, L.; 

Breyner, N.; Azevedo,V.; Langella, P.; et al. Intraspecific Diversity of Microbial Anti-Inflammatory 

Molecule (MAM) from Faecalibacterium prausnitzii. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1705. 

https://doi.org/10.3390/ijms23031705   

https://doi.org/10.3389/fphar.2021.740636
https://doi:10.1080/19490976.2021.2022997
https://doi.org/10.3390/ijms23031705


  

10 

 

 

Liste des figures de l’introduction 

Figure 1.  Les différents types de MICI (traduit d'après Karma Yeshi et al. 2020) ............................................. 15 

Figure 2. Incidence de la MC et de la RCH dans le monde (S. Ng, H. Shi, N. Hamidi et al. 2017) .............. 17 

Figure 3. Différents marqueurs génétiques impliquées dans les MICI (Bernard Khor, Agnès Gardet and 

Ramnik J. Xavier., 2011) ............................................................................................................................................................ 20 

Figure 4. Les facteurs de risques environnementaux contribuant au développement des MICI (adapté de 

Ashwin N. Ananthakrishnan et al. 2017) ............................................................................................................................ 23 

Figure 5. Schéma de la muqueuse intestinale chez A) le patient sain et B) le patient atteint d’une MICI 

(traduit d’après Mario Matijašić et al. 2020).. ................................................................................................................... 24 

Figure 6. Schématisation de l’activation des voies de signalisation de Nod1, Nod2 et TLR4 (Naohiro 

Inohara, Mathias Chamaillard et al. 2005). ........................................................................................................................ 26 

Figure 7. Déséquilibre des cytokines pro et anti-inflammatoires chez les patients atteints de MC(traduit 

d’après S. Brand, 2009). ............................................................................................................................................................ 27 

Figure 8. Réponse immunitaire Th2 atypique chez les patients atteints de RCH (Moldoveanu, Al 

C.Diculescu, M., Fierbinteanu Braticevici, C., 2015). ....................................................................................................... 28 

Figure 9. Risque de développer le cancer colorectal entre 5 et 30 ans après le diagnostic d’une MICI (C 

D Gillen, R S Walmsley et al. 1994). ..................................................................................................................................... 29 

Figure 10. Rôle des cytokines de l’épithélium intestinal dans la guérison des tissus et le développement 

du cancer colorectal Markus F. Neurah, 2014). ............................................................................................................... 30 

Figure 11. La composition du microbiote intestinal en fonction de l’emplacement dans le tube digestif 

(G.P. Donaldson, S. Melanie Lee & S.K. Mazmanian, 2015). ....................................................................................... 31 

Figure 12. Représentation schématique des entérotypes observés dans différentes études de 

composition du microbiote intestinal à travers le monde (Paul I. Costea et al. 2018) .................................... 33 

Figure 13. L’évolution de la complexité et la stabilité du microbiote intestinal au cours d’une vie et son 

lien à l’inflammation chronique de l’intestin (Aleksandar D. Kostic, Ramnik J. Xavier et Dirk Gevers. 2014)

 ............................................................................................................................................................................................................ 34 

Figure 14. Prévalence de l’obésité dans les pays de l’Organisation de coopération et de développement 

économiques (Matthias Blüher 2019). ................................................................................................................................ 40 

Figure 15. Fraction attribuable des nouveaux cas de cancer à a) le diabète b), l’obésité ou c) la 

combinaison des deux, par pays en l’an 2012 (Pearson-Stuttard J, Zhou B et al. 2018). ............................... 41 

Figure 16. Facteurs pouvant influencer la balance énergétique et le développement de l’obésité (Matthias 

Blüher 2019). ................................................................................................................................................................................. 43 

file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352854
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352855
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352856
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352856
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352857
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352857
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352858
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352858
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352859
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352859
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352860
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352860
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352861
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352861
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352862
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352862
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352863
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352863
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352864
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352864
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352865
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352865
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352866
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352866
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352866
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352867
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352867
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352868
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352868
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352869
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352869


  

11 

 

 

Figure 17. Relation entre la distribution du score de risque polygénique et celle de l’IMC, du poids et de 

l’obésité sévère (Amit V. Khera, Mark Chaffin et al. 2019). ......................................................................................... 44 

Figure 18.  Régulation de la prise alimentaire et de la prise de poids par le système nerveux central 

(Stephan J. Guyenet et Michael W. Schwartz, 2021). .................................................................................................... 46 

Figure 19. Modèle proposant comment l’augmentation transitoire du LPS circulant après un repas riche 

en graisse pourrait conduire à une inflammation chronique de bas grade (Amanda J Cox, Nicholas P 

West, Allan W Cripps, 2015). .................................................................................................................................................. 48 

Figure 20. Métabolisme lipidique dans le développement de la stéatose hépatique (C. Postic, J. Girard 2008).

 ............................................................................................................................................................................................................ 50 

Figure 21. Interactions entre microbiote, production d’AGCC et pH du colon (à partir des données de la 

revue de Gijs den Besten et al. 2013). ................................................................................................................................. 52 

Figure 22. Fermentation des glucides en acides gras ayant lieu dans le colon (Scott, K. P., Duncan, S. H. 

and Flint, H. J. (2008), " Dietary fibre and the gut microbiota " , Nutrition Bulletin, 33: 201–211. Copyright 

(2008) by British Nutrition Foundation). ............................................................................................................................ 52 

Figure 23. Impact du microbiote intestinal sur des organes distants et sa contribution au développement 

de l’obésité et du syndrome métabolique (Lijuan Sun, et al. 2018). ...................................................................... 56 

Figure 24. Structure et domaines de fonction de quelques  peptides antimicrobiens impliqués dans 

l’homéostasie intestinale. (Jay  K. Kolls, Paul B. McCray, Jr, et Yvonne R. Chan, 2008). .................................. 62 

Figure 25. Activation des peptides antimicrobiens à leur sécrétion (Shin JH, Seeley RJ, 2019 et G. 

Tjabringa, K. Rabe, P. Hiemstra 2005). ................................................................................................................................ 64 

Figure 26. Induction de l’expression de peptides antimicrobiens à la surface d’un épithélium (adapté de 

Janet Z. Liu, Milad Pezeshki, et Manuela Raffatellu). .................................................................................................... 65 

Figure 27. Propriétés antimicrobiennes et anti-inflammatoires de la couche de mucus(figure traduite de 

Aline Dupont et al. 2014). ........................................................................................................................................................ 66 

Figure 28. Les fonctions multiples des peptides antimicrobiens (Yuping Lai et Richard L.Gallo, 2009). .. 69 

Figure 29. Hybridation in situ en fluorescence de souris wild-type et Reg3γ−/− avec un marqueur 

universel bactérien 16S (en vert) (Shipra Vaishnava et al. 2011).............................................................................. 69 

Figure 30. Effets bénéfiques attribués aux probiotiques (S. Parvez et al. 2006). ............................................... 73 

Figure 31. Avantages de l’utilisation de L. lactis comme vecteur (à partir de Mohammed Bahey-El-Din, 

2010). ............................................................................................................................................................................................... 76 

Figure 32. Le système  Nisin-Controlled Gene Expression chez la bactérie productrice (Annie Frelet-

Barrand, Sylvain Boutigny et al., 2010). .............................................................................................................................. 78 

  

file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352870
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352870
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352871
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352871
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352872
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352872
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352872
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352873
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352873
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352874
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352874
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352875
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352875
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352875
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352876
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352876
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352877
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352877
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352878
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352878
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352879
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352879
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352880
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352880
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352881
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352882
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352882
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352883
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352884
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352884
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352885
file:///E:/Thèse/introduction%20de%20thèse%20ver2%20JM.docx%23_Toc96352885


  

12 

 

 

 



  

13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction générale



  

14 

 

 

  



  

15 

 

 

I. L’inflammation de l’intestin et la dysbiose 

I.1) Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

I.1.A) Présentation générale des Maladies inflammatoires Chroniques de l’Intestin 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont des troubles complexes du tube digestif 

qui comprennent principalement deux pathologies : la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite 

hémorragique (RCH). Elles sont caractérisées par une inflammation partielle du tractus gastro-intestinal. 

La MC peut toucher tout le tube digestif mais elle concerne le plus souvent le colon ou l’iléon[1,2] tandis 

que la RCH est localisée au niveau du colon et du rectum[3,4](figure 1). 

Les MICI évoluent par phases de poussées et de rémissions dont la durée et la fréquence sont variables 

en fonction des patients. Pendant les phases de poussées les patients sont sujets à des douleurs 

abdominales, des diarrhées fréquentes et parfois sanglantes, de la fatigue qui peut être liée à un état de 

Figure 1.  Les différents types de MICI (traduit d'après Karma Yeshi et al. 2020) 
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dénutrition. Les MICI provoquent une perte importante de la qualité de vie des patients et sont associées 

à une augmentation du risque de cancer colorectal.  

Les antibiotiques et anti-inflammatoires font partie des traitements habituels de ces maladies et 

permettent d’atténuer les symptômes. Il n’existe à ce jour aucun traitement curatif des MICI.  

I.1.A.a) Epidémiologie des Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin 

Actuellement la prévalence de ces maladies est de l’ordre de 1/1000 dans les pays occidentaux où elles 

sont les plus présentes, c’est-à-dire l’Amérique du Nord, l’Australie, la Nouvelle-Zélande et l’Europe du 

Nord. Elle apparait le plus fréquemment dans une population entre 20 et 40 ans et touche davantage 

les femmes pour la MC et les hommes pour la RCH. Leur incidence est en augmentation à l’échelle 

mondiale, se stabilisant dans les pays occidentaux mais augmentant dans les pays en voie de 

développement d’Afrique, d’Asie et d’Amérique du Sud[5](figure 2). Une gradation nord-sud de la 

prévalence des MICI a été constatée aux USA et dans plusieurs pays européens[5–8]. Au Canada on 

observe un gradient est-ouest[9] et en Asie un gradient côte-terres[10,11]. De nombreuses hypothèses 

environnementales ont été avancées pour expliquer cette distribution géographique. (voir I.1.B.b : 

Facteurs environnementaux des MICI). 

L’incidence des MICI varie en fonction des différentes ethnies et zones géographiques de chaque pays 

et semble, d’après plusieurs études d’Afrique du Sud et des Etats-Unis, affecter principalement les 

populations caucasiennes. Cependant les causes de cette répartition restent sujettes à controverse. En 

effet l’incidence des MICI dans les populations noires Américaines semble avoir été sous-évaluée par le 

manque d’accès aux soins[12]. 

Au Royaume-Uni, les populations immigrées sud-asiatiques ont un risque plus élevé de contracter la 

RCH. Il a été également rapporté que les populations juives migrantes ont un taux plus élevé de MICI 

que la population générale de leurs pays d’accueil tandis qu’en Israël on constate une hétérogénéité de 

l’incidence des MICI entre les ashkénazes et les séfarades. Ceci porte à croire que des prédispositions 

génétiques rendent certaines populations plus sujettes aux MICI[12].  

Les différents marqueurs de risques génétiques et environnementaux associés aux MICI sont 

développées dans la partie I.1.B. 
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Figure 2. Incidence de la MC et de la RCH dans le monde (S. Ng, H. Shi, N. Hamidi et al. 2017) 
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I.1.A.b) Diagnostic et prise en charge des MICI 

Les MICI sont généralement diagnostiquées en période de poussée inflammatoire pendant lesquelles 

vont se manifester les symptômes cliniques courants : douleurs abdominales, nausées, diarrhées 

(souvent sanglantes), fatigue, fièvre, amaigrissement. Des manifestations rhumatologiques, 

dermatologiques, oculaires, hépatiques ou hématologiques (carences en fer, vitamines et inflammation) 

peuvent également aiguiller le diagnostic. 

L’identification d’une MICI est difficile et se fait généralement après avoir écarté les autres causes 

potentielles des symptômes intestinaux (infections, médicaments, syndrome de l’intestin irritable, 

maladie cœliaque, etc.). 

Globalement les symptômes de la MC et de la RCH sont partagés et il est nécessaire de faire appel à 

l’avis d’un spécialiste pour établir le diagnostic. Des examens endoscopiques avec biopsies permettent 

d’identifier la zone, l’intensité et l’étendue des lésions intestinales et de discriminer entre la MC et la 

RCH. 

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif des MICI cependant des traitements médicamenteux et 

une adaptation de l’alimentation et du mode de vie permettent d’alléger en partie les symptômes et 

améliorer la qualité de vie des patients[1,4]. 

Parmi les spécialités thérapeutiques utilisées comme traitements suspensifs des MICI on retrouve à titre 

d’exemple [12]:  

- L’acide 5-aminosalicylique (5-ASA) : mélasazine, sulfasalazine, olsalazine (voie orale ou rectale). 

Ils sont prescrits pour des poussées faibles et en prévention de rechute suite à une intervention 

chirurgicale. Ils se lient au récepteur PPARγ, réduisant ainsi la production de cytokines pro-

inflammatoires et inhibent IL-1, IL-2 et TNFα. 

- Les corticoïdes : prednisone et prednisolone puis Synacthène® à l’arrêt du traitement. 

Budésonide pour formes iléo-coliques droites de la MC. Ils sont prescrits pour les poussées 

moyennes à sévères. Ils se lient aux récepteurs GR et modulent la réponse inflammatoire : 

inhibition des cytokines pro-inflammatoires, de la phospholipase A2 (libération de l’acide 

arachidonique), de la production d’espèces réactives de l'oxygène, modulation de la 

neuroinflammation. 

- Les antibiotiques (en cas d’aggravation ou infection soudaine après avis du spécialiste). 

- Les immunomodulateurs : Azathioprine (MC et RCH), Ciclosporine (RCH), 6-MP (MC et RCH), 

Méthotrexate (MC). Indiqués comme traitements de fond des formes sévères de MICI ainsi que 
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dans les formes cortico-dépendantes et cortico-résistantes. Ils agissent généralement en 

réduisant la prolifération des cellules inflammatoires. 

- Les anti-TNF comme l’infliximab (MC et RCH) et l’adalimumab (MC). Indiquées en traitement 

d’attaque, suivi par des perfusions d’entretien, dans les poussées modérées à sévères chez les 

patients non-répondants à la corticothérapie et aux immunomodulateurs. Les effets secondaires 

peuvent survenir suite à 5% des perfusions et sont parfois grave, pouvant conduire au décès des 

patients. Les perfusions à répétition favorisent la survenue d’un lupus dans 10% des cas et 

augmentent les risques infectieux. Pour les limiter, leur prise est conditionnée d’une prise 

préventive de corticoïdes et anti-histaminiques. 

Le probiotique E. Coli Nissle 1917 peut également être proposé en complément pour le traitement de 

la RCH. L’ablation d’une partie des lésions inflammatoires peut être proposée aux patients qui résistent 

aux traitements médicaux. La chirurgie peut également être imposée en cas d’urgence médicale pour 

complications graves impliquant le pronostic vital des patients. 

La consommation de tabac a un rôle aggravant de la MC et doit donc être arrêtée. En dehors d’un régime 

varié et équilibré, la Haute Autorité de Santé (HAS) ne donne pas de recommandations diététiques 

particulières pour les patients atteints de MICI. Pendant les poussées inflammatoires marquées, un 

régime d’épargne intestinale (apport restreint en fruits et légumes) peut être temporairement 

préconisé[1,4]. L’alimentation a un rôle crucial dans la santé intestinale et il est important pour les 

patients de consulter un diététicien pour repérer les erreurs et les pièges alimentaires dans lesquels ils 

peuvent tomber, notamment influencés par les modes alimentaires[13]. 

Certains patients atteints de MC peuvent avoir des problèmes de malabsorption des nutriments, auquel 

cas des compléments alimentaires par voie orale, ou par intraveineuse pour des carences majeures, 

peuvent être préconisés. En période de poussée inflammatoire la nutrition entérale exclusive (NEE) est 

efficace pour le traitement de la MC notamment en cas de dénutrition avancée. La NEE est plus courante 

chez les enfants en raison de leurs besoins spécifiques en nutrition et des effets délétères des corticoïdes 

sur leur croissance[14]. D’autant plus que la NEE se montre plus efficace que les corticoïdes pour réduire 

l’indice d’activité de la maladie en pédiatrie[15]. Son utilité est en revanche plus limité chez l’adulte[16]. 

Les MICI sont des maladies multifactorielles dont le développement et le pronostic sont influencés par 

des facteurs génétiques et environnementaux. De nombreuses pistes de recherche sont explorées afin 

de mieux prédire le type de MICI développé et la réponse des patients aux différents traitements, mettre 

en place des mesures pour améliorer le quotidien et réduire les risques de mortalité.  
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I.1.B) Facteurs de risques des MICI 

I.1.B.a) Facteurs de risques génétiques 

Les premières études génétiques de la MC ont montré l’implication du gène NOD2[17], qui code pour 

un récepteur de molécules de la paroi bactérienne et reste à ce jour le facteur de risque génétique le 

plus fort et spécifique de la MC. Au fil des ans les études d'association pangénomique (en anglais 

genome-wide association study, GWAS) ont permis d’identifier plus de 240 loci associés au risque de 

développer une MICI[18]. Les allèles impliqués dans ces pathologies sont de fréquence différente entre 

les différentes ethnies mais restent partagés par toutes[19]. Environ 30% des loci impliqués dans la MC 

et la RCH sont partagés, ces maladies ayant de nombreux mécanismes communs.  

De nombreux gènes impliqués touchent des voies cruciales dans l’homéostasie intestinale telles que les 

fonctions de barrière intestinale, la réparation des tissus, la défense contre les pathogènes, la régulation 

des systèmes immunitaires inné et adaptatif, les espèces réactives de l’oxygène, l’autophagie, la mort 

cellulaire, le stress du réticulum endoplasmique ou l’homéostasie intracellulaire[20](figure 3). 

 

Figure 3. Différents marqueurs génétiques impliquées dans les MICI (traduit d’après Bernard Khor, Agnès Gardet and 

Ramnik J. Xavier., 2011) 
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Cependant les variations génétiques actuellement identifiées n’ont qu’un faible impact sur le risque de 

développer une MICI -entre 13 et 13.5% pour la MC et entre 7.5 et 9% pour la RCH[21]- et ne sont pour 

la plupart pas significativement associées à des formes cliniques spécifiques chez les patients à quelques 

exceptions près comme NOD2, MHC, et MST1qui sont associées à différentes localisations de la 

maladie[22]. Compte tenu du nombre important de loci associés, qui continuera de croître à l’avenir et 

dont la majorité n’a qu’un impact faible pris individuellement, le dépistage génétique restera 

probablement peu pertinent pour les patients dans la majorité des cas[23–25]. 

Actuellement les généticiens recherchent plutôt des marqueurs génétiques fortement associés à des 

formes rares de la maladie. Des mutations des gènes XIAP[26–29], IL-10 et IL-10R[30,31] par exemple 

sont fortement associés à des développements précoces de MICI pédiatriques. 

I.1.B.b) Facteurs de risques environnementaux 

De nombreux facteurs environnementaux liés au mode de vie moderne sont liés au développement des 

MICI[32,33](figure 4). Les facteurs de risque les mieux connus sont la consommation de tabac, qui est 

un facteur de risque de la MC mais est protectrice contre la RCH, et l’appendicectomie qui réduit le 

risque de développer la RCH de 70% lorsqu’elle a lieu avant 20 ans mais augmente le risque de 

MC[34,35]. La prise de médicaments contraceptifs, d’hormones ou d’anti-inflammatoires non-

stéroïdiens est lié à une augmentation du risque de développer une MICI[36–38]. 

L’alimentation joue également un rôle important dans le développement de la maladie. Une alimentation 

riche en fruits, légumes et en source d’oméga-3 aurait des effets protecteurs contre la MC[39] tandis 

que les acides gras insaturés trans[40] (retrouvés dans les produits animaux et les produits transformés) 

et les boissons sucrées[41] sont associés à une augmentation du risque de développer la RCH. Quelques 

études expérimentales montrent un lien potentiel entre l’exacerbation des symptômes des MICI et la 

présence d’additifs alimentaires dans la nourriture mais peu d’études épidémiologiques ont été faites à 

ce sujet[42]. Chez le nourrisson, l’allaitement a un effet protecteur contre le développement des MICI[43]. 

Certaines études suggèrent que le manque d’exposition au Soleil, et la carence en vitamine D qui en 

résulte, serait un facteur de risque dans le développement de la MC[44–46]. L’observation d’un gradient 

nord-sud de la distribution des MICI semble aller dans le sens de cette hypothèse[5–8]. De nombreuses 

études montrent l’importance de la vitamine D dans la réponse immunitaire[47–52]. D’après une méta-

analyse de 2015, les patients atteints de MICI ont 64% de chances en plus que la population générale 

d’être carencés en vitamine D[53]. 
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Il semblerait que la vie en milieu urbain en général est associée au risque de développement d’une MICI 

dans plusieurs types de population[41,54]. La pollution de l’air au dioxyde d’azote serait un facteur de 

risque dans le développement de la MC notamment chez les personnes jeunes[55–57]. Parmi les facteurs 

de risques surprenants on retrouve le niveau d’éducation, un niveau socio-économique élevé, la 

couverture vaccinale et la baisse d’exposition aux infections ce qui a conduit à l’hypothèse hygiéniste du 

développement des MICI. Cependant les différentes études à ce sujet donnent des résultats 

contradictoires ou difficiles d’interprétation[58]. A noter que certains facteurs de risques liés à l’hygiène 

de vie semblent différer entre les différentes ethnies. Le fait d’être fumeur par exemple est un facteur de 

risque bien connu chez les populations occidentales[59] mais ne l’est pas chez les populations 

asiatiques[60] ou juives israéliennes[61]. Une étude de population australienne a montré que l’utilisation 

d’antibiotiques est liée à une baisse du risque de MC chez les immigrés du Moyen-Orient alors qu’elle 

est liée à une augmentation du risque dans la population Caucasienne[62]. De fait l’augmentation du 

risque de développer une MICI à cause de traitements antibiotiques chez les populations occidentales a 

été observée à de nombreuses reprises comme en témoigne une méta-analyse de 11 études ayant eu 

lieu dans des pays industrialisés d’Europe et Amérique du Nord[63]. Toujours en Australie, la localisation 

en zone rurale, la possession d’animaux de compagnie et l’exposition à des animaux d’élevage, réduit 

significativement les risques de MC et de RCH dans les populations immigrées mais pas dans la 

population Caucasienne[62]. Au contraire, une étude sur des enfants canadiens semble lier la possession  

d’animaux de compagnie à une augmentation du risque de développer la MC[64].  

En somme les facteurs environnementaux pouvant potentiellement conduire au développement d’une 

MICI sont :  1) une alimentation grasse et pauvre en fibres, 2) le tabagisme (pour la MC) et l’exposition 

aux polluants atmosphériques, 3) un affaiblissement du système immunitaire en raison d’une carence en 

vitamine D lié au manque d’exposition au Soleil 4), une rupture de l’équilibre microbien suite à une 

antibiothérapie et 5) un manque d’exposition aux infections et composantes microbiennes notamment 

durant la petite enfance (hypothèse hygiéniste). 
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Figure 4. Les facteurs de risques environnementaux contribuant au développement des MICI (adapté de Ashwin 

N. Ananthakrishnan et al. 2017) 
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I.1.C) Physiopathologie des MICI 

I.1.C.a) La perméabilité de la barrière intestinale 

Chez les personnes atteintes de MICI on retrouve de nombreuses atteintes à la barrière intestinale la 

rendant plus perméable. Le mucus, produit par les cellules en gobelet, est une barrière physique 

importante contre les pathogènes et contient également des peptides antimicrobiens (PAMs) produits 

par les cellules de Paneth protégeant l’individu contre les pathogènes (voir partie III).  

La mesure de la perméabilité intestinale est utilisée en médecine clinique pour identifier les patients à 

haut risque de rechute[65]. Les cytokines pro-inflammatoires telles que IFNγ et TNFα contribuent à la 

dérégulation de la barrière intestinale. Ainsi, l’administration d’anti-TNFα est utilisée dans le traitement 

des MICI sévères pour lesquelles les traitements de fond ne sont pas efficaces et permettent une 

restauration de la barrière épithéliale[66]. La perméabilisation de l’intestin est la cause des symptômes 

et de l’aggravation de l’état des patients et les traitements doivent la prévenir en priorité. 

Chez l’individu sain le mucus est composé de deux couches : 1) la couche interne qui est compacte, 

statique et dénuée de bactéries ; 2) la couche externe qui est lâche, suit les mouvements péristaltiques, 

et est une niche écologique riche d’une communauté microbienne complexe dont la présence rend 

difficile la pénétration par des agents infectieux. Chez les patients atteints de MICI la couche de mucus 

diminue en épaisseur et en viscosité et sa composition en oligosaccharides est altérée[67]. Les souris KO 

pour le gène Muc2 développent spontanément une colite puis éventuellement le cancer 

 
Figure 5. Schéma de la muqueuse intestinale chez A) le patient sain et B) le patient atteint d’une MICI (traduit d’après 

Mario Matijašić et al. 2020). Chez la personne saine le mucus est en deux couches. Chez l’individu malade la couche 

de mucus est amoindrie et la barrière intestinale lâche, permettant aux antigènes bactériens de pénétrer la barrière et 

provoquer l’inflammation des tissus. 
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colorectal[68,69]. Chez ces animaux, les bactéries intestinales sont en contact direct avec l’épithélium[70], 

y compris au fond des cryptes de Lieberkühn dont la morphologie est altérée par rapport aux souris 

sauvages (figure 5). 

Les protéines des jonctions serrées, qui ont pour fonction de limiter les flux paracellulaires, ont-elles 

aussi une expression perturbée chez les patients atteints de MICI. L’occludine, JAM-A  et les claudines 3, 

5 et 8 sont fortement diminuées chez les patients atteints de la MC tandis que la claudine 2, une protéine 

porogène, est fortement augmentée[71,72]. Chez les patients atteint de RCH on constate une baisse de 

l’expression de l’occludine, JAM-A, des claudines 1 et 4, et également une augmentation de l’expression 

de la claudine 2[72]. Certains proches de ces patients ont également une perméabilité intestinale 

augmentée malgré l’absence de symptômes[73–75]. 

I.1.C.b) L’inflammation : acteur clé de la pathologie 

La perte de fonction de la barrière intestinale conduit à une sur-activation du système immunitaire en 

raison de la translocation d’agents bactériens à travers la lamina propria de l’intestin. Plusieurs ligands 

associés à des pathogènes dits PAMPs (pathogens-associated molecular patterns) mais aussi des ligands 

associés au stress et à la mort cellulaire dits DAMPs (danger-associated molecular patterns) vont être 

reconnus par divers Pattern Recognition Receptors (PRRs) comme par exemple les récepteurs Toll-Like 

(TLR), situés à la surface des cellules épithéliales de l’intestin, des macrophages et des neutrophiles, 

notamment le TLR-4 qui va reconnaitre le LPS de la paroi des bactéries gram négatives ainsi que des 

DAMPs comme la β-défensine, la fibronectine, ou les héparanes sulfates[76]. Les TLR-1, TLR-2 et TLR-6 

reconnaissent le peptidoglycane (PGN) et le TLR-5 reconnaît la flagelline (constituant de la flagelle 

bactérienne)[77]. Certains ligands comme l’acide gamma-D-glutamyl-meso-diaminopimelique 

(constituant des parois des bactéries gram négatives) ou le muramyldipeptide (constituant du PGN de 

la paroi bactérienne) peuvent pénétrer dans la cellule où ils sont reconnus par les récepteurs NOD1 et 

NOD2.  

Ces différents récepteurs, une fois stimulés, entrainent des cascades de réaction résultant en l’activation 

entre autres de la caspase-1 (impliquée dans l’inflammasome) ou de la voie NF-κB et entrainent la 

sécrétion de chémokines et de cytokines pro-inflammatoires comme TNF-α, IL-1β, IL-6 ou IL-8 (figure 

6)[78]. 
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Figure 6. Schématisation de l’activation des voies de signalisation de Nod1, Nod2 et TLR4 (traduit d’après Naohiro 

Inohara, Mathias Chamaillard et al. 2005). Nod1 et Nod2 reconnaissent des antigènes dérivés de peptidoglycanes 

bactériens (PGN) ce qui entraine le recrutement d’une protéine kinase (RICK) par les interactions CARD/CARD. Une 

fois RICK recrutée, Nod1 et Nod2 activent des facteurs de transcription (NF-κB, AP-1, and Elk-1) et les caspases. Le LPS 

se lie au TLR4 après sa fixation à son corécepteur, le MD2, ce qui entraine le recrutement de plusieurs protéines en 

aval, notamment des adaptateurs à domaine TIR (e.g., MyD88, MAL/TIRAP, TRIF/TICAM-1) qui vont eux-mêmes 

entrainer la formation et l’activation de plusieurs complexes à kinase (IRAKs, TBK1/IKKi/TANK et RIP) qui vont 

phosphoryler IKKs, MAPKs, et IRF-3. Cela entraine la production de cytokines pro-inflammatoires et de protéines de 

surface des cellules T comme ICAM-1. 



  

27 

 

 

En temps normal les lymphocytes T de la lamina propria n’ont pas de réponse immunitaire contre les 

bactéries commensales en raison de la production d’IL-10 et TGF-β par les cellules dendritiques des 

ganglions mésentériques, favorisant les lymphocytes Treg qui sont impliqués dans la tolérance 

immunitaire[79]. Cependant la perméabilisation de la barrière augmente grandement l’exposition des 

récepteurs aux antigènes commensaux et exacerbe les phénomènes pro-inflammatoires. 

Ainsi, sous l’action des cytokines inflammatoires, les lymphocytes T CD4+ naïfs vont se différencier en 

lymphocytes T effecteurs, principalement Th1 et Th17 dans la MC[80], qui vont infiltrer la muqueuse des 

patients et amorcer une inflammation locale persistante. Celles-ci vont à leur tour secréter des cytokines 

pro-inflammatoires comme IFNγ, TNF-α, IL-1β, IL-6 ou la famille IL-17. D’autres cytokines, ayant une 

fonction qui peut être pro ou anti-inflammatoire selon les circonstances, vont être secrétées. Notamment 

IL-22[80,81] (figure 7), une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans l’activation de STAT3 qui est 

 

Figure 7. Déséquilibre des cytokines pro et anti-inflammatoires chez les patients atteints de MC (traduit d’après S. 

Brand, 2009). Le contact des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) avec des ligands bactériens induisent la 

production de cytokines pro-inflammatoires et la différenciation des lymphocytes T naïfs en Th1 et Th17. 
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augmentée chez les patients atteints de MICI et a un rôle protecteur dans l’inflammation de la muqueuse 

intestinale en promouvant la réparation des tissus, la production de mucus et la production de peptides 

anti-microbiens notamment de la famille REG3[82]. De plus le défaut de lymphocytes Treg abolit la 

tolérance aux bactéries commensales. 

Les patients atteints de RCH ont une muqueuse principalement infiltrée par des lymphocytes Th2 

atypiques comme en témoigne l’augmentation de la production d’IL-5 et IL-13[83,84]. Le rôle d’IL-4, une 

cytokine critique dans la différenciation des Th2, reste controversé notamment car elle n’est pas 

systématiquement augmentée de façon significative dans les biopsies des patients[83]. Il semblerait 

donc que la production d’IL-5 et d’Il-13 chez les patients de la RCH soit principalement due aux cellules 

natural killer (NK) [81,85](figure 8). 

Les patients atteints de MICI ont un risque surélevé de développer le cancer colorectal (CRC). En effet 

on estime qu’environ 15% des patients atteints de MICI en meurent et le risque de développer le CRC 

augmentent de 0.5 à 1% par an à partir de 8 à 10 ans après le diagnostic de la maladie et est plus élevé 

chez les patients atteints de pancolite[86,87](figure 9). 

 

Figure 8. Réponse immunitaire Th2 atypique chez les patients atteints de RCH (traduit d’après Moldoveanu, Al 

C.Diculescu, M., Fierbinteanu Braticevici, C., 2015). 
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Il-6 est une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans la carcinogénèse de nombreux tissus dont 

l’épithélium intestinal via la voie IL-6/JAK/STAT3. L’expression de cette voie métabolique est augmentée 

chez les patients atteints de MICI, que ce soit en phase active ou inactive de la maladie. De plus 

l’activation de cette voie est proportionnelle à la gravité de la MICI[88]. En effet la voie IL-6/STAT3 est 

impliquée dans la réparation des tissus et la prolifération cellulaire et entre donc également en jeu dans 

la prolifération des cellules tumorales. On retrouve d’autres cytokines induisant la réparation des tissus 

impliquées dans le développement du CRC comme IL-22 et IL-27 (figure 10)[85]. 

En résumé, chez les patients atteints de MICI, la perte de fonction de la barrière intestinale et le contact 

direct entre les bactéries commensales et les cellules de l’épithélium encourage la suractivation du 

système immunitaire.  Les cytokines pro-inflammatoires telles IFNγ et TNFα ont un effet cytotoxique, 

entrainant l’apparition de dommages tissulaires et l’activation des voies de réparation des tissus. Une 

perte de contrôle de ces mécanismes peut à terme entrainer le développement du cancer colorectal.  Un 

des acteurs clés dans l’initiation et le maintien de ces phénomènes pro-inflammatoires est le microbiote 

intestinal. 

 

Figure 9. Risque de développer le cancer colorectal entre 5 et 30 ans après le diagnostic d’une MICI (traduit d’après C D 

Gillen, R S Walmsley et al. 1994). 
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Figure 10. Rôle des cytokines de l’épithélium intestinal dans la guérison des tissus et le développement du cancer colorectal (Markus F. Neurah, 2014). En vert sont 

représentés les cytokines ayant un effet bénéfique sur la réparation des tissus, en rouges ceux ayant un effet cytotoxique, en bleu sont représentés les facteurs impliqués 

dans la carcinogénèse. 
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I.1.D) Le rôle du microbiote intestinal dans les MICI 

I.1.D.a) Définition et fonctions du microbiote intestinal 

Le microbiote intestinal est l’écosystème de microorganismes –principalement des bactéries mais aussi 

des archées, levures, virus ou protozoaires[89]- vivants dans nos intestins. Sa composition en espèce est 

très variée entre les individus et le long du tractus gastro-intestinal mais certaines familles sont 

globalement partagées. L’abondance en bactéries du microbiote suit un gradient de la partie proximale 

à la partie distale du tube digestif en fonction des conditions environnementales de chaque zone (figure 

11). 

 

 

Figure 11. La composition du microbiote intestinal en fonction de l’emplacement dans le tube digestif. La quantité de 

bactéries du microbiote intestinal varie notamment en fonction de la concentration en oxygène, en peptides 

antimicrobiens et en fonction du pH (G.P. Donaldson, S. Melanie Lee & S.K. Mazmanian, 2015). 
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On estime qu’il existe environ 1800 genres pour 15000 à 36000 espèces bactériennes dans le microbiote 

intestinal[90]. Il y aurait autant de bactéries dans le microbiote intestinal que de cellules humaines dans 

le corps[91]. Le microbiote intestinal exprimerait également 100 fois plus de gènes que son hôte 

humain[92]. Il a des fonctions majeures dans le corps humain, notamment dans la digestion des 

polysaccharides, la synthèse d’acides aminées essentiels et de vitamines[93]. Il joue un rôle majeur dans 

la protection contre les organismes pathogènes qui s’aventureraient au niveau de la barrière intestinale. 

Il régule la production de mucus, de peptides antimicrobiens et peut métaboliser certaines toxines, 

d’origine environnementale ou microbienne, dangereuses pour son hôte[94,95]. Mais il a également un 

rôle plus direct dans le développement du système immunitaire inné et adaptatif de l’hôte. En effet, les 

animaux axéniques (élevés dans des conditions stériles et ne possédant pas de microbiote intestinal) 

sont atteints de déficits immunitaires se traduisant par une réduction de la taille des ganglions 

mésentériques, une réduction en lymphocytes Th17 et Treg et une réduction de la réponse immunitaire 

face à des agents infectieux comme Shigella et Listeria[96]. 

Enfin il joue un rôle dans le développement neuronal et cognitif via l’axe intestin-cerveau[97]. Les 

animaux axéniques ont une réponse au stress exagérée par rapport aux animaux élevés en conditions 

normales qui est réversible chez ceux ayant subi un transfert de flore peu après la naissance mais pas 

chez ceux qui ont reçu cette flore à un âge avancé[98]. Des souris axéniques ayant reçu la flore de 

nourrissons prématurés ayant un retard de croissance ont une réduction de marqueurs des neurones et 

leur myélinisation par rapport à celles ayant reçu un microbiote de nourrisson prématuré sans retard de 

croissance[99]. 

Les nombreuses fonctions du microbiote intestinal le font qualifier d’organe par une partie du corps 

médical. Lorsque l’équilibre hôte-microbiote est rompu et que celui-ci entre en dysbiose, c’est-à-dire un 

déséquilibre de la biodiversité se caractérisant généralement par une baisse de la diversité et une 

augmentation des bactéries pathogènes au détriment des bactéries bénéfiques, cela se traduit par une 

perte de fonction métabolique et immunitaire et l’apparition de troubles intestinaux. 

I.1.D.b) Etablissement et composition du microbiote intestinal sain 

Le microbiote intestinal commence à s’établir à la naissance pendant laquelle le tractus gastro-intestinal 

du nourrisson est colonisé par la flore vaginale de la mère, pour les enfants nés par voie basse, ou par 

la flore de la peau et de l’environnement alentour, pour les enfants nés par césarienne, avec des 

conséquences sur la composition du microbiote et la santé de l’enfant à long terme. Les enfants nés par 

voie basse ont une plus grande proportion de Bifidobacterium et Bacteroides tandis que le microbiote 

des enfants nés par césarienne présentent davantage de bactéries pathogènes opportunistes[100–102]. 
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Sa composition se stabilise entre 2 et 4 ans[103]. Elle peut évoluer le long de la vie d’un individu en 

fonction de son alimentation, de son historique médical et pendant son vieillissement.  

On reconnait généralement l’existence de trois entérotypes distincts et indépendants de l’âge, du genre, 

du lieu de vie et de la culture. Ces entérotypes commencent à s’établir entre 9 et 36 mois chez l’enfant 

et sont définis par la distribution d’un taxon particulier. Un entérotype est dominé par Bacteroides, le 

deuxième présente davantage de Prevotella (dont l’abondance est inversement proportionnelle aux 

Bacteroides) et le dernier se caractérise par une sur-représentation des Firmicutes, notamment du genre 

Ruminococcus. Cependant la distribution de ces entérotypes dans la population n’est pas discrète et le 

nombre d’entérotypes identifiés varie entre deux et quatre (voire à un gradient) d’étude à étude (figure 

12). Certains suggèrent que les entérotypes pourraient être utilisés comme outils pour déterminer des 

facteurs de risques face à certaines maladies ou des réponses possibles à des traitements 

médicamenteux. Cependant de nombreuses difficultés restent encore à surmonter pour cela, 

notamment au niveau de l’uniformisation des protocoles de recherche[104]. 

I.1.D.c) La dysbiose chez les patients atteints de MICI 

Bien que les mécanismes exacts du développement des MICI n’aient pas été établis, il est généralement 

admis qu’elles impliquent la dérégulation du système immunitaire des patients contre les bactéries 

commensales ce qui provoque une inflammation chronique puis une lésion des tissus.  

D’anciennes études in vitro ont montré que des lymphocytes T de la muqueuse intestinale, normalement 

insensibles aux antigènes microbiens, avaient une réponse immunitaire exacerbée lorsqu’ils étaient issus 

 

Figure 12. Représentation schématique des entérotypes observés dans différentes études de composition du 

microbiote intestinal à travers le monde (Paul I. Costea et al. 2018) 
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de patients atteints de la maladie de Crohn[105]. En clinique, la démonstration de cette réponse 

immunitaire contre les bactéries commensales repose sur le bilan sérologique des patients. En effet ils 

présentent un bilan positif contre de les marqueurs de nombreuses espèces comme Saccharomyces 

cerevisiae (ASCA), la porine C de la membrane externe d’Escherichia coli (Omp-C), la flagelline 

correspondant aux bactéries Butyrivibrio, Roseburia, Thermotoga, et Clostridium (cBir1) et Pseudomonas 

fluorescens (I-2). Les marqueurs sérologiques sont utiles pour différencier les MICI d’autres maladies 

inflammatoires ou d’infections et permettent également de classer les patients en fonction de la sévérité 

potentielle de leur maladie ou de risques plus élevés liés à certaines pratiques chirurgicales[106].  

La chronologie exacte des évènements conduisant au développement d’une inflammation chronique de 

l’intestin n’est pas connue cependant on peut dire que différents facteurs génétiques et 

environnementaux perturbent l’équilibre intestinal et permettent à des organismes pathogènes 

opportunistes de s’installer et d’induire une inflammation locale qui peut évoluer en inflammation 

chronique (figure 13). Les patients atteints de MICI ont une dysbiose intestinale caractérisée par une 

baisse de la diversité globale du microbiote, une augmentation des Enterobacteriaceae et une diminution 

des Bacteroidetes et certaines Firmicutes. À plus petite échelle on constate une baisse de la diversité, la 

réduction de certaines souches bactériennes aux propriétés bénéfiques telles que Faecalibacterium 

prausnitzii et Bifidobacterium[107–110] et l’augmentation de certaines souches pathogènes comme les 

 

Figure 13. L’évolution de la complexité et la stabilité du microbiote intestinal au cours d’une vie et son lien à 

l’inflammation chronique de l’intestin (Aleksandar D. Kostic, Ramnik J. Xavier et Dirk Gevers. 2014) 
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Escherichia coli adhérentes et invasives (AIEC) qui sont corrélées à la forme iléale de la MC[111], les 

bactéries du genre Desulfovibrio[112] ou encore Fusobacterium[113,114] qui sont augmentées chez les 

patients atteints de RCH.  

Assez vite, il a été suggéré que le microbiote intestinal avait un rôle causal dans le développement des 

MICI. En effet, les modèles génétiques de colite spontanées telles que les souris déficientes en IL-2 et 

IL10 ne développent pas la maladie lorsqu’elles sont élevées en conditions axéniques[96]. Une étude de 

2007 a montré que le microbiote intestinal provenant de souris déficientes en facteur de transcription 

T-bet induisait la colite chez les souris saines[115]. Les souris KO pour le gène IL22 ont une faible 

production de mucus et une réduction de la sécrétion de plusieurs peptides antimicrobiens leur donnant 

une sensibilité à la colite induite qui est transmissible à des souris sauvages par leur microbiote[116]. Il 

semblerait donc que l’altération de la barrière intestinale, qu’on peut également retrouver chez les 

patients (voir I.1.D.a), favorise et entretient une flore colitogène. 

I.1.D.d) La place du microbiote dans les stratégies thérapeutiques 

Comme vu dans le point précédent, les patients atteints de MICI ont une dysbiose favorisant les bactéries 

Gram négatives du genre Enterobacteriaceae ainsi que divers pathogènes opportunistes. Il est possible 

d’agir sur le microbiote et de tenter de rétablir un microbiote plus sain par divers moyens. On constate 

par exemple que les patients traités par des anti-inflammatoires voient une forte réduction des bactéries 

du genre Escherichia/Shigella[33].  

Un traitement aux antibiotiques est parfois prescrit aux patients pour lutter contre les infections de 

bactéries spécifiques. La ciprofloxacine, les aminoglycosides et la rifaximine sont utilisées pour lutter 

contre les infections à E.coli, le métronidazole est utilisé contre les infections à des bactéries anaérobies 

comme Bacteroides fragilis[117]. Des antifongiques peuvent être utilisés pour lutter contre 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis soupçonnée d’avoir un lien causal avec la MC[118]. 

Cependant les antibiotiques ont des effets secondaires importants comme la tendinite, la 

photosensibilité et peuvent causer des problèmes de croissance des os chez l’enfant. Ils peuvent 

également résulter en une infection nosocomiale notamment par Clostridium difficile -dont les 

conséquences sont plus graves pour les patients atteints de MICI que chez d’autres types de 

patients[119]- ou par des bactéries résistantes. De plus, après arrêt du traitement antibiotique, le patient 

peut avoir une forte recrudescence de bactéries dans sa muqueuse intestinale rendant le traitement 

contre-productif[117]. 
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La transplantation de microbiote fécal (FMT) est une approche envisageable pour la modulation du 

microbiote qui a déjà fait ses preuves dans le traitement des infections à C. difficile et plusieurs ont 

suggéré de l’utiliser dans le traitement des MICI. Quelques études ont eu lieu avec des résultats 

encourageants mais variables[120–122]. La FMT permet la reconstitution de la population en 

Bacteroidetes chez des malades de la RCH après un traitement par antibiotiques[123]. Cependant 

l’efficacité de cette méthode sur la rémission des patients dépend grandement de la composition du 

microbiote donneur et sa compatibilité au receveur[124]. 

Les variations en genres bactériens du microbiote intestinal entre les personnes saines et les patients 

sont bien moindres (2%) par rapport aux variation de l’expression des gènes liés aux fonctions 

métaboliques du microbiote (12%). Cela signifie que soit 1) l’échelle des genres est trop imprécise pour 

identifier des différences pertinentes ou 2) la régulation d’un petit nombre de genres bactériens est 

suffisante pour provoquer d’importants changements métaboliques. On constate chez les patients 

atteints de MICI une augmentation de l’expression des gènes liés au métabolisme du stress oxydant. On 

peut également constater une réduction de l’expression des gènes liés au métabolisme des 

carbohydrates et de la biosynthèse des acides aminés en faveur des gènes liés au transport et à 

l’assimilation des nutriments[125]. 

On appelle « probiotiques » des microorganismes vivants qui, consommés en quantité suffisante, ont 

un effet bénéfique sur la santé de l’hôte (cf. chapitre III). Ils proviennent de produits alimentaires 

fermentés ou préférentiellement de souches présentes dans le microbiote humain. Les bactéries des 

genre Bifidobacterium et Lactobacillus sont des probiotiques grandement étudiés dans les modèles de 

colites pour leurs propriétés anti-inflammatoires[126–132]. L’espèce bactérienne Faecalibacterium 

prausnitzii a également reçu une attention particulière en raison de sa production de multiples composés 

anti-inflammatoires dont le butyrate[133–137] qui est connu pour inhiber la voie NF-κB[138] (voir plus 

dans la revue en annexe). 

Malgré de nombreuses études sur modèles animaux il existe assez peu d’études cliniques démontrant 

l’efficacité des probiotiques sur les patients. Des études cliniques chez des patients atteints de MC ont 

été réalisées pour la levure Saccharomyces boulardii[139] et pour la bactérie Lactobacillus rhamnosus 

GG[140] sans succès. Une méta-analyse sur 22 études randomisées n’a pas pu trouver de preuves solides 

de l’efficacité des probiotiques dans le traitement de la MC que ce soit en phase de rémission ou en 

prévention des rechutes post-opératoires[141]. 
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En revanche certaines souches montrent des résultats encourageants dans le traitement de la RCH. La 

souche Escherichia coli Nissle 1917, dont l’utilisation est répandue en Europe, montre qu’elle a un effet 

équivalent au traitement à la mesalazine dans le maintien de la rémission clinique des patients[142]. Le 

cocktail de probiotiques VSL#3 combinant 8 souches de bactéries lactiques (L. plantarum, L. delbrueckii 

subsp. bulgaricus, L. casei, L. acidophilus, Bifidobacterium breve, B. longum, B. infantis, and Streptococcus 

salivarius subsp. thermophilus) est l’une des préparations probiotiques les plus étudiées dans le 

traitement de la RCH et a montré une grande efficacité dans la rémission et son maintien chez l’adulte 

comme chez l’enfant[143]. 

Le manque de protocole standardisé rend difficile l’évaluation de l’efficacité des souches individuelles. 

De plus il est connu que les bactéries expriment des fonctions métaboliques différentes en fonction de 

leur environnement, ce qui inclue les nutriments et le microbiote de l’hôte. Par exemple la production 

en butyrate de F. prausnitzii est fortement augmentée lorsqu’elle est en co-culture avec une bactérie du 

genre Bifidobacterium[144]. Il semblerait donc pertinent de pousser la recherche vers une meilleure 

compréhension des interactions entre les bactéries afin de créer les meilleures combinaisons possibles 

plutôt que d’essayer de se reposer uniquement sur l’effet de souches isolées.  
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I.1.E) Les modèles expérimentaux de colite 

Il existe de nombreux modèles animaux destinés à l’étude des MICI. Ils peuvent être répartis en trois 

catégories de modèles : les souris génétiquement modifiées, les modèles d’induction chimique de la 

colite ou les modèles d’induction par transfert de cellules immunitaires activées. 

I.1.E.a) Les modèles génétiques 

Les souris « knock-out » (KO) pour le gène de l’IL-10 et l’IL-2 développent spontanément une 

inflammation de la paroi des intestins et du colon. Les souris KO IL-10 sont le modèle le plus couramment 

utilisé parmi les modèles génétiques. La maladie se développe au bout de 24 semaines et peut prendre 

des formes plus ou moins sévères en fonction de la souche murine. Par exemple les souris BALB/c 

présentent un phénotype bien plus sévère que les souris C57BL/6. De plus, il est possible d’élever des 

souris KO IL-10 en conditions axéniques puis d’induire un développement rapide de la maladie chez 

elles par FMT ce qui rend ce modèle très utile pour l’étude de l’impact bénéfique ou néfaste de certaines 

communautés microbiennes. Il existe de nombreux autres modèles monogéniques ciblant la régulation 

immunologique comme les souris TGF-β1 et TCR-α KO, ou la barrière intestinale comme les souris 

déficientes en kératine-8, N-cadhérine[145], mdr1a[146] ou muc2[147]. Une revue récente en a fait la 

liste complète[147]. 

Il existe également des modèles de souris développant spontanément la colite à cause d’une mutation. 

Le modèle Samp1/Yit développe une réponse immunitaire dans l’iléon qui se caractérise par une 

infiltration des lymphocytes T CD4+ et CD8α+TCRαβ+ (cellules lymphoïdes innées) dans la lamina 

propria[148]. Le modèle C3H/HeJBir se caractérise par une inflammation dans la partie gauche du colon 

et a une réponse exagérée des lymphocytes B et T contre les antigènes des bactéries commensales[149].  

Les modèles génétiques de ce genre sont utilisés pour comprendre et identifier chaque mécanisme et 

acteur intervenant dans la maladie mais sont limités dans l’étude étiologique de la maladie. En effet, 

chez les patients, la colite résulte rarement de la mutation d’un seul gène. De plus le développement de 

la maladie dans ces modèles prend beaucoup de temps et rend donc les études couteuses et 

chronophages. 

I.1.E.b) Les modèles immunologiques 

Le transfert de lymphocytes T exprimant fortement CD45 (régulateur de l’activation des lymphocytes T 

et B) chez des souris immunodéprimées peut être utilisé pour induire une réponse immunitaire de type 

Th1 et cause une inflammation transmurale sévère avec une forte infiltration des neutrophiles dans les 
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tissus. Il est principalement utilisé pour étudier le rôle des lymphocytes T dans l’initiation et la régulation 

de la pathologie[150]. 

I.1.E.c) Les modèles d’induction chimique 

Les modèles de colite par induction chimique sont les plus couramment utilisés. L’induction de la colite 

par le dextran sodium sulfate (DSS) est un modèle simple d’utilisation et très reproductible. Le DSS est 

distribué dans l’eau de boisson sur une courte période et provoque l’abrasion de la barrière épithéliale 

du colon. L’inflammation induite par ce modèle peut se produire indépendamment de la présence de 

lymphocytes T ce qui en fait un modèle approprié pour l’étude du système immunitaire inné[151]. 

L’administration intra-rectale de 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) ou de dinitrobenzene sulfonic 

acid (DNBS) dans une solution d’éthanol provoque une inflammation avec une réponse immunitaire des 

lymphocytes auxiliaires de type 1 (Th1) et Th17. Ce modèle provoque des dommages rapides localisés 

au niveau du colon distal. L’inflammation dans ce modèle est généralement bien plus sévère que dans 

le modèle DSS et provoque une infiltration des lymphocytes T CD4+, des neutrophiles et des 

macrophages dans la barrière épithéliale[152]. 

Les modèles d’induction chimique permettent de faire des études courtes et peu coûteuses par rapport 

aux modèles génétiques. Ils permettent également l’étude des facteurs de régénération de la barrière 

intestinale car le cycle d’inflammation aiguë suivi d’une période de rémission ainsi que l’installation d’une 

inflammation chronique peuvent y être imités, ce qu’on ne retrouve pas chez les modèles de colite 

spontanée. Ainsi, les modèles d’induction chimiques sont souvent utilisés dans la recherche de nouveaux 

mécanismes de développement de la maladie et dans les preuves de concept pour des traitements 

potentiels.  

Cependant les phénotypes observés peuvent grandement varier en fonction de l’âge, de la souche, du 

fournisseur d’animaux, du microbiote des animaux, du lot de produit chimique, de la durée et de la 

fréquence de l’administration. La concentration des produits utilisés doit être optimisée en fonction des 

conditions d’élevage. 

De plus il faut garder en tête que ces modèles, bien que très utiles pour étudier les phases 

d’inflammation aiguës qui conduisent à la lésion des tissus, ne permettent pas de reproduire fidèlement 

les phases chroniques de la maladie. 
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I.2) L’inflammation chronique dans l’obésité 

I.2.A) Présentation générale de l’obésité et ses enjeux 

I.2.A.a) Epidémiologie et enjeux socio-économiques de l’obésité  

La prévalence de l’obésité a fortement augmenté dans les 50 dernières années et concernait 19,5% de 

la population des pays de l’OCDE en 2017 (figure 14). D’après l’étude ESTEBAN 2014-2016 la prévalence 

de l’obésité est de 17% sans distinction des sexes en France et celle du surpoids de 54% chez les hommes 

et 44% des femmes. En comparant cette étude aux données ENNS-2006 il semblerait que cette 

prévalence soit restée stable dans les années récentes[153]. 

L’obésité est un enjeu de santé publique majeur dans le monde entier et sa vitesse de propagation la 

fait qualifier de pandémie. L’obésité grave (IMC>45) est un facteur de risque majeur au développement 

de maladies non transmissibles et est associée à une baisse de l’espérance de vie de 5 à 20 ans[154]. On 

estime que chaque année l’obésité contribue au décès de 2.8 millions de personnes, et à celle de 3.4 

millions de personnes si on y ajoute le surpoids, ce qui en fait la 5e cause de mortalité dans le 

monde[155]. En 2012, 6% des nouveaux cas de cancers étaient liés à l’obésité ou au diabète. Une fraction 

qui varie en fonction du pays. En effet les pays d’Asie comme la Chine, l’Inde ou le Japon ont davantage 

de cancers liés au diabète de type 2 tandis que dans les pays occidentaux l’obésité est une cause plus 

importante dans le développement de cancers[156](figure 15). Une situation d’autant plus inquiétante 

que la prévalence de l’obésité continue d’augmenter non seulement dans les pays développés mais 

également dans les pays en voie de développement dont les modes de vie s’occidentalisent. Cette 

épidémie touche principalement les populations des classes populaires et contribue aux inégalités 

sociales, l’obésité étant un facteur de risque au développement de handicaps physiques ou 

psychologiques pouvant limiter la capacité à travailler[157]. 

 
Figure 14. Prévalence de l’obésité dans les pays de l’Organisation de coopération et de développement économiques (Matthias 

Blüher 2019). 
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Figure 15. Fraction attribuable des nouveaux cas de cancer à a) le diabète b), l’obésité ou c) la combinaison des deux, par pays 

en l’an 2012 (Pearson-Stuttard J, Zhou B et al. 2018). 
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En France les maladies liées à l’obésité représentent 4.9% des dépenses de santé et 2.7% du PIB 

total[158] et représente un surcoût important pour le contribuable, bien qu’en deçà de la moyenne des 

pays de l’OCDE. 

Cependant la malnutrition et l’obésité constituent un marché considérable pour les acteurs industriels 

qui contribuent à générer les comportements alimentaires à risque et ceux cherchant à proposer des 

solutions de régime pour les corriger. En juin 2020, Santé Publique France rapporte que le marketing 

des produits alimentaires représente 1,1 milliards d’euros dont 48% sont consacrés à des produits dont 

le Nutri-Score est de E et D. La publicité sur internet prend une part de plus en plus importante d’autant 

plus qu’elle ne fait pas l’objet de restrictions d’horaires et de public contrairement à la publicité 

télévisée[159].  

De plus la désinformation constante et les apparentes contradictions dans lesquelles baigne le grand 

public sur les questions de nutrition contribue à la confusion sur les recommandations à suivre, voire à 

leur rejet. Une part importante de la population se renseigne sur des blogs ou les réseaux sociaux et 

suivent les recommandations de célébrités et d’influenceurs. Or ce type recommandations en ligne 

correspond rarement aux recommandations nutritionnelles gouvernementales ou alors sont trop 

restrictives et peuvent entrainer l’aggravation des problèmes de carences alimentaires[160,161]. 

I.2.A.b) Facteurs génétiques et environnementaux dans le développement et le maintien de l’obésité 

L’obésité est une condition multifactorielle dont le déclencheur est un excès de calories sur une période 

relativement longue accompagné d’un manque d’activité physique (figure 16). Elle résulte en un 

dérèglement des mécanismes de régulation du métabolisme des nutriments qui rend la perte de poids 

très difficile.  

D’un point de vue évolutionniste, la sélection naturelle a sans doute avantagé les génotypes favorisant 

un métabolisme énergétique pouvant stocker les ressources le plus efficacement possible afin de 

survivre aux nombreuses périodes de famine auxquelles les humains devaient faire face avant la 

Révolution verte et l’industrialisation des pays occidentaux puis du reste du monde. Dans le contexte de 

surabondance alimentaire actuel, la prévalence de l’obésité et des troubles associés progresse plus vite 

que la sous-nutrition ne recule[162]. 



  

43 

 

 

Différentes populations humaines ont fait face à différentes pressions sélectives ce qui explique en partie 

la variation ethnique dans la distribution de l’obésité[163]. Par exemple les habitants des îles du 

Pacifiques ont une augmentation du taux de l’obésité dans leur population quatre fois plus rapide que 

la moyenne internationale[164]. Des études sur jumeaux et sur enfants adoptés montrent que l’IMC des 

enfants adoptés correspond à celui de leur famille biologique plutôt qu’à celui de leur famille 

adoptive[165–167], confirmant l’importance de l’héritabilité dans le développement de l’obésité. Des 

mutations sur les gènes impliquant la voie de la satiété, notamment la leptine et son récepteur, peuvent 

provoquer une obésité importante chez l’humain dès l’enfance[168,169] cependant ce type de mutation 

est rare et n’explique pas l’explosion des chiffres de l’obésité du dernier demi-siècle. 

Dans la grande majorité des cas, la prédisposition génétique à l’obésité est polygénique. Une étude 

récente a établi un score de risque polygénique de l’obésité permettant d’identifier les risques de 

 

 

Figure 16. Facteurs pouvant influencer la balance énergétique et le développement de l’obésité (traduit d’après 

Matthias Blüher 2019). 
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développer l’obésité chez l’adulte (parfois équivalents aux risques retrouvés chez des patients ayant de 

rares mutations monogéniques)(figure 17)[170]. 

Le mode de vie occidental urbain et tout ce qui lui est associé est fortement obésogène. Cela inclue : la 

consommation d’aliments transformés, la réduction de l’activité physique, l’utilisation accrue des écrans 

à la fois dans le divertissement et le travail sédentaire ainsi que le marketing de l’industrie agro-

alimentaire favorisant les aliments riches en sucres, l’omniprésence des fast food et les portions 

importantes de la restauration collective[164]. Des facteurs sociaux et psychologiques comme le stress 

lié au travail, à la situation financière ou aux relations personnelles, la dépression et la discrimination 

jouent également un rôle important dans le gain de poids[171–173]. 

Le marketing est un important facteur de modulation du comportement alimentaire, particulièrement 

chez les enfants. Certains facteurs génétiques (comme le gène FTO) impliqués dans les circuits de 

récompense jouent un rôle important dans la régulation du comportement alimentaire et la capacité de 

contrôle de l’individu sur sa faim et rend les personnes portant des allèles mutants plus susceptibles au 

marketing[164]. Une méta-analyse sur 17 études montre que les mesures et les campagnes d’incitation 

à la pratique sportive et à l’amélioration des habitudes alimentaires n’ont aucun effet significatif sur les 

habitudes de vie de la population[174]. Cela questionne la pertinence des approches ciblant les 

comportements individuels pour améliorer ces questions de santé publique. 

 
Figure 17. Relation entre la distribution du score de risque polygénique et celle de l’IMC, du poids et de l’obésité sévère 

(Amit V. Khera, Mark Chaffin et al. 2019). 



  

45 

 

 

Une perte de poids modeste de 5 à 10% maintenue sur le long terme serait pourtant suffisante pour 

réduire significativement le taux de cholestérol et la pression artérielle systolique et diastolique ainsi que 

dans la qualité de vie des patients[175]. Cependant ces objectifs médicaux se heurtent aux objectifs 

personnels « irréalistes » des patients. Une étude sur 60 femmes en état d’obésité montre que l’objectif 

moyen chez ces patientes était d’une perte de poids de 32%. Une perte de poids de 17kg (correspondant 

à 17% du poids pour la moyenne des participantes) était perçue comme un échec[176]. La société, y 

compris les personnels de santé, et les patients eux-mêmes tendent à faire reposer la responsabilité de 

l’échec de leurs objectifs sur un « manque de volonté ». Le cycle de gain et de perte de poids incessant 

malgré les efforts des patients et la stigmatisation conduisent à un sentiment de culpabilité, un 

découragement et une perte de confiance envers le corps médical. 
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I.2.B) Physiopathologie de l’obésité et du diabète de type 2 

I.2.B.a) Dérèglement hormonal du comportement alimentaire et du métabolisme énergétique 

Beaucoup simplifient leur approche de l’obésité en un simple problème d’apport énergétique. 

Cependant de nombreux facteurs métaboliques et hormonaux entrent en jeu dans la réponse 

individuelle à l’exercice et au régime dans la perte de poids. L’approche par restriction calorique reste 

aujourd’hui prioritaire dans le traitement de l’obésité. Cependant son maintien à long terme est d’une 

grande difficulté et la moitié du poids perdu par les patients est repris dans les deux ans qui suivent le 

régime[177]. Une grande partie des patients regagnent même plus de poids qu’ils n’en avaient perdu. 

En outre le succès de la perte de poids semble être principalement lié au temps de suivi après celle-ci.  

La perte de poids par réduction de la prise alimentaire est un stress pour le corps et s’accompagne par 

une baisse des besoin énergétique qui se maintien sur le long terme dans un processus que l’on appelle 

la « thermogénèse adaptative »[178,179]. 

Le comportement alimentaire et le métabolisme des nutriments sont fortement régulés par de 

nombreux neuropeptides, neurotransmetteurs et hormones par des mécanismes homéostatiques et 

 

Facteurs 
environnementaux 
(ex : alimentation)

Dépense énergétique

Leptine
Insuline

Stock 
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Absorption de 
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Figure 18.  Régulation de la prise alimentaire et de la prise de poids par le système nerveux central (traduit d’après 

Stephan J. Guyenet et Michael W. Schwartz, 2021). Le SNC régule la prise de poids en ajustant la prise alimentaire et 

la dépense énergétique en réponse aux différents signaux de satiété. Différents facteurs génétiques et 

environnementaux (accessibilité à une nourriture savoureuse a fort potential énergétique, activité physique, etc) ainsi 

que des facteurs de développement, l’état d’inflammation de l’hypothalamus ou des atteintes neuronales peuvent 

influencer la prise de poids. 
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hédoniques. Les principaux centres de régulation de la prise alimentaire se retrouvent dans 

l’hypothalamus, une structure du système nerveux central (SNC). On y retrouve des récepteurs de la 

leptine (« hormone de satiété »), la ghréline (« hormone de la faim ») et l’insuline. La leptine et l’insuline 

sont les principales hormones de contrôle du métabolisme des nutriments et du tissus adipeux ; elles 

inhibent la faim et induisent l’absorption du glucose par les cellules adipeuses[180,181] (figure 18). 

L’absence d’expression de la leptine provoque un fort appétit et une sévère obésité chez l’humain 

comme la souris[168,169,182]. Elle agit en inhibant la production de sérotonine qui favorise 

l’appétit[183]. Cependant, le taux de leptine dans la circulation sanguine est corrélé avec le pourcentage 

en graisse corporelle chez l’humain[184]. L’hyperleptinémie retrouvée chez les patients obèses conduit 

donc au développement d’une résistance à la leptine au niveau du SNC comme on peut le constater sur 

des modèles d’animaux nourris avec un régime sur-gras[185,186].  

La perte de poids induit une réduction du taux de leptine circulant qui se traduit par une augmentation 

de l’appétit, poussant à la reprise de poids du patient[187]. Les souris ob/ob souffrent d’hypothermie qui 

se corrige par l’administration de leptine[188]. De plus elles ont du mal à adapter leur prise de nourriture 

en fonction de leurs besoin énergétiques comme le font les souris wild type[189]. Singh Amandeep et 

al. rapportent que 30% de la perte de poids induite par un traitement à la leptine est liée à des 

changements dans la dépense énergétique[190]. Cependant, les traitements à la leptine ne sont pas 

efficaces dans le traitment de l’obésité chez les patients. 

Certains traitement médicamenteux agonistes de neurotransmetteurs (comme la lorcasérine, agoniste 

de la sérotonine) ont un effet raisonnable sur la prise de poids cependant ils posent un risque non 

négligeable en raison de nombreux effets secondaires sur la santé des patients, notamment 

cardiovasculaires, carcinogènes ou dépressifs, et nombre d’entre eux ont été retirés du marché[191]. 

I.2.B.b) Alimentation, endotoxémie métabolique et développement de l’insulino-résistance 

Il est actuellement reconnu que l’obésité se caractérise par une inflammation chronique de bas grade 

systémique qui résulte ultimement au développement de la résistance à l’insuline.  

Un régime sur-gras, chez l’homme comme chez l’animal, conduit à une augmentation du taux de LPS 

circulant qui correspond à une « endotoxémie métabolique »[192]. Le LPS se diffuse de façon passive à 

travers la barrière intestinale jusque dans la circulation sanguine lorsque l’intégrité de cette barrière est 

perturbée et sa perméabilité augmentée. Il peut également être transporté par les chylomicrons 

(particules lipidiques transportant des triglycérides alimentaires dans le sang) qui se forment lors de la 
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digestion des graisses[193]. Chez la souris il est démontré que la graisse, indépendamment de l’apport 

calorique, facilite le passage du LPS dans le sang[194]. 

Une étude expérimentale comparant deux groupes de dix personnes saines à poids ordinaire, l’un nourri 

avec un repas riche en graisses (42%) et l’autre avec un repas comprenant plus de fibre et moins de 

graisses (27%) montrent que le LPS circulant augmente de façon significative entre 3 et 5h après un 

repas gras. Une étude de population française a établi un lien entre LPS circulant à jeun et l’apport en 

graisses et calories dans les habitudes alimentaires de 1015 personnes saines[194]. La concentration en 

endotoxines dans le sang est associée à un plus haut risque de souffrir d’évènements cardio-vasculaires. 

Elle est plus élevée chez les patients atteints de diabète de type 2 et par ailleurs une concentration élevée 

d’endotoxine chez un patient sain est fortement associée au développement du diabète de type 2 dans 

les 10 ans qui suivent la mesure[193]. 

Il est démontré que le LPS cause une perturbation des jonctions serrées de la barrière intestinale in vitro 

et in vivo impliquant une augmentation de l’expression de TLR-4 à la surface de la membrane des 

entérocytes[195]. Les repas trop riches induisent donc une inflammation transitoire à terme conduit à 

une inflammation chronique (figure 19).  

Figure 19. Modèle proposant comment l’augmentation transitoire du LPS circulant après un repas riche en graisse 

pourrait conduire à une inflammation chronique de bas grade (traduit d’après Amanda J Cox, Nicholas P West, Allan 

W Cripps, 2015).  
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I.2.B.c) L’inflammation : acteur clé de la pathologie 

L’obésité est caractérisée par une inflammation chronique de bas grade locale et systémique. Une méta-

analyse comprenant 51 études indépendantes trouve une corrélation entre l’IMC et le taux de protéine 

réactive C (CRP), notamment chez les femmes[196]. Les données épidémiologiques associent l’obésité à 

un risque accru de développement de nombreuses maladies dont les MICI. Les régimes sur-gras 

exacerbent la colite et le développement du cancer colorectal[197–199] chez la souris dans les modèles 

d’induction chimique et les modèles de colite spontanée[200–202]. 

Nous avons vu précédemment qu’un repas gras se suit d’un pic de LPS circulant. L’activation du TLR4 

par le LPS va conduire à l’activation des voies pro-inflammatoires, comme le myeloid differentiation 

factor 88 (MyD88) ou le nuclear factor kB (NFkB), entrainant une hypoglycémie transitoire dont la 

rémission est liée au développement à long terme de l’hyperglycémie[203–205]. 

A l’échelle locale, on constate chez les souris C57BL/6 une surexpression iléale de TNF-α à partir de 2 

semaines d’alimentation surgrasse, bien avant la prise de poids et l’inflammation systémique. Cette 

observation est d’autant plus importante que l’expression relative de TNF-α dans les premières semaines 

est fortement corrélée avec la prise de poids et le développement de la résistance à l’insuline à 16 

semaines[206]. 

Une étude sur des femmes obèses a démontré qu’une perte de 10% de leur poids permettait une forte 

baisse (entre 25% et 57%) de l’expression de TNF-α, IL-1β, IL-8, et MCP-1 ainsi qu’une diminution de 

l’infiltration par les lymphocytes T et les macrophages de 28% et 42% dans la muqueuse[207]. 

Plusieurs mécanismes d’actions sont envisagés pour expliquer l’élévation des cytokines et chimiokines 

pro-inflammatoires dans la circulation sanguine des patients obèses. Le tissu adipeux étant un organe 

endocrine source de nombreuses hormones, facteurs de croissances et comprenant de nombreuses 

cellules du système immunitaire, la surcharge en graisses des adipocytes induirait un stress cellulaire ou 

une infiltration des macrophages dans le tissu adipeux qui conduirait à l’activation de cascades de 

réactions inflammatoires. 

De nombreux biomarqueurs de l’inflammations comme le Tumor Necrosis Factor Receptor II, la 

fibrinogène, la CRP et l’IL-6 permettent de prédire les incidents cardiovasculaires et les risques de 

mortalité chez un patient[208,209] ainsi que le développement du diabète de type 2[210,211]. La relation 

de causalité entre obésité, inflammation et le développement du diabète de type 2 est généralement 

considérée comme établie cependant les mécanismes exacts restent à élucider. 
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I.2.C) Obésité et dysbiose 

La réponse du système immunitaire au gras dans les intestins et la modulation du microbiote intestinal 

par différents modes d’action ont un lien de cause à effet avec le développement du syndrome 

métabolique. La consommation accrue en sucre et graisses dans l’alimentation occidentale après la 

seconde guerre mondiale a conduit à une forte augmentation de la prévalence de l’obésité. 

L’alimentation riche en graisses modifie la composition du microbiote intestinal et provoque une 

inflammation de bas grade qui participe à la pathogénèse du syndrome métabolique. 

I.2.C.a) Interactions entre le microbiote intestinal et le métabolisme des nutriments 

Wostmann et al. ont montré en 1983 que les rats axéniques avaient besoin d’un apport calorique 

supplémentaire de 30% pour maintenir leur poids par rapport à des souris conventionnelles[212]. Plus 

récemment une étude américaine a montré que l’accumulation de graisses chez des souris C57BL/6 

élevées en conditions axéniques, lorsque du microbiote issu de souris conventionnelles leur est transféré, 

augmente de 60% et qu’elles développent la résistance à l’insuline et ce malgré une réduction de leur 

prise alimentaire[213]. Cela peut s’expliquer par une augmentation du flux de carbohydrates vers les 

tissus adipeux et le foie et le développement de la stéatose hépatique (figure 20) en raison de la 

stimulation de l’expression des voies impliqués dans le métabolisme des carbohydrates comme ChREBP 

et la réponse stéroïdienne comme SREBP-1 qui contrôlent l’expression de l’acetyl-CoA carboxylase (Acc-

1) et la fatty acid synthase (Fas)[213]. 

 

 

Figure 20. Métabolisme lipidique dans le développement de la stéatose hépatique ( traduit d’après C. Postic, J. Girard 2008). 
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Les carbohydrates sont la principale source d’énergie de l’alimentation humaine. Les mammifères 

peuvent hydrolyser les disaccharides (sucrose, lactose, maltose) et une partie de l’amidon de leur 

alimentation mais ont une capacité limitée de digestion des polysaccharides issus des plantes tels que 

la cellulose, le xylane et les pectines, qui transitent vers la partie distale de l’intestin où le microbiote 

intestinal peut les dégrader. Le microbiote intestinal a une relation symbiotique avec son hôte 

permettant à chacun des acteurs d’avoir accès à des nutriments qu’ils ne pourraient exploiter pleinement 

seuls et qui seraient donc gâchés[214]. Ainsi les Bacteroidetes, phylum le plus abondant du microbiote 

intestinal, sont les principaux utilisateurs des polysaccharides et la capacité à métaboliser l’amidon de 

Bacteroides thetaoimicron est très étudiée[213]. 

Peter J. Turnbaugh et al. ont déterminé par analyse métagénomique du microbiote de souris ob/ob que 

le microbiote de celles-ci était plus efficace pour l’exploitation énergétique des aliments. En effet le 

microbiote de ces souris diffère de celui de souris wild-type et s’accompagne par une plus grande 

quantité d’acétate et de butyrate dans leur contenu caecal tandis qu’on constate également une baisse 

significative du contenu énergétique de leurs fèces excrétés[215]. Cela signifie qu’une quantité plus 

importante d’énergie a été utilisée ou absorbée au niveau de l’intestin. De plus le transfert de microbiote 

de souris obèses à souris non obèse provoque leur prise de poids[215]. Il en est de même chez le rat[214]. 

On observe également une corrélation entre l’obésité et la concentration en certains acides gras à chaine 

courte (AGCC ou SCFA en anglais) dans les fèces des patients[216]. Les AGCC comprennent une 

multitude de métabolites dont les propriétés varient. 

Les AGCC sont les produits principaux de la fermentation des carbohydrates par les bactéries ainsi que 

la source principale d’énergie des colonocytes, ce qui en fait des produits cruciaux pour la santé 

gastrointestinale (figure 21). On estime en effet que 4 à 10% de l’énergie extraite de l’alimentation 

humaine est issue de la production d’AGCC par les bactéries du colon[217].   

Les plus abondantes sont l’acétate, le propionate et le butyrate qui représentent 95% des AGCC présents 

dans le colon et les fèces dans un ratio moléculaire d’approximativement 60:20:20. 95% de la production 

en AGCC est rapidement absorbée par les colonocytes et les 5% restants sont expulsés avec les 

fèces[218]. Individuellement, les AGCC n’ont pas les mêmes propriétés pour l’organisme. Le butyrate est 

principalement consommé par les colonocytes et permet leur maintien tandis que l’acétate passe en 

majorité dans la circulation sanguine. Les colonocytes des souris axéniques sont en état constant de 

carence énergétique et finissent par entrer en autophagie qui peut être prévenue par l’administration 

de butyrate ou de bactéries productrices de butyrate, témoignant de l’importance de cette molécule 

dans le métabolisme énergétique de la barrière intestinale[219]. 
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Figure 22. Interactions entre microbiote, production d’AGCC et pH du colon (à partir des données de la revue de Gijs den Besten 

et al. 2013). Le pH du colon proximal entretien un microbiote composé à 20% de Roseburia spp et Faecalibacterium prausnitzii, 

des bactéries productrices du butyrate. Les colonocytes absorbent le butyrate en échange de bicarbonate (HCO3-) qui va 

progressivement diminuer l’acidité du colon. Dans la partie proximale, les bactéries productrices de butyrate disparaissent au 

profit des Bacteroides productrices d’acétate et de propionate. 

 
Figure 21. Fermentation des glucides en acides gras ayant lieu dans le colon (traduit d’après Scott, K. P., Duncan, S. H. and Flint, 

H. J. (2008), " Dietary fibre and the gut microbiota " , Nutrition Bulletin, 33: 201–211. Copyright (2008) by British Nutrition 

Foundation). 
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La production en AGCC du microbiote varie fortement en fonction du type de fibre consommé. Gijs den 

Besten et al. listent les effets des différentes fibres sur la composition fécale en AGCC chez le rat, le porc 

et l’humain[218]. De plus la production d’AGCC varie localement dans l’intestin et influence également 

sa composition dans des interactions complexes entre hôte et bactéries (figure 22).  

Les effets des AGCC sur le métabolisme énergétique et la santé humaine sont à la fois intéressants et 

paradoxaux. En effet les AGCC (notamment le butyrate) sont communément admis comme des facteurs 

de prévention du risque de développer l’obésité, le diabète et diverses maladies intestinales comme les 

MICI ou le syndrome de l’intestin irritable de par leurs propriétés anti-inflammatoires[220]. On leur 

attribue notamment un rôle de régulation des hormones intestinales et une réduction de la prise 

alimentaire via le récepteur FFAR3[221]. Pourtant ils sont également une source supplémentaire de 

calories chez les animaux avec un microbiote « obésogène »[215]. 

I.2.C.b) Obésité et composition du microbiote intestinal  

La relation entre le microbiote intestinal et l’obésité est connue depuis les années 80 où on a constaté 

que les techniques chirurgicales pour induire la perte de poids telles que le bypass gastrique entrainent 

un changement de la composition du microbiote intestinal[222]. A l’époque on ne disposait que des 

techniques de culture bactérienne pour établir ces comparaisons. Depuis, des techniques comme le 

séquençage du 16S ribosomique, les PCR quantitatives ou le séquençage de génome complet se sont 

développées et permettent d’étudier la vaste population de bactéries anaérobies encore non cultivables 

à ce jour ainsi que leurs fonctions métaboliques.  

D’anciennes études suggèrent une association entre le ratio des Firmicutes et Bacteroidetes et l’obésité. 

Les souris ob/ob ont ainsi une augmentation significative du taux de Firmicutes et une diminution forte 

des Bacteroidetes par rapport à des souris wild-type ayant reçu le même régime[223]. On retrouve 

également cet enrichissement en Firmicutes et en Proteobacteria aux dépends des Bacteroidetes chez les 

souris en régime sur-gras, indépendamment du développement de l’obésité[224]. Chez l’homme, une 

étude comparant le microbiote d’enfants vivant en zones rurales africaines, dont l’alimentation est riche 

en fibres, à des enfants occidentaux, dont l’alimentation est riche en protéines, en graisses et en sucres, 

montre également cette association entre régime gras et une diminution des Firmicutes en faveur des 

Bacteroidetes[225]. Cependant l’utilisation de ce ratio comme marqueur de risque est très controversée. 

En effet, de nombreuses études montrent des résultats contredisant son importance et suggère que les 

changements de composition à l’échelle du genre voire de l’espèce seraient plus pertinents à 

étudier[226]. 
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De plus les Firmicutes sont des producteurs de butyrate[227] qui est un acide gras à chaine courte avec 

des propriétés bénéfiques sur la santé notamment par ses propriété anti-inflammatoires[138] et 

régulatrices du métabolisme énergétique[228,229]. Les patients obèses auraient plutôt une diminution 

des Firmicutes productrices de butyrate au profit d’autres bactéries du même Phylum. Par exemple 

l’augmentation de Staphylococcus spp. et Lactobacillus spp. est positivement associée à l’apport 

énergétique et l’inflammation dans l’obésité respectivement[230]. En revanche la bactérie 

Faecalibacterium prausnitzii, une des principales productrices de butyrate chez l’homme, est diminuée 

chez les patients atteints d’obésité[231] et sa proportion ré-augmente après la perte de poids[232]. 

Les données du Guangdong Gut Microbiome Project, une étude cross-sectionnelle impliquant 6896 

participants chinois, ont dénoté une association entre la baisse de l’abondance des bactéries du genre 

Akkermansia et le développement du syndrome métabolique. De plus ces bactéries sont positivement 

corrélées au genre Ruminococcaceae et Bacteroidaceae, et négativement corrélées au genres 

Lachnospiraceae et Prevotellaceae[233]. 

I.2.C.c) La place du microbiote dans les stratégies thérapeutiques 

Le microbiote intestinal impacte le développement et la progression de l’obésité en augmentant le 

rendement énergétique des ressources alimentaires, en contribuant à la reprogrammation génétique du 

colon et en perturbant les sécrétions endocrines des cellules intestinales, en augmentant la perméabilité 

intestinale et induisant des réponses pro-inflammatoires du système immunitaire de l’hôte (figure 23). 

L’administration d’un traitement antibiotique à des souris obèses permet de réduire le LPS circulant et 

caecal et est associé à une baisse de l’intolérance au glucose, de la prise de poids et une réduction de 

l’inflammation, du stress oxydant et de l’infiltration des macrophages dans le tissu adipeux[234]. Chez 

les patients obèses, la proportion de bifidobactéries est significativement diminuée[235]. Or la 

diminution de cette bactérie est également associée à une augmentation du LPS circulant ainsi qu’au 

développement de la résistance à l’insuline qui peut être atténuée par l’administration de la bactérie en 

probiotique[236]. En effet plusieurs études démontrent l’effet bénéfique des bifidobactéries sur 

l’expression des protéines des jonctions serrées[131,237–239] et leur potentiel d’utilisation comme 

probiotiques. 

Un certain nombre de souches probiotiques ont été étudiée pour leurs effets anti-obésité, notamment 

parmi le genre Lactobacillus spp. Plusieurs souches de L. rhamnosus (PL60, LGG ou NCDC 17), L. 

plantarum (Q180, DK211, LG42, TN8, Ln4 et LP14), L. gasseri, et L. paracasei ont démontré une activité 

protectrice sur l’accumulation de lipide chez des souris nourries en régime sur-gras[240]. Akkermansia 
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muciniphila est également une bactérie qui a souvent été négativement corrélée à l’obésité et semble 

jouer un rôle de régulation de l’endotoxémie métabolique, le gain de poids, l’inflammation des tissus et 

le développement de l’insulino-résistance dans le modèle murin[241]. Les propriétés d’Akkermansia 

muciniphila semblent être dérivée de ses métabolites, en effet, l’administration de vésicules extra-

cellulaires tirées de ces bactéries ont en elles-mêmes un effet positif sur la prise de poids et la 

dyslipidémie de souris nourries en régime sur-gras[242]. La bactérie pasteurisée semble également être 

efficace ce qui en ferait un traitement potentiel sûr[243]. 

La transplantation fécale suscite elle aussi l’intérêt de la communauté scientifique et plusieurs études 

ont montré la transmission à des souris axéniques d’un microbiote obésogène provenant de souris 

génétiquement sensibles à l’obésité[244]. Cependant l’implémentation de ce type de traitement pour 

traiter l’obésité est assez peu envisageable compte tenu du manque crucial de connaissances et de 

maitrise sur la composition du microbiote des donneurs potentiels. Après plus de 60 ans 

d’existence[245], la FMT reste un traitement de dernier recours dans le traitement des infections à C. 

difficile en raison de la méconnaissance des bon critères de sélection des donneurs, de la dose et voie 

d’administration, de la durée du traitement et le manque de maitrise des effets secondaires possibles -

notamment les risques infectieux. La FMT n’est à ce jour préconisée pour aucune autre maladie malgré 

quelques résultats encourageant dans le traitement de la RCH[122]. 
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Figure 23. Impact du microbiote intestinal sur des organes distants et sa contribution au développement de l’obésité 

et du syndrome métabolique (traduit d’après Lijuan Sun, et al. 2018). Le microbiote associé à l’obésité a une capacité 

accrue à l’exploitation énergétique des ressources alimentaires,  contribuent à la reprogrammation génétique du 

métabolisme dans le colon, changent la sécrétion en hormones polypeptidiques des cellules entéroendocrines, 

affaiblissent la barrière intestinale et perturbent le système immunitaire. Il peut également impacter des organes 

distants comme les tissus adipeux, le foie et le cerveau. Le LPS induit des réponses pro-inflammatoires des tissus 

adipeux et du foie. Les AGCC participent à l’accumulation de graisses dans les adipocytes par l’activation des récepteurs 

GPR41 et GPR43 qui inhibent la lipolyse et encourage la différentiation des adipocytes. Certains métabolites de la bile, 

les AGCC et le TMAO jouent également un rôle dans le développement de la maladie du foie gras. Enfin le microbiote 

intestinal impacte les neurones afférents de l’intestin et l’expression des hormones intestinales et peut ainsi jouer sur 

le comportement alimentaire. 
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I.2.D) Les modèles expérimentaux d’obésité 

I.2.D.a) Les modèles monogénétiques 

Il existe plusieurs modèles d’obésité. Les modèles génétiques de souris développant l’obésité de façon 

spontanée comme ob/ob et db/db reposent respectivement sur une mutation dans la sécrétion (gène 

Lep) et la réponse (gène Lepr) à la leptine (hormone de la satiété et régulatrice des réserves de graisses) 

leur donnant un appétit excessif. Ces deux modèles génétiques ont un phénotype quasiment identique 

lorsqu’ils sont issus de la même souche de souris. Les souris ob/ob de la variété C57BL/6J développent 

également une hyper-insulinémie et une insulino-résistance secondaires à l’obésité. Elles sont infertiles 

et ont un taux accru de corticostérones dans le sang[246]. Le traitement par de la leptine permet d’éviter 

les symptômes chez ce modèle. 

Les souris db/db partagent en grande partie le phénotype des souris ob/ob. Une hyper-insulinémie peut 

être observée dans les premiers mois de la vie des souris et conduit à une mort prématurée des animaux 

vers 5-8 mois. Cependant les complications rénales et vasculaires généralement associées au diabète 

chez l’homme n’y sont pas retrouvées, probablement à cause de la mort rapide des animaux qui ne laisse 

pas le temps à ces symptômes de se développer[246]. 

D’autres modèles monogéniques également impliqués dans la voie de la satiété existent comme les 

souris s/s portant une mutation du facteur de transcription STAT3 qui intervient dans l’activation du 

récepteur de la leptine ou encore des modèles impliquant un déficit à l’aval du récepteur de la 

leptine[247]. Ces modèles monogéniques sont couramment utilisés pour l’étude de traitements contre 

l’obésité. Cependant, en conditions réelles l’obésité ne peut pas être réduite au fait d’un seul gène. 

I.2.D.b) Les régimes sur-gras 

Une multitude de régimes induisant une alimentation sur-calorique sont régulièrement utilisés dans 

l’étude de l’obésité. Contrairement aux modèles monogéniques, ils peuvent être utilisés pour se 

rapprocher au plus près du développement de l’obésité chez l’être humain. Dans cette approche, les 

animaux sont nourris ad libitum et la prise de poids est corrélée à une augmentation de la consommation 

en kcal certes liée à la plus grande valeur énergétique des régimes sur-gras par rapport aux régimes 

contrôle mais aussi à l’activation des circuits de récompense en conséquence à la consommation 

d’aliments plus « succulents »[248,249]. 

Le régime normal d’une souris doit contenir environ 10% de matière grasse (en kcal). La plupart des 

fournisseurs de nourriture pour animaux de laboratoire proposent des régimes sur-gras contenant 45% 

ou 60% de matière grasse. Le régime à 60% induit naturellement l’obésité de façon bien plus rapide et 
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permet donc de réduire les coûts. Cependant le régime « occidental » contient typiquement entre 30% 

et 40% de matière grasse[250,251].  

En 2019 le conseil de l’International Journal of Obesity s’est réuni pour débattre des doutes émis sur la 

validité des résultats obtenus avec les régimes à 60% de matière grasse, certains craignant que ceux-ci 

entrainent une réponse métabolique exagérée des animaux ou que la moindre quantité de sucrose dans 

les régime 60% par rapport aux régimes 45% pourrait avoir des conséquences sur les observations vu 

l’importance de la consommation de sucre dans le développement du syndrome métabolique[252]. Ils 

notent qu’en réponse à cette dernière interrogation de nombreux chercheurs adaptent la quantité de 

sucrose de leurs régimes contrôles pour correspondre à celle de leur régime expérimental et que les 

différences métaboliques entre les souris nourries à 45 et 60% de graisse ne sont pas suffisantes pour 

totalement invalider les recherches[252]. 

La source de graisse de ces régimes peut grandement varier et doit être prise en compte dans 

l’élaboration du protocole. Les graisses utilisées pour ces formulations sont tirées d’ingrédients divers 

comme le beurre, la graisse animale, l’huile de poisson et différentes huiles végétales comme le colza, 

le maïs, l’huile de coco, le soja, l’olive, la cacahuète, le beurre de cacao, et bien d’autres[253]. En fonction 

du type de graisse la composition finale en acides gras saturés, polyinsaturés, monoinsaturés et en 

omégas-3 et 6 va grandement varier, ainsi que leurs conséquences sur la santé. Il est difficile de définir 

un régime sur-gras « idéal » et la grande variété de formules disponibles se traduit par une grande 

variabilité entre les études[254]. Par exemple l’huile de palme induit une plus forte expression d’IL-6 

dans le plasma sanguin et une plus forte expression d’IL-1β, TLR4 et CD14 dans le tissus adipeux par 

rapport à l’huile de colza, l’huile de tournesol ou le beurre[255]. 

En général les régimes sur-gras faits à partir de graisses animales comme le beurre, le lard ou une autre 

source importante d’acides gras saturés conduisent à une prise de poids et une stéatose hépatique plus 

prononcées par rapport aux régimes sur-gras principalement composés d’huiles végétales ou d’huile de 

poisson[256–259]. 
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I.3) Conclusion : L’inflammation de l’intestin et la dysbiose 

Le mode de vie urbain moderne conduit à un déséquilibre de l’alimentation et à un changement de 

composition du microbiote intestinal. Sa diversité est réduite ce qui fait disparaitre les populations 

bénéfiques en faveur de bactéries pathogènes. Ce changement de composition impacte également le 

métabolisme des nutriments et fait perdre au système immunitaire de l’hôte sa tolérance pour les 

bactéries commensales. L’inflammation chronique associée à la dysbiose entretient de nombreux 

dysfonctionnements immunitaires et métaboliques dans un cercle vicieux. Ainsi, la prévalence des 

maladies inflammatoires de l’intestin, de l’insulinorésistance et des maladies cardiovasculaires associées 

ne cesse d’augmenter dans un monde qui adopte de plus en plus le mode de vie urbain. 

Dans ce contexte il est important d’évaluer la relation entre microbiote intestinal et pathogénèse de ces 

maladies. Certaines familles comme Enterobacteriaceae et genres bactériens comme Desulfovibrio ou 

Fusobacterium sont fortement associés à certaines formes de MICI. Bien que les mécanismes d’action ne 

soient pas encore complètement élucidés, des études descriptives peuvent servir de base au 

développement de nouvelles méthodes diagnostiques. De plus le microbiote intestinal peut 

vraisemblablement avoir un impact sur la réponse au médicament des patients en modifiant la structure 

de la molécule thérapeutique par activité enzymatique et altérer ainsi sa biodisponibilité, son activité ou 

sa toxicité[260]. 

De nombreuses études de populations basées sur les techniques de séquençage de nouvelle génération 

tentent d’évaluer avec l’impact de la génétique et de différents facteurs environnementaux sur la 

population du microbiote intestinal. Cependant le grand nombre d’espèce à évaluer et le manque de 

puissance du 16S, technique la plus largement utilisée pour l’étude du microbiote, rend difficile la 

compréhension de l’impact de chaque espèce sur les maladies et vice versa. Il reste encore de 

nombreuses zones noires à explorer dans notre compréhension des interactions entre le microbiote 

intestinal et son hôte et entre les bactéries du microbiote intestinal elles-mêmes. Parmi les acteurs de la 

régulation du microbiote intestinal, on trouve la production de peptides antimicrobiens par le système 

immunitaire inné.   
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II. Les peptides antimicrobiens comme traitements anti-

inflammatoires 

Le système immunitaire inné joue un rôle important dans l’initiation de la réponse inflammatoire. Les 

peptides antimicrobiens (défensines, cathélicidines, etc.) sont des molécules du système immunitaire 

inné avec de nombreux modes d’actions. Ils peuvent agir comme antibiotiques à large spectre mais 

également jouer un rôle immunorégulateur en activant des cascades d’induction de gènes (des 

chémokines par exemple) ou en régulant le recrutement du système immunitaire adaptatif. Les PAMs 

ont un rôle crucial dans la régulation et la réponse du système immunitaire contre les pathogènes. Ils 

sont actuellement étudiés comme alternative aux antibiotiques classiques dans la lutte contre les 

bactéries multi-résistantes. 

II.1) Définition et classification des peptides antimicrobiens 

II.1.A) Structure générale des PAMs 

Les PAMs sont de petites molécules généralement entre 12 et 50 acides aminées. Ils sont produits par 

la plupart des espèces vivantes comme moyen de défense contre des micro-organismes pathogènes. Ils 

sont principalement exprimés aux surfaces épithéliales et les protègent contre les agents infectieux. 

Leurs modes d’action sont variés et multiples. En plus d’une activité antimicrobienne, ils peuvent avoir 

des propriétés immunorégulatrices, promouvoir la croissance ou la réparation des tissus. Les PAMs sont 

très variés par leur origine, leur séquence et leur structure.  

Les PAMs décrits ci-dessous sont les plus étudiés en relation à la santé du tractus gastro-intestinal. Leur 

structure générale est résumée en figure 24. 

II.1.B) Les différentes classes de peptides antimicrobiens 

Il existe plusieurs façons de classifier les PAMs : leur provenance (bactérienne, fongique, animale…), leur 

activité (antibactérienne, antifongique, antivirale…), leur richesse en acides aminées spécifiques ou leur 

structure secondaire [261]. Chez les mammifères, les PAMs sont produits dans les tissus exposés tels que 

la peau et les muqueuses. Dans les familles les plus connues de PAMs impliquées dans la santé du tractus 

gastro-intestinal on retrouve les défensines, les cathélicidines, les histatines ou les lectines de type C de 

la famille REG3. 

II.1.B.a) Les défensines 

Les défensines sont fortement impliquées dans l’immunité innée et sont divisées en 3 groupes : les α-

défensines, les β-défensines et les θ-défensines. Seules les deux premières sont présentes chez l’homme. 
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Les α-défensines font entre 29 et 50 aa. Il en existe 6 types chez l’homme. Les HNP1 à 4 (Human 

Neutrophil Peptides) sont produites et stockées par les cellules du système immunitaire et utilisées 

pendant la phagocytose. Les human α-defensins 5 et 6 (HD-5 et HD-6) sont secrétées par les cellules de 

Paneth de l’épithélium intestinal et les cellules épithéliales du tractus uro-génital de la femme[262]. HD-

5 et HD-6 sont très impliquées dans l’homéostasie de l’intestin et le maintien du microbiote intestinal. 

Leur expression est abaissée chez les patients de la maladie de Crohn avec atteinte iléale et HD-5 a été 

proposée comme biomarqueur de la maladie[263,264]. Les α-défensines humaines possèdent des 

propriétés de neutralisation et d’inactivation de toxines bactériennes en plus de leurs propriétés 

antimicrobiennes[265–267]. Les β-défensines font entre 41 et 50 aa. Il en existe 17 types chez l’homme. 

Leur distribution est beaucoup plus large que pour les α-défensines et on les retrouve dans de très 

nombreux tissus. HBD-1 (human β-defensin 1) par exemple est constitutive de la muqueuse buccale et 

gastrique et son expression varie en cas d’infection ou de gastrite[268]. 

II.1.B.b) Les histatines 

Les histatines sont une famille de petits peptides riches en histidine. Elles sont notamment présentes de 

façon constitutive dans la salive humaine où elles exercent une activité bactéricide et fongicide. Les 

histatines 1, 3 et 5 sont les plus importantes, notamment histatine 5 dont l’activité est la plus forte. 

L’activité fongicide de l’histatine 5 a été très étudiée, notamment contre Candida albicans, Cryptococcus 

neoformans et Aspergillus fumigatus. Elles jouent un rôle majeur dans la santé buccale en limitant les 

infections[262,269]. 

II.1.B.c) Les cathélicidines 

Les cathélicidines sont une famille de PAMs cationiques qu’on retrouve chez un grand nombre d’espèces 

animales, vertébrées comme invertébrées. Elles jouent un rôle dans l’inflammation et la réparation des 

tissus, influencent la composition du microbiote intestinal et elles ont montré des propriétés protectrices 

contre la colite induite chez la souris. Chez l’homme, le seul peptide de cette famille à avoir été découvert 

est la LL-37 (mCRAMP est son homologue murin). Les peptides générés par les gènes de la cathélicidine 

sont extrêmement différents d’une espèce à l’autre et sont regroupés en un groupe en raison de la 

similarité de leur précurseur principalement constitué d’un large domaine N-terminal hautement 

conservé appelé domaine cathéline. Le domaine C-terminal est hautement variable inter et intra-espèce 

et c’est lui qui sera clivé pour donner le peptide antimicrobien mature[270].  

hCAP18 (poids moléculaire de 18kDa), le précurseur de LL37, est produit et stockée dans les granules 

des neutrophiles où elle peut atteindre une concentration de 40μM. Elle est également produite pas les 

mastocytes et les cellules NK ainsi que les cellules épithéliales de la peau, des poumons, des glandes 
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mammaires ou de l’intestin. Une fois LL37 clivée du domaine C-terminal de hCAP18 par la protéinase 3 

des neutrophiles (ou d’autres protéases en fonction du tissu), elle possède un puissant effet 

antimicrobien à large spectre[270]. Une fois clivée LL37 est un peptide de 37 acides aminés riche en 

lysine et en arginine ayant une structure en hélice α[271]. 

II.1.B.d) Les lectines de type-C de la famille Reg3 

Les regenerating islet-derived (Reg) proteins font partie de la superfamille des lectines de type-C qui 

comprend plus de 1000 protéines. Il existe 4 sous-groupe dans la famille des Reg (REG chez l’humain) : 

Reg1, Reg2 (qui n’a pas d’orthologue humain), Reg3 et Reg4. Elles sont composées d’un domaine lectine 

de type-C impliqué dans la reconnaissance d’oligosaccharides (en nécessitant du calcium pour effectuer 

la liaison) et d’un domaine de signalisation N-terminal.  

Les Reg ont des propriétés promotrices de la prolifération, différenciation et anti-apoptotiques chez 

plusieurs types cellulaires dans différents contextes. Elles sont principalement sécrétées par le pancréas 

et l’épithélium intestinal. 

 

 

Figure 24. Structure et domaines de fonction de quelques  peptides antimicrobiens impliqués dans l’homéostasie 

intestinale. (traduit d’après Jay  K. Kolls, Paul B. McCray, Jr, et Yvonne R. Chan, 2008). SP = signal peptide, AMP = 

antimicrobial peptide, CTLD = C-type lectin domain 
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Parmi elles, le groupe Reg3 et particulièrement la REG3A humaine et les Reg3β et Reg3γ murines (175, 

175 et 174aa[272], 138aa une fois clivée), sont très étudiées pour leurs propriétés antimicrobiennes et 

leur contribution à la régulation du microbiote intestinal. Elles font un poids moléculaire d’environ 16kDa 

et possèdent un site actif EPN (acide glutamique, proline, asparagine) leur permettant de reconnaitre et 

se lier au PGN des bactéries gram positives indépendamment du calcium[273]. 
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II.1.C) Expression, induction et activation des PAMs 

L’expression constitutive des PAMs varie en fonction du stade de développement de l’individu. Ainsi 

mCRAMP est fortement exprimée dans l’intestin grêle néonatal de la souris alors qu’il ne l’est pas chez 

l’adulte ce qui permet de protéger le nouveau-né contre les infections et de réguler la colonisation du 

tractus gastro-intestinal par le microbiote[274]. 

Chez l’adulte, l’expression de nombreuses PAMs est fortement augmentée en cas de blessure ou 

d’infection. En temps normal, la plupart des PAMs sont stockés à forte concentration sous leur forme 

précurseur dans les granules intracellulaires. Cela signifie que l’activité des PAMs peut également être 

régulée en jouant sur l’expression des différentes protéases nécessaires pour les cliver dans leur forme 

active. 

Par exemple HD5, HD6 et les leptines de la famille REG3 sont synthétisées sous forme de propeptide et 

doivent être clivées par la trypsine (une protéase du système digestif) colocalisée au sein des granules 

de sécrétion des cellules de Paneth. La cathélicidine humaine doit quant à elle être clivée par la 

protéinase 3 exprimée dans les granulocytes des neutrophiles[275] (figure 25). 

En réponse à la reconnaissance d’un pathogène par les PRRs des CPA, les cytokines pro-inflammatoires 

IL-1β, IL-6 et IL-23 induisent la différenciation des lymphocytes Th17. Ceux-ci produisent les cytokines 

 

Figure 25. Activation des peptides antimicrobiens à leur sécrétion (traduit d’après Shin JH, Seeley RJ, 2019 et G. Tjabringa, K. 

Rabe, P. Hiemstra 2005). La plupart des peptides antimicrobiens sont synthétisées sous une forme précurseur inactives et sont 

clivées en leur forme active par des protéases comme a) la trypsine (défensines ou leptines de la famille des REG3) ou b) la 

proteinase 3 (LL-37). 



  

65 

 

 

IL-17 et IL-22 qui vont à leur tour induire l’expression des peptides antimicrobiens par l’épithélium mais 

également de chémokines qui interviennent dans le recrutement des neutrophiles[276,277] (figure 26) 

(à noter que les PAMs eux-mêmes peuvent être impliquées dans le recrutement du système immunitaire, 

cf II.2.B). IL-22 est notamment nécessaire à l’expression des leptines de type-C de la famille REG3[276]. 

Ainsi des souris déficientes en IL-22 sont particulièrement sensibles aux infections par C. rodentium, ce 

qui est atténué par l’administration d’un REG3γ recombinant ou de Reg3γ[278]. 

L’expression de la cathélicidine humaine repose moins directement sur l’induction par les TLRs et en 

partie sur la modulation de la vitamine D[279–281] et l’acétylation des histones[282,283]. Ainsi le 

butyrate, un inhibiteur de l’histone désacétylase, stimule la production de cathélicidine dans les cellules 

intestinales[283]. De même la supplémentation en vitamines D chez des patients atteints de MC en 

rémission est associée à une augmentation de l’expression de LL37, le maintien de la barrière intestinale 

et une meilleure qualité de vie[284].  

Les conditions de vie peuvent impacter la production de PAMs par le corps et le rendre plus sensible 

aux infections. Par exemple, dans le modèle murin, l’expression de la cathélicidine et de la β-défensine 

3 est inhibée par les glucocorticoïdes administrés par voie topique ou produits de façon endogène 

notamment en cas de stress psychologique ce qui peut aggraver les infections cutanées[285]. Le stress 

réduit également la production d’α-défensine par les cellules de Paneth et provoque une dysbiose qui 

est atténuée par l’administration de cryptdin-4 (une α-défensine murine)[286]. 

 

Figure 26. Induction de l’expression de peptides antimicrobiens à la surface d’un épithélium (adapté de Janet Z. 

Liu, Milad Pezeshki, et Manuela Raffatellu). Lorsque des pathogènes sont détectés par le système immunitaire, les 

cytokines IL-17 et IL-22 sont exprimées par les lymphocytes T et vont induire l’expression de divers peptides anti-

microbiens par les cellules de la barrière épithéliale.  APC = cellules présentatrices d’antigènes.   
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II.2) Les fonctions physiologiques des peptides antimicrobiens  

II.2.A) Protection de la barrière intestinale contre les infections 

Les PAMs sont des régulateurs clé de la composition du microbiote intestinal et de ses interactions avec 

l’hôte. Dans l’intestin, les cellules de Paneth sont les principaux producteurs. Avec les mucines, ils jouent 

un rôle critique dans le maintien de l’intégrité de la barrière épithéliale. La concentration en PAMs varie 

en fonction de la localisation dans le tube digestif et influence la composition locale du microbiote (cf. 

figure 11, I.1.D.a).  

Les concentrations que les PAMs doivent atteindre in vitro pour tuer les bactéries sont souvent bien plus 

élevées que les concentrations retrouvées dans la lumière intestinale in vivo. Par exemple la 

concentration inhibitrice minimale de LL37 sur E.coli est de 32 μg/mL alors que sa concentration au 

niveau de la muqueuse est de 2 μg/mL[271]. Plusieurs hypothèses existent pour expliquer cela. Par 

exemple LL37, les HBD, le lysozyme (protéine enzymatique lysant le PGN) et la lactoferrine (glycoprotéine 

 
Figure 27. Propriétés antimicrobiennes et anti-inflammatoires de la couche de mucus(figure traduite de Aline Dupont 

et al. 2014).  Dans l’intestin grêle les cellules de Paneth produisent les peptides antimicrobiens et génèrent un gradient 

de concentration de la surface cellulaire à la lumière intestinale empêchant les bactéries de pénétrer au plus profond 

de la couche de mucus. Ce gradient existe aussi dans le colon où en plus la couche de mucus interne forme un réseau 

très dense qui constitue une barrière physique empêchant la pénétration des bactéries. 
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antimicrobienne et régulatrice de l’immunité) agissent en synergie pour tuer leurs cibles plus 

efficacement[287,288]. De plus, en cas d’inflammation, les PAMs s’accumulent pour atteindre des 

concentrations locales bien plus élevées qu’habituellement. Ainsi l’expression des défensines est 

stimulée par l’infection des cryptes intestinales par E. coli ou S. aureus in vitro[289]. 

A leur sécrétion, les PAMs peuvent atteindre une concentration locale de 100mg/mL[290]. Ils ne diffusent 

pas dans la lumière intestinale mais restent attachés aux mucines et génèrent un gradient de 

concentration empêchant la pénétration des bactéries dans l’épithélium de l’intestin grêle (figure 27). 

Une petite zone d’environ 50µm sépare la surface de l’épithélium des bactéries intestinales[291]. 

La réponse du système immunitaire inné et la production de PAMs jouent un rôle crucial dans le maintien 

de l’homéostasie intestinale. Ainsi un déficit en PAMs se traduit en une augmentation du risque 

d’infections par des pathogènes tels que Yersinia pseudotuberculosis, Acinetobacter baumannii, et 

Pseudomonas aeruginosa[292]. Cette susceptibilité aux infections et à l’inflammation se retrouve dans 

les modèles animaux déficients en cellules de Paneth[290]. On retrouve une différence dans la 

production gastro-intestinale de PAMs entre les patients atteints de MICI et les personnes saines qui 

varie en fonction de l’atteinte et de la maladie[293]. 

II.2.A.a) Les défensines 

Certaines mutation génétiques –sur le gène NOD2[294,295] (gène d’expression d’un PRR) ou le gène 

XBP1[296] (facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress du réticulum endoplasmique) par 

exemple- sont liés à une déficience des cellules de Paneth et une forte réduction de la production de 

HD5 associée à une plus grande susceptibilité à des formes sévères de la MC[297]. Chez la souris, une 

baisse en Autophagy Related 16 like 1 (ATG16L1) conduit à la baisse de la sécrétion des défensines dans 

le lumen par les cellules de Paneth et le développement d’une iléite[298]. De manière générale 

l’expression de HD5 est significativement réduite chez les patients atteints de la forme iléale de la 

MC[263]. HD5 agit principalement en perturbant les membranes bactériennes mais certaines études 

suggèrent qu’elle peut le faire par des mécanismes intracellulaires. En effet elle s’accumule dans les E. 

coli qui y sont exposées et qui subissent des modifications morphologiques comme l’élongation ou 

l’agglutination[299]. HD6 agit quant à lui en s’assemblant en fibrilles emprisonnant les bactéries et 

empêchant leur pénétration dans les cryptes intestinales[300]. 

II.2.A.b) hCAP18/LL37 

LL37 possède des propriétés antibactériennes reposant sur sa capacité de perturbation de la membrane 

par la formation de pores[301]. On en a retrouvé dans les pièges extracellulaires des neutrophiles[302]. 
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Elle est produite à la surface de nombreux épithéliums où elle aide à combattre les infections par des 

pathogènes. Elle est exprimée de façon constitutive mais peut également être induite. Dans les intestins, 

son expression peut être stimulée par les AGCC[303]. Les cathélicidines humaine et murines tuent les 

Escherichia coli O157:H7 entérohémorragiques in vitro et les souris déficientes en mCRAMP sont plus 

susceptibles à l’infection par ces bactéries[304] et à la colite induite par l’infection à C. difficile[305]. Les 

souris wild-type élevées en cohabitation avec les souris mCRAMP-/- développent un microbiote 

intestinal proche de ces dernières et une plus grande susceptibilité à la colite induite au DSS[306], 

suggérant que la modulation du microbiote par LL-37 joue un rôle capital dans le maintien de 

l’homéostasie des intestins. 

II.2.A.c) Les peptides REG3 

Il existe 4 peptides de cette famille chez la souris : Reg3α, Reg3β, Reg3δ, et Reg3γ. Chez les humains 

seules REG3A (également appelée REG3β et HIP/PAP) et REG3γ existent[307,308]. Les peptides de la 

famille REG3 sont produits notamment par le pancréas mais aussi par les cellules de Paneth et les 

entérocytes en cas d’activation des TLRs[309] lors d’une infection ou d’un événement inflammatoire et 

leur expression est régulée par IL22[310]. Chez la souris l’expression de REG3γ est corégulée avec celle 

de REG3β[292]. 

La composition initiale du microbiote intestinal est cruciale dans la réponse de l’hôte à l’inflammation et 

la production de REG3. En effet des souris traitées au métronidazole ont une diminution de l’abondance 

en Turicibacteraceae, une surabondance en E. coli et une expression augmentée des ARNm de REG3β et 

REG3γ[311]. Les souris conventionnelles ont une expression en ARNm de REG3γ 31 fois supérieure à 

celle des souris axéniques. De plus les souris axéniques voient l’expression de REG3γ augmenter de 20 

fois après colonisation par un microbiote issu de souris conventionnelles[312]. 

REG3γ est nécessaire au maintien de la zone séparant l’épithélium du microbiote. En effet les souris 

REG3γ−/− ont une perte de la séparation surface de l’épithélium/bactéries intestinale (figure 28) couplée 

à une colonisation plus importante de l’intestin par les bactéries et une suractivation de la réponse du 

système immunitaire adaptatif. Un traitement par antibiotiques permet de réduire la quantité 

d’immunoglobulines A fécale et la réponse Th1 de ces souris[291]. L’effet de REG3γ sur l’immunité serait 

donc une conséquence indirecte liée à sa capacité de contrôle du microbiote intestinal. L’expression 

entérique de REG3A chez des souris transgéniques permet de réduire les symptômes de la colite induite 

par le DSS et le TNBS et altère la composition du microbiote intestinal. De plus le transfert du microbiote 

de souris exprimant REG3A à des souris conventionnelle les protèges de la colite induite[313]. 
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Figure 29. Hybridation in situ en fluorescence de souris wild-type et Reg3γ−/− avec un marqueur universel bactérien 16S 

(en vert) (Shipra Vaishnava et al. 2011). 

 Figure 28. Les fonctions multiples des peptides antimicrobiens (traduit de Yuping Lai et Richard L.Gallo, 2009). Les PAMs 

peuvent induire une grande variété de réponses chez les cellules du système immunitaire inné comme les monocytes, 

macrophages, neutrophiles et les cellules épithéliales. Ils peuvent modifier l’expression des gènes de l’hôte en induisant la 

production de cytokines et chimiokines, en promouvant le recrutement des leucocytes vers le lieu de l’infection, et en 

promouvant la différenciation des cellules du système immunitaire adaptatif en participant à l’initiation de la réponse au 

signal des TLR.  AMPs induce a variety of responses in host innate immune cells such as monocytes, macrophages, 

neutrophils and epithelial cells. Abréviations : PAMs, peptides antimicrobiens; CD, cellules dendritiques; LPS, 

lipopolysaccharide; pCD, Cellules dendritiques plasmacytoïdes; PMN, polymorphonucleocyte; TLR, Toll-like receptor. 
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II.2.B) Peptides antimicrobiens et modulation du système immunitaire 

Il apparait que de nombreux peptides antimicrobiens ne sont pas de simples antibiotiques mais 

possèdent également des propriété immunomodulatrices directes. Ils peuvent ainsi altérer l’expression 

des gènes de l’hôte, servir de signal pro-inflammatoire et induire la production de chémokines, inhiber 

les voies de signalisation induites par le LPS ou moduler la réponse immunitaire adaptative (figure 29).  

En effet, HNP-1 induit la migration des lymphocytes T CD4+/CD45RA+ et CD8+ ainsi que des cellules 

dendritiques immatures[314] et des monocytes[315]. Des propriétés similaires sont également 

retrouvées chez les HBD[315–317]. De même, LL37 est capable de mobiliser les monocytes, neutrophiles 

et les lymphocytes T via le récepteur formyl peptide 1[318]. D’autres propriétés immunomodulatrices 

sont associées à ce peptide. Elle induirait l’expression des chémokines CXCL8 et CCL2 par les 

macrophages et le relargage de l’histamine et des prostaglandines par les mastocytes[319]. LL37 

induirait également l’expression et la distribution des TLRs à la surface des mastocytes ainsi que la 

production d’espèces réactives de l’oxygène[320]. Elle a paradoxalement un rôle inhibiteur à la réponse 

au TLR4 en inhibant l’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, IL-6, et IL-8) induite 

par le LPS chez les monocytes[321]. Plusieurs modèles ont été proposés pour en expliquer le mécanisme. 

Par exemple LL37 se lierait au LPS pour empêcher son interaction avec TLR4[271]. 

II.2.C) Peptides antimicrobiens et réparation des tissus 

La réparation des tissus se divise en quatre phases s’entre-chevauchant : la coagulation, l’inflammation, 

la prolifération cellulaire et la cicatrisation. L’échec du bon déroulement de ces mécanismes résulte en 

une plaie chronique. Chez les patients atteints de MICI on retrouve de nombreuses atteintes des 

muqueuses mais également de la peau qui deviennent plus sensibles aux infections[322]. 

L’application de LL37 induit la prolifération et la formation de structures similaires aux vaisseaux sanguins 

in vitro et une revascularisation dans le modèle lapin tandis que chez la souris, les animaux déficients en 

mCRAMP ont une moins bonne vascularisation pendant le processus de réparation des tissus, 

témoignant du rôle de la cathélicidine dans l’angiogenèse[323]. Elle est exprimée par la peau en 

processus de réparation dans des modèles ex vivo. De plus la réépithélialisation est inhibée de manière 

dose dépendante par l’application d’anticorps dirigés contre la LL37[324]. Une baisse de l’expression de 

LL37 contribuerait donc au maintien de blessures chroniques de la peau. Celle-ci a par ailleurs été testée 

avec succès comme traitement topique sur des patients souffrant d’ulcère veineux[325]. On peut 

supposer que des mécanismes similaires existent au niveau de la barrière intestinale. 
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D’autres peptides antimicrobiens pourraient également être intéressants. HNP1 et HBD2 stimulent la 

prolifération des fibroblastes du tissu conjonctif humain[326]. REG3A régule la prolifération et la 

différenciation des kératinocytes après une blessure de la peau[327,328]. Par ailleurs, l’hyperglycémie 

inhibe l’expression de REG3A par l’épiderme cutanée et exacerbe l’inflammation des blessures chez les 

patients diabétiques[329]. 

II.2.D) PAMs et maladies inflammatoires de l’intestin 

Chez les patients atteints de MICI, l’expression des PAMs est dérégulée.  De nombreuses études 

montrent l’importance des PAMs dans le contrôle de ces maladies. Une réduction de l’expression de 

HD5 et HD6 est associée au développement des lésions iléales chez les patients atteints de MC mais pas 

aux lésions du colon de la MC ni à la RCH[263,330]. Le rôle des cellules de Paneth semble donc différent 

entre la MC et la RCH. Dans la RCH elles restent fonctionnelles comme en témoigne l’expression accrue 

des défensines chez les patients alors que dans la MC leur diminution exacerbe les dommages 

épithéliaux, particulièrement au niveau de l’iléon[66]. 

L’expression de LL37 est augmentée chez les patients atteints de RCH mais pas chez ceux atteints de 

MC. De plus cette expression est localisée dans la partie basale de l’épithélium chez les patients atteints 

de MICI ce qui n’est pas le cas chez les personnes saines. Cette absence d’induction de la production de 

cathélicidine dans le tissu en état d’inflammation contribuerait au dysfonctionnement de la barrière 

épithéliale chez les patients atteints de la MC[293]. Le taux de cathélicidine circulant est corrélé à un 

meilleur pronostic et peut permettre d’identifier l’état d’activité de la maladie[331]. 

II.2.E) PAMs et maladies métaboliques 

De nombreuses études suggèrent un rôle important des PAMs dans le développement du syndrome 

métabolique et du diabète. Ainsi l’expression de β-défensine par les cellules endocrines du pancréas 

induite par IL-22 a un rôle préventif dans le développement du diabète auto-immune chez les souris 

NOD (non obese diabetic)[332]. Le traitement par la cathélicidine a un effet protecteur sur le 

développement du diabète de type 1 dans le modèle de rat et augmente l’abondance en Lactobacillus 

de leur microbiote fécal[333]. Une étude plus récente a montré que mCRAMP altérait le microbiote 

intestinal et avait un effet protecteur sur le développement du diabète chez les souris NOD[334]. 

Dans le modèle murin en régime sur-gras, les changements en composition du microbiote et la 

diminution de l’expression de Reg3γ par les cellules de Paneth précèdent les changements d’expression 

des cytokines pro-inflammatoires[335]. Cette altération se fait par la dérégulation de la voie peroxisome 

proliferator-activated receptor-γ (PPAR-γ)[336], un régulateur du stockage des lipides. On observe 
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également que les patients diabétiques ayant subi une chirurgie de bypass gastrique ont une 

augmentation de l’expression de REG3γ[337]. Chez la souris c’est l’expression de Reg3β qui est 

augmentée[338].  

Secq et al. ont observé une surexpression de REG3A chez des patients obèses ainsi qu’un gain de poids 

chez des souris transgéniques TgPAP/HIP -exprimant REG3A spécifiquement dans les cellules 

hépatiques- nourries normalement et lui attribuent donc des propriétés obésogènes[339]. Cependant 

une autre étude montre que la surexpression de REG3γ protège les souris contre l’obésité induite via 

son influence sur le microbiote intestinal et l’augmentation de l’abondance en Lactobacillus[340]. 

D’autres recherches sont nécessaires pour comprendre le lien entre les Reg3 et l’obésité. 

II.3) Conclusion : Les PAMs comme stratégie thérapeutique de l’inflammation 

intestinale 

Les PAMs sont un arsenal de molécules régulatrices de la barrière intestinale ayant une grande diversité 

de modes d’action. Ils contribuent à la régulation de la population microbienne par leurs activités 

bactéricides et bactériostatiques. Leur expression constitutive est nécessaire au maintien de la barrière 

intestinale. En cas de blessure, l’expression de PAMs est fortement augmentée et permet de prévenir la 

survenue d’infection. Les PAMs ont une expression réduite chez les patients atteints de formes graves 

de MICI, contribuant à la dysbiose et au maintien de la barrière intestinale en état d’inflammation 

constant et altère le processus de réparation des tissus.  

Le microbiote intestinal influence l’expression des PAMs par l’hôte. En effet, les souris axéniques voient 

leur expression en PAMs fortement augmenter après colonisation par le microbiote fécal de souris 

conventionnelles. Il existe un dialogue PAMs-microbiote et certains métabolites bactériens comme les 

AGCC sont capables d’induire l’expression de peptides antimicrobien spécifiques. Une bonne 

compréhension de ces mécanismes pourrait permettre d’atténuer les symptômes de l’inflammation en 

induisant l’expression de PAMs dirigés contre les pathogènes tout en favorisant les bactéries 

commensales bénéfiques à l’hôte. 
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III. L’utilisation de probiotiques comme vecteur de traitement ciblé au 

niveau de la barrière intestinale 

La hausse des troubles intestinaux et digestifs ainsi que du syndrome métabolique due aux changements 

alimentaires et environnementaux associés à l’industrialisation mobilise la communauté scientifique à la 

recherche de traitements efficaces. La dysbiose jouant un rôle critique dans le développement de ces 

maladies, l’administration de probiotiques pouvant jouer sur la composition du microbiote intestinal a 

été suggérée comme moyen de remplacer l’utilisation de médicaments classiques. 

III.1) Historique et définition d’un probiotique 

 Les probiotiques sont par définition des microorganismes vivants, principalement des bactéries, 

associées à des bienfaits sur la santé de l’hôte lorsque ingérés en quantité suffisante. La figure 30 résume 

les différents effets possibles des probiotiques sur la santé de l’hôte[341]. On les retrouve notamment 

dans les produits laitiers et autres produits fermentés de l’alimentation humaine[342]. Les probiotiques 

sont souvent séparés en deux catégories : les probiotiques issus de produits alimentaires tels que les 

 
Figure 30. Effets bénéfiques attribués aux probiotiques (traduit d’après S. Parvez et al. 2006). 



  

74 

 

 

bactéries lactiques et les probiotiques issus du microbiote humain. Les bactéries lactiques -capables de 

fermenter les sucres en acide lactique- des genres Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus et 

Bifidobacterium sont particulièrement étudiées. 

Élie Metchnikoff (1845-1916), un chercheur russe ayant travaillé à l’Institut Pasteur de Paris, a établi l’effet 

bénéfique de la consommation de yaourts et laits fermentés sur la santé chez des paysans d’Europe de 

l’Est. Il a reçu le prix Nobel en 1908 pour ses travaux sur le lien entre les bactéries intestinales et le 

système immunitaire. Au début du 20e siècle d’autres chercheurs -comme Léo Rettger- se sont intéressés 

à l’étude des bactéries lactiques, notamment Lactobacillus acidophilus, pour le traitement des troubles 

intestinaux.  

Alfred Nissle a observé que certaines bactéries commensales humaines étaient capables d’inhiber la 

croissance de Salmonella. En 1917 il isole la souche E. coli Nissle 1917, ayant une activité antagoniste 

contre les Enterobacteriaceae, à partir des fèces d’un soldat allemand épargné par l’épidémie de 

shigellose qui touchait sa région d’affectation[343]. Encore aujourd’hui cette souche est distribuée sur 

le marché pharmaceutique et est parfois prescrite pour le traitement des gastroentérites[344] ou du 

syndrome du côlon irritable[345]. Cependant les recherches sur les probiotiques sont restées marginales 

pendant de longues années en raison de l’apparition des traitements antibiotiques et la « guerre contre 

les microbes » qui relaya toute discussion autour de bactéries bénéfiques en second plan[346]. 

L’apparition et la généralisation des résistances aux antibiotiques et la crainte grandissante d’une « ère 

post-antibiotiques » renoue l’intérêt du domaine médical pour les notions d’écologie microbienne et 

d’interactions avec l’hôte. De nos jours les probiotiques ont été établis comme une stratégie 

thérapeutique viable et de nombreux groupes de recherche ont démontré l’efficacité de certaines 

souches bactériennes sur l’atténuation des symptômes de l’inflammation, du développement de 

l’obésité et du diabète et la restauration du microbiote intestinal dans divers modèles animaux (voir 

I.1.D.d, I.2.C.c et revue en annexe). L’isolement et la sélection de nouvelles souches probiotiques est d’un 

intérêt majeur pour les domaines agro-alimentaire (santé de l’animal et optimisation de l’utilisation des 

ressources alimentaires, développement de nouvelles saveurs) et médicaux (alternative aux 

antibiotiques, atténuation des effets néfastes du mode de vie moderne sur la santé intestinale). 

La sélection d’une souche probiotique se fait sur 5 critères : i) la tolérance au stress du tractus digestif, 

ii) la capacité d’adhésion à la barrière intestinale, iii) l’effet bénéfique sur la santé par la production de 

métabolites ou la compétition directe avec les pathogènes, iv) la sûreté d’utilisation, v) la possibilité 

d’être optimisée pour répondre aux critères industriels[347]. 
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III.2) Effets bénéfiques des bactéries lactiques de l’alimentation 

En raison de leur utilisation répandue dans l’alimentation, notamment les produits à base de lait et les 

produits fermentés, les bactéries lactiques sont des candidates idéales pour une utilisation thérapeutique 

potentielle. Les produits fermentés en eux-mêmes ont souvent été associés à des effets bénéfiques pour 

la santé. Cela peut se faire soit en stimulant la prolifération de bactéries commensales bénéfiques pour 

l’hôte, soit par l’action directe des bactéries introduites. 

Les bactéries lactiques sont naturellement retrouvées dans des environnements riches en nutriments tels 

que les végétaux ou le tractus digestif de nombreux animaux. On les retrouve en grande quantité dans 

les produits laitiers car elles y sont utilisées depuis l’Antiquité pour la production de fromage par 

exemple. Ce sont des bactéries gram-positives du genre Clostridium dont l’acide lactique est le principal 

produit issu de la fermentation des sucres. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives pouvant 

subsister dans un milieu de pH 4 pendant plusieurs semaines. 

Des souches de Lactobacillus, Bifidobacteria et Streptococcus thermophilus sont typiquement utilisées 

pour la production de yaourts auxquels une littérature extensive attribue des effets bénéfiques sur la 

digestion du lactose (notamment grâce à leur production en lactase), la diarrhée et constipation, le 

syndrome du côlon irritable, le cancer colorectal, la prise de poids et le développement du syndrome 

métabolique et du diabète de type 2[348]. Lactococcus lactis est utilisée dans la production de fromages 

et se retrouve également dans de nombreux produits végétaux[349]. On retrouve également des 

bactéries du genre Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Weissella dans les produits de choux 

fermentés comme la choucroute[350] ou le kimchi[351]. 

Un certain nombre de molécules actives est produit par les bactéries lactiques. Par exemple des peptides 

associés aux laits fermentés tels que la valyl-prolyl-proline ou l’isoleucyl-prolyl-proline ont des 

propriétés antihypertensives et pourraient même être purifiés et utilisés directement[352]. Certaines 

souches comme S. thermophilus, L. plantarum, L. lactis ou P. damnosus peuvent également produire des 

exopolysaccharides -aux propriétés antioxydantes, immunomodulatrices, anti-diabétiques et anti-

cholesterolémiques- pendant le processus de fermentation[353–355].  

Les bactéries lactiques peuvent également augmenter la production d’AGCC dans l’intestin et contribuer 

au métabolisme énergétique ainsi qu’au maintien d’un pH approprié dans le colon ce qui est critique à 

la composition du microbiote et à l’homéostasie intestinale (1.2.C.a, figure 22). Certaines souches de 

bactéries lactiques peuvent entrer directement en compétition contre les pathogènes en produisant des 

molécules antimicrobiennes telles que des bactériocines, des acides organiques, de l’éthanol, du 
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diacétyle, du dioxyde de carbone ou du peroxyde d’hydrogène. Ces métabolites peuvent agir en tuant 

directement les bactéries et aussi en réduisant leur capacité à produire des toxines[356,357]. 

III.3) Les bactéries lactiques recombinantes comme vecteurs de molécules 

thérapeutiques 

Dans les dernières décennies s’est développé un intérêt pour l’utilisation de bactéries recombinantes à 

des fins thérapeutiques. L’administration d’une bactérie interagissant directement avec la muqueuse 

cible pourrait grandement augmenter l’efficacité et la spécificité du traitement ainsi que réduire les effets 

secondaires toxiques liés à l’administration systémique des molécules. Il serait également possible de 

stimuler localement l’immunité au moyen de vaccins à ADN ce qui permettrait une élimination rapide 

des infections par des bactéries pathogènes. La dissémination dans l’environnement de la souche 

génétiquement modifiée peut être prévenue en la rendant auxotrophe à un facteur de croissance (figure 

31).  

 Figure 31. Avantages de l’utilisation de L. lactis comme vecteur (traduit à partir de Mohammed Bahey-El-Din, 2010). 



  

77 

 

 

III.A) L. lactis comme modèle d’expression 

L lactis est un modèle microbien très utilisé comme système d’expression de molécules d’intérêt. Elle 

présente comme avantages d’être une bactérie « Generally Recognized As Safe » (une liste de 

substances considérées comme sûres comme additif alimentaire par la FDA et exemptes des tests de 

tolérance habituels), de ne pas produire d’endotoxine, de secréter peu de protéines -seule Usp45 

(Unknown  Secreted  Protein  de  45  kDa) est secrétée en quantité détectable par bleu de 

Coomassie[349]- et de posséder de nombreux systèmes de clonage et d’induction de vecteurs 

d’expression, ce qui en fait une bactérie idéale pour la production industrielle. 

L. lactis est la bactérie lactique la mieux connue et la première à avoir eu son génome séquencé en raison 

de son importance dans l’industrie du fromage. Elle peut survivre au transit intestinal et sa grande sûreté 

et sa non-invasivité en font un candidat idéal pour l’administration chez l’être humain. Certaines souches 

ont des propriétés anti-inflammatoires en elles-mêmes comme L. lactis NCDO 2118[358], L. lactis subsp. 

cremoris FC[359] ou L. lactis ML2018[360] qui protègent dans un modèle murin contre la colite induite 

au DSS. 

De nombreuses souches ont été séquencées et sont communément utilisées en laboratoire, notamment 

la souche L. lactis MG1363 et la souche L. lactis NZ9000 qui en est dérivée[361]. L. lactis MG1363 est 

également la souche la plus communément utilisée en industrie car elle ne possède pas de plasmide et 

ne produit qu’une seule protéase extracellulaire, HtrA  ce qui en fait un outil robuste et facilement 

adaptable[362]. 

En l’an 2000, Steidler et al. ont utilisé un L. lactis secrétant IL-10 pour atténuer la colite induite par le DSS 

chez la souris et prévenir la colite chez des souris IL-10 KO[363]. Une souche porteuse d’une modification 

génétique rendant L. lactis auxotrophe à la thymidine a été portée jusqu’en phase clinique et a permis 

de démontrer la sûreté de la méthode chez l’être humain et la maitrise de sa dissémination dans 

l’environnement[364]. Depuis, de nombreuses molécules thérapeutiques ont été produite chez L. lactis 

et testées dans différents modèles animaux de maladies[349]. 

III.B) Systèmes d’expression d’un gène par L. lactis 

L. lactis est une bactérie mésophile dont la température de croissance optimale est à 30°C. Elle possède 

un certain nombre de promoteurs constitutifs plus ou moins forts utilisés en laboratoire pour lui conférer 

une résistance à un antibiotique, généralement le chloramphénicol, permettant sa sélection. Un grand 

nombre de systèmes d’expression ont été produits pour ce modèle. 
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Parmi les systèmes d’expression disponibles pour L. lactis, le système Nisin-Controlled Gene Expression 

(NICE) est le plus courant (figure 32). Il consiste en l’utilisation d’un gène promoteur régulé par la nisine 

-une molécule antibiotique produite naturellement par plusieurs souches de L. lactis et communément 

utilisée comme conservateur alimentaire- dans un plasmide exprimant un gène d’intérêt. 

La souche dérivée de L. lactis MG1363 appelée L. lactis NZ9000 inclut les gènes régulateurs de la nisine 

nisRK dans le gène pepN chromosomique[361] mais il est également possible d’utiliser un système 

comprenant deux plasmides; l’un comportant nisRK et l’autre le vecteur d’expression[365]. Le vecteur 

d’expression contient le promoteur PnisA (ou le promoteur PnisF) suivi d’un site de clonage multiple 

permettant l’insertion du gène d’intérêt. Ce dernier n’est exprimé que lorsque la nisine est ajoutée 

pendant la phase exponentielle de la croissance bactérienne à une concentration comprise entre 0.01 et 

10ng/mL[366]. Le niveau d’expression varie en fonction de la protéine exprimée mais est directement 

proportionnelle à la quantité de nisine utilisée pour l’induction et permet généralement une expression 

fonctionnelle suffisante pour purifier des quantités de l’ordre du milligramme[365]. La souche NZ9700 

peut quant à elle être utilisée comme source de nisine ou être utilisée pour l’expression constitutive des 

gènes d’intérêt[366]. 

En fonction du gène souhaité, il existe des systèmes NICE permettant l’adressage des protéines 

exprimées à différents compartiments : le cytoplasme, la paroi bactérienne, la sécrétion extracellulaire. 

 Figure 32. Le système  Nisin-Controlled Gene Expression chez la bactérie productrice (traduit d’après Annie 

Frelet-Barrand, Sylvain Boutigny et al., 2010). 
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S. Nouaille et al. ont ajouté la protéine SecDF (impliquée dans la sécrétion chez B. subtilis) à la cassette 

d’expression dans un plasmide appelé pSEC[359] pour stimuler la production et la sécrétion de la 

protéine d’intérêt. D’autres vecteurs d’expression pCYT et pCWA permettent la stimulation de la 

production cytoplasmique et membranaire respectivement [360].  

Enfin, le système NICE peut être utilisé dans un grand nombre de bactéries différentes telles que 

Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus ou Leunostoc lactis[365]. L’adaptabilité et la simplicité 

du système NICE a fait son succès comme outil de biologie moléculaire aux applications médicales et 

industrielles très variées. Bien entendu il existe d’autres types de systèmes d’induction. Par exemple : 

l’induction au xylose[361] permet de réduire les coûts par rapport à l’induction à la nisine. 

L’adressage d’une protéine recombinante à la surface bactérienne peut être utilisée pour la fabrication 

de vaccins vivants. Un certain nombre d’études utilisent des L. lactis recombinant exprimant des 

antigènes de divers pathogènes tels que Streptococcus mutans[367], le fragment C-terminal de la toxine 

tétanique[368,369] ou l’antigène E7 du papillomavirus humain[370] et obtiennent ainsi une réponse 

immunitaire dans différents modèles animaux. 

III.C) L’utilisation de probiotiques comme vecteur de vaccins à ADN 

Plus récemment, l’utilisation de L. lactis comme vecteur à vaccin à ADN a commencé à être explorée. Le 

principe consiste à délivrer un plasmide contenant une cassette d’expression avec l’ADNc d’une protéine 

d’interet sous le contrôle d’un promoteur viral comme le promoteur du CytoMégaloVirus (pCMV) 

pouvant s’exprimer dans les cellules de mammifères. La cassette d’expression est insérée dans un 

plasmide réplicatif de L. lactis puis la bactérie portant ce plasmide est mise en contact avec les cellules 

eucaryotes cibles. L’incubation avec L. lactis recombinant portant un cDNA à la β-lactoglobuline (BLG) 

induit l’expression de celle-ci chez des cellules Caco-2, démontrant le transfert du plasmide fonctionnel 

aux cellules épithéliales[371]. Une administration orale de cette bactérie chez des souris permet d’obtenir 

la détection du plasmide et de la BLG dans l’intestin grêle 72h après le dernier gavage. Au bout de 6 

jours après la dernière administration, la BLG comme le plasmide n’étaient plus détectables dans les 

tissus des animaux et ceux-ci ont développé une réponse immunitaire Th1 spécifique à la β-

lactoglobuline[372]. 

Il est possible d’augmenter l’efficacité de la vaccination à ADN par L. lactis en augmentant sont invasivité 

dans les cellules de l’hôte à l’aide du gène de l’Internaline A venant de L. monocytogenes. Des expériences 

sur des cellules Caco-2 et sur le cochon d’Inde ont démontré la faisabilité in vivo de ce procédé[373,374]. 
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Le gène de la Fibronectin Binding Protein A de S. aureus a également permis d’augmenter la capacité 

d’internalisation de L. lactis et l’expression du plasmide codant pour la GFP dans des cellules Caco-2[374]. 

III.4) Conclusion : L’utilisation des probiotiques comme vecteur de molécules 

thérapeutiques 

Les bactéries lactiques recombinantes, notamment L. lactis, sont une stratégie efficace pour la délivrance 

de molécules thérapeutiques au plus près de la barrière intestinale. Elles peuvent également être utilisées 

comme vecteurs de vaccins à ADN et ont démontré leur capacité à induire l’expression des molécules 

d’intérêt par les cellules cible in vitro et in vivo.  

L’utilisation industrielle des bactéries lactiques est déjà connue. Cependant leur utilisation à des fins 

thérapeutiques nécessiterait tout de même des ajustements afin de concilier production, intérêt médical, 

sûreté environnementale et dose d’utilisation. 
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Ce travail porte sur l’effet des peptides antimicrobiens sur la dysbiose, le développement de 

l’inflammation de l’intestin et les troubles qui y sont associés. Durant cette thèse j’ai travaillé sur deux 

grands axes de maladies impliquants une dysbiose : 1) les maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin modélisées par induction chimique au DSS ou au DNBS ; et 2) le syndrome métabolique induit 

par l’alimentation surgrasse. 

L’administration entérique de peptides antimicrobiens est bénéfique dans les modèles d’inflammation 

de l’intestin et modifie la composition du microbiote intestinal. Notre hypothèse de départ est que les 

peptides antimicrobiens ont une activité immunomodulatrice reposant principalement sur leur capacité 

à réguler le microbiote intestinal et qu’une surexpression de ceux-ci par les cellules épithéliales aurait 

un effet protecteur sur l’inflammation. De nombreuses études confirment déjà l’effet protecteur de 

plusieurs PAMs dont LL37 et REG3A sur la colite induite ainsi que leurs effets potentiellement préventifs 

dans le développement du diabète chez le rongeur. L’expression des PAMs est dérégulée chez les 

patients atteints de certaines formes de MICI. Notamment, les cellules de Paneth perdent en fonction et 

sécrètent moins de PAMs dans la forme iléale de la MC. En effet, le taux de LL37 circulant est corrélé à 

un meilleurs pronostic chez les patients de la MC et sa diminution est associée à des dommages 

tissulaires[263]. 

On retrouve de même une diminution de l’expression de PAMs, notamment Reg3γ, chez les souris 

nourries en régimes sur-gras. Celle-ci s’accompagne de changements de composition du microbiote 

intestinal et précède la surexpression des cytokines pro-inflammatoires [335]. Le syndrome métabolique 

se manifeste en raison d’une inflammation chronique systémique qui résulte en des dommages 

tissulaires et le développement de la résistance à l’insuline. Les patients ayant subi une chirurgie de 

bypass gastrique voient une augmentation de l’expression de REG3A [337]. Le microbiote intestinal 

régule l’activité des PPARs, notamment par la production d’ACGG, qui sont impliqués dans la réaction 

immunitaire mais également le métabolisme des acides gras et la tolérance à l’insuline[375]. Cependant 

le rôle de cette famille de PAMs dans l’obésité reste débattu. En effet Secq et al. ont observé une 

surexpression de REG3A chez des patients obèses ainsi qu’un gain de poids chez des souris 

transgéniques exprimant REG3A dans les cellules hépatiques tandis que d’autres études montrent que 

la surexpression de la cathélicidine murine, soit directement, soit par induction via IL22, protège les 

souris contre l’obésité induite via son influence sur le microbiote[340,376]. 

IL22 est une cytokine ayant des propriétés immunomodulatrices dont l’expression est réduite chez les 

patients obèses. Elle induit la production de peptides antimicrobiens et promeut la prolifération cellulaire 

et la réparation des tissus. En raison de cela elle est fortement étudiée comme traitement potentiel de 
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maladies inflammatoires et de l’obésité. Cependant son rôle dans l’inflammation relative à l’obésité est 

encore à éclaircir. Bien que l’administration d’IL22 exogène est généralement associée à une 

amélioration des symptômes du syndrome métabolique[377–379], certaines études montrent des 

résultats contradictoires[380]. Hendrikx et al. ont récemment démontré que l’effet protecteur d’Il22 sur 

la maladie du foie gras était conditionnée par l’expression de Reg3y chez la souris[381]. 

Nous utilisons L. lactis recombinant pour la délivrance de molécules ainsi que de vaccins à ADN 

permettant l’expression peptides antimicrobiens ou d’IL22 sur modèle murin dans un procédé qui a déjà 

fait ses preuves pour l’expression de molécules in vitro et in vivo[373,374,382–385]. 

Ainsi les objectifs généraux de cette thèse sont : 

- L’étude du potentiel thérapeutique des peptides antimicrobiens et leur comparaison sur 

différents modèles. Pour la colite cela passe par le contrôle de la perte de poids et des 

dommages tissulaires au niveau du colon. Pour l’obésité cela passe par le contrôle du gain de 

poids, la glycémie, la lipidémie, les marqueurs d’évaluation des dommages hépatiques ainsi que 

l’observation histologique de l’accumulation des lipides dans le foie. 

- L’évaluation de l’impact des PAMs sur la réponse immunitaire passant par la mesure de 

l’expression de marqueurs pro et anti-inflammatoires à l’échelle locale et systémique. 

- L’étude de l’impact d’un traitement par les PAMs sur la composition du microbiote intestinal. 

- L’évaluation du lien de corrélation entre microbiote intestinal et amélioration des symptômes. 

- L’évaluation de L. lactis en tant que vecteur de molécule thérapeutique et des effets probiotiques 

potentiels de cette bactérie. 

Les objectifs spécifiques de cette thèse sont : 

- L’étude de l’effet de LL37 sur les symptômes de la colite induite chimiquement chez la souris 

- L’évaluation du microbiote intestinal des souris traitées avec LL37 et sa mise en relation avec les 

symptômes observés 

- La comparaison entre l’apport exogène de LL37 et l’apport endogène (par le vaccin à ADN) sur 

les symptômes de la colite induite 

- L’étude des effets de l’apport en REG3A sur le syndrome métabolique chez des souris nourries 

avec une alimentation surgrasse 

- L’étude des effets de la surexpression d’IL22 sur le syndrome métabolique et le microbiote et sa 

comparaison avec les effets de la surexpression de REG3A, en partant de l’hypothèse que l’effet 

d’IL22 est conditionné par celui des REG3 et la régulation du microbiote intestinal 
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Chapitre 1 : Lactococcus lactis 

recombinant exprimant cDNA-LL37 

protège contre l’inflammation induite 

par le DNBS dans le modèle souris 
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Lactococcus lactis engineered to deliver hCAP18 cDNA 

alleviates DNBS-induced colitis in C57BL/6 mice by promoting 

IL17A and IL10 cytokine expression 
Esther Borras Nogues1, Camille Kropp1, Laureline Bétemps1, Cassiana de Sousa1,2, Florian 

Chain1, Sandrine Auger1, Vasco Azevedo2, Philippe Langella1 and Jean-Marc Chatel*1 

Abstract 

With its antimicrobial and immunomodulating properties, the cathelicidin (LL37) plays an 

important role in innate immune system. Here, we attempted to alleviate chemically induced 

colitis using a lactococci strain that either directly expressed the precursor to LL37, hCAP18 

(LL-pSEC:hCAP18), or delivered hCAP18 cDNA to host cells under the control of the 

cytomegalovirus promoter (LL-Probi-H1:hCAP18). We also investigated whether the 

alleviation of symptoms could be explained through modification of the gut microbiota by 

hCAP18. 

Mice were administered daily doses of LL-pSEC:hCAP18 or LL-Probi-H1:hCAP18.  On day 7, 

colitis was induced by DNBS. During autopsy, we assessed macroscopic tissue damage in the 

colon and collected tissue samples for the characterization of inflammation markers and 

histological analysis. Feces were collected at day 7 for 16S DNA sequencing. We also 

performed a fecal transplant experiment in which mice underwent colon washing and 

received feces from L. lactis–treated mice before DNBS-colitis induction. 

Treatment with LL-Probi-H1:hCAP18 reduced the severity of colitis symptoms. The protective 

effects were accompanied by increased levels of IL17A and IL10 in mesenteric lymph node 

cells. L. lactis administration altered the abundance of Lachnospiraceae and Muribaculaceae. 

However, fecal transplant from L. lactis–treated mice did not improve DNBS-induced 

symptoms in recipient mice. 
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Introduction 

Inflammatory bowel diseases (IBD) such as Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are 

multifactorial diseases associated with chronic inflammation of the gastrointestinal tract and 

dysbiosis of the patient’s gut microbiota [386,387].  IBD pathogenesis is characterized by 

excessive and uncontrolled immune responses against commensal gut bacteria [388]. While 

antibiotics and anti-inflammatory drugs can help to make the condition manageable, IBD can 

have serious complications and no curative treatment currently exists. 

The innate immune system plays an important role in initiating the inflammatory response. 

Antimicrobial peptides (AMPs)—a broad category of immune molecules that includes 

defensins and cathelicidins, among others—have various modes of action [389]; they may 
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function as wide-spectrum antibiotics that use a variety of methods to kill bacteria and fungi 

directly [390,391] or act as immunomodulators by altering host gene expression, inducing 

chemokine production [392], or modulating the response of the adaptive immune system 

[393]. AMPs have a crucial role in host defense against pathogens and the regulation of 

inflammatory responses by immune cells, and a decline in these molecules is associated with 

poor prognosis in IBD patients [331]. AMPs are currently being investigated as an alternative 

to antibiotics to prevent the spread of multiple-drug-resistant bacteria [394,395]. 

In the gut, the innate immune response and the production of AMPs play an essential role in 

maintaining homeostasis. In particular, much attention has focused on the family of AMPs 

known as cathelicidins, which are found in both mammals and non-mammals [396,397]. These 

peptides have been shown to influence inflammation and wound healing [325,398,399], 

mediate changes in the gut microbiota, and protect mice against chemically induced colitis. 

Human cathelicidin is encoded by the CAMP gene, the translation of which yields hCAP18, a 

small 18-kDa peptide. Following exocytosis, its C-terminal region is cleaved via the action of 

neutrophil proteinase 3 to form the 4.5-kDa peptide LL37 [275]. LL37 is able to disrupt 

bacterial membranes and thus has direct antibacterial properties [400]. It has been found in 

neutrophil extracellular traps and is also produced at the surface of various epithelia where it 

helps fight against pathogens [401–403]. Moreover, studies have described the 

immunomodulating and -stimulating effects of LL37 in diverse inflammation-related settings 

such as epithelial cell activation, chemotaxis, angiogenesis, and tissue wound repair. In 

particular, LL37 has been shown to use the Fprl1 receptor to mobilize human leucocytes, 

neutrophils, and T cells [318]. It is also able to suppress collagen synthesis, as the 

administration of exogenous cathelicidin in mice and human colonic fibroblasts has 

antifibrogenic effects [404,405]. Finally, LL37 appears to play an important role in IBD patients, 

who demonstrate a decreased circulating level of this molecule [51,331,406]. 

Multiple studies suggest that the composition of the gut microbiota—which can be modulated 

by the environment [407,408], diet [409,410], or drug treatment [411]—influences colitis 

severity. In humans, IBD is clearly associated with gut microbiota alterations although it is still 

unclear if the effect is causal [386]. One study found that mice who were deficient in mCRAMP 

(the hCAP18 ortholog in mice) were highly sensitive to DSS-induced colitis, which could be 

prevented by mCRAMP administration. Alterations were also evident in the gut microbiota of 

these mice, with increased levels of bacteria from the oral microbiota in their feces [306]. In 

the same study, wild-type mice that were co-housed with mCRAMP-deficient mice became 

highly sensitive to DSS-induced colitis, suggesting a causal link between gut microbiota and 

disease severity. 

Therapies based on the oral administration of AMPs face significant challenges, as these 

molecules are quickly degraded before reaching the target site. For this reason, effective doses 

are typically very high, which raises problems associated with the high production costs and 

an increased potential for toxic side effects. To more efficiently and cost-effectively produce 

and deliver AMPs to their target site, one novel strategy is the use of recombinant probiotics 
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[384,412]. The concept of probiotics was first introduced by Lilly and Stilwell in 1965 [413]; 

they are live microorganisms that are considered safe for human consumption, with health 

benefits provided by their interactions with the gut microbiota or the host intestinal 

epithelium. Health benefits aside, probiotics have been proposed as a novel mechanism for 

drug delivery because of their ability to transit and interact with the intestinal barrier and gut 

bacteria [414]. Specifically, lactic acid bacteria, and Lactococcus lactis in particular, have 

attracted attention as a result of their health benefits, their lack of toxic metabolites, and their 

low number of secreted proteins. To date, these strains have been engineered to serve as 

vehicles for the production of therapeutic molecules and the delivery of DNA vaccines 

[382,414–416]. L. lactis that has been manipulated to contain a eukaryotic expression cassette 

containing cDNA of a protein of interest can be used as a delivery system for DNA that can 

then be expressed by the host’s cells after transfection [371,383,385]. 

Here, we administered a recombinant strain of L. lactis that expresses hCAP18 (LL-

pSEC:HCAP18) to mice and then induced colitis in these mice through DNBS intrarectal 

injection. Additionally, we used L. lactis as a vehicle for the delivery of hCAP18 cDNA (LL-Probi-

H1:hCAP18) to the gut epithelium of mice. This second strategy allowed the direct expression 

of the peptide by the host’s cells [372]. We collected feces at day 0 and day 7 after bacterial 

administration for microbiota sequencing and fecal transplant into other groups of mice. Our 

aims were to compare the two strategies of AMP delivery with respect to their effectiveness 

in alleviating chemically induced colitis in mice, to understand the impact of each strategy on 

the host microbiota, and to determine if the mode of action of hCAP18 on the disease is 

dependent on its modulation of the gut ecosystem of the host. 

Results 

Delivery of hCAP18 cDNA alleviates DNBS-induced symptoms 

The functionality of the ProBiH1:hCAP18 vector was verified by Western blot; a specific band 

at 18 kDa was detected in protein extracts 24h after transfection into HEK293 cells (data not 

shown). We then assessed the effects of the LL-ProBi-H1:empty or LL-Probi-H1:hCAP18 

recombinant strains following 7 days of gavage in a mouse model of acute DNBS-induced 

colitis (Fig. 1a). One day after DNBS injection, all groups of mice (DNBS control, LL-ProBi-

H1:empty, and LL-Probi-H1:hCAP18) had lost 10% of their body weight; three days after 

injection, mice in the DNBS control group had lost 15% of their weight and did not show any 

signs of recovery. Instead, mice that received treatment with either recombinant strain 

stabilized their weight after day 1 and began to recover some of the lost weight (Fig. 1b). 

Macroscopic scores measured 3 days after DNBS injection were significantly better (2.7-fold) 

in mice that received LL-Probi-H1:hCAP18 compared to the DNBS control group (Fig. 1c), while 

mice that were treated with LL-ProBi-H1:empty showed no statistically significant 

improvement. Similarly, DNBS injection caused significant thickening of the bowel wall (0.76 

mm), which was alleviated by LL-Probi-H1:hCAP18 (0.59 mm) but not LL-ProBi-H1:empty (Fig. 

2a). Bowel length was likewise affected by DNBS injection (7.34 cm in healthy control versus 
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6.52 cm in DNBS control) and this effect was alleviated by both LL-ProBi-H1:empty and LL-

Probi-H1:hCAP18. 

To evaluate the effects of LL-Probi-H1:hCAP18 on neutrophil infiltration, we measured the 

activity of myeloperoxidase (MPO)  and the expression of lipocalin-2 in feces (Fig. 2c and 2d) 

DNBS injection induced a significant increase of MPO activity in LL-Probi-H1:empty, LL-

pSEC:empty and LL-pSEC:hCAP18 groups. DNBS induced MPO activity of LL-pSEC:empty 

treated mice was significantly higher than non-treated control mice. Compared to healthy 

controls, concentrations of lipocalin-2 in feces were much higher in all groups that received 

DNBS injections; however, the group treated with LL-Probi-H1:hCAP18 had significantly lower 

lipocalin-2 expression than the DNBS control group (Fig. 2d). 

LL-pSEC:hCAP18 does not significantly improve DNBS-induced symptoms compared to LL-

pSEC:empty. 

The functionality of the pSEC:hCAP18 plasmid was verified by Western blot following nisin 

induction of the LL-pSEC:hCAP18 strain. A specific band at 18 kDa was detected (data not 

shown). We then used this strain to study how the administration of hCAP18 in protein form 

differed from the effects of cDNA. Weight recovery was not different between LL-pSEC:empty 

and LL-pSEC:hCAP18 mice (Fig. 1b). Both LL-pSEC:hCAP18 and LL-pSEC:empty improved 

macroscopic score and reduced colon thickness compared to DNBS control (Fig. 1c and 2a). 

There were no significant differences among groups with respect to lipocalin-2 concentration 

in feces and MPO activity (Fig. 2c and d). 

Probi-H1:hCAP18 increases local IL10, IL17A production and reduces IFN-γ secretion 

We studied the effects of LL-Probi-H1:hCAP18 on the local immune response by measuring 

cytokine production in mesenteric lymph node (MLN) cells from our mice following 

stimulation with PMA ionomycin or CD3+/CD28+. Following reactivation with either method, 

IL17A production was high in the MLN cell supernatants from the LL-Probi-H1:hCAP18 group, 

suggesting an increased Th17 effector cell response (Fig. 3b1 and b2). Furthermore, we 

observed significantly higher levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10 in the MLN cell 

supernatant of the LL-Probi-H1:hCAP18 group compared to the DNBS and LL-Probi-H1:empty 

groups following stimulation with PMA ionomycin (Fig. 3a1). Finally, the PMA ionomycin–

treated MLN cell supernatants from the LL-Probi-H1:empty group demonstrated high levels of 

the pro-inflammatory cytokine IFN-γ (Fig. 3c1). We found no significant differences between 

our treatment groups in the expression of TNF-α, IL17A, and IL22 mRNA in colon tissues (data 

not shown). 

Comparison of fecal microbiota composition among treatment groups 

We analyzed fecal microbiota composition by 16S sequencing after 7 days of gavage with PBS 

glycerol and LL-ProBiH1:empty or LL-ProBiH1:hCAP18. No significant difference in alpha 

diversity was found among groups (observed or Shannon index), although mice that received 

recombinant L. lactis had slightly decreased diversity compared with the PBS glycerol control 

group. With respect to the composition of the fecal microbiota, we detected a slight shift in 
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mice that received LL-Probi-H1:empty or LL-Probi-H1:hCAP18 compared to control mice; L. 

lactis treatment was found to be responsible for a portion of the variation in the data 

(PERMANOVA, R²=0.114537, F= 1.8079, p=0.005, see Table S1). However, there was no 

relationship between patterns of community composition and macroscopic score 

(PERMANOVA, R²=0.16878, F= 1.0152, p=0.424, see Table S2). We examined a total of 704 

OTUs in 31 total samples; these represented 5 phyla (Figure 4a), 8 classes, 23 orders, 33 

families, and 77 identified genera. Patterns of differential abundance were evaluated using 

the DESeq2 package in R. Compared to the control PBS glycerol group, several taxa were 

differentially abundant in the LL-Probi-H1:hCAP18 group (9 families, 13 OTUs) and LL-Probi-

H1:empty group (4 families, 6 OTUs). In the former comparison, the taxa affected were 

identified as Muribaculaceae (5 OTUs), Ruminococcaceae (2 OTUs), and Lachnospiraceae (1 

OTU) (Fig. 4D, Table S3), while the taxa highlighted in the latter comparison were assigned to 

Muribaculaceae (1 OTU), Ruminococcaceae (1 OTU), Clostridia (1 OTU), and Lachnospiraceae 

(3 OTUs) (Fig. 5c). However, only 1 OTU, from the Muribaculaceae family (cluster_116), was 

highlighted by both contrasts (Table S3). Instead, a comparison of the LL-Probi-H1:empty and 

LL-Probi-H1:hCAP18 groups revealed no patterns of differential abundance. 

Effects on DNBS-induced colitis of fecal transplant from mice treated with LL-ProBi-

H1:empty or LL-ProBi-H1:hCAP18 

In order to evaluate whether, and to what extent, the protective effects we detected were 

mediated by shifts in the microbiota, we performed fecal transplants from donor mice who 

were gavaged with PBS glycerol and either LL-ProBi-H1:empty or LL-ProBi-H1:hCAP18. 

Recipient mice were first subjected to colon washes with PEG and then received oral gavages 

of fecal material from donor mice following the protocol shown in Figure 5a. After 

transplantation, the recipient mice were injected with DNBS in order to induce colitis. There 

were no significant differences between control and treatment groups with respect to 

symptoms such as weight loss (Fig. 5b), colon thickness (Fig. 5c) or macroscopic score (Fig. 5d). 

There were also no differences in MPO activity (Fig. 5e) among the groups. 

Discussion 

In our study, we investigated the protective effect of human cathelicidin (hCAP18) in DNBS 

induced colitis, using L. lactis as a vector for the delivery of either the protein or cDNA forms 

of this molecule. L. lactis is a food-grade lactic acid bacterium that is considered to be non-

invasive and non-colonizing, and has previously demonstrated potential for this type of 

treatment. For example, after 7 days of DSS-induced colitis in mice, the administration of 10 

log cfu of L. lactis that was engineered to express mCRAMP under the control of nisin was 

found to reduce clinical symptoms and tissue damage better than sulfasalazine [417] and was 

associated with lower expression of TNF-α and IL-1β. Another team found similar results with 

reduction of pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-1β, TNF-α, increased production of IL-10 and 

upregulation of tight junction proteins ZO-1, ZO-2 and occludin[418]. Here, we observed that 

treatment with the recombinant strain LL-Probi-H1:hCAP18 reduced DNBS-induced colitis 

symptoms in mice. Interestingly, when we repeated the experiment in a DSS-induced model 
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of colitis we found no significant effect on symptoms induced by DSS (data not shown). The 

discrepancy between the results of our DSS experiment and this previous work may be 

explained by the different protocols used: unlike the earlier study, we included a recovery 

period of 6 days after DSS treatment and used a cathelicidin of human origin.  

One of our main goals was to compare how the effects of hCAP18 differ depending on its 

mode of delivery: exogenous delivery (LL-pSEC:hCAP18) or endogenous production after 

delivery via DNA vaccine (LL-Probi-H1:hCAP18). We first verified that the LL-pSEC:hCAP18 

strain was able to produce hCAP18 and that Probi-H1:hCAP18 could induce hCAP18 

production in mammal cells using Western blot analysis (data not shown). We then 

characterized the effects of both strains in mice with DNBS-induced colitis. Treatment with LL-

Probi-H1:hCAP18 improved disease symptoms compared to DNBS control (see Fig. 1 and 2; 

weight recovery, bowel length, bowel thickness, and macroscopic tissue damage). The 

administration of LL-Probi-H1:empty also had a positive effect on weight recovery and bowel 

length; however, compared to healthy controls, expression of the pro-inflammatory cytokine 

IFN-γ was significantly higher in the MLN cells of mice in this group. Instead, treatment with 

LL-Probi-H1:hCAP18 restored IFN-γ to normal levels (Fig. 3C1). Symptoms in the mice treated 

with LL-pSEC:empty or LL-pSEC:hCAP18 were also significantly ameliorated compared to the 

DNBS control group, but there was no difference between these two treatment groups (Fig. 1 

and 2). It thus appeared that L. lactis by itself had protective properties toward DNBS-induced 

symptoms that could mask the effects of the hCAP18 it produced. However, we observed that 

endogenous production of hCAP18, as induced by DNA vaccine delivery, strengthened the 

protective effects of this bacterium; mice treated with LL-Probi-H1:hCAP18 were more 

protected from developing symptoms of colitis than those who were treated with LL-

pSEC:hCAP18. This result may be due to differences in the final processing step of hCAP18. As 

noted earlier, in order to produce the antimicrobial peptide LL37, hCAP18 must be processed 

by proteinase 3, which is mainly produced and secreted by neutrophils [13]. We can 

hypothesize that hCAP18 delivered into the lumen by LL-pSEC:hCAP18 is less accessible to 

proteinase 3 than hCAP18 produced by epithelial cells after delivery by LL-Probi-H1:hCAP18. 

Although this point remains to be clarified, our results confirm the potential of L. lactis as a 

vehicle for the production of therapeutic molecules via DNA vaccine delivery. 

Treatment with LL-Probi-H1:hCAP18 was also associated with elevated levels of the anti-

inflammatory cytokine IL10. IL10 is an important regulator of intestinal homeostasis and 

prevents pro-inflammatory responses by T-cells [419] and macrophages [420]. Surprisingly, 

we also found increased levels of putatively proinflammatory IL17A in MLNs of this group. 

High levels of this cytokine have been found in patients with an active form of ulcerative colitis 

[421], but the beneficial or detrimental nature of  its effects are still up for debate. IL17 KO 

mice subjected to DSS-induced colitis show increased survival and reduced tissue damage 

compared to wild-type controls [58]. Anti-IL17 treatments such as Ixekizumab, Brodalumab, 

or Secukinumab are FDA-approved and widely used in the treatment of psoriasis [422] but, 

paradoxically, the use of IL17 blockers to treat IBD has been shown to exacerbate symptoms 
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[423–425]. Similarly, the use of anti-IL17 monoclonal antibodies was found to exacerbate DSS-

induced colitis in mice and increase the expression of pro-inflammatory markers such as TNF-

α, IFN-γ, and IL-6 [426]. Other research has reported an association in colitis between IL17 and 

preservation of epithelial barrier integrity through stimulation of cell proliferation and AMP 

production [427]. A 2020 study suggested that IL17A deficiency in chronic colitis upregulates 

IL6 expression and leads to the recruitment of RORγt+ innate lymphoid cells in a negative 

feedback loop; the authors proposed this mechanism to explain the discrepancies between 

the insensitivity of IL17A-KO mice to acute colitis and the otherwise negative correlation 

between IL17A and worsening symptoms [428]. However, increased IL17A levels are not 

necessarily associated with worse symptoms in all models of acute colitis; its effects are 

heavily dependent on the surrounding circumstances. For example, IL10-/- mice 

spontaneously develop colitis that is greatly aggravated by IL17A deficiency [429], while Minns 

et al. found that mCRAMP is required for Th17 differentiation and reported increased 

production of IL17A in the context of inflammation [430]. 

In order to investigate the importance of the anti-microbial activity of hCAP18 in the 

protective effects noted here, we studied how an increase in host production of hCAP18, and 

potentially LL37, affected the composition of the gut microbiota. Previous findings suggested 

that mCRAMP deficiency modified the microbiota in such a way as to make wild-type 

cagemates of mCRAMP-/- mice more susceptible to DSS-induced colitis [306]. We 

characterized the microbiota of mice using 16S sequencing of fecal samples and observed a 

slight but significant shift in community composition in LL-Probi-H1:hCAP18–treated mice 

compared to the control group. Multiple OTUs assigned to family Muribaculaceae increased 

in abundance, whereas certain members of Lachnospiraceae declined (Fig. 4). However, we 

must keep in mind that the sequencing method we used only gives us a global view of the 

microbiota composition, and it is difficult to determine if such minor changes are relevant. For 

this reason, we also tested if the microbiota from treated mice could protect untreated 

recipient mice from inflammation. We found that fecal transplantation from LL-Probi-

H1:hCAP18–treated mice to PEG-washed recipient mice did not significantly reduce symptoms 

of DNBS-induced colitis (Fig. 5). One potential explanation of this result is that these wild-type 

mice had normal expression of mCRAMP during inflammation, and additional cathelicidin 

might not have changed the microbiota in a helpful way. Although, it is possible that the 

antimicrobial effects of hCAP18 are specific to human-associated microbiota and therefore 

would not have much impact on mice-associated species. To fully understand the effects of 

LL37 on the microbiota, further investigation should be done on a local scale by analyzing the 

composition of the mucosal microbiota. 

Materials and methods 

Plasmid cloning and L. lactis transformation 

hCAP18 synthetic cDNA optimized for L. lactis expression was cloned into a pSEC plasmid as 

described in [431] to create pSEC:hCAP18; this was then transformed in L. lactis NZ9000 to 

create the recombinant strain LL-pSEC:hCAP18, in which the induction of hCAP18 was nisin-
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dependent.  hCAP18 synthetic cDNA optimized for expression in mice was cloned into the 

proBi-H1 plasmid to create proBi-H1:hCAP18; this plasmid vector contained the repA and repC 

origin of replication, the chloramphenicol resistance gene, and the expression cassette from 

pcDNA3 (Invitrogen) as published before[432]. The resulting vector was 3.7 kb long. The proBi-

H1:hCAP18 plasmid was transformed in Lactococcus lactis MG1363 to create the recombinant 

strain LL-ProBi-H1:hCAP18. 

Bacterial strain preparation 

LL-pSEC bacteria were preincubated at 30°C overnight in M17 broth medium with 0.5% 

glucose and chloramphenicol (10 µg/mL). The optical density (OD) of the initial culture was 

0.2; nisin (10 ng/mL) was added 1 h after the start of incubation and bacteria were incubated 

for another 1.5 h (OD=1.2). Bacteria were harvested by centrifugation at 8000g for 5min at 

4°C and washed 3 times with PBS. They were concentrated 5 times in PBS with 16% glycerol 

and frozen until gavage. 

LL-Probi-H1 bacteria were preincubated in the same conditions; initial culture OD was 0.2 and 

culturing ended at OD 1.7-1.8. Bacteria were harvested by centrifugation at 8000g for 5min at 

4°C and washed 3 times with PBS. They were concentrated 10 times in PBS with 16% glycerol 

and 109 cfu of bacteria were administered orally to mice every day. Cell counts were quantified 

on M17 with 0.5% glucose (10 µg/mL of chloramphenicol) agar plates to assess viable cfu 

concentrations.  

HEK293 culture cell for protein expression of plasmid 

Probi-H1:hCAP18 functionality was checked by transfection in HEK293 cells with Probi-

H1:empty as control. The HEK293 cell line came from the American Type Culture Collection 

(ATCC). Cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium + GlutaMAX™ (DMEM, 

Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Eurobio), 1% sodium 

pyruvate (Gibco), and 1% streptomycin/penicillin (Sigma), and incubated at 37°C in a 

humidified atmosphere with 10% CO2. Cells were passed at 80% confluence and seeded in 24-

well plates at 8*10^4 cells/well, then incubated for 24 hours. 

Transfection of 50ng of plasmids was performed with Lipofectamine LTX with Plus Reagent 

(Invitrogen) in opti-MEM® medium (Gibco, Life Technologies). HEK293 cells were co-incubated 

with their plasmid mix for 4 hours after which the medium was replaced with complete 

medium. After 24h of incubation, the supernatant was removed and cells were lysed in Passive 

Lysis Buffer 1X (Promega). Protein expression was then checked by western blot. 

Protein extraction from Lactococcus lactis 

To control the expression of hCAP18 by LL-pSEC:hCAP18, bacteria were incubated overnight 

in 10mL of broth medium and harvested by centrifugation at 8000g for 5min at 4°C. Bacteria 

were physically lysed with Precellys® in cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche) and 

cell debris was removed by centrifugation at 8000g for 5min. Protein expression was then 

checked by western blot. 
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Western blot 

Protein extracts were boiled at 95°C for 5min in Laemmli buffer. Gel electrophoresis was 

performed with 4–20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels (Cat #456896, Bio-Rad) 

and PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Cat #26617, thermoscientific). Proteins were then 

transferred on membrane using Trans-Blot Turbo Transfer Pack (Cat #1704156, Bio-Rad). 

Nitrocellulose membrane were saturated in tris-buffered saline, 0.1% tween, 5% dry milk. 

Primary antibody was the monoclonal LL-37/CAP-18, Human, mAb 3D11 (Cat #HM2070-

100UG, Hycult Biotech) and secondary antibody was goat-produced Anti‑Mouse IgM (µ) 

Affinity purified antibody HRP (Cat #BI 2413C). The substrate mixture used was the Clarity 

Western ECL Substrate (Cat #1705060, Bio-Rad). Digital imaging was performed on the 

ChemiDoc™ MP System. 

Experimental conditions for mice 

Male C57BL/6JRj mice (6 weeks old) were purchased from Janvier Labs (France) and kept at 

the INRAE animal facility in accordance with institutional ethical guidelines. The study was 

approved by the COMETHEA ethics committee (“Comité d’Ethique en Expérimentation 

Animale”) of the Centre INRAE of Jouy-en-Josas and AgroParisTech (n°16744-

201807061805486). They were fed ad libitum, given autoclaved tap water, and housed in 

groups of four mice per cage in an air-conditioned room with controlled temperature and 

circadian cycle (12 h light, 12 h dark).  

Lactococcus lactis and DNBS treatment groups 

Colitis was induced by a single intrarectal injection of DNBS (150 mg/kg of body weight) 

dissolved in 30% ethanol. Mice were anesthetized prior to injection. Control mice were 

injected with 30% ethanol. Mice were monitored daily for weight loss after intrarectal 

injection. 

Mice were divided into six different groups: healthy control, DNBS control, DNBS + 109 cfu LL-

pSEC:empty (nisin induction),  DNBS + 109 cfu LL-ProBiH1:empty (DNA delivery system),  DNBS 

+ 109 cfu LL-pSEC:hCAP18, or  DNBS + 109 cfu LL-ProBiH1:hCAP18. Bacteria were administered 

daily by intragastric gavage for 7 days prior to intrarectal injection of DNBS. Gavages continued 

until the end of the experiment, 3 days after DNBS injection. After DNBS injections, mice were 

monitored daily for weight loss. Mice were sacrificed by cervical dislocation at day 3 after 

injection, the abdomen was opened by midline incision, the colon and Mesenteric Lymphatic 

Node (MLN) were removed. MLN were stocked in DMEM medium on ice. They were later 

mashed and counted before stimulation with antiCD3 and anti-CD28 antibodies for 48 h at 

37◦C and 10% CO2. Colons were opened longitudinally, cleaned and measured for scoring. 

PEG wash and fecal transplantation 

In the fecal transplantation group, mice were fasted and the cage litter was changed 1 hr 

before colon washing, in which mice were fed 200 µL polyethylene glycol (PEG) four 

consecutive times, with a 20-minute interval between feedings, as described in [433]. They 
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were then fed 200 µL fecal content by intragastric gavage 3 h after the final PEG dose. Fecal 

content was given to mice twice a week for 3 weeks after the initial PEG wash. 

Macroscopic scoring and histologic sampling 

Macroscopic tissue damage was assessed the day of autopsy with a protocol adapted from 

the rat[434]. Macroscopic criteria for scoring include the presence of adhesions between the 

colon and other organs, colon wall thickening, gastrointestinal transit issues, ulcers and 

hyperemia. Colon thickness was measured at the anal extremity and colon length was 

measured between the anal extremity and caecal junction.  

Chemokines secretion by stimulated lymphocytes 
Mesenteric Lymph Nodes (MLN) were taken from mice during autopsy. They were crushed 
and filtered (70 µm, BD biosciences) in DMEM (gibco, ref. 61965-026). Lymphocytes were 
counted by flow cytometry (Accuri C6) and suspended in DMEM with 100 Unit of 
Streptomycin, Penicillin (sigma, ref.P4333) and 10% Fetal Calf Serum (FCS) (Eurobio, ref. 
CVFSV00-01) at a concentration of 2,5.10^5 cells/mL either in 24 wells plate (Costar) pre-
incubated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies, 4 µg/mL of each antibody (eBioscience) in 
PBS or stimulated with PMA ionomycin (eBioscience ref.00-4970-93). Plates were incubated 
48 h at 37◦C, 10% of CO2 and cytokine level was assessed by ELISA MAX™ Standard Set Mouse 
(BioLegend). The cytokines tested were Th1- related cytokine (IFNγ); Th17-related cytokine 
(IL17) and Treg– related cytokine (IL10). 

Myeloperoxidase activity in colon  

Colon samples were homogenized using a Precellys®Evolution (Bertin Instruments) in a 

hexadecyltrimethylammonium bromide buffer (H9151, Sigma-Aldrich). MPO was detected 

with O-dianisidine solution (D3252, Sigma-Aldrich) with 1% hydrogen peroxide solution 

(216763, Sigma-Adrich) added just before measurement. OD was measured using Infinite 

M200 PRO (TECAN) and normalized to colon mass. 

mRNA extraction and qPCR 

RNA extraction was performed with the RNeasy Mini Kit from Qiagen (Cat No./ID: 74106) 

according to the manufacturer’s recommendations, with the use of the RNase-Free DNase Set 

(Cat No./ID: 79254). Reverse transcription was performed with an Applied Biosystems™ High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (cat.4368814). Real-Time PCR was performed with 

Takyon™ Rox SYBR® MasterMix dTTP Blue (UF-RSMT-B0701) with the primers described in 

Table 1. 

DNA extraction and 16S DNA sequencing 

DNA was extracted using the protocol of Godon et al. [435]. DNA concentration and purity 

were determined using a NanoDrop instrument. We used the KAPA HiFi HotStart ReadyMix 

with 10 ng of extracted DNA for PCR amplification of the V3-V4 region of 16S rDNA. The 

amplification was performed with the primers MSQ-16SV3F 

(CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCWGCAG) and MSQ-

16SV4R (GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT). PCR conditions 

were: 95°C for 3 minutes; 30 cycles at 98°C for 20 seconds, 65°C for 30 seconds, and 72°C for 
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1 minute; and a final extension of 72°C for 10 minutes. Amplification products were checked 

via electrophoresis on 2% agarose gel.  

Statistical analysis of sequencing data 

16S sequencing data were uploaded to the Galaxy platform [436,437] at 

https://galaxy.migale.inra.fr/. We used the FROGS pipeline to produce abundance tables of 

operational taxonomic units (OTUs). Denoising and clustering were performed with SWARM, 

chimera removal with VSEARCH, and affiliation with RDP Classifier using the 

16S_SILVA_Pintail100_138 database. OTUs with a minimum presence of 0.005% in all 

sequences were kept. OTUs were filtered for a minimum identity of 97% and a minimum 

coverage of 95%.  Measures were calculated of α- (observed and Shannon index) and β-

diversity (Bray-Curtis dissimilarity score). Analysis of differential expression was performed 

using RStudio version 3.6.1 with the DESeq2 package.  

Statistical analysis of macroscopic symptoms and inflammatory markers 

Graphics were created in Prism-GraphPad®. Macroscopic results are represented as mean ± 

standard deviation (SD). ELISA are represented in Tukey’s boxplot. Data was checked for 

normal distribution with the Shapiro-Wilk test. Outliers were removed from normally 

distributed data using the ROUT method (Q=1%). Data were analyzed by Kruskal-Wallis test 

with Dunn’s post-hoc test or analysis of variance (ANOVA) with Turkey’s post-hoc test if they 

were normally distributed. In all results, *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. 
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Figures legends 

Fig. 1 Effect of DNBS injection on weight loss and macroscopic score on experimental groups 

receiving recombinant L.lactis or not. A) Experimental protocol for the DNBS-induced model 

of colitis in mice. Effects of LL-Probi-H1-empty, LL-Probi-H1-hCAP18, LL-pSEC:empty and LL-

pSEC:hCAP18 on recovery from DNBS with respect to B) body weight and C) macroscopic 

score. Data represent mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, n = 24 

mice per group for LL-Probi-H1:empty and LL-Probi-H1:hCAP18, n = 16 for LL-pSEC:empty and 

LL-pSEC:hCAP18, n = 20 mice for healthy control. 

Fig. 2 Effects of preventive treatment on DNBS-induced tissue damage and inflammation. 

Assessments of A) bowel thickness, B) bowel length, C) MPO activity, and D) lipocalin in feces 

in control groups (PBS-glycerol, DNBS) and treatment groups (LL-Probi-H1:empty, LL-Probi-

H1:hCAP18, LL-pSEC:empty, LL-pSEC:hCAP18).  Data represent mean ± SD. *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, n = n = 24 mice per group for LL-Probi-H1:empty and LL-

Probi-H1:hCAP18, n = 16 for LL-pSEC:empty and LL-pSEC:hCAP18, n = 20 mice for healthy 

control. 

Fig. 3 Cytokine concentrations in mesenteric lymph node supernatants. Cytokine secretion 

by mesenteric lymph node cells was induced with PMA ionomycin (A1, B1, C1) or CD3+/CD28+ 

(A2, B2, C2), A=IL-10, B=IL-17A, C=IFN-γ.  Data represent mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001, ****P < 0.0001, n = 16 mice per group 

Fig. 4 Analysis of the composition of fecal microbiota by 16S sequencing after 7 days of 

gavage. A) Composition of samples by phylum. B) Principal coordinates analysis of different 

treatment groups. C) Differentially abundant taxa between untreated and LL-probi-

H1:hCAP18 groups and D) untreated and LL-probi-H1:empty groups, according to DESeq2. 

Untreated control group n = 16, LL-Probi-H1:hCAP18 n = 7, LL-Probi-H1:empty n = 8 

Fig. 5 Effect on DNBS-induced colitis of fecal transplant from donor mice that were gavaged 

with LL-Probi-H1:empty or LL-Probi-H1:hCAP18. A) Experimental protocol of PEG washing 

and fecal transplant. B) Mouse weight loss. C) Colon thickness. D) Macroscopic score. E) MPO 

activity. Data represent mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, n = 8 

mice per group 
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Tables 

Table S1: PERMANOVA of samples by treatment 

 
Df       SumsOfSqs  MeanSqs  F.Model   R2  Pr(>F)    

treatment   2 0.25595  0.127974   1.8079  0.11437   0.005 ** 

Residuals  28 1.98198  0.070785          
 

0.88563         
 

Total     30 2.23793                   
 

1.00000  
 

 

Table S2: PERMANOVA of samples by macroscopic score 

 
Df       SumsOfSqs  MeanSqs  F.Model   R2  Pr(>F)    

macroscopic_score 5 0.37771 0.075542 1.0152 0.16878 0.415 

Residuals  25 1.86022 0.074409 
 

0.83122 
 

Total     30 2.23793 
  

1.00000 
 

 

Table S3: Differential abundance results contrasting No treatment, LL-probi-H1:hCAP and 

LL-probi-H1:empty mice 

No treatment/LL-probi-H1:hCAP18 

 
Cluster Level log2foldchange p-value 

 
Muribaculaceae Cluster_116 Family 1.32404293589324 1.6570409959217e-06 

Muribaculaceae Cluster_55 Family 1.14388973387858 3.40234461679945e-06 

Parasutterella Cluster_11 Genus 1.4503773082355 5.2549085927291e-05 

Peptostreptococcaceae Cluster_141 Family 2.66339496154198 9.38065654201224e-05 

Clostridia UCG-014 Cluster_158 Order 1.75387106026085 0.000151874773353639 

Ruminococcaceae UCG-010 Cluster_475 Family 2.29449509395752 0.00019590949751841 

Muribaculaceae Cluster_38 Family 0.857144634741257 0.00043322197031411 

Muribaculaceae Cluster_232 Family 1.20920112936848 0.00159431331890297 

Muribaculaceae Cluster_661 Family 1.17721968770559 0.00139246648114039 

Lachnospiraceae NK4A136 

group Cluster_36 Genus -4.64021961088753 0.0017318763725779 
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Ruminococcaceae UBA1819 Cluster_70 Genus -2.00596554250594 0.00196514952988505 

Oscillibacter Cluster_273 Genus -1.58415720227679 0.00153927737844786 

Clostridium sensu stricto 1 Cluster_47 Genus 2.38624221560097 0.00197974019783422 

      
No treatment/LL-probi-H1:empty 

 
Cluster Level log2foldchange p-value 

 
Lachnospiraceae NK4A136 

group Cluster_139 Genus -4.30165777892058 1.31001136762978e-05 

Lachnospiraceae bacterium 

595 Cluster_255 Species -5.52516890734503 1.87369438854964e-05 

Muribaculaceae Cluster_116 Family 1.06318828641114 8.75680777001193e-05 

Clostridia UCG-014 Cluster_49 Order 2.43677858700927 0.000109045286356505 

Ruminococcaceae UCG-010 Cluster_845 Family 3.30039065167253 0.000279936091093825 

Lachnospiraceae NK4A136 

group Cluster_944 Genus -4.60791171917626 0.000421624171382098 
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Figures and supplementary material 
 

 

 

Figure 1 
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Chapitre 2 : REG3A et IL22 ont des 

effets opposés sur l’accumulation des 

lipides dans le foie dans un modèle 

d’obésité induite par régime surgras 

  



  

112 

 

 

  



  

113 

 

 

REG3A and IL22 have opposite effects on fat accumulation in 

the liver in a milk-fat based high-fat diet and impact gut 

microbiota composition 

Esther Borras Nogues1, Alisson Agus1, Aurélia Bruneau1, Florian Chain1, Léa Graci2, Philippe Langella1 and 

Jean-Marc Chatel1 

1 Université Paris Saclay, INRAE, AgroParisTech, UMR1319, MICALIS, 78352 Jouy en Josas France 

2 ESTBB - Ecole Supérieure de Biologie - Biochimie - Biotechnologies 

Corresponding author jean-marc.chatel@inrae.fr 

Abstract 

IL22 is a cytokine with many immunoregulatory effects. It also promotes mucus production, cell 

proliferation and wound healing, making it a key component of intestinal health. An increasing body of 

studies highlight the potential of IL22 as a therapeutic drug against NAFLD through the induction of 

antimicrobial peptides, especially of the Reg3 lectins family, and the regulation of gut microbiota. 

However, adverse reactions to this molecule in long term administration are little-studied. In this study 

we provide evidence that daily long term administration of IL22 can aggravate NAFLD by mechanisms 

independant from gut microbiota. 

Background 

The consumption of high quantity of sugar and fat in western diet leads to an increased prevalence of 

obesity. Such diets were shown to modulate the intestinal microbiota in patients and induce chronic 

low-grade inflammation, which participates in the pathogenesis of the metabolic syndrome. 

Epidemiological data show that obesity leads to an increased risk of developing Inflammatory Bowel 

Diseases (IBD). These results were replicated in mice; in laboratory conditions, high-fat diets exacerbate 

colitis in chemically induced and spontaneous models. The immune system response to fat in the gut 

and consequent modulation of the gut microbiota through different mechanisms of action have a causal 

link with the development of metabolic disorder as shown in an experiment which resulted in increased 

insulin sensitivity in patients receiving intestinal microbiota transfer from lean donors[1]. Interplay 

between gut microbiota, their metabolites and inflammatory markers modulate the development of 

Non-Alcoholic Fatty Liver disease (NAFLD). Furthermore, the administration of probiotics improve 
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inflammatory markers in NAFLD patients[2]. In mice model, microbiota transplant from obese donor to 

lean recipient induces obesity[3]. 

REG3A (and it’s murine homolog Reg3y) is an antimicrobial peptide (AMP) critical to gut homeostasis as 

it maintains the spatial segregation of bacteria and host cells in the gut[4]. REG3A’s role in obesity is still 

highly debated. In mice, the production of Reg3γ by Paneth cells is reduced after 12 weeks of high-fat 

diet[5]. It should be noted that microbial shift precedes AMPs downregulation and both precede 

circulating inflammatory cytokines levels alterations, which suggests that AMPs expression in obesity is 

not the initial cause of microbial shift but might play a role in maintaining dysbiosis and establishing 

chronic inflammation in obese patients[5]. Another study found contradictory results and showed that 

overexpression of Reg3γ spontaneously leads to increased weight under normal diet conditions[6]. 

REG3A is induced in response to IL-22 and correlates with IL-22 levels in IBD patients[7]. 

IL-22 is an immunomodulatory cytokine whose induction is impaired in obese patients. It is a member 

of the IL-10 related cytokine family and its receptors are highly expressed in epithelial cells of the 

gastrointestinal tract. IL-22 signaling induces the production of antimicrobial peptides, such as the Reg3 

lectins family, promotes cell proliferation and wound repair[8–10]. It also promotes mucins production 

through STAT3 activation. Its role in obesity and inflammation is still debated. While it has anti-

inflammatory and wound repair effects in the gut, studies have found CD4+T cells from type 2 diabetes 

patients had increased production of IL-22 which in turn upregulated IL-1b production by adipose tissue 

macrophage and amplified inflammation[11]. The different pro or anti-inflammatory properties of IL-22 

depends on its regulation by other factors such as IL-17A or IFN-y[8]. Nevertheless, numerous studies 

have found exogenous administration of IL-22 in leptin-deficient and HFD feed mice reverses many 

symptoms of the metabolic syndrome, suppresses ER stress and inflammation[12–14] although a 2015 

study showed no effect of IL-22 administration or IL-22 genetic deletion on HFD-induced obesity and 

insulin resistance[15]. 

The microbiota has a strong impact on the development of the immune system and IL-22 production is 

lacking in germ-free mice. IL-22 in turn influences the composition of microbiota through its modulation 

of mucins and antimicrobial peptides[16,17]. IL-22 deficiency in mice is associated with reduced 

abundance of some bacterial genera such as Lactobacillus, Bacteroides and Ruminococcus[16].  

Live bacteria have gained great interest as potential therapeutic vectors as they allow in situ production 

of molecules of interest. Multiple food grade bacteria have been developed as factories for the 

development of therapeutic proteins such as IL-2, IL-6[18] or IL-10 and have been demonstrated to be 
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biologically containable[19]. In 2020 J. Oh et al. found that administration of Lactobacillus reuteri 

expressing IL-22 reduced fatty liver disease in a high-fat diet mice experiment[20]. L. lactis MG1363 has 

also been genetically engineered with plasmid vectors using the cytomegalovirus promoter (pCMV) to 

deliver DNA vaccine to eukayotic cells and induce production of the protein of interest in in vitro and in 

vivo assays[21–23]. Recently, the induction of IL-22 expression through intragastric administration of L. 

lactis engineered to deliver such a plasmid alleviated post infectious irritable bowel syndrome symptoms 

in mouse by restoring gut permeability, reduced colonic sensitivity and improved mice welfare[21]. 

In this study, we gave daily doses of recombinant Lactococcus lactis delivering DNA vaccine for REG3A 

and IL-22 production to mice fed with a butter-based high fat diet (milk-fat diet or MFD). We aim to 

compare the effects of REG3A and IL-22 expression by the epithelial cells on the development of obesity-

related conditions and the composition of the microbiota. We show that they have opposite effects on 

fat accumulation in the liver and insulin resistance development despite inducing a similar shift in fecal 

microbiota composition. 

Material and Methods 

Mice breeding conditions and food 

C57BL/6JRj mice were purchased from Janvier Labs and kept in compliance with the institutional and 

European Union guidelines for laboratory animal care. The study was approved by the COMETHEA ethics 

committee (n°2015070115416973). They were delivered at 6 weeks of age and co-housed by groups of 

four mice per cage in an air-conditioned room with controlled temperature and circadian cycle (12 h 

light, 12 h dark) in the Animal Facility of the National Institute of Agronomic and Environment Research. 

After one week of acclimatization, mice were assigned to groups and fed either a low fat control diet 

(10.4% energy from fat; TD.120508, Purified Control (93M, Teklad VM), Envigo) or a milkfat diet (37.4% 

energy from fat; TD.97222, 18% Milkfat Diet, Envigo) ad libitum for 12 weeks during which mice weight 

and food intake were measured once a week. Experimental diets were treated with UV and stored at 4°C 

in airtight containers until use.  

Mice were divided into five different groups (n=16 for each): low fat diet control (LFD), milkfat diet 

control (MFD), milkfat diet + 10^9 cfu LL-Probi-H1:empty, milkfat diet + 10^9 cfu LL-ProBi-H1:REG3A 

or milkfat diet + 10^9 cfu LL-Probi-H1:IL22. Bacteria were administered daily by intragastric gavage for 

the duration of the experiment (see figure 1A). 
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IL-22 and REG3A expressing plasmids 

LL-Probi-H1:empty carries the Probi-H1 plasmid which is allows for expression of proteins of interest in 

eukaryotic cells under the control of pCMV as described by Meynier et al.[21]. REG3A and IL-22 

sequences were cloned into the plasmid expression cassette which resulted in the Probi-H1:REG3A and 

Probi-H1:IL-22 plasmids. Plasmids were then inserted into L. lactis MG1363 which was used as the 

delivery vector for DNA transfer. 

Oral glucose tolerance test  

Mice were fasted for 16 hours. Glucose was administered orally at 2g/kg and glycemia was measured at 

0, 15, 30, 60 and 120 minutes after administration. For measurements, Accu-Chek Performa Nano blood 

glucose monitoring strips (Cat #06454011031) and Accu-Check Performa blood glucose meter (Roche 

Diabetes Care) were used. Blood was collected with EDTA-coated capillary tubes (Microvette® CB 300 

K2E, Sarstedt), centrifuged for 10min at 1000g to isolate plasma and glucose-stimulated insulin 

concentration (GSIC) over time 0 to 30 minutes was measured with Rat/Mouse Insulin ELISA kit (EZRMI-

13K, Sigma-Aldrich). 

Insulin tolerance test 

Mice were fasted for 4 hours. Insulin was injected intraperitoneally (0.5 mU/g body weight) and glycemia 

was measured at 0, 15, 30, 60 and 120 minutes after administration. For measurements, Accu-Chek 

Performa Nano blood glucose monitoring strips (Cat #06454011031) and Accu-Check Performa blood 

glucose meter (Roche Diabetes Care) were used. 

Necropsy, tissue and blood sampling 

Mice were euthanized by cervical dislocation. Blood was sampled from the mandibular vein before 

necropsy in Gel+Lithium Heparin tubes (Cat #812550, Kima) and subsequently centrifuged at for 10 min 

at 1000g to isolate plasma from red blood cells and stored at -80°C. Concentrations of triglycerides (TG), 

total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL), aspartate aminotransferase (ASAT) and alanine 

aminotransferase (ALAT) were determined at the Laboratoire de biochimie of Institut Claude Bernard 

with the Olympus AU400 Chemistry Analyzer. Tissues were removed and one piece was kept in RNA 

latter at room temperature for half a day then stored at -80°C, one piece was put in paraformaldehyde 

for histologic analysis and one piece was immediately snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C 

until further processing.  
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Liver histology and hepatic lipids measurement 

A slice of the left lobe of the liver was sectioned and fixed in 4% PFA for 48h and transferred into 70% 

ethanol. It was then fixed in paraffin, trimmed, processed and cut into slices which were approximately 

3 µm thick, mounted on a glass slide and stained with H&E. Hepatic lipids were quantified blindly with 

the ImageJ software as described before[24]. 

DNA extraction and 16S DNA sequencing 

DNA was extracted using the protocol of Godon et al. [25]. DNA concentration and purity were 

determined using a NanoDrop instrument. We used the MTP™ Taq DNA Polymerase Kit (Sigma 

Cat#D7442-250UN) with 10 ng of extracted DNA for PCR amplification of the V3-V4 region of 16S rDNA. 

The amplification was performed with the primers MSQ-16SV3F 

(CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCWGCAG) and MSQ-16SV4R 

(GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT). PCR conditions were: 94°C for 1 

minute; 30 cycles at 94°C for 1 minute, 65°C for 1 minute, and 72°C for 1 minute; and a final extension 

of 72°C for 10 minutes. Amplification products were checked via electrophoresis on 2% agarose gel. 

Sequencing was performed using the Illumina Miseq (250x2 bp) system. 

Analysis of sequencing data 

16S sequencing data were uploaded to the Galaxy platform [26,27] at https://galaxy.migale.inra.fr/. We 

used the FROGS pipeline to produce abundance tables of operational taxonomic units (OTUs). Denoising 

and clustering were performed with SWARM, chimera removal with VSEARCH, and affiliation with RDP 

Classifier using the 16S_SILVA_Pintail100_138 database. OTUs with a minimum presence of 0.005% in all 

sequences were kept. OTUs were filtered for a minimum identity of 97% and a minimum coverage of 

95%.  Statistical analysis of results was performed using the phyloseq package on RStudio version 4.0.3. 

Measures of α- (Observed, Chao1, ACE, Shannon and Inverse Simpson indexes) and β-diversity (Bray-

Curtis and weighted UniFrac dissimilarity score) were calculated. Relative abundance table was written 

on rarefied data at the genus level. Analysis of differential expression was performed on raw data with 

the DESeq2 package at the genus and OTU levels. 

Statistical analysis 

For data with a normal distribution, one-way ANOVA or two-way ANOVA was performed. Otherwise, 

Mann-Whitney analysis was performed. p values <0.05 were considered statistically significant. 
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Results 

REG3A reduced weight gain in MFD-fed mice 

Food intake was significantly increased in all groups fed with MFD except LL-Probi-H1:empty which eat 

significantly less (mean = 75,74kcal/mice/week) than control MFD mice (mean = 85,39; pval = 0,0138, 

figure 1B). We note that all groups who received recombinant L. lactis tended to have a lower food intake 

compared to the control group despite the lack of statistical significance (LL-Probi-H1:REG3A = 78.39, 

pval = 0,1305; LL-Probi-H1:IL-22 = 80,77, pval = 0,5133). Body weight gain was significantly reduced in 

LL-Probi-H1:REG3A group compared to MDF control group 11 weeks after the start of the experiment 

(pval=0.0228, figure 1C). Area under curve of body weight gain shows that REG3A significantly reduces 

body weight gain compared to L. lactis administration (pval = 0,0186, figure 1D). 

REG3A and IL-22 treatments alter insulin tolerance in different ways 

Oral glucose tolerance test and insulin tolerance test were respectively performed at week 11 and week 

10 (figure 1A). Blood glucose levels after 4 and 16h of fasting was not different between groups (Figure 

2.A).  

For OGTT, glycemia was slightly higher in MFD-fed groups compared to LFD control group but not 

significantly. Area under curve of OGTT measurements was significantly higher for mice who received L. 

lactis treatments (figure 2.B1). We found no significant difference in plasma insulin level between groups 

after 16h of fasting or 30 minutes after glucose stimulation. Because LFD group insulin fasting levels 

were abnormally high and variable, we cannot exclude contamination of our samples occurred 

(supplementary figure 1). 

For ITT, we found no significant difference in glycemia between our groups (figure 2.C1). Area under 

curve of ITT measurements were higher in LL-Probi-H1:REG3A treated mice compared to MFD control 

group and lower in LL-Probi-H1:IL-22 treated mice compared to LL-Probi-H1:empty groups (figure 2.C2). 

5 mice reached endpoint in the LFD group, 2 mice in the MFD control group, 2 mice in the LL-Probi-

H1:REG3A group and 1 mouse in the IL-22 group. The LL-Probi-H1:empty group was the only one were 

all measurements could be done. Some mice showed signs of distress despite acceptable levels of blood 

glucose and ITT measurement had to be interrupted (figure 2.C3). 

IL-22 aggravates fat accumulation and damage in the liver of MFD-fed mice 

Lipid accumulation (figure 3.A) was greatly increased in all MFD fed-mice (mean area of interest = 0,39) 

compared to LFD control (mean AOI = 0,05). Administration of L. lactis in itself significantly reduces fat 
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accumulation in the liver compared to MFD control (mean AOI = 0,29; pval = 0,0233). REG3A-treated 

mice have similarly lowered fat in the liver (mean AOI = 0,26; pval = 0,0016). IL-22 seems to completely 

reverse this effect and strongly increases fat accumulation in the liver compared to LL-Probi-H1:empty 

(mean AOI = 0,47; pval < 0,0001). 

Plasma levels of alanine aminotransferase (ALAT) was increased significantly in all MFD-fed groups (pval 

: MFD = 0,0003; empty = 0,0126; IL-22 = 0,0222) compared to LFD but LL-Probi-H1:REG3A (pval = 0,07) 

(figure 3.B). We note that 3 outliers are present in the MFD control group (with ALAT levels at 157, 248 

and 262U/L respectively) and one outlier in the IL-22 group (ALAT level at 291U/L). We chose to keep 

them in the analysis as they reflect physiological damage of the liver after long-term MFD feeding. We 

also performed a one-way ANOVA analysis after removing these outliers (data not shown) but it did not 

affect which groups where significantly different from each other. Aspartate aminotransferase (ASAT) 

did not significantly differ between groups but we note that the trends are similar with ALAT levels and 

outliers appearing on the graph correspond to the same mice. 

On the contrary, triglyceride (TG) levels are significantly decreased in MFD control and LL-Probi-H1:IL22 

groups compared to LFD control (figure 3.C). Cholesterol levels are significantly higher in all MFD-fed 

groups except for the control group due to 3 outliers which had abnormally low HDL and total 

cholesterol levels. We note that these outliers are the same mice which had extremely high ASAT (>200 

U/L) and ALAT (>100 U/L) plasma levels (figure 3.B) and suppose their cholesterol levels crashed down 

due to liver failure. One mice from the LL-Probi-H1:IL22 group had similarly low cholesterol levels and 

very high ASAT and ALAT levels. Removal of these mice from the statistical analysis changes the 

significance level against LFD control (LFD against MFD pval = 0,001 after removal of the 3 outliers). HDL 

levels trends coincide with total cholesterol levels although LL-Probi-H1:REG3A-treated mice have 

significantly higher HDL than MFD mice when all mice are included in the analysis (figure 3.C). If outliers 

are removed, this difference disappears and all MFD-fed mice have significantly higher HDL levels than 

LFD-fed mice. 

MFD reduces fecal microbiota richness 

We investigated the composition of fecal microbiota after 12 weeks of MFD and treatment. We obtained 

a total of 2,121,530 sequences with an average of 53038 ± 19205 reads per sample. One sample was 

removed from the final analysis due to insufficient sequences count (9861 total reads and <100 OTU 

sequenced). A total of 341 OTUs were detected. 5 phyla (32 families and 70 genera) were represented in 

our samples: Bacteroidota, Firmicutes, Desulfobacterota, Proteobacteria and Actinobacteria (figure 4.A). 
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There was a great loss of OTU richness in MFD-fed mice compared to LFD, especially in the low 

abundance OTUs as can be seen on the heatmap (figure 4.B) and alpha-diversity tests (observed, Chao1 

and ACE indexes pval < 0,01, figure 4.C). At the genus level there is no significant loss of alpha-diversity 

between groups except for mice treated with LL-Probi-H1:REG3A (Shannon index, fig. S1). We note that 

Probi-H1:REG3A-treated mice had less variability in richness between samples than other groups (fig. 

4C). Intra-variability was not significantly impacted (Shannon and Inverse Simpson indexes). No 

significant difference in alpha-diversity was observed between MFD-fed treated and untreated mice. 

Gut microbiota composition correlates with diet, L. lactis treatment and liver 

damage at OTU and genus levels 

Principal component analysis on the OTUs showed that diet and supplementation with LL-Probi-

H1:empty, LL-Probi-H1:REG3A and LL-Probi-H1:IL22 were impactful on gut community composition 

(figure 5). Each group treatment clusterises separately from the others except the LL-Probi-H1:REG3A 

and LL-Probi-H1:IL22 groups which seem to clusterise together. PERMANOVA analysis on Bray-Curtis 

and weighted UniFrac distances show statistically significant differences at the OTU level depending on 

diet (Bray-Curtis : R2 = 0,11534; pval <0,001 – wUniFrac : R2 = 0,06152, pval = 0,045), treatment (Bray-

Curtis : R2 = 0,19302; pval <0,001 – wUniFrac : R2 = 0,14069, pval = 0,035) and ALAT in blood plasma 

(Bray-Curtis : R2 = 0,05032; pval <0,001 – wUniFrac : R2 = 0,06861, pval = 0,029; see Table 1).  

At the genus level, we see a similar distribution of samples depending on group treatment (fig. 6). 

PERMANOVA analysis on Bray-Curtis and weighted UniFrac distances shows a statistically different 

genus composition depending on diet (Bray-Curtis : R2 = 0,11067; pval <0,001), treatment (Bray-Curtis 

: R2 = 0,20008; pval <0,001 – wUniFrac : R2 = 0,13649 , pval = 0,046) and ALAT in blood plasma (Bray-

Curtis : R2 = 0,05623; pval <0,009– wUniFrac : R2 = 0,07205 , pval = 0,038; see Table 2). 

REG3A and IL-22 reverse Alistipes and Muribaculum  increase due to MFD 

From LFD to MFD control we see a strong relative increase of many genus among which some are 

significant such as Muribaculaceae (from 14,72% to 22,05%), Rikenellaceae (Alistipes went from 14,48% 

to 18,85% and Rikenellaceae RC9 gut group went from 0,42% to 1,44%), [Eubacterium] coprostanoligenes 

group, Oscillospiraceae NK4A214 group and Tyzzerella. Decreasing taxa include Alloprevotella (albeit 

non significantly but went from 12,78% to 4,36%, figure 6.A, detailed in supplementary table 1), 

Parabacteroides (from 4,93% to 1,92%), Erysipelotrichaceae, Clostridia UCG-014, Anaerovoracaceae, 

many Lachnospiraceae (Lachnospiraceae FCS020 group, Ruminococcaceae UBA1819, Ruminiclostridium, 

Oscillospiraceae UCG-003, [Eubacterium] xylanophilum group, and Blautia) and Enterococcus (Figure 6B, 
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detailed in supplementary table 2). At the OTU level (figure 6.C, detailed in supplementary table 3) 32 

taxa are significantly increased (18 Firmicutes and 13 Bacteroidota) and 21 taxa are significantly 

decreased (all of which belong to the phylum Firmicutes). OTUs increased include 10 Muribaculaceae 

(including Muribaculum), 9 Lachnospiraceae (including Tyzzerella), 2 Ruminococcaceae, 7 

Oscillospiraceae, 2 Allistipes, 1 Rikenellaceae RC9 gut group and 1 Prevotellaceae UCG-001. OTUs 

decreased include 4 Clostridia UCG-014, 12 Lachnospiraceae, 2 Oscillospiraceae, 1 Clostridia vadinBB60 

group, 1 Ruminococcaceae and 1 Ruminiclostridium. 

L. lactis administration is detectable in feces by sequencing. It increases Ruminococcaceae UBA1819, 

Bacteroides and [Eubacterium] coprostanoligenes group but decreases Enterococcus (Figure 6B). At the 

OTU level 17 taxa are significantly decreased (12 Firmicutes and 5 Bacteroidetes) and 7 are increased (5 

Firmicutes and 2 Bacteroidota). Among the decreased OTU we find 2 Clostridia vadinBB60 group, 2 

Clostridia UCG-014, 5 Lachnospiraceae, 4 Muribaculaceae, 2 Oscillospiraceae, 1 Faecalibaculum and 1 

Alistipes (figure 6). Most of these differentially expressed OTU have a low baseline of expression (<100 

mean reads). Hence, Alistipes is globally increased (but non-significantly) in this group compared to MFD 

control (24,42% against 18,85%, table 3) even if the only OTU to be differentially expressed by itself is 

decreased. 

REG3A and IL22 have similar effects on gut microbiota composition with a significant decrease of 

Alistipes (from 24,42% to respectively 10,91 and 9,98%) and Muribaculum (from 2% to 0,62% and 0,57%)  

and an increase in Rikenellaceae RC9 gut group (from 1,55% to 4,02% and 10% respectively), 

Oscillospiraceae UCG-003 and Anaerotrunctus compared to LL-Probi-H1:empty. There was also an 

increase in total Muribaculaceae (from 14,73% in LL-probi-H1:empty to 20,67% in LL-Probi-H1:REG3A 

and 18,11% in LL-Probi-H1:IL22, see figure 6).  

From LL-Probi-H1:empty to LL-Probi-H1:REG3A 9 OTUs are increased including 4 Muribaculaceae, 3 

Lachnospiraceae, 1 Clostridia vadinBB60 and 1 Anaerotrunctus. 18 OTUs are decreased including 3 

Alistipes, 3 Oscillospiraceae, 2 Clostridia UCG-014, 2 Muribaculaceae (including Muribaculum), 2 

Ruminococcaceae, 2 Lachnospiraceae, 1 Clostridia vadinBB60 group, 1 [Eubacterium] coprostanoligenes 

group, 1 Oscillospirales UCG-010 and 1 Lactobacillus (figure 6). 

From LL-Probi-H1:empty to LL-Probi-H1:IL22 9 OTUs are increased including 3 Muribaculaceae, 2 

Lachnospiraceae, 2 Clostridia vadinBB60 group, 1 Rikenellaceae and 1 Clostridia UCG-014. 8 OTUs are 

decreased including 6 Alistipes, 1 Muribaculum and 1 [Eubacterium] coprostanoligenes group (figure 6). 
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Discussion 

In this study we find that while administration of LL-Probi-H1:empty in itself positively impacts weight 

gain and hepatic steatosis, this treatment was associated with lower food intake and did not prevent 

elevation of liver damage markers in the blood, contrarily to LL-Probi-H1:REG3A administration. 

Moreover, weight gain was significantly lower in LL-Probi-H1:REG3A treated mice compared to LL-Probi-

H1:empty mice despite similar food intake, suggesting that REG3A’s effect is independent from the 

probiotic strain’s effect and food intake. Interestingly, REG3A positive effects on hepatic steatosis are 

mitigated by elevated insulin resistance. This effect is not significant compared to LL-Probi-H1:empty. 

Reg3 lectins are generally found to be downregulated in the intestine of obese animals[28] and are 

protective against alcoholic steatohepatitis by reducing mucosa-associated microbiota and preventing 

bacterial translocation to the liver[29]. In 2018, S. Bluemel et al. found that Reg3b-deficient mice were 

protected against glucose intolerance but not liver disease in a Western-style fast food diet[30]. The lack 

of effect from Reg3 lectins on glucose metabolism dysregulations despite their proven protective effect 

on inflammation and NAFLD -which are directly linked to the development of insulin resistance[31,32]- 

is a discrepancy which needs further investigation. 

Composition of the gut microbiota is a key component of Reg3 lectins benefits on health as they play a 

major role in the maintenance of the separation between commensal bacteria and the epithelium[4]. In 

our study we found that REG3A deeply impacted gut microbiota by strongly decreasing Alistipes and 

Muribaculum which were favored by MFD. IL22 treatment, which is known to induce Reg3 lectins[7], had 

very similar effects on gut microbiota composition. Hendrixx et al. recently demonstrated that IL22 

treatment improved NAFLD in wild-type mice, but not Reg3y-/-, which linked the benefits of this 

cytokine to antimicrobial peptide production and gut microbiota[33]. Furthermore Reg3 lectins decrease 

associated with IL22 and IL33 deficiency was correlated with Alistipes increase in previous studies[16,34] 

and IL22 deficient mice microbiota was found to be transferable and colitogenic. 

Paradoxically, in our study, IL22 treatment had opposite effects in respect of REG3A. Steatohepatitis was 

undoubtedly aggravated in LL-Probi-H1:IL22-treated mice as shown by histological cuts and elevated 

plasma ALAT(fig. 3). Triglycerides were paradoxically downregulated, but such decrease has been 

previously observed in obese C57BL/6 mice and are thought to be due to either an increased triglyceride 

clearance or a suppression of triglycerides production by the liver[35]. One mice from the LL-Probi-

H1:IL22 treated group had such extreme liver damage that cholesterol production was impaired (fig. 3). 

Despite this, these mice had significantly lower insulin tolerance compared to LL-Probi-H1:empty-

treated mice. This last point seems coherent with multiple studies demonstrating the beneficial effects 
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of IL22 on insulin resistance[13,15]. Our findings directly contradict previous studies in which 

administration of Lactobacillus reuteri engineered to produce IL22 alleviated steatohepatitis through 

upregulation of Reg3β and Reg3γ in mice intestines and was linked to microbiota regulation and lower 

bacterial translocation to the liver[20,33]. This discrepancy can be explained by the difference in 

treatment time. Indeed, in our experiment, we started treatment with LL-Probi-H1:IL22 administration at 

the same time as diet shift while Oh J-H et al. waited a month after the start of high-fat diet before 

treatment with recombinant L. reuteri began. Furthermore, our system induces endogenous expression 

of IL22 by host cells while their approach is exogenous which probably affects dose-response and entry 

of the drug in the circulatory system.  

IL22 promotes proliferation and regeneration of tissues and has anti-apoptotic effects, which is why it is 

generally considered as beneficial and is investigated as a promising drug for epithelial cell injury and 

alcoholic hepatitis[36]. However, in some cases, its sustained expression can lead to chronic 

inflammation and tissue damage, making it a double-edged sword[37]. Elevated IL22 expression in 

patients is correlated with incidence of type-2 diabetes mellitus[38] and this cytokine takes up 

pathological functions in chronic liver inflammation depending on the recruitment of Th17 cells[39]. 

Moreover IL22 amplifies IL1β expression in the adipose tissue which drives inflammation in 

NAFLD[11,40]. Although we did not test the microbiota of our treated mice by fecal transfer, it is possible 

that any benefit brought on by IL22 through microbiota regulation was overridden by pro-inflammatory 

mechanisms due to long-term overexpression of this cytokine. In the meantime, prudence is required 

while investigating the potential use of IL22 as a therapeutic drug. 
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Figures and tables legends 

Figure 1. Effects of REG3A and IL22 on weight gain and food intake in mice. A) overview of the protocol. 

Mice were fed a milk-fat diet or low-fat diet and treated with or without recombinant L. lactis for over 

12 weeks and sacrificed over the course of the 13th week. B) Food intake (shown as mean in kcal/mouse 
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per week) and C) weight development were controlled weekly. Body weight is represented as weight 

gain compared to first week. Significant differences were checked with repeated measure two-way 

ANOVA with multiple comparisons using Turkey’s post-hoc test. Significance is shown against MFD 

control group. D) Area under curve of weight gain was calculated and significance was checked using 

one-way ANOVA with Turkey’s post-hoc test. Data represent mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, ****P < 0.0001. n = 16 mice per group. 

Figure 2. Effects of REG3A and IL22 on glucose regulation of MFD-fed mice. A) Plasma glucose levels 

after 4 (A2) and 16h (A1) fasting at week 11 and 12 respectively. B) Blood glucose values during oral 

glucose tolerance test at week 11. C) Insulin tolerance test at week 12. Area under curve of glucose 

concentrations were calculated for OGTT and ITT (B2, C2). ITT interruption due to low glycemia is 

represented as a survival curve (C3). Significance was checked using one-way ANOVA with Turkey’s post-

hoc test. Data represent mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. n = 16 mice 

per group. 

Figure 3. Effects of REG3A and IL22 on A) hepatic fat accumulation, B) circulating transaminases levels 

and C) circulating cholesterol and fatty acids levels 12 weeks after HFD and treatment started. 

Significance was checked using one-way ANOVA with Turkey’s post-hoc test when normality could be 

assumed or Kruskal-Wallis with Dunn’s post-hoc test otherwise. Data represent mean ± SEM. *P < 0.05, 

**P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. n = 16 mice per group for blood measurements and n= 8 mice 

per group for histological examination. 

Figure 4. Milk-fat diet and recombinant L.lactis gavage effect on fecal microbiota. A) Bar plot of the 

relative abundances of the 5 most abundant phyla ranked by families. B) Heatmap of the 250 most 

abundant OTUs in samples. C) Alpha diversity at OTU level of samples by group represented in mean ± 

SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. n = 8 mice per group. One mouse was removed 

from the analysis because of low OTU count compared to others (<10000). 

Figure 5. Milk-fat diet and recombinant L.lactis gavage effect on fecal microbiota. Principal coordinate 

analysis of microbial communities at OTU level based on A) Bray-Curtis and B) weighted UniFrac 

dissimilarities. 

Figure 6. Milk-fat diet and recombinant L.lactis gavage effect on fecal microbiota. A) relative abundance 

of the genera which are significantly increased or decreased between groups treated with L.lactis 

delivering plasmids for the expression of REG3A or IL22 and the empty L. lactis control group, 

represented in mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. n = 8 mice per group. B) 
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differentially expressed genera between groups expressed in log 2 fold change and C) Differentially 

expressed OTUs between groups expressed in log2 fold change 

Table 1 : PERMANOVA analysis on Bray-Curtis and weighted UniFrac distances testing the correlation 

of diet, treatment and transaminase levels with OTUs composition in fecal microbiota 

Table 2 : PERMANOVA analysis on Bray-Curtis and weighted UniFrac distances testing the correlation 

of diet, treatment and transaminase levels with genus composition in fecal microbiota 

Supplementary data 

Supplementary figure 1 : A) Fasting insulin levels in pM and B) area under the curve of glucose-

stimulated insulin concentration. Data represent mean ± SEM. No significant difference was observed. 

n= 16 mice per group. 

Supplementary table 1: Differential analysis of each genus whose abundance changed significantly 

(p<0,05) between different groups 

Supplementary table 2: Differential analysis of each OTU whose abundance changed significantly 

(p<0,05) between different groups 

Supplementary table 3: Table of relative abundances of genera present in sample groups 
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Figure 1 
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Figure 6A 
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Figure 6B 

Differential expression at genus level 
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Figure 6C 
Differential expression at OTU level 
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Table 1 : PERMANOVA analysis on Bray-Curtis and weighted UniFrac distances testing the 
correlation of diet, treatment and transaminase levels with OTUs composition in fecal 
microbiota 

 

PERMANOVA based on Bray-Curtis distance    

  Df  SumsOfSqs  MeanSqs  F.Model       R2  Pr(>F)     

Diet       1 0.4636  0.46356   6.0175  0.11534  0.001 *** 

Treatment   3 0.7758  0.25859   3.3567  0.19302   0.001 *** 

Alat        1 0.2023  0.20225   2.6254  0.05032   0.001 *** 

Asat        1 0.1124  0.11242   1.4593  0.02797   0.138     

Residuals  32 2.4651  0.07703           0.61335  

Total      38 4.0191     1.00000     
       

PERMANOVA based on weighted UniFrac distance    

  Df  SumsOfSqs  MeanSqs  F.Model       R2  Pr(>F)     

Diet 1  0.08553  0.085533   2.8503  0.06152   0.045 * 

Treatment   3 0.19562  0.065205   2.1729  0.14069   0.035 * 

Alat        1 0.09539  0.095388   3.1787  0.06861   0.029 * 

Asat        1 0.05356  0.053556   1.7847  0.03852  0.120   

Residuals  32 0.96028  0.030009  0.69066  

Total 38 1.39037      1.00000     



  

140 

 

 

Table 2 : PERMANOVA analysis on Bray-Curtis and weighted UniFrac distances testing the 
correlation of diet, treatment and transaminase levels with genus composition in fecal 
microbiota 

       

PERMANOVA based on Bray-Curtis distance    

   Df  SumsOfSqs   MeanSqs  F.Model       R2  Pr(>F)     

Diet        1 0.29396  0.293959   5.8376  0.11067   0.001 *** 

Treatment  3  0.53145  0.177151   3.5180  0.20008   0.001 *** 

Alat 1 0.14936  0.149355   2.9660  0.05623   0.009 **  

Asat 1 0.07010  0.070104   1.3922  0.02639   0.199     

Residuals  32 1.61139  0.050356  0.60664  

Total      38 2.65626      1.00000       
       

PERMANOVA based on weighted UniFrac distance    

  Df SumsOfSqs   MeanSqs  F.Model R2  Pr(>F)   

Diet 1 0.07892  0.078923   2.7824  0.06034   0.052 . 

Treatment   3 0.17853  0.059510   2.0980 0.13649   0.046 * 

Alat 1 0.09425  0.094252   3.3228  0.07205   0.038 * 

Asat 1 0.04867  0.048674   1.7160  0.03721   0.134   

Residuals  32 0.90767  0.028365  0.69391  

Total 38 1.30805     1.00000   
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Figure S1 
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Supplementary table 1 : Table of relative abundances of all genera present in sample groups 
      

Abundances 

Phylum Class Order Family Genus LFD 
control 

MFD 
control 

MFD.LL-Probi-
H1:empty 

MFD.LL-Probi-
H1:REG3A 

MFD.LL-
Probi-
H1:IL22           

Actinobacteriota Coriobacteriia Coriobacteriales Eggerthellaceae Enterorhabdus 0,004% 0,004% 0,016% 0,023% 0,016% 
          

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 3,399% 3,499% 9,124% 10,212% 5,422% 
          

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Marinifilaceae Odoribacter 3,830% 5,208% 3,279% 1,098% 2,996% 
          

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculum 0,988% 1,595% 2,001% 0,624% 0,570% 

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Multi-affiliation 0,008% 0,007% 0,012% 0,005% 0,002% 

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Others 13,719% 20,445% 12,715% 20,038% 17,542% 

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Total 14,716% 22,048% 14,727% 20,667% 18,114% 
          

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Alloprevotella 12,780% 4,358% 3,113% 3,862% 2,553% 

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotellaceae UCG-
001 

0,035% 0,127% 0,161% 0,162% 0,168% 

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Total 12,815% 4,485% 3,274% 4,025% 2,721% 
          

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 14,479% 18,852% 24,419% 10,910% 9,983% 

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Rikenellaceae RC9 gut 
group 

0,416% 1,437% 1,548% 4,025% 9,997% 

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Total 14,895% 20,289% 25,967% 14,935% 19,980% 
          

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Tannerellaceae Parabacteroides 4,934% 1,922% 2,279% 3,249% 2,195% 
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Bacteroidota 
   

Total 54,588% 57,452% 58,650% 54,186% 51,428% 
          

Desulfobacterota Desulfovibrionia Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Bilophila 0,055% 0,074% 0,097% 0,100% 0,068% 

Desulfobacterota Desulfovibrionia Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 0,000% 0,000% 0,039% 0,000% 0,000% 

Desulfobacterota Desulfovibrionia Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Others 14,235% 15,156% 13,073% 19,024% 14,659% 

Desulfobacterota 
   

Total 14,290% 15,229% 13,209% 19,123% 14,727% 
          

Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelatoclostridiaceae Erysipelatoclostridium 0,015% 0,017% 0,009% 0,014% 0,000% 
          

Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae Dubosiella 1,112% 0,712% 0,557% 0,209% 0,462% 

Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae Faecalibaculum 0,363% 0,158% 0,117% 0,212% 0,121% 

Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae Turicibacter 0,074% 0,029% 0,003% 0,018% 0,068% 

Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae Total 1,549% 0,900% 0,677% 0,439% 0,651% 
          

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 0,099% 0,009% 0,000% 0,000% 0,004% 
          

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 0,550% 0,437% 0,230% 0,114% 0,742% 
          

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus 0,002% 0,001% 0,721% 0,183% 0,910% 
          

Firmicutes Clostridia Christensenellales Christensenellaceae 
 

0,011% 0,012% 0,014% 0,013% 0,005% 
          

Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 
  

1,334% 0,409% 0,130% 0,017% 0,253% 
          

Firmicutes Clostridia Clostridia vadinBB60 group 
 

1,064% 0,872% 0,197% 0,006% 1,074% 
          

Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium sensu 
stricto 1 

0,239% 0,532% 0,452% 0,430% 1,406% 
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Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae [Eubacterium] 
fissicatena group 

0,000% 0,000% 0,009% 0,001% 0,027% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae [Eubacterium] 
xylanophilum group 

0,081% 0,012% 0,017% 0,014% 0,013% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae A2 0,156% 0,097% 0,198% 0,112% 0,236% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Acetatifactor 0,005% 0,011% 0,002% 0,012% 0,007% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae ASF356 0,349% 0,105% 0,056% 0,022% 0,063% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Blautia 1,214% 0,720% 0,842% 0,385% 1,162% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae GCA-900066575 0,451% 0,284% 0,348% 0,231% 0,240% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnoclostridium 1,225% 0,995% 0,779% 1,385% 1,400% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae 
FCS020 group 

0,074% 0,017% 0,027% 0,017% 0,047% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae 
NK4A136 group 

3,500% 2,600% 1,359% 1,115% 3,209% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae UCG-
006 

0,103% 0,143% 0,134% 0,126% 0,172% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Marvinbryantia 0,049% 0,027% 0,047% 0,049% 0,024% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Roseburia 0,028% 0,036% 0,045% 0,091% 0,138% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Tyzzerella 0,542% 0,986% 0,860% 1,055% 0,824% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Unknown 8,300% 6,485% 7,178% 9,838% 8,787% 

Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Total 16,077% 12,517% 11,901% 14,453% 16,349% 
          

Firmicutes Clostridia Oscillospirales [Clostridium] methylpentosum group 0,022% 0,014% 0,000% 0,000% 0,017% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales [Eubacterium] coprostanoligenes group 0,415% 1,089% 3,683% 1,901% 2,384% 
          

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Butyricicoccaceae Butyricicoccus 0,049% 0,096% 0,119% 0,137% 0,119% 
          

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Colidextribacter 1,531% 1,218% 1,122% 1,126% 1,106% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae NK4A214 group 0,035% 0,177% 0,079% 0,113% 0,108% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Oscillibacter 1,231% 0,815% 0,674% 0,580% 0,665% 
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Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-003 0,026% 0,001% 0,000% 0,006% 0,002% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-005 0,006% 0,007% 0,036% 0,035% 0,002% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Unkwown 2,316% 3,759% 4,179% 3,193% 3,240% 
 

Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Total 5,145% 5,979% 6,090% 5,052% 5,123% 
          

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Anaerotruncus 0,551% 0,524% 0,323% 0,878% 0,607% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Harryflintia 0,029% 0,017% 0,027% 0,042% 0,023% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Multi-affiliation 0,003% 0,009% 0,007% 0,017% 0,016% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Negativibacillus 0,006% 0,012% 0,014% 0,016% 0,016% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Paludicola 0,025% 0,013% 0,007% 0,000% 0,011% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae UBA1819 0,094% 0,031% 0,068% 0,016% 0,048% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Unknown 1,576% 1,108% 0,865% 0,891% 0,891% 

Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Total 2,285% 1,713% 1,312% 1,859% 1,612% 
          

Firmicutes Clostridia Oscillospirales UCG-010 
 

0,126% 0,094% 0,057% 0,060% 0,094% 
          

Firmicutes Clostridia Peptococcales Peptococcaceae Peptococcus 0,054% 0,014% 0,007% 0,012% 0,014% 

Firmicutes Clostridia Peptococcales Peptococcaceae Others 0,034% 0,044% 0,031% 0,032% 0,015% 
          

Firmicutes Clostridia Peptostreptococcales-
Tissierellales 

Anaerovoracaceae [Eubacterium] brachy 
group 

0,014% 0,015% 0,028% 0,041% 0,025% 

Firmicutes Clostridia Peptostreptococcales-
Tissierellales 

Anaerovoracaceae [Eubacterium] nodatum 
group 

0,003% 0,013% 0,015% 0,028% 0,024% 

Firmicutes Clostridia Peptostreptococcales-
Tissierellales 

Anaerovoracaceae Anaerovorax 0,047% 0,015% 0,019% 0,006% 0,035% 

Firmicutes Clostridia Peptostreptococcales-
Tissierellales 

Anaerovoracaceae Family XIII AD3011 
group 

0,012% 0,002% 0,006% 0,002% 0,004% 

 
Clostridia Peptostreptococcales-

Tissierellales 
Anaerovoracaceae Total 0,076% 0,044% 0,068% 0,077% 0,088% 
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Firmicutes Clostridia Peptostreptococcales-
Tissierellales 

Peptostreptococcaceae Multi-affiliation 0,293% 0,693% 0,590% 0,415% 1,558% 

          

Firmicutes Clostridia 
 

Hungateiclostridiaceae Ruminiclostridium 0,041% 0,006% 0,008% 0,005% 0,016% 

Firmicutes Clostridia Multi-affiliation Multi-affiliation Multi-affiliation 0,108% 0,215% 0,133% 0,158% 0,141% 

Firmicutes Clostridia Others 
  

0,031% 0,021% 0,011% 0,000% 0,008% 
 

Clostridia Others 
 

Total 0,180% 0,242% 0,152% 0,162% 0,165% 

Firmicutes 
   

Total 29,618% 25,727% 26,440% 25,378% 32,583% 
          

Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales 
  

0,277% 0,279% 0,358% 0,261% 0,162% 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Burkholderiales Sutterellaceae Parasutterella 1,224% 1,309% 1,311% 1,029% 1,084% 

          

          

Total 
    

100% 100% 100% 100% 100% 
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Supplementary table 2 : Differential analysis of each genus whose abundance changed significantly 
(p<0,05) between different groups  

   

            

LFD control vs MFD control 
          

baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj Kingdom Phylum Class Order Family Genus 

2,682974238 -3,542348947 1,0336765 -3,426941434 0,000610421 0,007055988 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-003 

12,24821266 -3,310529606 0,988044 -3,350589091 0,000806399 0,007055988 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 

12,56568392 -2,91453281 0,7300424 -3,992278862 6,54414E-05 0,000916179 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae [Eubacterium] 
xylanophilum group 

7,647344107 -2,885487579 0,9635914 -2,994513719 0,002748827 0,014801376 Bacteria Firmicutes Clostridia unknown order Hungateiclostridiaceae Ruminiclostridium 

230,6028788 -2,564872167 0,6125505 -4,187201199 2,82415E-05 0,000658969 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Blautia 

2,860855175 -2,298500794 0,8869498 -2,591466709 0,009556779 0,039351442 Bacteria Firmicutes Clostridia Peptostreptococcales-
Tissierellales 

Anaerovoracaceae Family XIII AD3011 
group 

17,84887163 -1,478374683 0,5688996 -2,598656789 0,009358929 0,039351442 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae 
FCS020 group 

26,5973941 -1,23464304 0,4498124 -2,744795422 0,006054863 0,028256027 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae UBA1819 

8688,878752 0,944909055 0,3674549 2,571496574 0,010126002 0,039378896 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

1650,702825 0,986231204 0,299632 3,291474844 0,000996635 0,007695238 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

67,33122594 0,992571434 0,3965168 2,503226811 0,012306665 0,045340344 Bacteria Firmicutes Clostridia Multi-affiliation Multi-affiliation Multi-affiliation 

415,6898754 1,174319226 0,2731711 4,298842065 1,71693E-05 0,000600925 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Tyzzerella 

9566,78192 1,312109313 0,4246805 3,089639062 0,002003999 0,011689992 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

678,481523 1,44413021 0,4640019 3,112336586 0,001856127 0,011689992 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculum 

1000,382191 1,761710022 0,539774 3,263791673 0,00109932 0,007695238 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales [Eubacterium] 
coprostanoligenes 
group 

unknown genus 

5,351616317 2,228183328 0,8024076 2,776872041 0,005488478 0,027442391 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Multi-affiliation 

1890,025626 2,392236385 0,7067478 3,384851521 0,000712168 0,007055988 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Rikenellaceae RC9 gut 
group 

56,23393149 2,477490802 0,4819639 5,140407585 2,74143E-07 1,919E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae NK4A214 group 

71,25483602 2,71688301 0,6658235 4,080485438 4,49417E-05 0,000786481 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotellaceae UCG-
001 
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MFD control vs MFD.LL-Probi-H1:empty 
         

baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj Kingdom Phylum Class Order Family Genus 

12,24821266 -3,77783085 1,2135654 -3,113001565 0,00185195 0,039318058 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 

26,5973941 1,368751163 0,4509291 3,035402102 0,002402152 0,039318058 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae UBA1819 

3383,804701 1,519808627 0,5086437 2,987963303 0,002808433 0,039318058 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 

1000,382191 1,702369688 0,5387444 3,159884024 0,00157832 0,039318058 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales [Eubacterium] 
coprostanoligenes 
group 

unknown genus 

186,9934081 6,554364986 0,729806 8,980969139 2,68392E-19 1,87874E-17 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus 
            

MFD.LL-Probi-H1:empty vs MFD.LL-Probi-H1:REG3A 
        

baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj Kingdom Phylum Class Order Family Genus 

6,141588297 -4,604806642 1,4591087 -3,155903658 0,001600017 0,02159773 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Paludicola 

334,8724938 -4,160951329 1,3365874 -3,11311575 0,001851234 0,02159773 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia vadinBB60 
group 

unknown family unknown genus 

5,910434199 -3,716401148 1,2213619 -3,042833634 0,002343619 0,023436186 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales [Clostridium] 
methylpentosum group 

unknown genus 

215,4064554 -3,310285968 0,7929684 -4,174549829 2,98576E-05 0,001045016 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

26,5973941 -2,477425608 0,4834247 -5,124739235 2,9795E-07 2,08565E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae UBA1819 

678,481523 -1,60101681 0,4806256 -3,331109836 0,000865005 0,015488698 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculum 

8688,878752 -1,127904627 0,3803646 -2,965324899 0,003023634 0,026456799 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

279,8076541 1,551621604 0,4666922 3,32472167 0,000885068 0,015488698 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Anaerotruncus 

2,682974238 3,29527817 1,187421 2,775155609 0,00551753 0,042914123 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-003 
            

MFD.LL-Probi-H1:empty vs MFD.LL-Probi-H1:IL22 
        

baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj Kingdom Phylum Class Order Family Genus 

678,481523 -1,940753051 0,4650564 -4,17315662 3,00408E-05 0,002102858 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculum 

8688,878752 -1,377522653 0,3675153 -3,748205086 0,000178105 0,004155774 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

1890,025626 2,702632207 0,7060301 3,827928004 0,000129227 0,004155774 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Rikenellaceae RC9 gut 
group 
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Supplementary table 3 : Differential analysis of each OTU whose abundance changed 

significantly (p<0,05) between different groups  

     

             

LFD control vs MFD control 
 

baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj Kingdom Phylum Class Order Family Genus 

Cluster_99 41,24046107 -10,00210364 3,724490317 -2,685495945 0,007242225 0,047492286 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_198 15,056047 -8,546945779 1,563169976 -5,467700832 4,55911E-08 7,77327E-06 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_346 6,122884133 -7,248560244 1,648440532 -4,39722277 1,09645E-05 0,000339899 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia 

vadinBB60 group 

unknown family unknown genus 

Cluster_439 4,815054731 -6,814080521 1,498801645 -4,546352444 5,45836E-06 0,000255869 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_207 8,197673843 -5,871977497 1,565210067 -3,751558735 0,000175739 0,002397074 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae GCA-900066575 

Cluster_627 2,072417894 -5,689243397 1,974928074 -2,880734479 0,003967497 0,032212299 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_511 3,451161311 -5,573581809 1,921170229 -2,901138964 0,00371809 0,031696713 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Anaerotruncus 

Cluster_575 2,804372203 -4,936101715 1,745911768 -2,827234346 0,004695195 0,035579147 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_63 64,190114 -4,454324126 1,401587028 -3,178057471 0,001482654 0,01633927 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae 

NK4A136 group 

Cluster_86 43,76668755 -3,937806437 0,879194007 -4,478882254 7,50349E-06 0,000255869 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_553 2,650336965 -3,626672887 1,159643886 -3,12740224 0,001763585 0,017182353 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-003 

Cluster_294 6,887859466 -3,378555775 0,827564906 -4,082526638 4,45487E-05 0,000949444 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_107 35,97531163 -3,242450329 0,646581723 -5,01475717 5,31005E-07 4,52682E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Oscillibacter 

Cluster_260 8,095769426 -2,954287395 0,772497857 -3,824330862 0,000131128 0,001961261 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae [Eubacterium] 

xylanophilum 

group 

Cluster_403 4,805124599 -2,921929879 0,764469601 -3,822166214 0,000132284 0,001961261 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_305 7,737280771 -2,825742438 1,017278406 -2,777747392 0,005473715 0,038296743 Bacteria Firmicutes Clostridia unknown order Hungateiclostridiaceae Ruminiclostridium 

Cluster_392 4,266610909 -2,795057773 1,021142748 -2,737186136 0,006196722 0,041432984 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae [Eubacterium] 

xylanophilum 

group 

Cluster_139 22,79499534 -2,364198192 0,676290966 -3,495829917 0,00047259 0,005755469 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_68 67,4947484 -1,782910483 0,587113056 -3,036741331 0,002391506 0,022040635 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 
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Cluster_58 118,8032382 -1,740192104 0,550807162 -3,159349083 0,00158122 0,01633927 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnoclostridium 

Cluster_95 46,41254823 -1,70133167 0,608152126 -2,797542912 0,005149293 0,037359762 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Blautia 

Cluster_22 414,1935432 1,07718062 0,266332227 4,044499737 5,2435E-05 0,00104946 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Tyzzerella 

Cluster_75 94,5628618 1,431477593 0,502348401 2,849571311 0,004377819 0,033928098 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_65 95,80419229 1,51650163 0,440439775 3,44315322 0,000574973 0,006760895 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_39 235,4110624 1,572005693 0,442141407 3,555436493 0,000377352 0,004765817 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

Cluster_26 308,4300638 1,57324541 0,574184885 2,739963121 0,006144608 0,041432984 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

Cluster_100 60,24436987 1,777507554 0,667363702 2,663476526 0,007733781 0,049758854 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae unknown genus 

Cluster_59 114,5843593 1,819207762 0,487992243 3,727944017 0,000193048 0,002531902 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

Cluster_57 110,2804622 1,89847986 0,422932506 4,488848295 7,16093E-06 0,000255869 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_82 123,2662833 1,927352775 0,480699377 4,009476334 6,08536E-05 0,001092161 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_74 71,34127575 1,987197657 0,694534347 2,861194218 0,004220484 0,033469421 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

Cluster_142 27,1115985 2,065136673 0,65322508 3,161447311 0,001569872 0,01633927 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae unknown genus 

Cluster_118 41,60053361 2,081711678 0,461076478 4,514894546 6,33483E-06 0,000255869 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_119 31,79963741 2,102907027 0,700596332 3,001595828 0,002685685 0,024100489 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_180 16,0049815 2,115320549 0,673166091 3,142345668 0,001676 0,016809298 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_9 1867,191025 2,237463257 0,706864482 3,165335529 0,001549042 0,01633927 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Rikenellaceae RC9 

gut group 

Cluster_64 94,42169601 2,254404701 0,474889033 4,747224179 2,06227E-06 0,000117206 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_71 123,1718298 2,310647512 0,558458679 4,137544278 3,51043E-05 0,000798037 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_98 56,33824328 2,422938374 0,497732287 4,867954995 1,12759E-06 7,69016E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae NK4A214 group 

Cluster_76 74,24093018 2,622410607 0,696660654 3,764258239 0,000167044 0,00237342 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotellaceae 

UCG-001 

Cluster_83 58,03791573 3,015128107 0,7478725 4,031607133 5,53967E-05 0,00104946 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

Cluster_61 90,13550064 3,028205678 0,779170342 3,886448847 0,000101721 0,001651761 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_127 37,38828122 3,064553827 0,769885439 3,98053226 6,87611E-05 0,001172377 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_598 3,905637778 3,271579732 1,164988819 2,808249899 0,004981156 0,036925524 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Oscillibacter 

Cluster_97 60,3390449 3,320090422 1,195993667 2,776010035 0,005503051 0,038296743 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_161 40,28214722 3,878900362 1,318559524 2,941771145 0,00326341 0,028533919 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 
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Cluster_798 3,592058764 3,985840175 1,382693567 2,882663426 0,003943285 0,032212299 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_66 83,65010785 4,127667447 0,957189091 4,312280078 1,6158E-05 0,000423836 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_466 4,902054925 5,128487359 1,644706558 3,118177727 0,00181973 0,01723689 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnoclostridium 

Cluster_28 854,1252649 5,766573546 1,12342121 5,133046711 2,85089E-07 3,24051E-05 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_432 7,214799416 6,682178113 1,53563556 4,351408817 1,35266E-05 0,00038438 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_114

1 

3,743223703 6,750303651 1,586579746 4,254626134 2,09399E-05 0,000510035 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculum 

Cluster_263 8,974244107 17,16105971 2,128383139 8,062956052 7,44713E-16 2,53947E-13 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae ASF356 

             

MFD control vs MFD.LL-Probi-H1:empty 
 

baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj Kingdom Phylum Class Order Family Genus 

Cluster_131 38,24770031 -24,45833083 4,508151275 -5,425357167 5,78388E-08 4,64156E-06 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_62 74,00947619 -24,3060553 1,851617838 -13,12692868 2,3083E-39 7,40965E-37 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia 

vadinBB60 group 

unknown family unknown genus 

Cluster_218 7,0345716 -23,06754665 4,34873012 -5,304432792 1,13024E-07 7,25613E-06 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_45 180,5029483 -9,783042342 2,064206406 -4,739372145 2,14381E-06 7,72021E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia 

vadinBB60 group 

unknown family unknown genus 

Cluster_129 27,01298937 -8,281324334 1,440465217 -5,749062343 8,97397E-09 9,60215E-07 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_176 21,7794868 -7,341182231 1,549615551 -4,737421629 2,16455E-06 7,72021E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_354 6,470139738 -6,762261303 1,915735262 -3,529851664 0,000415793 0,007851145 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_122 25,56126094 -6,293477564 1,553963863 -4,04995104 5,12283E-05 0,001370358 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

Cluster_70 3,100511602 -5,478530008 1,776803627 -3,083362689 0,002046755 0,032850424 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae 

NK4A136 group 

Cluster_124 29,92857268 -5,161738443 1,242671894 -4,153742003 3,27082E-05 0,000954485 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

Cluster_407 9,073401759 -3,995525478 1,328847869 -3,006759142 0,002640489 0,040361758 Bacteria Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae Faecalibaculum 

Cluster_143

8 

4,728678007 -3,860034691 1,053192721 -3,665079159 0,000247262 0,005291409 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_163 18,53946217 -2,511723397 0,742583904 -3,382410235 0,000718528 0,012813741 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_173 16,11550022 -2,471713335 0,851588535 -2,902473709 0,003702282 0,049518026 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae 

NK4A136 group 

Cluster_20 543,6767819 -2,462793547 0,501056456 -4,91520171 8,86911E-07 4,06712E-05 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_12 1945,26333 -2,340278943 0,522007081 -4,483232179 7,35209E-06 0,000236002 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 
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Cluster_71 123,1718298 -2,069058336 0,558917348 -3,701903945 0,000213988 0,004906431 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_128 27,3231366 1,520952859 0,493126004 3,084308769 0,002040257 0,032850424 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae UBA1819 

Cluster_95 46,41254823 1,776966594 0,609235961 2,916713238 0,003537408 0,049369916 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Blautia 

Cluster_10 2173,2257 2,613155617 0,717522847 3,641912766 0,00027062 0,005429309 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 

Cluster_815 5,5453475 3,468249157 1,161765335 2,985326772 0,002832755 0,041332476 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 

Cluster_433 4,209122465 4,484990106 1,188847507 3,772552898 0,000161586 0,003989924 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae GCA-900066575 

Cluster_44 188,9546777 6,907913525 0,733995301 9,411386574 4,89634E-21 7,85863E-19 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus 

Cluster_49 318,8349922 11,81521554 2,362983269 5,000126619 5,72927E-07 3,06516E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales [Eubacterium] 

coprostanoligenes 

group 

unknown genus 

             

MFD.LL-Probi-H1:empty vs MFD.LL-Probi-H1:REG3A 
 

baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj Kingdom Phylum Class Order Family Genus 

Cluster_53 90,96373185 -23,16208837 2,027567356 -11,42358517 3,18805E-30 5,00525E-28 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Colidextribacter 

Cluster_96 35,98236684 -22,98757456 1,80217263 -12,75547868 2,90584E-37 9,12435E-35 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae unknown genus 

Cluster_156 17,86592423 -7,4980282 1,87078777 -4,007952329 6,12475E-05 0,001602642 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_49 318,8349922 -7,286964569 2,343128812 -3,109929139 0,001871322 0,032644178 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales [Eubacterium] 

coprostanoligenes 

group 

unknown genus 

Cluster_84 46,79616628 -6,397354926 1,571485493 -4,070896585 4,68325E-05 0,001336856 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae ASF356 

Cluster_202 12,18693711 -5,570578582 1,888007937 -2,950505912 0,00317254 0,039847099 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia 

vadinBB60 group 

unknown family unknown genus 

Cluster_369 5,544989891 -5,218478207 1,540695818 -3,387091822 0,000706377 0,013862657 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_206 14,10690116 -5,137799023 1,758778504 -2,921231419 0,003486507 0,042106282 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_367 5,868043377 -4,461288937 1,501095521 -2,972022016 0,002958455 0,039847099 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Paludicola 

Cluster_93 41,17491275 -3,717155509 1,258054647 -2,954685249 0,003129882 0,039847099 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 

Cluster_278 8,651637445 -3,507078055 1,226537138 -2,859332953 0,004245329 0,049371609 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales UCG-010 unknown genus 

Cluster_106 38,9657673 -3,18659719 0,927315819 -3,436366689 0,000589572 0,012341716 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_280 9,388442356 -2,922309059 0,666372456 -4,385398933 1,15773E-05 0,000403921 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_123 28,02107672 -2,841370054 0,821940514 -3,456904735 0,000546418 0,012255375 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae Oscillibacter 
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Cluster_128 27,3231366 -2,557226201 0,529435036 -4,830103841 1,36462E-06 5,35613E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae UBA1819 

Cluster_245 11,00141391 -2,35155355 0,633404094 -3,712564496 0,00020517 0,004955639 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_4 2675,243161 -1,547586199 0,508760001 -3,041878678 0,002351066 0,036911741 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_29 656,8565564 -1,45547569 0,487478438 -2,985723216 0,002829086 0,039847099 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculum 

Cluster_32 264,9700057 1,704121716 0,527388491 3,231245551 0,00123252 0,022765371 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Anaerotruncus 

Cluster_51 143,2898108 1,969196796 0,640170684 3,076049631 0,002097629 0,034666084 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_12 1945,26333 3,609470436 0,540171741 6,682079354 2,35575E-11 1,23284E-09 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_878 3,602905915 3,814494895 1,275327083 2,990993405 0,002780715 0,039847099 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Multi-affiliation 

Cluster_20 543,6767819 3,839183166 0,51795576 7,412183556 1,24237E-13 9,75258E-12 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_143

8 

4,728678007 4,522110344 1,061576951 4,259804567 2,04606E-05 0,000642462 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_62 74,00947619 15,30269802 2,056061522 7,442723796 9,86302E-14 9,75258E-12 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia 

vadinBB60 group 

unknown family unknown genus 

Cluster_131 38,24770031 23,66097842 4,662630237 5,074598933 3,88314E-07 1,74187E-05 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

Cluster_356 5,860817319 33,40383014 4,719725027 7,077494971 1,46784E-12 9,218E-11 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 

             

MFD.LL-Probi-H1:empty vs MFD.LL-Probi-H1:IL22 
 

baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj Kingdom Phylum Class Order Family Genus 

Cluster_49 318,8349922 -29,00400435 2,369568767 -12,24020369 1,89556E-34 3,23194E-32 Bacteria Firmicutes Clostridia Oscillospirales [Eubacterium] 

coprostanoligenes 

group 

unknown genus 

Cluster_798 3,592058764 -4,76868039 1,354750715 -3,519968904 0,000431597 0,009811647 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_66 83,65010785 -3,716103661 0,953913663 -3,895639414 9,794E-05 0,002569042 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_280 9,388442356 -2,913300853 0,649638125 -4,484497971 7,30858E-06 0,000356032 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_245 11,00141391 -2,719550404 0,63273466 -4,298089827 1,72276E-05 0,000652736 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_29 656,8565564 -2,115622291 0,471669093 -4,485395215 7,27789E-06 0,000356032 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculum 

Cluster_18 654,0639163 -2,015510736 0,471727769 -4,272614143 1,93195E-05 0,000658794 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_2 4536,953192 -1,946829715 0,464436123 -4,191813729 2,76733E-05 0,000857873 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes 

Cluster_453 10,03898583 2,187628328 0,688469666 3,177523187 0,001485388 0,029795138 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae 

FCS020 group 

Cluster_9 1867,191025 2,551240485 0,706138632 3,612945628 0,000302738 0,007373838 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Rikenellaceae RC9 

gut group 
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Cluster_12 1945,26333 2,706232811 0,521997877 5,184375127 2,1674E-07 1,47817E-05 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_20 543,6767819 3,307082653 0,500839964 6,603072619 4,02722E-11 3,43321E-09 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_143

8 

4,728678007 4,340418987 1,048218717 4,140756997 3,46162E-05 0,000983676 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae unknown genus 

Cluster_129 27,01298937 5,017753925 1,458354252 3,440696194 0,00058022 0,012365931 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia UCG-014 unknown family unknown genus 

Cluster_45 180,5029483 9,182186908 2,064366778 4,447943556 8,66963E-06 0,000369543 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia 

vadinBB60 group 

unknown family unknown genus 

Cluster_62 74,00947619 24,68886589 1,851558064 13,33410298 1,46608E-40 4,99932E-38 Bacteria Firmicutes Clostridia Clostridia 

vadinBB60 group 

unknown family unknown genus 

Cluster_356 5,860817319 31,71883604 4,567387093 6,944634951 3,7944E-12 4,31297E-10 Bacteria Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae unknown genus 
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Discussion et conclusion générale 
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Les effets immunomodulateurs de la cathélicidine humaine 

Les peptides antimicrobiens suscitent l’intérêt depuis de nombreuses années en raison de leur action 

antibiotique à large spectre. Chez l’individu sain ils sont produits notamment au niveau des barrières 

épithéliales où ils protègent l’hôte contre les infections par les bactéries pathogènes transitoires et 

permettent le maintien de la tolérance immunitaire des bactéries commensales qui leur sont 

résistantes[438]. L’équilibre entre les PAMs et le microbiote intestinal joue un rôle crucial dans le 

maintien de la santé de l’individu. Toute rupture de cet équilibre entraine une dysbiose et une réaction 

inflammatoire qui, si elles ne se résorbent pas, participent activement à la pathogénèse de troubles 

chroniques. C’est le cas notamment pour les MICI qui se caractérisent par une inflammation chronique 

et une réponse immunitaire dirigée contre les bactéries commensales liée à la perte des lymphocytes 

Treg, leur production des cytokines immunorégulatrices IL10 et TGF-β, en faveur des lymphocytes T 

effecteurs[79]. Les PAMs assurent en temps normal la séparation de la barrière intestinale et des 

bactéries intestinales[291]. Une déficience génétique des cellules de Paneth, qui les produisent, rend 

susceptible aux formes graves de MICI[297]. Chez les patients atteints de MC, le taux circulant de LL37 

est corrélé à un meilleur pronostic et permet d’identifier l’état d’activité de la maladie[331].  

Chez les souris Camp-/- la colite induite au DSS est aggravée et les symptômes sont atténués par la 

transplantation de cellules immunitaires provenant de souris sauvages exprimant la cathélicidine[439]. 

Un certain nombre d’études constate que l’administration de la cathélicidine murine via L.lactis 

recombinant entraine l’amélioration des symptômes cliniques et de l’état des tissus dans des modèles 

d’induction chimique de la colite qui accompagnent une réduction de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires et une expression accrue d’IL10 et des protéines des jonctions serrées[389,417,418]. Cet 

effet passerait par la régulation du microbiote intestinal mais également par des effets directs de la 

cathélicidine sur les voies de régulation de la réponse immunitaire[389]. Durant ma thèse, des résultats 

similaires ont pu être obtenus avec la cathélicidine humaine dans une approche où L.lactis porte un 

plasmide possédant le promoteur CMV permettant l’expression de celle-ci par les cellules de l’individu 

traité[373,374]. Un effet intéressant observé est l’augmentation de l’expression d’IL17A. Des 

expériences sur souris IL17A-KO mettent en évidence une baisse de la gravité des symptômes de la 

colite induite chez ces souris, la mettant directement en cause dans la pathogénèse de la maladie[440]. 

Cependant toutes les tentatives de traitement des MICI par des inhibiteurs d’IL17 se sont soldées par 

des échec et même une exacerbation des symptômes chez les patients[345,425,426]. Ainsi, chez le 

patient classique, IL17A aurait en réalité un rôle protecteur. Une étude récente suggère que le manque 

d’IL17A, dans le cadre d’une inflammation chronique, exacerberait l’inflammation en induisant 
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l’expression d’IL6 et le recrutement des cellules lymphoïdes innées[428]. Deux études séparées ont 

montré que la délétion d’IL17A[429] et d’IL6[441] respectivement exacerbaient l’inflammation chez les 

souris déficientes en IL10. Tout comme pour IL17A, la délétion d’IL6 seule réduit les symptômes de la 

colite induite[442]. Il pourrait être intéressant de vérifier si la neutralisation simultanée d’IL17A et d’IL6 

permet l’amélioration des symptômes de la colite chez la souris sauvage et de vérifier le recrutement 

des cellules du système immunitaire de ces animaux.  

Dose-réponse de la cathélicidine dans le modèle de colite induite et l’effet probiotique de L. lactis 

L.lactis sécrétant hCAP18 n’a pas permis d’améliorer les symptômes de la colite de façon reproductive 

par rapport à la bactérie elle-même en modèle DNBS comme en modèle DSS (à voir en annexe). De plus 

aucune différence significative n’a été observée entre le microbiote de nos souris recevant la 

cathélicidine humaine et celle des souris ayant reçu la souche L. lactis contrôle que ça soit par la souche 

sécrétant hCAP18 ou celle induisant sont expression chez les cellules de l’hôte. L’absence d’effet de nos 

souche recombinantes chez le rongeur pourrait être liée à l’origine humaine de la protéine ou à un 

mauvais repliement potentiel. Cela étant dit, l’effet probiotique de L.lactis a amélioré de façon 

significative la colite induite par le DNBS chez nos souris, ce qui n’était pas le cas dans les études 

précédemment citées. Il est donc possible que l’effet de LL37 ait été masqué par celui de la bactérie. De 

plus, les doses administrées diffèrent entre nos études. Clover Ching Man Wong et al. ont préparé des 

doses fraîches quotidiennes (variant entre 10^8 et 10^10 CFU) et Jiahong Li et al. ont quand à eux 

administré 10^10 CFU de culot bactérien congelé (contre 10^9 CFU dans notre cas). Dans les deux cas, 

le temps d’induction à la nisine a été plus long que pour nos préparations ce qui a sans doute joué sur 

la dose de cathélicidine finale reçue par nos animaux qui a dû être plus faible que dans ces autres 

publications. Une étude dose-réponse serait pertinente pour déterminer les conditions idéales 

d’utilisation de ces souches.  

En outre, il semble que la nature du plasmide utilisé comme vecteur, même vide d’insert, a un impact 

sur la croissance viable de nos bactéries et sur l’atténuation des symptomes de la colite. Ainsi, alors que 

les L. lactis porteurs du plasmide pSEC:vide inductible à la nisine on un effet anti-inflammatoire 

significatif sur plusieurs marqueurs la colite induite au DNBS, ce n’est pas le cas des L. lactis porteurs du 

plasmide ProBiH1:vide (voir chapitre 1). Nous pensons que la viabilité réduite des L. lactis porteurs de 

ProbiH1 (voir material and methods, chapitre 1) explique en grande partie cette différence d’effet. A 

noter que l’effet protecteur de L. lactis n’est pas significatif dans toutes les études. Ainsi en 2017, notre 

équipe a constaté un effet protecteur des sécretions de L. lactis NZ9000 (utilisée pendant cette thèse) 

qui inhibait la croissance des bactéries pathogènes L. monocytogenes et E. faecalis, réduisait le score 
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histopathologique, l’activité MPO et l’infiltration des eosinophiles dans la lamina propria intestiale des 

souris dans un modèle de mucosite induite au 5-fluorouracile[443]. Deux ans plus tard, la même souche 

ne montrait aucun effet protecteur sur la colite induite au DNBS[444]. Prises indépendamment, les 

différences d’effets entre ces deux études pouvaient être attribuées aux différents modèles chimiques 

ou même aux variétés de souris - l’étude de 2017 utilisait des BALB/c tandis que celle de 2019 utilisait 

des C57BL/6. Une étude plus antérieure comparant in vitro plusieurs souches de L. lactis a montré que 

L. lactis MG1363, la parente de NZ9000, ne réduisait pas significativement l’expression d’IL8 induite par 

IL1β sur des cellules Caco-2[358]. Ma thèse ayant utilisé L. lactis NZ9000 suivant un protocole proche de 

l’étude de 2019, l’observation d’un effet anti-inflammatoire est apparue comme surprenante.  

Plusieurs hypothèses quant aux raisons de celle-ci ont été envisagées ; notamment celle d’une différence 

de microbiote intestinal de départ en fonction des lots de souris. Il devient en effet reconnu que la 

composition du microbiote intestinal des patients joue un effet important sur l’effet pharmacologique 

des traitements reçus. Par exemple, le traitement par antibiotiques réduit fortement l’efficacité des 

traitements anticancéreux reposant sur l’induction de la production de TNF, laquelle est positivement 

correlée à la présence de certains genres bactériens comme Alistipes et Ruminococcus. L’administration 

d’Alistipes shahii à des animaux traités par antibiotiques permet de rendre aux cellules myéloides leur 

capacité à produire de la TNF[445]. On peut également prédire une mauvaise réponse aux traitements 

anti-PD1 (programmed cell death protein 1) chez les patients avec un faible niveau d’Akkermansia 

muciniphila[446]. Par ailleurs, la transplantation de microbiote fécal en provenance de patients ayant 

répondu favorablement au traitement par anti-PD1 permet d’améliorer les effets de ce traitement chez 

la souris[447]. Nous savons également que les bactéries du microbiote intestinal agissent en synergie 

les unes avec les autres. Par exemple Bifidobacterium améliore la production de butyrate par F. 

prausnitzii[144]. Il est donc possible que la souche NZ9000 devienne anti-inflammatoire lorsqu’elle entre 

en interaction avec certaines bactéries du microbiote intestinal. Malheureusement, il serait aujourd’hui 

difficile de comparer les microbiotes de départ de nos précédentes études. Pour vérifier cette hypothèse, 

nous pourrions tester la bactérie dans un modèle axénique et comparer son effet anti-inflammatoire 

dans un modèle de colite induite chimiquement en l’administrant après tranplantation de microbiote 

fécal en provenance de souris répondeuses et non répondeuses à L. lactis dans un cas, et en administrant 

L. lactis seule dans un autre cas.  

L’impact de la cathélicidine humaine sur la composition du microbiote intestinal 

Nous avons bien observé un effet significatif de la cathélicidine sur la colite induite avec l’approche 

vaccin à ADN. Les souris ainsi traitées ont eu une reprise de poids plus rapide ainsi qu’une amélioration 
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visible de l’état du colon par rapport aux souris contrôle. L’apport de L. lactis a très peu impacté la 

composition du microbiote. Un OTU du genre Lachnospiraceae a diminué dans le groupe traité tandis 

qu’une Muribaculaceae, un Ruminococcaceae et une Clostridia ont augmenté. Nous n’avons pu observer 

aucune différence significative dans la composition du microbiote fecal entre le groupe ayant reçu la 

souche L.lactis vide et celle où L.lactis contenait le plasmide induisant l’expression de hCAP18.  Nous 

avons tenté une expérience de transfert de flore afin de vérifier si les modifications apportées par L.lactis 

pouvaient avoir un effet positif sur les symptomes de la colite ainsi que pour nous assurer de 

l’équivalence entre le microbiote modifié par la bactérie lactique vide et la bactérie lactique induisant 

l’expression de hCAP18. Aucune différence notable n’a été observée entre nos groupes ce qui a priori 

semble exclure un effet du microbiote dans l’amélioration des symptomes que nous avons observée 

précédemment. Ce serait donc les effets immunomodulateurs directs de hCAP18 qui permettraient 

l’amélioration de la colite. Il reste cependant possible que l’âge plus avancé des animaux ayant subi le 

transfert (en raison du temps d’attente laissé pour la stabilisation du microbiote post-transplantation) 

ait joué sur les symptomes obervés. On observe en effet que les symptomes de la colite de ces animaux 

sont réduit par rapport aux précédents groupes expérimentaux, ce qui ne facilite pas la discrimination 

entre les groupes traités et non traités. 

Une autre étude récente a montré que les souris NOD (diabétiques non-obèses) traitées avec mCRAMP 

avaient une augmentation de Lactobacillus johnsonii, Candidatus arthromitus SFB et Muribaculaceae sp 

et une diminution en Akkermansia municiphila, Bacteroides caecimuris et Clostridium sp[334]. D’une 

façon générale, la cathélicidine a un effet antimicrobien contre les pathogènes entériques tels que 

Citrobacter rodentium et les E. coli adhérentes invasives[449]. Cependant les études de composition du 

microbiote de souris avec ou sans cathélicidine donnent des résultats variables[306,449,450]. En 

concordance avec nos résultats, John Gubatan et al. ont observé qu’une administration intra-rectale de 

cathélicidine n’a aucun impact sur la composition du microbiote des souris (7 jours d’administration 

intrarectale puis induction de la colite au DSS, prélèvement feces 0, 7 et 15j après le début de l’induction 

au DSS) malgré une amélioration des symptomes induits par le DSS. Ils démontrent également que la 

cathélicidine empêche la croissance d’E. coli. Dans leur publication, ils évoquent qu’un problème de 

dosage (qu’ils ont fixé à 5mg/kg) ou une mauvaise répartition de la cathélicidine (la délivrance par voie 

intrarectale n’atteindrait que la partie gauche du colon) pourrait expliquer leurs résultats[451]. 

Cependant, en la mettant en parrallèle avec notre étude, nous pourrions plutôt penser que la 

cathélicidine est très bien tolérée par la plupart des bactéries commensales. En outre Brain J. McHugh 

et al. démontrent en 2019 que l’infection pulmonaire par P. aeruginosa induit la production de 

cathélicidine indépendamment du système de sécrétion. Ils en concluent que la cathélicidine joue 
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principalement un rôle de signal pour l’activation de l’inflammasome NLRP3 par les cellules épithéliales. 

Nous pensons donc que la cathélicidine améliore les symptômes de la colite par 2 mécanismes : 1) la 

prévention de l’infection par des bactéries pathogènes étrangères et 2) la régulation directe du système 

immunitaire. 

L’effet de REG3A sur le syndrôme métabolique 

Le microbiote intestinal a également été mis en cause dans le développement du syndrome 

métabolique. Cela part du constat que l’alimentation joue un rôle clé dans la composition du microbiote 

intestinal et que l’obésité s’accompagne d’une inflammation chronique de bas grade systémique 

résultant du développement des troubles associés à l’obésité tels que la résistance à l’insuline, la maladie 

du foie-gras ou des atteintes cardiovasculaires. En ce qui concerne les PAMs, on observe que l’expression 

des lectines de type C de la famille Reg3 est réduite et le microbiote modifié avant l’augmentation de 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires chez les animaux en régime surgras[335]. Durant ma thèse 

j’ai pu montrer que l’administration quotidienne de LL-probiH1:REG3A à des souris réduit la prise de 

poids ainsi que les lésions hépatiques dues au régime surgras (chapitre 2).  

La concentration d’insuline mesurée chez nos animaux en régime contrôle juste avant le test de tolérance 

au glucose (16h de jeûn) nous semble anormalement élevée (>150µU/mL) et il est possible que les 

animaux aient gardé l’accès à des réserves de nourriture cachées dans leur litière ou que les échantillons 

aient été contaminés par du sang d’animaux des autres groupes. Par ailleurs les groupes contrôles en 

régime conventionnel et en régime surgras n’ont pas de différence dans leur profil glycémique et restent 

basses pour tous les groupes. De fait, aucun de nos animaux ne pouvait véritablement être considéré 

comme diabétique (>240mg/dL pour la glycémie et >150µU/mL pour l’insulinémie à jeûn)[452]. Cela 

n’empêche pas malgré tout de constater des différences entre nos groupes. Ainsi, on n’observe pas 

d’effet visible de LL-probiH1:REG3A sur la tolérance au glucose mais en revanche elle augmente la 

tolérance à l’insuline des animaux, ce qui semble paradoxal vu ses effets sur la prise de poids et la 

stéatose hépatique. En 2018, l’étude de Bluemel et al. a démontré que les animaux déficients en Reg3b 

étaient protégés contre l’intolérance au glucose provoquée par un régime occidental, mais pas contre 

la stéatose hépatique[453]. Cet effet paradoxal des lectines de la famille Reg3 reste donc à élucider. 

L’effet probiotique de L.lactis sur le modèle d’obésité 

Nous notons que l’administration de L. lactis en elle-même a des effets bénéfiques importants sur nos 

deux modèles. Elle permet d’atténuer en grande partie les symptomes de la colite et diminue la prise de 

poids et l’accumulation de lipides dans le foie des animaux, même si cela ne se reflète pas de façon 
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significative sur les marqueurs d’inflammation du foie dans le sang ou sur l’accumulation de lipides dans 

le foie. D’autres études avaient déjà observé un effet anti-inflammatoire de certaines souches de L. lactis 

dans des modèles d’induction chimique[358] et génétiques[454] ainsi qu’un effet bénéfique sur la prise 

de poids et la progression de la NAFLD induite par régime surgras en prise orale[455,456] et également 

intranasale[416]. 

De fait, les d’études de populations semblent montrer un effet modeste de la consommation de yaourt 

sur la prise de poids et la santé des individus[457]. Une étude expérimentale sur rats démontre que 

l’apport de caséine (une protéine fortement présente dans les produit laitiers) pendant 7 jours augmente 

l’abondance de L. lactis et Bifidobacterium pseudolongum dans le caecum et régule le métabolisme du 

galactose ainsi que l’expression de gènes associés à la prévention de l’obésité comme Adipoq, qui 

module le métabolisme du glucode et l’oxydation des acides gras, et Irs1, qui encode l’insulin receptor 

substrate-1 dans la voie signalisation de l’insuline[458]. 

Le rôle des genres Allistipes et Muribaculum dans le développement de pathologies intestinales 

L’administration de L. lactis induisant l’expression de REG3A à des souris nous a permis de confirmer 

l’effet protecteur de celle-ci contre la NAFLD et d’observer des effets considérables sur la composition 

de leur microbiote intestinal. Une PERMANOVA révèle que sa composition du microbiote corrèle avec 

l’alimentation, le traitement suivi et le taux d’alanine aminotransférase dans le sang (tables 1 et 2, 

chapitre 2). Le groupe ayant reçu LL-probiH1:REG3A se caractérise notamment par la réduction des 

bactéries des genres Alistipes et Muribaculum. A ce jour, les propriétés de Muribaculum [459] et 

Alistipes[460] sont encore assez mal connues bien qu’il s’agisse de genres bactériens particulièrement 

abondants chez la souris[461]. Dans le genre Alistipes, l’espèce A. finegoldii a montré des résultats 

protecteurs dans le développement de la colite mais pathogénique dans le développement du cancer 

colorectal. Par ailleurs Alistipes est généralement considérée comme un genre protecteur en raison de 

sa production d’AGCC et sa diminution dans le microbiote d’individus obèses, ce qui est en contradiction 

directe avec nos résultats[460]. Pourtant d’autres études sur souris montrent que la déficience en IL22 

et en Reg3 est liée à une surabondance d’Alistipes et rend le microbiote colitogène[116,462]. Une 

quantification des métabolites lipidiques des compartiments fécal et caecal de nos souris pourra être 

effectuée afin de vérifier si des corrélations peuvent être établies entre les modifications apportées à 

leur microbiote, la concentration en AGCC et la gravité des symptomes hépatiques. 

Le genre Alistipes étant constitué de nombreuses espèces (au moins 12 publiées), il est tout à fait 

possible que celles-ci aient des effets très différentes les unes des autres. Le séquençage 16S est 
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malheureusement limitatif dans l’identification des espèces. Aucune d’entre elles n’a, à ma connaissance, 

été testée expérimentalement sur un modèle d’obésité et seule A. finegoldii a été testée sur un modèle 

d’inflammation de l’intestin. Nombre d’entre elles sont cultivables, ce qui rend ce type d’expérience 

accessible[460]. 

Le rôle paradoxal d’IL22 dans le développement de la NAFLD 

Il apparait qu’IL22, bien qu’induisant les mêmes effets sur le microbiote intestinal que REG3A, a des 

effets totalement inverses sur le développement de la NAFLD et l’exacerbe par rapport à nos 

groupes contrôles. Etrangement, cela s’accompagne d’une réduction de la tolérance à l’insuline. IL22 a 

pourtant montré à de nombreuses reprises un effet protecteur dans le développement de la NAFLD en 

réduisant l’expression des ERO, en contrôlant le microbiote intestinal et en régulant le métabolisme 

lipidique[376,462–464]. De plus IL22 promeut la réparation des tissus[465–467]; ce qui lui vaut d’ailleurs 

ses effet cancérigènes lorsqu’elle devient incontrôlée.  Cependant d’autres études montrent qu’IL22 peut 

tout à fait avoir des effets pro-inflammatoires. Ainsi l’apport d’IL22 par infection adénovirale induit une 

réponse inflammatoire aigue qui se traduit par la mobilisation des neutrophiles dans le sang, une 

surexpression de CXCL1 et de fibrinogène dans le foie[468]. Une ancienne étude sur cellules épithéliales 

de colon montre qu’une combinaison d’IL17 ou IL19 et IL22 induit l’expression des cytokines pro-

inflammatoires IL6 et IL8[469]. A une autre échelle, Elise Dalmas et al. ont observé que les patients 

atteints du diabète de type 2 ont une augmentation en cellules productrice d’IL17 et d’IL22 qui amplifie 

l’inflammation en induisant l’expression d’IL1β[470]. La surexpression prolongée d’IL22 conduit donc 

à des effets secondaires qui vont amplifier l’inflammation et exacerber les dommages tissulaires.  

En cela, les effets opposés de REG3A et IL22 sur la NAFLD malgré la confirmation d’un même impact de 

ces traitements sur le microbiote intestinal ne permet pas d’exclure le rôle de ce dernier dans 

l’amélioration des marqueurs hépatiques de nos animaux. Cependant, il vient modérer l’efficacité à 

laquelle on peut s’attendre d’un changement du microbiote chez des patients avec une maladie 

exacerbée. Afin de déterminer l’impact de notre traitement par LL-probiH1:IL22 sur le métabolisme et le 

système immunitaire de l’hôte, nous allons étudier l’expression des ARNm codant différents marqueurs 

pro-inflammatoires (cytokines, chemokines), impliqués dans la régulation des métabolismes lipidiques 

et glucidiques. Nous allons également vérifier l’expression des peptides antimicrobiens contrôlés par 

IL22 ainsi que l’expression des gènes associés à l’intégrité de la barrière intestinale (mucine, jonctions 

serrées). 
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Conclusion générale 

En conclusion, cette thèse décrit la capacité de L.lactis de servir de vecteur d’expression de peptides 

antimicrobiens. Nous constatons que L. lactis a une forte action protectrice en elle-même et que les 

peptides antimicrobiens exprimés au cours de nos études les ont amplifiés. Dans le cas de la 

cathélicidine, l’impact du traitement sur le microbiote intestinal semble avoir été moindre et 

l’amélioration des symptomes est due à une action immunomodulatrice directe. Par contraste, REG3A a 

eu un impact considérable sur la composition du microbiote. La causalité entre modification du 

microbiote et réduction de la prise de poids et de la stéatose hépatique reste cependant à démontrer. 

Paradoxalement, IL22 a eu des effets aggravants sur la prise de poids et la stéatose hépatique. Cela est 

probablement dû à des effets secondaires néfastes liés à la surexpression prolongée d’IL22, favorisant 

les phénomènes pro-inflammatoires.  
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Figure supplémentaire 1. L’effet de L.lactis recombinant 

sécrétant hCAP18 sur la colite induite au DSS a) au niveau du 

poids b) et de l’indice d’activité de la maladie (DAI = disease 

activity index). Les données sont représentées par la moyenne 

± l’écart-type. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 

0.0001, n = 8 souris par groupe. 
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Figure supplémentaire 2. L’expression de hCAP18 A) induite par 

le vecteur Probi-H1:hCAP18 dans des cellules HEK293 et B) dans 

le culot de culture de bactéries LL-pSEC :hCAP18 
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